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Summary

Nucleoside diphosphate kinase (NDP kinase) is a ubiquitous enzyme catalysing the
synthesis of NTPs from its corresponding NDPs using a NTP donor (physiologically
ATP). The reaction follows a ping-pong mechanism of catalysis with a (P)NDP kinase
high energy intermediate. Apart of its essential role in the synthesis of NTPs, this
enzyme has been related to a) G-protein interaction in signal transduction, b)
differentiation in Drosophila and different cell lines, c) inhibition of metastasis (nm23),
and has recently been identified to d) a transcription factor.

In the present work, data are presented on the purification of Candida albicans NDP
kianse as well as a biochemical characterization of the enzyme, number and type of
subunits, pl, thermal stability and the possibility to use as substrates different NTPs
and NDPs. By two different approaches, guanine and adenine di and triphosphates
were found to be the better acceptors and donors of the reaction (Arch. Biochem.
Biophys. (1995), 187-194). The ability of NDP kinase to phosphorylate different anti-
HIV nucleotide analogs was addressed, and a methodology was developed to measure
the enzyme activity with these substrates (J. Biol. Chem. (1996), 271, in press). The
specific activity of the enzyme during the growth and morphogenesis of C. alhicans
was studied; the specific activity was found to be maximal during loganthmic growth
(An. Asoc. Quim. Argent. (1993), 81, 4-5, 359-366). Using purified enzyme, a detailed
study of the pure enzyme autophosphorylation was carnied out; the results indicated
that only histidine autophosphorylation was found. Autophosphorylation in (. albicans
and [Fscherichia coli crude extracts was also performed. As NDP kinase
autophosphorylates in a histidine residue as part of its kinetic mechanism of action, the
studies of phosphorylation by other kinases need to discriminate between
phosphorylation on serine/threonine and histidine residues. A method on Immobilon
membranes using 5% methanol in buffers of pH 1 and 14 is described. This method
was used to study the in vivo phosphorylation of the enzyme in (. albicans and in
HeLa cells in culture. Possible implications of in vivo NDP kinase serine
phosphorylation are discussed.

Resumen

La enzima nucleosido difosfato quinasa (NDP quinasa) es ubicua y cataliza la sintesis
de NTPs a partir de sus correspondientes NDPs y un NTP dador (fisiologicamente el
ATP). La reaccion sigue una cinética de ping-pong con la formacion del intermediario
de alta energia (P)NDP quinasa. Aparte de su rol fundamental en la sintesis de NTPs,
se ha relacionado a esta enzima con a) la activacion de proteinas G en la transduccion
de seifiales, b) la diferenciacion de Drosophila y distintas lineas celulares, c) inhibicion
de metastasis (nm23), y recientemente ha sido identificada como d) un factor de
transcripcion.

En el presente trabajo se presentan resultados de la purificacion y caracterizacion de la
NDP quinasa de Candida albicans, un hongo patogeno oportunista de vertebrados. Se
caracterizo la enzima bioquimicamente, en cuanto a su tamafio, al numero de
subunidades, su punto isoeléctrico, su estabilidad térmica, y la posibilidad de usar
distintos NTPs y NDPs como dadores y aceptores de la reaccion. A través de dos
enfoques experimentales diferentes se demostro que los nucledtidos de guanina y
adenina son los mejores aceptores de la reaccion (Arch. Biochem. Biophys. (1995),



187-194). Se evaluo a su vez, la capacidad de NDP quinasas de distinto origen de
fosforilar a analogos de nucleotidos utilizados en terapias antivirales, para ello, se
desarrollo la metodologia para medir la actividad NDP quinasa con estos sustratos (J.
Biol. Chem. (1996), 271, en prensa). Se estudio la actividad y la presencia de la enzima
durante el crecimiento y la morfogénesis del hongo; la actividad especifica maxima se
encontro durante el crecimiento logaritmico (An. Asoc. Quim. Argent. (1993), 81, 4-5,
359-366). Se realizo un estudio detallado del proceso de autofosforilacion de la NDP
quinasa, y se encontro que solo se encuentra autofosforilada en residuos de histidina.
La autofosforilacion de la enzima también se realizo en extractos crudos de (.
albicans y de l-scherichia coli. Dado que la NDP quinasa se autofosforila en residuos
de histidina como parte de su mecanismo de accion, los ensayos para estudiar la
posible regulacion de la enzima por fosforilacion a través de alguna quinasa necesitan
de una metodologia que pueda distinguir la fosforilacion en histidina de aquella en
serina o treonina. Se desarrollo entonces una metodologia sobre membranas de
Immobilon con el uso de buffers de pH 1 y 14 con el agregado de 5% metanol. Esta
metodologia se utilizo para estudiar la fosforlacion in vivo en (. albicans y en células
HeLa en cultivo. Se discuten las posibles implicancias de la fosforilacion en serina in
Vivo.
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INTRODUCCION

1. Introduccién a C. albicans

Candida albicans es un hongo patogeno oportunista de vertebrados, causante
de la micosis de incidencia mundial mas comun entre los seres humanos: la candidosis.

C. albicans es una especie de hongo perteneciente al Orden-forma
Criptococales (Subclase-forma Blastomycetidae, Clase-forma Deuteromycetes;
Subdivision Deuteromycotina). El género Candida representa la fase asexual de varios
geéneros de levaduras pertenecientes a la Clase Ascomycetes pero ademas, también
representa al estadio asexual de levaduras de la Clase Basidiomycetes (Van Rij, 1984).

Es asi que C. albicans es considerada una levadura imperfecta, ya que se
conoce solamente su forma de reproduccion asexual, predominantemente por

gemacion con produccion de blastosporas.

Esta enzima es un comensal de los tractos respiratorio y gastro-intestinal, la
vagina y, menos frecuentemente de la piel de las personas sanas. La mayoria de los
portadores no sufren ningun efecto como consecuencia de la colonizacion. Un factor
importante de la patogenia de C. albicans es que este comensal se transforma en

infeccioso, provocando candidosis.

La enfermedad causada por este hongo puede presentarse con distintos
grados de severidad, existiendo tres tipos basicos de infecciones: superficiales,
localmente invasivas y sistémicas. Asi, produce infecciones cutaneas, candidosis oral,
aftas, candidosis vulvovaginal, etc.,, que en general se presentan en asociacion con
otras enfermedades, con desordenes fisiologicos, obesidad, uso de antibioticos de
amplio expectro, y con las terapias esteroidogénicas. A diferencia de las infecciones
superficiales o localmente invasivas, la infeccion sistémica esta asociada con pacientes
inmunodeprimidos, y en estos casos, la vida del paciente esta comprometida. La
incidencia de la candidosis sistémica ha aumentado en forma continua y alarmante en

los ultimos veinte afios debido a depresiones del sistema inmune causadas por
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tratamientos de quimioterapia, transplantes, y especialmente al avance del Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). La candidosis sistémica es la causante de
aproximadamente la tercera parte de las muertes en enfermos de SIDA, de un tercio de
los pacientes terminales de leucemia y un tercio de los receptores de transplantes de
médula Osea.

Debido a que el agente etiologico de esta micosis es ubicuo en el medio
ambiente, pero ain mas, forma parte de la flora microbiana normal, es casi imposible

evitar la exposicion a este organismo.

C. albicans es un organismo polimorfico, aunque mayormente crece como
células levaduriformes o en forma filamentosa (Odds, 1988). El dimorfismo levadura-
micelio de esta especie esta intimamente relacionado a la patogenicidad y
especialmente a su capacidad invasiva (Odds, 1988; Soll, 1988).

Sin embargo, los parametros que gobiernan las transiciones dimorficas de C.

albicans son poco conocidos.

El avance en el conocimiento de C. albicans ha sido lento en relacion a otras
levaduras por la dificultad intrinseca que trae aparejada la diploidia y la falta de un
ciclo sexual. De esta manera, las dificultades para la manipulacion genética de C.
albicans han impedido la identificacion de los factores que contribuyen a la transicion
dimorfica y al aislamiento y la identificacion de mutaciones que afecten su
patogenicidad.

Se han obtenido mutantes morfologicas y se han clonado diversos genes en
C. albicans con la esperanza de hallar factores ligados a la morfogénesis y a su
patogenicidad, aunque con resultados negativos (Gow y col., 1994, Franklyn y
Warmington, 1994; Shepherd, 1985; Kirsch y Whitney, 1991).

Solo recientemente se ha logrado un avance muy importante haciendo uso de
la caracteristica de la levadura Saccharomyces cerevisiae de tener un crecimiento
dimorfico y asi pasar de levaduras a pseudomicelio en medio de cultivo sin nitrégeno
(Gimeno y col., 1992). Se transformaron células de S. cerevisiae con una biblioteca

genomica de (. albicans y se estudiaron las colonias que produjeron pseudomicelio en
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un medio en que normalmente crecerian en forma levaduriforme. De esta manera, se
clono y caracterizo un factor de transcripcion CPH1, homélogo a STE12 que en S.
cerevisiae es el ultimo paso de la cascada de sefalizacion de MAP quinasas'. La
delecion de este gen en (. albicans produjo incapacidad de crecer en forma de micelio
en medio solido, capacidad ésta que se restituyo transformado con CPHI. Sin
embargo, la ausencia de este gen no afectdo la morfogénesis estimulada en medio
liquido (Liu y col., 1994).

Los resultados del trabajo que se comenta tienen gran importancia porque
prueban la necesidad de una via de transduccion de sefiales que determina -al menos- la
activacion de un factor de transcripcion como condicion para el crecimiento en forma
de micelio. Por otro lado, prueban que no existe una sola via que lleve al crecimiento
hifal. De estos estudios se concluye que la morfogénesis en C. albicans es un proceso
de multiples vias con diferentes inductores, y por lo tanto habla de un proceso

sumamente complejo y muy importante para la célula.

Entre otros laboratorios, en el nuestro, se ha demostrado que el AMP ciclico
juega un papel importante en la transicion levadura-micelio (Egidy y col., 1989; 1990).
Condiciones de cultivo que mantienen un nivel elevado del nucleotido ciclico estimulan
la germinacion de células levaduriformes. También se demostro que el hongo posee
una adenilil ciclasa dependiente de Mg®" y activable por nucledtidos de guanina
(Paveto y col., 1990) y por hormonas del hospedador tales como glucagon, hormona
luteinizante (LH), y gonadotrofina corionica humana (hCG) (Paveto y col. 1991). Mas
recientemente, utilizando anticuerpos especificos y precursores radioactivos, se
demostré inequivocamente la presencia de proteinas G de tipo trimérica (Gs
estimulatoria y Gi inhibitoria) en membranas del hongo (Paveto y col,, 1992). La
activacion de receptores de membrana con glucagon, con el consiguiente aumento de
AMPc, traen aparejado un aumento de formacion de tubos germinativos (Paveto y
col, 1990; Zelada y col., 1996), de lo cual se infiere que esta via de transduccion de
sefiales, interviene activamente en el proceso de morfogénesis en medio liquido. En
eucariotas superiores, la via de transduccion se sefiales del AMPc interviene en

procesos de regulacion inmediata de actividades enzimaticas, asi como también en

'MAP quinasas, del inglés “mitogen activated proteins kinases”; quinasas de proteinas activadas por
mitosis.
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procesos mas lentos que transcurren a través de la activacion de la transcripcion de
determinados genes.

Existe un conocimiento profundo de la transduccion de sefiales via proteinas
G . De las proteinas G (monoméricas y triméricas), que en todos los casos son activas
cuando se hallan unidas a GTP e inactivas unidas a GDP, uno de los aspectos menos
conocidos es el mecanismo por el que se renueva el GTP durante el proceso de
activacion. Se ha postulado que la enzima nucledsido difosfato quinasa (NDP quinasa)
seria la encargada de la transformacion del GDP en GTP en las inmediaciones de las

proteinas G (Wieland y Jakobs, 1992).

C. albicans aparece como un modelo apropiado para el estudio de los
procesos morfogenéticos, especialmente desde el punto de vista bioquimico. Sélo
recientemente, estudios realizados sobre S. cerevisiae han sido aplicados para estudiar
el dimorfismo en C. albicans con herramientas de biologia molecular (Liu y col,

1994).

2. Introduccion a la NDP quinasa

La nucledsido difosfato quinasa (NDP quinasa) es una enzima ubicua, que ha
sido hallada en todos los sistemas eucariéticos y procariéticos donde se la ha buscado.
Desde que fueron descriptas por primera vez, independientemente por Berg y Joklik y
Krebs y Hems, en 1953, esta enzima ha sido purificada y caracterizada a partir de
numerosos organismos (Parks y Agarwal, 1973; Ohtsuki y col., 1984; Koyama y col,,
1984, Kimura y Shimada, 1988b, Presecan y col., 1989; Muiioz-Dorado y col. 1990,
Jong y Ma, 1991; Kavanaugh-Black y col., 1994; Ulloa y col., 1995). La NDP quinasa
cataliza la transferencia del fosfato terminal de un NTP a un NDP con poca

especificidad de base y fuerte actividad, de acuerdo a la siguiente reaccién quimica:

NTP + NoDP < N|DP +NoTP

Introduccion 4



donde N,TP y N,DP pueden ser ribo o deoxi-nucleétidos di y tri-fosfatos
(Parks y Agarwal, 1973).

El mecanismo de la reaccion quimica es del tipo “ping-pong”, e involucra una
fosforilacion transitoria de la NDP quinasa en un residuo de histidina especifico,
formando un intermediario de alta energia. El grupo fosfato es luego transferido al

NDP aceptor.

Se supone que fisioldgicamente el ATP debe ser el N, TP universal, ya que la
sintesis de este nucledtido se realiza fundamentalmente a través de las rutas de
fosforilacion oxidativa, glucdlisis, y otras menores. En contraposicion al ATP, las rutas
de sintesis de los demas NTPs involucran a la NDP quinasa, como se observa en el
esquema de la figura I-1., diversas enzimas intervienen en la sintesis de los distintos
NDPs, pero todas convergen en la NDP quinasa para la sintesis de los

correspondientes NTPs.

El ultimo trabajo de revision sobre la NDP quinasa ha sido publicado en 1973
(Parks y Agarwal). En él, los autores deslizan la idea que esta enzima deberia tener
algun otro rol aparte de mantener el “pool” de NTPs, probablemente un rol
regulatorio. Segun los autores, la actividad NDP quinasa intracelular es 10 veces

mayor a la necesania para la funcion de sintesis de NTPs.
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Biosintesis de novo, fosforilacion de nucleotidos

¥
dUMP
AMP GMP| [dTMP = [ump| [cMmP
AMP quinasa (d)GMP quinasa | | |4T™P quinasa (d)UMP/CMP quinasa
v | 2
1 | dTDP | |dUDP — UDP CDP L &z
ADP RR 4dGDP
re [GDP = dcDP |
dADP
NDP quinasa
) |
Fosforilacion oxidativa
Glucolisis
Numerosas otras vias
menores #
dATP dTTP |dCTP Sintesis de
dGTP ADN
ATP GTP UTP cTp  Sintesisde
-Dador de -Seiializacion -Sintesis de  -Sintesis de ARN
|__fostato  _-Polimerizacion _azicares  _lipidos e —
de tubulina complejos
-Sintesis de
proteinas

Figura I-1. Sintesis de NTPs. Rol de la NDP quinasa. RR, ribonuclettido reductasa.
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En una vision historica de lo publicado sobre NDP quinasas se observa que el
numero de publicaciones aumenté6 de manera muy importante desde el afio 1990
(figura I-2.). En ese afio, se describio que un gen de Drosophila conocido como awd,
cuya mutacién produce un desarrollo anormal de la larva y otro gen humano, nm23,
clonado como inhibidor de metastasis, eran muy homologos a la NDP quinasa clonada
del acrasial Dictyostelium discoideum (Wallet y col, 1990). Posteriormente se
determiné que efectivamente codificaban para NDP quinasas (Biggs y col., 1990;

Gilles y col., 1991).
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Figura I-2. Vision histérica de lo publicado sobre NDP quinasas.

Mas recientemente, investigadores que trabajaban en el factor de transcripcion
“PuF™?, que se une a una region reguladora especifica del proto-oncogen c-myc,
clonaron el factor y hallaron que también se trataba de una NDP quinasa humana
(Postel y col., 1993).

Al dia de hoy, no se sabe como es que la NDP quinasa cumple estas funciones
regulatorias que recientemente le han sido asignadas. A continuacion se detallan los
conocimientos sobre las distintas areas que podrian arrojar luz sobre la totalidad de las

funciones de la NDP quinasa y sobre su mecanismo de accion.

*PuF, sigla del inglés “Purine-binding transcription Factor”, factor de transcripcion descripto por su
union a la secuencia GGGTGGG en la zona promotora del gen c-mvc.
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Se ha descripto la existencia de isoenzimas en diversos organismos. Asi, en
Dictyostelium se han encontrado 2 genes. Uno de ellos codifica para una NDP quinasa
de origen mitocondrial, que se encuentra codificado en el genoma nuclear y posee un
péptido sefial para su importacion, que es clivado en el interior de la organela. El otro
gen descripto en Dictyostelium seria codificante de una unica proteina citosoélica (Troll
y col, 1993).

En los restantes organismos eucariontes inferiores no se ha caracterizado una
proteina mitocondrial (aunque se supone su existencia), pero se ha caracterizado una
unica NDP quinasa citosolica (Parks y Agarwal, 1973). Una unica NDP quinasa
también ha sido caracterizada en organismos procariontes (Parks y Agarwal, 1973).

Los eucariontes superiores, por el contrario, tienen al menos 2 isoenzimas
citosolicas relativamente homologas; éstas se han dado en llamar A y B en humanos, a
y B en ratones, etc. (aunque la nomenclatura de los genes y sus productos es mas
compleja y no se ha uniformado aun). En espinaca, se ha caracterizado una tercera
NDP quinasa presumiblemente de localizacion cloroplastica (Zhang y col., 1993).

Las 2 secuencias de NDP quinasas que mas difieren entre si, poseen un 43% de
residuos idénticos. Todas las NDP quinasas estudiadas son multiméricas, variando el
nimero de subunidades segun que provengan de organismos eucariotas o procariotas,

en hexameros o tetrameros respectivamente.

2.1. NDP quinasa y diferenciacion celular

La relacion entre NDP quinasas y la diferenciacion celular es muy estrecha.
Uno de los pilares que sostienen las posibles funciones regulatorias de las NDP
quinasas se basa justamente en los descubrimientos realizados sobre el desarrollo de D.

melanogaster.
En Drosophila, 1a mutacion K-pn (del inglés “killer of prune” -asesino de

prune-) es dominante letal condicional, y causa la muerte a individuos homocigotas o

hemicigotas para la mutacion del color de ojos prune (Sturtevant, 1956). Shearn y col.
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estudiaron por una técnica de disgénesis hibrida’, las mutaciones que producen
cambios morfologicos en los discos imaginales hacia el tercer estadio larval (ya que
éstos diferenciaran a “cabeza”, “torax” y “genitales”), como una manera de encontrar
genes especificos que se integren al proceso de desarrollo y diferenciacion. Los autores
describen que K-pn es una mutacion en el gen awd® (Biggs y col., 1988). La mutacion
produce la muerte luego del tercer estadio larval. Los discos que daran lugar a las alas
son morfologicamente anormales (hecho que le da nombre al gen) y hay muerte
celular, entre otras modificaciones respecto de larvas normales, el cerebro y
proventriculo en homocigotas de awd aparece vacuolado debido a la acumulaciéon de
gotas de lipidos (Dearolf'y col , 1988 a y b).

En 1990, se identifico que el gen awd corresponde a una NDP quinasa de
Drosophila (Biggs y col., 1990).

La proteina codificada por el gen awd que produce las caracteristicas
mencionadas en conjuncidn con prune, posee una mutacion puntual respecto de la
NDP quinasa salvaje. La mutacion K-pn resulta en el reemplazo de la prolina 97 por
una serina. La proteina mutada es activa, se diferencia en la estabilidad a la
temperatura (Lascu y col., 1992) siendo awd estable a 50°C pero no a 65°C, como la
enzima salvaje. El amino acido mutado se encuentra en un lazo o “loop” que interviene
en el contacto entre mondmeros para formar un trimero; este “loop” se ha dado en
llamar “K-pn loop” (Dumas y col., 1992).

En relacioén a otra de las funciones adjudicadas a la NDP quinasa (ver item
1.2.), se ha descripto que la mutacion K-pn tiene un efecto supresor de tumores
sanguineos de Drosophila producidos por la mutacién Tum-1, los individuos con la
mutacion K-pn o prune, sobreviven (Zinyk y col., 1993).

Una hipatesis no confirmada indicaria que esta mutacion provoca una pérdida
de especificidad por sus sustratos naturales, actuando sobre un metabolito de la via

metabolica de prune, produciendo un téxico (Timmons y col., 1995).

’Disgénesis hibrida. (“hybrid dysgenesis”) es un sindrome que ocurre en Drosophila. en las células
germinales de la progenie producto de la unién de machos de la cepa P con hembras de una cepa de
laboratorio llamada M. Una caracteristica de este sindrome, es 1a induccion de mutaciones causadas
por la insercién del transposén P. Los genes interrumpidos por cl transposén P son luego ficilmente
clonados.

‘awd, sigla del inglés “abnormal wing discs”, discos alares anormales.
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Hasta la actualidad, no se ha develado porqué la mutacion de una NDP quinasa
produce anomalias en el proceso de diferenciacion de Drosophila, ni tampoco qué

funcion cumple la proteina correspondiente al gen prune en este proceso.

Otra evidencia sobre la participacion de la NDP quinasa en la diferenciacion
celular proviene de experimentos realizados sobre una linea celular (células leucémicas
mieloides M1 de raton) que puede ser inducida a diferenciar a macréfagos y a
granulocitos por dexametasona (Okabe-Kado y col., 1988). Los autores aislaron
células M1 resistentes a la diferenciacion y comprobaron que el medio condicionado
por estas células y sus extractos celulares poseian un factor inhibitorio de la
diferenciacion. Este factor fue purificado a partir de medio condicionado y luego de
secuenciado, se vio que se trataba de la NDP quinasa B humana (Okabe-Kado y col.,
1992).

Mas recientemente, los autores encontraron que una proteina truncada
poseyendo los amino acidos 1 a 60 era suficiente para ejercer la accion inhibitoria

desde el exterior (Okabe-Kado y col., 1995).

También trabajando con sistemas de diferenciacion celular en la hematopoyesis,
se clon6 una tercera forma de NDP quinasa humana por medio de una busqueda de
clones que se expresan preferencialmente en una leucemia cronica mieloide (CML).
Esta enfermedad se caracteriza clinicamente por un aumento crénico de células
mieloides inmaduras que se arrestan en la diferenciacion (Venturelli y col., 1995).

La NDP quinasa clonada, tiene un 65 y 67% de identidad con las NDP quinasas
A y B, respectivamente. Cuando la proteina es sobrexpresada en una linea celular
precursora mieloide (32Dc13), bloquea la diferenciacion a granulocitos inducida por
G-CSF’ y lleva a la apoptosis (Venturelli y col., 1995). Los autores estudiaron la
expresion de esta NDP quinasa durante la diferenciacion normal de células CD34"
provenientes de voluntarios sanos, y describieron que su expresion es consistente con
una funcion durante las etapas tempranas de la hematopoyesis (la expresion es elevada
en el estado indiferenciado, maxima a los 3 dias, disminuyendo hasta hacerse casi

indetectable al dia 16).

G-CSF, sigla del inglés “granulocyte colony-stimulating factor”. factor estimulador de formacion de
colonias de granulocitos
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Al igual que para las otras funciones atribuidas a la NDP quinasa, su

mecanismo de accion no ha sido dilucidado aun.

2.2. NDP quinasa y metastasis

Inicialmente se clon6 el gen nm-23 de ratéon por medio de una busqueda de
genes con expresion diferencial entre lineas celulares con diferente potencial
metastasico (Steeg y col., 1988). Con una sonda de origen murino se identifico luego
al gen humano nm-23 HI, que result6 homoélogo al gen awd de Drosophila (NDP
quinasa A) (Rosengard y col., 1989)

En un pnmer momento se observé una correlacion inversa entre la expresion de
su ARNm y el fenotipo metastasico (Bevilaqua y col., 1989).

Pero mas importante aun, estudios posteriores indicaron que la expresion de
nm-23-H1 disminuye marcadamente el fenotipo y su poder metastasico en células
MDA-MB-435 de carcinoma mamario humano (Leone y col, 1991; 1994). En
estudios mas recientes, se determiné que los dos tipos de NDP quinasas descriptas en
ratones (nm23-M1 y nm23-M2, NDP quinasas o y ) son capaces de inhibir la
metastasis experimental utilizando una linea celular de melanoma de raton (Baba y col.,
1981).

A partir de las primeras descripciones donde se caracteriza a las NDP quinasas
como inhibidores de metastasis, numerosos grupos trataron de ver si la expresion de
esta proteina, de su mensajero o su actividad podria ser marcador de prognosis entre
tumores que llevarian a metastasis y aquellos que no. Los resultados obtenidos son
muy diversos y hasta el presente no existe la posibilidad de una generalizacion. La
relacion entre NDP quinasa y tumores metastasicos y no metastasicos seria diferente
segun el tejido de origen del tumor. En un trabajo de revision reciente, Steeg y col.
describen en detalle los resultados obtenidos hasta el afio 1995 (De La Rosa y col,

1995)

Estudios recientes realizados en los organismos procariontes Myxococcus

xanthus y Escherichia coli y en humanos, determinaron que la NDP quinasa se
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autofosforila en un residuo de serina, ademas de la histidina del sitio activo (Mufioz-
Dorado y col, 1993; Almaula y col., 1995, MacDonald y col., 1993). Ademas, se hallo
a las NDP quinasas humanas A y B fosforiladas in vivo (MacDonald y col., 1993). Los
autores proponen que la fosforilacion en serina de la NDP quinasa se correlacionaria
con la inhibicion de metastasis.

Por otra parte, Engel y col. determinaron in vitro que la NDP quinasa puede

ser sustrato de la proteina quinasa CK2 (Engel y col., 1994).

Los resultados obtenidos sobre la inhibicion de la metastasis por diversos
autores, demuestran una indudable participacion de la NDP quinasa durante algunos
procesos de metastasis. La manera en que la NDP quinasa participaria no ha sido

dilucidada aun.

2.3. NDP quinasa y transduccion de sefiales

La relacion de las NDP quinasas con la transduccion de seiiales proviene de los
nexos existentes entre esta enzima y diversas proteinas que unen GTP. Dentro de estas
proteinas, se la ha relacionado con las subunidades o de las proteinas G triméricas asi
como también con las proteinas monoméricas que unen GTP como las de la familia
Ras. Este grupo de proteinas esta intimamente relacionado a la transduccion de
sefiales. Por ejemplo, las proteinas G estan relacionadas con la transduccion de sefiales
via un receptor de membrana, el cual, al unirse a su “hormona” (primer mensajero),
estimula el intercambio de GDP por GTP sobre la subunidad a, activandola, unida a
GTP, permite activar diferentes sistemas enzimaticos intracelulares, produciendo
diferentes “segundos mensajeros” especificos. Las proteinas de la familia Ras, son mas
pequefias que las subunidades o de las proteinas G, pero comparten con las primeras
su capacidad de activarse por medio de la uniéon al GTP y permanecer inactivas
mientras unen GDP. Otra diferencia se basa en que las subunidades a poseen actividad

GTPasa para detener la actividad, mientras que las proteinas Ras funcionan con
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proteinas asociadas, GAP® para activar la actividad GTPasa y GNEF’ que cataliza el
intercambio de GDP-GTP.

Como evidencias fisicas de la relacion de la NDP quinasa con las proteinas G
en el proceso de transduccion de sefiales, se ha demostrado que la NDP quinasa co-
purifica y co-inmunoprecipita con proteinas G triméricas y monoméricas (Ohtsuki y
col, 1986, 1987, Kimura y Shimada, 1988a), la union resulto ser dependiente del
tratamiento previo de las membranas con agonistas como glucagon (en membranas de
higado) o intermediarios no hidrolizables de la sefializacion (Gpp(NH)ps), resultando
que la unién no es permanente, y es regulada por hormonas (Kimura y Shimada,
1988a). Bioquimicamente, se encontr6 que la capacidad de la NDP quinasa de utilizar
diferentes NDPs se ve modificada cuando se encuentra en presencia de proteinas G
triméricas y monomeéricas, aumentando la preferencia por la utilizacion de GDP como
sustrato (con la consiguiente formacion de GTP) (Ohtuski y col., 1987).

En cuanto a la localizaciéon de la NDP quinasa, Kimura y Johnson encontraron
que un determinado tratamiento de células en cultivo, que produce aumento en la
actividad de la adenilil ciclasa, se correlaciona con un significativo cambio en la
actividad NDP quinasa en la membrana plasmatica (Kimura y Johnson, 1983).

Si bien los reportes en que se demostraba que la NDP quinasa era capaz de
fosforilar al GDP mientras permanecia unido a proteinas Ras fueron corregidos por los
mismos autores (Randazzo y col., 1991; 1992; Kikkawa y col., 1990; 1990), se ha
comprobado que la NDP quinasa “canaliza” el GTP hacia proteinas G de manera tal
que el GTP producido por la NDP quinasa es 10 veces mas efectivo que el agregado a
la solucion (Wieland y Jakobs, 1992).

En apoyo de un rol regulatorio de la NDP quinasa en relacion con la
transduccion de sefiales y proteinas G, se demostrd en Dictyostelium que la accion de
un agonista sobre su receptor transmembrana activa a la NDP quinasa, produciendo
GTP, que a su vez activa a la proteina G (Bominaar y col., 1993).

Los resultados obtenidos estudiando en levadura la cinética del intercambio de

nucleétidos sobre la proteina Ras y su relacion con GNEF, llevaron a concluir que

®GAP. sigla del inglés “GTPasc activating protein”, proteina que activa la actividad GTPasa de
proteinas G monoméricas.

'GNEF, sigla del inglés “guanine nucleotide exchange factor”, factor que estimula el intercambio de
nucleétidos de guanina sobre proteinas G monomeéricas.

*Gpp(NH)p. guanosina 5'-(p.y-imino)trifosfato
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GNEEF activa el intercambio del di y trifosfato con constantes muy similares, con lo
cual la concentracion de GTP/GDP en el entorno seria la responsable de la activacion o
no de Ras. Los autores proponen que la activacion (y consiguientemente la regulacion)

podria estar a cargo de la NDP quinasa (Haney y Broach, 1994).

2.4. NDP quinasa como factor de transcripcion

Se han caracterizado alrededor de 12 proteinas que unen ADN en la zona
regulatoria del gen c-myc; sin embargo, s6lo el factor PuF ha sido capaz de regular la
transcripcion del gen in vitro. PuF se describio por primera vez como la fraccion de un
extracto nuclear de células HeLa parcialmente purificado, que eluye de una columna de
DEAE con 0,4 M CIK a pH 7,9 (Postel y col., 1989).

Al clonar y secuenciar el factor PuF se hallé que se correspondia exactamente
con la NDP quinasa B humana (Postel y col,, 1993). En experimentos posteriores,
estos autores determinaron que la actividlad NDP quinasa era prescindible para
observar la union a ADN vy la activacion de la transcripcion in vitro (Postel y col.,
1994).

El sitio de unién de la NDP quinasa B es entre la posicion -142 y -115, en la
zona regulatoria del c-myc, que contiene en tandem la secuencia GGGTGGG. Pese a
que se postul6 la presencia de una triple hélice (Cooney y col., 1988; Postel y col,
1991), ésta no pudo ser demostrada (E. Postel, comunicacion personal). La activacion
in vivo de la transcripcion inducida por NDP quinasa B fue observada en células en

cultivo por transfeccion transiente (Berberich y Postel, 1995).

Estudios realizados sobre la regulacion del c-myc en el linfoma de Burkitt,
corroboraron esta funcion descripta para la NDP quinasa B. En esta enfermedad, un
alelo del c-myc se yuxtapone a sitios cercanos a los loci de las cadenas livianas o
pesadas de las inmunoglobulinas. Este alelo translocado se expresa fuertemente

mientras que el otro queda silente. Se encontré que el sitio PuF se encuentra ocupado
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(por NDP quinasa B) sélo en el alelo translocado (Ji y col., 1995). Este sitio se
encuentra protegido también en células HL60 en activa division, mientras que no lo
esta en células HL60 ya diferenciadas, donde ya no se expresa c-myc (Arcinas y Boxer,
1994).

En estudios de union NDP quinasa B a acidos nucleicos, se encontré que la
union de la enzima no es especifica de secuencia, ni de ADN. Se hallé que la enzima
tiene preferencia por las cadenas simples pirimidinicas de ADN y ARN (Hilderbrandt y
col,, 1995).

Hasta el momento, no se hallado una relacion entre los efectos de las NDP
quinasas en la inhibicion de la metastasis como tampoco entre la propiedad de la NDP
quinasa B de regular la expresion del c-myc y su nexo con la diferenciacion. No se sabe
si formarian parte de una misma via o serian caminos de regulacion diferentes.

Resulta llamativo que solo la NDP quinasa B se una a ADN y ARN, y que esta
capacidad no la posea la NDP quinasa A. Esta diferencia se podria deber
intrinsecamente a los caminos de regulacion, sin embargo, no puede descartarse que la
NDP quinasa A tenga esta propiedad bajo diferentes condiciones de ensayo. Tampoco
se sabe todavia si la capacidad de unir acidos nucleicos esta dada por la caracteristica

basica de la NDP quinasa B en contraposicion al pl mas acido de la NDP quinasa A.

2.5. NDP quinasa y la Proteina X (HBx) del Virus de la Hepatitis B

El virus de la hepatitis B (VHB) es un miembro de los hepadnavirus que causa
fundamentalmente hepatitis de tipo aguda, sin embargo 5-10% de las infecciones
progresan a una etapa cronica, que se asocia con cirrosis hepatica y eventualmente
cancer de higado (Nassal y Schaller, 1993).

El genoma del VHB es muy compacto y posee solo cuatro sitios de inicio de
lectura (ORFs, del inglés “open reading frames”). Cada nucledtido tiene funcion
codificante y mas del 50% participa en al menos dos ORFs. El genoma viral codifica
para una proteina del centro “core” (HBc), una ADN polimerasa (P), un antigeno de

superficie (HBs) y la proteina X (HBx). La proteina X tiene 154 amino acidos y un PM
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de 16200, es un activador transcripcional de muchos genes reguladores celulares y
virales (Nassal y Schaller, 1993) y en experimentos con animales transgénicos se ha
mostrado que induce el cancer de higado (Nassal y col., 1993; Koike y col., 1994). Se
ha comprobado que la proteina X estimula vias de segundos mensajeros promotoras de
tumores a través de aumentos de diacilglicerol, translocacion de la proteina quinasa C a
la membrana y estimulando la actividad del factor de transcripcion AP-1 (formado por
el dimero de los proto-oncogenes jun y fos), lo cual podria asi explicar la capacidad
oncogenética que posee (Kekulé y col., 1993). El gen que codifica para la proteina X
esta ausente en el virus equivalente de las aves, el cual se diferencia del VHB en que no

produce cancer de higado.

Recientemente De-Medina y Shaul han descripto que la proteina X posee hasta
un 24% de identidad y hasta 38% de similitud con el grupo de NDP quinasas (De-
Medina y Shaul, 1994). De acuerdo a la estructura secundaria que se predice, la
proteina X poseeria una disposicion muy similar de las hojas plegadas B, carece de una
zona correspondiente al “K-pn loop” (ver la seccion correspondiente a la estructura de
la NDP quinasa, item I-2.6.) y posee una extension hacia el C terminal. Las estructuras
a hélice predichas estan casi ausentes salvo en una region C terminal; sumadas a estas
diferencias, la proteina X posee 9 cisteinas, formando 4 puentes disulfuro (Gupta y
col,, 1995). Los autores caracterizaron la capacidad de esta proteina de hidrolizar ATP
(De-Medina y col., 1994), de autofosforilarse, y de ceder el fosfato a un NDP aceptor,
GDP (De-Medina y Shaul., 1994). Segun los autores, su capacidad de catalizar la
reaccton es muy limitada y por ello sugieren que se trata de una proteina que ha
evolucionado a partir del grupo de las NDP quinasas, pero que ha adquirido
posteriormente otras capacidades regulatorias. Sin embargo, no se puede descartar que
las condiciones utilizadas para medir la actividad no hayan sido las apropiadas.

La relacion de la proteina X con las NDP quinasas celulares se ve fortalecida
por uno de los mecanismos de accion postulados para ejercer su accion, a través de la
activacion de proteinas Ras aumentando la formacion del complejo Ras-GTP (Benn y

Schneider, 1994).
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2.6. Estructura de las NDP quinasas

Ya en el afio 1963, Ratliff y col. lograron cristales de NDP quinasa de levadura
(Rathff y col., 1963). Por aquel entonces, la cristalografia no era utilizada para la
determinacion de la estructura espacial de la proteina por difraccion de rayos X, sino
mas bien como un paso de purificacion.

La estructura cristalina de la NDP quinasas de Dictyostelium, M. xanthus,
Drosophila y humana recombinantes han sido determinadas (Dumas y col., 1991,
1992; Williams y col., 1991; 1993, Chiadmi y col., 1994, Moréra y col., 1995). El sitio
activo y su posible mecanismo catalitico han sido estudiados analizando cristales de
NDP quinasa-ADP (Williams y col., 1993; Moréra y col., 1994), NDP quinasa-TDP
(Cherlifs y col,, 1994), NDP quinasa-GDP (Moréra y col., 1995), NDP quinasa
autofosforilada (Moréra y col., 1995);, algunas predicciones sobre el rol fundamental de
determinados residuos han sido confirmadas con el uso de mutantes puntuales (Tepper
y col., 1994).

La estructura primaria de las diversas NDP quinasas clonadas no difiere en gran
medida. Asi, la homologia de secuencia entre las NDP quinasas humanas es del 88%.
Estudiando de a pares las enzimas eucariotas y procariotas la identidad varia entre 43 y
94% (Hama y col., 1991).

En cuanto a la estructura de la subunidad, ésta es muy similar entre las NDP
quinasas cristalizadas. La estructura se basa en un dominio o/f. Tiene una estructura
hoja plegada B antiparalela de cuatro cadenas con un orden B2B3B1B4. La estructura
comienza con los primeros 7 residuos desordenados antes de la 1, luego, hélices o se
alternan con hojas .

Pese a la similitud estructural entre las subunidades de las NDP quinasas
cristalizadas, la estructura cuaternaria en Dictyostelium, Drosophila y humanos esta

determinada por un hexamero, mientras que la de M. xanthus es un tetramero.

La baja especificidad de las NDP quinasas hacia la base del nucledtido podria
explicarse en base a las estructuras cristalinas de las NDP quinasas complejadas a
NDPs, dado que no existen uniones puente de hidrogeno directas entre la base

nitrogenada y la proteina. Por el contrario, existen uniones puente de hidrégeno entre
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el OH 3’ de la ribosa y los amino acidos arginina 109 y asparragina 119 (numeracion
de Dictyostelium) ; la importancia de estos amino acidos sobre la actividad enzimatica
ha sido demostrada por mutagénesis dirigida (Tepper y col., 1994).

Diversos analogos de nucledtidos que se utilizan en terapias antivirales no
poseen el OH 3’ (ddl, dideoxi-inosina; ddC, dideoxi-citidina; AZT®, 3’azido-timidina).
Sin embargo, todos ellos deben ser fosforilados intracelularmente para formar sus
respectivos trifosfatos, los cuales actuan finalmente como inhibidores de enzimas
virales. De acuerdo a los modelos actuales, la enzima responsable de la ultima etapa de

la reaccion seria la NDP quinasa celular (De Clercq, 1993).

2.7. Regulacion de la NDP quinasa

No se ha descripto ningun tipo de regulacion para la enzima mas que por la
accion de sus sustratos. Sin embargo, recientemente Engel y col. (1994), describieron
que la proteina quinasa CK2 (CK2) tiene la capacidad de fosforilar a diversas NDP
quinasas in vitro. Si bien las NDP quinasas no contienen una region con la secuencia
amino acidica consenso para ser fosforilada por CK2 (que implica entre otros
requisitos, estar rodeada de residuos acidos) ésta podria estar dada por la estructura
terciaria de la proteina.

La proteina quinasa CK2 es una proteina ubicua encontrada en todos los
organismos eucariotas en que se la ha buscado (Pinna, 1990). Esta quinasa forma un
tetramero de subunidades a, o' y B (en algunos organismos se ha caracterizado otra
subunidad B") donde las subunidades o y a’ poseen actividad catalitica. Esta quinasa
no responde a los segundos mensajeros estudiados y su regulacion es poco conocida.
Numerosos sustratos regulados por la CK2 son proteinas nucleares que cumplen
funciones en la replicacion y en la transcripcion de ADN, mientras que otros sustratos
tienen relacion con la sintesis de proteinas y transduccion de sefiales. La proteina
quinasa CK2 es abundante en células en continua division y se han descripto aumentos

transientes de actividad luego de la exposicion de células a agentes mitogénicos. Para

SAZT. 3'-azido timidina. también llamado azido zivudina
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una revision sobre el tema se pueden consultar los trabajos de Pinna (1990) y Allende y
Allende (1995).

3. Objetivos del trabajo

En base a los indicios de la funcion importante que cumpliria la NDP quinasa en
el proceso de transduccion de sefiales para actuar sobre la diferenciacion celular y
metastasis en modelos de organismos eucariontes superiores, se decidid estudiar esta
enzima en (. albicans, donde el laboratorio ya habia descripto los distintos
componentes del sistema de transduccion de seflales que involucran al AMPciclico
como segundo mensajero y su participacion en el proceso de la morfogénesis (ver
Introduccion).

La presencia de la NDP quinasa en C. albicans habia sido detectada en
experimentos preliminares realizados en nuestro laboratorio por el Dr. P. Fernandez

Murray.

El objetivo del trabajo fue el estudio de la NDP quinasa de C. albicans, su
relacion con la morfogénesis y su caracterizacion bioquimica y molecular.

A raiz de la evolucion del conocimiento general de diversas NDP quinasas a
través de estos afios, se realizO la caracterizacion de la enzima y se estudid en
profundidad la autofosforilacion y la fosforilacion de la enzima de C. albicans y de
otras especies; asimismo se estudio la posible regulacion de la enzima por fosforilacion
como mecanismo general en NDP quinasas de distinto origen. Ademas, en base a las
metodologias aprendidas y utilizadas durante la caracterizacion cinética de la enzima
de C. albicans, se pudo estudiar la cinética y la capacidad de distintas NDP quinasas
de metabolizar analogos de nucleétidos de uso medicinal. Estos ultimos ensayos se
realizaron durante una breve estadia en el Instituto Pasteur, Paris, a partir de una
colaboracion entre el Dr. M. Véron y la Dra. S. Passeron auspiciada por un convenio

CNRS-CONICET.
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4. Presentacion del trabajo

Materiales y Métodos

En el presente trabajo, la seccion Materiales y Métodos ha sido descripta con
gran detalle, especialmente en lo que se refiere a las técnicas que aqui se describen.
Asi, los lectores interesados tendran protocolos muy claros para la repeticion de ciertas
metodologias. Otras técnicas, de uso muy extendido (como por ejemplo la

cuantificacion de proteinas) no son explicadas en detalle.

Resultados
La seccion de Resultados se ha dividido en cuatro sub-secciones para su mejor

clandad:

1- NDP quinasa durante el crecimiento y morfogénesis de C. albicans
2- Purificacion y caracterizacion
3- Localizacion intracelular

4- Fosforilacion de NDP quinasas

Al finalizar cada una de las secciones, se hace un pequefio resumen integrando
los resultados hallados en nuestro laboratorio con los trabajos que se han publicado
sobre el tema.

En una seccion final, llamada de Integracion General se realiza una unificacion
general entre todos los resultados obtenidos y se elabora un modelo de funcionamiento
de la NDP quinasa que integra los resultados hallados durante el presente trabajo de
investigacion (especialmente en cuanto a la fosforilacion por CK2), con los demas

conocimientos develados por otros grupos de investigadores.
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MATERIALES Y METODOS

1. Crecimiento, mantenimiento y morfogénesis de C. albicans

1.1. Medios de cultivo para el crecimiento y mantenimiento de C. albicans

1.1.1. Cultivo y mantenimiento de la cepa

Durante la realizacion de este trabajo se utilizo la cepa 1001 de C. albicans
(ATCC 64385) cedida por el Dr. C. Nombela (Universidad Computense de Madrid). La
cepa 1001 se mantuvo en picos de flauta, repicandose cada 30 dias, también se
guardaron alicuotas en 50% glicerol a -20°C.

La cepa 1001 de C. albicans forma actualmente parte del cepario de la catedra de

Micologia (FCEyN-UBA) bajo el nimero xx.

1.1.2. Crecimiento de C. albicans
Las células de C. albicans se crecieron bajo la forma levaduriforme a 28-30°C en
medios liquidos, ya sea con agitacion orbital (200 rpm) en erlenmeyers (manteniendo una
relacion atmosfera.medio de cultivo de 4:1), o indistintamente, en una plancha de
movimiento lateral en frascos de Fernbach con igual relacion atmosfera:medio de cultivo.
Para la obtencion de mayores cantidades de células (300-400 g), se utilizaron 16-
17 1 de medio de cultivo en un botellon de 20 1 con aireacion a presion a través de un

vidrio frito cerca del fondo y agitacion del medio a través de una barra magnética.

1.1.2.1. Medio descripto por Soll y Bedell

El medio de cultivo descripto por Soll y Bedell (1978) contiene (por litro): 10 g
de glucosa, 10 g de bactopeptona, 1 g de extracto de levadura, 1 g de SOsMg 7 H,O, 1 g
PO.HK,, y 2,2 g POH.K.

1.1.2.2. Medio descripto por Lee
El medio de cultivo definido descripto por Lee y col. (1975) contiene (por litro):

5 g SO4(NH,)2, 0,2 g SO,Mg 7 H20, 2,5 g POK:H, 5 g CINa, 12,5 g glucosa, 0,5 g L-
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alanina, L-fenilalanina, L-prolina, L-treonina, 1,3 g L-leucina, 1 g L-lisina, 0,1 g L-
metionina. Este medio se utilizo para realizar los experimentos de morfogénesis por pH y

para algunos estudios de fosforilacion in vivo.

1.1.2.3. Medio rico depletado en fosfatos

El medio rico de bajo fosfato se obtuvo de acuerdo al protocolo de Rubin (1973)
de la siguiente manera: se preparé un medio de cultivo conteniendo por litro: 10 g
extracto de levadura, 20 g de bactopeptona, y 10 ml de una solucion 1 M de SOMg,
luego se agrego 10 ml de una solucion concentrada de amoniaco. Luego de 30 minutos,
el precipitado de PO,MgNH, se filtrg, la solucion se autoclavo, y se le agregod glucosa

hasta una concentracion de 2 g por litro.

1.1.3. Técnicas para induccion de la morfogénesis

Se utilizaron 2 técnicas distintas para el estudio de la morfogénesis de C.
albicans y su relacion con la NDP quinasa. La morfogénesis se indujo por dilucion y
aumento de la temperatura a 37-39°C, dejando como control un cultivo diluido y
mantenido a 30°C 6 bien elevando la temperatura de ambos cultivos (37°C) pero a
distintos pHs. En ambos casos, hay una tnica variable entre el cultivo morfogenizado y el

que continua en forma levaduriforme.

1.1.3.1. Morfogénesis inducida por temperatura

La morfogénesis inducida por temperatura se realiz0 de acuerdo a las
descripciones metodologicas de Soll y Bedell (1978). La metodologia es sencilla y el
porcentaje de morfogénesis que se obtiene siguiendo este protocolo es muy alto. El
medio de cultivo que se utiliza es el descripto por Soll y Bedell (1978), (ver M-1.1.2.1.).

Se crece el cultivo hasta la fase estacionaria tardia, y se diluye en medio recién
preparado y precalentado a 37-39 °C. La dilucion se realiza con el objeto de llevar las
células a una concentracion de de 5 100 células/ml (por lo general equivale a una
dilucién 1:100). Como control, se diluyen células de igual manera pero en un medio a 30

°C.
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1.1.3.2. Morfogénesis inducida por pH

La técnica para induccion de la morfogénesis por pH fue descripta por Brummel
y Soll (1982). Las células se crecen en medio de Lee a 25°C y se mantienen en fase
estacionaria durante 24-48 hs. Se utilizan, entonces, células de fase estacionaria tardia
donde el 80-90% de las células son singuletes. Para inducir la morfogénesis, se inocula 1
ml de este cultivo en 10-100 ml de medio de Lee a 37°C y pH 6,5, mientras que como
control de crecimiento levaduriforme se inocula 1 ml en 10-100 de medio de Lee
precalentado a 37°C y llevado a pH 4,5. Los cultivos se crecen a 37°C con agitacion a
200 rpm, y se toman alicuotas a diferentes tiempos. Las muestras se filtran a través de
una membrana de nitrocelulosa de 0,45 um de poro y se congelan hasta su ruptura con

alomina.

2. Preparacion de extractos de C. albicans

En todos los casos, se trabajo en frio (4°C). Las células se cosecharon, se lavaron
dos veces con agua, y una tercera vez con un pequefio volumen de buffer de
homogeneizacion con inhibidores de proteasas (con el agregado de inhibidores de
fosfatasas en los casos que se estudio fosforilacion in vivo).

La cosecha de las células levaduriformes se realizé por centrifugacion del cultivo
a 3000-5000 rpm en centrifuga refrigerada. La cosecha de las células con tubos
germinativos no puede realizarse de esta manera ya que no forman un "pellet” compacto.
En estos casos, los cultivos, tanto controles como morfogenizados, se filtraron por
membranas de nitrocelulosa de 0,45 um de tamafio de poro. Las células se trataron luego

de acuerdo a la metodologia elegida para su ruptura, de acuerdo al item M-2 4.
2.1. Buffer de Homogeneizacion

El buffer de homogeneizacion fue Tris-CIH 40 mM, pH 7,4, EGTA 0,5 mM, y

los agregados de inhibidores correspondientes.
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2.2. Inhibidores de proteasas

Los inhibidores utilizados en la preparacion de extractos crudos fueron PMSF (1
mM) (Sigma, P7626), leupeptina (3ug/ml) (Sigma, L0649), antipaina (3pg/ml) (Sigma,
A6191).

2.3. Inhibidores de fosfatasas

Como inhibidores de fosfatasas se incluyeron en las soluciones pirofosfato de
sodio, (5 mM), fluoruro de sodio (50 mM), vanadato de sodio (100 uM), y acido
okadaico (1 uM) (Sigma O8010).

2.4. Métodos de ruptura de C. albicans

Una caracteristica de las células de C. albicans es el grosor de su pared celular.
Es asi, que soélo las técnicas de ruptura mas drasticas son utilizadas con éxito. En el
presente trabajo se utilizo o bien la ruptura con alumina (tipo AS, Sigma A2039), o con
perlas de vidrio (425-600 um, Sigma G9268). La metodologia con perlas de vidrio en el
homogeneizador Braun fue utilizada con buen resultado para la ruptura eficiente y la
obtencion de cantidades importantes de proteina en los extractos, y se uso para la

purificacion de la NDP quinasa.

2.4.1. Ruptura con alumina

Todos los elementos que se utilizan deben estar frios; el enfriamiento del mortero
en la congeladora fue indispensable para mantener baja la temperatura y contrarrestar el
calor liberado por la friccion.

Se pesan las células que se desean romper y se agrega igual volumen de alimina
(en ml) como gramos de células se tengan. Se muele con alimina en un mortero de
porcelana hasta que la consistencia del producto sea similar a la de una pasta de dientes.
Se agrega luego buffer de homogeneizacion con inhibidores de proteasas en un volumen
dos veces mayor al de alumina utilizado. Se centrifuga a 3000-5000 rpm durante 5

minutos y se recupera el sobrenadante.
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2.4.2. Ruptura con perlas de vidrio

Se utilizaron perlas de vidrio de un diametro de 0,5 um promedio. La
metodologia se basa en una ruptura mecanica de las células al chocar con las perlas de
vidrio a gran velocidad. Para evitar el aumento de la temperatura se aplica frio al sistema

en distintas formas.

2.4.2.1. En homogeneizador Braun
El homogeneizador Braun tiene un sistema de enfriado con CO,, que se aplica
cada minuto, durante 10 segundos. Se utilizo s6lo cuando la cantidad de células era

importante y se deseaba gran recuperacion para la realizacion de purificaciones.

2.4.2.2. En homogeneizador Biospec

Basicamente el "Bead Beater" (Biospec Products, Bartlesville, OK 74005) es una
batidora con la caracteristica de poder cubrir completamente los recipientes con hielo (o
hielo y sal) para enfriar. Se aplica la agitacion durante 30 segundos y se deja enfriar otros
tantos. La recuperacion de proteinas es similar a la obtenida con el homogeneizador

Braun (hasta 10 mg/ml).

2.4.2.3. En tubos eppendorf

Se agregan dos volumenes de perlas de vidrio por cada volumen de células
centrifugadas, mas dos volumenes de buffer de homogeneizacién con los inhibidores
correspondientes. Si bien la ruptura es muy ineficiente, tiene la inigualable ventaja que
puede utilizarse con gran seguridad para la ruptura de células que han crecido con
fosforo radioactivo. Se utiliza un vortex con el fin de agitar las perlas a la mayor
velocidad posible. Se enfria en hielo la muestra durante 30 segundos cada 30 segundos
de ruptura. Se mide la cantidad de proteinas en el sobrenadante de una breve
centrifugacion en microcentrifuga, y se continia con la ruptura hasta haber alcanzado los

niveles buscados (por lo general mas de 30 minutos para obtener 1 mg/ml).
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3. Medicion de Proteinas totales

El método descripto por Lowry (1951) se utilizé para determinar la proteina total
en aquellos casos donde se deseaba calcular actividades especificas de las enzimas. El
método de Bradford (1976) se utilizO para determinar la proteina en columnas de

purificacion.

4, Medicién de la actividad enzimatica de la NDP quinasa

La actividad enzimatica de la NDP quinasa puede medirse por diferentes
métodos. La metodologia ideal a emplear dependera de los sustratos a utilizar, de la
cantidad de enzima disponible, de la cantidad de ensayos, el costo, el tiempo, la
disponibilidad de aparatos y hasta de la cinética especifica de cada NDP quinasa.

Las metodologias que utilizan enzimas acopladas, miden en definitiva, la
produccion de ADP, que aparece como consecuencia del pasaje del fosfato terminal del
ATP a un aceptor de la reaccion. En ausencia del aceptor, la posible hidrdlisis de ATP se
resta como blanco de la reaccion.

En los dos métodos de medicion con enzimas acopladas utilizados durante el
trabajo, la enzima piruvato quinasa (PK) es la encargada de convertir al ADP en ATP en
presencia de fosfoenolpiruvato (PEP); por lo tanto, la concentracion de ATP se mantiene
constante durante el ensayo.

Por el contrario, cuando se utilizan las metodologias directas para medir los
productos de reaccion, las concentraciones del dador de fosfato y de su NDP
correspondiente varian a medida que transcurre la reaccion. Por lo tanto, en estos casos
la linealidad se pierde con el tiempo y la medicion debe realizarse a tiempos cortos, que
deben verificarse experimentalmente y que dependeran principalmente de la afinidad de
los nucleotidos utilizados, como se ve especialmente con la medicion de AZT-DP como
aceptor de la reaccion.

Se considera 1 unidad enzimatica a la cantidad de enzima necesaria para producir

1 umol de producto por minuto de reaccion.
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4.1. Medicion con enzimas acopladas

Estas técnicas son de gran practicidad y bajo costo en comparaciéon con las
técnicas directas; su mayor limitacion surge cuando se desea estudiar la cinética con
distintos dadores o aceptores. Para la utilizacion de esta técnica, se precisa que el NDP
del NTP utilizado como dador de la reaccion sea buen sustrato de la PK, mientras que el
aceptor de la reaccion no debe ser sustrato o ser muy malo. Normalmente el dador es el
ATP y el aceptor es o bien el 8-Br-IDP (Sigma B2887) (no es sustrato de la PK) o el
TDP (muy mal sustrato).

Matenal necesario:
Piruvato quinasa, E.C. 2.7.1.40, (Sigma P1506)
Lactico deshidrogenasa, E.C. 1.1.1.27, (Sigma L2500)
Buffer de reaccion 10X:
Tris-CIH 400 mM, pH 7,4
CIK 500 mM
CihMg 50 mM
Fosfoenolpiruvato (PEP), (Sigma P7252), solucién 100 mM
ATP, (Sigma A2383), solucion 100 mM
TDP, (Sigma T9375), solucion 100 mM
NADH, (Sigma N8129) solucién 10 mg/ml
Agua Milli-Q
Baiio termostatizado
2,4-Dinitrofenilhidrazina (Sigma D2630), solucion 0,1% en CIH 2N

OHNa, 10 N (no necesita ser de grado analitico)

4.1.1. Con Piruvato Quinasa (PK) y Lactato Deshidrogenasa (LDH)

Esta es la técnica clasica para la medicion de actividad de NDP quinasa. El
piruvato producido por la PK + NADH es convertido en lactato + NAD, observandose
la disminuciéon en la absorcion del NADH a 340 nm. El espectrofotometro Gilford
Response™ que posee nuestro laboratorio permite tomar 8 medidas por minuto cuando
se mide una muestra y hasta 4 por minuto al medir 6 muestras a la vez, permite graficar

la curva de disminucion de NADH, elegir la parte lineal, para obtener directamente los
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valores expresados en A de absorbancia por minuto con su correspondiente error
estandar. El volumen final de la reaccion dependera del espectofotometro utilizado. En
nuestro caso, se utilizo un volumen final de 1 ml, el cual permite un mezclado eficiente y

rapido previo a la medicion.

Protocolo:

Para un ensayo, agregar en una cubeta de vidrio:

100 pl de buffer de reaccion 10X

850 pl de agua termostatizada

10 pl de ATP (100 mM)

10 ul de PEP (100 mM)

10 ul de NADH (10 mg/ml)

2 ul PK

2 ul LDH

Verificar la absorbancia en el espectrofotometro.

Agregar 5 pl de NDP quinasa en la dilucion adecuada, mezclar inmediatamente y
controlar la absorbancia a través del tiempo.

Agregar 10 ul de TDP (100 mM) y volver a controlar la absorbancia a través del tiempo.

Se restara la diferencia de Abs obtenida con TDP de la parte control sin el aceptor.

Teniendo en cuenta el coeficiente de absorcion mM del NADH (Ca=6,24), se
obtiene el valor de la actividad especifica (Ae) haciendo el siguiente calculo:
Ae=(AbsxFxd)/VxC
donde Abs es la absorbancia (por minuto) registrada restada de su control sin TDP, F es
la inversa del coeficiente de absorcion mM (1/Ca), d es la dilucion de la muestra, V es el
volumen de muestra en el ensayo (en ml), y C la concentracion de proteina de la muestra

(en mg/ml).

4.1.2. Con Piruvato Quinasa
El principio de esta metodologia es medir la cantidad de piruvato que se produce
como consecuencia de la reaccion del ADP (proveniente de la hidrolisis del ATP) con el

PEP en presencia de PK. Se detiene la reaccion con el agregado de DNFH en medio
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acido; ésta reacciona con cetoacidos (entre ellos el acido pirivico) formando dinitrofenil
hidrazona, que desarrolla color en medio alcalino (Leloir y Goldenberg, 1960). Es
necesario, entonces, realizar una curva de calibracion con cantidades conocidas de
piruvato.

Esta metodologia permite medir la actividad NDP quinasa en un volumen de
reaccion tan pequefio como 100 ul. Dado su caracter de método colorimétrico (da color
rojizo), permite verificar la presencia de la enzima y su abundancia relativa sin necesidad
de su medicion en espectrofotometro. Por estas razones, la metodologia es importante
para ahorrar reactivos, para medir actividad enzimatica en fracciones de columnas de

purificacion, como también para la medicion correcta de la actividad de una fraccion.

Protocolo:

Para un ensayo, agregar en un tubo mantenido en frio:

10 pl de buffer de reaccion 10X

1 pl de ATP (100 mM)

1 ul de PEP (100 mM)

0,1 ul PK

2 pl de TDP (100 mM)

81 pl agua

Agregar 5 pul de NDP quinasa en una dilucion adecuada, mezclar, e incubar a 30°C
durante 15 minutos.

El ensayo control se realiza en forma idéntica, pero en ausencia de TDP.
Para detener la reaccion una vez transcurrido los 15 minutos, se agrega:
150 pl de DNFH en 0,1 N CIH

200 pl de OHNa 10 N,

1 ml de metanol o etanol, agitando para mezclar luego de cada agregado.

Leer en espectrofotometro a 520 nm.

La absorbancia obtenida, luego de ser restada de su control, debe relacionarse con
aquella que surja de cantidades conocidas de acido piravico. El calculo de la actividad
expresada en unidades se obtiene realizando el siguiente calculo:

De la curva de calibracion con pirivico se obtiene un Factor (F)
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F = umoles de piruvico/Absorvancia
La Ae (en unidades/mg de proteina) se obtiene:

Ae=(AbsxFxd)/txVxC
donde Abs es la absorbancia registrada restada de su control sin TDP, F es el factor
obtenido a partir de la curva de calibracién con piravico, d es la dilucion de la muestra, t
es el tiempo de incubacion , V es el volumen de muestra en el ensayo (en ml), y C la

concentracion de proteina de la muestra (en mg/ml).

4.2. Medicion directa de los productos de reaccion

La reaccion enzimatica catalizada por la NDP quinasa también puede medirse en
forma directa, sin enzimas acopladas, mediante el uso de precursores radioactivos. La
medicion por estas técnicas es mucho mas engorrosa, mas costosa y solo se lleva a cabo
cuando las otras técnicas no pueden ser aplicadas. Seran utilizadas, entonces, cuando se
quiera estudiar la cinética enzimatica de una dada NDP quinasa para distintos dadores de
la reaccion, cuyos NDPs no sean buenos sustratos de la PK, para ensayar el ADP y GDP
como aceptores de la reaccion, o para medir analogos de nucledtidos como sustratos de
esta enzima.

En cada caso, a medida que transcurre la reaccion se toman alicuotas, se separan
los productos radioactivos por cromatografia en placa delgada (TLC), y se mide la

radioactividad asociada a cada especie radioactiva.

Material necesario:
Cuba para cromatografia en placa delgada
Placas de Polietilenimine-celulosa sobre poliester con indicador fluorescente de 254 nm
(PEI-celulosa, Aldrich, Z12,288-2)
Solucion de bicarbonato de amonio 0,4 M
Solucion de CILi (2 M) : acido formico (1:1)
GDP 3.8,*H (NEN, 9,6 Ci/mmol) 6 ADP 3,8,’H (NEN, 29,3 Ci/mmol) 6 ADP 8-"C (58
mCi/mmol), GTPy**P (5000 Ci/mmol).
Buffer de reaccion 10X (no requiere CIK, pero no le afecta tampoco):
Tris-CIH 400 mM, pH 7,4
Cl,Mg 50mM
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NDPs en solucion (100 mM)

NTPs en soluciéon (100 mM)

Buffer de extraccion:
Tris-CIH 20 mM, pH 7.4
CihbMg 0,7M

4.2.1. Con NDP *H o NDP '*C

El siguiente protocolo servira para realizar la medicion de la actividad a varios
tiempos, tomando una alicuota adecuada. El volumen que aca se presenta puede
duplicarse o modificarse de acuerdo a las condiciones de trabajo (y la precision de las

micropipetas).

Protocolo para 10 tubos de reaccion:

10 pl de buffer de reaccion 10X

10 pl de NTP dador de la reaccion (100 mM)
10 pl de NDP (10 mM)

30 ul de solucion con NDP radioactivo

Se pipetea 6 pl en cada tubo eppendorf'y se comienza la reaccion agregando:

4 pl de NDP quinasa diluida en Tris-CIH 20 mM, pH 7,4- seroalbimina bovina (BSA)
0,1 mg/ml

Al cabo de 1, 2, y 4 minutos de incubacion, se toman 3 ul y se agregan sobre otro tubo
eppendorf que lleve 2 pl de solucion de detencion: NTP (100 mM): NDP (100 mM):
acido formico (88%): agua, (2. 2: 1: 25) (v/v), donde los NDPs y NTPs corresponden a
los productos radioactivos, es decir, GDP y GTP para el caso de utilizar GDP’H como
precursor radioactivo.

Sembrar 4 ul sobre un punto en placas de PEI, y sin dejar secar, someterlo a
cromatografia ascendente en ClLi-acido formico para separar NDPs de NTPs. Para
obtener blancos, se siembra en placa de PEI volimenes equivalentes sin enzima, y se

tratan de igual manera.
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Concluida la cromatografia, secar al aire, cubrir con un film delgado de polivinilo
(Rolopack), y ubicar los nucleotidos bajo la luz UV. Recortar las zonas correspondientes
a las manchas y colocarlas en viales de vidrio. Agregar 0,5 ml de buffer de extraccion y
agitar durante al menos 2 horas. Tomar la solucion, dejar decantar, y medir la
radioactividad de 200 pl de la solucion con el agregado de 2,5 ml de solucion
centelladora Optiphase “Hi safe” en viales de plastico.

Cuando se trabaja con '*C, existe la posibilidad de medir la radioactividad
directamente a partir de la placa de PEI con el uso de un Phosphor-Imager; esta técnica
también se aplica cuando se utiliza GTPY*’P como se vera en el siguiente punto.

Para calcular la Ae de la NDP quinasa por este método, se sigue por lo general la
siguiente mecanica. Se suma la radioactividad (o unidades) asociada a GDP y GTP (en el
caso de utilizar GDP’H y se obtiene un promedio de estos datos (Pcpm) para cada serie

de experimentos. La actividad se calcula luego:

(300 pmol/Pcpm) x cpmNTP* = pmol NTP* producidos a un determinado tiempo

donde cpmNTP* es la radioactividad asociada al NTP a ese tiempo. El valor 300 pmol
proviene de la cantidad de GDP (0,1 mM) en un volumen de 3pl. Para obtener la Ae (en
unidades/mg de proteina):

Ae=pumol GTPxdx0,3/txVxC

donde d es la dilucion de la enzima usada para el ensayo en 10 pl, t es el tiempo
(minutos), V es el volumen de enzima usado (en general 4 ul), C la concentracion de la
enzima original (en mg/ml). El valor 0,3 proviene de la proporcion de enzima en el

volumen de incubacion donde se midio la actividad a un determinado tiempo.

4.2.2. Con GTP y *’P

El ensayo utilizando GTPY*’P es similar al de NDPs radioactivos en cuanto a la
preparacion de los tubos para la reaccion. La radioactividad de los NTPs formados es del
orden de la centécima parte de aquella del GTP* utilizado como dador. Por esta razon, el
GTPy’P debe ser de muy buena calidad, poseer poco o nada de Pi y nada de
contaminantes radioactivos. Otra diferencia con el uso de NDPs radioactivos es que en

este ensayo se necesita separar al GTPY*’P del NTPy*’P recién formado. Para ésto, se
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deben separar los nucleotidos a través de otro sistema de solventes (bicarbonato de
amonio). Es por este motivo que la reaccion se debe detener de una forma diferente.

Por consiguiente, el protocolo se modifica de la siguiente manera:

Concluido el tiempo programado para la reaccion, se toman 3 pl de la reaccion,
se inactiva la NDP quinasa por incubacion a 85°C durante 2 minutos y se agregan 2 pl de
una solucion de GTP-GDP (10 mM cada uno) luego de dejar enfriar. Se siembran 4 pl en
placas de PEI y sin dejar secar, se somete a la cromatografia en 0,4 M bicarbonato de
amonio.

Los resultados por esta metodologia fueron en todas las ocasiones medidos con
Phosphor-Imager y fundamentalmente utilizados para medir la actividad sobre analogos
de nucledtidos-difosfatos. Previamente, se debié corroborar como separar a los analogos
del nucledtido-trifosfato del GTP. Este ensayo fue especialmente diseflado para la

realizacion de las medidas de actividad usando como sustrato AZT-DP.

5. Separacion de nucledtidos en TLC

Para la separacion de nucleotidos en TLC se utilizaron basicamente dos solventes
y un unico soporte, Polietilenelmine (PEI)-celulosa. La separacion de NTPs se obtiene
con bicarbonato de amonio como solvente, mientras que para separar un NDP de su

correspondiente NTP la separacion optima utilizada se obtuvo con ClLi-acido formico.

6. Purificacion de la NDP quinasa de C. albicans

La purificacion a homogeneidad de la NDP quinasa de C. albicans, se realiz6 a
través de 3 pasos de purificacion: 1- Blue-Sepharosa, 2- Q-Sepharosa y 3- Red
Sepharosa. Sin embargo, para la mayor parte de los estudios con proteina purificada, se
utilizé enzima proveniente de los dos primeros pasos de purificacion, seleccionando las
fracciones mas puras de la Q-Sepharosa.

En una preparacion tipica se comenzo con 200 gramos de células (peso humedo),
se realizaron extractos con homogeneizador Braun, y se centrifugaron a 100.000 g

durante 1 hora.
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6.1. Blue Sepharosa

En 60 ml de columna (2,6 x 11 cm) equilibrada en Tris-CIH 40 mM, EDTA 5
mM, B-mercaptoetanol 1,5 mM, (buffer A), se sembraron hasta 1300 mg de proteina
provenientes de un sobrenadante de 100.000 g durante 1 hora. Se lavo la columna hasta
que no se midié6 mas proteina en el lavado, y se eluyeron las proteinas unidas débilmente
a la columna con buffer A conteniendo 250 mM de CINa (2 volimenes de columna); se
continu6 lavando con buffer A hasta que no se midi6 proteina en el lavado. A
continuacion, se eluyo la NDP quinasa con 6 volumenes de columna de buffer A

conteniendo 1,5 mM de ATP. Se juntaron las fracciones con actividad NDP quinasa.

6.2. Q- Sepharosa

Las fracciones con actividad NDP quinasa provenientes del paso de purificacion
en Blue-Sepharosa, se juntaron y dializaron contra buffer Tris-CIH 40 mM, pH 8, EGTA
0,5 mM, B-mercaptoetanol 1,5 mM (buffer B) con carbon activado, y este “pool” se
sembrd en una columna de flujo rapido de Q-Sepharosa (Sigma, Q1126) (1 x 4 cm). La
columna se lavé con buffer B (2 volimenes de columna), y luego se eluyeron las
proteinas con un gradiente de 30 ml (0-0,3M CINa). Las fracciones con actividad se
juntaron, se concentraron en concentradores Minicon B-15, y el concentrado se dializ6 y

se aplico en una columna de Red agarosa equilibrada en buffer A.

6.3. Red Sepharosa

El concentrado dializado contra buffer A, proveniente de la Q-Sepharosa, se
sembré en una columna de 0,5 ml de Reactive Red 120- agarosa (Sigma, R9126), la
columna se lavo con buffer A conteniendo 200 mM de CIK (5 ml), y selectivamente se
eluyo la NDP quinasa con el mismo buffer conteniendo 5 mM GDP. Las fracciones con
actividad se juntaron, se dializaron contra buffer A con 20% glicerol (v/v) y se guardaron
alicuotadas a -20°C.

Posteriormente, la purificacion se simplifico aplicando directamente a la Q-
Sepharosa la fraccion proveniente de la Blue-Sepharosa, y eluyendo de igual manera. Las
fracciones con mayor actividad especifica y sin contaminantes de otras proteinas se
combinaron. De esta manera, se obtiene menor rendimiento, pero se ahorra un paso de

purificacion.
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6.4. Fabricacion de la matriz de Blue Sepharosa

Se prepar6 Blue-Sepharosa segin el protocolo proporcionado por el Dr. Ioan
Lascu (comunicacion personal). El protocolo consiste en diluir 2 gramos de cibacron-
blue (Sigma, C9534) en 60 ml de agua y agregar gota a gota de esta solucién a una
suspension de 150 ml de Sepharosa CL-6B (Pharmacia) + 150 ml de agua. Calentar a 60
°C durante 30 minutos con agitacion. Agregar luego 45 gramos de CINa y dejar 1 hora a
60°C. Calentar a 80°C, agregar 4 gramos de CO3;Na, y dejar con agitacion 2 horas a 80°
C. Lavar luego con agua (1 1), seguidamente con 0,1 M COsNa; (1 1), y nuevamente
agua (1 1), 0,1 M acido acético (1 1) y agua hasta que el sobrenadante sea incoloro
(Bohme y col., 1972).

Para evaluar la incorporacion de colorante a la matriz se prepard un estandar de
colorante con cantidades conocidas de cibacron-blue, y se agregé igual volumen de CIH
6 M. Se midi6 la absorbancia de diferentes cantidades del estandar. Se hidroliz6 un
volumen de 0,5 ml de Blue-Sepharosa con CIH 6M a 45°C durante 45 minutos, se
centrifug6 a 5000 rpm durante 5 minutos y se midié en espectrofotometro la cantidad de
colorante liberada (Chambers, G K., 1977).

Dos preparaciones distintas de Blue-Sepharosa dieron una incorporacion de 2,8 y

4,3 umoles de cibacron-blue/ ml de resina.

6.5. Regeneracion de las columnas

Las dos columnas con colorantes utilizadas para la purificacion se regeneraron
liberando las proteinas que quedaban ain unidas lavando extensamente con CiNa 2 M,
luego con CINa 2 M - urea 2 M, y requilibrando en el buffer de cornda. La Q-Sepharosa
se puede regenerar lavando con CINa 2M y requilibrando en el buffer de corrida 6 con el

tratamiento tradicional para la DEAE.

7. Autofosforilacion de la NDP quinasa pura

La autofosforilacion de la NDP quinasa pura se realizo a 4°C en un buffer
conteniendo 20 mM Tris-CIH pH 7,5, 4 mM DTT, 1 mM EDTA, 1 mM Cl)Mg, y ATPy
[**P] (20 uM, 1,6 mCi/pmol); la reaccion se inici6 por el agregado de la enzima. Para la

cinética de fosforilacion, se utilizo 1 ug de NDP quinasa pura y la actividad especifica del
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ATPy[32P] fue de 2,8 x 10° cpm/nmol en un volumen de 0,1 ml. A los distintos tiempos
se tomo una alicuota, se detuvo la reaccion con 10 volumenes de 10 mM EDTA vy se
filtr6 por una membrana de nitrocelulosa, se lavo 3 veces con 2 ml de buffer, y se midié
la radioactividad retenida en la membrana. Para separar la proteina fosforilada en geles
de poliacrilamida, se realiz una incubacion idéntica, se agreg6 solucion de Laemmli 2x
saturada en urea, se calentdo a 70°C durante 2 minutos y se sembré en un gel de
poliacrilamida 15 % (SDS-PAGE). Alternativamente, la autofosforilacion se realizo

como se describe en el item M-8. con extractos crudos.

7.1. Aislamiento de la fosfo-enzima por tamiz molecular

La enzima fosforilada de la manera descripta precedentemente se sembré en una
columna P2 (Bio-gel P-2 fine, Bio Rad. cat. 150-4114) y se cromatografié usando como
solvente 20 mM Trnis-CIH, pH 7,5. De las fracciones donde comenzé a eluir la
radioactividad (medida con Geiger) se tomaron alicuotas y se sembraron en placas de
PEI. Los productos se separaron corriendo luego con cualquiera de los dos tipos de
solventes descriptos en el item M-5. Se detecté la radioactividad por autorradiografia de
la placa. Se eligieron, entonces, las fracciones que conteniendo (P)NDP quinasa no

poseian ATP contaminante, como se muestra en la figura M-1.

[~ ]

RN

Fracciones decolumna

Figura M-1. Separacion de (P)NDP quinasa de ATP[YP] no reaccionante. La

enzima autofosforilada se observa en el origen.
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7.2. Estudio de los aceptores de la reaccion

La enzima purificada autofosforilada, y separada del ATP como se describe en
M-7.1, se utilizd para estudiar la capacidad de la (P)NDP quinasa de ceder el fosfato de
alta energia a distintos NDPs. Se incubé la (P)NDP quinasa en buffer Tris-CIH 20 mM,
ImM Cl;Mg y 20 pM de los distintos NDPs a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Los productos formados se separaron en TLC con 0,4 M bicarbonato de amonio.

7.3. Competencia de aceptores

Para estudiar la posibilidad de que la NDP quinasa tuviese distintos parametros
cinéticos hacia distintos NDPs, se estudio la capacidad de la (P)NDP quinasa de ceder el
fosfato de alta energia a una mezcla de NDPs aceptores. Se incub6 la fosfoenzima,
entonces, como se describe en el item M-7.2. durante 5 minutos con una mezcla de GDP
+ NDPs.

Se estudié también la competencia de aceptores de la reaccion preincubando la
(P)NDP quinasa con 20uM cibacron-blue y agregando este colorante en igual
concentracion durante la incubacion con los NDPs. Como control, se estudio la

capacidad del cibacron-blue de inhibir en idénticas condiciones la actividad de la enzima.

8. Autofosforilacion de la NDP quinasa en extractos crudos

Para la autofosforilacion de la NDP quinasa en extractos crudos, se incubo a 4°C
entre 1 y 10 ug de extracto con 0,5 mM Cl,Mg, ATPy[*’P] (por lo general 50 uM) y 10
mM EDTA en buffer Tris-CIH 40 mM, pH 7,4. Este procedimiento se realizd también
con extractos crudos de E. coli. Seguidamente se detuvo la reaccion con solucion de
Laemmli 2x saturada con urea, se calentdé a 70°C durante 2 minutos, y se sembraron
alicuotas de las muestras en geles de poliacrilamida de 15% de poro (SDS-PAGE). Este
procedimiento también se realizo con la enzima purificada para estudiar la dependencia

del Mg*" de la autofosforilacion.
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9. Estimacion del tamaiio molecular de la NDP quinasa nativa

Para determinar el tamafio molecular de la NDP quinasa nativa, se desarrollaron
gradientes de sacarosa y tamices moleculares con estandares adecuados. Los estandares

utilizados fueron glucosa oxidasa, lactato deshidrogenasa, peroxidasa y citocromo c.

9.1. Coeficiente de sedimentacion. Gradiente de sacarosa
Se realizaron gradientes de sacarosa con el objeto de obtener el coeficiente de

sedimentacion (S). Este se determin de acuerdo a Martin y Ames (1961).

9.2. Radio de Stokes. Tamiz molecular
El radio de Stokes de la enzima fue obtenido mediante la filtracion en gel en una

columna Sephacryl S-200, de acuerdo a Laurent y Killander (1964).

9.3. Calculos de los parametros hidrodinamicos

Los calculos de los parametros hidrodinamicos se realizaron de acuerdo a Siegel
y Monty (1966). Para calcular el PM de la proteina a partir del coeficiente de
sedimentacion y el radio de Stokes, se realiza el siguiente calculo:

PM_-6 ®# N NwXax Syw
1-vprow

Donde N es el nimero de Avogadro (6,02 x 10 moléculas/mol), n es la viscosidad del
agua (1,1 x 107 g/cm seg), v es el volumen especifico parcial (0,74 cm’/g), p es la
densidad del agua (0,98 g/cm3), a es el radio de Stokes (x 107 cm), y S el coeficiente de

Sedimentacion (x 10" seg).

10. Estimacion del tamafio molecular de las subunidades de la NDP quinasa

La estimacion del tamafio molecular de la subunidad fue estudiada en geles de
poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE). La curva de estandares de PM se realiz6
graficamente segun las instrucciones de los proveedores. Los marcadores de PM
utilizados durante las diferentes etapas de la tesis fueron Dalton Mark VII, Sigma, y los

marcadores pretefiidos coloreados Kaleidoscope (Bio Rad).
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10.1. Geles de Poliacrilamida con SDS

Las técnicas de electroforesis en geles de poliacrilamida se realizaron siguiendo
las indicaciones del libro "Proteins", (Methods in Molecular Biology, Vol. 1, Ed. John
M. Walker, Humana Press, Clifton, New Jersey, 1988). Los materiales utilizados fueron
de grado de pureza elecrtoforético, Bio Rad: acrilamida (cat 161-0103), bis acrilamida
(cat 161-0201), Tris (cat 161-0719), B-mercaptoetanol (cat 161-0710), bromofenol Blue
(cat 161-0404) y persulfato de amonio (cat 161-0700).

10.2. Transferencia de las proteinas a membranas

La transferencia de proteinas a membranas de nitrocelulosa (0,45 pm, Protran™
Schleicher & Schuell; 0,2 um, Sigma N8017) o Immobilon (Immobilon-P, Millipore), se
realizo mediante electrotransferencia ya sea en cubas para transferencia himeda o semi-
seca, en buffer 25 mM Tns, 192 mM Glicina, 20% metanol, pH 8,3 (Towbin y col,,
1979).

10.3. Técnica de Western-Blot

La técnica utilizada para la deteccion de las proteinas de interés sobre las
membranas de nitrocelulosa o Immobilon se realizo segun el protocolo que se detalla a
continuacion.

Las membranas se incuban durante 1 hora a 37°C (o toda la noche a 4°C) en
PBST-leche (Buffer fosfato, 10 mM, CINa 0,9 %, con 0,05% Tween 20 y 5% de leche
en polvo descremada).

Se incuba a continuacion con el anticuerpo especifico (hecho en conejo) diluido
en PBST ya sea durante 2 horas a 37°C o durante toda la noche a 4°C. A continuacion
se lava en PBST 4 veces durante 10 minutos cada vez.

El reconocimiento del anticuerpo especifico se realiza incubando durante 1 hora a
37°C con el anticuerpo biotinilado (anti-rabbit IgG, whole molecule, Sigma B8895) en
una dilucion 1/2000.

Se lava nuevamente con la variante que el altimo lavado se realiza con PBS (sin
tween), se incuba con avidina-biotina-peroxidasa segun las instrucciones de Vectastain®

ABC (Vector lab. Inc., CA 94010, USA) durante 30 minutos. Se lavan las membranas y

Materiales y Métodos 39



se revela usando como sustrato 4-cloro-1a-naftol. La solucion de revelado se prepara
con 27 mg de 4-cloro-1a naftol en 5,7 ml de metanol frio mezclados inmediatamente

antes de usar con 28 ml de PBS con el agregado de 71 pl de H,O, 100 %.

10.3.1. Anticuerpos utilizados

Los anticuerpos utilizados para revelar la presencia de la NDP quinasa fueron
aquellos levantados contra la enzima recombinante de D. discoideum cedidos por el Dr.
Michel Véron y aquellos desarrollados contra la NDP quinasa de C. albicans purificada,

levantados en nuestro laboratorio por la Lic. Katherina Walz.

11. Secuenciacion parcial de la NDP quinasa purificada

La enzima purificada se sometio a una electroforesis en gel de poliacrilamida
desnaturalizante, se transfirié a nitrocelulosa y la banda correspondiente se recorto, se
eluyd y se sometio a una digestion triptica. Los fragmentos tripticos se separaron por
HPLC y dos péptidos hidrofobicos elegidos se sembraron sobre Immobilon para ser
secuenciados mediante el método de Edman automatizado. Esta metodologia fue
desarrollada por el servicio de secuenciacion del Instituto Pasteur, Paris, en el marco de

una colaboracion con el Dr. Michel Véron.

12. Estimacion del Punto Isoeléctrico

Se estimé el punto isoeléctrico de la NDP quinasa nativa en geles de 5%

poliacrilamida usando Pharmalite 3-10 para fabricar el gradiente de pH.

13. Estabilidad térmica

Para el estudio de la estabilidad térmica de la NDP quinasa de C. albicans, se
incubd la enzima en una concentracion de 0,01 mg/ml a 4, 37, 50 y 70°C; a los diferentes
tiempos se tomo6 una alicuota, y se mantuvo en hielo hasta que se midi6 su actividad

enzimatica por el método espectrofotométrico con 2 enzimas acopladas. Cuando se
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realizaron los estudios midiendo la actividad inmediatamente después del tratamiento

térmico (sin ser mantenida en hielo), se obtuvieron resultados idénticos.

14. Estudios cinéticos

La cinética de reaccion de las NDP quinasas es del tipo de ping-pong. Los
parametros obtenidos en este trabajo corresponden a la constante de Michaelis (Km) y
velocidades maximas (Vmax) bajo una situacion en que se deja fija una de las
concentraciones de los sustratos mientras se varian las del otro. Los parametros asi
obtenidos son “aparentes”; no son los parametros “reales”. Sin embargo, los valores de
eficiencia (E) que se podrian calcular a partir de estos datos serian “reales” (E = kcat /
Km, donde kcat es la constante catalitica -actividad maxima/mol-). Para mayores detalles
de la cinética del tipo ping-pong, se puede consultar el libro de Segel (1975).

Con la enzima de C. albicans, se estudiaron ADP, GDP, TDP y CDP como
aceptores de la reaccion, utilizando ATP 1 mM como dador de fosfato (concentracion
que podria ser la fisiologica). Los estudios variando ADP y GDP se realizaron con los
respectivos nucleétidos tritiados (ver item M-4.2.1.). Los parametros obtenidos variando
TDP y CDP se realizaron por la metodologia con 2 enzimas acopladas, por el método
espectrofotométrico (ver item M-4.1.1.). Para estudiar los NTPs como dadores de la
reaccion, se utilizo GDP’H 0,1 mM como sustrato fijo.

Los estudios con analogos de nucleotidos tri-fosfatos (AZT-TP), se realizaron
con ADP-"*C 0,1 mM variando las concentraciones del dador. Para los estudios cinéticos
con AZT-DP, se utilizo GTPy”?’P 1 mM como dador de la reaccion. Los resultados en
ambos casos fueron analizados con un Phosphor-Imager (Molecular Dynamics) y
cuantificados utilizando el programa Image Quant. Estos estudios se realizaron con
diversas NDP quinasas. Se muestran algunos resultados utilizando la enzima de C.

albicans y de D. discoideum.

14.1. Estimaciones de parametros cinéticos
Los parametros Km y Vmax fueron calculados aproximando los datos obtenidos
a una hipérbola en el programa Kaleidagraph (para MacIntosh) segun la formula:
y=ml x m0/(m2 + m0)
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donde ml corresponde a la Vmax y m2 a la Km. Los datos que se precisan entrar al
programa son las velocidades enzimaticas obtenidas (y) a las diferentes concentraciones

de sustrato (m0). Los coeficientes de regresion, R, fueron siempre mayores a 0,95.

1S. Obtencién de fraccion nuclear y de membrana plasmatica de C. albicans

15.1. Preparacion de protoplastos

El protocolo para obtener protoplastos con el objeto de purificar nucleos fue el
siguiente. Se utilizaron células provenientes de cultivos logaritmicos. Se preincubaron 5
g de células a 45°C durante 30 minutos en 25 ml de un buffer Tris-CIH 100 mM, pH 8,5
conteniendo 50 mM DTT y S mM EDTA. Terminada la preincubacion, las células se
lavaron con agua y se resuspendieron en 35 mil de buffer Sorbitol (Tris-CIH 50 mM, pH
7,4, 10 mM ClhbMg, 1 mM DTT, 1 M sorbitol) con el agregado de 3,3 ml de f-
glucuronidasa (Sigma G8885). Las células se incubaron a 30°C y al cabo de 1 hora se
verifico si se habian formado los protoplastos. Al tiempo en que los protoplastos se

formaron, se lavaron con buffer Sorbitol.

15.2. Purificacion de la fraccion nuclear

Todos los pasos a seguir para la obtencion de nucleos se realizaron a 4°C. Los
protoplastos lavados se diluyeron entre 15 y 25 veces en buffer Ficoll, (Tris-CIH 10 mM,
pH 7,5, 20 mM CIK, 5 mM C;Mg, 3 mM DTT, 1| mM EDTA, en 18 % (p/v) de Ficoll
400) con inhibidores de proteasas. Los protoplastos explotan pero dejan intactos a los
nucleos. El preparado se centrifug6 a 5000 rpm durante 5 minutos, descartandose el
pellet. Los nucleos se aislaron en una segunda centrifugacion a 11000 rpm durante 26
minutos. Se resuspendieron y se lavaron en buffer Ficoll (siguiendo el protocolo
desarrollado para levaduras descripto en el manual “Current Protocols in Molecular
Biology”, unidad 13.13.). La evaluacion de esta fraccion nuclear con el uso de enzimas
marcadoras, revel6 que habia una gran contaminacion de citosol. Se realiz6 a
continuacion otro paso de purificacion, a través de un colchon de sacarosa. Se
resuspendio la fraccion enriquecida en nucleos en 1,25 M sacarosa y se llevo la solucion
a 1,62 M sacarosa con el agregado de solucion 2,2 M. En un tubo de ultracentrifuga, se

sembré una solucion 2,2 M de sacarosa por debajo de la siembra de 1,62 M (en una
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proporcion de 2 volumenes de 2,2 M por cada 7 volumenes de 1,62 M). Sobre la
superficie, se agregd solucion 0,25 M sacarosa. Se ultracentrifug6 durante 60 minutos a
28000 rpm en un rotor 70 Ti. Los nucleos, que se encuentran en el pellet, se
resuspendieron y fueron utilizados para las mediciones enzimaticas. En una interfase, se

visualizaron restos que no se comportaron como nicleos aislados.

15.3. Purificacion de la membrana plasmatica

La purificacion de la fraccion de membranas plasmaticas se realizo a partir de los
protoplastos, estabilizando su membrana plasmatica con concanavalina A, tal cual lo
descripto por Hubbard y col. (1986) mediante un proceso que involucra un gradiente de

percoll. Esta purificacion fue llevada a cabo por la Lic. Katherina Walz.

15.4. Medicion de enzimas marcadoras

El grado de contaminacion de las fracciones nucleares y de membrana plasmatica
se evalu6é midiendo 5’nucleotidasa de acuerdo a Avruch y Wallach (1971), citrato sintasa
de acuerdo a Srere (1969), piruvato kinasa por el método espectrofotométrico descripto
por Bicher y Pfleiderer (1955), y el contenido de ADN de acuerdo a Brunk y col.
(1979), como marcadores de membrana plasmatica, mitocondria, citosol y nucleo,

respectivamente.

16. Discriminacion entre fosforilaciones en Serina y en Histidina

La fosforilacion en serina y en histidina se diferencian claramente por su
estabilidad a los pHs extremos. Mientras la Ser-P es estable a pH acido e inestable a pH
alcalino, la His-P es estable a pHs alcalinos e inestable a pHs acidos. En la literatura se
han descripto distintas metodologias para este fin. En el caso de NDP quinasa, se han
utilizado 2 metodologias (MacDonald y col., 1993, Almaula y col, 1995; Muifioz-
Dorado y col., 1993).

16.1. Metodologias descriptas
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16.1.1. Fijacion acida, tincion y destincion de geles

En trabajos publicados recientemente (MacDonald y col, 1993; Almaula y col,
1995) se utiliza la fijacion acida de geles para depletar el grupo fosfato (-P) de residuos
de histidina. La metodologia consiste simplemente en tefiir y destefiir al gel en las

soluciones clasicas con acido acético-metanol.

16.1.2. Estabilidad de las fosfoproteinas sobre Immobilon

Mufioz Dorado y col. (1993) realizaron las pruebas de estabilidad a distintos pHs
de la NDP quinasa-P sobre Immobilon. La metodologia descripta por los autores
consiste en la separacion de la fosfoenzima en SDS-PAGE, su transferencia a una
membrana de Immobilon, y la tincion de la membrana con Ponceau Red, para localizar a
la NDP quinasa. Luego de recortar la banda, se incuba ésta a distintos pHs para
determinar la radioactividad liberada. Los buffers utilizados fueron:
50 mM CIH-CIK (pH 1); 50 mM glicina-CIH (pH 3); 0,1 M Tris-CIH (pH 7); 50 mM
CIK-OHNa (pH 12); IM OHK (pH 14).

16.1.3. Metodologia mejorada para discriminar Ser-P de His-P en NDP quinasas sobre
membranas de Immobilon

Se siguieron los lineamientos trazados por Mufioz Dorado y col. (1993). Los
experimentos se realizaron en primera instancia variando solo la metodologia para
detectar a la NDP quinasa-P, a fin de recortar la zona del Immobilon. Se realizo la
autofosforilacion de la NDP quinasa tal como se describié en el item correspondiente y
se desarrolld una electroforesis (SDS-PAGE) 15 %. Se transfirieron las proteinas del gel
a una membrana de Immobilon, se expuso la membrana a placas de rayos X, y luego de
detectar la banda fosforilada, se corté el area correspondiente y se trato en los buffers
armmba indicados con el agregado de 5 % metanol durante 2 horas. A los tiempos
indicados, se tomo el sobrenadante para la medicion de la radioactividad liberada, y se
reemplazd con mas buffer precalentado en los casos en que se estudio la cinética de
defosforilacion. Finalizada la incubacion, se lavaron las membranas y se las sometio a
tratamientos similares pero al otro pH extremo durante otras 2 horas. La radioactividad

remanente sobre el Immobilon se midi6 al final del experimento. La radioactividad total
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para cada caso (100%) se obtuvo de la suma de la radioactividad remanente sobre el
Immobilon mas aquella liberada a los buffers a los diferentes tiempos. La radioactividad
total fue aproximadamente igual en cada banda dentro de un mismo experimento
(alrededor de 50.000 cpm).

Para determinados experimentos, donde la radioactividad no era suficiente como
para realizar la caracterizacion descripta en el parrafo precedente (por ejemplo, para el
analisis de la fosforilacion in vivo), se sometieron diferentes calles de la membrana de
Immobilon a los tratamientos a pH 1 o 14, y se detect6 la radioactividad estable a los

tratamientos mediante autorradiografia.

16.2. Estabilidad a distintos pHs de la NDP quinasa-P en solucion

Se estudio la estabilidad en solucion de la NDP quinasa-P pura autofosforilada
(en contraposicion a los ensayos realizados sobre Immobilon) a distintos pHs (cuyos
buffers fueron descriptos en el item M-16.1.2.). La enzima se autofosforilé de acuerdo a
la metodologia descripta en el item M-8. en presencia de 10 mM EDTA y 0,5 mM Mg*",
y se separ0 del ATP residual de acuerdo al item M-7.1. La fosfoenzima pura aislada de
esta manera, se incub6 a pH 1, 7y 14 a 45°C. A distintos tiempos se tomo una alicuota y
se evalud inmediatamente la aparicion de Pi y la desaparicion de fosfoenzima por

cromatografia delgada (TLC) tal cual se describié para separar NTPs (item M-5.).

17. Fosforilacion de NDP quinasas de distinto origen por CK2

La fosforilacion de NDP quinasas se realizé como fue descripto por Engel y col.
(1994). La holoenzima CK2 utilizada fue la misma utilizada por Engel y col. en su
trabajo, con las subunidades o, o’ y B humanas recombinantes (producidas en el
laboratorio del Prof Issinger). La evaluacion de la fosforilacion se realizd luego de
separar las proteinas por SDS-PAGE vy de secar el gel, mediante la exposicion a placas

de rayos X.

La reaccion para fosforilar a las diversas NDP quinasas con CK2, se lleva a cabo

en un buffer 25 mM Tris-CIH, pH 7,5, 8 mM CLMg, 150 mM CINa, 0,5 mM EDTA, 0,2
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MM polilisina, y 50 uM ATP. El protocolo detallado que se utilizo para la fosforilacion

por CK2 se detalla a continuacion:

Material necesario:

Buffer Tris-CIH 200 mM (pH 7,5)
CihMg, 80 mM

CINa, I M

EDTA, S mM

polilisina, 2 uM

ATP, 333 uM

ATPy["P]

CK2 (holoenzima) recombinante humana

Protocolo:

El protocolo que se detalla sirve para la realizacion de un ensayo en un volumen de 20
pl. Se agregan a un tubo eppendorf, secuencialmente, las siguientes alicuotas de las
soluciones antes mencionadas:

2,5 ul buffer Tns-CIH, pH 7,5

2,5 ul Sustrato (NDP quinasa)

2 ul ClbMg

3 pl CINa

2 ul EDTA

2 ul polilisina

3 ul CK2, en dilucion apropiada

3 ul ATP + ATPy[*P], (2 x 10° cpm)

Se realiza la incubacion a 37°C. Se detiene la incubacion con el agregado de
buffer de Laemmli y se desarrolla en SDS-PAGE 15%. La fosforilacion se visualiza por
medio de autorradiografias del gel.

Para el caso en que la fosforilacion se lleva a cabo con la subunidad a, se omite el

agregado de CINa en el buffer de reaccion.
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18. Hidrolisis acida de la NDP quinasa-P

La hidrolisis acida se realizo sobre Immobilon siguiendo los lineamientos de
Kamps (1991). Brevemente, la porcion de la membrana de Immobilon con NDP quinasa-
P obtenida como se describe en el item M-16.1.3., se incub6 en una solucion de CIH 6N
a 110°C durante 1 hora en tubos herméticos cerrados con rosca en atmosfera de N,. Esta
incubacion drastica en CIH concentrado produce la hidrélisis de uniones peptidicas

dentro de la proteina, liberando a la solucion péptidos y amino acidos.

18.1. Separacion de los productos de hidrolisis

Los productos de hidrolisis se secaron y se resuspendieron en agua Milli-Q. Esta
operacion se repitio tres veces. Finalmente los productos de hidrolisis se resuspendieron
con una solucion acuosa conteniendo 5 nmoles de estandares de Ser-P, Thr-P y Tyr-P, se
sembraron en una placa de celulosa (Sigma T6890) y se separaron en una dimension por
medio de una electroforesis a 300 V y 4 mA usando acido formico: acido acético: agua

(50:156:1794, v/v, pH 1.9) como buffer de corrida.

18.2. Reconocimiento de los estandares de fosfo-amino acidos
Los estandares de amino acidos fosforilados se reconocieron sobre la placa de
celulosa embebiéndola (con pulverizador) en una solucion de ninhidrina (0,25% en

acetona) y secando con aire caliente.

19. Fosforilacién in vivo de la NDP quinasa de C. albicans y de células Hela

La fosforilacion in vivo de la NDP quinasa de C. albicans se realizé incubando
las células en un medio de cultivo suplementado con **Pi tal cual se describe en el item
M-1.1.2.3. La ruptura de las células se realizd con perlas de vidrio en tubos eppendorf
(ver item M-2.4.2.3) en un buffer de homogeneizacion con inhibidores de proteasas y
fosfatasas (ver item M-2.2. y 2.3)).

La fosforilacion in vivo de la NDP quinasa humana se realizé cultivando células
HeLa en medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) sin fosfato, en una

concentracion de 30 pM fosfato (300 pCi *2P/ml) durante 3 horas Finalizada esta
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incubacion, se estimulo el cultivo con el agregado de 10% suero fetal bovino
(previamente dializado). La estimulacion con suero se realizd durante 2 horas. Quince
minutos antes de finalizada la incubacion, se agregé acido okadaico (1 uM). Las células
se lavaron 2 veces con una solucion salina a 4°C (Tris HCl 20 mM, pH7,5, CINa 0,15
M) y finalmente los extractos se realizaron con el agregado de una soluciéon 10 mM Tnis
HCI, pH 7,6, 5 mM EDTA, 50 mM FNa, 100 uM vanadato de sodio, 1 mM PMSF y 1%
Nonidet P 40. Los extractos, mantenidos a 4°C, se centrifugaron en una microcentrifuga
refrigerada a 10000 rpm durante 30 minutos. Esta metodologia fue realizada en el
Instituto de Investigaciones Bioquimicas Fundacion Campomar, por la Lic. Moira

Sauane bajo la direccion del Dr. L. Jiménez de Asua.

19.1. Inmunoprecipitacion

La inmunoprecipitacion de la NDP quinasa de C. albicans se llevo a cabo
preincubando los anticuerpos homoélogos anti-NDP quinasa con un extracto de C.
albicans durante toda la noche a 4°C en un buffer conteniendo 25 mM Tris HCI pH 8,
Tween 0,1 %, CINa 75 mM, inhibidores de proteasas e inhibidores de fosfatasas. Se
precipitan los complejos NDP quinasa-anticuerpos mediante una nueva incubacion (1-2
horas a 4°C) con proteina A- sepharosa (Sigma P-3391). Se centrifuga durante 1 minuto
a 2000 rpm y los inmunoprecipitados asi obtenidos, se lavan en 3 oportunidades con el
mismo buffer con el agregado de 1% Nonidet P 40. A los inmunoprecipitados se agrego
solucion de Laemmli 2X saturada en urea, se calentd por 2 minutos a 70°C y se continu6
con los pasos descriptos para discriminar Ser-P de His-P (ver el item M-16.1.3.).

La inmunoprecipitacion de las NDP quinasas humanas se realizd con otros
anticuerpos y variando el tiempo de incubacion. Los anticuerpos especificos utilizados
fueron una mezcla de anticuerpos monoclonales anti-NDP quinasa de Dictyostelium
junto con un anticuerpo anti-NDP quinasa humana purificado por afinidad, obtenidos a
través del Dr. M. Véron. La incubacion con el anticuerpo especifico se realizo durante 1

hora.
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20. Materiales

Los mateniales y solventes utilizados, que no se especifican en

correspondientes items, fueron al menos de grado analitico.
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RESULTADOS

1. NDP quinasa durante el Crecimiento y Morfogénesis de C. albicans

1.1. NDP quinasa durante el crecimiento
La actividad NDP quinasa se estudié durante el crecimiento levaduriforme de .
albicans. La medida de actividad se relativizo a la proteina total, calculandose, entonces,

la actividad especifica (Ae) de la enzima en cada etapa del cultivo.
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Figura R-1. Actividad especifica de la NDP quinasa de C. albicans durante el

crecimiento y durante la morfogénesis inducida por temperatura. Las células se crecieron
y se indujeron para la morfogénesis de acuerdo a los items M-1.1.2.1. y M-1.1.3.1. La actividad
especifica de la NDP quinasa se midié en sobrenadantes de 100000 g. La variacién de la actividad
especifica (Ae) durante el crecimiento y durante la morfogénesis se presenta en los paneles A y B,
respectivamente (Ae. barras rayadas; crecimiento, barras negras).

Se encontro que la Ae era minima en cultivos estacionarios tardios (3 uw/mg) y
maxima durante el crecimiento logaritmico (17 wmg) disminuyendo en la fase de
crecimiento logaritmico tardio (11 wmg) y fase estacionaria (3 w/mg), volviendo a los
niveles iniciales de la fase estacionaria tardia original (ver figura R-1.). La cantidad de
NDP quinasa se correlaciono (salvo en el tiempo 2 horas) con el aumento de la actividad
especifica, como se observa por su deteccion con anticuerpos anti-NDP quinasa de
Dictyostelium en la banda de 17 kDa (ver figura R-2.). Dado que hay un aumento de
NDP quinasa que acompaiia al aumento de actividad especifica, estos resultados indican

que el aumento en actividad estaria relacionado en gran medida con la mayor cantidad de
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enzima. Sin embargo, al tiempo 2 horas de crecimiento se observa por Western-blot un
aumento importante de la NDP quinasa que es mayor al aumento registrado en la
actividad (ver figuras R-1. y R-2.). Este dato sugiere que podria haber un mecanismo de

regulacion que inhibiese la actividad enzimatica de la NDP quinasa.

kDa [

Figura R-2. Deteccion de la NDP quinasa durante el crecimiento y morfogénesis de

C. albicans. Se detect6 la NDP quinasa de C. albicans por Western-blot utilizando anticuerpos anti-
NDP quinasa de Dictyostelium. La presencia de NDP quinasa se detecté durante el crecimiento a 30°C
(calles 2 a 5) y durante la morfogénesis a 37°C (calles 6 y 7). Calle 1, marcadores de PM y NDP quinasa
de Dictyostelium; calles 2, 3, 4y 5, cultivos de 96, 2, 17 y 30 horas (100 pg de proteina por calle). calles
6y 7. 0 y 2 horas de morfogénesis (30 pg de proteina por calle). Las bandas de mayor peso molecular
reconocidas por el anticuerpo contra NDP quinasa podrian ser dimeros 6 multimeros de esta enzima las
cuales han sido también detectadas en Drosophila y D. discoideum (Rosengard y col., 1989; M. Véron,
comunicacién personal).

Cuando se evalu6 la Ae de la NDP quinasa en otros dos medios de cultivo
(YNBG, bases nitrogenadas de levadura, sin amino acidos y medio de Lee, ver M-
1.1.2.2)), se observo que en todas las ocasiones, la Ae era maxima en la fase logaritmica
y minima en la estacionaria tardia (ver tabla R-1.). Sin embargo, no se observo una
adecuada correlacion con el tiempo de generacion para cada cultivo; este hecho podria
indicar que la division celular no seria el unico factor responsable del aumento de
actividad especifica, factores metabolicos también podrian tener influencia en este

proceso. En este sentido, se ha descripto que la NDP quinasa de Pseudomonas
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aeruginosa forma un complejo con la enzima succinil-CoA sintetasa (Kavanaugh-Black y
col., 1994), relacionandose asi mas profundamente con el metabolismo energético

(Schlictman y col., 1994).

Tabla R-1. Variacion de la actividad especifica (Ae) de la NDP quinasa de C.

albicans durante el crecimiento en diferentes medios de cultivo. La Ae se evalué en
extractos crudos de C. albicans en las fases logaritmicas (log.) y estacionarias (est.) del cultivo. El
tiempo de generacion se evalué s6lo durante el crecimiento logaritmico por conteo celular en cimara de
Neubauer.

Soll y Bedell YNBG Lee
log. est. log. est. log. est.
NDP quinasa 12 3 43 0,2 44 1,9
(Ae wWmg)
Tiempo de generacién 45 - 72 - 90 -
(minutos)

1.2. NDP quinasa durante la morfogénesis

Para estudiar la NDP quinasa durante la morfogénesis de C. albicans, ésta se
indujo mediante 2 procedimientos. En ambos casos hay una variable diferente
(temperatura o pH) entre aquellos cultivos que morfogenizan y aquellos controles que

permanecen en la forma levaduriforme.

Una de las maneras de inducir la morfogénesis en C. albicans es mediante la
dilucion de un cultivo estacionario tardio en un medio rico a 37-39°C, mientras que una
dilucion del cultivo en un medio a 30°C sirve como control (ver M-1.1.3.1.). Bajo estas
condiciones de morfogénesis, ésta comienza entre los 60 y 90 minutos y luego las células

extienden sus tubos germinativos.
Al cabo de 2 horas de induccion, la Ae aumento en diferentes experimentos entre

40 y 250% en un cultivo que morfogenizaba a 38°C en comparacion a uno que, diluido

de igual manera e incubado a 30°C, no morfogenizaba (ver figura R-1.).
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En la figura R-2,, en las calles 6 y 7 se observa el reconocimiento de la NDP
quinasa al tiempo O y 2 horas de morfogénesis. Existe un aumento importante en la
cantidad de NDP quinasa durante las primeras 2 horas de morfogénesis que correlaciona

bien con el aumento observado en la actividad enzimatica.

Cuando se midi6 crecimiento celular en ambos cultivos se comprobé que durante
las primeras 2 horas habia un leve crecimiento lineal con el tiempo, recién al cabo de 3
horas comenzo la fase logaritmica en aquel cultivo creciendo a 30 °C, mientras que a ese
tiempo, todavia no comenzaba en el cultivo con crecimiento filamentoso. Por lo tanto, el
crecimiento celular, que comprobamos que influye sobre la actividad especifica de la
NDP quinasa, no estaria afectando la comparacion entre el cultivo morfogenizado y su

control al cabo de 2 horas.

La induccion de la morfogénesis se realizo asimismo por pH. Los cultivos
estacionarios crecidos a 25 °C se diluyeron en un medio definido a pH 4,5 o 6,5
precalentados a 37 °C (ver M-1.1.3.2)). Los cultivos a pH 4,5 no forman tubos
germinativos mientras que aquellos que fueron incubados a pH 6,5 si los forman. La Ae
durante la morfogénesis se presenta en la tabla R-2.; ésta se determin6 cada 30 minutos.
Transcurnida 1 hora 30 minutos, las células comenzaron a formar tubos germinativos. Al
cabo de 2 horas de induccion a pH 6,5, el 95% de las células estaban germinadas y
extendian sus tubos germinativos, mientras que a pH 4,5 menos del 5% formo tubos
germinativos. Hasta 1 hora 30 minutos, las Aes no diferian de manera importante entre
los cultivos a pH 4,5 6 6,5. Sin embargo, correlacionandose con el crecimiento de los
tubos germinativos, la Ae de la NDP quinasa fue 2-2,5 veces en los cultivos a pH 6,5

comparados con los cultivos control (pH 4,5).

Nuevamente se comprobo que este aumento era independiente del crecimiento a

ambos pHs.
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Tabla R-2. Variacion de la actividad especifica (Ae) de la NDP quinasa de Candida
albicans durante la induccion de la morfogénesis (pH 6,5) en comparacion al control

(pH 4,5). Se indujo la morfogénesis elevando la temperatura de los cultivos a 37°C en medios de
cultivo a pH 6.5 (para inducir la morfogénesis) o a pH 4.5 (para continuar con el crecimiento
levaduriforme). A los tiempos indicados se tomaron alicuotas, y se midié 1a Ae de Ia NDP quinasa ¢n
extractos crudos. Bajo estas condiciones, menos de un 5% de las células formaron tubos germinativos a
pH 4.5 mientras que a pH 6.5, los tubos germinativos aparecieron entre 70 y 90 minutos después de la
induccion cn mas del 90% de las células.

El crecimiento celular se evalué en ambos cultivos durante el tiempo del experimento. Durante
la primera hora de induccién, la masa celular fue constante. Desde este momento hasta el final del
experimento (2.5 horas) hubo un aumento constante, siendo éste siempre un poco mayor en ¢l cultivo en
crecimiento levaduriforme respecto del que extendia los tubos germinativos.

Tiempo Actividad especifica relativa i
(horas)
pH 4,5 pH 6,5
0 100 100
0.5 138,6 + 36,4 150 £ 15,9
1 145,3 + 23,6 147 + 38,6
1.5 136,4 +22.7 185,7+ 11,4
2 146,4 + 15,9 352,3+ 56,8
2.5 1573 + 11,4 409 +273

*Los valores se expresan como porcentajes (considerando al tiempo 0 como 100%)).

1.3. Integracion

Observamos que la Ae de la NDP quinasa aumenta con el crecimiento y con la
morfogénesis. Este aumento se correlaciona con la cantidad de NDP quinasa en cada
estadio. La mayor actividad especifica estaria dada, entonces, por mayor sintesis de esta
proteina durante el crecimiento logaritmico y durante el elongamiento hifal.

Pese a que existe una clara correlacion entre el aumento de actividad NDP
quinasa y la intensidad de las bandas halladas por Western-blot, se vi6 que en cierto
momento del crecimiento (2 horas) habria un mayor aumento en la cantidad de NDP
quinasa que en su actividad.

Un aumento de Ae en los cultivos que morfogenizan respecto de aquellos que se
preparan para el crecimiento levaduriforme podria deberse no solo a un aumento de la
sintesis de NDP quinasa (que se registra en ambos casos) sino también a la cantidad de

otras proteinas que se sintetizan.
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En estudios realizados sobre otros sistemas, la actividad NDP quinasa también se
correlaciono6 con el crecimiento de células humanas en cultivo (Keim y col., 1992), y en
lineas tumorales (De La Rosa y col, 1994). Mas recientemente, se describié que la
sintesis del ARNm para NDP quinasa A y B humanas ocurre durante la etapa S del ciclo
celular (Caligo y col., 1995).

El hecho de que la NDP quinasa se exprese en una etapa temprana del ciclo
celular podria determinar un aumento de Ae transitoria. A su vez, si el ciclo celular es
rapido, y no se encuentran ciclando en fase (como ocurre durante el crecimiento
logaritmico de C. albicans) este hecho se manifestaria en un aumento de Ae total.
Cuando el ciclo celular se hace mas largo, el periodo donde la NDP quinasa se encuentra
mayormente expresada se diluiria y es asi como podria caer hasta los niveles basales
cuando la célula no se divide.

Entre los experimentos presentados, hay datos que provienen de cultivos
moderadamente sincronizados. Los ensayos con células creciendo en forma mas
sincronizadas son aquellos donde se incuban cultivos estacionarios tardios para su
morfogénesis o para su crecimiento durante periodos de tiempo cortos, hasta la primera
division celular (Soll y Bedell, 1978). Asi, en el ensayo de crecimiento a 2 horas de
cultivo, donde se encuentra NDP quinasa parcialmente inhibida, las células se
encontraban sincronizadas. Este hecho podria indicar que durante el ciclo celular la NDP

quinasa podria activarse o inactivarse.

2. Purificacion y Caracterizacion

2.1. Purificacion

La metodologia utilizada para la purificacion se detalla en Materiales y Métodos,
item M-6. El éxito de la purificacion se basa en el primer paso de purificacion. La NDP
quinasa se une fuertemente a la columna de Blue-Sepharosa, y se mantiene unida en una
proporcion importante aun con el agregado de 250 mM CINa. La NDP quinasa se eluye
especificamente con el agregado de 1,5 mM ATP a baja fuerza idnica.

La razén del comportamiento de la NDP quinasa en la columna de Blue-

Sepharosa, proviene de la capacidad del colorante cibacron-blue de actuar como
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inhibidor de la enzima (Lascu y col., 1983). El colorante se une con gran afinidad a la
proteina defosforilada, pero no a la proteina autofosforilada (este mismo principio fue
utilizado con éxito para la caracterizacion de la NDP quinasa de (. albicans con el fin de
bloquear la actividad enzimatica luego que hubiera liberado el grupo fosfato de alta
energia, ver items M-7.3. yR-2.2.53)).

La NDP quinasa unida a la columna de Blue-Sepharosa con una cierta Kd se
despega del colorante y no se vuelve a unir una vez autofosforilada con el agregado de
ATP, eluyendo asi de la columna. Este y los demas pasos de purificacion se resumen en
la tabla R-3. En la figura R-3. se muestra el perfil de proteinas proveniente de las dos
primeras etapas de purificacion.

Como la proteina sale muy diluida de la columna de pseudo-afinidad, se siembra
directamente en una columna de Q-Sepharosa, con el principal objeto de concentrar la
enzima, ya que ésta queda unida a la columna al pH seleccionado.

Al eluir la proteina con un gradiente salino, ésta se separa de otras proteinas
contaminantes. En este punto, la pureza de la proteina es aproximadamente del 70%. Sin
embargo, st en esta etapa se eligen las fracciones de mayor Ae, se obtiene enzima con
una pureza de alrededor de 90-95%. Para la mayor parte de los ensayos cinéticos, la
proteina utilizada fue concentrada a partir de fracciones de esta etapa de purificacion,

con una pureza aproximada de 95%.

Tabla R-3. Purificacion de la NDP quinasa de Candida albicans. La purificacién se
realiz6 de acuerdo al protocolo descripto en Materiales y Métodos. (item M-6.). La medida de actividad
NDP quinasa se realizo por el método descripto en el item M-4.1.2., utilizando piruvato quinasa como
enzima acoplada.

Fraccion Proteina  Actividad Actividad Veces de Recupe-
(mg) (unidades) especifica  purificacion racion

(unidades/mg) %

Extracto crudo 2400 20000 8,3 1 100
S100 1200 18 000 15 1,8 90
Blue-Sepharosa 1,3 6 000 4500 540 30
Q-Sepharosa 0,38 3 000 7 800 940 15
Red-agarosa 0,19 2000 10 500 1265 10
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Figura R-3. Perfil de la purificacion parcial de la NDP quinasa de C.

albicans. Calle 1. extracto total: calle 2. sobrenadante de 100000g; calle 3. cluido de Blue-Sepharosa;
calle 4, eluido de Q-Sepharosa: calle 5. marcadores de PM.

Para realizar los estudios con la proteina purificada a homogeneidad, se sembro la
proteina obtenida en una columna de Red-Sepharosa. La enzima fue eluida con GDP,

compitiendo con el sitio de union a la columna.

Se obtuvo una secuencia parcial de la NDP quinasa de (. albicans (ver figura R-
4.). De la comparacion con las secuencias de otras NDP quinasas, se concluye que se
trata de una porcion importante del sitio activo de la enzima. La porcion secuenciada es
muy homologa al resto de las NDP quinasas; se encuentra presente la histidina que se
autofosforila, las serinas en posicion +2 y +4 de esta histidina, y el residuo de acido
glutamico equivalente a la posicion 130 en la secuencia de Dictyostelium, importante
para posicionar correctamente al grupo imidazol de la histidina reactiva. Es interesante
destacar que las enzimas de levaduras, S cereviciae, Schizosaccharomyces pombe y C.
albicans, son las unicas que poseen un residuo de cisteina inmediatamente antes que la

histidina del sitio activo.
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NDPK"*-A (Nm23-H1) humana N.I.I.H*.G.S.D.S.V.E.S.A.E.K.E.I.G.L.W.F.H
NDPK-B (Nm23~H2) humana N.I.I.H*.G.S5.D.S.V.K.S.A.E.K.E.I.S.L.W.F.K
NDPK (Awd) Drosophila N.I.I.H*.G.S.D.A.V.E.S.A.E.K.E.I.A.L.W.F.N
NDPK cyto. D. discoideum N.I.I.H*.G.S.D.S.V.E.S.A.N.R.E.I.A.L.W.F.K
NDPK mito. D. discoideum N.I.I.H*.G.S.D.S.N.E.S.A.A.H.E.I.A.L.W.F.K
NDPK M. xhantus N.T.V.H*.G.S5.D.S.L.E.N.A.K.I.E.I.A.Y.F.F.R
NDPK E. coli N.G.T.H*.G.S.D.S.V.E.S.A.A.R.E.I.A.Y.F.F.G
NDPK S. cerevisiae N.V.C.H*.G.S5.D.S.V.D.S.A.E.R.E.I.N.L.W.F.K
NDPK S. pombe NVCH*GSDSYESANREYKLWFQ
NDPK C. albicans N.V.C.H*.G.S.D.S.V.E.S.A.N.K.E.I.D.L.W.F.K

Figura R-4. Secuencia parcial de la NDP quinasa de C. albicans. Comparacion con

otras secuencias conocidas. La histidina remarcada en negrita es aquella que se fosforila
produciendo el intermediario de alta energia caracteristico de la reaccion; los residuos subrayados son
aqullos conservados entre las NDP quinasas de levaduras. * NDPK, NDP quinasa.

2.2. Caracterizacion
Se realizo una caracterizacion de la NDP quinasa de C. albicans respecto de su
tamaiio en forma nativa y desnaturalizada, su punto isoeléctrico, y de la cinética de la

reaccion con distintos sustratos naturales y analogos sintéticos.

2.2.1. Tamaiio de la NDP quinasa nativa de C. albicans

El tamafio de la NDP quinasa nativa se obtuvo, como se indica en Materiales y
Métodos (item M-9.), a partir de su coeficiente de sedimentacion (5,7 S, figura R-5.A),
obtenido por gradiente de sacarosa, y de su radio de Stokes (3,75, figura R-5.B),
obtenido por tamiz molecular, suponiendo un volumen especifico parcial de 0,74 ml/g. El

tamaiio calculado para la enzima nativa fue de 99 kDa.
Un valor similar se obtuvo cuando la proteina purificada a homogeneidad se

estudié por otra metodologia utilizando geles nativos de distinto tamafio de poro

(realizado en nuestro laboratorio por la Lic. Katherina Walz).
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Figura R-5. Tamario de la NDP quinasa nativa. Obtencion del radio de Stokes y del

coeficiente de sedimentacion. (A). El radio de Stokes se calcul6 a partir de una filtracién en gel en
una columna de Sephacryl S-200 utilizando como estindares al citocromo ¢ (1.8). peroxidasa (3.04).
malato deshidrogenasa (3.69) y glucosa oxidasa (4,18). (B), El coeficiente de sedimentacion se obtuvo a
partir de un gradiente de sacarosa utilizando como estindares a la peroxidasa (3.5 S). malato
deshidrogenasa (4.32 S). y glucosa oxidasa (8,3 S).

2.2.2. Tamailo de las subunidades de NDP quinasa de C. albicans

El tamafio de las subunidades que componen a la proteina nativa se determino en
geles de poliacrilamida desnaturalizantes (ver item M-10.). El PM de la proteina se
estimo en 16,5 kDa (ver figura R-9.).

De acuerdo al tamaiio de la proteina nativa (100 kDa), y al de sus subunidades, se

comprueba que la NDP quinasa de C. albicans es un hexamero.

2.2.3. Punto Isoeléctrico de la NDP quinasa purificada de C. albicans
Se realizo una estimacion del punto isoeléctrico de la NDP quinasa nativa de C.
albicans purificada. Como se observa en la figura R-6., se encuentra una unica proteina,

ésta es acida, con un pl de aproximadamente 4,5.
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Figura R-6. Estimacion del pI de la NDP quinasa de C. albicans. Calle 1. marcadores de
pl. calle 2. NDP quinasa purificada.

2.2.4. Estabilidad térmica de la NDP quinasa purificada de C. albicans

En la figura R-7. se muestra la inactivacion térmica de la enzima de C. albicans a
distintas temperaturas. S6lo hubo una brusca e irreversible disminucion de la actividad
cuando ésta fue incubada a 70°C. Luego de la incubacion a 50°C durante 1 hora la
actividad enzimatica o bien fue estable o fue capaz de volver a su conformacion activa
con relativa facilidad durante la incubacion, ya que practicamente no hay disminucion en
la actividad que se mide luego del tratamiento. Estos datos hablan de una proteina muy
estable a la temperatura.

Podria pensarse incluso, que la incubacion de un extracto crudo a 50°C durante 1
hora y la posterior centrifugacion podria formar parte de algiin protocolo para su

purificacion.
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Figura R-7. Estabilidad térmica
de la NDP quinasa. La estabilidad
a la temperatura se estudio como se
describe en el item M-13. Se preincubo
la enzima por diferentes tiempos a las
siguientes temperaturas: 4°C (circulos).
37°C (tridngulos). 50°C (cuadrados) y
80°C (asterisco). A los tiempos
indicados se tomaron alicuotas y la
20 1 medida de actividad se realizd
inmediatamente con el método de dos
enzimas acopladas. o bien luego de ser
mantenidas las alicuotas a 4°C hasta la
Tiempo (minutos) medicién. En ambos casos el resultado
fue idéntico.
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2.2.5. Autofosforilacion

Se realiz6 una cinética de autofosforilacion a 4°C con la metodologia de filtracion
por membranas de nitrocelulosa como se describe en Materiales y Métodos, -item M-7 .-
(ver figura R-8.). Se puede observar que al cabo del tiempo mas corto estudiado (15
segundos) la autofosforilacion fue casi completa. La cantidad de fosfato unido a la
proteina se calcul6 en 0,9 moles por mol de subunidad de 16,5 kDa. La radioactividad

medida estaba asociada a la especie de 16,5 kDa (ver item siguiente).

!

(m]

Figura R-8. (inética de
autofosforilacion. Se incub6 a la
NDP quinasa con ATP[y32P]. a los
tiempos indicados se detuvo la reaccion
¢ inmediatamente se filtré por una
membrana de nitrocelulosa.
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Figura R-9. Analisis electroforético de la NDP quinasa de C. albicans. A- NDP quinasa
purificada teflida con Coomassie blue R-250. B- Fosforilacion - defosforilacion del intermediario de alta
energia de l1a reaccion. La NDP quinasa se autofosforilé como se describe en Materiales y Métodos (con
1 mM EDTA y | mM Cl:Mg), calle 1; al cabo de 5 minutos, s¢ tomé una alicuota, se le agregé GDP 60
MM y se incubd durante | minuto adicional (calle 2). Finalizadas las incubaciones, se detuvo la reaccion
con el agregado de buffer de Laemmli. C- Deteccién por Western-blot de las NDP quinasas en extractos
crudos (calle 3), de la parcialmente purificada de membrana plasmitica (calle 1), y de la purificada
soluble (calle 2). D- NDP quinasa parcialmente purificada de membrana plasmitica teilida con
Coomassie blue R-250. La purificacién de la NDP quinasa asociada a membrana plasmatica fue
realizada por la Lic. Katherina Walz.

2.2.5.1. Defosforilacion por transferencia de fosfato a NDPs

Cuando el producto de la fosforilacion se separ6 por SDS-PAGE, se observo una
banda de 16,5 kDa fosforilada (figura R-9. B, calle 1). Cuando se agregé un NDP
aceptor como GDP, la radioactividad asociada a la subunidad de 16,5 kDa practicamente
desaparecio (figura R-9. B, calle 2), y sdlo se hace visible después de mayores tiempos
de exposicion. Cuando se tifi0 el gel, no se observaron diferencias significativas en la
posicion de la proteina ya sea que estuviera autofosforilada o no.

Para estudiar la capacidad de la NDP quinasa de ceder el fosfato de alta energia a
distintos NDPs, se autofosforilo la enzima con ATPy*’P, se separé del ATP remanente
mediante un pasaje por una columna de P2 (item M-7.1.), y se la incubd con distintos
NDPs. Como se muestra en la figura R-10., todos los NDPs estudiados fueron sustrato
de la (P)NDP quinasa y produjeron los correspondientes NTP*?P, visualizados por

autorradiografia de una cromatografia ascendente (ver item M-5.).
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Figura R-10. Formacion de NTPs a partir de (PPNDP quinasa. La NDP quinasa se
autofosforild. se separ6 del ATP no reaccionante y se incubd con GDP (calle 2), ADP (calle 3). UDP
(calle 4). CDP (calle 5), y TDP (calle 6). en la calle 1 se sembrd una alicuota de (P)NDP quinasa.

2.2.5.2. Competencia de NDPs como aceptores de la reaccion

La NDP quinasa autofosforilada y aislada del ATP se incub6 con 30 uM GDP
conjuntamente con iguales concentraciones de ADP, UDP, CDP, o TDP. Se observé de
esta manera que la cantidad de GTP y de los correspondientes NTPs formados era muy

similar, aproximadamente del 50% (ver figura R-11.).
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Figura R-11. Competencia de aceptores de la reaccion. 1.a (P)NDP quinasa se incubé con
GDP + distintos NDPs. En la calle 1. con CDP: calle 2 con TDP: calle 3 con ADP; calle 4 con UDP.

2.2.5.3. Competencia de NDPs como aceptores en presencia de cibacron-blue

Como se detall6 en el item R-2.1., el colorante cibacron-blue es capaz de unirse
con alta afinidad a la enzima defosforilada inhibiéndola, pero no a la que se encuentra
autofosforilada. Por lo tanto, se incubo la NDP quinasa autofosforilada y aislada como se
describid en el item previo con el colorante cibacron-blue 3GA y luego, en presencia del
colorante, se incub6 con GDP mas diversos NDPs. Con este experimento, se intento
bloquear a la enzima una vez que liber su fosfato de alta energia, para medir una unica
transferencia de fosfato por molécula de enzima. Como se observa en la figura R-12.,
bajo estas condiciones, 20 uM del colorante bloquearon la actividad enzimatica. Bajo
estas condiciones se realizo un ensayo de competencia obteniéndose resultados diferentes

a los observados en ausencia de cibacron-blue (ver figura R-13.).
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Figura R-12. (izquierda). Inhibicion de la actividad NDP quinasa por el agregado de

cibacron-blue. En la calle 3 se incubd ATP[y’>P] con el buffer de reaccién (con GDP) en ausencia de
NDP quinasa. En la calle 1 se agregé NDP quinasa y se dejé reaccionar a temperatura ambiente durante
5 minutos. Debido a la concentracién de enzima, se presume que se llegé al equilibrio en una fraccién de
segundo. En la calle 2 se incub6 a la enzima antes y durante 1a reaccion con cibacron-blue.

Figura R-13. (derecha). Competencia de aceptores de la reaccion en presencia de
cibacron-blue. Se incubd la (P)NDP quinasa igual que en la figura R-11. en presencia de cibacron-
blue. La concentracién del colorante fue la utilizada para inhibir la actividad enzimatica (20 uM, ver
figura R-12.)

El GDP result6 ser mejor aceptor que el TDP, CDP y UDP, y similar al ADP. El
CDP fue el NDP que compitié en menor medida con el GDP.

2.2.6. Cinética de NDP quinasa de C. albicans frente a distintos dadores y aceptores de
la reaccion
Se ensay® la actividad NDP quinasa fijando la concentracion de uno de los

sustratos y variando la del otro. La actividad con distintos NTPs y NDPs se estudio
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mediante distintas metodologias, tal como se describe en el item M-4. Es importante
tener en cuenta que de esta manera se obtiene la velocidad maxima aparente (Vmax ap) y
la constante de Michaelis aparente (Km ap). Si bien los valores de Km y Vmax reales no
fueron calculados, el cociente de kcat (Vmax expresada por mol de enzima) sobre Km ap

es un valor real y no aparente.

2.2.6.1. Nucledtidos naturales

En la tabla R-4. se dan los valores de Km ap y Vmax ap y de Vmax/Km para
distintos sustratos. De la tabla se desprende que basicamente las velocidades maximas
son similares para los distintos nucleotidos, con la unica excepcion del CTP. La
diferencia fundamental se encuentra en los valores de las Km ap. Entre los NDPs y los
NTPs, los nucleétidos con base purinica tienen menor Km, siendo los de guanina los de

mayor afinidad (menor Km), y consiguientemente mayor eficiencia catalitica.

Tabla R-4. Constantes cinéticas aparentes para distintos sustratos de la NDP quinasa

de Candida albicans. Los ensayos se realizaron de acuerdo a los protocolos descriptos en Materiales
y Métodos, item M-4. utilizando 0,1 mM GDP y concentraciones variables de NTPs 6 bien utilizando 1
mM ATP y concentraciones variables de NDPs. Las estimaciones de las constantes aparentes de
Michaelis (Km) y velocidades maximas (Vmax) se obtuvieron ajustando los datos a hipérbolas de
acuerdo a la ecuacion de Michaelis-Menten. * Los ensayos se realizaron con el método directo: . los
ensayos se realizaron con enzimas acopladas.

Sustrato Km Vmax VmaxKm
variable (mM) (mmol/min/mg)
ATPa 1,06 0,19 10,0 + 0,95 94+26
GTp2 0,61 + 0,23 11,9+ 1,80 19,5 + 10,3
dTTPA 3,25 £ 0,92 400,63 1,2£0,5
CTP2 272+53 16,3 £ 2,24 0,6 0,2
UTP2 23%03 5.4+ 0,24 23+04
ADPa 0,093 % 0,021 10,8 1,20 116,1 + 39,1
GDP2 0,053 + 0,005 10,8 + 0,60 203,8 + 30,5
cDpb 0,379 + 0,038 12,4 £ 0,57 32,7+4.8
dTDPb 0,287 + 0,041 10,0 + 0,58 348+ 7,0
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2.2.6.2. Analogos de nucledtidos

Se estudio la capacidad de diversas NDP quinasas de utilizar como sustrato de la
reaccion a analogos trifosfatos y difosfatos, con especial énfasis en AZT-TP y AZT-DP
como dadores y aceptores de la reaccion.

Utilizando ADP"*C (0,1 mM) como aceptor de la reaccion, se determin6 la Km y
Vmax ap para el AZT-TP usando las NDP quinasas de Dictyostelium (salvaje y mutante

N119A), y NDP quinasa de C. albicans (ver tabla R-S.).

Tabla R-5. Constantes cinéticas aparentes para los andlogos de nucleotidos AZT-TP

y AZT-DP en comparacion con los nucledtidos naturales de adenina. Se estudio la
capacidad in vitro de utilizacién de andlogos de nucledtidos como sustratos para NDP quinasas de
distintos origenes. En la tabla se muestran las constantes de Michaelis (Km) y velocidad maxima
(Vmax) aparentes para las enzimas de Candida albicans y las enzimas de Dictyostelium salvaje v la
mutante del sitio activo N119A. Los estudios variando las concentraciones de NTPs se realizaron con
ADP'“C 0,1 mM, mientras que cuando se estudiaron los NDPs como aceptores, el dador fue GTPyP |
mM.

NDP quinasa Km Vmax
Candida albicans (mM) (Wmg)
ATP 1,11 £0,22 3240 + 336 (100%)
AZT-TP 62+1,8 2,25+ 0,49 (0,07%)
ADP 0,1 £0,05 2950 £ 350 (100%)
AZT-DP* 0,85+0,20 3,1£0,4(0,11%)
NDP quinasa salvaje
Dictyostelium
ATP 0,52+0,12 1646 + 136 (100%)
AZT-TP 33113 4,5+ 0,65 (0.27%)
ADP 0,080 + 0,060 1750 £ 211 (100%)
AZT-DP* 0,85+0,20 1,8 £0,18 (0.10%)
NDP quinasa N119A
Dictyostelium
ATP 0,40 £ 0,09 36,1 £ 2,6 (100%)
AZT-TP 2,34+0,64 1,21 £ 0,12 (3.4%)
ADP 0,067 £ 0,061 64 + 25 (100%)
AZT-DP* 0,37+0,16 1,45 10,16 (2.3%)

* Valores obtenidos utilizando PK y PEP durante la reaccion (ver item R-2.2.6.3.).
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Para todas las enzimas el perfil de la curva de reaccion fue similar y sélo vario
apreciablemente la Vmax obtenida. En este punto, es importante destacar que en todos
los casos, la actividad enzimatica maxima fue unas 100 veces menor para el AZT-TP
respecto del dador natural del fosfato in vivo, el ATP. La Km fue alrededor de 6 veces
mayor para el AZT-TP respecto del ATP.

La mutante N119A tiene una actividad disminuida respecto de la salvaje (2%
utilizando al ATP como dador de la reaccion; Tepper y col., 1994). Sin embargo, su
actividad especifica respecto del AZT-TP varia solo levemente en comparacion a la

enzima salvaje.

2.2.6.3. Variacion en la técnica para medicion de AZT-DP como aceptor

Cuando se midio la actividad enzimatica de la NDP quinasa con GTPy*’P como
dador y AZT-DP como aceptor, se encontrd que no se podia obtener linealidad durante
la reaccion. Dado que la aparicion de GDP tras la hidrélisis del GTP podria estar
compitiendo con el AZT-DP, se repitieron los ensayos con el agregado de CIK, PEP y
PK. De esta manera, se pudieron obtener valores lineales en un muy amplio rango de
concentraciones y tiempos estudiados. A su vez, de esta manera, la concentracion de
dador (GTP) se mantuvo siempre constante.

Se deduce de la tabla R-S. que en condiciones en que la enzima mutada N119A y
la salvaje producen 100 unidades de ATPYC, la salvaje producira 0,1 unidades de AZT-

TP, mientras que N119A producira 22,5 veces mas.

2.2.6.4. Inhibicion por NDPs y NTPs

La reaccion enzimatica es inhibida por cantidades crecientes de NDPs y NTPs.
Este efecto se observd con todos los NDPs y su inhibicion fue mayor con aquellos que
son mejores sustratos de la enzima. Esta inhibicion seria dada por la formacion de
complejos enzima-sustratos, inactivos. En la figura R-14., se muestra a modo de

ejemplo, algunas de las inhibiciones observadas.
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Figura R-14. Inhibicion de la reaccion por formacion del complejo enzima-sustrato

inactivo. Se midi6 la actividad de la NDP quinasa de C. albicans variando la relacion NTP-NDP. A-
Las concentraciones de ATP y TTP se aumentaron manteniendo fija la concentracién del aceptor GDP
(0.1 mM). B- Manteniendo fija la concentracion de ATP (1 mM), se estudié la variacion de la actividad
con ¢l agregado de cantidades crecientes de ADP y TDP. En estos ejemplos se observa solo la inhibiciéon
por los nucledtidos de adenina. La inhibicién con TDP comienza a insinuarse a una concentracién 2
mM.

2.3. Integracion

De acuerdo a los estudios presentados en esta seccion, la NDP quinasa de C.
albicans es un hexamero de aproximadamente 99 kDa, muy probablemente compuesto
por un unico tipo de subunidad de 16,5 kDa. Tanto en electroforesis en geles nativos,
como en geles desnaturalizantes, se observo una unica banda de proteina. Mas aun, la
proteina presento una uUnica banda en la electroforesis nativa para determinar su punto
isoeléctrico.

Es interesante destacar que si el tamafio de la proteina nativa hubiese sido
estimado unicamente en base a la filtracion molecular, el valor obtenido hubiese sido de
75-80 kDa.

Diversos autores han utilizado so6lo el criterio del tamiz molecular para establecer
el tamafio de la NDP quinasa estudiada (Muifioz-Dorado y col., 1990; Jong y Ma, 1991;
Koyama y col., 1984; Parks y Agarwal, 1973). En el caso de M. xanthus, utilizando el
tamiz molecular como criterio de PM, se estimo que la NDP quinasa era un trimero
(Mufioz-Dorado y col., 1990). En estudios posteriores, al realizar la cristalografia y

difraccion por rayos X, determinaron que en realidad se trataba de un tetramero.
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Si bien existen citas en donde se describen diversas NDP quinasas eucariotas
como tetraméricas (Jong y Ma, 1991; Koyama y col., 1984, Parks y Agarwal, 1973),
estos datos bien podrian ser medidas por defecto debido al comportamiento
caracteristico de las NDP quinasas en el tamiz molecular.

Las NDP quinasas de organismos eucariotas donde se estudié la estructura
cristalina demostraron ser hexameros (Dictyostelium, Drosophila, NDP quinasa B
humana).

En principio, las NDP quinasas eucariotas serian hexdmeros mientras que las

procaridticas serian tetrameros.

En base a la secuencia parcial de la proteina de C. albicans se puede afirmar que
ésta es muy homologa a las NDP quinasas cuyas secuencias son conocidas; de la
comparacion con las restantes secuencias se concluye que las enzimas de levaduras
poseen una caracteristica comun, diferente a las restantes: poseen una cisteina
inmediatamente antes de la histidina del sitio activo. Los estudios de fosforilacion de
NDP quinasas por CK2 in vitro adscriben el posible sitio de fosforilacion a las serinas en
posiciones +2 y +4 respecto de esta histidina, estas serinas estan presentes en la NDP

quinasa de C. albicans.

La estabilidad térmica sirvi6 a Fukuchi y col. (1994) para diferenciar a las NDP
quinasas oo y B de rata (de pIs 7,8 y 6,7, respectivamente). La NDP quinasa de (..
albicans tiene un comportamiento similar a la NDP quinasa «, y bien diferente de la B,

que es inestable a 50°C.

De acuerdo a los estudios cinéticos realizados, se concluye que el GDP y el ADP
son los aceptores preferidos por la NDP quinasa de (. albicans. La especificidad de
sustrato encontrada es muy diferente de la hallada para la NDP quinasa de levaduras por
Jong y Ma (1991).

Muy recientemente, se determino la estructura de la NDP quinasa B complejada a
GDP (Moréra y col., 1995). Se observa en la estructura que existe una union especifica
entre el amino acido C terminal de una subunidad vecina y la base del nucle6tido. En los

casos de NDP quinasas complejadas a ADP y TDP, se habia predicho una union indirecta
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a través de una molécula de agua, no habiendo ninguna union puente de hidrogeno entre
la base y la proteina. El contacto entre el extremo C terminal y la base de guanina podria
dar en parte una explicacion estructural para la mayor afinidad que se registra con el
GDP respecto de otros nucleotidos.

La preferencia de utilizar el GDP como aceptor de la reaccion, apoya la
posibilidad de que esta enzima esté relacionada con proteinas que unen GTP. Como se
detallo en la Introduccion, hay numerosas evidencias de una interaccion importante entre
proteinas G (monoméricas y triméricas) y NDP quinasas.

En otras especies, por ejemplo en espinaca, donde se han descripto recientemente
3 NDP quinasas diferentes, éstas difieren en su preferencia por ADP y GDP (Zhang y
col.,, 1995). Los autores postulan que tendrian diferente localizacion y funcion.

Los resultados obtenidos con analogos de nucleotidos prueban, primeramente,
que existe una similitud muy importante en el sitio activo de las distintas NDP quinasas.
Practicamente no hay diferencias en la capacidad de metabolizar AZT-TP entre las
enzimas de distinto origen estudiadas. En segunda instancia, los resultados prueban que
el AZT-DP y TP no son buenos sustratos de las NDP quinasas. Como se comento en la
introduccion, estos analogos son utilizados como inhibidores virales (especialmente
contra HIV) y deben ser fosforilados intracelularmente hasta AZT-TP para actuar como
inhibidores de la transcriptasa reversa viral. Se ha considerado siempre a la NDP quinasa
como la enzima encargada de la ultima fosforilacion de estos analogos (convirtiendo los
N-DPs en N-TPs). Los resultados presentados podrian explicar el hecho que in vivo se
acumule AZT-MP, AZT-DP y en menor medida AZT-TP (en relacion inversa a lo que
acontece con los nucledtidos naturales). El AZT-MP seria el metabolito que trae
aparejada la toxicidad (Tornevik y col., 1995).

Estudios posteriores, llevados a cabo por la Dra. J. Bourdais (1996), demuestran
que otros analogos de nucledtidos naturales como el 3°’dATP, ddATP, ddTTP no son
buenos sustratos de la NDP quinasa B humana y que la ausencia del OH 3’ seria la
responsable de la baja actividad enzimatica.

El conocimiento de la estructura de las enzimas celulares responsables de la
sintesis de los analogos-TPs activos deberia permitir el desarrollo racional de inhibidores

virales.
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En el caso del AZT, el metabolito mas toxico es el AZT-MP; su acumulacion tal
vez se deba (al menos en parte) a la baja eficiencia de las NDP quinasas para forzar la

reaccion hacia la formacion de AZT-TP.

3. Localizacion intracelular

3.1. Membrana plasmatica

En base a los estudios realizados, entre el 8 y el 15 % de la actividad NDP
quinasa se encontro asociada a membrana plasmatica (ver tabla R-6.). Los valores reales
podrian ser mayores, ya que la enzima 5’nucleotidasa (marcadora de membrana
plasmatica) no se recuperé en ninguna ocasion en una proporcion mayor al 50 %.
Cuando se controlo si existia contaminacion de otras fracciones intracelulares, se verifico
que la contaminacion nuclear (por medida de ADN), la mitocondnal (por medida de
citrato sintasa), y citoplasmatica (por medida de piruvato quinasa), eran el 0,01, 0,7, y
0,001 % de la actividad encontrada en protoplastos (0,8 mg, 12,7 pumol/min y 800

mmol/min, respectivamente, en el experimento mostrado en la tabla R-6.).

Tabla R-6. Asociacion de la NDP quinasa a fracciones de membrana plasmadtica

purificada. Se midié actividad 5 nucleotidasa y NDP quinasa en protoplastos lisados y en la fraccion
de membrana plasmitica purificada. Los porcentajes indican la proporcion de actividad enzimatica
encontrada en membrana plasmadtica respecto del total medido en protoplastos. La medida de la
actividad 5 nucleotidasa fue utilizada como marcadora de membrana plasmatica.

5’nucleotidasa NDP quinasa
Proteina Actividad (%) Actividad (%)
(mg) especifica (w/mg) especifica (Wmg)
Protoplastos 55 2,6 100 10,6 100
Membr. 7,2 8.4 41,4 93 11,9

Plasm.

3.2. Fraccion nuclear
Se prepar6 la fraccion nuclear a partir de protoplastos como se describe en el

item M-152. Se verifico que los nucleos estaban en gran proporcion intactos (de
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acuerdo a la tincion de los mismos con técnicas histologicas realizadas en frotis y
visualizadas con microscopio optico). Sin embargo, la recuperacion de ADN fue baja, del
3,5 %. Los resultados de un experimento se resumen en la tabla R-7. Al cuantificar el
porcentaje de NDP quinasa en la fraccion nuclear respecto de la actividad original en los
protoplastos, ésta fue del 0,2 %. Considerando la recuperacion de ADN obtenida, la
proporcion de NDP quinasa en la fraccion nuclear seria del 5,8 % (en diferentes ensayos,
entre este valor y 10 %). Se cuantifico, entonces, la contaminacion citoplasmatica
(fraccion donde mas abunda la NDP quinasa) en la fraccion nuclear midiendo una enzima
marcadora de citosol, la piruvato quinasa. En base a esta medida, se cuantifico el
porcentaje de contaminacion con citosol, siendo éste del 4,3 %. A partir de estos datos,
se puede concluir que en la fraccion nuclear podria haber 0,05% de la actividad NDP
quinasa total. Esta proporcion, a su vez, podria deberse a la contaminacion por
membrana plasmatica, en donde si comprobamos una importante proporcion de NDP

quinasa.

Tabla R-7. Estudio de asociacion de la NDP quinasa de Candida albicans a la
Jfraccion nuclear. Se obtuvo una fraccion nuclear como se indica en Materiales y Métodos, en el item
M-15.2. La recuperacion de nicleos, a juzgar por la medicion de ADN fue del 3,5%. La recuperacion de
las actividades enzimaticas respecto del total en el lisado de protoplastos se expresan como porcentajes.
La piruvato quinasa v la 5 nucleotidasa fueron medidas como marcadores de citosol y membrana
plasmatica respectivamente.

NDP quinasa Piruvato quinasa 5’nucleotidasa
(%) (%) (%)
Protoplastos 100 100 100
Fr. nuclear 0,2 0,15 1

b

En base a los resultados obtenidos, concluimos que la localizacion intranuclear de
la NDP quinasa en C. albicans no es facilmente medible y no seria significativa respecto
del total. Si bien no se puede afirmar su presencia en nucleo, tampoco la podemos

descartar. De existir, no seria mayor al 1 % de la actividad total.
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3.3. Fraccion soluble

La actividad NDP quinasa se encontré en gran medida, asociada a la fraccion
soluble. Cuando las células se rompieron con alimina, y se realizaron
ultracentrifugaciones a 100000g durante 1 h, la actividad asociada a la fraccion soluble
fue mayor al 99 %. Sélo cuando se trataron a las células con el maximo de cuidado, con
una ruptura muy suave, se logro encontrar una proporcion importante de enzima en la
membrana plasmatica. El hecho de encontrarla en fracciones solubles no necesariamente
implica que es ésta su ubicacion natural. Lo que si se puede inferir es que la fraccion
unida a la membrana, debe estar asociada en una forma muy labil, probablemente en

equilibrio con una parte soluble.

3.4. Integracion

Los hallazgos en cuanto a la localizacion intracelular de la NDP quinasa en C.
albicans, apoyan un rol fundamentalmente asociado a citosol y a membrana plasmatica.

Si bien no se encontraron valores significativos en la fraccion nuclear, no se
puede descartar una funcion en el nucleo llevada a cabo con una parte minoritaria de la
proteina total.

Como se indico en la introduccion, la accion de la NDP quinasa en nucleo ha sido
descripta por su capacidad de actuar como factor de transcripcion. Hasta el momento,
se ha comprobado esta funcion so6lo para la isoenzima humana B (de pl basico, 9,1). La
otra tsoenzima descripta en humanos, la NDP quinasa A (pl acido) que posee un 88 %
de homologia a la B, no ha sido capaz de unir ADN ni ARN in vitro. No se sabe en la
actualidad si la capacidad de unir acidos nucleicos es s6lo una caracteristica de las NDP
quinasas basicas. Si fuese este el caso, no se esperaria que la NDP quinasa de C. albicans
cumpliera esta funcion ya que el pl de la enzima es de 4,5.

La localizaciéon sobre la membrana plasmatica podria relacionarse a la funcion
atribuida a la NDP quinasa como canalizador de GTP a las proteinas G transductoras de
sefiales (Kimura y Johnson, 1983; Ohtsuki y col., 1986, 1987, Kimura y Shimada, 1988a;
Wieland y Jakobs, 1992; Bominaar y col., 1993, Haney y Broach, 1994). En algunos
casos, se ha visto que la actividad NDP quinasa en las membramas plasmaticas puede
variar por estimulos extracelulares (Kimura y Johnson, 1983; Pulido-Cejudo y col,

1995). En C. albicans proteinas G con subunidades ai, a, han sido caracterizadas
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(Paveto y col, 1991, 1992), esta ultima asociada a la activacion de la adenilil ciclasa
mediada por hormonas del hospedador (ver Introduccion).

En este mismo sentido, la NDP quinasa también podria estar formando complejos
con las proteinas G monoméricas (ARF, Rab) en el transporte intracelular de vesiculas

(Martin y col,, 1995; Zerial y Stenmark, 1993).

4. Fosforilacion de NDP quinasas

La fosforilacion de las NDP quinasas en residuos distintos de la histidina del sitio
activo, ha sido motivo de recientes estudios en diversos laboratorios. En las enzimas de
M. xanthus y E. coli la autofosforilacion hallada en serina es cerca del 50 % del total
(Muiioz-Dorado y col, 1990, Almaula y col., 1995). Steeg y col estudiaron la
autofosforilacion de la NDP quinasa A humana, hallando que también se autofosforila en
serina (MacDonald y col.,, 1993). A su vez los autores la encontraron fosforilada en
serina en estudios de fosforilacion in vivo, y establecieron una correlacion entre la
fosforilacion y la inhibicion de metastasis (no hallandose una correlacion entre el
potencial metastasico y la actividad enzimatica, MacDonald y col., 1993).

Muy recientemente se ha descripto la fosforilacion de distintas NDP quinasas por
la proteina quinasa CK2 (Engel y col., 1994).

Este hallazgo permite conjeturar que la fosforilacion encontrada in vivo podria
provenir tanto de autofosforilacion como de fosforilacion por CK2.

El estudio de la fosforilacion en serina podria ayudar al entendimiento de las
funciones no del todo explicadas de las NDP quinasas.

Con esta intencion, se estudiaron las distintas fosforilaciones sobre la NDP
quinasa de C. albicans. Se describe, a continuacion, una metodologia mejorada para la
discnminacion de fosforilaciones en serina cuando la fosforilacion en histidina es muy
elevada, se evalua la posible autofosforilacion en serina, la fosforilacion por CK2, la
fosforilacion in vivo, y el efecto de la fosforilacion por CK2 sobre la actividad enzimatica
de la NDP quinasa A humana.

Para mayor claridad, en esta seccion se realizan 2 integraciones parciales que

comprenden el estudio de la autofosforilacion en serina de la NDP quinasa de C.
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albicans, y el estudio del efecto del Mgz' sobre la autofosforilacion. En una tercera
parte, se profundiza en el estudio de la fosforilacion por CK2 in vitro y la fosforilacion in

VIvVO.

4.1. Cuantificacion de la autofosforilacion en serina

4.1.1. Metodologias para la discriminacion entre His-P y Ser-P

En una pnimera etapa, se repitieron distintas metodologias que habian sido
empleadas por otros autores para revelar la presencia de autofosforilacion en el amino
acido serina.

La primera, adjudicaba a la tincion y destincion acida de los geles de
poliacrilamida la capacidad de depletar el fosfato de residuos de histidina (MacDonald y
col, 1993; Almaula y col, 1995).

Se reprodujo esta metodologia, entonces, con los controles adecuados. Para ello,
se autofosforil6 la NDP quinasa de C. albicans, y ademas una alicuota se defosforilo con
una posterior incubacion con GDP. Las muestras se sometieron a SDS-PAGE por
duplicado, y una parte del gel se incubod con buffer de transferencia (pH 8,3) mientras
que la otra se tifi6 y se destifio en una solucion con acido acético - metanol (ver M-
16.1.1.). En la figura R-15. se puede observar la autorradiografia de dicho ensayo en
donde se comprueba que este tratamiento con fijacion acida del gel no depleta del fosfato
a la NDP quinasa, y que la fosforilacion remanente luego del tratamiento es similar a la
del control. En los paneles A y B se observa que los niveles de NDP quinasa-P
disminuyen con el agregado de GDP; ésto indica que la radioactividad que se observa en
las calles 1 se corresponde con el intermediario de alta energia de la reaccion, His-P. A
pesar de que no se puede afirmar que no hubo defosforilacion en el gel incubado a pH
8,3, lo que si resulta claro es que el tefiido y destefiido de geles no es una metodologia

confiable para eliminar el fosfato en residuos de histidina, al menos en la NDP quinasa.
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Figura R-15. Metodologia del teiiido y desteiiido del gel para depletar de fosforilacion

en histidina. Se sembro en el gel por duplicado NDP quinasa autofosforilada (calles 1) y defosforilada
por incubacién con GDP (calles 2). El panel A fue tratado con solucion teflidora y desteflidora: el panel
B fue incubado en buffer de transferencia.

La segunda metodologia descripta para distinguir la fosforilacion en histidina de
aquella en serina consiste en separar la NDP quinasa-P en SDS-PAGE, transferir las
proteinas a una membrana de Immobilon, incubar la proteina fosforilada en distintos
buffers con variados pHs, y medir la radioactividad liberada al buffer y aquella remanente
sobre la membrana (ver M-16.1.2)). La membrana de Immobilon permite realizar esta
metodologia ya que es muy estable y mantiene unida a las proteinas tanto en condiciones
acidas como alcalinas. Como se sefial6 anteriormente, los residuos de serina fosforilados
son estables a pH acido y labiles al alcali, en oposicion al fosfato unido a residuos de
histidina, que es estable al alcali y labil a pH acido.

Se realizd el estudio, entonces, sobre la NDP quinasa de C. albicans
autofosforilada. Los resultados obtenidos de 4 experimentos diferentes, muestran que
existe entre 80-90% de fosforilacion resistente al alcali y entre 15-30% de radioactividad
resistente al tratamiento acido (figura R-16.). Bajo estas condiciones, Muiioz Dorado y
col., encontraron que para la NDP quinasa de M. xanthus, aproximadamente el 50% de

la radioactividad era estable a pH acido. En base a este resultado, y al hallazgo de Ser-P
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después de hidrolisis acida fuerte, aseguraron la presencia y la importancia en magnitud

de esta fosforilacion (Mufioz Dorado y col., 1993; Almaula y col, 1995).

£:'% Figura R-16. Estabilidad de la
£ < 30 NDP quinasa de C. albicans
.E,, E . autofosforilada a la incubacion
; % 60 | a distintos  pHs sobre
& E membranas de Immobilon. La
S E 40 | NDP quinasa se autofosforild con
T3 ATP[yP]. y se tratd de acucrdo al
8 ® 20 I protocolo utilizado por Muiioz-Dorado y
- < col. (1993). En base a 4 experimentos
2% . . f diferentes, 15-30% de la radioactividad

parecié ser estable a la incubacion

pHl1  pH3 H 7 H12 pH14 .
P P P cida.

Tratamiento

Para corroborar la funcionalidad de este método, desarrollamos un control que se
basa en la premisa que una metodologia ideal deberia ser capaz de eliminar el total de la
radioactividad después de sucesivas incubaciones a pH acido y alcalino. Es decir, si la
radioactividad estable al acido (15-30%) fuese realmente Ser-P, ésta deberia liberarse
con una posterior incubacion a pH 14. A la inversa, la radioactividad estable al alcali
deberia hidrolizarse totalmente con una posterior incubacion a pH 1. Sin embargo, ésto
no fue lo hallado. La radioactividad estable al acido no fue liberada con la posterior
incubacion a pH alcalino, mientras que la radioactividad estable al alcali no fue
hidrolizada totalmente por una posterior incubacion a pH acido (no se muestra). A su
vez, la reincubacion por 2 horas adicionales al mismo pH no mostro diferencias
significativas.

Se realizaron experiencias agregando a los buffers 5% metanol. Con esta simple
modificacion metodologica, se hallaron los resultados que se muestran en la figura R-17.
En este caso, el tratamiento consecutivo a los dos pH extremos, practicamente elimino el
total de la radioactividad, verificando que el principio esencial de metodologia es
confiable, y que la autofosforilacion es estable al alcali, por lo cual corresponderia a His-

P.
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Figura R-17. Estabilidad de la
NDP quinasa de C. albicans
autofosforilada, sobre
membranas de Immobilon.
Variacion metodologica:
incubacion en buffers con 5%
metanol. Se realiz6 una incubacion
de 2 horas al pH indicado en la figura
(barras rayadas diagonalmente). la
radioactividad remanente sobre la
membrana de Immobilon se incubd 2
‘ horas mas a pH 14 (barras negras). o a
PH1 ~ pH3  pH7  pH12  pH14 pH 1 (barras rayadas verticalmente).
Tratamiento Practicamente la totalidad de 1la
radioactividad se liber6 con las
sucesivas incubaciones a pH 1 v 14.

85 8 8 8

sobre el Immobilon (%)
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4.1.2. Cinética de estabilidad de NDP quinasas autofosforiladas a distintos pHs, en
solucion

Se realizaron ensayos de estabilidad a pH 1, 7 y 14, con NDP quinasas
autofosforiladas con ATPy’’P y aisladas como se describe en el item M-7.1. Los
resultados se observan en la figura R-18. La NDP quinasa autofosforilada fue
sensiblemente mas inestable en los ensayos en solucion a 45°C respecto de los realizados
sobre membranas de Immobilon. En el caso de la incubacion a pH 14, ésta tuvo una vida
media de 1 hora, mientras que a pH 1 ésta fue de 2-3 minutos. A su vez, a pH 7 en

solucion, tuvo una vida media de 20 minutos.

Figura R-18. NDP quinasa
autofosforilada. Estabilidad en

solucion. Se estudio Ia estabilidad de
la (P)NDP quinasa en solucién a pH 1
(triangulos). pH 7 (circulos). v pH 14
(cuadrados). Las incubaciones se
realizaron a 45°C sin agregados (linea
continua), con 5% metanol (linea
punteada), o con 5 mM Cl,Mg (linea
discontinua).

(P)NDP quinasa remanente

Tiempo (minutos)
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4.1.2.1. Efecto del metanol

El agregado de metanol en estos ensayos no produjo ninguna variacion en la
estabilidad de las especies fosforiladas en solucion (ver figura R-18.), como tampoco
tuvo efecto el agregado de Cl,Mg

Cuando se realizaron estos ensayos sobre Immobilon (ver item R-4.1.1)), el
agregado de metanol tuvo un efecto importante sobre los porcentajes de radioactividad
resistentes al acido y al alcali y produjeron resultados confiables y reproducibles. Este
efecto podria deberse, en teoria, 0 a una accion directa sobre la P-proteina o sobre la
membrana de Immobilon.

El resultado observado con la P-proteina en solucion, descarta que el metanol
tenga efecto directo sobre la NDP quinasa.

Se concluye, entonces, que el mecanismo por el cual el metanol actua en la
metodologia descripta sobre Immobilon es a través de un mejor embebido de la

membrana por el solvente.

4.1.3. Hidrolisis acida

La hidrolisis acida fuerte tiene por finalidad determinar qué amino acido (serina,
treonina o tirosina) se encuentra fosforilado. La fosforilacion en histidina no se detecta
ya que es extremadamente labil bajo esas condiciones.

Se estudio la presencia de Ser-P en NDP quinasa autofosfonlada (ver item M-
18.). Como producto de la hidrolisis acida fuerte, se encontré la mayor parte de la
radioactividad asociada a Pi, y una pequefia proporcién asociada al estandar de Ser-P.
Sin embargo, cuando se realizo previamente una incubacion acida en CIH 50 mM (en
condiciones en que se libera la mayor proporcion del fosfato unido a histidina) y luego se
realizo la hidrolisis acida fuerte, la cantidad de radioactividad asociada al estandar de
Ser-P fue mas de 100 veces menor.

Estos resultados indican que si bien es posible hallar Ser-P luego de la hidrdlisis
acida fuerte (en concordancia con los estudios sobre las enzimas de M. xanthus, E. coli y
humana;, Mufioz-Dorado y col., 1993; MacDonald y col., 1993; Almaula y col., 1995),
ésta seria debida a una transfosforilacion quimica desde el residuo His-P a residuos de

serina durante el tratamiento.
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4.1.4. Integracion parcial
Los resultados hallados indican que la enzima de C. albicans se autofosforila
solamente en residuos de histidina. Las evidencias aportadas son las siguientes:

a- La enzima autofosforilada con ATPy’’P es capaz de ceder
practicamente la totalidad de la radioactividad a NDPs aceptores.

b- Los ensayos de estabilidad a distintos pHs, revelan que la estabilidad
del complejo formado es estable a pH alcalino e inestable a pH 4cido; a su vez, la
pequeila proporcion de NDP quinasa-P remanente luego de ceder el fosfato a un NDP
aceptor también fue labil a la incubacion acida y resistente a la alcalina.

c- La radioactividad asociada a Ser-P luego de las hidrolisis acidas seria

debido a transfosforilaciones durante el proceso de incubacion a 110°C en CIH 6N.

En experimentos realizados utilizando las enzimas humanas y de E. coli (ver mas
adelante, item R-4.3.2.), se verificoO que en estos casos la autofosforilacion también es
solamente en histidina.

A partir de la puesta a punto de las metodologias para discriminar entre la
fosforilacion en serina e histidina, se verifico que algunos de los métodos utilizados con
anterioridad no son confiables y podrian haber llevado a conclusiones falsas. En
particular, la metodologia consistente en la fijacion acida del gel fue utilizada en algunos
experimentos que llevaron a MacDonald y col. (1993) a correlacionar la fosforilacion en

serina /n vivo con la inhibicion de metastasis.

El agregado de 5% metanol a las soluciones utilizadas durante los estudios
llevados a cabo sobre membranas de Immobilon, fue fundamental para la
reproducibilidad de los ensayos. Las membranas de Immobilon son muy hidrofébicas y
podria haber proporciones variables de embebido correcto con el solvente entre distintos
ensayos en ausencia de metanol. El agregado de metanol no altera la estabilidad del
intermediario (P)NDP quinasa cuando el ensayo se realiza en solucion. Por este motivo,
se puede afirmar que estaria afectando el embebido de la membrana con el solvente.
Dado que la estabilidad de la (P)NDP quinasa es mucho mayor sobre Immobilon

(utilizando 5% metanol) que en solucion, se podria predecir que mayores
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concentraciones de metanol podrian disminuir aiin mas la vida media de las P-proteinas

sobre Immobilon.

4.2. Estudio del efecto del Mg®™ sobre la autofosforilacion

Se evalu6 el efecto del Cl,Mg sobre la autofosforilacion. Para ello, la NDP
quinasa autofosforilada con exceso de ATPy’?P bajo diferentes condiciones, se sembro
en geles de poliacrilamida, los cuales se expusieron a placas de rayos X después de ser

secados.

El efecto del Mg®" sobre la autofosforilacion se estudio no solo por el agregado
de cantidades conocidas de Cl,Mg, sino también por el agregado de EDTA (quelante de
iones divalentes). En la figura R-19. se muestra el efecto del CLbMg sobre la
autofosforilacion de la NDP quinasa de C. albicans a 4°C en presencia de | mM EDTA.
Se determin6 que cuando la concentracion de Mg®* aumenta se produce una inhibicion

en la cantidad de NDP quinasa fosforilada.
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Figura R-19. Efecto del Mg’* sobre la autofosforilacion de la NDP quinasa. Se realizé
el ensayo de autofosforilacién con el agregado de cantidades crecientes de Mg™".

® El agregado de C1,Mg se realiz6 sobre una muestra que fue incubada en su ausencia durante los 20
minutos de reaccion; la incubacién con Mg”" se realiz6 durante 1 minuto adicional.
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La menor fosforilacion que se observa con el agregado de Mg?", podria deberse a
diferentes factores: a- inhibicion de la autofosforilacion, b- mayor actividad ATPasa -
defosforilacion, liberando Pi al agua-, o bien ¢- a una variacion en el equilibrio de la
autofosforilacion -que lleva a tener menos enzima autofosforilada en un dado instante-.

a- En la figura R-19. (dltima calle) se observa que el agregado de Mg®" durante
solo 1 minuto previo a detener la incubacion da igual disminucion de la autofosforilacion
que cuando esta presente durante todo el tiempo, sugiriendo que no se deberia a un
proceso de inhibicion de la autofosforilacion. Apoyando a este resultado, se confirmé
que el agregado de cantidades crecientes de Mg®* no inhibe significativamente la reaccion
enzimatica total (mediciones realizadas por el método directo); pero su presencia fue
indispensable para medir actividad enzimatica (no se muestra). Si el Mg?" inhibiera la
primera etapa de la reaccion, deberia inhibir por consecuencia la reaccion total. Se
concluye, entonces, que la disminucion en la autofosforilacion por el agregado de Mg””
no es debido a la inhibicion de su autofosforilacion.

b- En los experimentos con la NDP quinasa soluble (ver item R-4.1.2)), se
verifico que el Mg”™ no aumenta la defosforilacion.

Los resultados obtenidos estan de acuerdo con la hipétests ¢-, y podria afirmarse

que el Mg?" actiia variando el equilibrio de la autofosforilacion.

4.2.1. Autofosforilacion en extractos crudos de C. albicans y E. coli

Siguiendo los lineamientos del en el item R-4.2 ., se autofosforil6 la NDP quinasa
en extractos crudos de C. albicans utilizando concentraciones bajas de Mg’ -producto
de la presencia elevada de EDTA (10 mM)- y se estudio el efecto de concentraciones
crecientes de Mg?". En la figura R-20., se observa claramente que en el caso en que no
se agregd Cl,Mg, la fosforilacion fue menor a los casos en que se agregaron
concentraciones bajas, este hecho indica que se necesitan cationes divalentes (por
ejemplo Mg®") para la formacion del intermediario de la reaccion; resultados similares se
obtuvieron con la enzima de E. coli purificada (no se muestra). Estos resultados difieren
de los hallados por Williams y col. (1993), quienes describieron recientemente que la
NDP quinasa de M. xanthus era capaz de autofosforilarse en ausencia de cationes
divalentes. Concentraciones de Cl,Mg mayores que la concentracion de EDTA

produjeron nuevamente una disminucion en la auto-fosforilacion (como se ha observado
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utilizando la enzima pura - ver la figura R-19. -). Las condiciones Optimas de
autofosforilacion de la NDP quinasa de C. albicans en extractos crudos fue utilizando
0,5 mM CI;Mg y 10 mM EDTA. Bajo estas condiciones, se estudio si otras proteinas se
fosforilan con concentraciones crecientes de ATPs (ver figura R-21.). Nuevamente, la
unica proteina fosforilada bajo estas condiciones fue la NDP quinasa. A su vez, cuando
los experimentos se realizaron utilizando GTP en lugar de ATP, se observo la misma
unica banda fosforilada (experimentos no mostrados). El agregado de Mg> y TDP
produjo la defosforilacion de la banda (no se muestra), comprobando que efectivamente

se trata del intermediario de alta energia.

> —ecenegupl
Mg® 0 05 2 5 2
(mM) ’ 1020

Figura R-20. Autofosforilacion de la NDP quinasa en extractos crudos de C.

albicans. Efecto del Mg’ . Se incubaron extractos crudos de C albicans en condiciones de alta
concentracion de EDTA (10 mM). y se evalué el efecto de concentraciones crecientes de Mgz‘ sobre la
autofosforilacion. La incubacién sc realiz6 durante 5 minutos a 4°C.

Se realizé una curva de tiempo de autofosforilacion con ATPy’’P en extractos
crudos de C. albicans (ver figuras R-22.). A tiempos cortos, la NDP quinasa fue la
Unica proteina fosforilada, sin embargo, al cabo de 1 hora de incubacion a 4°C, se
observo otra banda de aproximadamente 34 kDa (figura R-22.). Cuando el buffer de
incubacion incluyé 100 mM CIK, se observaron, al cabo de 1 h, otras proteinas, mas

débilmente fosforiladas, ademas de las dos ya observadas (figura R-22.).
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Figura R-21. Efecto de
concentraciones crecientes de
ATP sobre el perfil de
proteinas  fosforiladas  en
extractos crudos de C. albicans.
En condiciones de baja concentracion
de Mg™. (0.5 mM Cl.-Mg. 10 mM
EDTA). Sc cstudié cl perfil de
proteinas fosforiladas al aumentar las
concentraciones de  ATP. La
incubacion se realizd6 durante 5
minutos a 4°C. La flecha sefiala a Ia
NDP quinasa.

Tiempo
(minutos)

Figura R-22. Cinética de autofosforilacion en extractos crudos de C. albicans. Las
flechas de la derecha mucstran dos bandas muy débilmente fosforiladas.
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Cuando se realizaron los ensayos con extractos de FE. coli, se hallo a la NDP
quinasa fosforilada, junto a otra proteina de aproximadamente 34 kDa (ver figura R-

23.).

Figura R-23. Fosforilacion
en extractos crudos de E.

coli. Las condiciones fueron las
mismas a las utilizadas para la
fosforilacion de la NDP quinasa
de C. albicans en extractos crudos.
La flecha inferior muestra |la
ubicacion de 1a NDP quinasa.

1
}

2

4.2.2. Integracion parcial

Se caracterizo la autofosforilacion de la NDP quinasa en relacion al Mg®". Bajo
ciertas condiciones (0,5 mM Cl,Mg, 10 mM EDTA), se logr6 una optima fosforilacion
tanto de la NDP quinasa purificada como de la proveniente de extractos crudos. Se
verifico que experimentalmente este ion divalente varia el equilibrio de la fosforilacion,
de manera tal que, en la practica, las ecuaciones se ven modificadas de la siguiente

manera en base a la concentracion de Mg®™:

ATP + | Mg”>" + NDP quinasa = NDP quinasa~P + ADP + Mg*
ATP + T Mg” + NDP quinasa <> NDP quinasa~P + ADP + Mg*’
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Las NDP quinasas cristalizadas hasta el momento no poseen un sitio de union al
Mg®’; el Mg?" sélo forma uniones con el NDP entre el fosfato o y B, dandole una
conformacion espacial caracteristica. La NDP quinasa de M. xanthus ha sido cristalizada
complejada a ADP en presencia y en ausencia de Mg”".

En estudios clasicos para develar el mecanismo de accion de las NDP quinasas se
identifico al ATPMg® y al ADPMg” como los verdaderos sustratos de la reaccion
(Garces y Cleland, 1969).

Un modelo capaz de explicar esta caracteristica de la autofosforilacion y
defosforilacion inducida por Mg”* podria ser el siguiente:

Si el ATP tuviera una conformacion suficientemente diferente del ATPMg?®,
como para que el primero no pueda entrar en el sitio activo, la presencia infima de Mg”"
formara ATPMg”’, y sera capaz de servir de sustrato para la autofosforilacion de la
proteina (sin competencia del ATP por el sitio activo). Sin embargo, una vez formado el
complejo (P)NDP quinasa, el ADP formado serd minoritario y tendra muy pocas
posibilidades de unir Mg®"; a su vez, el ADP libre sera capaz de entrar en el sitio activo,
rindiendo un complejo inactivo en ausencia de Mg Solo con cantidades crecientes de
Mg?" se formara suficiente complejo ADPMg®’ como para competir con el ADP libre

por el sitio activo y permitiendo asi que ocurra la reaccion inversa.

Los ensayos de autofosforilacion en extractos crudos muestran que en (.
albicans no hay otras proteinas que se autofosforilen con igual rapidez que la NDP
quinasa bajo las condiciones utilizadas. A tiempos largos, se pueden observar otra
proteina fosforilada y con el agregado de CIK se pueden observan aun otras.

En E. coli, se puede observar un comportamiento diferente. En extractos crudos,
juntamente con la NDP quinasa, se autofosforila intensamente otra proteina de
aproximadamente 34 kDa.

En base a estos hallazgos, se puede pensar que una estrategia para el clonado de
la NDP quinasa de C. albicans (y posiblemente de otros organismos eucariotas) se
podria realizar a partir de bibliotecas de expresion bajo las condiciones de incubacion

aqui descriptas.
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4.3. Estudios de fosforilacion de NDP quinasas in vivo y por proteina quinasa CK2

4.3.1. Fosforilacion de NDP quinasa de C. albicans con proteina quinasa CK2
recombinante humana

La fosforilacion de la NDP quinasa de C. albicans se realizo bajo las condiciones
de fosforilacion descriptas por Engel y col. (1994) con la CK2 recombinante humana
cedida por el Prof. Issinger. Se comprobo la total dependencia de polilisina para su
efectiva fosforilacion por CK2 (ver figura R-24.). Se observa nuevamente que hay una
disminucion en la autofosforilacion por el agregado de Mg®', y potenciado con éste, una

disminucion mayor con el agregado de CINa y polilisina.

Figura R-24. Fosforilacion
de la NDP quinasa de C.
albicans por la proteina
quinasa CK2 recombinante
humana. El ecnsayo de
fosforilacién sc realizé como se
detalla en el item M-17. con la
NDP quinasa de C albicans
purificada.  Se  muestra la
ubicacion de las subunidades de
CK2 fosforiladas.

4.3.2. Cinética de estabilidad de las distintas especies fosforiladas a distintos pHs.
Para verificar la utilidad de la metodologia descripta en el item R-4.1.1. (con el

agregado de 5% de metanol) se autofosforilé la proteina quinasa CK2, holoenzima
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recombinante humana. Producto de su autofosforilacion, las subunidades o, o’ y B son
fosforiladas en residuos serina o treonina (ver la figura R-24.); la subunidad B se
autofosforil6 en ausencia de polilisina, mientras las subunidades o se autofosforilaron en
su presencia (Boldyreff'y col. 1994).

Se realizaron cinéticas de defosforilacion en buffers a pH 1 y 14 sobre Immobilon
(ver figura R-25,). Se desprende claramente del grafico que esta fosforilacion fue estable
a pH 1 e inestable a pH 14, tal cual lo esperado. Al cabo de las 2 horas estudiadas, se
incubaron las membranas de Immobilon 2 horas mas al pH extremo opuesto. Se verifico
que la radioactividad residual a pH 14 en todos los casos era estable al pH 1 durante las
2 horas adicionales, mientras que la radioactividad estable a pH 1 durante las primeras 2
horas de incubacion, fue liberada a pH 14 en la misma magnitud en que habia sido
liberada a este pH durante las primeras 2 horas.

En un ejemplo concreto, como se observa en la figura R-25. A, en el caso de la
subunidad o, la radioactividad remanente luego de las primeras 2 horas de incubacion a
pH 14 fue de aproximadamente 20 %, esta radioactividad se mantuvo constante al ser
incubada durante 2 horas adicionales a pH 1. Cuando se evalué la estabilidad a pH 1,
aproximadamente un 98 % fue estable al cabo de 2 h; cuando esta membrana de
Immobilon se volvio a incubar 2 horas adicionales a pH 14 se liber6 radioactividad hasta
quedar el 20 %.

Se concluye que la radioactividad remanente luego de las 2 primeras horas de
incubacion a pH 14 todavia se debe a residuos serina o treonina fosforilados; la
radioactividad remanente se debe a la cinética de defosforilacion diferencial entre las
proteinas estudiadas.

La cinética de defosforilacion se realizo también sobre la NDP quinasa de C.
albicans, humana (A y B) y de F. coli, autofosforiladas (figura R-25. B).

Los resultados fueron opuestos a los obtenidos con las subunidades de la CK2, es
decir, estables a pH alcalino e inestables a pH acido. De los controles realizados
incubando al pH extremo opuesto luego de las 2 primeras horas de incubacion se puede
concluir que la Gnica especie fosforilada detectable es estable al alcali e inestable al acido.
Dado que hemos observado que la especie fosforilada es capaz de ceder el fosfato a
nucleotidos aceptores, concluimos que se trata de la fosforilacion en histidina del sitio

activo.
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Figura R-25. A, B y C. Estabilidad a pH 1 y 14 de distintas especies fosforiladas,
sobre membranas de Immobilon. Las proteinas fosforiladas. fueron incubadas sobre membranas
de Immobilon a pH 1 (simbolos llenos) o a pH 14 (simbolos vacios). A- Las subunidades de la proteina
quinasa CK2, a (+). a’ (rombo) y 8 (x); B- NDP quinasas humanas A y B (triangulos). de E. coli
(cuadrados), y de C. albicans (circulos). autofoforiladas. C- NDP quinasas humanas. £. coli y C.
albicans. fosforiladas por proteina quinasa CK2.
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Con estos resultados, hemos confirmado que la autofosforilacion es en histidina
no sélo en la NDP quinasa de C. albicans, sino también en la enzimas de otras especies
donde se habia descripto una gran cantidad de autofosforilacion en serina (Muifioz-
Dorado y col., 1990; MacDonald y col., 1993; Almaula y col., 1995). Los resultados
obtenidos por estos grupos, posiblemente no sean ciertos debido a una metodologia

inadecuada para distinguir Ser-P en una proteina con una gran proporcion de His-P.

En cuanto a la estabilidad a pHs extremos de diversas NDP quinasas fosforiladas
por CK2, los resultados obtenidos se muestran en la figura R-25. C. La fosforilacion es
caracteristica de Ser/Thr-P y por lo tanto se desprende que en las condiciones en que se
realizo la fosforilacion por CK2 no hay autofosforilacion detectable en residuos de
histidina.

Este resultado podria explicarse por la disminucion de la autofosforilacion debido
a las condiciones de Mg”", polilisina y CINa; pero como se vera mas adelante, podria
estar influenciado por el hecho que la NDP quinasa fosforilada por CK2 pierde la

capacidad de autofosforilarse.

4.3.3. Estudio de fosforilacion in vivo de las NDP quinasas de C. albicans y humanas

La fosforilacion de la NDP quinasa in vivo se busco en células de C. albicans
bajo las condiciones de crecimiento que se detallan en el item M-19. Bajo estas
condiciones se observo fosforilacion in vivo de la NDP quinasa, sin embargo, la
fosforilacion observada fue estable al alcali e inestable al acido, por lo cual se concluye
que la proteina se halla fosforilada en histidina y no en serina (ver figura R-26.).

El hecho que se haya encontrado fosforilacion en histidina significa que al menos
en algin momento del ciclo celular el “steady state” de la reaccion in vivo involucra una
apreciable cantidad de intermediario de reaccion de alta energia. Es de hacer notar que
ésta es la primera vez que se detecta sin ambigiiedad el intermediario de alta energia.
Recientemente, Timmons y col. (1995) describieron la presencia del intermediario en
extractos de Drosophila en base a multiplicidad de bandas encontradas por

isoelectroenfoque.
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Figura R-26. Fosforilacion in vivo de la NDP quinasa de C. albicans. Se crecieron
células de C. albicans en un medio definido (A-B) o en un medio nco de bajo fosfato (C) como se
describid en el item M-19. A-B, las células sc hirvieron con buffer de Laemmli. se separaron en SDS-
PAGE. y se transfiriecron a membranas de Immobilon. A- Western-blot, calle 1, NDP quinasa pura
autofosforilada; calle 2, fosforilacién in vivo. B- Autorradiografia de la calle 2. C- Se realizaron
extractos celulares con inhibidores de fosfatasas, se inmunoprecipité la NDP quinasa (como se describe
en ¢l item M-19.1.), se separ6 en SDS-PAGE y se transfirieron las proteinas a membranas de
Immobilon. La membrana se corté separando 3 calles con igual cantidad de proteina. Estas se incubaron
en buffers pH 1 o 14 (calles 1 y 2), o no se trato (calle 3); luego fueron expuestas a placas de rayos X.

El hecho de no encontrar a 1a NDP quinasa de C. albicans fosforilada in vivo en
un residuo de serina, no necesariamente implica que ésta no exista. S6lo que bajo las
condiciones estudiadas ésta no fue hallada en una proporcion importante respecto de la

fosforilacion en histidina.

4.3.4. Fosforilacion in vivo de la NDP quinasa humana
La fosforilacion in vivo de células HeLa, la preparacion de extractos y la
inmunoprecipitacion de las NDP quinasas se realizé como se describe en el item M-19.
Se inmunoprecipito la proteina, y una parte se incub6 con Cl;Mg y exceso de
TDP a temperatura ambiente durante 5 minutos. Las muestras se separaron en SDS-
PAGE 15% vy las proteinas se transfireron a membranas de Immobilon para Ila

realizacion del estudio de estabilidad a diferentes pHs.
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Como se muestra en la figura R-27., la proteina inmunoprecipitada consta
basicamente de tres bandas radioactivas. Dos de ellas (NDP quinasas A y B, en la figura
sefialadas como a y c) se encuentran autofosforiladas en histidina (se defosforilan con el
agregado de TDP y son estables al tratamiento alcalino). La tercera banda (en la figura
R-27., b), estable a pH acido, corresponde a NDP quinasa B fosforilada en serina, ya que
fue reconocida en Western-blots con anticuerpos especificos contra esta subunidad
(ensayo realizado por el Dr. M. Engel). El corrimiento de las bandas de proteinas al estar
fosforiladas es una caracteristica muy general. La NDP quinasa B fosforilada por CK2 in
vitro también produce un cambio de movilidad de similares caracteristicas. Por el
contrario, la autofosforilacion en histidina no produce cambios de movilidad aparente en

ninguna NDP quinasa estudiada en el laboratorio.

I, |

— - pH1 pH14

Tratamiento

Figura R-27. Fosforilacion in vivo de la NDP quinasa humana en células HeLa. Se
realizaron cultivos celulares. extractos, y se inmunoprecipité la NDP quinasa como se describe en el item
M-19. Tres alicuotas idénticas de éste se separaron en SDS-PAGE; una cuarta alicuota del
inmunoprecipitado se resuspendié en buffer con 5 mM Cl;Mg y 10 mM TDP, se incubd por 5 minutos a
temperatura ambiente y s¢c sembro en el mismo gel. Las proteinas se transfirieron luego a una membrana
de Immobilon, se recortd, y las distintas partes se incubaron en los buffers descriptos (con 5% metanol) a
los pHs indicados, o no fueron tratados. Se identifican 3 bandas fosforiladas (a, by ¢).
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4.3.5. Efecto de la fosforilacion por CK2 sobre la actividad de la NDP quinasa A humana

Se estudio el efecto de la fosforilacion por CK2 sobre la actividad NDP quinasa.
El modelo utilizado para el estudio fue CK2 recombinante humana y NDP quinasa A
recombinante humana. Las razones para la eleccion de estas enzimas tienen que ver con
la importancia adscripta a la fosforilaciéon in vivo de la NDP quinasa en el modelo
humano y a que la fosforilacion por CK2 in vitro ya habia sido bien descripta (Engel y
col,, 1994), con 0,8 moles de fosfato incorporados por subunidad de NDP quinasa A
(valor superior al maximo estimado para la enzima de C. albicans).

Para este estudio, se muestra un ensayo donde se realizd una cinética de
fosforilacion y se tomaron alicuotas a los distintos tiempos para el ensayo de actividad
enzimatica. Como control, se realizaron incubaciones paralelas en ausencia de CK2 como
unica diferencia.

Los resultados de la medida de actividad se muestran en la figura R-28. Se
observa claramente una disminucion en la actividad de la NDP quinasa a medida que
transcurre la reaccion de fosforilacion. No se observan estas diferencias en los controles
que no fueron fosforilados. Es decir, la fosforilacion de la NDP quinasa A por CK2

produce una importante inhibicion de su actividad enzimatica.

Figura R-28. Efecto de la

120 fosforilacion por CK2 sobre la
100 actividad enzimdtica de la NDP
quinasa A humana. La NDP
£ 80 71 quinasa recombinante humana se incubd
§ a 37°C en condiciones de fosforilaciéon
3 60 | por CK2 en presencia (tridngulos) o
3 40 1 ausencia  (cuadrados) de CK2
holoenzima recombinante humana.
20 Luego del tratamiento, cada alicuota fue
microdializada contra una solucién
0 ! ? saturada de sulfato de amonio, hasta el
0 50 100 momento de ser medida su actividad. La
] _ medida de actividad se realizdo por
Tiempo (minutos) sextuplicado por el método con una

enzima acoplada.
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Tiempo 15 30 60120 12 30 60120
(minutos)

+ CK2 - CK2

Figura R-29. Autofosforilacion de la NDP quinasa humana A, a distintos tiempos de
la fosforilacion por CK2. Una fraccién de cada tiempo estudiado de fosforilacién in vitro por CK2
(v de los controles sin CK2), se incubd en condiciones de autofosforilacion con exceso de ATP [y*°P).

En la figura R-29. se muestra un ensayo donde la proteina con diferentes grados
de fosforilacion se puso en condiciones de autofosforilacion. La fosforilacion por CK2
inhibié la autofosforilacion de la NDP quinasa.

Estos resultados indican claramente que la fosforilacion por CK2 in vitro produce
una disminucion de la actividad NDP quinasa y que ésta estaria dada por la imposibilidad
de cumplir la primera etapa de la reaccion que cataliza, su autofosforilacion.

Segun estudios realizados por Engel y col (1994) sobre la fosforilacion de NDP
quinasa A, ésta podria ser en la Ser 122 6 124. Estos residuos estan muy conservados en
las NDP quinasas y particularmente estan presentes en la NDP quinasa de C. albicans
(ver figura R4.).

La NDP quinasa B humana se encuentra cristalizada y tiene 88% de identidad con
la NDP quinasa A. Se observa en la figura 30 una representacion de la estructura de la
NDP quinasa B donde se muestra en la parte A como el oxigeno en posicion épsilon de
la serina 120 y 122 se encuentran accesibles desde el exterior de la molécula sin
necesidad de ningin cambio conformacional. Se observa a su vez, que se encuentran en

zonas de amino acidos acidos, aunque también hay argininas en la cercania.
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Figura R-30. Estructura espacial de una subunidad de la NDP quinasa B humana.
La estructura de la NDP quinasa B se estudi¢ mediante el uso del programa RasMol. en base a la
estructura obtenida a partir de la difraccién por rayos X de los cristales (Williams y col., 1995). Se
muestra en color verde las serinas 120 y 122 en color amarillo los amino acidos acidos, y en color
celeste los basicos. En ambas serinas. el atomo Oy es identificable desde el exterior de la molécula
utilizando la forma "space fill". como se muestra.

4.3.6. Integracion

Si bien se ha asignado a las NDP quinasas diversas funciones, tales como
inhibicién de metastasis, actividad estimuladora de la transcripcion del oncogen c-myc
(factor PuF), un papel importante en el desarrollo de Drosophila, etc., no se sabe con
claridlad de qué manera podrian estar cumplimentando estas funciones. No se ha
encontrado, por ejemplo, una correlacion entre la actividad NDP quinasa y la inhibicion
de la metastasis. La capacidad de union a ADN vy la activacion de la transcripcion in
vitro, no precisa de actividad enzimatica, y ésta no funciona con “todas” las
preparaciones de enzima (segun ensayos realizados en el Instituto Pasteur). Cuando se
purifica el factor PuF a partir de extractos nucleares, éste eluye de una columna de
DEAE con 0,4 M CINa, que no se condice con un pl de 9,1 de la NDP quinasa B
humana.

Steeg y col. han tratado de correlacionar la fosforilacion de la NDP quinasa en
serina con la inhibicion de la metastasis (MacDonald y col, 1993).

En cuanto a la actividad de union a ADN, segun Postel y col. (1993), se propone
que la union se ve favorecida por la presencia de otro factor, disparador.

Otras investigaciones, han descripto a la NDP quinasa como quinasa de proteinas

(Engel y col,, 1995).
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La fosforilacion reversible de proteinas, es uno de los mecanismos conocidos a
través de los cuales se puede controlar la actividad proteica en células de distintos
origenes.

En el presente trabajo, decidimos estudiar en profundidad la posibilidad de la
autofosforilacion en serina (postulada por MacDonald y col., 1993, Muiioz-Dorado y
col. 1993 y Almaula y col. 1995), la fosforilacion por CK2, recientemente encontrada
por Engel y col. (1994) y su efecto sobre la actividad enzimatica; a su vez, buscamos si
era posible encontrar a la enzima fosforilada in vivo.

Una posible fosforilacion por CK2 podria explicar el comportamiento
cromatografico de la NDP quinasa B purificada con actividad de union a ADN. También
podria aclarar algunos aspectos de la regulacion de la enzima y desarrollar posibles
estrategias para abordar un conocimiento mas completo sobre la funcion de las NDP

quinasas.

Se puso a punto la deteccion de residuos de P-Ser y P-His, y su discniminacion
sobre membranas de Immobilon. Para que la metodologia sea confiable, se debe agregar
en los buffers, una concentracion de 5 % metanol (figura R-17.). En base a los estudios
sobre la P-NDP quinasa en solucion, el intermediario de alta energia result6 ser entre 3 y
6 veces mas sensible al tratamiento de pH y temperatura que la enzima sobre el
Immobilon; el metanol, por otra parte, no actu6 sobre la proteina en si (figura R-18.),
mejorando si el acceso del buffer al sitio activo. Se propone que el agregado de metanol
5% favorece el embebido, y que mayores cantidades de metanol en los buffers
disminuiria la estabilidad de los residuos fosforilados asemejandose a lo que ocurre con la

enzima soluble.

Mediante los estudios de autofosforilacion (item R-4.1.), se concluyé que no
existe autofosforilacion en serina en la NDP quinasa de (. albicans. Se propone, por
otro lado, que la Ser-P hallada luego de la hidrolisis acida (6 N CIH a 110°C, durante 1
h) tanto por otros autores (Muifioz-Dorado y col,, 1993, MacDonald y col,, 1993;
Almaula y col, 1995), como por nosotros mismos, no seria mas que una

transfosforilacion quimica desde His~P de alta energia, a serinas cercanas. Es decir, el
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hallazgo de Ser-P luego del tratamiento en estas condiciones extremas, no seria mas que
un artificio producto de la gran cantidad de His~P en estas preparaciones.

La autofosforilacion de la NDP quinasa de C. albicans se estudi6 en presencia o
ausencia de Mg’ (figura R-19.). Los resultados muestran que existe una disminucion de
la autofosforilacion en las dos condiciones extremas, exceso de EDTA y cantidades
crecientes de Mg®". Cuando se estudio este efecto mas en profundidad, se determiné que
el efecto del Mg®" agregado no se debio a una exacerbacion de la actividad ATPasa sino
posiblemente a una variacion del equilibrio de la reaccion, en donde la cantidad de
proteina autofosforilada se ve disminuida.

Si bien a concentraciones muy altas de EDTA (10 mM) se observo inhibicion de
la autofosforilacion, con agregado de Mg” en una concentraciéon 0,5 mM la
autofosforilacion fue optima. A estas concentraciones de Mg, la actividad NDP quinasa
no ha sido medible. Concluimos, que posiblemente a concentraciones muy bajas de Mg”",
la reaccion enzimatica puede proceder solo hasta el primer paso, la autofosforilacion.
Para que pueda continuar la reaccion, se necesitarian concentraciones de Mg®" mucho
mas elevadas. Es decir, mediante la variacion de las concentraciones de Mg?’, se puede
detener la reaccion total sin detener la autofosforilacion. Utilizando este nuevo concepto,
realizamos autofosforilaciones en extractos crudos de C. albicans. A tiempos cortos a
4°C, la NDP quinasa fue la unica proteina fosforilada. A tiempos mas largos, y con el
agregado de CIK, se pueden distinguir otras bandas.

La NDP quinasa de C. albicans fue fosforilada in vitro por la proteina quinasa
CK2 recombinante humana (figura R-24.). El estudio aqui expuesto fue realizado con la
holoenzima, es decir, con subunidades o, o’ y B. Las caracteristicas de su fosforlacion
son similares a aquellas estudiadas previamente por Engel y col. para las NDP quinasas
humanas y de E. coli, donde se observa una dependencia absoluta de polilisina para su
fosforilacién. En experimentos preliminares realizados en colaboraciéon con el Dr Pinna
(Italia), se ha encontrado que la subunidad catalitica a de la CK2 tiene la capacidad de
fosforilar a la NDP quinasa de C. albicans en ausencia de subunidades B. El agregado de
subunidades P en cantidades equimoleculares inhibe la actividad, la cual se restituye con
el agregado de polilisina. La polilisina podria estar mimicando la union de otras proteinas
a la NDP quinasa. La NDP quinasa seria fosforilada solo en presencia de otras proteinas

especificas, probablemente con zonas de alta densidad de amino acidos basicos.
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Se realizaron estudios de cinética de defosforilacion de distintas especies
fosforiladas. Se determin6 en un primer momento que la metodologia fuera capaz de
discriminar las fosforilaciones en serina/treonina de aquellas en histidina (figura R-25.).
Se determiné luego que se podia detectar claramente la fosforilacion en serina sobre la
NDP quinasa de diversos origenes, producto de la fosforilacion por CK2 (figura R-25.
C). Se demostrd, entonces, que esta metodologia cumple los requisitos necesarios para
determinar la fosforilacion in vivo de 1a NDP quinasa. A su vez, se demostré que bajo las
condiciones de fosforilacion por CK2 no se observa autofosforilacion. Este efecto se
debe en parte a la disminucion de la autofosforilacion bajo las condiciones de 10 mM
Mg, CINa, y polilisina observadas para la NDP quinasa de C. albicans (figura R-24.);
pero también se ve influido por el hecho que la fosforilacion por CK2 determina una
disminucion de la capacidad de autofosforilacion de la enzima, como se observa para la

NDP quinasa A humana (figura R-29.).

La fosforilacion in vivo de la NDP quinasa de C. albicans y humana pudo ser
estudiada con el uso de la metodologia mejorada y puesta a punto sobre membranas de

Immobilon.

En ambos estudios, se determiné que se puede hallar el intermediario de la
reaccion (P)NDP quinasa. En el estudio realizado en células HeLa, ademas de las
especies A y B autofosforiladas, se pudo identificar a la NDP quinasa B fosforilada en
residuos de serina/treonina. Se encuentra en estudio si el sitio de fosforilacion in vivo es

el mismo del hallado in vitro por CK2.

La fosforilacion in vitro de la NDP quinasa A por CK2 produjo la inhibicion de
su actividad enzimatica, debido a la inhibicion de la primera etapa de la reaccion
(autofosforilacion). Esta propiedad seria facilmente explicable si el sitio de fosforilacion
fuera la serina 120, ya que esta serina tiene una union puente de hidrogeno con el residuo
de acido glutamico 130 (en la secuencia de Dictyostelium), indispensable para posicionar
a la histidina reactiva (Tepper y col., 1994). El oxigeno y de ésta serina se encuentra

expuesto en la NDP quinasa B.
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INTEGRACION GENERAL

A continuacion se resumen algunos resultados salientes de este trabajo que
seran utilizados, junto con los conocimientos previos, como base para la realizacion de

un modelo tentativo de funcionamiento para las NDP quinasas.

1- La NDP quinasa se expresa en forma maxima durante el crecimiento
logaritmico y minimamente en fase estacionaria tardia, fendomeno que se manifiesta
tanto por aumento de la Ae como por Western-blots. La actividad NDP quinasa
aumentada durante el crecimiento logaritmico se correlaciona bien con la necesidad de
mayor sintesis de nucleotidos trifosfatos para la sintesis de ADN y ARN, apoyando el
rol tradicional a esta enzima: mantener el “pool” de NTPs.

En general hubo una buena correlacion entre la Ae medida en los extractos
durante el crecimiento y la cantidad de NDP quinasa detectada con anticuerpos. Sin
embargo, en ciertos casos con crecimiento relativamente sincronizado se observo
importantes aumentos de proteina sin el concomitante aumento en actividad. Este
hecho permite suponer que la enzima podria estar inhibida en alguna etapa especifica
del ciclo celular.

2- A partir de los experimentos realizados sobre la enzima purificada, se
determino in vitro que ésta tiene como principales aceptores al GDP y al ADP (siendo
solo el GDP fisiologicamente significativo). Este hecho podria tener significacion en
relacion a la hipotesis que postula un rol de la NDP quinasa asociada a proteinas que
unen GTP.

3- Se describio la localizacion intracelular de la NDP quinasa. Se observé que
dependiendo del tipo de ruptura de las células la enzima se encontr6 basicamente en la
fraccion soluble o, mediante rupturas mas suaves, en una proporcion mayor al 15% en
membrana plasmatica. No se encontraron cantidades significativas de NDP quinasa en
la fraccion nuclear, a juzgar por la medicion de actividad enzimatica.

Los resultados apoyan la hipotesis de un rol importante asociado a la membrana
plasmatica. En este punto cabe recordar que segun Parks y Agarwal (1973), la

actividad NDP quinasa intracelular es mas de 10 veces mayor a la necesaria para la
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sintesis de los NTPs celulares. Teniendo en cuenta este dato, la importancia potencial
de la actividad asociada a membrana plasmatica se visualiza mas elocuentemente.

4- De acuerdo a los resultados obtenidos en cuanto a la fosforilacion de las
NDP quinasas., se abre la posibilidad que la NDP quinasa se encuentre
fisiologicamente regulada por fosforilacion.

Las evidencias que se presentan son las siguientes:

a- Fosforilacion in vitro de la NDP quinasa por la proteina quinasa CK2

b- Fosforilacion in vivo de la enzima

c- Efecto inhibitorio de la fosforilacion sobre la actividad enzimatica

Si bien no se hallé6 a la NDP quinasa de C. albicans fosforilada en serina in
vivo, seria muy probable que no se hayan realizado los ensayos en las condiciones
optimas. Por el contrario, se propone que en aquellos casos durante el crecimiento
donde se observo aumento de la cantidad de NDP quinasa sin aumentos en actividad,
podrian ser debidos a la fosforilacion in vivo de la enzima por CK2. Es interesante
destacar que la NDP quinasa de C. albicans no cambia su movilidad electroforética

por fosforilacion por CK2.

Tomando estos datos en su conjunto, se puede concluir que tienden a apoyar
(ademas de su funcion tradicional) un rol en la membrana plasmatica, junto a proteinas
que unen GTP, pero en una forma regulada por fosforilacion. Hasta el momento, esta
es la primera vez que se describe la regulacion de la actividad de NDP quinasa por
fosforilacion por quinasas de proteinas. Como se describio, esta fosforilacion inhibe la
actividad enzimatica a través de la inhibicion de la autofosforilacion de la enzima. La
capacidad de autofosforilarse es también indispensable para que la enzima ejerza la
actividad de proteina quinasa recientemente descripta (Engel y col., 1995, Wagner y
Vu, 1995), se presupone, entonces, que la fosforilacion por CK2 inhibiria este tipo de

actividad también.

Como se detall6 en la Introduccion, se ha relacionado a la NDP quinasa con

diversas funciones regulatorias: diferenciacion celular, inhibicion de metastasis,
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transduccion de sefiales asi como factor de transcripcion. Hasta el momento, no existe
un modelo que combine y explique como interviene la NDP quinasa en los distintos
procesos. En la literatura se ha descripto un unico modelo de accion de las NDP
quinasas en procesos regulatorios. Utilizando como soporte el modelo de accion de la
NDP quinasa en la transduccion de sefiales (Liotta y Steeg, 1990), a continuacion éste

se amplia con los conocimientos obtenidos respecto de la fosforilacion.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

A partir de los resultados obtenidos, se expande el campo de posibilidades de
estudio para la NDP quinasa, no solo en C. albicans, sino también en otros sistemas.
Seria interesante estudiar bajo qué estimulos se fosforila la NDP quinasa, o bien si su
estado de fosforilacion varia con el ciclo celular. Especificamente, se podrian disefiar
experimentos para comprobar y completar el modelo de accion de la NDP quinasa en la
transduccion de sefiales.

En este sentido, para integrar la fosforilacion a un sistema fisiologico de
regulacion, resta aun caracterizar a la fosfatasa especifica que regula su accion.

Otras lineas de investigacion podrian verificar si la fosforilacion varia la capacidad
de la NDP quinasa B humana de unir ADN. Relacionado con este tema, tal vez sea
importante verificar si la fosforilacion varia la facultad de la enzima de formar estructuras

oligoméricas distintas del hexamero.

Respecto de la metodologia mejorada para la discriminacion de fosforilaciones en
histidina, se podria plantear la deteccion y el clonado de NDP quinasas teniendo en
cuenta los conocimientos sobre su autofosforilacion en extractos crudos. A su vez, se

podria extender esta metodologia para el estudio de quinasas de histidina de organismos
eucariotas. / j,.\
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