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RESUMEN

El objetivo general de esta tesis es contribuir al estudio del mecanismo de
activación de las proteinas quinasas dependientes de cAMP (PK A). Algunos de los
grandes problemas a dilucidar en este tema son: si la enzima necesita disociarse en
sus subunidades catalltica y regulatoria para activarse por cAMP , si el cAMP es el
único agente necesario para la activación de la enzima y cómo se adquiere la
selectividad de sustratos.

Para este trabajo se han utilizadocomo modelos dos eucariontes inferiores.
1) PK A parcialmente purificada del hongo dimórflco Mucor rouxii, y ensayos in vitro.
2) Mutantes de subunidad regulatoria (bcy1) de la PK A de la levadura
Saccharomyces cerevisiae con un abordaje genético-bioqu¡mico-molecular.

Utilizandoel primer modelo y trabajando a concentraciones de holoenzima del
orden de nM hemos llegado a las siguientes conclusiones (Mechanism of activation
of cAMP-dependent protein kinase. ln Mucor rouxii the apparont specific activity of
the CAMP activated holoenzyme is different to that of its free catalytic subunit”.
V.Zaremberg, A.DonneIIa-Deana and S.Moreno. Enviado a Archives in Biochemistry
and Biophysics).

- en este rango de concentración la actividad enzimática utilizando péptidos sintéticos
como sustratos no es lineal con Ia concentración de enzima. Con la proteina
protamina, utilizada como referencia. la actividad es casi lineal en el mismo rango
de concentración.

- la dependencia de la actividad fosforilante de cada péptido, con el cAMP, el grado
de inhibición por un péptido inhibidor especifico y la modulación por policationes
dependen del péptido utilizado.

- en todos los ensayos arriba mencionados la relación de las actividades fosforilantes
de la enzima con los distintos péptidos, comparados entre sl o con la protamina, es
diferente a la misma relación estimada a partir de las actividades medidas con la
subunidad catalltica libre.

Estos resultados se explican con dos modelos posibles: a) la subunidad
catalltica libre es la entidad que fosforila los sustratos y el nivel de producción de
subunidad C depende del cAMP y del sustrato; b) a altas concentraciones de
holoenzima, existe holoenzima sin disociar con cAMP unido; esta especie es
catallticamente activa y la selectividad de esta especie por los sustratos es diferente a
la de la subunidad catalltica libre.

En el segundo modelo se han utilizadomutantes espontáneas, cedidas por el
Dr. Kelly Tatchell. en el gen que codifica para la subunidad regulatoria (bcy1) de Ia
PK A.

En un primer trabajo (Analysis of the mechanism of activation of cAMP­
dependent protein kinase through the study of mutants of the yeast regulatory
subunit. ” V.Zaremberg and S.Moreno, Eur.J.Biochem. 237: 136-142, 1996)
trabajando con las cepas mutantes se obtuvieron los siguientes resultados:

- los niveles de las subunidades regulatoria ( R) y catalltica (C ) en las cepas mutadas
son similares a los de la cepa salvaje.

- Una medida aproximada de la afinidad de las subunidades R mutadas por el CAMP,
indicó que se encuentra disminuida.



- Midiendoactividad de PK A en células penneadas en ausencia y presencia de cAMP,
se encontró que las mutantes demuestran actividad dependiente de cAMP, aunque
tienen una actividad basal elevada.

- Los fenotipos se hicieron más severos si el fondo genético de las levaduras era RASZ;
y permanecieron iguales por sobreexpresión del gen para PDE2.

En la tercera parte de la tesis, y utilizando el mismo modelo de S.cerevis¡ae se
encaró la sobreexpresión de algunas de las mutantes bcy1: construcción de los
vectores correspondientes, estudio de la sobreexpresión y análisis de los fenotipos
resultantes. El conjunto de estos resultados (manuscrito en preparación) confirma la
conclusión que obtuviéramos en la primera parte: las holoenzimas mutadas tienen
actividad enzimática.

Del conjunto de los resultados genético-bioquímicos obtenidos hasta ahora en
el sistema de las mutantes de levadura hemos concluido, que las holoenzimas
mutadas tienen actividad fosfon'lantede proteinas sin necesidad de disociarse en sus
subunidades. que la capacidad fosfon‘lante de proteinas es diferente para cada
mutante (diferentes fenotipos) y proponemos que los cambios confonnacionales
producidos por las mutaciones pueden ser similares a los introducidos por el cAMP al
interactuar con la holoenzima.



Summary

The general aim of this thesis is to contribute to the study of the mechanism of
activation of CAMP-dependent protein kinases (PK A). Some of the questions to solve
on this field are the following: ¡s it necessary for the holoenzyme to dissociate to be
activated by CAMP? ls cAMP the only agent that promotes activation? How do the
holoenzymes select the substrate to phosphorylate?

ln this work we have used two lower eukaryotic models.
1) Partially purified PK A from the dimorphic fungus Mucor rouxii and in vitro assays.
2) Mutants of the regulatory subunit (bcy1) of protein kinase A from the yeast
Saccharomyces cerevisiae , using a molecular-genetic-biochemical approach.

Using the first model and working at holoenzyme concentrations in the range of
nM we have arrived to the following conclusions (Mechanism of activation of cAMP­
dependent protein kinase. ln Mucor muxii the apparent specific activity of the cAMP
activated holoenzyme ¡s different to that of its free catalytic subunit, V.Zaremberg,
A.DonneIIa-Deana and S.Moreno; submitted to Archives in Biochemistry and
Biophysics)
- under this range of enzyme concentration, the enzymatic activity using peptide as

substrates is non linear; while it is almost linear when using protamine as substrate.
- the dependency of each peptide phosphorylating activity with cAMP, the degree of

inhibitionby a specific peptide inhibitor, and the activation by polycations depends on
the peptide used as substrate.

- in all the above mentioned assays. the relationship of the apparent specific activityof
the holoenzyme with each peptide , ¡s different from the one displayed by the isolated
free catalytic subunit.

These results can be explained by two posible models: a) the free catalytic
subunit is the enzymatic species that phosphorylates the substrates and the level of
production of free C depends on cAMP and on the protein or peptide substrate; b) at
high holoenzyme concentration, the existance of the species cAMP-boundholoenzyme
is posible; this species is catalyticallyactive and the selectivity for the substrates of this
species is different from the one of the free catalytic subunit.

ln the second model we have used spontaneous mutants on the bcy1 gene,
isolated and generously provided by Dr. KellyTatchell.

In first stage of this approach we have obtained the followingresults: (Analysis
of the mechanism of activation of CAMP-dependentprotein kinase through the study of
mutants of the yeast regulatory subunit, V.Zaremberg and S. Morenoi, Eur.J.Biochem.
237: 136-142, 1996.)

- the levels of the regulatory (R) and catalytic (C) subunits of PK A in the mutated strains
is similar to the levels of the wild type strain.
an approximate measurement of the affinity of the mutated R subunits for cAMP
indicates that the affinityis decreased.
measurement of PK A activity in the abscence and presence of CAMPin permeabilized
mutated and wild type cells indicates that the holoenzymes are dependent on CAMP
and that basal activity is high.

- the phenotypes were more severe when working on a wildtype RASZ background; and
were maintained alike when overexpression the gene for PDE2 (CAMP
phosphodiesterase).

Inthe third part of this thesis, and using the same model of S.cerevisiae mutant
strains, we began the overexpression of some of the bcy1 mutants: vector construction,



analysis of the overexpression and analysis of the derived phenotypes. These results
suggest that the mutated holoenzymes are active.

From the results obtained from the molecular genetic approaches, taken as a
whole, we conclude that the mutated holoenzymes have catalytic phosphorylating
activity without dissociating into its subuníts; that the selectivity of substrate
phosphorylation for each mutated holoenzyme ¡s different (different phenotypes) and
we propose that the confonnational structural changes produced by the mutatioon can
be similar to the changes promoted by cAMP upon interaction with the holoenzyme.
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Objetivo general

Hipótesis general

El mecanismo de activación de la PK A, in vivo, es más complejo que la

simple disociación de sus subunidades R y C en respuesta a un incremento de las
concentraciones intracelulares de CAMP.

Objetivo general:

Estudio del mecanismo de activación de la proteina quinasa A (PKA) invivo.
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introducción general

Transducción de señales por cAMP

La fosforilación reversible de proteínas es un mecanismo clave, que afecta casi todos

los aspectos del crecimiento y la homeostasis en células eucariontes. La primera

demostración de que la fosforilación regulaba la actividad de una enzima se realizó en la

glucógeno fosforilasa en respuesta a glucagon (Fischer & Krebs,1955; Sutherland &

Wosilait,1955,). El paso siguiente fue la identificación de un factor termoestable que mediaba

el efecto del glucagon: el 3’,5'-adenosina monofosfato cíclico (cAMP) (Sutherland & Rall,1958).

Asi comenzó a desarrollarse el concepto de que el cAMP era el segundo mensajero

intracelular de un amplio rango de hormonas, neurotransmisores y otros caminos de

señalización celular (Robison et al., 1971; Botsford, 1981; Pall, 1981). Posteriormente se

purificó una quinasa de proteinas regulada por cAMP a la que se denominó quinasa de

proteínas dependiente de cAMP (PK A; EC 2.7.1.37) (Walsh et al, 1968) y que hasta ahora es

el blanco intracelular principal de este nucleótido cíclico.

Dentro de la familia de quinasas de proteínas, la PK A es única, ya que es la única

regulada por interacción con una subunidad disociable y distinta de la subunidad catalitica;

esta última es además una de las subunidades catalíticas más simples de las quinasas de

proteínas (Taylor & Radzio-Andzem, 1994).

R2C2+ 4 CAMP Z R2(CAMP)4+ 2 C

cAMP

. x CW +¡IW C
holoenzima dímero monómer'o

inactiva de R de C activo

Figura 1- La relación entre las subunidades C libres, el dímero de subunidades R y la holoenzima
intacta es un equilibrio que está determinado por distintos factores, que incluyen la concentración
relativa de subunidades de PK A, los niveles de cAMP , Ia concentración salina, el pH y la temperatura.

La PK A es un tetrámero formado por dos subunidades regulatorias (R) y dos

subunidades catalíticas (C). La subunidad regulatoria posee dos sitios de unión a cAMP; la

unión de este nucleótido a Ia R es cooperativa y altera su afinidad por la subunidad C



Introducción general

promoviendo la disociación de esta enzima en un dímero de subunidad regulatoria con cuatro

moléculas de CAMPunidas y dos subunidades catalíticas monoméricas activas (Figura 1,

Beebe & Corbin, 1986). La subunidad C fosforila sustratos proteicos específicos en residuos

serina o treonina.

Subunidad Catalítica

Se han identificado tres formas de subunidad catalítica en tejidos de mamíferos Ca, CB

y Cy. Entre Ca y CISlas secuencias de aminoácidos difieren aproximadamente un 7% (Shoji et

al, 1983; Lee et al, 1983). La isoforma Conse expresa constitutivamente en Ia mayoría de las

células, mientras que la CB es tejido específica (Showers et al, 1986; Hedin et al, 1989). La

tercer isoforma de subunidad catalítica Cy, muestra una identidad del 79% y 83% con Ca y CB

respectivamente (Beebe et al, 1990).

La secuencia de aminoácidos y el tamaño de la subunidad C están altamente conservados

entre las especies, en las que se ha clonado esta subunidad (Scott, 1991).

Estructura de la subunidad catalítica

La subunidad catalítica (Figura 2) contiene una región de aproximadamente 250

aminoácidos, común a todas las proteína quinasas, zona que es conocida como núcleo

catalítico (Hanks et al, 1988).

Lís 72 P P
Glu 91 Glu 170 Tre 197 Ser338

GliSO-X-Gli-X-X-GIíSS Asp184 Cisl99 Glu 328 Glu 346
Cis 343\ JK J

Unión de ATP Unión de sustrato
Y

de subunidad regulatoria

Figura 2-Subunidad catalítica de PKA.Estructura de dominios.
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Esta región está comprendida entre los residuos 40 a 285, y está compuesta de varias

secuencias conservadas; así se pueden identificar residuos y regiones que son esenciales

para la actividad catalítica, para Ia unión de ATP-Mg y unión del sustrato. La enzima consiste

en dos "lóbulos", uno pequeño de unión a ATP-Mg y uno mayor asociado con el

reconocimiento del sustrato peptídico y Ia actividad catalítica.

La estructura tridimensional de la subunidad C de la PKAfue la primera en ser resuelta

a través del estudio de la estructura cristalográfica de la subunidad C unida al PKl (péptido

inhibidor) (Figura 3). Posteriormente se comprobó que esta estructura bi-lobular era

compartida por otras quinasas como Ia MAPKy CDK.

Figura 3 A- Diagrama de la subunidad catalítica de PKA. Dentro de la estructura bilobular,las a­
hélices y las cadenas B son de color verde, excepto D, B y C (amarillas). El PKI (rojo) se une entre las
hélices D y G.

B- Rrepresentación de superficie de C con el PKI (rojo) unido. Los bolsilloshidrofóbicosen
las posiciones P-11 y P+1 del PKl (ver más adelante), están en amarillo. Los residuos ácidos
responsables de la unión de las argininas del PKlestán representadas de color azul.

1-Sitio de unión de ATP

Para que ocurra la catálisis, la subunidad catalítica debe unir el sustrato peptídico y un

segundo sustrato que es el ATP. Estos se unen con alta afinidad a sitios diferentes en la

subunidad catalítica. El ATP se une en un sitio ubicado en Ia porción amino terminal de la C.

Mediante el uso de mutagénesis y modificaciones químicas en C, se identificó primeramente

en este sitio a la Lis72 como residuo importante (Zoller & Taylor,1979). Luego se confirmó que

la región flanqueante de este residuo también era importante en Ia unión de ATP (Buechler et
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al, 1989); dentro de esta región se vio que Cis199 y Cis343 también estaban involucradas en

la unión de ATP (Puri et al, 1985).

El núcleo catalltico de todas las proteinas quinasas contiene una lisina o arginina

invariable que corresponde al residuo 72 y que interactúa con el fosfato y del ATP (Zoller 8.

Taylor,1979).

La región de unión de ATP está localizada 20 residuos antes de Lis72, y posee una

secuencia n'ca en glicinas: GIy-Thr-GIy-Ser-Phe-GIy-Arg-Val,la cual es conservada en todas

las quinasas (Hanks et al. 1988); la misma posición de las glicinas está presente en otras

proteínas que unen nucleótidos. El modelo propuesto para el plegamiento de este segmento

rico en glicinas comienza con una cadena B en los residuos 40-45, seguida por una estructura

de hélice a, que contiene la secuencia rica en glicinas y termina con otra cadena B que incluye

a la Lis72 hacia el final de la misma. Este residuo estaria muy próximo espacialmente a esta

región rica en glicinas.

También participan adicionalmente de la unión de ATP grupos carboxilo; estos grupos unen

Mg", formando un complejo temario con el Mg“-ATP.(Granot et al, 1980); se identificaron dos

grupos carboxilo reactivos, Asp184 y Glu91 (Buechler &Taylor, 1988).

2-Sitiode unión del sustrato y actividad fosfotransferasa

La subunidad catalltica reconoce como sustratos, péptidos que contienen dos

aminoácidos básicos separados por uno o dos residuos de la serina o treonina que es

fosforilada (secuencia consenso; RRXS). La actividad catalltica consiste en la transferencia de

un grupo fosfato del ATP a Ia serina o treonina de la cadena polipeptldica. Grupos carboxilo

participan en el reconocimiento y transferencia de fosfato al sustrato peptldico, se cree que es

por unión con los residuos básicos del sustrato. Se demostró que Glu170 y un grupo de varios

residuos ácidos que se encuentra en el extremo carboxilo-terminal de la molécula,

participarlan en el reconocimiento del sustrato (Buechler & Taylor, 1990). Cis199, Glu346 y

Tre197 formarian también parte del sito activo (Mosbashery 8. Kaiser, 1988). Este último

residuo tiene un interés particular ya que está fosforilado en la subunidad catalitica.

Actualmente además se le asigna un rol importante a Hi587 no sólo en la interacción

con los sustratos sino también en Ia interacción con R (Cox & Taylor. 1994).

La subunidad catalltica sufre cambios conformacionales cuando el sustrato se une a

ella.



En la subunidad catalltica ocurren dos modificaciones post-traduccionales, por un lado

la glicina amino terminal es min’stoiladay por otro lado esta subunidad es fosforilada en dos
sitios.

A diferencia de proteinas como las quinasas de la familia src, donde el grupo miristoil

confiere la capacidad de asociarse a membrana. en el caso de la subunidad C de la PK A

estabiliza su estructura secundaria. El grupo acilo se pliega dentro de la proteina

estableciendo contactos importantes con varias regiones distintas de la cadena polipeptldica

(Zheng et al, 1993).

La fosforilación de la subunidad C ocurre en Tre197 y Ser338 (Shoji et al. 1983).

Ambas fosforilaciones tienen importancia a nivel estructural. Ser338 interactúa con Li5342 y

estabiliza una lazada (“loop”)cerca de la cola C-terminal (Zheng et al, 1993).

Del análisis cristalográfico del complejo binario formado por la subunidad C y el péptido

inhibidor surge que el fosfato de Tre197 es el principal sitio de contacto directo entre los dos

lóbulos anteriormente mencionados. Esta fosfotreonina es necesaria no sólo para el

reconocimiento del sustrato sino también para la interacción con Ia subunidad regulatoria de la

quinasa (Levin et al, 1988). Evidencias genéticas indican que la superficie interlobular donde

se ubica Tre197 también es importante para la interacción con la subunidad R en la enzima de

levaduras (Gibbs et al, 1992).Se ha demostrado, por otro lado, que esta fosforilación es el

resultado de autofosforilación y que serla un paso critico para la activación de la subunidad C

(Steinberg et al, 1993. Haciendo sustituciones de este aminoácido por aspártico o glutámico

se demostró que era necesario que en la posición de la treonina hubiera un grupo cargado

negativamente para que ocurra la unión con la R (Levin 8. Zoller, 1990). Se postula que esta

fosforilación provocaría cambios que son importantes para generar el estado conformacional

activo de muchas proteinas quinasas (Zheng et al, 1993).

Se ha descripto un sitio adicional a estos dos correspondiente a Ser10, pero que no

tendria efecto alguno sobre la actividad de la enzima (Toner-Webb et al, 1992).



Subunidad Regulatoria

La subunidad regulatoria es el principal receptor intracelular de cAMP descripto hasta

ahora. Otros mediadores eucariotas de efectos de este nucleótido cíclico son el receptor

superficial de cAMP en Díctyostelium discoideum, el canal de calcio regulado por cAMP y

posiblemente la quinasa de proteinas dependiente de cGMP (Daskeland et al, 1993).

Inicialmente, se identificaron dos isoenzimas diferentes de PK A, llamadas de tipo | y de tipo II

(PK A. y PK A... respectivamente), basadas en el patrón de elución de columnas de DEAE­

celulosa (Reimann et al, 1971). Las PK A. y PK A" que eluyen a concentraciones salinas de

entre 25 - 50 mMy 150 - 200 mM NaCl, respectivamente, contienen subunidades C asociadas

a dos tipos de subunidades regulatorias denominadas R. y Ru (Doskeland et al, 1993). Sin

embargo, mediante técnicas de clonado molecular se ha revelado en los últimos 10 años la

existencia de una gran heterogeneidad de formas tanto para las subunidades C (mencionadas

anteriormente) como para las subunidades R, evidenciando la posible formación de múltiples

isoenzimas. Se han clonado isoformas de cada tipo de R. Rh (Lee et al. 1983). Rual(Scott et al,

1987), que son expresadas en la mayoria de los tipos celulares, aunque varian las

proporciones relativas de cada una ; por otro lado se ha encontrado que Rm(Clegg et al. 1988)

y Rm, (Jahnsen et al, 1986), son más especificas de tejido. Rh y Rm son distintas pero

presentan una alta homologla (81% identidad a nivel de secuencia aminoacidica) al igual que

Rllu y Rua (68% identidad a nivel de secuencia aminoacidica). La expresión de algunas

isoformas parece ser constitutiva y la expresión de otras inducible. Recientemente se ha

demostrado Ia existencia de variantes de Ia especie Rh. producto de maduración alternativa

de un mRNA (“splicing alternativo"). Se han encontrado distintos cDNAs que difieren en su

exón lider, cuya iniciación de la transcripción está diferencialmente regulada desde dos

promotores diferentes en el gen que codifica para Ru (Skálhegg 8. Taskén, 1997). Las R. y R"

difieren no solo en peso molecular y secuencia de aminoácidos sino también en su estado de

fosforilación y localización subcelular. En cuanto a su estado de fosforilación, la RIIpuede ser

fosforilada por la subunidad C mientras que la RIno (Rosen & Erlichman,1975; Hoffmann et al,

1975). Tanto la subunidad Rl como RIIson fosforiladas por otras quinasas de proteinas, la Rl

es fosforilada por PKG. en una serina próxima al sitio de pseudosustrato (Hashimoto et al,

1981), la RlI es fosforilada en Ser95 por la misma PKA (Rangel-Aldao & Rosen, 1977), y

además tiene otros cuatro sitios de fosforilación más que están entre los residuos 44 y 76, y

son fosforilados por Ia glucógeno sintetasa quinasa y la caselna quinasa ll (Hemmings et al,

1982).



Introducción general

Estructura de dominiosdela subunidad regulatoria

La subunidad regulatoria es típicamente un dímero muy asimétrico; esta asimetría

parece estar mantenida también en la holoenzima (Zoller &Taylor,1979; Zhao et al, 1998)). La

estructura de dominios de Ia subunidad regulatoria incluye los dominios de:

o dimerización y localización subcelular o de unión a proteínas de anclaje (AKAPs),

o región bisagra (incluyesecuencia pseudosustrato en R./ sustrato en R")

o y de unión de cAMP

Un esquema de estos dominios, ilustrado en particular con la Rmse muestra en la Tabla 1 y

Figura 4. La tercera parte de la molécula del lado amino-terminal participa de las interacciones

proteína-proteína, mientras que las dos terceras partes de la molécula, del lado carboino­

terminal contiene dos secuencias repetidas en tandem las cuales conforman los dominios de
unión de CAMP.

Tabla 7- Organización de dominios de Riu

Dominio H Residuos Función
12-61. ¡del:dímeró.»,4.
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Figura ¿Secuencia aminoacídica de RI“, la secuencia consenso RRGAI está marcada en rojo (A),
diagrama esquemático (B) y modelo cristalográfioo (C). Se han utilizado los mismos colores para
identificar los distintos dominios presentes en R, tanto en la tabla 1 como en A, B y C. El cAMP en la
estructura se muestra en amarillo.
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1-Dimerizaciónde Ia subunidad R

La subunidad regulatoria forma un dlmero estable, que permanece intacto después de

la liberación de las subunidades catallticas. Las únicas subunidades regulatorias que no

forman dlmeros son las de Dictyostelium discoídeum (Mutzel et al, 1987) y Saccobolus

platensís (Silberstein et al, 1990).

La región de dimerización fue descubierta al observar que el clivaje proteolltico de la

región bisagra de la molécula podla producir una subunidad R monomérica que retenla su

actividad de unión de cAMP (Potter et al. 1978).

En R., los monómeros están unidos covalentemente por uniones disulfuro formadas

entre los residuos Cis16 y Cis37 (Zick 8. Taylor. 1982). La dimerización de R" no involucra

cistelnas, sino que es mantenida por interacciones entre los residuos del extremo amino­

terminal. Quedó determinado que los residuos 1-30, representan el dominio de dimerización

(Scott et al, 1990).

2-Localizaciónsubcelular

La localización subcelular de la PKA está dirigida por la subunidad R. La Rl es

principalmente citoplasmática y la R" es generalmente particulada y se la encuentra asociada

a membrana citoplasmática, citoesqueleto, gránulos secretorios o membranas nucleares. Sin

embargo la tasa de PK A" soluble a particulada varla y probablemente depende del nivel de

expresión de Ru y del nivel especifico de proteínas que unen y anclan a Ru(Taskén et al.

1997). La localización de la RIIestá dada por la asociación de esta subunidad con proteinas

específicas denominadas "proteinas de anclaje" o "AKAPs" (del inglés A Kinase Anchoríng

Proteins) (Scott & McCartney. 1994; Rubin et al, 1979; Carr et al, 1991). Estas proteínas

presentan una hélice anfipática conservada responsable de su asociación con estructuras

celulares. La anulación de la interacción de AKAP/PKA mediante competencia con péptidos

que reproducen esta región anfipática bloquea respuestas a cAMP (Scott, 1997). Se cree que

Ia función tejido especifica está asociada a la localización subcelular por las proteinas de

anclaje, lo que harla que los sustratos fueran más accesibles a Ia quinasa. Se ha demostrado

que varias de las proteinas identificadas como de anclaje para R...son sustrato de la PK A, por

Io tanto estas proteinas tendrian un rol muy importante en Ia transducción de señales por

cAMP. Más aún, se ha encontrado recientemente que calcineurina (fosfatasa 28), PK C y PK

A" colocalizan a través de su unión a AKAP79. Esto sugiere un nuevo modelo para la

fosforilación reversible de proteinas en el cual actividades opuestas como las de quinasa y

fosfatasa se encontrarlan formando un complejo transductor de señales gracias a su

asociación con una proteina de anclaje común. Hasta el presente se han identificado 36

lO
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AKAPs y se sugiere que algunas células expresarían entre 10 a 15 AKAPs diferentes

localizadas en distintos compartimentos (Figura 5)

AKAP78 AKAP79/75
v -' > Canal de

Iones

Figura 5-Distribuciónintracelularde algunas de las AKAPsmás conocidas.

Si bien Ia mayoría de ias AKAPs descriptas se asocian con R" , va en aumento el

número de trabajos que describen Ia asociación de R. con componentes subcelulares, fuera

del citoplasma. En células T, Rmse asocia con el complejo TCR/CD3 luego de la activación de

la célula T y del “capping” (Skalhegg & Taskén , 1997). Se ha demostrado que esta misma

subunidad es capaz de unirse a la proteina adaptadora Grb2, Io que le permitiría a la PK A.

interactuar con el receptor del factor de crecimiento epidérmico. Es interesante Ia descripción

de una AKAP (D-AKAP1) de especificidad dual, tanto por Rm como por Rlla (Skalhegg &

Taskén, 1997). Se ha encontrado recientemente una proteína AKAPen C elegans, en el cual

existe una sola PK A con alta homologia con las PK A de tipo I (Angelo et al, 1998). No se han

descripto aún este tipo de proteinas en eucariontes inferiores
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3-Región bisagra. Interacción con Ia subunidad catalítica

En ausencia total de CAMPla subunidad R inhibe la actividad de la subunidad C. La

región principal, pero no la única, que es esencial para la interacción con la subunidad

catalitica, es la región conocidad como "bisagra", que se encuentra entre los residuos 90 y 100

en la subunidad regulatoria. Esta zona es sensible al clivaje proteolítico, en particular por

tripsina, y está protegida del mismo cuando la R forma parte de la holoenzima. Por

modificaciónde las argininas de R"con 2,3-butanodiona se demostró que estos residuos eran

importantes en Ia interacción con C (Corbin et al, 1978). Las secuencias presentes en esta

región son semejantes a las presentes en los sustratos que son fosforilados por la subunidad

C (Takio et al, 1984 ). La subunidad RI posee , en esta región, una secuencia de

pseudosustrato o pseudofosforilación Arg-Arg-Gly-AIa/GIy-lIe-Ser en la cual la posición Ser

fosforilable está remplazada por Ala o Gly. La R" tiene un sitio de autofosforilación en la

secuencia Arg-Arg-VaI-Ser-Val-Cys La autofosforilación de Ia serina reduce la afinidad de R

por C casi 10 veces ((RangeI-Aldao & Rosen, 1977).

Por proteólisis del extremo amino-terminal dejando esas dos argininas se produce una

subunidad R que puede unir C, pero si la proteólisis alcanza a las argininas. la R no puede

formar un complejo de alta afinidad con C; por mutagénesis dirigida se demostró que por Io

menos una de las dos argininas conservadas en la región "bisagra" es necesaria para la unión

fuerte entre R y C (Mumby et al, 1985; Buechler et al, 1993).

4-Unión de cAMP

Cada monómero de R posee dos sitios de unión de CAMP,localizados después del

sítío de dimerización y Ia región de pseudosustrato. Estos sitios son denominados sitio A y sitio

B, y son el resultado de un proceso de duplicación génica (Shabb & Corbin, 1992). Ambos

sitios tienen diferentes velocidades de intercambio de CAMP y especificidades por los

análogos de CAMP. El sitio A tiene preferencia por los análogos sustituidos en N-6 y C-6,

mientras que el sitio B tiene preferencia por los sustituidos en C-8 (Shabb & Corbin, 1992).

Estos sitios actúan de manera sinerglstica durante la activación de PKA (Daskeland 8. Zgreid,

1984). Los dominios de unión de CAMPmuestran similitud de estructura con la proteína CAP o

CRP de Eco/i (Weber et al, 1982). Cada dominio de unión de CAMPestá formado por tres

hélices o.y ocho cadenas [3,que se distribuyen espacialmente para formar un bolsillo al cual

se une el nucleótido cíclico (Figura 6).
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Figura 6- Modelo para el dominio B de unión de CAMP,basado en Ia estructura cristalina de CAP.
A la derecha están representadas las estructuras de plegamiento, a la izquierda se muestra el entorno
de unión de CAMP.están destacados la Arg333 el Glu324, y el Trp260 que está justamente en el
limite entre el dominio A y el dominio B.

Existen interacciones entre los dos sitios de unión de cAMP, que son de naturaleza

diferente en la holoenzima y en la subunidad R libre. La unión de CAMPal sitio A de la R libre,

limita la disociación del CAMP unido al sitio B y a su vez limita la entrada de CAMP al sitio B.

Estos dos efectos (disminuir la probabilidad tanto de la disociación como de la asociación de

CAMPal sitio B) se anulan uno al otro, de manera tal que en la subunidad R libre no hay un

efecto neto de la ocupancia de un sitio sobre la afinidad de cAMP en el otro (Doskeland et al,

1993)

En la holoenzima , la unión de cAMP al sitio B aumenta la afinidad del sitio A por este

nucleótido. Por lo tanto la unión a un sitio aumenta la probabilidad de unión estable del

nucleótido al otro sitio en el complejo R2C2cAMP2,y una vez que ambos sitios han sido

ocupados, la subunidad C tiene mayor probabilidad de disociarse de la R.

A continuación se presenta un detalle de las conclusiones resultantes de los estudios

de cristalización de una R mutada de mamíferos (RIM-91bovina recombinante) que llevaron a

postular a los aminoácidos indicados en cada caso como importantes para la interacción con

el CAMPo para la cooperatividad entre sitios. Cabe destacar que la única manera de obtener
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un cristal fue con CAMP unido y que en esta R mutada los primeros 21 residuos (hasta

Arg113) no presentan una estructura definida.

ANÁLISIS DEL ESTUDIO CRISTALOGRÁFICO DE R¡A1—9IUNIDAA cAMP (Su et
al, 1995)

SlTIO A SITIO B

Aminoácidos que interaccionan de manera directa con cAMPen cada sitio
(posiciones equivalentes)

G199
E200
A202
R209

Aminoácidos que contribuyen a

G323
E324
A334
R333

la estabilización dela unión del cAMP

R241 Y371
E267 E289
W260
D170
N171

Observaciones
o E 200/ 324 interacciona con el 2'-0H de la ribosa del cAMP
o AAs aromáticos se apilan con el anillo de adenina del CAMP
o R209 interacciona con el oxígeno exocíclico ecuatorial del

fosfato del CAMP
o A202 hace pte de H con este oxigeno
o L203 interactúa con L201 la cual establece relaciones de Van der Waals con la base del

cAMP

Aminoácidos con múltiples contactos

E200 E324
o 2’-OH ribosa o 2’-OH n'bosa (que interactúa también con

6323 que a su vez está estabilizada por
R333 que tiene un rol estructural

o pte H con W260 interacción con el OH-fenólico de Y371
(importante para fijar el dipolo y orientar el
momento digolar de la adenina)

o estabilizado por contactos electrostáticos o no interacciona con una R comparable
con R241

o interactúa con su propio g_rupoamida

l G199 G323 JA210 A334
R241

lo Une 5200 (sitio A) I o Une D267 (sitio B)
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En la Figura 7 se muestra Ia estructura de la RIM-91donde se pueden ubicar los
aminoácidos antes mencionados.

Figura 7- Estructura de los dominios de unión a CAMPen RIA1-91y detalle de los aminoácidos que
participan en la unión del nucleótido cíclico y en su estabilización.

Inhibid‘ortermoestable dela PK A (PKI)

Además de la inhibición reversible de la actividad catalítica de la subunidad C por R,

existe, en eucariontes superiores, una inhibición por la proteína inhibidora termoestable, PKI

(Walsh et al, 1971). Es de notar que no se ha encontrado una proteína similar en eucariontes

inferiores.

Mediante diversos abordajes se ha demostrado que este inhibidor no se une ni a la

holoenzima ni a la R libre, y que compite con ésta por la unión a C compartiendo, al menos en

parte, el mismo sitio de unión en la subunidad C. La afinidad de la subunidad R por C es de

aproximadamente 2 a 5 veces superior que la que presenta el PKIpor C, a pesar de que no se

ha hecho la comparación en idénticas condiciones. Bajo estas circunstancias sería de esperar

que a concentraciones equimolares de todos los componentes (PKI,subunidad C y monómero

de R) la subunidad C se encontrara mayoritariamente asociada a R formando holoenzima, con

ausencia o baja formación de complejo PKI-C.A pesar de las diferencias sustanciales a nivel

estructural, tanto R como PKI se unen e inactivan C por mecanismos análogos. PKI se une de

manera competitiva a C respecto de otros sustratos a través de su secuencia de

pseudosustrato (ver más adelante Fig 11).
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A pesar de haber sido identificado hace más de 20 años, su función ¡n vivo permaneció

oscura hasta hace poco tiempo en que se descubrió que juega un roI importante no solo

inhibiendo Ia actividad de C sino restringiendo su acceso al núcleo (Fantozzi et al, 1994).

Holoenzima

Composicióny características de las isoenzimas

Se asume en general que las subunidades catallticas se asocian libremente con los

homodlmeros de todas las subunidades R. Se ha descripto que PK A. (RlazCz y RlBZCZ)y PK

A" (Rlla2C2 y RlleCz) presentan distintas propiedades bioquímicas. Las holoenzimas que

poseen RIBson de 2 a 7 veces más sensibles a los nucleótidos ciclicos que las que están

formadas por Rla (Taskén et al, 1997). Estudios cinéticos empleando subunidades R humanas

recombinantes indican que las diferencias en las constantes de activación (Kact)de Rlazcz y

RIBZCZse deben a una diferencia de 2.8 veces en Ia afinidad por C, y no a diferencias en la

unión de CAMP(Taskén et al, 1997). Rlla expresada en altos niveles compite con RllB por Ia

unión de C, indicando tanto Ia posibilidad de una afinidad mayor por C como asi también de un

umbral mayor para la disociación inducida por cAMP (Otten et al, 1991).

La caracterización de una linea celular que carece de RlI reveló la presencia de una

nueva isoenzima formada por heterodlmeros Rla-RlB asociados a actividad fosfotransferasa.

Esta holoenzima eluye en la posición de la PK All en cromatografía de DEAE-celulosa. Existen

evidencias preliminares en cuanto a la heterodimerización de isoformas de Rll (Taskén et al,

1997). De esta manera se incrementa el número potencial de isoenzimas en la célula que

añaden la posibilidad de una mayor diversificación de señales mediadas por CAMP.

Expresión diferencial

Las subunidades a (Ca, Rla. Rlla ) de la PK A se expresan en casi todas las células y

tejidos (Scott, 1991). Las subunidades B (CB, RIB, RIIB)se expresan predominantemente en

cerebro y tejidos gonadales (Scott, 1991), aunque se puede demostrar que tienen un muy bajo

nivel de expresión en un amplio rango de tejidos humanos (Taskén et al, 1997). La expresión

de Cy ha sido demostrada sólo en testículo humano (Beebe et al, 1990).



Los niveles de expresión de diferentes subunidades de PK A están sujetos a regulación

por hormonas peptldicas y cAMP. asl como por glucocorticoides y vitamina D (Taskén et al,

1997). La regulación de los niveles de subunidades por hormonas que actúan a través de

cAMP puede servir como un mecanismo de sensibilización/ desensibilización del sistema

efector del cAMP. Este tipo de regulación actúa a través de alteraciones en la transcripción

génica y en la estabilidad del mRNA, como así también a través de la alteración de la

estabilidad de las subunidades R y C después de la disociación de la holoenzima provocada

por el cAMP (Taskén et al, 1997).

Activacióny reasociación dela holoenzima

Se ha estimado que el orden de la constante de afinidad entre la subunidad R y C es

del décimo de nM y se determinó que el cAMP puede cambiar el equilibrio entre R y C casi

20000 veces llevando asl el valor de la constante al orden de pM.

El cAMP disminuye la afinidad entre R y C por dos mecanismos. Por un lado se cree

que se induce un cambio conformacional que afecta a la región "bisagra", la cual ya hemos

dicho que es la principal región involucrada en la inhibición de C por R. Por otro lado se

postula que se inducirla un cambio conformacional de R que alterarla regiones de contacto

entre R y C fuera de esta región. También se propone un modelo que seria la combinación de

ambos efectos (Doskeland et al, 1993)).

Si bien el cAMP induce la disociación de la holoenzima. a concentraciones

extremadamente bajas de enzima Ia PKA se disocia en ausencia de cAMP; por el contrario, a

concentraciones muy altas de enzima, la holoenzima persiste aún a concentraciones

saturantes de cAMP (Daskeland et al, 1993).

La holoenzima de tipo I, une Mg-ATP con alta afinidad y existe en la célula como un

complejo ternario conteniendo R, C y Mg-ATP. El Mg-ATP se une 100 veces más fuerte a la

PKA que a Ia subunidad C. por lo tanto estabiliza la holoenzima. El Mg-ADP tiene una afinidad

mucho menor por la PKA que por la C, esto significa que el Mg-ADP no va a favorecer la

formación de la holoenzima. La reasociación de Ia subunidad catalltica con la subunidad

regulatoria saturada con cAMP ocurre muy lentamente en ausencia de Mg-ATP. Por lo tanto la

rápida reasociación de la subunidad catalltica con la subunidad regulatoria y Ia consecuente

liberación de cAMP necesita del complejo binario C-MgATP. En ausencia de Mg-ATP la

subunidad catalltica no asume la conformación óptima para que se produzca la liberación de

cAMP y se forme Ia holoenzima.
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Se sabe menos de la afinidad por cAMP y por Mg-ATP de la PKA tipo ll, y además la

autofosforilación hace más complicado el análisis. El cAMP cambia el equilibrio entre R" y C.

El Mg-ADP aumenta la reasociación entre P-Ru o Ruy C, lo cual sugiere que el Mg-ADP tiene

mayor afinidad por la holoenzima que por C libre. También se vio que la subunidad C tiene

disminuida la afinidad por R fosforilada, en comparación con la R no fosforilada (Rosen &

Erlichman, 1975; Hoffmann et al, 1975) y que además la forma fosforilada se disocia a una

menor concentración de cAMP que la holoenzima defosforilada (Hoffmann et al. 1975). La

defosforilación podrá ocurrir después que la holoenzima se disocia, cuando la P-Ser se hace

accesible a las fosfatasas; por lo tanto en el caso de la PKAtipo Il, en teoria, la reasociación

se verla facilitada por la participación de fosfatasas (Taylor et al, 1990).

Análisis de Ia interacción R/C

Los dos inhibidores fisiológicos de la subunidad C, el inhibidor termoestable (PKI)y la

subunidad regulatoria (R) se unen a C con alta afinidad, con valores de Kd en el rango

subnanomolar, mientras que péptidos conteniendo solo la secuencia consenso RRXS. se

unen con una afinidad en el orden micromolar. Cabe destacar que todavia no ha sido

cristalizada la holoenzima, por |o cual los detalles moleculares de la interacción R/C no se

conocen aún y los modelos postulados se basan en la informaciónobtenida por experimentos

genéticos o bioquímicos. En el apéndice final de esta Tesis se puede acceder a una

recopilación que se hizo de las conclusiones estructurales derivadas de los principales

trabajos en los que se realizaron mutaciones en las subunidades R. y R" y se estudiaron las

consecuencias en su interacción con C. En el mismo apéndice se encuentra un alineamiento

múltiplede varias secuencias de subunidades R y C clonadas. incluyendo fundamentalmente

a las de hongos, de algunos otros eucariontes inferiores como asl también secuencias de

eucariontes superiores. A continuación se resumen las observaciones y conclusiones más

importantes obtenidas respecto a la interacción de ambas subunidades.

Son muchas las evidencias que indican que la subunidad C posee regiones adicionales

de interacción con R y PKI que se ubican fuera del sitio de reconocimiento de la secuencia

consenso de sustratos (IRS).Se ha demostrado que una variante mutada de Rllde mamífero,

en la cual ambas argininas del sitio de autofosforilación fueron reemplazadas por alaninas.

sigue siendo capaz de formar un complejo estable con la subunidad C (Wang et al, 1991). Es

de notar que sustituciones equivalentes en un sustrato peptldico reducen la especificidad

(vw/Km) 1.10“veces. Estas regiones adicionales de interacción han sido denominadas “sitios

de reconocimiento periféricos" (PRS). (Figura 8).
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PRS1 es esencial para el reconocimiento del PKImientras que PRSZ es crítico para las

subunidades R. El sitio PRS1 ha sido definido en la estructura cristalina del complejo formado

por la subunidad C y el péptido inhibidor, PKI (5-24)

Figura 8-Posición delos sitios de reconocimiento periférico (PRS) en C. Estructuracristalinade la
subunidad C unida al PKI(5-24)(amarillo y a MgATP(verde). Los residuos conservados aparecen como
esferas blancas. P-Thr 197, localizada en el PRSZ está indicada en azul.

En contraste con las superficies ácidas de los sitios IRS y PRS1, la superficie de PRSZ

importante para la unión de R es muy básica, incluyendo HisB7, Lys189, Lys213, Arg194 y

LysZ17, que circundan la fosfotreonina 197 cargada negativamente en el loop de activación.

Mutaciones en esta superficie generan proteinas cuya regulación por R es defectiva, mientras

que no interfieren con la unión al PKI. Cabe destacar que los sitios correspondientes a K189,

K213 y K217 en la subunidad Tpk1 de levadura fueron identificados como importantes en la

relación R/C (Gibbs et al, 1992) , pero que mutados en la subunidad C de mamíferos solo

K213 y K217 fueron defectivos en la formación de holoenzima siendo más severa la mutación

en K213 (Gibson et al, 1997). A pesar de que estas proteínas son 40% homólogas las

interacciones moleculares precisas entre Tpk1 y ch1 en levaduras y C0Lcon R.en mamíferos,
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son evidentemente distintas. La interacción R/C en levaduras es dos órdenes de magnitud

más débil que entre las subunídades de mamíferos (Kd= 20 nM vs Kd= 0.2 nM). En el caso de

la subunidad C de levadura la afinidad por el kémptido o por un péptido derivado de un

sustrato natural [ADR1(217-234)] es 20-30 veces menor que en el caso de mamíferos (Zoller

et al, 1988; Denis et al, 1991). Otra diferencia importante entre estas subunídades es que Ia

subunidad de levadura es inhibida por PKI con baja potencia (Glass et al, 1992).

Estructura cuaternaria de la holoenzima

La mejor aproximación actual al modelo de holoenzima ha sido presentada por Zhao y

sus colegas, quienes estudiaron la estructura de C y R como componentes del dímero A“

“Ruaca murino ó A1'9°Rllade corazón bovino mediante la técnica de dispersión de neutrones

(Zhao et al, 1998). A continuación se describen las principales observaciones que se

desprenden de este estudio, que están volcadas en el modelo de la Figura 9.

Sustrato

peptídico

Figura 9-Modelode activación de la PKA teniendo en cuenta las conformaciones cerrada y abierta de
la subunidad C.

Estructura de C como componente del dímero R-C

La unión de R a C provoca los mismos cambios conformacionales en C que la unión

del péptido derivado de PKI (Olah et aI,1993; Zheng et al, 1993), esto implica que la zona del

surco entre lóbulos en C cambia de una conformación “abierta” a una “cerrada” al unir

cualquiera de sus inhibidores.

Estructura de R libre, unida a cAMPo como componente del dímero R-C

No se observaron cambios conformacionales en A1'9°Rlladespués de la adición de

cAMP. Esta R presenta una estructura más extendida al unirse a C. Esto podría esperarse si
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la secuencia pseudosustrato se extendiese de los sitios de unión a cAMPpara introducirse en
el surco catalítico de C.

Modelode estructura cuatemaria dela holoenzima

En la Figura 10 se muestra el modelo de estructura cuatemaria dela holoenzima

Los datos utilizados para armar este modelo fueron:

-modelos elipsoidales obtenidos mediante simulación por Monte Carlo de los datos obtenidos

por técnicas basadas en dispersión de neutrones

-estructuras cristalinas de A1'9‘Rla-cAMP (consideraciones: RI y Rll tienen alta homología a

partir de la secuencia consenso; en A“"RIIa la unión de cAMP no provoca cambios

conformacionales) y de C unida a PKIa-(5-24).

-para definir la correcta orientación rotacional de cada subunidad se tuvieron en cuenta los

estudios de mutaciones tanto en PK A de mamíferos como de levaduras.

-residuos importantes en la interacción R/C (numeración PKA mamíferos):

en C en R

alejados del sitio cata/¡tico

Trp196 Glu105

Thr197 Asp140
Leu198 Glu143

Lys21 3 Asp1 70

Ly5217 Lys242

Asp258

mutaciones comgensadas

Lys213 4 r Glu143
sitio cata/¡tico

HisB7 Ser99 Rla murina (mutación complem)

(Cys98 Rlla murina x homologia Ria)

Arg93,Arg94, Val97 (por homologia con Arg18,

Arg19, Ile22 en PKI)

-y por último, los aminoácidos identificados como NO involucrados en la interacción R/C, que

surgen de Gibbs et al, 1992, en levaduras.
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Figura 10- Sitios de interacción R-C, mapeo dela subunidad C. La subunidad C se presenta como
modelo CPK en verde y naranja mientras que la subunidad R aparece como modelo de cinta violeta. El
panel B muestra una vista de A rotada 180° alrededor del eje y, el panel C presenta una rotación horaria
de la imagen en A, de 90° sobre el eje x, el panel D muestra una rotación antihoraria de la imagen A, de
90° sobre su eje x. Los residuos en naranja de Ia subunidad C fueron indicados como probablemente no
involucrados en Ia interacción R-C en los estudios de barrido de mutaciones (scanning mutagénesis,
Gibbs &Zoller, 1991; Gibbs et al, 1992) llevados a cabo en la PK A de levadura. Aqui se han marcado

los residuos equivalentes en la PK A de mamíferos: Thraz, Thr37, Gin“, Lys61,6Lays63,Gln77, Lxssém,Lysas,
s ’ s105 1121Arg137' Gln176’ Gln245' Glu248, LYSZAS,Lxs254y ASIEZSS’Se y Asp264, Lys ’ Asp267’

Asn271,Val27á,Aspm, Asnm, Mea“, Alas“, Gm“, ue3 5, Asp3 6 y Glu .

Especificidad de sustrato dela PKA

La PKA fosforila muchas proteínas. Aunque los sustratos muestran poca similitud

aparente, deben tener alguna estructura en común que es reconocida por el sitio activo de la

PKA. Primero se propuso que el común denominador sería una adecuada estructura

tridimensional del sustrato (Lanagan, 1973). Pero luego Kemp (Kemp et al, 1975) estudiando

variantes de Ia B-caseína, tuvo evidencia de la importancia de la estructura primaria en la

región de la Serina fosforilable. Posteriormente se identificó a Ia piruvato quinasa como

sustrato de la PKA y finalmente que un fragmento obtenido con bromuro de cianógeno, de

esta enzima, era mejor sustrato aún que la proteina entera (Humble et al, 1975). Cuando se
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determinó la secuencia de aminoácidos de la piruvato quinasa de hígado porcino y de rata, fue

posible sintetizar péptidos que resultaron ser excelentes sustratos, con valores de Kmdel

orden de la concentración de Ia piruvato quinasa ¡n vivo. Se definió asi un heptapéptido con

una secuencia consenso que fue sintetizado por Kemp (Kemp et al, 1976), este sustrato se

denominó kemptido y ahora sirve como sustrato universal para la PKA. La secuencia de este

heptapéptido es Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly. Haciendo estudios de sustitución de

aminoácidos en el kemptido, se demostró la importancia de los residuos arginina ubicados

hacia el lado amíno de la serina fosforilable (Kemp et al, 1977). Cambios en la posición de

esas argininas ya sea ubicándolas más próximas o más lejanas de la serina aceptara de

fosfato, o la sustitución de estas argininas por lisina hacen que el péptido sea un pobre

sustrato de la PKA. Por lo tanto de esto surge que las propiedades cinéticas de sustratos

óptimos no soportan alteraciones estructurales de las proteinas sustrato.

Contactos de la enzima
(Hidrofóbicos)

P-11 P-6 P-3 P-2 P-1 P p+1

PKI (5 - 24)
(Psaudosustrato)

Kemptido
(Sustrato de PKA)

Contactos de la enzima
(electrostáticos)

Figura 11-lnteracción de PK A con el OPKIy con sustratos. Sitios aceptores hodrofóbicosestán en
amarillo y sitio aceptor ácido en lila..

Estudios de estructura cristalina de la subunidad C unida al PKI (Figura 3), apoyan la

idea que sostiene que la unión a una secuencia específica de aminoácidos es necesaria para

una interacción óptima de alta afinidad. Se demostró que la mayoría de los sitios de unión del

PKI están ubicados en el lóbulo menor de la subunidad C (Figura 3). Existen residuos ácidos
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que son importantes para hacer contactos de tipo electrostáticos con los residuos arginina del

PKl. También se identificaron interacciones no electrostáticas entre el PKI y la C. Se

determinó que residuos hidrofóbicos ubicados a ambos lados de la serina fosforilable (P+1 y

P'11) se unirían a un bolsillo ubicado en el lóbulo menor. Por inferencia se postulan estos

sitios de contacto para las proteinas sustrato (Knighton et al, 1991) (Figura 11).

De todo esto surge que hay un grupo de interacciones especificas que son esenciales

para la unión óptima de una proteina sustrato a la quinasa. Desviaciones de esa secuencia

óptima claramente afectan la posibilidad de las proteinas sustrato de interactuar con el sitio

catalltico de Ia quinasa. Sin embargo analizando los sitios de fosforilación de los sustratos

naturales de la PKA, se encuentra que muchos de estos no tienen la secuencia óptima

esperada, Arg-Arg-X-Ser.sino que presentan secuencias que difieren de ésta. En la Tabla 2

están agrupados los sustratos encontrados para PKA.Se puede apreciar que no todos poseen

la secuencia consenso Arg-Arg-X-Ser.

Sustituciones en las argininas clave por lisinas o cambios en la ubicación de estos

residuos con respecto a la serina fosforilable, dos situaciones que producen efectos drásticos

en la capacidad de un péptido de ser sustrato de PKA¡n vitro, son fenómenos comunes en los
sustratos naturales. La sustitución de un residuo hidrofóbico ubicado inmediato a la serina

fosforilable del lado carboino, es tambien pobremente tolerado en los péptidos ensayados in

vitro;sin embargo es otra variación común encontrada en los sustratos naturales.

Esta flexibilidaden la secuencia de los sustratos sugiere que éstos presentan una

amplia variedad de afinidades por la quinasa. Los sustratos de una enzima que tiene múltiples

sustratos, como es el caso de la quinasa, compiten por la interacción con la enzima; al tener

distintas afinidades por la subunidad C, y ser por lo tanto mejores o peores sustratos para la

fosforilación se puede producir un orden temporal en la fosforilación. Por lo tanto la variación

de secuencias de los sitios de fosforilación de los sustratos de PKA pueden ser la base del
orden en las fosforilaciones.

Los sustratos con diferentes secuencias que rodean el sitio de fosforilación no sólo

tendrian afinidades diferentes por la quinasa sino también podrian influir en el proceso

intrínseco de catálisis. ya que las diferencias en la unión de los sustratos podria reflejarse en

diferencias en la unión de los productos fosforilados. Esto último es un paso limitante de la

velocidad del proceso de catálisis (Adams 8. Taylor, 1993). Todo esto llevarla a diferentes

velocidades de fosforilación, lo cual seria importante en la dinámica de Ia transducción de la

señal, indicando el orden de los eventos de la fosforilación de las proteinas dentro de la célula.
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Tabla 2: Sustratos de PKAque están presentes en mayor concentración enla célula

Glucógeno sintetasa de músculo (1a)
Fosforilasa quinasa 1a

Proteina fosfatasa 1

Piruvato quinasa de higado de cerdo
CREBde cerebro de rata

Tirosina hidroxilasa de higado
Subunidad R" de PKA

Fosfolamban
Receptor de acetil colina 7
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Para considerar una proteina como sustrato de la PKA se debe cumplir que su

fosforilación ¡n vivo debe surgir en respuesta a un incremento en el cAMP, inducido por un

estimulo, y que el sitio donde se fosforila sea el mismo que se fosforila por PKA in vitro. Las

propiedades funcionales de la proteína deberán sufrir cambios que correlacionen con el grado

de fosforilación y éste debe correlacionar con el nivel celular de cAMP. Un importante indicio

de que Ia fosforilación tendria significancia fisiológica seria que la reacción de fosforilación

tuviera una Kmaparente del orden de su concentración in vivo (Krebs 8. Beavo, 1979).

Se puede afirmar entonces que varios parámetros dentro de la célula pueden afectar la

eficiencia con que las proteinas son utilizadas como sustratos de la PKA. Estos pueden ser

categorizados en tres grupos: 1) la localización celular de la quinasa relativa a la proteina

sustrato candidata. 2) las caracteristicas inherentes a la estructura de los sustratos, y 3) las

caracteristicas de las estructuras de las proteinas sustratos que son una consecuencia de
interacciones alostéricas o modificaciones covalentes.

1) La distribución celular de la PKA no es al azar. Ya han sido mencionadas

anteriormente las AKAPs, un grupo de proteinas que se encuentran asociadas a Ia subunidad

R", manteniendo la PKAen zonas subcelulares especificas. De esta manera proteinas unidas

a la PKAo cercanas a su sitio de anclaje serán blancos preferenciales para fosforilación.

Ha tomado importancia la idea del transporte de la PKA o de sus subunidades a sitios

subcelulares especificos, al comprobarse que el PKI podria actuar secuestrando C. El PKI

actuaria no sólo inhibiendo a Ia quinasa sino también intervendrla en la localización subcelular

de C en presencia de cAMP impidiendo su entrada al núcleo o favoreciendo su salida del

mismo (Fantozzi et al, 1994).

La ubicación y el transporte especifico de Ia PKA dentro de la célula pueden servir

como mecanismos para dar un cierto orden a Ia fosforilación de los sustratos.

2) Este punto ya ha sido discutido anteriormente pero podemos decir resumidamente

que la secuencia de aminoácidos que rodea a la serina blanco de fosforilación afecta su

posibilidad de ser fosforilado por Ia PKA. Esto está influido también por la estructura terciaria

de Ia proteina. El orden en que son fosforilados los sustratos de una quinasa que posee

múltiples sustratos depende en parte de la eficacia de esa proteina de ser sustrato. Asi las

proteinas se han diversificado y desarrollado para ser mejores o peores sustratos de

fosforilaciónde una determinada quinasa.

3) Una proteina tiene un potencial de ser sustrato que está determinado por la

estructura inherente de la proteina; modificaciones en la estructura de esa proteina pueden

alterar ese potencial. Modificaciones covalentes como las fosforilaciones inducen cambios

conformacionales en las proteinas, que regulan su habilidad de servir a su vez como sustrato

de fosforilación. También pueden ocurrir cambios conformacionales en las proteinas por

modificaciones no covalentes. como puede ser la interacción con moduladores alostéricos.
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De esta manera se regularla la elección de los sustratos y el orden en el cual estos

serán fosforilados por la PKA.

Control de la síntesis y de la degradación de la subunidades de PKA

Dado que las isoenzimas tiene diferentes roles biológicos es importante que Ia

concentración relativa de ellas esté regulada, Io cual es necesario para optimizar la

señalización por cAMPcuando la célula pasa de un estado fisiológico a otro.

Primero se pensaba que PKA I y PKA ll, estaban diferencialmente expresadas en los

tejidos, sin una correlación clara con la función del tejido (Corbin et al, 1975). Luego se

determinó que en tejidos sexuales dependientes de esteroides, el incremento en la expresión

de R., correlacionaba positivamente con el crecimiento inducido por Ia hormona, Io cual llevó a

la hipótesis que la PKA l era promotora de crecimiento (Russel, 1978).Una explicación mas

razonable seria que el gen de Rh responde generalmente más rápido que el gen para Ruala Ia

demanda de un incremento en Ia sintesis de R, como cuando los tejidos crecen rápidamente

en respuesta a hormonas, regeneración o realimentación (Russel, 1978; Ekanger et al, 1990).

El cAMP mismo , influye sobre la expresión de PKA. Se ha visto que el cAMP induce

Rm y Rm; en distintas lineas celulares (Gross & Rubin, 1990; Landmark et al, 1991) En

respuesta a altos niveles de CAMPpuede ocurrir una regulación negativa de la actividad de

PKA, como consecuencia de una disminución en los niveles de subunidad C,

presumiblemente por la acción de una proteasa con eficiencia particular por la subunidad C

libre (Alhanaty 8. Shaltiel, 1979). La regulación negativa de la PKA también se puede alcanzar

por un aumento en los niveles de Ia subunidad R, relativos a C (Ekanger et al, 1990; Houge et

al. 1990). Se encontró una secuencia consenso de respuesta a CAMPen el promotor de Rk, ,

que podrla explicar Ia transcripción estimulada por cAMP (Taskén et al, 1991) de esta

subunidad. Aunque se ha demostrado Ia estabilización de R. por CAMP(Jackiw & Hunzicker­

Dunn, 1992) es más común que el cAMP promueva Ia degradación de R por proteólisis

diferencial de Ia R libre después de su disociación de C (Steimberg a Agard, 1981). El cAMP

puede aumentar los mRNA de Rm, por activación transcripcional y por estabilización del

mRNA ((Taskén et al, 1991; Gross & Rubin, 1990).



Estudio del mecanismo de activación de la PKA.

Estudios de la regulación de la actividad PK A por cAMP han demostrado que la

holoenzima se disocia, usando técnicas de no-equilibrio.Sin embargo se ha planteado la duda

de si ¡n vivo la activación de la holoenzima por CAMP implica necesariamente disociación.

Existen evidencias que favorecen esta idea:

o La concentración de enzima usada en ensayos in vitro está en el orden de

subn'anomolar mientras que Ia concentración celular tipica se encuentra alrededor de

0.2-2 pM (Francis & Corbin. 1994). Esta diferencia de dos o más órdenes de magnitud

en la concentración de holoenzima afecta de igual forma la constante de activación de

la misma por cAMP. Por lo tanto. teniendo en cuenta la constante de disociación de la

holoenzima de mamíferos con cAMP unido y la concentración de PK A intracelular

(Doskeland et al. 1993), puede existir holoenzima saturada con cAMP dentro de la

célula.

o Aún in vitro se han aislado complejos temarios R2C2CAMPx(Moreno et al, 1983;

Connelly et al. 1986).

o Se ha sugerido que la PK A saturada con cAMP podria retener parte de la actividad

quinasa de la subunidad C libre en analogla con la quinasa no disociable dependiente

de cGMP (PK G), siendo posible que el complejo ternario y la subunidad C libre

tuviesen distinta especificidad de sustrato.

o Han sido presentadas por Yang et al (Yang et al, 1995) evidencias de que el cAMP

induce actividad de la holoenzima sin disociación de sus subunidades sugiriendo que

la unión del cAMP a la PK A es insuficiente para explicar su disociación ¡n vivo

De acuerdo con el modelo de activación / disociación, siempre es la subunidad C libre

la que es capaz de distinguir entre sustratos diferentes para fosforilar los adecuados. Sin

embargo, se necesitan modelos más complejos que expliquen los eventos de fosforilación

especificos que ocurren luego de la activación de un tipo de holoenzima particular. o para

explicar la variedad de respuestas que es capaz de desarrollar un mismo sistema como

consecuencia de la acción de distintas drogas que se conoce que actúan activando el mismo

camino mediado por cAMP (Cho-Chung & Clair, 1993; Walsh 8. Patten, 1994; Taskén et al,

1997)

La fuente de variabilidad para la regulación selectiva de diferentes eventos de

fosforilación mediados por PK A puede ser explicada teniendo en cuenta la afinidad de las

distintas isoenzimas de R por el cAMP y por C. la concentración de sustratos. la localización

subcelular de las diferentes ¡soformas. la interrelación con otros caminos de transducción de

señales y el reconocimiento diferencial de sustratos por parte de las distintas isoenzimas de C.
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Introducción general

Una holoenzima con CAMPunido capaz de ser activa podria añadir un nivel interesante

de diversidad para explicar el comportamiento de la PK A ¡n vivo.

El principalobjetivo de esta Tesis fue el de tratar de entender el mecanismo molecular

que lleva a la activación de la PK A in vivo,a través de dos enfoques totalmente distintos.





Objetivo- Linea 1

Línea 1: Participación del sustrato proteico en el mecanismo de
activación de la PK A.

Hipótesis

El cAMP no es el único factor necesario para la activación de PK A, in vivo;

otros componentes tales como el sustrato proteico y los policationes participan en

este proceso.

Objetivo

Estudio de la participación del sustrato proteico en el mecanismo de

activación de Ia PK A., utilizando PK A de Mucor rouxii.





Resultados -Llnea 1

Antecedentes

Quinasa de proteinas dependiente de cAMPde Mucor rouxii

La quinasa de proteinas dependiente de cAMP del hongo dimórfico Mucor

rouxii es una enzima tetramérica, R202, con un peso molecular de 240 kD; cada

subunidad C tiene un peso molecular de 40kD y cada subunidad R tiene un peso

molecular de 75 kD, siendo éste inusualmente grande entre las subunidades R de PK

A (Pastori eta/., 1985).

Se determinó la existencia de dos sitios de unión de cAMP por monómero de

subunidad regulatoria, como en la de los eucariontes superiores, existiendo

cooperatividad positiva entre ellos. También como en Ia enzima de mamíferos hay

sinergismo en Ia activación de la enzima por análogos especificos de uno y otro sitio

(Paveto et al, 1989). Se ha observado que la subunidad R de la PKA sufre

autofosforilación; esto produce una disminución en Ia interacción entre R y C,

favoreciendo el proceso de activación y disociación por cAMP (Rossi et al., 1992).

Se ha descripto que esta quinasa de proteinas presenta la propiedad inusual,

de no ser disociada por cAMP Solo (Moreno & Passeron. 1980). Por incubación de la

holoenzima con cAMP se forma un complejo temario R2C2-CAMP2(Pastori et al. 1981),

en el cual el cAMP se une sólo al sitio B (Paveto et al, 1989). ). La disociación de la

enzima se logra cuando se agrega NaCl, histona o protamina junto con el cAMP

(Moreno & Passeron. 1980; Pastori el al., 1981); es bajo esas condiciones que los

cuatro sitios de unión a cAMP se encuentran ocupados (Paveto et al., 1989). Esta

caracteristica hace que esta enzima sea un buen sistema para el estudio del

mecanismo de activación ya que la interacción entre las subunidades R y C en

presencia de cAMP se mantiene en condiciones en que otras PK As se disocian. Esta

diferencia probablemente sea debido a una mayor afinidad entre las subunidades R y
Cde M.rouxii.

Se estudió también la influencia del sustrato proteico en la disociación de la

PKA por cAMP y se observó que la activación por sustratos básicos como protamina e

histona era mayor que por el heptapéptido sintético kemptido. Se encontró además

que los policationes: polilisina, histonas y poliaminas, producen estimulación en la

activación de esta enzima por cAMP cuando se usa kemptido como sustrato. Se

postuló, a partir de estos resultados, que la presencia de dominios básicos en el

sustrato proteico o Ia presencia de poliaminas tiene gran importancia en la activación

de la quinasa de proteinas de M.rouxii (Guthmann et al, 1990) por cAMP.
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Constantes cinéticas para la fosforilación de péptidos por Ia subunidad
catalítica de Ia PK A de Mucor rouxii

Con el objeto de establecer la especificidad de sustrato para la PK A de Mucor

rouxiise determinaron los parámetros cinéticos para 16 péptidos sintéticos y protamina

usando la subunidad C libre de M.roux¡'isemipurificada. Los experimentos se llevaron

a cabo usando péptidos basados en la secuencia RRXSX, la cual es la minima

secuencia consenso requerida para una eficiente fosforilación por PK A (Kennelly &

Krebs, 1991). Algunos de estos péptidos ya han sido usados para estudiar la

especificidad de sitio de la PK A de mamíferos (DoneIIa-Deana et al. 1993).

Las constantes cinéticas para Ia fosforilación de péptidos por CMrse presentan

en la Tabla 3. Las velocidades máximas (Vmáx)están expresadas relativas a la Vmáxdel

péptido RRASVAtomada como 100%, ya que los péptidos usados han sido diseñados

para detectar aquellos cambios que modifiquen Ia eficiencia de esta secuencia

consenso básica. El cambio de serina por treonina (péptidos 1 y 13) o Ia presencia de

prolinas a ambos lados de Ia serina (péptido 11) anulan la fosforilación. El reemplazo

de la valina C-terminal por ácido glutámico (péptido 6) produce una importante

disminución en la constante de especificidad como resultado de un considerable

incremento del valor de la K"1, mientras que el reemplazo por fenilaianina (péptido 3 )

aumenta tanto la Vmáxcomo Ia Km'SÍnmodificar de esta manera la eficiencia.

La presencia de por lo menos. dos argininas adyacentes y su distancia del

residuo serina son criticos para la especificidad de la enzima. Por lo tanto, el cambio

de cualquiera de las argininas por alanina o el corrimiento de éstas un residuo más

cerca o uno más lejos de la serina anula casi por completo la fosforilación por Ia

enzima (péptidos 8 y 14).

La adición de una alanina en el residuo N-terminal del péptido RRASVAaumentó

la constante de especificidad 3 veces (péptido 2). La presencia de una arginina

adicional favorece la fosforilación. Esto puede observarse al cambiar la alanina N­

terminal del péptido ARRASVA por arginina donde la eficiencia de fosforilación

aumenta alrededor de un 50% (péptido 4 versus péptido 2). La adición de una cuarta

arginina en el extremo N-terminal (péptido 5) incrementa Ia constante de especificidad

3 veces más , como resultado de una Kmmenor y una Vmaxsuperior. El corrimiento de

las cuatro argininas consecutivas un residuo más alejado de la serina o el cambio de

éstas por 4 Iisinas afecta de manera drástica la eficiencia de fosforilación (péptidos 9 y

7).
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TABLA3- Constantes cinéticas para la fosforilación de péptidos por la subunidad
cata/¡tica dela PK A de Mucor muxii

Péptido Krn(uM) vmaf vmax/Km

1 RRASVA 4o 100 2.5

2 ARRASVA 20 150 7.5

3 RRASFA 90 180 2.6

4 RRRASVA 15 160 11.0

5 RRRRASVA 5 190 38.0

6 RRASEA 900 100 0.1

7 KKKKASVA 500 4o 0.08

a RRAASVA 1000 4o 0.04

9 RRRRAASVA 120 80 0.7

10 RRRRSVA > 500h n.d.

11 RRPSPA > 1300b n.d.

12 ARASVA > 1000” n.d.

13 RRATVA > 5000b n.d.

14 AARRSVA > 250° n.d.

15 LRRASLG 47 180 3.8
(kemptido)

16 KRRRLSSLRA 14 150 10.7
(péptido 86)

17 protamina 40 160 4.0

18 PKIMZ Ki: 150 nM

a las actividades están expresadas relativas a la obtenida con el péptido RRASVAtomado
como 100%.
blas concentraciones indicadas fueron las más altas ensayadas
° a la concentración más alta ensayada la actividad fue indetectable (n.d.)
d El valor de leo fue obtenido usando kemptido. R4 o protamina como sustrato a sus
respectivas Km
n.d.- not detectable

En general el comportamiento de CMrfrente a los distintos sustratos peptídicos

fue similar al que presenta la PK A de mamíferos (DoneIIa-Deana et al. 1993). El

requerimiento de residuos básicos cerca de la serina fosforilable, y su óptima

localización fueron casi idénticos. Las principales diferencias radican en que la enzima

de Mucor no puede utilizar los péptidos RRASFA y RRRRAASVA tan eficientemente

como la subunidad de mamíferos y en la falta de fosforilación del péptido RRATVA.El

cambio de las 4 argininas consecutivas del péptido 5 por 4 Iisinas anula

completamente la fosforilación por la subunidad de mamíferos, pero no anula la
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fosforilación por Cm, aunque Ia actividad enzimática disminuye considerablemente

(Tabla 3 y DonelIa-Deana et al, 1993).

Es de notar que Ia Kmpara el kemptido en el caso de las PK As de mamíferos es

20-30 veces menor que en el caso de Ia enzima de Mucor. Esta menor afinidad por el

kemptido parece ser una característica de enzimas de eucariontes inferiores ya que ha

sido observada con las PK As de S. cerevisiae, Trypanosoma cruzi y Candida albicans

(Denis el al, 1991; Ochatt et al, 1993; Zelada et al; 1998).

La subunidad catalítica de la PK A de Mucor fue inhibida por PKIMZ,el péptido

inhibidor más potente correspondiente a la porción activa del inhibidor termoestable de

la PK A, con un valor de Ki de 150 nM. Este péptido resultó ser cerca de 30 veces

menos potente en inhibirCMrrespecto de lo observado para la enzima de mamíferos,

como ya ha sido descripto previamente para Ia subunidad C de levadura (Glass et al,

1992)

Activación por cAMPy sustrato

Estudios preliminares hablan establecido que la Iinealidad de la actividad de la

PK A de Mucor con la concentración de enzima estaba restringida cuando se usaba

kemptido como sustrato, mientras que ésta se mantenla en un rango de concentración

mayor cuando se usaba histona o protamina en el ensayo (Guthmann et al, 1990). Nos

interesaba estudiar particularmente el comportamiento de la PK A a aquellas

concentraciones donde la diferencia entre un sustrato peptídico y una proteina básica

eran evidentes ya que interpretamos que la falta de proporcionalidad se debe a

activación incompleta. En el marco de esta Tesis se ha extendido el análisis del

mecanismo de activación de Ia PK A mediante el uso de varios sustratos peptídicos.

Se seleccionaron tres sustratos de los mostrados en Ia Tabla 3 para ser usados en

ensayos de quinasa a concentraciones variables de enzima: RRRRASVA (R4)

(péptido 5), SG (péptido 16) y kemptido (K) (péptido 15). Se usó protamina (sustrato

17) como referencia, ya que con este sustrato la enzima es capaz de desarrollar su
máxima actividad.

Para analizar la dependencia de la actividad de la holoenzima con la

concentración de enzima para los distintos sustratos. los ensayos se hicieron en

presencia de CAMP10uM en un rango de concentración de enzima de 0.2-3 nM. La

concentración de enzima se estimó teniendo en cuenta los datos de actividad ligante

de [3H]cAMPde las muestras utilizadas y la relación R/C para la enzima de Mucor

previamente reportada (Rossi & Moreno, 1994). Cada sustrato fue usado a una
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concentración de tres veces su Km, ya que ésta representa una concentración

saturante para Ia subunidad CMrlibre. Como se muestra en la Figura 12 el rango de

Iinealidad para la concentración de enzima cuando se usa protamina como sustrato

(Fig 12 inserto) es mucho mayor que en el caso de los sustratos peptldicos.
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FIgura12-Dependencladela actividad con la concentración de holoenzima y el sustrato
peptídico. Se incubaron diferentes alícuotas de PK A de Mucor parcialmente purificada ( ver
M&M) bajo las condiciones habituales de ensayo. en presencia de cAMP 10 pM. Las
concentraciones de los sustratos. correspondientes a 3 veces sus K“1fueron las siguientes:
protamina (Ó) 120 uM; péptido SG (O) 45 pM; péptido R4 (I) 15 pM; kemptido (A) 150 uM. EI
inserto muestra la actividad con protamina en el rango completo de concentración de enzima.
Se muestra un experimento tipo representativo de tres. hechos con preparaciones enzimáticas
independientes.

Para ensayar el efecto que tiene Ia variación de la concentración de cAMP sobre

la actividad de PK AMrfrente a los sustratos seleccionados se eligió una concentración

de enzima donde la falta de proporcionalidad fuese evidente con kemptido y CAMP10

PM.

La Figura 13 ilustra la activación de la holoenzima por CAMP para los cuatro

sustratos: R4, SG kemptido y protamina. Cabe recordar que los valores de Vmaxpara

estos cuatro sustratos usando C libre se encuentran dentro del mismo rango (ver

Tabla 3). La concentración de cAMP varió de 25 nM a 1 mM. La activación de la

enzima con protamina alcanzó un plateau a CAMP10 uM. La disminución de actividad

a cAMP 100pM y 1mM es aparente, debido a la inhibición competitiva del ATP por el
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cAMP en el ensayo de quinasa. Existen antecedentes de este fenómeno en otros

sistemas y evaluado con CMrlibre se vio que es independiente del sustrato.

200
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Figura 13- Dependencia de Ia activación por cAMP con el sustrato. Los ensayos para la
medición de actividad quinasa se llevaron a cabo bajo las mismas condiciones descriptas para
la Figura 1. Los símbolos son los mismos que los de la Figura 1. Este es un experimento tipo
reperesentativo usando una concentración de hoioenzima de 3 nM. Para concentraciones
mayores a 2 nM el aspecto general de las curvas es el mismo si bien los datos cuantitativos
difieren. Se muestra un experimento tipo representativo de tres, hechos con preparaciones
enzimáticas independientes.

A diferencia de lo que ocurre con protamina, Ia actividad quinasa continúa

incrementándose en el caso de los sustratos peptidícos a medida que aumenta Ia

concentración de cAMP y no llega a saturación a cAMP 1mM. A esta concentración. Ia

inhibición por CAMP, evidente con protamina, dificulta la interpretación de los

resultados ya que en el caso de los péptidos están ocurriendo dos eventos
simultáneamente: activación de Ia hoioenzima más el efecto no deseado de la

inhibición sobre la actividad catalltica; mientras que en el caso de la protamina la

activación es completa y solo se observa el efecto inhibitorio del cAMP. Como

consecuencia, y dado que en el caso de los péptidos Ia enzima está lejos de su

máxima actividad, no se puede deteminar la concentración de CAMPnecesaria para

producir 50% activación (A05)para cada péptido. Asumiendo que activación completa

implica disociación completa, la actividad máxima alcanzada con protamina

representaría la desarrollada por toda la subunidad C libre capaz de ser generada. La

Vmaxpara los cuatro sustratos es aproximadamente igual para CMrlibre (Tabla3) y Ia

inhibición por exceso de CAMPes independiente de sustrato. Por lo tanto se puede
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estimar de manera aproximada el grado de activación alcanzado con cada péptido a

CAMP 1 mM tomando como máxima la actividad obtenida con protamina a 10 pM y

una inhibición del 50 % para cAMP 1 mM. En este caso los porcentajes de actividad

alcanzados por SG, R4 y kemptido son 67%, 50% y 17%, respectivamente. Estos

valores solo son válidos para el caso particular de los datos mostrados en la figura 13,

ya que el grado de activación alcanzado es altamente dependiente de la concentración

de enzima usada, cuando se trabaja en un rango en el cual la actividad no es

proporcional a la concentración de enzima. Sin embargo, siempre se ha observado un

grado de activación diferencial frente a los tres sustratos, para concentraciones
variables de enzima.

Dependencia de Ia actividad con Ia concentración de holoenzima y el

sustrato petídico

Razonamiento: si la fosforilaciónde sustratos por la holoenzima en presencia

de cAMP refleja la actividad de la subunidad cata/¡tica libre, y la cantidad de C libre

depende solo de la concentración de CAMP,se espera que la relación de actividades

entre los diferentes sustratos sea similarala que se muestra para la subunidad C libre
enla Tabla 3.

Los datos de la Figura 14 ilustran el efecto de incrementar la concentración de

holoenzima y CAMPsobre la relación de actividades de los péptidos seleccionados,

expresadas relativas a Ia actividad con protamina.

Estas figuras se obtienen al re-graficar datos de un experimento como el

mostrado en Ia Figura 12, realizados en presencia de cAMP 10 pM (A) y 100 pM (B).

Los resultados indican que, a medida que se incrementa la concentración de enzima,

las relaciones de actividades difieren significativamente de las esperadas para la

subunidad C libre. Analizando los resultados surge que la diferencia entre sustratos se

hace más evidente cuando el grado de activación de la enzima no está tan alejada de

su máximo. Por ejemplo, en el panel A de la Figura 14, a 0.2 nM de holoenzima, se

observan diferencias en Ia actividad específica aparente de la holoenzima comparada

con la de la subunidad C libre. A mayores concentraciones de enzima la actividad

fosforilante de péptidos disminuye a medida que aumenta la concentración de enzima

casi hasta cero. Por otro lado , en el panel B, trabajando en presencia de cAMP 100

pM , la actividad especifica aparente de la holoenzima a bajas concentraciones de

enzima es similar a Ia esperada para la subunidad C libre, mientras que a 3 nM, no tan
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lejos de su activación completa, las diferencias en las actividades especificas de los

distintos péptidos se hacen más evidentes.

A 1.a

relación(péptido/protamina)

relación(péptido/protamina)

enzirra (nM)

Figura 14- Dependencla do Ia relación de actividades de los sustratos con Ia
concentración de holoenzima y el CAMP.Regráfica de los resultados de la figura 12 (A)y de
un experimento equivalente realizado a una concentración de cAMP 100 pM en el cual los
datos absolutos para la fosfon‘laciónde protamina corresponden al 90% de los observados
para CAMP 10 pM. La actividad para cada sustrato peptÍdico se expresó relativa a Ia de la
protamina, tomada como 1; las barras vacías corresponden a la relación kemptido / protamina
(K/P), las barras rayadas a la relación R4 l protamina (R4/P) y las negras a la relación SG /
protamina (SG/P).

Efecto del péptído inhibidor sobre la actividad de Ia holoenzima

Siguiendo el mismo razonamiento que el usado en los experimentos descriptos

anteriormente, se espera que si la subunídad cata/¡tica libre es la responsable de la

actividad desanollada por la preparación de holoenzima, en presencia de CAMP,

entonces la sensibilidad a la inhibiciónpor el péptido inhibidor PK/Mz debería ser la

misma que la observada para la subunídad cata/¡tica libre.
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La inhibición de la subunidad C libre por el péptido inhibidor fue independiente

del sustrato utilizado (Figura 15)

100­

50­

%actividad

pepl (uM)

Figura 15- Sensibilidad de la subunidad C libre a la inhibición por PKqu. Se ensayó la
inhibición dela actividad fosfotransferasa por PKlazz 0.1 ó 1p.M, tal como se describe en M&M,
usando los sustratos a su Km.Los datos se expresaron como el porcentaje de actividad quinasa
remanente en presencia de PKI para cada sustrato. Las barras vacías corresponden a
kemptido. las de rayado oblicuo a R4 y las de rayado horizontal a protamina.

Se midió la actividad de PK AMren presencia de PKI3.221 uM y tres sustratos

diferentes: kemptido, R4 y protamina, a sus respectivas Krn (Tabla 3). Como se

observa en la Figura 16 el grado de inhibición alcanzado al usar kemptido o R4

depende de la concentración de enzima y/o CAMP;mientras que con protamina como

sustrato, la inhibición alcanzada fue siempre igual y similar a la esperada para la
subunidad C libre.
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Figura 16- Sensibilidad dela holoenzima a la inhibición por PKIHz.Se ensayó la inhibición
de la actividad fosfotransferasa igual que en la figura 15 en presencia de PKIHZ 1p.M. Los
simbolos son los mismos que los de la Figura 15. El inserto muestra los valores de actividad en
ausencia (barras blancas) o en presencia (barras negras) de PK|3.221¡.1Mpara kemptido (K). R4
( R ) y protamina (P).

Modulación de Ia activación dela PKA por policationes

Se ha demostrado previamente que la activación de la PK AMrpor cAMP a una

concentración de enzima no lineal cuando se usa kemptido como sustrato es

estimulada por la adición de policationes (Guthmann et al 1990). En el marco de esta

Tesis se ha extendido el análisis a otros tres sustratos peptldicos: RRASVA (R2)

(péptido 1). R4 y SG. Los policationes usados fueron polilisina (1 pg / ml) y un péptido

básico derivado de la subunidad a (residuos 65-86) de la caseIna quinasa ll (CK2)

(VVVKILKPVKKKKIKREIKlLE).La concentración de holoenzima elegida para este

ensayo fue de 0.2 nM; ya que a esta concentración la holoenzima se encuentra

parcialmente activada a cAMP 0.1 pM y casi totalmente activada a 10 pM. cuando se

usa kemptido como sustrato. Los resultados se muestran en la Figura 17 donde la

relación de actividades esperadas para la subunidad C libre con los distintos sustratos

(Tabla 3) se muestra a modo de comparación.
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Figura 17- Moda/ación de la activación de la PK Apor policationes. En estos ensayos se
utilizóuna concentración de holoenzima de 0.5 nM. Los sustratos peptldicos fueron ensayados
a 3 veces sus K"1: el péptido R2 (barras cuadn‘culadas) a 120 pM. R4 (rayado oblicuo) a 15 pM
y 86 (barras negras) a 45 pM. La polilisina (pL) se usó a 10 pMy el péptido den'vado de la
caseína quinasa (CK2)a 0.3 pM.

Como se puede observar en la figura, la modulación de la activación por cAMP a

través de los policationes solo puede evidenciarse cuando la holoenzima está

parcialmente activada, como se ha descripto ya para el kemptido (Guthmann et al,

1990). El grado de activación promovido por el policatión (Fig 17, inserto) fue

dependiente del policatión en sl y del péptido usado como sustrato, siendo mayor para

R4; el efecto fue absolutamente de la presencia de CAMP.Es interesante remarcar

que la activación puede ser obtenida con un polipéptido artificial como es la polilisina y

por un péptido obtenido de una proteina naturalmente encontrada como es la caseína

quinasa 2.
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Se ha analizado la especificidad de sustrato para la subunidad C de Mucor

rouxii (Tabla3) y se ha encontrado que ésta es muy similar a Ia desarrollada por otras

subunidades C como ser las de mamíferos (DoneIIa-Deanna et al, 1993). Una

caracteristica interesante es que en general la afinidad por los sustratos peptldicos asi

como por el péptido inhibidor (Tabla 3) es mucho menor que la que poseen enzimas

de eucariontes superiores. Glass et al (Glass et al, 1992) propusieron que la base

estructural para la baja afinidad que presenta la subunidad C de levadura por sustratos

peptldicos y por el inhibidorse encuentra en la falta de dos de tres residuos ácidos que

interactúan con Arg —3de Ia serina fosforilable en los péptidos o de la alanina del sitio

pseudosustrato del inhibidor de Ia PK A. Si bien la subunidad C de M.mux¡¡no ha sido

clonada aún, podemos asumir que la razón de la baja afinidad sea la misma, ya que se

puede observar que esta caracteristica de Ia subunidad C de S.cerevísiae es

compartida por las subunidades C de eucariontes inferiores, particularmente hongos

(Blastoc/adíella emersonii, Schizosaccharomyces pombe, Ustylago maydis,

Colletotn'chum tn'folii, Dictyostelium discoideum, Aspergillus niger y Magnaporthe

grisea, Figura 18 ).

inoácidos que reconocen Arg] 8 del PK]

rosophïll
C.eleguns

C-APL-B_Flasnodiun
ncz
A.sLeishnania
DictyosteliunUstllago
TPKI
TPKJ
TPKZColletotrichun
MagnnpAspergillus
ElSSLonBlastoclndiella
DClA
KINASEconsensus

Referencia:
Ca. CB y C1 humana; Drvahih mehnosmlcr PKAC; (Drosophiln). Caenorhnbdit'u clean: (C. elcgans); Aplysia california (C-APbB); Plasmodium l‘alcipnrum
(Plsmodium). Plasmodium yoelii (P); Drosaphih melanowler DCZ (DC2) Aplysia suum (A suum). Le' hmania ', Dictyosle ¡um discoidcurn (Dictyostelium),
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Figura 18- Alineamiento de secuencias de subunidades C que incluyen a los tres residuos
ácidos que interactúan con Arg —3de la serina fosforilable en los péptidos o de Ia alanina del
sitio pseudosustrato del inhibidor de la PK A. Se puede observar que estos residuos están
conservados en todas las secuencias pertenecientes a eucariontes superiores. mientras que
por lo menos uno de ellos no se conserva en eucariontes inferiores.
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En el mismo análisis se pudo comprobar que todos los residuos restantes que

han sido descriptos como importantes para la interacción de la subunidad C con los

sustratos peptldicos o con el péptido inhibidor están conservados en todos estos

organismos (ver apéndice final).

El razonamiento que subyace en el diseño de los experimentos con holoenzima

es el siguiente: si la fosforilaciónde sustratos en presencia de cAMP es catalizada por

la subunidad C libre seria de esperar que la relación de actividades entre sustratos o la

sensibilidad a la inhibición por parte del péptido inhibidor fuesen iguales a las

registradas en presencia de C libre. Sin embargo los resultados obtenidos indican que

la actividad desarrollada por la holoenzima, la sensibilidad a la concentración de

CAMP. a la modulación por policationes y a la inhibición por el péptido inhibidor son

altamente dependientes de su concentración y del sustrato usado. Cuando la

concentración de enzima está en el orden de subnanomolar y la concentración de

cAMPes alta, la actividad desarrollada al usar una preparación de holoenzima parece

reflejar el comportamiento esperado para la subunidad C libre. Sin embargo, a

concentraciones enzimáticas superiores, en el orden de nM, y/o a concentraciones

subsaturantes de cAMP el comportamiento de la holoenzima y el de la subunidad

catalltica difieren completamente.

Dos interpretaciones no excluyentes podrian explicar estos resultados:

a solo la subunidad catalltica tiene actividad y por lo tanto activación implicaV

necesariamente disociación; de esta manera el comportamiento de

concentraciones de enzima variadas deberia explicarse en función de las

distintas cantidades de C libre producidas en cada caso;

b
V el complejo temario holoenzima-CAMPxpuede tener actividad catalltica con una

especificidad (relación VM! Km)distinta de la de la subunidad C libre. En este

caso los resultados deberian ser interpretados como la actividad desarrollada

por una combinación compleja de C libre. que sin duda puede generarse, y
holoenzima activa.

Existen resultados de la literatura y del trabajo de nuestro propio grupo que

pueden dar evidencias adicionales para sostener ambas hipótesis.

Si la primera hipótesis fuese correcta deberiamos explicar cómo se generan

diferentes cantidades de C, partiendo de la misma cantidad de holoenzima en

respuesta a la misma concentración de cAMP. Postulamos que en este caso el

sustrato participarla del proceso de disociación, contribuyendo a la disociación

conjuntamente con el CAMP.Sin embargo, los resultados observados con el péptido

inhibidorno encajan bien en esta hipótesis, ya que aún si la C libre producida fuese el

resultado de la activación de la holoenzima por cAMP y el sustrato. el porcentaje de
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actividad no inhibida deberia ser siempre la misma. Una posibilidad seria que el

péptido inhibidor también participe en el proceso de disociación , como ha sido

sugerido en el caso de una PK A de un eucariota superior (Johnson et al, 1993), en

cuyo caso la cantidad de C libre generada dependerla de la concentración de cAMP,

del sustrato y del inhibidor.

Varias razones indican que la segunda hipótesis podria también ser viable. En

primer lugar, Johnson et al (Johnson et al, 1993) han propuesto que la mejor

alternativa para explicar sus resultados de transferencia de energla generada por

resonancia de fluorescencia (técnica conocida en inglés como FRET), es que en

condiciones de equilibrio, el cAMP promueve un cambio conforrnacional en la proteina

quinasa , pero no su disociación en las subunidades libres. En segundo lugar se han

aislado o constmido algunas holoenzimas mutantes en las cuales mutaciones ya sea

en R, en C o en ambas, resultan en holoenzimas activas no disociadas (Wang et al,

1991; Gibson & Taylor, 1997). En tercer lugar la quinasa de proteinas dependiente de

cGMP, altamente homóloga a la PK A, es activada por Ia interacción con el cGMP, sin

disociación. Si la holoenzima con cAMP unido fuese activa, serla razonable pensar

que su selectividad o afinidad frente a los distintos sustratos no fuese la misma que la

que presenta la subunidad C libre, como ocurre con la protelna quinasa C, en la cual

cuando se remueve por proteólisis el dominio regulatorio, la afinidad del dominio

catalltico por los sustratos difiere del de la enzima completa (Dekker & Parker, 1994).

En el caso de la PK A de Mucor rouxii se ha demostrado la existencia de un

complejo temario cAMPszC2 , en el cual el sitio B es el que está ocupado por cAMP,

y este complejo resiste la disociación, ya que ha sido detectado por centrifugación en

gradientes de sacarosa, aún bajo la presencia continua de CAMPen el gradiente

(Pastori et al, 1981). Por lo tanto, la unión del cAMP al sitio B no es suficiente para

promover la ocupancia del sitio A, ni para disminuir la interacción entre R y C de

manera tal de promover la disociación de una concentración nM de enzima bajo

condiciones de no-equilibrio.Sin embargo, en presencia de una proteina básica, como

la histona, o alta sal (NaCl 0.5 M) PK AM,puede ser completamente disociada por el

cAMP en sus dos subunidades regulatoria y catalltica (Pastori et al, 1981). En estas

condiciones ambos sitios A y B están ocupados por cAMP (Moreno et al, 1983).

En un estudio reciente, Zhao et al ( Zhao et al, 1998) analizando datos de

dispersión de rayos-X y neutrones, demostraron que no hay cambios observables en

la holoenzima recombinante murina A“°‘Rlla.C posteriores a la adición de cAMP y

concluyeron que la unión del nucleótido no induce grandes cambios conforrnacionales

en la subunidad R sugiriendo que la activación de la PK A podria estar causada por

alteraciones relativamente sutiles en R inducidas por la unión de cAMP. En vista de
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nuestros resultados podrla ser posible que la presencia de policationes o del sustrato

en sl mismo sumados a la holoenzima ocupada pudiese promover los cambios

necesarios para activar la enzima. Dependiendo de la concentración de cAMP y de

holoenzima, del sustrato y del entorno iónico, pueden ocurrir cambios

conformacionales que resulten en situaciones que oscilan entre una holoenzima

parcialmente activada, no disociada, a una holoenzima totalmente activada y
disociada.

Una contribución interesante a esta discusión proviene de resultados de

nuestro grupo en que se ha demostrado que los análogos N°-cAMPy CB-CAMPno

difieren en su potencia de activación de PK AM, , cuando se trabaja a una

concentración subnanomolar de enzima. Sin embargo, por encima de esta

concentración, ya sea in vitro o en células permeabilizadas, la potencia relativa de los

análogos difiere ampliamente, siendo los análogos-N° mucho más potentes. Este

comportamiento ¡n vitro se correlaciona con el hecho de que in vivo los análogos-CB

no son capaces de producir efectos morfológicos sobre el hongo Mucor rouxii que sl

se producen en respuesta al agregado de otros análogos al medio de cultivo (Pereyra

et al, 1992; Pereyra, 1998).

Si bien la evidencia experimental presentada en esta Tesis no favorece

ninguna de las dos hipótesis planteadas los resultados indican claramente que a altas

concentraciones de enzima la actividad especifica aparente de la holoenzima en

presencia de CAMPdepende del sustrato. Es posible que estos resultados puedan

extenderse a las PKAs de todos los organismos, con la excepción de que la diferencia

en la actividad especifica aparente entre Ia C libre y la holoenzima con cAMP unido

deberían hacerse evidentes a distintas concentraciones de holoenzima, dependiendo

de la afinidad intrínseca entre las subunidades C y R de la enzima en cuestión. Sin

embargo, teniendo en cuenta que la concentración intracelular de la PK A es del orden

de micromolar, cercana a la del cAMP (Beavo et al, 1974) es de esperar que sea muy

significativo el efecto de la modulación de su actividad por los sustratos y por

policationes. De esta manera se añade una nueva fuente de regulación de la PK A

donde la subunidad R podria participar en la especificidad del evento de fosforilación.
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Objetivo- Llnea 2

Línea 2: Rol de la subunidad R en el mecanismo de activación de la

PKA.

Hipótesis -línea 2­

1-El ranking de los fenotipos de las mutantes bcy1 refleja el estado de

fosforilaciónde sustratos de PK A y este estado es variable, dependiendo

de un defecto progresivo en uno o más aspectos de la función de la
subunidad R.

2-Es posible la activación de la holoenzima sin disociación en presencia de

CAMP

Objetivo

Conocer las bases bioquímicas que justifiquen la reversión diferencial de los

fenotipos ra32, que presentan cepas mutantes (bcy1) en Ia subunidad R de Ia PK A

de Saccharomyces cerevisiae.
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Saccharomyces cerevisiae

La finalización del proyecto de secuenciación del genoma de S.cerevisíae ha permitido

determinar no solo el número total de genes presentes en un organismo, sino el número

exacto de genes de un tipo particular. Como consecuencia, ahora se sabe exactamente

cuantas quinasas de proteinas están codificadas por el genoma de la levadura, un número de

considerable interés dada la importancia que la fosforilación de proteinas tiene en el control

de tantos procesos celulares.

Las levaduras contienen 113 genes que codifican para quinasas de proteinas

convencionales, lo que corresponde al 2% del total de genes encontrados (Hunter, 1997). A

más del 60% de estas proteinas les ha sido adjudicada una función conocida o posible.

A pesar de que todos los organismos eucariontes poseen requerimientos similares en

cuanto a replicación del DNA, transcripción, traducción y metabolismo energético, es

razonable esperar que algunas quinasas de proteinas se encuentren solo en organismos

multicelulares funcionando en la comunicación, tanto entre células o tejidos como con el

ambiente. De esta manera no se han encontrado en levaduras tirosina quinasas verdaderas,

como tampoco protelnas relacionadas lntimamente con la quinasa dependiente de cGMP.

En Io que a la vla del cAMP se refiere un hecho significativo es que no surja del

análisis del genoma un gen que codifique para la proteina inhibidora de PK A (PKl).

Transducción de señales en levaduras

En organismos multicelulares la mayoría de los caminos de transducción de señales

son disparados por hormonas o factores de crecimiento, de manera especifica, para producir

cambios que afecten el metabolismo, la proliferación o el desarrollo de la célula blanco. En

microorganismos, en cambio, los principales agentes extracelulares que afectan estos

parámetros son los nutrientes. En determinadas circunstancias los nutrientes también pueden

disparar fenómenos regulatorios en organismos multicelulares. Un ejemplo bien conocido es el

de la liberación de insulina inducida por glucosa en las células del páncreas. También se han

descripto mensajeros extracelulares similares a hormonas que actúan en microorganismos,
como es el caso de las feromonas sexuales en levaduras.

La desventaja de los nutrientes como inductores de los caminos de señalización

intracelulares es que siempre cumplen el rol de servir como fuente de energia y/o sustrato en

adición a cualquier función regulatoria que presenten. Esto complica el análisis de su

mecanismo de acción y de los caminos de señalización asociados a sus efectos regulatorios.
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Las levaduras poseen caminos de transducción de señales similares a los observados en

mamíferos. La principal diferencia radica en la señal primaria y el blanco final, esto es el "para

que" son utilizados. EI control de nutrientes en el medio parece ser la primer fuente de

transducción de señales en la evolucióntemprana. Subsecuentemente estos caminos se han

ido duplicando y/o modificando para servir para propósitos más sofisticados, como ser

señalizar Ia presencia de feromonas, condiciones de estrés, etc. Finalmente, en organismos

multiceiuiares la principalfunción de la transducción de señales es la de la comunicación entre

células. Es por esto que se postula (Thevelein, 1994) que los bien conocidos caminos de

transducción de señales en mamíferos, mediados por hormonas o factores de crecimiento,

tienen su origen evolutivo en los caminos de señalización inducidos por nutrientes que se han

desarrollado en microorganismos primitivos con el fin de ajustar su metabolismo a

fluctuaciones en los niveles de nutrientes del medio.

Transducción de señales inducida por glucosa

La glucosa es sin dudas uno de los más prominentes mensajeros en levaduras. El

efecto que ejerce sobre las células de levadura recuerda al que ejercen las hormonas sobre

células de mamíferos, en cuanto a su efecto drástico y amplio sobre el metabolismo celular y

en cuanto al mecanismo de acción involucrado (Thevelein, 1994). La adición de glucosa o

azúcares relacionados rápidamente ferrnentables como ser manosa o fructosa, a células de

Saccharomyces cerevisiae creciendo en un medio con fuente no-fennentable de carbono,

como etanol o glicerol, o células en fase estacionaria, dispara una variedad muy amplia de

fenómenos regulatorios (Ronne, 1995). Rápidamente se activan o inactivan varias enzimas o

proteinas de transporte tanto a nivel post-traduccional como transcripcional, ya que se

reprimen o inducen diversos genes. El principal rol de los efectos regulatorios inducidos por Ia

glucosa parece que fuera el lograr que el cambio de metabolismo de la forma gluconeogénica

/ respiratoria a Ia forma fennentativa sea eficiente (Thevelein, 1994) (Figura 19). Muchos de

los genes reprimidos corresponden a enzimas involucradas en gluconeogénesis y respiración

mientras que muchos de los componentes inducidos funcionan en la glucólisis y en la
utilizaciónde carbohidratos almacenados.
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Figura 19- Metabolismos involucrados en el crecimiento gluconeogénico y en el crecimiento
fermentativo

Varios caminos de transducción de señales participan en la generación de los efectos

regulatorios inducidos por glucosa (Thevelein, 1994; Thevelein & Hohmann, 1995). El camino

de "represión por glucosa general o principal"y los caminos asociados a la actividad de PK A

son los más intensamente estudiados hasta ahora. La glucosa también estimula el recambio

de fosfatidilinositol y lo que se denomina “inactivación catabólica", que es la estimulación de

proteólisis selectiva de ciertas enzimas y transportadores. Lo que todos estos caminos tienen

en común es el requerimiento del metabolismo de glucosa.
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Camino principal de represión por glucosa

El principal efecto de este camino es el de apagar la respiración durante el crecimiento

en altos niveles de glucosa y azúcares rápidamente fermentables relacionados. Se han

identificado muchos genes que están involucrados en este camino de alguna manera. Estos

pueden ser clasificados en dos grandes tipos:

-genes requeridos para Ia represión, como por ejemplo HXK2(hexoquinasa P ll)

-genes requeridos para la de-represión, como por ejemplo CAT1/SNF1 (proteína quinasa que

inactiva el complejo de represión

En la Figura 20 se muestra un esquema simplificado de este camino.

GLUCOSA
l

: Transporte

: Fosforilación por hexoquinasa PII (HXKZ)
V

Grrl/Cat80 Hex2/Regl
l
l
l
I

l
V

CATl/SNFl (codifica para una proteína quinasa)
I

l Inactiva (directa o indirectamente)

: los complejos de represión

Mig l - Ssn6/Cyc3 - Tup l( complejo de represión)

Se une al elemento UAS de genes
blancos causando represión\

Genes blancos

Genes involucrados en la Genes involucrados en el Genes involucrados en

respiración mitooondrial metabolismo alternativo de gluooneogénesis y ciclo del
(Ciclo de Krebs y transporte de alúcares glioxalato

electrones (ej. Galactosa y maltosa)

Figura 20 - Camino pn'ncipalde represión por'glucosa

El camino de represión por glucosa controla otros caminos de inducción especifica.

Ejemplos bien conocidos son los caminos de inducción de los genes GAL por galactosa, de
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los genes MALpor maltosa y de los genes CYC involucrados en la respiración mitocondn'al,

por el oxígeno. La conexión entre el camino de represión por glucosa y los otros caminos se

da en cada caso mediante la represión de algún componente requerido para el mecanismo de

inducción, como por ejemplo la proteina Gal4 para la inducción de los genes GAL.

El cambio de metabolismo en presencia de glucosa, de gluconeogénesis y respiración a

fermentación no solo se alcanza reprimiendo genes involucrados en gluconeogénesis y

respiración sino por inducción de genes involucrados en fermentación. Varias enzimas

glicollticasson inducidas. como ser piruvato decarboxilasa, alcohol deshidrogenasa I, enolasa

ll, piruvato quinasa y 6-fosfofructo-2-quinasa.

Un esquema general de los principales puntos de regulación se muestra en la Figura 19.

Transducción de señales via PKA

Propiedades fenotípicas controladas por PKA

La depleción de CAMPo Ia inactivación de la PK A en células de S. cerevisiae provocan

un arresto de la proliferación y una entrada permanente en fase estacionaria Go. Antes de

entrar en Go , las células se arrestan en G1 , en el mismo punto al que llegan células

sometidas a ayuno de nutrientes. Esto ha llevado al desarrollo del concepto que el camino

CAMP-PKA de alguna manera señaliza la disponibilidad de nutrientes a la maquinaria del ciclo

celular. Cuando las células entran en Go adquieren las características tipicas de fase

estacionaria: fuerte acumulación de trehalosa y glucógeno; alta resistencia a condiciones de

stress; fuerte expresión de una variedad de genes controlados por elementos STRE (stress­

response element) en sus promotores y baja expresión de genes de proteinas ribosomales

(Thevelein & Winde, 1999)

Células que crecen en medios con fuentes no fermentables de carbono también

presentan de alguna manera estas caracteristicas.

Está bien aceptado el concepto de que en células creciendo en presencia de glucosa

prevalece una alta actividad de PK A, mientras que en células privadas de glucosa predomina

una baja actividad de PK A. Sin embargo ha habido una gran controversia al tratar de

establecer si esta diferencia en la actividad de PK A se debia a un aumento de cAMP

disparado por la presencia de glucosa.

Mutantes con el camino cAMP-PK A demasiado activo o con muy baja actividad

muestran defectos fenotlpicos muy severos y especificos.

Se ha observado que un camino demasiado activo causa:

o sensibilidad al shock por calor y al ayuno de nutrientes (y seguramente a condiciones de

stress en general),
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bajos niveles en la reserva de carbohidratos como son el glucógeno y la trehalosa,

dificultad para arrestar apropiadamente en fase G1 del ciclo celular en condiciones

limitantes de nutrientes,

inhabilitaciónpara crecer en fuentes no ferrnentables de carbono (glicerol,etanol, acetato)

y en fuentes de carbono débilmente fermentables como ser galactosa

falta de esporulación en células diploides

Una actividad reducida de este camino provoca:

aumento en la resistencia a condiciones de stress,

aumento de los niveles de glucógeno y trehalosa,

expresión constitutiva de genes que solo se expresan en cepas salvajes en fase

estacionaria,

esporulación de células diploides en medio rico, medio que normalmente es supresivo.

Una actividad demasiado baja (por ejemplo en cepas que carecen de subunidad C de PK

A) es letal dado que se previene la progresión a través del punto "Start" en G1 y se

produce un bloqueo en Go.

Se han propuesto dos caminos distintos para mediar los efectos transientes y sostenidos

sobre los blancos de acción de la PK A en levaduras. Un camino de respuesta rápida que

involucrarla la sintesis de cAMPpor activación de la adenilato ciclasa, a través de los sistemas

de señalización vla Ras y Gpr1-Gpa2; y un camino de mantenimiento de los efectos

asociados a la acción de PK A durante el crecimiento, denominado camino inducido por

crecimiento en medio fennentable (FGM por “Fennentable-Growth-Medium-lnduced-Pathway")

(Kraakman et al, 1999; Vanhalewyn et al, 1999). Este último camino seria dependiente de la

quinasa de proteinas Sch9, de manera independiente de CAMP (Crawels et al, 1997;

Thevelein 8. Winde, 1999).
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Señalización a través de la adenilato ciclasa

1-Camino RAS-adenilato ciclasa

2-Sistema Gpr1-Gpa2. Activación de AC inducida por glucosa.

1-Camino RAS-adenilato ciclasa

La búsqueda de homólogos de los genes ras de mamíferos en levaduras y el

aislamiento de mutantes deficientes en la síntesis de cAMP han llevado a Ia identificación del

camino RAS-adenilato ciclasa (AC) (Matsumoto et al., 1985; Tatchell, 1986, 1993; Wigler et

al., 1988; Gibbs and Marshall 1989; Broach and Deschenes, 1990). Un esquema de este

camino se muestra en la Figura 21. En S. cerevisiae, los productos de los genes RAS1 y

RA82 actúan como los equivalentes funcionales-de las proteínas Ga de mamíferos , que

ejercen su acción sobre la adenilato ciclasa. Esta última está codificada por el gen

CYR1/CDC35. Tal como ocurre con las clásicas proteínas G, las proteínas Ras son activas

cuando están unidas a GTP e inactivas cuando están unidas a GDP. La actividad GTPásica

intrínseca de las proteínas Ras en levaduras está estimulada por los productos de los genes

IRA1 e IRA2. que actúan por lo tanto como inhibidores del camino. La deleción de uno de los

genes RAS no afecta Ia viabilidad mientras que la deleción de ambos genes es letal. Se han

obtenido variantes mutadas de RAS en levaduras equivalentes a alelos oncogénicos de ras

de mamíferos (con ía misma mutación en la posición aminoacídica correspondiente). Uno de

los ejemplos mejor estudiados es RASZV‘M. Este aleío dominante tiene muy reducida su

actividad GTPásica y es insensible a la acción de las proteínas lra. Cepas que contienen este

aleío o que llevan deleciones de los genes IRA,muestran fenotipos típicos de las cepas con el

camino Ras-CAMP super-activo. El producto del gen CDC25 estimula el intercambio de GDP

por GTP en las proteínas Ras y por Io tanto actúa como un activador del camino. Tanto Ras

como Cd025 son requeridas para mantener los niveles de CAMPbasales adecuados. El

producto del gen CAP/SRV2 corresponde a una proteína bifuncional, la cual se une a la

adenilato ciclasa. La porción amino terminal parece estar involucrada en el control de la

adenilato ciclasa por las proteínas Ras de manera no clara aún, mientras que la porción C

terminal participaría en un camino totalmente diferente conectado de alguna manera en la

regulación de la formación del citoesqueleto (Thevelein, 1994).
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Figura 21- Modelo proponiendo los mecanismos por los cuales la glucosa y la acidificación intracelular
controlarlan la actividad de adenilato ciclasa.

En levaduras la función del cAMP parece ser exclusivamente la de activar la proteina

kinasa A. Esta enzima es un tetrámero formado por dos subunidades catallticas (genes TPK1,

TPK2 y TPK3) y dos subunidades regulatorias (gen BCY1/SRA1). La anulación de los tres

genes TPK es letal mientras que la falta del gen BCY1 tiene alcances severos provocando

fenotipos típicamente asociados con una alta actividad de la PK A. Los productos de los

genes TPKaparentemente se superponen en el reconocimiento de sustratos, al menos para

varios blancos, pero también son capaces de desarrollar actividades distintas (Thevelein &

Winde, 1999)

El cAMPes degradado por las fosfodiesterasas de baja y alta afinidad, codificadas por

los genes PDE1 y PDE2 respectivamente. La Kmde la enzima codificada por el gen PDE2 se

encuentra en el mismo rango que la concentración de cAMP estimada presente en el citosol.

La deleción de este gen provoca los mismos fenotipos observados en mutantes con el camino

Ras-cAMP super-activo. Un posible rol para esta enzima serla el de proteger a la célula de la
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incorporación de cAMP exógeno¿ La Kmde la fosfodiesterasa de baja afinidad codificada por

el gen PDE1 es como minimo un orden de magnitud mayor que la concentración de cAMP

citosólica y su deleción no produce los fenotipos tipicos de un camino Ras-CAMPsuper-activo.

Se conocen solo dos condiciones capaces de disparar la señalización a través de la

adenilato ciclasa en celulas en crecimiento vegetativo. la presencia de azúcares rapidamente

fermentables, como glucosa, fructosa o manosa y la acidificación intracelular. La adición de

una alta concentración de glucosa a células de S. cerevisiae desreprimidas (ya sea células

creciendo en un medio con fuente no fermentable de carbono o provenientes de fase

estacionaria) o la acidificación intracelular (tanto en células reprimidas como desreprimidas)

disparan un aumento transitorio de los niveles de cAMP, en pocos segundos, en condiciones

óptimas. En el caso de la acidificación intracelular el aumento es más pronunciado y

prolongado.

Como ha sido sugerido (Thevelein, 1994) podria ser que el principal rol de la

señalización via AC sea el de indicar a la maquinaria celular que en el medio hay niveles

adecuados de azúcar rápidamente fermentable mas que el de detectar su mera presencia.

Esta propuesta se basa en que bajas concentraciones de glucosa no activan de manera

apreciable este camino. Son necesarias concentraciones de 15-20 mMpara aumentar un 50%

la señal por CAMP(Thevelein, 1991, 1994, 1999).

El crecimiento rápido en medio rico se correlaciona con un aumento de la actividad del

camino Ras. Esta correlación parece tener un significado funcional. ya que cepas con este

camino hiperactivo, ya sea por poseer el alelo RASZV‘Mo una deleción del gen BCY1, no son

capaces de responder apropiadamente a condiciones que atenúan el crecimiento (Toda et al.

1987; Engelberg et al, 1994). Por otra parte la pérdida de la actividad Ras provoca una

disminución de los niveles de cAMP que llevan a un arresto del crecimiento al principio de G1

(Matsumoto et al, 1985; Tatchell et al, 1985; Toda et al, 1985). El arresto de crecimiento por la

ausencia de actividad Ras puede ser suprimido mediante la activación de componentes del

camino que se encuentran debajo de la acción de Ras, como ser mutaciones que inactiven

BCY1, indicando que Ia única función esencial de Ras es la de producir CAMP(Jiang et al,

1998).

Mientras que los fenotipos de mutaciones de RAS que activan o inactivan la proteina

sugieren que Ras ajusta los niveles de CAMPen respuesta a la disponibilidad de nutrientes,

controlando de esta manera las actividades metabólicas y del ciclo celular en la célula‘,otras

observaciones sugieren que este modelo simple no describe adecuadamente el rol de Raé' en
levaduras:
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-No se ha podido encontrar aún la conección entre Ras y algún tipo de maquinaria que

sense la disponibilidad de nutrientes.

-Las diferencias en los niveles de cAMPen medio rico versus medio pobre o en presencia

de alelos activantes versus salvaje de Ras son muy modestos (Nikawa et al, 1987; Russell ef

al, 1993)

-Célu|as que expresan de manera constitutiva bajos niveles de actividad PK A, muestran,

en esencia, un comportamiento normal en el patrón de crecimiento. Esto se ha observado con

cepas Tpkw.Estas cepas muestran un comportamiento fenotlpico similar al observado en una

cepa salvaje, sugiriendo que mientras las células necesitan de una actividad basal de Ras

para sobrevivir, no requerirlan de Ia señalización via Ras para ajustar el crecimiento a distintas

condiciones o en respuesta a un arresto de crecimiento (Cameron et al, 1988).

-En aparente contradicción con trabajos anteriores, se ha demostrado recientemente que

Ras no media el aumento de cAMP inducido por glucosa en células desreprimidas (ver más

adelante) (Colombo et al, 1998).

Jiang y colegas han observado que Ia señalización mediante Ras es necesaria para

retomar el crecimientodespués de una situación de ayuno, de manera 9m (Jiang ef al,

1998). Ellos observaron que en cepas incapaces de señalizar vla Ras, Ia transición de un

medio pobre a uno rico no era eficiente, se observaba un retraso. ¿Por qué la ausencia de un

incremento transiente de la actividad de PK A causa un retraso en el reinicio del crecimiento

en medio rico?

-1-Se sabe que hay toda una reconfiguración diferente, a largo plazo, del camino glicolltico

y el ciclo del ácido cítrico, alterando los niveles de expresión de ciertas enzimas.

-2- A corto plazo la reconfiguración se darla mediante regulación alostérica en puntos

tennodinámicamente sensibles del camino. Por ejemplo PFK y FBPasa, ambas fosforilables in

vivo por PK A.

Si se consideran diferentes configuraciones de enzimas metabólicas y componentes del

citoesqueleto para distintos estados semi-estables, como ser crecimiento en fuentes de

carbono no fermentables, en fuentes de carbono fermentables o durante quiescencia (fase

estacionaria o esporas), una vez que se ha establecido el patrón de expresión apropiado y la

configuración de enzimas metabólicas y la estructura celular adecuada de un determinado

estado de crecimiento, ese estado entonces se auto-sostiene. En este escenario un pico de

actividad de PK A serviría para cambiar a otro estado metabólico. Con esta perspectiva habria

que distinguir la señalización a través de RAS/cAMP para el establecimiento de un estado

metabólico particular, del rol que juegan los niveles basales de cAMP en mantener esos

estados celulares (Figura 22).
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Figura 22- Distintos roles del cAMPen la célula. Losantecedentes en este tema sugieren que niveles
pre-estimulados de CAMPmantienen funciones celulares esenciales; los niveles basales ligeramente
superiores presentes en células creciendo en glucosa serían necesarios para mantener el estado
metabólico fennentativo, y el pico transiente promueve una transición eficiente del crecimiento no
fennentativo al fermentativo.

La actividad Ras es responsable del aumento de cAMP disparado por acidificación

intracelular. Se ha observado que la acidificación intracelular aumenta la relación GTP/GDP

unido a Ras y que este efecto es independiente de Cdc25 y Sdc25 y que depende en parte de

las proteínas Ira1 e Ira2. Se postula que debe existir otro blanco de la acidificación intracelular

ya que el efecto persiste en cepas que carecen de ambos genes IRAy que posiblemente sea

la misma AC. El rol fisiológico de la estimulación de la sintesis de CAMP por la acidificación

intracelular ha sido siempre un enigma. Podria ser un enlace entre la falta de ATP y su

regeneración durante el ayuno de carbono. Bajo estas condiciones el pH intracelular baja. El

incremento en los niveles de cAMP puede provocar la movilización de hidratos de carbono

almacenados generando en consecuencia un aumento en la generación de ATP. Se sabe que

el glucógeno y Ia trehalosa son consumidos por las células de levaduras durante el ayuno, y

que la acidificación intracelular provoca la movilización de trehalosa y un aumento de la

fermentación endógena debido presumiblemente a la activación de la trehalasa inducida por

cAMP (Figura 23).
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Figura 23: Mecanismo propuesto para la estimulación de la sintesis de CAMPpor bajo pH intrracelular
en células hambreadas de fuente carbonada.

2-Sistema Gpr1-Gpa2.Activación de ACinducida por glucosa.

Se ha descripto muy recientemente un sistema de receptor acoplado a proteina G

(GPCR, de G-protein-coupled-receptor) compuesto por Gpr1 y su proteina Ga, Gpa2, capaz

de modular los niveles de CAMP,en respuesta a glucosa (Colombo et al, 1998; Kraakman et

al, 1999; Thevelein &Winde, 1999).

El gen GPR1 codifica para un receptor perteneciente a la familia de receptores con 7

dominios transmembrana que está acoplado a la proteina Gpa2. El gen GPA2 ha sido clonado

a partir de una biblioteca genómica por hibn'dizacióncon sondas de cDNAcorrespondientes a

las proteinas Gm. y Goa de cerebro de rata. A pesar de haberse obtenido evidencia que

indicaba un posible rol de esta proteina en el control de los niveles de cAMP, no se

encontraron diferencias entre la señal disparada por glucosa entre células salvajes y células

que poseen una deleción del gen GPA2 (Nakafuku et al, 1988). Recientemente se ha re­

investigado el posible rol de Gpa2 en el control de los niveles de cAMP y se ha encontrado
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que es Ia encargada de mediar Ia señal entre la glucosa y la adenilato ciclasa (Colombo et al,

1998). A diferencia de los estudios anteriores Colombo y sus colegas evitaron la interferencia

del efecto fuertemente estimulante que tiene el bajo pH intracelular en la sintesis de cAMP.

Se sabe que la adición de glucosa a células de levaduras desrepn'midas provoca

también de manera transitoria acidificación intracelular. El efecto sobre el pH intracelular

inducido por glucosa puede anularse mediante la adición de NH4Cla alto pH extracelular o el

agregado previo de una pequeña cantidad de glucosa. la cual produce un aumento en los

niveles de ATP y en el pH intracelular pero no dispara el pico de CAMP(Colombo et al, 1998).

Trabajando en estas condiciones se observó que en ausencia del gen GPA2 se elimina

completamente la señal de cAMPinducida por glucosa.

Estos resultados vuelven a ubicar a la adenilato ciclasa de levadura dentro de los

conceptos clásicos establecidos para la regulación de adenilato ciclasas de mamíferos por

sistemas GPCR. Durante muchos años se responsabilizó a la actividad Ras de este efecto

sobre la actividad AC, por lo cual estos hallazgos obligan a replantear el verdadero rol del

control de la AC dependiente de Ras.

Observaciones sobre Ras y Gpa2

-Ras2 y Gpa2 serian parcialmente redundantes.

-Ras1 y RasZ pueden compensar la falta de Gpa2. pero no al revés.

-Mutantes defectivas en solo uno de los dos genes no presentan defectos de crecimiento,

pero las doble mutantes ras gpaZ crecen muy lentamente en medio rico (Kübler et al, 1997;

Xue et al, 1998). Este defecto puede ser suprimido por el agregado de cAMP exógeno o

mutaciones en el gen PDE2 (Kübler et al, 1997; Xue et al, 1998)

-El efecto de la deleción de Gpa2 sobre los blancos de PK A está confinado al periodo de

transición de crecimiento en glucosa. Las fluctuaciones generales en las caracteristicas

controladas por PK A durante el crecimiento diauxico no se ven afectados (Colombo ef al.

1998).

-Se ha propuesto que el sistema Cdc25-Ras no solo mantendría los niveles basales de

actividad adenilato ciclasa sino que seria responsable de la localización de AC en la

membrana plasmática, para una interacción óptima con el sistema Gpr1-Gpa2 (Thevelein 8.

Winde, 1999).

-En S. cerevisiae la capacidad de sintetizar cAMP es muy alta. La adición de glucosa y la

acidificación intracelular producen un aumento muy importante de los niveles de CAMPen
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segundos. Tal vez la asociación de Ras aumenta la capacidad de respuesta de AC

frente a la estimulación de su actividad por Gpa2.

-Por otra parte mutantes con el camino de cAMPsuper activo mueren rápidamente

en fase estacionaria y son incapaces de crecer sobre fuentes no fermentables de

carbono (Thevelein, 1992, 1994. Tatchell, 1993). Por lo tanto parece ser esencial

para las levaduras poder restringir y controlar la alta capacidad de la adenilato

ciclasa precisamente en estas condiciones.

Sustratos de PKAen S cerevisiae

Algunos sustratos proteicos de las subunidades catallticas han sido

inequívocamente identificados. Estos incluyen, en particular, enzimas del

metabolismo de carbohidratos y de lípidos: trehalasa, glucógeno sintasa, glucógeno

fosforilasa, fosfofructokinasa 2, fructosa-1,6-bifosfatasa, isocitrato Iiasa,

fosfatidilserina sintasa y fosfatidato fosfatasa. El control post-traduccional de

enzimas del metabolismo de carbohidratos de reserva (en adición con el control a

nivel transcripcional, ver más adelante) puede explicar el fuerte efecto que tiene la

PK A sobre los niveles de trehalosa y glucógeno. Recientemente se han identificado

nuevos sustratos que juegan roles regulatorios por debajo de la acción de la PK A

(Figura 24) como ser los factores de transcripción Msn2 y Msn4 que median en parte

la regulación de la expresión de genes controlados por elementos STRE (Smith et al,

1998). La localización subcelular de estos factores está modulada por la actividad de

PK A (Gdrner et al, 1998). La proteina quinasa Rirn 15 también ha sido identificada

como blanco de PK A, que actúa como activador de la expresión genes controlados

por elementos STRE ante Ia entrada en fase estacionaria.

Otra proteina que debe funcionar por debajo de la PK A es Sok2. El gen SOK2

fue aislado como un supresor'de la deficiencia de actividad PK A (Ward et al, 1995).

La posición precisa de Sok2 debajo de la PK A y en particular respecto de Msn2,

Msn4 y Rim 15 aún no ha podido ser determinada.

El factor de transcripción Adr1 ha probado ser sustrato de la PK A in vitro,

aunque no está claro el rol que esta fosforilación pudiera tener in vivo (Dombek et al,

1993).
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Figura 24- Sustratos-blanco en el camino de transducción por cAMP-PKA

Las subunidades catallticas ejercen un fuerte control negativo (retroalimentación

negativa) sobre la sintesis de CAMP,dado que cepas con baja actividad de PK A (tpk2Atpk3A

tpk1wdel inglés “weakened”) son capaces de sintetizar 100-1000 veces más cAMP respecto

de la condición salvaje (Nikawa et al, 1987). Han sido varios los blancos postulados para este

mecanismo de control negativo: Cdc25 (Munder 8. Küntzel, 1989), Ras (Resnick & Racker,

1988), Ira (Tanaka et al. 1989, 1990) y la misma adenilato ciclasa (De Vendittis et al, 1986).

Evidencias recientes indican que el control negativo no actúa, aparentemente, mediante algún

mecanismo que afecte la relación GTP/GDP en la proteina Ras (Colombo et 8/.1998). La

bajada rápida del pico de cAMPinducido por glucosa en células desreprimidas es consistente

con la idea de la activación de la actividad fosfodiesterasa inducida por PK A. Varias

evidencias llevaron a postular este mecanismo. A diferencia de una cepa Rasw"19, una cepa
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Ras"‘”° pde1A pde2A posee altísimos niveles de cAMP. Esto indica que las

fosfodiesterasas previenen la hiperacumulación de cAMP en la cepa Ras""'19.Sin

embargo en una cepa con actividadde PKA reducida las fosfodiesterasas no parecen

ser capaces de evitarla. Estos resultados son coherentes con la estimulación de la

actividad fosfodiesterasa por PK A. La proteina Pde1, antes mencionada ha sido

postulada como blanco de fosforilación por PK A para lograr mantener bajos los

niveles de cAMP. Se ha encontrado recientemente que la deleción de PDE1, y no de

PDE2, provoca una hiperacumulación de cAMP como respuesta a la adición de

glucosa o a la acidificación intracelular (Ma et al, 1999). La sobreexpresión de PDE1. y

no de PDE2, anula el incremento de CAMP registrado en las condiciones antes

mencionadas. Estos resultados indicarlan que Pde1, y no Pde2, ejerce un rol

especifico en el control de la inducción dela señalización por cAMPcomo resultado de

la acción de la glucosa o la acidificación intracelular. Por otra parte existen evidencias

que indicarlan que Pde2, y no Pde1, seria la responsable de controlar los niveles

basales de CAMP durante el crecimiento. La eliminación de un sitio putativo de

fosforilación por PK A (Ser 252 -por Ala) en Pde1 resultó en un alelo que parecia tener

disminuida su actividad ¡n vivo. Aparentemente Ia fosforilación de Pde1 no cambia su

actividad intrínseca o su afinidad por el cAMP, in vitro, pero parece ser importante ¡n

vivo para la interacción proteina-proteina o para dirigirla a alguna localización

subcelular especifica.

Una vez que la célula llega al estado de estar reprimida por glucosa mediante el

"camino principal de represión por glucosa", el sistema sensor de azúcar de los

caminos que activan AC es apagado (se postula que es reprimido por glucosa) y un

nuevo camino, el camino inducido por crecimiento en medio ferrnentable (FGM del

inglés “F ‘ “ Growth“ " ' 4 J Pathnaf) funciona dándole a las
células las mismas caracteristicas de células con altos niveles de cAMP.
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Transducción de señales inducida por combinación de nutrientes: el camino

inducido por crecimiento en medio fermentable (FGM)

Cuando se someten células de levaduras a ayuno de nitrógeno, fosfato, sulfato o

cualquier otro nutriente esencial, en un medio conteniendo glucosa. éstas se arrestan en fase

G1 del ciclo celular y entran en el estado llamado Go . La entrada en Go está asociada con la

acumulación de glucógeno y trehalosa. represión de genes de proteinas ribosomales,

inducción de genes de proteinas heat shock como SSA3 (que codifica para una Hsp70) y de

otros genes como ser CTT1, que codifica para la catalasa. La re-adición del nutriente del cual

la célula fue privada va a inducir el crecimiento y al mismo tiempo, la pérdida rápida de las

caracteristicas típicas de fase estacionaria. Un ejemplo muy estudiado es el de la rápida

activación de la trehalasa frente al agregado de nitrógeno, fosfato o sulfato a un medio

carente del correspondiente compuesto conteniendo glucosa. Cabe destacar que esta

activación es estrictamente dependiente de la presencia de glucosa (Thevelein, 1994).

Thevelein ha propuesto un nuevo camino de transducción de señales que solo seria activado

por una combinación de glucosa y todos los otros nutrientes esenciales para el crecimiento.

Como resultado de este camino finalmente se activarlan las subunidades catallticas de la PK

A de manera independiente de cAMP (Thevelein 1994, Thevelein & Winde, 1999). Hasta el

momento los componentes identificados como necesarios para mediar la señalización del

camino FGM son los productos de los genes TPK y SCH9. Este último codifica para una

proteina kinasa funcional y estructuralmente relacionada con la subunidad C de la PK A. De

estudios recientes en cepas que llevan una deleción del gen SCH9 se encontró que este gen

serla el blanco del camino FGM, mas que la subunidad C de la PK A en sl (Crauwels et al.

1997). Por otra parte se demostró que no participa de la activación del camino Ras-AC.

Un resumen de los caminos descriptos se muestra en la Tabla 4 y en la Figura 25.
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Tabla 4
WWW

Camino de Camino de FGM
represión por señalización vía

glucosa adenilato ciclasa
disparador glucosa (yazúcares glucosa (yazúcares glucosa (y azúcares
fisiológico rápidamente rápidamente rápidamente

fermentables) fermentables) fermentables) +
acidificación todos los otros
intracelular componentes

requeridos para el
crecimiento

requerimientode sl (porka2) si (porka1, ka2 o no
fosforilaciónde le1)

glucosa
efecto de nitrógeno ninguno ninguno activa en presencia

de glucosa
blanco primario Cat1/Snf1 Subunidad R de la SCH9

Subunidad C de PK
7

blancos Complejode trehalasa. glucógeno Los mismos blancos
secundafios transcripción Mig1­ sintasa, glucógeno de los caminos

Ssn6/CycB-Tup1que fosforilasa. dependientes de
controla la expresión fosfofructokinasa 2, CAMP

de genes fructosa-1,6­
involucrados en bifosfatasa, isocitrato

respiración líasa, fosfatidilsen‘na
mitocondrial, sintasa y fosfatidato

gluconeogénesis, fosfatasa. Rim15,
ciclo del glioxalato y Pde1.

metabolismo de Factores de
sustratos alternativos transcripción como

ser Msn2, Msn4. que
activan Ia expresión

de genes bajo el
control de STRE
como ser CTT1,

SSA3, UBI4,y Adr1.
regulación posible si no sl

en ausencia del gen
BCY1

duración del efecto permanente transiente (solo permanente
de la señal (mientras el cuando las células (mientras el

disparador fisiológico
se encuentre

presente)

no se encuentran
reprimidas por

glucosa)

disparador fisiológico
se encuentre

presente)
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Glucosa
+

Medio de crecimiento completo

J\©
f_/1

Fosforilación

dcglucosa\
7 \

a Adcnilatociclasa
M CAMP 7

6/
m-lZH-mZ>W-l

>U-IZIH-lm0m

\
Proteina quinasa Sch9

I’rolcfnn quinasa A

Contenido de trehalosa

Contenido de glucógeno
Resistencia al estrés

Acidificadón intracelular Expresión de genes controlados por STRE
crecimiento

Figura 25- Modelo de las dos vias responsables del control por glucosa de los sustratos-blanco de la
PKA

Localización subcelular de la PKA de S. cerevísiae

En S. cerevisiae la PK A parece estar localizada via su subunidad R (ch1p). En células

creciendo en fase exponencial, ch1p es nuclear, en células creciendo en un medio con

fuente no fermentable de carbono se encuentra parcialmente localizada fuera del núcleo y

predomina su localización citoplasmática en fase estacionaria (Gómer ef al, 1999). La

subunidad C Tpk1p exhibe una distribución celular similar, Io cual es consistente con la

propuesta de que ch1p actúa como un componente de anclaje de Ia PK A controlando su

localización. Sin embargo Tpk1p se deslocaliza frente a un aumento intracelular de cAMP.

Parece no haber un factor similar al PKI en levadura, y en concordancia la subunidad C es

más probable que difunda de manera pasiva fuera del núcleo más que sea translocada por

transporte activo. La localización de ch1p está regulada por su extremo N-terminal.
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La principal ventaja de tener predominantemente anclada a la PK A en el núcleo en

células creciendo rápidamente, con un ciclo mitótico mas bien corto, seria la de estar lista para

regular blancos nucleares cuando la quinasa es activada por cAMPsin la necesidad de que la

proteina tenga primero que difundir al núcleo. Esto puede conferirle una importante ventaja

selectiva a S.cerew'siae. particularmente en el control del crecimiento celular bajo condiciones

cambiantes de disponibilidad de nutrientes. Esto puede ser ilustrado por la observación de

que la deslocalización de ch1p retrasa el reiniciodel crecimiento desde fase estacionaria de

células tipo-Goal agregarles medio fresco.
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ANTECEDENTES

Reversión de fenotipos rasz por mutaciones en el gen BCY1

Como se ha mencionado anteriormente, cepas con el camino cAMP-PKA poco

activo desarrollan fenotipos característicos. El caso de las cepas que tienen anulado

uno de los genes RAS es un ejemplo. Las mutantes rasZ::LEU2 son viables aunque no

pueden crecer sobre fuentes no ferrnentables de carbono, hiperacumulan glucógeno,

las células diploides esporulan en medio rico (que normalmente es supresivo para

células salvajes) y expresan de manera constitutiva genes de proteinas heat shock

(Tatchell, 1986; Thevelein, 1992).

Los niveles del mRNAde RAS1 son sensibles a la fuente de carbono, cayendo

a niveles muy bajos en medios conteniendo acetato o etanol (Brevan'o et al, 1986). Por

lo tanto cepas que no poseen el gen RA82 son incapaces de crecer sobre este tipo de

fuente de carbono dado que presentan una deficiencia en los productos de los genes

RAS con una disminución concomitante de Ia actividad de adenilato ciclasa.

Supresores de este defecto de crecimiento pueden funcionar tanto por incrementar la

expresión de RAS1 en un medio conteniendo fuente de carbono no fermentable o por

reducir los requerimientos por RAS. Mediante selección de células rasZ::LEU2 capaces

de crecer en fuentes no ferrnentables de carbono se aislaron revertantes espontáneas

de ras2::LEU2 pertenecientes a cinco grupos de complementación distintos (Cannon et

al, 1990). Varios de estos grupos correspondían a mutaciones de proteinas del camino

cAMP-PKA. Estos grupos fueron designados SRA (por gupresor de MS). Uno de

ellos correspondía a mutaciones del gen BCY1 , al cual se lo llamó sra1 (Cannon et al,

1990). Un análisis de secuencia reveló que las mutaciones bcy1 estaban localizadas en

los dominios de unión al CAMPA y B y en el sitio de autofosforílación (Figura 26, Tabla

5). El grupo sra1 fue el que mostraba el mayor rango de fenotipos distintos. Muchos

aspectos del metabolismo se encontraban afectados incluyendo acumulación de

glucógeno, capacidad para esporular y capacidad de sobrevivir a condiciones de

ayuno. Ninguna mutante mostraba el fenotipo de la cepa bcy1 nula. En otras palabras.

las distintas mutantes bcy1 revertlan de manera diferencial los fenotipos asociados a

rasZ::LEU2, dependiendo de cual fuese la mutación en el gen de la subunidad R de la

PK A. De esta manera las cepas bcy1 pueden ser ordenadas en grupos de severidad

creciente de acuerdo a Ia cantidad de aspectos fisiológicos afectados (Tabla 6).
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bcy1-l4
bcy1-15
bcyl-G
bcyl-12
bcyl-l6
BCY

bcy1-14
bcy1-15
bcy1-6
bcy1-12
bcy1-16
BCY

bcyl-l4
bcyl-15
bcy1-6
bcyl-12
bcyl-16
BCY

bcyl-l4
bcy1-15
bcyl-6
bcyl-12
bcyl-16
BCY

bcy1-14
bcy1-15

bcy1-l4
bcy1-15
bcyl-6
bcyl-12
bcyl-lG
BCY

bcyl-14
bcy1-15
bcyl-6
bcyl-lZ
bcyl-16
BCY

bcyl-l4
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416

Figura 26- Alineamiento mutantes bcy1. Todas las van'antes bcy1 están alineadas desde el
aminoácido 120. Se presentan las mutaciones en fucsia, la secuencia de autafosforilación en
aman'llo, el sitio A en verde y el sitio B en celeste.
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—Tabla5-Mutaciones en las variantes bcy1

Cambio en la Cambio
Alelobcyl nucleótido isecuencia aminoacndico

6 679 G a T 6227 / C

12 1102 G a T E368 / Stop (ocre)

13 1034 GaC G345/A

14 850-892 deleción en marco deleción (6284-L297)

15 425 G a T R142 / M

16 1032 C a A Y344 / stop (ocre)

-Tab|a 6-Ranking de fenotipos bcy-1.

Genotipos relevantes acumulación de tolerancia al Crecimiento en YPEG
4 glucógeno ayuno a 37°C a 30°C
BCY1 ra52::LEU2 +++ + - ­
bcy1-6 ra82::LEU2 +++ + + +
bcy1- 15 rasZ::LEU2 + + + +
bcy1-16 ras2::LE U2 :l:(37°C) i + +
bcy1-12 ra32::LEU2 - :l: + +
bcy1- 13 ra52::LE U2 - - - +
bcy1-14 ¡232: :LEU2 - - - +
Abcy1 - - - ­

Todas las mutantes son recesivas, excepto bcy1-15, y epistáticas para ras.

Estrategia general de la línea 2

Se han propuesto varias hipótesis (Cannon et al, 1986) para explicar la supresión

diferencial de fenotipos rasZ::LEU2de las cepas bcy1 :

1. sobreexpresión diferencial de C o disminución en los niveles de R de manera de

modificar la relación R/C;

N . incremento diferencial de la afinidad de las R mutadas por el cAMP, que llevaría a la

activación de la holoenzima a las bajas concentraciones de cAMP presentes en

estas células con un fondo rasZ::LEU2;

9’ las mutaciones bcy1 afectan la estructura terciaria de R de manera tal que

reproducen parcialmente los cambios conformacionales promovidos por cAMPen la

R salvaje , provocando una disminución diferencial de la afinidad de las R mutadas

por C. En esta última hipótesis la naturaleza del sustrato proteico podría estar

involucrado en el proceso de activación
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El estudio de estas mutantes nos pareció sumamente interesante, dado que al

ser la subunidad R la responsable de las diferencias fenotlpicas graduales entre ellas.

implicaba necesariamente diferencias en el mecanismo de activación en cada caso, in

vivo. Las cepas utilizadas fueron gentilmente cedidas por el Dr. K Tatchell, de la North

Carolina State University.

Para analizar la hipótesis 1 se midieron niveles totales delas subunidades C y R

en cada una de la cepas mutantes bcy1 rasZ asi como también la dependencia de sus

holoenzimas con el cAMP.Se presentan en este punto consideraciones metodológicas

importantes para el análisis de los resultados y el peso de las conclusiones.

Para estudiar el efecto que produce la variación de los niveles de cAMP ¡n vivo,

se analizaron los fenotipos de las mutantes bcy1 en un fondo genético normal (RAS2)

que implica un aumento de los niveles de cAMP intracelulares, y por otra parte los

fenotipos de las mutantes bcy1 rasz sobreexpresando la fosfodiesterasa de alta

afinidad Pde2, donde se espera una disminuciónde estos niveles. de por sl bajos.

En busca de una caracterización más profunda de estas holoenzimas mutadas

se seleccionaron dos (de severidad intermedia y fuerte) y se sobreexpresaron en las

correspondientes cepas bcy1 RASZ Apep4 construidas para tal fin. Se confirmó la

sobreexpresión de las distintas variantes alélicas de R por distintas técnicas y se

analizó el efecto que ésta ejerce en el comportamiento fenotlpico de las

transformantes. También se analizó el efecto que produce el aumento de la relación

R/C en cada caso particular.

Por último se puso a punto un protocolo de semipurificación y se hizo una

caracterización bioquímica preliminar de la subunidad R salvaje de S.oerevisiae y de

las variantes mutadas bcy1-16 y bcy1-14.

Las estrategias llevadas a cabo para el desarrollo de cada una de las

construcciones utilizadas en esta sección, asi como también el de cepas pertinentes

para la transformación con dichas construcciones se encuentran detallados en la
Sección ll de M & M.
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CONSIDERACIONES METODOLOGICAS

Se utilizaron los siguientes abordajes para la puesta a punto de mediciones

bioqulmicas:

(Zlïl.IIMSEXTRACTOS
CRl ¡DOS l‘lÉRMHADAS

levaduras ODGOO=0.5 levaduras ODGOO=0.5 (2ml)

perlas de vidrio + buffer extracción

resuspensión en l ml
buffer de permeación

+ 150 pl sn EtOH : tolueno3x3 min. vortex 1x3 min. vonex

(4 : 1)
(90% ruptura) (50% ruptura)

decantación 5' “mex
perlas de vidrio

3' a 2000g
extracto crudo extracto crudo Ylavado

total +células enteras

3' a 2000g

3' a 2000 g extracto crudo
so|uble resuspensión en 0.2 ml

de buffer de penneación

extracto crudo fresco
soluble

«w l
-ensayo PK A/ R -ensayo PK A/ R -ensayo PK A/ R inmediato
-cuantificación -cuantificación -cuantificación

proteica proteica proteica
A B C

Los resultados obtenidos con cada uno de los tres métodos (A, B y C) se resumen en

los siguientes cuadros:
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ENSAYO PK A

OBSERVACIONES A posibles causas

dependencia con CAMP

Pérdida en A y B por:
o proteólisis parcial de R
o alta dilución de PK A en el

ensayo

disociaciónespontánea

o presencia de altas
concentraciones de cAMPen el
extracto

(tratamiento de las muestras con
carbón activado no modifica los

resultados)
baja

actividad

>A JII (D

Baja actividad en A por:
o proteólisis
o desnaturalización mecánica

ENSAYO UNION A cAMP (R)

OBSERVACIONES A posibles causas
wt +
rasZ +
bcy1-15 +
resto:
indetectable

unión a CAMP

todas +
ras2 >A
wt y bcy1-15
idem A

indetectable
Falta de detección
en permeadas:
la concentración
efectiva de CAMP
en las células
sería muy inferior
a lo puesto.
en A
por baja
concentración de
CAMP y baja
cantidad de
proteína
ensayada.

concentración de
cAMP

0.3y1,uM 1y3,uM 3pM

pg de proteína soluble 20 y 40
ensayados

40y80 20y40

A continuación se analizan las ventajas y desventajas que presenta cada una de estas

metodologías, en base a los resultados obtenidos:
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VENTAJAS DESVENTAJAS

A t ruptura total t disminución actividad R y C
por proteólisis o desnaturalización
mecánica
t no hay dependencia con cAMP
t extracto con elado

ruptura parcial
no hay dependencia con cAMP

UJ o aumenta actividad por tratamiento
menos agresivo que A
se mide actividad total de C
se evita posible destrucción por

'I Ir!

'I

congelamiento
C t refleja interacciones intracelulares in t no se garantiza la medición de

vivo actividad total (ej: interacción con
t tratamiento suave inhibidores)

se observa dependencia con cAMP t se necesitan altas concentraciones
de [3H]cAMPen la mezcla de
incubación para llegar a niveles
saturantes por célula (ensayo unión
cAMP).y este compuesto tiene un
alto costo.

4|

De acuerdo a lo mostrado en esta tabla se tomará:

-método B para medir niveles de PK A

-método B para medir niveles de R

-mótodo C para medirgrado de activación de PK A
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RESULTADOS

Niveles totales de C y R en las mutantes bcy1 rasz

De acuerdo a Io discutido anteriormente, las actividades de C y R fueron

medidas en extractos crudos de seis cepas bcy1 ras2:.'LEU2y en la cepa salvaje con la

intención de estimar Ia relación R/C (Tabla 7).

Los niveles de C fueron estimados por la medición de actividad quinasa dependiente de

kemptido en presencia de CAMP.Para asegurar que la cinética del ensayo de PK A

fuera lineal, se tuvieron que utilizaraltas diluciones de enzima. Cabe destacar en este

punto que como se ha mencionado anteriormente la afinidad de Ia interacción RIC en

levaduras es mucho menor que en las enzimas de eucariontes superiores. Habiéndose

determinado un lC5ode 40 nM para la inhibición de C por R de S.cerevis¡ae (Kuret et al,

1988) es de esperar que en las condiciones de ensayo, donde se estima una

concentración subnanomolar de enzima, ésta se encuentre disociada de manera

espontánea y resulte independiente de la activación por CAMP.

Tabla 7. Niveles de subunidades de la PK A. Los niveles de R y C fueron medidos en
alicuotas de células en crecimiento exponencial. Los valores representan las medias i
SD de extractos separados. Los valores para la cepa salvaje de actividad C (0.25
U/mg), de unión de CAMPa R (10 pmoles/mg) y la relación R/C (40 pmoles/ U) fueron
tomados como 1. Los demás valores son relativos a los de la cepa wt. Los valores
entre paréntesis corresponden al total de sitios putativos de unión de cAMP en las
mutantes que tienen solo un sitio.

Cepa actividad relativa de C actividad relativa de unión relación R/C relativa

de CAMP a R

salvaje (wt) 1 1 1

rasZ 1.9 :i:0.2 2.1 :t 0.2 1.1

bcy1-6 1.5 :l:0.2 0.5 :t 0.1 0.3

bcy1-15 0.7 :t 0.1 0.9 :t:0.1 1.2

bcy1-16 0.7 :l:0.1 0.5 (1) :t 0.1 1.4‘a

bcy1-12 0.7 :l:0.1 0.35 (0.7) i 0.1 1.0"

bcy1-13 0.61 0.1 0810.1 1.3

bcy1-14 0.7-.tO.1 1.4i0.1 2

° relaciones R/C relativas calculadas teniendo en cuenta los sitios de unión de CAMP

putativos.

De los datos de la Tabla 7, donde la actividad especifica de C para cada cepa

está expresada como valor relativo, se puede observar que los niveles de C para las

mutantes bcy1 oscilaron entre 0.6 a 1.9 veces el valor de la cepa wt. Las actividades
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detectadas fueron absolutamente dependientes de la adición de kemptido, lo que

sugiere que la actividad medida corresponde a la actividad de PK A. Las únicas cepas

que mostraron una actividad mayor a la de la wt fueron la cepa parental ¡332 y la cepa

bcy1-6.

Los niveles de R fueron estimados por el ensayo de unión a [3H]cAMP,según se

describe en Materiales y Métodos . La capacidad de unión para la cepa wt. parental y

bcy1-15 alcanzó la saturación a 0.3].1M,mientras que para las otras cepas bcy1 la unión

de cAMP se fue incrementado en el rango 0.3-3 ¡4Msin llegar a la saturaciónPor lo

tanto 3 pM fue la concentración elegida para medir la capacidad de unión de [3H]cAMP

de las diferentes cepas, aunque en muchas de ellas la capacidad esté subestimada. En

la Tabla 7 se muestran las cantidades relativas de cAMP unido de manera especifica a

cAMP 3 pM.

Para obtener un dato más preciso de los niveles de R en las cepas bcy1-16 y

bcy1-12 se duplicaron los valores de actividades obtenidos ya que las mutaciones

correspondientes indican la pérdida del sitio B de unión a cAMP. Dado que las

actividades de R en las mutantes estarian subestimadas. también lo estarian las

relaciones R/C. Sin embargo, excepto para la mutante bcy1-6. esta observación no

afecta la conclusión que surge de estos resultados ya que todas estas relaciones son

mayores que la observada para la cepa salvaje.

Si suponemos que en la cepa salvaje no hay exceso de R libre, una relación R/C

relativa mayor que 1 (uno) implica que no hay exceso de C frente a R. En la cepa bcy1­

6 Ia relación R/C de 0.3 podria reflejar dicho exceso o bien una severa subestimación

de los niveles de R debido a las limitaciones del ensayo de unión de cAMP.

De estos datos surgen dos conclusiones: no hay un exceso de subunidad
C libre en las mutantes bcy1 (con la posible excepción de la cepa bcy1-6) y la

afinidad de las subunidades mutadas por el cAMPno está incrementada. Por el

contrario, para la mayoria de las R mutadas se observa una disminución significativa de

la afinidad por el cAMP, excepto para la variante bcy1-15 que se comporta igual que la

R nativa, ya que Ia mutación no compromete los sitios de unión al cAMP, sino la zona

de autofosforilación (Arg142 cercana al sitio de autofosforilación está reemplazada por

Met).

En la cepa parental ras2::LEU2 los niveles de C están aumentados comparados

con los de la cepa salvaje. Es probable que este incremento refleje un mecanismo de

compensación presente dentro de la célula asociado a una respuesta a bajos niveles

de cAMP (como es el caso de la falta de rasZ). Existen antecedentes que indican que

los niveles de R aumentan como compensación de la sobreexpresión de C en sistemas
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animales (McKnight, 1991). En la cepa ras2::LEU2 el aumento de dos veces en los

niveles de C está acompañado por un aumento equivalente de los niveles de R. por lo

que la relación R/C se mantiene iguala la encontrada en la cepa salvaje.

Dependencia de la actividad de PK A con cAMP

Como se indicó en consideraciones metodológicas", para estimar la

dependencia de la PK A con el cAMPse midióactividad quinasa en células permeadas.

Después de Ia permeabilización pequeñas moléculas como el kemptido, ATP y cAMP

pueden desplazarse libremente dentro y fuera de la célula mientras que las

macromoléculas no pueden ser liberadas de las organelas celulares manteniendo su

integridad y localización (Kessler, 1991). Por lo tanto la medición de una actividad

enzimática en este sistema refleja la actividad dentro de cada célula. preservándose su

modulación por otras macromoléculas. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos

con la enzima de Mucor rouxii,en la primera parte de esta Tesis, es de esperar que a la

alta concentración intracelular en que se encuentra la PK A (del orden de pM) los

valores no reflejen los correspondientes a la actividad total. La Figura 27 muestra los

resultados obtenidos en ausencia y presencia de cAMP. Los niveles relativos de

actividad catalltica son similares a los observados en extractos cmdos (Tabla 7). La

actividad PKA en células salvajes y en la cepa parental rastLEUZ es dependiente de

CAMP de manera casi absoluta, mientras que en las variantes mutadas bcy1 la

dependencia es parcial. La actividad quinasa de kemptido independiente de cAMP fue

sugerida previamente para algunas mutantes bcy1 (Cannon et al, 1990). Se puede

establecer una correlación aproximada entre la relación de actividades (-l+ cAMP) y la

severidad de la mutación bcy1. Estos resultados son consistentes con la hipótesis de

que en las mutantes bcy1, R interacciona con C para formar variantes de holoenzima

que estarian parcialmente inhibidas por R.

Las relaciones de actividad en ausencia y presencia de CAMPen las mutantes

bcy1 con fondo RAS2 fueron similares a los mostrados en la Fig. 27.
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Figura 27-Dependencia de la actividad de PK A con cAMP en células permeadas.
Se midió actividad quinasa dependiente de kemptido, en muestras de células
permeabilizadas (20 ug de proteína) bajo condiciones de ensayo standards en
ausencia (barras blancas) o presencia (barras grises) de CAMP 10 pM. Los valores
están expresados relativos a los de la cepa salvaje (wt) en presencia de CAMP
(0.55U/mg). EI recuadro muestra las relaciones de actividad -/+ CAMPpara cada cepa.

Fenotipos de mutantes bcy1 en fondos genéticos rasZ::LEU2y RASZ

Como se ha mencionado anteriormente las cepas que llevan Ia mutación

rasZ.'.'LEU2presentan tres defectos típicos: acumulan niveles de glucógeno mayores

que una cepa salvaje, células diploides homocigotas esporulan en medio rico y no

pueden crecer sobre fuentes no fermentables de carbono (Tatchell, 1986; Theveleín,

1992). Este último defecto fue utilizado por el grupo del Dr Tatchell para seleccionar

las mutantes bcy1 usadas en este trabajo. En un primer paso de estrategia de Tesis, se

analizaron los fenotipos de las cepas bcy1 en un fondo genético RASZ (wt), donde los

niveles de CAMPson más altos dado que Ia proteína Ras2 es funcional (Figura 28). El

orden de severidad no varía con respecto a las cepas ras2::LEU2. Sin embargo, se

observó que la severidad de cada mutante en el fondo wt es mayor que en su

contraparte rasZ. Por ejemplo, bcy1-16 que poseía niveles normales de glucógeno,

exhibe una deficiencia parcial en un fondo RASZ; bcy1-14 que era capaz de crecer

sobre fuentes no fermentables de carbono en un fondo rasZ no es capaz de hacerlo en

uno RASZ. A modo de comparación se presentan los resultados en la tabla de

fenotipos (Tabla 7).Estos resultados sugieren que la severidad relativa de las mutantes,
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es una propiedad conferida por las R mutadas y que la normalización dela actividad del

camino del CAMPen el fondo RAS2 es responsable del incremento en la severidad

fenotipica dentro de cada mutante bcy1.

BCYY

bcy1-6
bcyl-IS
bcy1-16
bcy 1-12

bel/143
bcyr-IJ

acw a
bcyl-G

bcy1—15 *
bcy1116 a}!
bcy1-ï.?
bcyl-IJ
bCyY-IJ

BCYi '

bcy 1-6
bcyl.l5
bcyI-IE I

Dari-12
bcy1-13
bcyï-M

Figura 28-Fenotipos de las mutantes bcy1 / RasZ.-Las cepas bcy1 ra32::LEU2fueron
cruzadas con una cepa isogénica R882 y los productos meióticos bcy1/ Rasz fueron
sembrados en una placa madre seguido de réplicaen placas que fueron tratadas como
se detalla a continuación: (A), crecimiento en medio YPD, (B) incubación 1 min a 57 °C
seguido de crecimiento en medio A, (C) incubación 16 min a 57 °C seguido de
crecimiento en medio A, (D) incubación en un medio deficiente de sulfato por 30 horas
seguido de réplica en una placa con medio YPD, (E) crecimiento en medio YPD a 30 °C
seguido de tinción con vapor de iodo, (F) crecimiento en medio YPD a 37 °C seguido de
tinción con vapor de iodo, (G) crecimiento en medio YPEG a 24 °C, (H) crecimiento en
medio YPEG a 30 °C, (l) crecimiento en medio YPEG a 37 °C. Se analizaron dos cepas
de cada genotipo. Las placas fueron incubadas por tres días antes de ser fotografiadas.
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Tabla 7- Ranking de fenotipos de cepas bcy1 ras2 y RASZ

Genotipos relevantes acumulación de tolerancia al Crecimiento en YPEG
glucógeno ayuno a 37°C a 30°C

BCY1 rasZ::LEU2 +++ + - ­
BCY1 RAS2 ++ + + +
bcy1-6 rasZ: :LEU2 +++ + + +
bcy1-6 RASZ ++ (30°C) + + +

+ (37°C)

bcy1-15 ras2zzLEU2 + + + +
bcy1 -1 5 RA82 + (30°C) + + +
bcy1-16 rasZ: :LEU2 :l:(37°C) :l: + +
bcy1-12 rasZ::LEU2 - d: + +
bcy1-13 rasZ::LEU2 - - - +
bcy1—14 ras2zzLEU2 - - - +
bcyl —12 RASZ - - - :l:
bcy1-16 RASZ - - - t
bcy1 -13 RASZ - - - ­
bcy1 —14 RASZ - - - ­
Abcy1 - - - ­

Sobreexpresión de la fosfodiesterasa de alta afinidad (PDE2)

Las cepas bcy1 rasZ::LEU2 poseen niveles de cAMP adecuados como para

vivir,ya que contienen el gen RAS1, parcialmente redundante y la adenilato ciclasa es

funcional. Para analizar si en la cepas bcy1 las holoenzimas se podrían encontrar

parcialmente activadas, estudiamos el efecto que una disminución de los niveles de

cAMPprovoca sobre los fenotipos asociados a PK A en estas cepas.

De acuerdo a los resultados obtenidos hasta ahora suponiamos que una

disminución de los niveles de cAMP no afectaría los fenotipos de las cepas bcy1 . Las

cepas salvaje, parental ra32::LEU2y cada una de las bcy1 fueron transformadas con el

vector de alto número de copia pRS426 (URA3) conteniendo el gen PDE2 (pRS426­

PDE2) que codifica para la fosfodiesterasa de alta afinidad (ver construcción en

Estrategia de clonado, M&M).En todos los casos se obtuvieron transformantes URA"

que sobreexpresaban Pde2 (Tabla 8) excepto para las cepas parental ra32::LEU2 y

mutante bcy1-6, en las que no se pudieron aislar transformantes. Sin embargo ambas

cepas fueron capaces de dar transformantes en un fondo normal RASZ.
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Tabla 8. Niveles de expresión de fosfodiesterasa. Losvalores representan la media
de Ia actividad registrada en tres colonias independientes

Actividadfosfodiesterasa en cepas que llevan el plásmido

Cepa pRS426 pRS426-PDE2

U/mg

bcy1-15 24i1.5 2151 14
bcy1-16 42 :t 5 944 :l:148
bcy1-12 47:t4 188i 32
bcy1-14 6 :t 0.7 54 :t 4
bcy1-13 3813 109i 16

A continuación se realizó un análisis fenotípico de las células que

sobreexpresaban PDE2: acumulación de glucógeno, viabilidad y crecimiento sobre

fuentes no fermentables de carbono a 30°C y 37°C. No se encontró ninguna diferencia

fenotípica entre las células que sobreexpresan PDE2 y sus contrapartes transformadas

con el vector solo. Estos resultados indican que una disminución en los niveles de

cAMP no tiene efecto en el comportamiento fenotlpico de las mutantes bcy1. Sin

embargo, bcy1-6 en un fondo RASZ sobreexpresando PDE2 mostró un incremento en

los niveles de glucógeno, como era esperable (Tabla 9)

Con respecto a la falta de transformantes observada en el caso de las cepas

rasZ::LEU2 parental y mutante bcy1-6 (la más suave de las revertantes rasZ::LEU2) es

probable que disminuir aún más los niveles de cAMP que de por si ya deben ser bajos

en estas cepas, resulte en un arresto del crecimiento asociado a la pérdida total de

actividad PK A. Esta deficiencia es anulada por la restauración de un gen RASZ

funcional. Se ha descripto el mismo comportamiento para células cyr1, que poseen una

adenilato ciclasa no funcional, y que por lo tanto dependen de la presencia de CAMPen

el medio para poder crecer (Matsumoto et al, 1982).
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Tabla 9-Ranking de fenotipos de cepas bcy1 (ras2, RASZ) y efectos debido a
sobreexpresión de PDE2

Genotipos relevantes acumulación tolerancia al Crecimiento en YPEG
de glucógeno ¿yuno a 37°C a 30°C

BCY1 rasZ: :LEU2 +++ + - ­
BCY1 rasZ::LEU2 PDE2* no viable
BCY1 RA82 ++ + + +
BCY1 RASZ PDE2* ++ nd + +

bcy1-6 ras2: :LEU2 +++ + + +
bcy1.6 rasZ::LEU2 PDE2* no viable
bcy1-6 RASZ PDE2* +++(30°C) "d + +

++ (37°C)

bcy1-6 RASZ ++ (30°C) + + +
+ (37°C)

bcy1-15 ras2::LEU2 + + + +
bcy1-15 rasZ: :LEU2 PDE2* + "d + +
bcy1 -1 5 RASZ + (30°C) + + +
bcy1-16 rasZ: :LEU2 :l:(37°C) i + +
bcy1-16 ras2: :LEU2 PDE2* - "d + +
bcy1-12 rasZ::LEU2 - i + +
bcy1-12 ras2::LEU2 PDE2* - "d + +
bcy1-13 ra5222LEU2 - - - +
bcy1-13 ras2: :LEU2 PDE2* - "d - +
bcy1-14 ra32::LEU2 - - - +
bcy1-14 ra32::LEU2 PDE2* - "d - +
bcyi -12 RASZ - - - :t
bcyi -16 RASZ - - - i
bcy'l —13 RASZ - - - ­
bcy1 -14 RASZ - - - ­
Abcy1 - - - ­
* sobreexpresión
nd -no determinado

Se puede concluir que las holoenzimas mutadas permiten saltear el efecto

letal que la sobreexpresión del gen PDE2 provoca en un fondo genético rasz. La

única mutante que forma una holoenzima incapaz de sortear este efecto es bcy1-6, lo

que concuerda con ser la menos severa de las mutantes bcy1 y la única que no es

RAS independiente ya que no puede sobrevivir a la doble mutación ras1-ra32 (Cannon

et al, 1990).

Sobreexpresión de la subunidad regulatoria salvaje y las variantes bcy1 en
las cepas de S.cerevisiae correspondientes.

No es fácil la preparación de las holoenzimas mutadas ya que como Ia afinidad

entre las subunidades R y C está muy disminuida tienden a disociarse

espontáneamente por dilución,como ocurre al usar gradientes de sacarosa. Mientras
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que con esta técnica la holoenzima salvaje es capaz de mantenerse como tal

observándose un pico de actividad PK A dependiente de cAMP no ocurre lo mismo

con las variantes mutadas, siendo imposible detectar actividad quinasa,

probablemente porque al disociarse no puede preservarse la integridad de la

subunidad C. Como contraparte se ha podido detectar cierto grado de dependencia

con CAMPen varias variantes bcy1 después de utilizar una técnica que concentra.

como es la precipitación con sulfato de amonio.

Con el objetivo de purificar las distintas variantes bcy1 para una posterior

caracterización bioquímica se utilizóel siguiente abordaje:

1) sobreexpresión inducible de cada mutante bcy1 en las cepas con el fondo

genético correspondiente (bcy1 RAS2) y con baja actividad de proteasas

(Apep4). de manera de preservar las proteinas de interés en los pasos

posteriores de purificación.La estrategia de clonado y la construcción de estas

cepas se encuentra detallada en la Sección IIde M & My esquematizado en el

punto siguiente.

2 purificación parcial de extractos por precipitación diferencial con sulfato deV

amonio (método que tiende a concentrar y no a diluir) y desalado de las

preparaciones por Sephadex G-25 inmediatamente antes de los ensayos;

En el marco de esta Tesis se prepararon las herramientas para la

reconstrucción de holoenzimas mutadas in vitro con subunidad C purificada y exceso

de R (ver M & M), pero Ia concreción de este abordaje experimental es tema de la
Tesis Doctoral de la Lic. Paula Portela.

Estrategia de clonado de cada variante bcy1 en vectores de expresión en
levaduras

Se diseñó una estrategia de clonado (Esquema 1) para lograr los siguientes objetivos:

o Subclonar el gen BCY1 salvaje y las variantes alélicas mutadas bcy1 en un

vector shuttle (levadura-Ecol!) de manera tal que su expresión sea inducible en

levadura. El vector elegido fue el YEp51, de alto número de copia y que posee el

promotor GAL10 (que responde a la presencia de galactosa en el medio) rio
arriba del sitio de clonado N001.

o Subclonado del gen BCY1 salvaje en el vector pCB-GST de manera tal que la

subunidad regulatoria quede fusionada a la GST. Esta construcción se usará

para la purificaciónde subunidades C. en una etapa posterior a esta Tesis.
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Para generar el sitio N001 en BCY1 de manera tal que comprometa al

primer AUG. se realizó una mutagénesis sitio dirigida. Por otra parte, las variantes

mutadas bcy1 fueron subclonadas en Bluescript SK. Posteriormente el fragmento

BspE1-EooR1 , de cada una de las variantes mutadas, fue intercambiado en la

construcción BCY1(Nco1)-BIuSK. Finalmente, tanto el gen salvaje como las

versiones mutadas fueron introducidos en el vector shuttle elegido. Se construyeron

también cepas bcy1 Apep4 receptoras, pertinentes para cada construcción.

Estrategia

BCY1(gen wo 1) stbdorado en
enPBFBZZ ' Emsa-¡pr gq.)

M412141516 domde YEpz4

2) nuager'eslsslfiodfldda 4) "¡Modelosz BspE1-EcoR1,paalaaeaa’óndemsitiode
corteM201.qtnoaiengad lrmluaaúo lasdstirtas rruadorm bcy1,pad

fragrrerm wrclonadoen EltxsalptDeestan’meraprimer ATG
mdavm‘ate della: ¡rca'pa'ael sifiodeoatepa’e

l M201

BCY1 (Nco1)SK(-).¡—
+

3)srbcloradoenYEp51.quedmdo mandandomYEpquuedmdo
bdoel prornotu' lrfluclüe GAL10 bqoel prormtor Irún:er GAL10

6) FUNCIONALIDAD

7) srbdorndoerrpCB-GST.qadmdoBCY1
fisiomdoal gendela gutaficn
safotrmsfa‘asa

Sobreexpresión de la subunidad R salvaje, bcy1-16 y bcy1-14

Se seleccionaron las variantes bcy1-16 y bcy1-14, de severidad intermedia y

alta respectivamente. para desarrollar los estudios siguientes.

Se transformaron las cepas isogénicas 1115-1a (salvaje) 1449 (bcy1-16) y

1451 (bcy1-14) con las construcciones YEp51-BCY1, YEp51-bcy1-16 y YEp51-bcy1­

14, respectivamente. o con el vector sin inserto. Como ha sido detallado en Estrategia

de clonado. los alelos bcy1 y el gen nativo quedan bajo el promotor GAL10 ¡nducible

por galactosa y reprimible por glucosa.
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En todos los casos se obtuvieron transformantes LEU+, con alta eficiencia.

Para una primera selección se tomaron 8 colonias independientes de cada

transformación y se analizaron los niveles de glucógeno por tinción con vapores de lz

en placas YPD y placas YPgal (medio inductor). En todos los casos las colonias

transformadas con las construcciones que llevaban el gen BCY1 o las variantes

mutadas bcy1 mostraron una mayor acumulación de glucógeno respecto de sus

controles. Se seleccionaron, posteriormente, dos colonias representativas de cada

transformación para analizar los niveles de R en cada caso. Esto se llevó a cabo

mediante análisis de muestras semipurificadas por medición de actividad de unión a

[3H]cAMP,corrida en SDS-PAGE y posterior tinción con Coomasie blue, Western blot,

y análisis fenotlpico.

Determinación de actividad ligante de [JchAMP

Se midieron a continuación los niveles de R mediante el ensayo de capacidad

de unión de [3H]cAMP(Tabla 10). Todas las transformantes fueron crecidas en medio

inductor con galactosa y las muestras fueron semipurificadas como se indica en M&M.

Como se puede observar en todos los casos hay sobreexpresión de R, aumentando

los niveles dos órdenes de magnitud respecto de los valores basales. Estos mismos

valores basales se registran en todas las cepas cuando son crecidas en glucosa.

Tabla 10. Niveles de R. Los niveles de R fueron medidos en allcuotas de mas
semipurificadas (ver M&M)de células en crecimiento exponencial (17 horas) en medio
inductor con galactosa. Los valores representan las medias :t SD de muestras
independientes

cepa Capacidad unión [’chAMP

(pmoleslmg prot.)

Análisis por SDs-PAGE I tinción con Coomasie blue y Western-blot

La sobreexpresión de la R salvaje y las dos mutantes bcy1-16 y bcy1-14 fue

visualizada por SDS-PAGE y Western-blot (Figura 29).
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La sobreexpresión es tal que ya se pueden observar las bandas por tinción

con Coomasie blue (Figura 29 A), corroborándose la naturaleza de las mismas al

revelar el Western blot (Figura 29 B) con un anticuerpo específico dirigido contra la

porción amino terminal (primeros 19 aminoácidos) región conservada en todas las

mutantes. Los PM encontrados fueron de 59 kD, 48 kD, 55 kD, para R salvaje, bcy1-16

y bcy1-14 respectivamente. Las diferencias en los PM coinciden con las esperadas.

A i É
a;

EE E 59 ‘É
kD

97.4>68>
43

29

B

; :9 3.

a? 2% S

kD E E E ¿e el :1 II

97.4N
68 >'

43 >»

29 Mi

Figura 29.Análisis de la sobreexpresión de th, R16 y R14. (A)SDS-Page 10% y posterior
tinción con Coomasie blue.. Se sembró en cada calle 15 pg de proteína total. (B) Western blot
del mismo gel utilizando anticuerpos específicos contra R de S. cereviesiae. M, marcadores de
PM; vvt= wt YEp51; wt-BCY1 = wt YEp51-BCY1; 16 = 16 YEp51; 16-bcy1 = 16 YEp51-bcy1-16;
14 = 14 YEp51; 14-bcy1 = 14 YEp51-bcy1-14.
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Análisis fenotípico

Se analizaron los siguientes fenotipos asociados a la via del cAMP-PKA en

cada una de las transformantes que sobreexpresaban las distintas subunidades R:

o acumulación de glucógeno

o resistencia al shock de calor

o termo-sensibilidad (crecimiento a 30°C y 37°C)

o capacidad de respiración

o viabilidad

En la Figura 30 se muestra una visión en conjunto de todos los fenotipos, que
luego pasan a ser analizados individualmente.

Figura 30.-Fenotipos cepas salvaje y bcy1 que sobreexpresan la correspondiente
subunidad R- -Las cepas salvaje y bcy1 transformadas con el vector vacio YEp51
(letra pequeña) o la correspondiente construcción YEp51-R (letra grande) fueron
sembradas en una placa madre seguida de réplica en placas que fueron tratadas como
se detalla a continuación. Se crecieron las placas en medio con glucosa o galactosa
(medio inductor) según se indica. En todos los casos la placa crecida en medio inductor
con galactosa fue precedida por su par en medio con glucosa durante la réplica.
Tratamientos: viabilidad, crecimiento en medio YPD + phloxina B, 35°C, crecimiento
en el medio indicado a 35 °C, 37°C, crecimiento en el medio indicado a 37 °C, SD lz ,
crecimiento en medio minimo a 30°C seguido de tinción con vapor de iodo para
visualizar los niveles de glucógeno, YP la , crecimiento en medio rico seguido de tinción
con vapor de iodo, respiración, crecimiento en medio n'co + trifeniltetrazolio,Shock de
calor, incubación 16 min a 57 °C seguido de crecimiento en medio n'co. Las placas
fueron incubadas por dos dlas antes de ser fotografiadas.
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BCY1 BCY1

bcy1-16 bcy1-1fl

viabilidad

bcy1-14 bcy1-14

35°C

37°Cl l

YPl l

respiracion.l Shock de calor
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N­

glucosa galactosa
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Análisis fenotípico:

Viabilidad

YEp51 YEp51-R

Wt

bcy1-16

bcy1-14

galactosa

Se observa un incremento de Ia viabilidad en las condiciones en que se

sobreexpresan las subunidades R correspondientes a cada cepa (galactosa vs

glucosa; YEp51 vs YEp51-BCY1 ó bcy1). Es notorio que se mantiene en estas

condiciones el gradiente fenotípico, siendo la más severa la cepa bcy1-14.

Termosensibilidad:

YEp Yep-R YEp YEp-R

Esta es una característica notoria en el caso de la cepa bcy1-14. Esta

cepa no es capaz de crecer en un medio con galactosa como fuente de carbono a

37°C y Io hace pobremente a 35°C. Se puede observar que al sobreexpresar la

subunidad R correspondiente este fenotipo es revertido. Esta observación es

compatible con un aumento en la viabilidad descripto anteriormente.
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Niveles de glucógeno:
YEp YEp-R

bcyl-l

bcyl-l

ga ac 083

En las cepas que sobreexpresan la correspondiente subunidad R los

niveles de glucógeno son mayores (galactosa vs glucosa; YEp51 vs YEp51-BCY1 ó

bcy1). Este cambio fenotípico se correlaciona en la bibliografía, con una actividad de

PK A disminuida, como se ha descripto por ejemplo para el caso de las mutantes rasZ

(ver Antecedentes).

Respiración:

YEp YEp-R

BCY

bcyl-l

bcyl-l

galactosa

Los colorantes de tetrazolio son reducidos por los microorganimos que

respiran, a compuestos coloreados e insolubles. La levadura salvaje creciendo en un

medio con fuente de carbono no fermentable (por ejemplo acetato, etanol o glicerol)

reduce el trifeniltetrazolio para producir colonias de un tono rojizo a rosado (Cannon

et al, 1986).

Fue descripto previamente que todas las mutantes boy-1 ras2 creciendo

en glucosa, permanecen blancas en presencia de este colorante (Cannon et al,

1986). Como se puede apreciar en la figura de fenotipos las cepas bcy1-16 y bcy1-14

en un fondo genético normal RASZ presentan una tonalidad rosada al crecer en un

medio con glucosa. Este tono se hace más intenso en el caso de la cepa bcy1-14
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creciendo en un medio con galactosa (bcy1-14 glucosa vs galactosa) y disminuye al

sobreexpresar ia correspondiente subunidad R mutada (YEpvs YEp-R en galactosa).

Shock de calor

YEpSl YEpSl-R

bcy1-16 .
bcy1-14

Se puede observar que la sobreexpresión de R confiere en cada caso una

mayor resistencia al shock de calor (YEp vs YEp-R). Se puede observar que se

mantiene aún en condiciones de sobreexpresión el gradiente fenotipico siendo la

cepa bcy1-14 Ia más sensible.

En todos los casos los fenotipos se hacen menos severos, asemejándose

a Ia situación que presentan cada una de las cepas con fondos rasZ, como si se

apagara parte de la actividad quinasa, siendo ésta una evidencia más de que hay

interacción entre las subunidades R mutadas y la subunidad C in vivo. Es notorio que

a pesar del corrimiento en el grado de severidad se sigue manteniendo el gradiente

fenotipico entre las distintas cepas siendo la más severa la cepa bcy1-14. Una

posible explicación sería el desplazamiento hacia Ia formación de holoenzima

provocado por un aumento en la relación R/C.

Para tratar de entender como es que se mantiene el gradiente fenotipico

en presencia de un exceso de R tan grande se anaiizó Ia dependencia con el cAMP

que presentan las distintas muestras en preparaciones semipurificadas y en células

permeadas.
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Actividadde PKA en preparaciones semipurificadas

En la Tabla 11 se muestran los valores de actividad PK A para preparaciones

semipurificadas de cada una de las transformantes según se indica en M&M.

Tabla 11. Niveles de eubunidad C de la PK A y dependencia con el cAMP, en
extractos de cepas que sobreexpresan la subunidad R. Los niveles de C fueron
medidos en allcuotas de muestras semipurificadas (ver M&M)de células en crecimiento
exponencial (17 horas) en medio inductor con galactosa. Los valores representan las
medias :l:SD de muestras independientes.

cepa

En el caso de la sobreexpresión de R salvaje la preparación enzimática se

hace dependiente de cAMP (10 uM). Esto concuerda con la hipótesis de que un exceso

de R desplaza el equilibrio hacia la formación de holoenzima, preservándola aún a la

concentración diluyente del extracto. Sin embargo no se observa dependencia con CAMP

en el caso de la sobreexpresión de las variantes mutadas. Lo que ocurre en estos casos

es que la actividad total alcanzada es menor a la que presentan sus respectivos controles.

Esto podria deberse a que la concentración de cAMP ensayada (10pM) no fuese

suficiente para activar toda la quinasa presente en estas condiciones de altísima relación

R/C. Cabe preguntarse en este punto qué refleja la actividad independiente de cAMP

detectable a pesar del gran exceso de R presente.

Dependencia de Ia actividad de PKA con cAMPen células penneadas

Como se ha mencionado anteriormente el sistema de células perrneadas

preserva las condiciones intracelulares reflejando más fielmente lo que ocurre ¡n vivo. Se
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midió actividad quinasa en presencia o ausencia de 10 uM CAMPpara las cepas wt,

16 y 14 transformadas con el vector vacío o sobreexpresando la correspondiente

variante bcy1. Los resultados se muestran en la figura 31.

wt bcyI-16 bcy1—14

ActividadPKA (U/106células)

- +

YEp51 YEp51­
bc 1-16

Figura 31-Actividad de PKA en células permeadas de cepas que sobreexpresan R.
Cepas wt, bcy1-16 y bcy1-14 transformadas con el vector vacío (YEp51, turquesa) o
la construcción correspondiente, según se indica (YEp51-R, amarillo). Las células
fueron permeabilizadas y luego se midió actividad de PK A según se indica en M&M.

Teniendo en cuenta el volumen celular de una levadura y los factores de

dilución aplicados hasta llegar al volumen final de ensayo, se estima una diferencia

de dos órdenes de magnitud en la concentración de la PK A. Por lo tanto esta

diferencia es la esperada entre células permeadas y muestras procesadas.

A diferencia del ensayo con muestras semipurificadas, se observa que la

actividad quinasa es dependiente del agregado de cAMPen todas las cepas control,

como ya fue mostrado para estas mismas cepas en un fondo genético rasZ (Figura

27).

La cepa salvaje que sobreexpresa la subunidad R muestra una mayor

dependencia que su control (cepa wt vs. thCY1), pero es de notar que alcanza el

70% del valor de máxima actividad en presencia de CAMPde la cepa control.

A diferencia del ensayo con muestras semipurificadas, en el caso de la cepa 16 que

sobreexpresa la correspondiente R mutada (16bcy1)se observa dependencia con
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A diferencia del ensayo con muestras semipurificadas, en el caso de la cepa

16 que sobreexpresa la correspondiente R mutada (16bcy1)se observa dependencia con

CAMP, pero la actividad máxima desarrollada en presencia de CAMP sigue siendo

significativamente menor que en el caso de la cepa control (16bcy1 vs 16).

En el caso de la cepa 14.que sobreexpresa la correspondiente R mutada

(14bcy1) no se logra observar dependencia con CAMPy al igual que en el ensayo con

muestras semipurificadas la actividad total alcanzada es significativamente menor a la

observada en el caso de su cepa control (14bcy1 vs 14).

Es de notar que existe una correlación entre las actividades registradas en

ausencia de CAMPen las cepas que sobreexpresan R y el grado de severidad de los

fenotipos asociados a PKA, siendo la cepa 14bcy la más severa y la que presenta mayor

actividad independiente de CAMP.Cabe volver a preguntarse qué está reflejando esta

actividad independiente de CAMP,siendo que está altamente favorecida la formación de

holoenzima ya que existe un gran exceso de R y en todos los casos el CAMPparece estar

en un nivelsubsaturante dada la alta concentración de enzima que se estima presente en

este sistema. Como ya ha sido mencionado anteriormente la constante de activación (Ka)

para el CAMPaumenta cuanto mayor es la concentración de holoenzima presente (ver

Resultados linea 1/Antecedentes).

Por todo esto postulamos que probablemente esta actividad

independiente de CAMP pueda deberse a la desarrollada por la holoenzima

parcialmente activada.
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Caracterización bioquímica preliminar de las subunidades R
mutadas.

Curvas de saturación y análisis 'de Scatchard

Aplicando el protocolo de semipurificación antes descripto se obtuvieron

preparaciones enriquecidas en subunidad R salvaje. bcy1-16 o bcy1-14. Estas fueron

usadas para ensayos de Scatchard con el fin de analizar la afinidad de las distintas

subunidades por el cAMP.

Los ensayos de unión de [3H1cAMPse llevaron a cabo a 4°C durante 16 hs

(ON) como se indica en M&M,dado que en estas condiciones todas las proteinas

utilizadas alcanzan el equilibrio. Se realizaron curvas de saturación de [3H]cAMPpara las

preparaciones wt, bcy1-16 y bcy1-14 (Figura 32).

1.00 - —- ' Wt
a o A 16
É .
g; 0.75 ° 14
E

5
"E 0.50
S
C

“O

"Q 0.25

én- l I l l l I
o 1 2 3 4 5 6

cAMP(uM)

Figura 32- Curvas de saturación. Las muestras th, R16 y R14 fueron semipun'ficadascomo se
indica en M 8. M. El valor de unión máxima se tomó como 1 (uno) y fue de 14.5. 49.5 y 66 fmoles
de [3H]cAMP/ pg proteina para th. R16 y R14 respectivamente.

La afinidad (Kd)se calculó empleando el método de Scatchard (Figura 33)
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Scatchard
0.75­

v wtl
A 16

0.50- . ° 14

BIF
A

.cc 8‘“
o 10 20 30

B (nM)

Figura 33- Análisis de Scatchard. Las diferencias en los números de sitios (valor de la
¡ntercepción con X) se debe a diferencias en el rendimiento de la sobreexpresión en cada caso
particular, reflejando que se usaron concentraciones de R distintas a igual masa de proteinas.

De este análisis surge que los valores de Kd son de 30 nM, 34 nM y 71 nM

para th. R16 y R14 respectivamente. Los ensayos de unión a cAMPen extractos crudos

indicaban que las cepas bcy1 poseían una afinidad por el nucleótido cíclico muy

disminuida respecto de Ia th Io que no se refleja del análisis de Scatchard. Las

diferencias pueden deberse a que las condiciones de ensayo son distintas (30°C 20 min

vs 4°C ON) asi como la fuente de enzima (R endógena posiblemente asociada a C vs R

sobreexpresada no asociada a C). Los datos bibliográficos indican que la subunidad R

salvaje posee un Kdque oscila entre 60 y 150 nM (Johnson et al, 1987).

Competencia de la unión del [“HJCAMPcon análogos selectivos de sitio

Para avanzar en la caracterización bioquímica de las R mutantes se realizaron

ensayos de competencia con análogos selectivos de sitio. Se eligieron dos análogos, el

N°—benzoiI-cAMP(clásicamente de sitio A) y el 8-bencilamino- CAMP (clásicamente de

sitio B). No podiamos decir a pn'on' si la selectividad de sitio seria la clásica para estos

análogos ya que no existen antecedentes previos al respecto para la subunidad R de

S.cerevisiae . Las curvas de competencia se muestran en la figura 34.
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Figura 34: Curva de competencia con análogos. Las muestras th. R16 y R14 fueron
semipun‘ficadas como se indica en M 8. M. El valor de unión en ausencia de competidor (100%) fue
de 1.5 . 2 , y 1,8 pmoles de CAMPunido para th, R16 y R14 respectivamente. Las condiciones
de ensayo fueron 16h a 4°C en presencia de [3H]cAMP1 pM.

El análogo de cAMP sustituido en N6 no distingue entre los dos sitios en la

subunidad R salvaje. Sin embrago sl lo hace en el caso de bcy1-14, sugiriendo que

alguno de esos sitios tiene alterada su interacción con este. Por otra parte el análogo

sustituido en C8 distingue dos sitios tanto en la R salvaje como en bcy1-14. En el caso de

la variante mutada bcy1-16, ambos análogos dan una curva de competencia por la unión

del [3H1cAMPmonofásica, como era de esperar por no existir fisicamente el sitio B. En

todos los casos el análogo sustituido en CB fue mejor competidor que el N“, esto podria

interpretarse como que fuese selectivo por el sitio A.

Velocidad de disociación

Se realizaron ensayos de desplazamiento de [3H]cAMPunido para medir la
velocidad de disociación del nucleótido clclico.

La activación de la holoenzima por CAMP se rige por la siguiente ecuación

general:

RZCz + 4 CAMP E__> R2(cAMP)4 + 2 C (1)

Analizando la reacción reversa de la ecuación 1 se determinó que la presencia
de la subunidad C induce un aumento en la velocidad de disociación del cAMP unido a la
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subunidad R libre, afectando principalmente la velocidad de disociación del sitio A, en

presencia de altas concentraciones de cAMP frlo (figreid and Daskeland, 1983). Con el

objetivo de analizar no solo las velocidades de disociación de cada R sino también la

capacidad de cada una de interaccionar con C, se realizaron los ensayos de

desplazamiento en ausencia o presencia de subunidad catalltica de origen bovino,

gentilmente provista por el laboratorio del Dr. Doskeland. Se reprodujeron, como punto de

partida, las mismas condiciones experimentales que las utilizadas por el mencionado

grupo. Los cambios metodológicos introducidos para medir unión de [3H1cAMPa R se

indican en M & M. El ensayo de unión de [3H]cAMPa R se realizó a 25 °C durante 30 min

en presencia de una concentración de 40 nM de sitios de unión. Esta concentración fue

estimada a partir del valor de unión de [3H]cAMPobservado en un ensayo previo. Los

ensayos de desplazamiento se realizaron en el rango de tiempos indicados a 25°C, NaCI

0.15 M (baja sal) y 100 ¡uM CAMPfrlo. La presencia de una alta concentración de cAMP

frio disminuye la posibilidad de que el nucleótido marcado se vuelva a unir a R, por

dilución isotópica. Los resultados obtenidos se muestran en Ia figura 35.

Las velocidades de disociación de [3H]cAMPunido indican que la R salvaje y la

bcy1-14 presentan dos sitios, mientras que la bcy1-16 posee solo uno. Los parámetros

cinéticos del único sitio de bcy1-16 no parecen estar muy alterados, al igual que la

velocidad de disociación de los sitios A y B de la mutante bcy1-14.

La subunidad C de la PK A de Origen bovino, es capaz de producir un aumento

en la velocidad de disociación del [3H]cAMPde la subunidad R de S. cerevisiae, en

presencia de una alta concentración de cAMPfrlo reflejando la interacción entre R y C en

presencia de cAMP. Es de notar que en el caso de R16, la presencia de C estimula la

velocidad de disociación del cAMPunido de manera más efectiva que en el caso de th,

mientras que R14 es casi insensible.
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Figura 35- Velocidad de disociación del CAMPen presencia de subunidad catalitlca. Una
concentración fija de sitios (40 nM) de las muestra th (A). R16 (B) y R14 (C) fue incubada con
[3H1cAMP0.2 pM 30 min a 25°C. en un volumen final de 50 pl. Una alícuota de esta reacción fue
diluida en presencia de CAMPfrio 100 uM en ausencia (I) o presencia de subunidad C. 20 nM (a),
150 nM (0) ó 500 nM (o). Se incubó a 25°C y se retiraron alicuotas de estas reacciones a los
tiempos indicados frenando la reacción de desplazamiento por dilucióndela muestra en sulfato de
amonio 80%.

Posteriormente se analizó más en detalle el efecto de C sobre las distintas Rs

a un tiempo fijo, en el cual el desplazamiento en ausencia de C, observado en la Figura
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36, supere el 50%.; se fijó en 1min para R16 y en 2 min para th y R14. Los resultados

se observan en la figura 37.
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Flgura36- Velocidad de disociación del cAMPen presencia de concentraciones variables de
C. Las condiciones de ensayo son iguales a las de la Figura 35. con la diferencia que se fijó el
tiempo dela reacción de desplazamiento en 1 min para R16 y 2 min para th y R14.

En todos los casos existe una interacción entre R y C. La mutante bcy1-16,

interactúa con una afinidad ligeramente menor que la subunidad salvaje, produciendo una

variación mayor en la velocidad de disociación que la cepa salvaje. En cambio la

subunidad R14 interactúa con C con una afinidad ligeramente menor que R16 pero esta

interacción produce un cambio mucho menor en la velocidad de disociación del [3H1cAMP
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afectando, al parecer, solo uno de los sitios de unión de CAMP.Podria ser que en estas

condiciones de ensayo R14 no esté totalmente ocupada y que por lo tanto el 100% esté

sobreestimado. Otras posibilidades se discuten en 'Discusión- Ilnea 2'.





Discusión- Linea 2

Se han postulado varias hipótesis para explicar la reversión diferencial de los

fenotipos rasZ::LEU2por las cepas bcy1 mutantes.

La primer hipótesis propone que podría deberse a un cambio en la relación

R/C de manera tal que aumente la C libre ya sea por aumento de la expresión de C o

por disminución de la vida media de R. Los resultados presentados en esta Tesis no

apoyan esta explicación. Los niveles totales de C encontrados en las cepas bcy1 no

difieren significativamente de los que presenta la cepa salvaje. Podrla ser que los

niveles de C fuesen similares y que hubiesen disminuido los niveles de R de manera

tal que la relación R/C en las mutantes fuese disminuyendo de acuerdo a la severidad

de sus fenotipos. Por el contrario. las relaciones R/C en las mutantes bcy1 relativas a

la que presenta la cepa salvaje son mayores, indicando que Ia creciente actividad PK

A asociada a los alelos bcy1 mutados no se deberia a un aumento en los niveles de

C. Esta hipótesis no puede ser descartada en el caso particular de Ia cepa bcy1-6.

La segunda hipótesis se refiere a la posibilidad de que las variantes mutadas

bcy1 tuviesen una afinidad mayor por el cAMP respecto de la proteina salvaje y se

activaran en presencia de concentraciones cada vez menores de cAMP.La evidencia

presentada, utilizando extractos crudos, indicarla exactamente lo opuesto, esto es

que las variantes bcy1 parecen presentar una disminución en Ia afinidad por el cAMP.

Primeramente la unión de cAMP no llega a saturación aún a 3 pM, una concentración

10 veces mayor que la requerida para saturar la proteina salvaje (salvo en el caso de

bcy1-15, en que los sitios de unión a cAMP permanecen intactos). En segundo lugar,

Ia sobreexpresión del gen PDE2 no afectó los fenotipos desarrollados por las cepas

mutantes bcy1 ra32::LEU2. Si las distintas mutaciones aumentasen la afinidad de R

por cAMP. se esperaría que una disminución de los niveles de cAMP afectase la

reversión de los fenotipos dependientes de PK A.

La tercer hipótesis predice que las mutaciones en R podrían afectar su

estructura terciaria de manera tal que ésta adopte parcialmente los cambios

conformacionales que resultan de la unión del cAMP en la R salvaje pudiendo

disminuirdiferencialmente Ia afinidad de R por C. Los resultados presentados indican

que todas las variantes mutadas de R son capaces de interaccionar con C:

o se observa un aumento en la severidad de los fenotipos cuando se hace

normal el camino del cAMP (cepas rasZ::LEU2 vs RASZ),

o relaciones —cAMP/+cAMPmenores a uno en ensayos de células permeadas,

o cambios fenotlpicos en el caso de las mutantes en que se sobreexpresaron

las correspondientes variantes bcy1 (bcy1-16 y bcy1-14).
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o en el caso de las proteinas bcy1-16 y bcy1-14 semipurificadas, se vio que son

capaces de interactuar con una subunidad C de mamíferos, aún en presencia
de altas concentraciones de CAMP

Cabe la posibilidad de que la actividad quinasa sobre kemptido en células

permeadas en ausencia de CAMP se deba, en parte, a la desarrollada por

holoenzimas mutadas parcialmente activadas. que son capaces de tener actividad

permaneciendo unidas a R. Esta situación se ve altamente favorecida en el caso en

que se sobreexpresan las variantes bcy1-16, 14 y salvaje. Frente a un exceso de R

tan grande es de esperar que en ausencia de cAMPtoda la C se encuentre formando

parte de la holoenzima y cabe notar que en esta condición se observa actividad en

ausencia de cAMP en el caso de la R salvaje (Figura 31), indicando la posibilidad de

que esto ocurra ¡n vivoen condiciones naturales. Por otro lado existe una correlación

entre los niveles de actividad en ausencia de cAMP en células permeadas

desarrollado por las cepas que'sobreexpresan R y el grado de severidad fenotlpica

que éstas presentan (Figuras 30 y 31).

De los estudios bioquímicos preliminares utilizando las proteinas R salvaje,

bcy1-16 y bcy1-14 surge que la afinidad por el cAMP es similar para las tres, en las

condiciones en que se realizó el ensayo. El análisis de Scatchard indica sitios con

una única afinidad para todos los casos. Se sabe que la R salvaje libre posee dos

sitios con igual afinidad y es de esperar que la proteina bcy1-16 tenga solo uno,

debido a la falta total del sitio B. No es clara la situación de la R bcy1-14. Podria ser

que en las condiciones ensayadas solo se esté detectando uno solo de los sitios. Sin

embargo, tanto las velocidades de disociación de [3H]cAMP(Figura 35) como la curva

de competencia con análogos especificos de sitio (Figura 34), indican que esta

proteina posee dos sitios capaces de unir cAMP. Lo que parece estar

significativamente afectada en el caso de bcy1-14 es su interacción con C (Figura

35). Otra posibilidad es que esté seriamente afectada tanto su interacción con C

como la capacidad de la holoenzima mutada de responder al cAMP, sin que se

encuentre muy alterado el comportamiento de la subunidad R mutada libre frente al

CAMP. En estudios recientes se han podido establecer subdominios para

reconocimiento de CAMPy para C en el dominio A de Rh, mediante el uso del sistema

de doble hibrido en levaduras, que permite analizar interacciones proteina-proteina

(Huang & Taylor, 1998). Fueron identificados dos grupos de aminoácidos que

contribuyen a la alta afinidad de R por C: residuos 94-169, que contienen la
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secuencia consenso y la región que va desde Ser236 a Tyr244 en la hélice a C (esta

misma porción es la que está ausente en bcy1-14). Esta porción de hélice (Figuras 37

y 38) tiene especial importancia ya que seria capaz de coordinar varias funciones
como ser:

. Posicionar y estabilizar, junto con las hélices A y B, las hojas plegadas B,_L

responsables de la unión de CAMP

.N Unir C con alta afinidad, en ausencia de CAMP

. Regular el acceso al sitio A de unión de cAMP, modulando las interacciones con

CAMP,con la subunidad C y con el sitio B de unión de CAMP.

0)

DOMINIO A

RIa GSTLRKRKMY“‘

RIB GSTLRKRKMY
RIIa KNNAKRRKMF

RI IB KNNAKKRKMV

Figura 37-Dominio A de unión al CAMP.La hélice C que se extiende desde Ser206 hasta
Tyr244 se presenta oscurecida dentro de Ia estructura general del dominio A. Debajo se
encuentra el alineamiento en las secuencias de aminoácidos dentro de esta región ,de RI y Rll.
R241 se encuentra altamente conservada también en eucariontes inferiores. También están
indicados D140 y E143. importantes para la interacción R-C y E200 y R209, necesarios para la
unión del CAMP.
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Figura 38-Subdominios del sitio A de unión al cAMPDerecha: los residuos 236-244 de la
hélice C del sitio A de unión al cAMP están resaltados en color rojo.dentro de el modelo de
estructura cristalina de RIM-91. Las dos moléculas de cAMP se muestran en amarillo, ei
dominio A está mostrado de color azul oscuro y el dominio B en celeste. Los residuos 113-140
que preceden al sitio A se presentan en blanco. Derecha: se muestra en detalle las
interacciones de Ia porción 236-244 de la hélice a C del dominio A de unión al cAMP. Las
líneas punteadas verdes entre cAMP, E200, R241 y D267 reperesentan puentes de H.
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Conclusiones generales

CONCLUSIONES GENERALES

La concentración intracelular de la PK A es del orden de pM, cercana a la del

cAMP (Beavo et al, 1974). Es de notar que casi no se puede detectar actividad

quinasa si se intenta trabajar a esta concentración de holoenzima in vitro.De acuerdo

a los resultados obtenidos en Ia línea 1, con concentraciones de enzima no lineales

en el orden de nM, es de esperar que in vivo, el efecto de la modulación de su

actividad por el sustrato y los policationes sea aún más significativo. De hecho, las

mutantes bcy1 de S.cerevis¡ae así lo reflejan, a través del ranking de fenotipos ¡n vivo

sumado a las mediciones de actividad en extractos crudos versus células permeadas.

De los experimentos realizados en la línea 2 se desprende que en las

holoenzimas mutadas la interacción R-C está disminuida, no a través de Ia unión de

cAMP sino debido a la mutación que imitaría su efecto. En otras palabras, cada

variante mutada podría reperesentar una posible conformación por la que puede

pasar Ia holoenzima salvaje, dependiendo de la concentración de cAMP.

Basándonos en los resultados de ambas líneas presentados en esta Tesis,

postulamos a modo de hipótesis el siguiente modelo (Figura 39)

sustrato-í;
4—./—, sustrato 2/ sustrato 3

sustrato 2
sustrato 3

smc 1
' N "SÏSWIZÏJ Equilibriodeespecies

l [suïtïato3 ] detectable, ¡n vitro,aconcentraciones no lineales
4 ——- de enzima en presencia de

ww" sustrato 1 cAMPun sustrato 2
s __ to 3ustra

Figura 39- Modelo de activación de PK A. Posible modelo contemplando variantes
confom'lacionales que podrían generarse dependiendo de la concentración de cAMP y del
entorno iónico, que oscilan entre 1) holoenzima inactiva 2 y 3) holoenzima parcialmente
activada, no disociada y 4) holoenzima totalmente activada, disociada.

105



Mauteríiaflles y Innuéttodlos
Seco tión 1



Materiales y métodos - Sección I

Sección I

Línea 1

ORGANISMO UTILIZADO

La cepa de Mucor muxii utilizada, es la NRRL 1894. obtenida originalmente por el

DrW. C. Hesseltine y cedida a la Dra Passeron por el Dr Roger Storck.

OBTENCIÓN DE ESPORAS Y MANTENIMIENTO DE LA CEPA

EI mantenimiento de la cepa y Ia obtención de las esporas utilizadas para el cultivo

del hongo, fueron hechos de acuerdo a lo descripto por Haidle y Storck (Haidle et al,

1966), en agar-jugo de tomate.

PREPARACION DE HOLOENZIMA (PK A) PARCIALMENTE PURIFICADA

Se incubaron inóculos de 5 x 105 esp/ml en medio YPG. Una preparación tipica

comprende 500 ml de medio de cultivo en Erlenmeyers de 2 l. Luego de 14-16 hs de

crecimiento (fase Iogarltmica), los cultivos fueron cosechados por filtración a través de

papel Whatman N 1, lavados exhaustivamente con agua destilada fria y molidos con N2

liquido, hasta obtener un polvo fino que fue procesado inmediatamente. Se obtuvieron en

general 5 gr de micelio a partir de 500 ml de medio. Todos los pasos que se detallan se
realizaron a 4° C.

El polvo de micelio se extrajo con dos volúmenes de buffer GB, con agitación

suave durante 20 min. Se centrifugó a 10.000 rpm (15.000xg) durante 30 min. El

sobrenadante (S10) fue cromatografiado en una columna de DEAE-Sepharosa en una

relación de 20 mg de proteina por ml de resina.

La columna fue lavada con dos volúmenes de buffer GB y eluida con dos

concentraciones de NaCI en GB, 0.12 y 0.35 M, dos volúmenes en cada caso; se tomó la

fracción correspondiente a 0,35 M de NaCl , la cual fue precipitada con sulfato de amonio

80% de saturación. En este paso la preparación enzimática fue guardada en allcuotas a

-20 °C. Posteriormente se sometieron estas muestras a una centrifugación en gradientes

de sacarosa siendo previamente desaladas mediante pasaje por una columna de

Sephadex G-25.
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PREPARACION DE SUBUNIDAD CATALITICA PARCIALMENTE PURIFICADA

Para aislar la subunidad catalltica se incubó la preparación de holoenzima

obtenida después del pasaje por DEAE con cAMP 10 pM y NaCI 0.5 M. Luego se

separaron las subunidades catallticas de las regulatorias sometiendo la preparación a una

centrifugación en gradiente de sacarosa equilibrado con cAMP 0.4 uM y NaCl 0.5 M como

fue previamente descripto (Moreno 8. Passeron, 1980).

CENTRIFUGACION EN GRADIENTES DE SACAROSA

Se prepararon gradientes lineales 5-20% de sacarosa. en buffer GB,

superponiendo 7 capas de 650 ul cada una; se dejaron a temperatura ambiente durante 2

hs, se enfriaron a 4 °C. Las allcuotas guardadas a -20°C fueron desaladas mediante

pasaje por una columna de Sephadex G-25 y sembradas en los gradientes. Las muestras

sembradas contenían entre 300 y 600 pg de proteina, en un volumen de 200 pl. Se

centrifugaron durante 15 hs a 4° C en un rotor SW 55 Ti Beckman, a 35000 rpm.

Los gradientes se fraccionaron desde el fondo hasta la superficie haciendo sifón

en 22- 25 fracciones de aproximadamente 200 pl; allcuotas de estas fracciones fueron

utilizadas para medir actividad de PKAy para actividad Iigante de cAMP.

Se usaron como marcadores catalasa (11,3 S), peroxidasa (3,5 S) y citocromo c

(1.7 S).

ENSAYOS DE ACTIVIDAD DE PKA

Medición de actividad quinasa

La actividad quinasa se determinó ensayando su capacidad de transferir un grupo

fosfato a los péptidos o proteinas indicados como sustratos. La reacción se llevó a cabo

en un volumen final de 70 pl conteniendo buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,4 , 2­

mercaptoetanol 2 mM, EGTA 0.5 mM, EDTA 0,1 mM, MgCIz 1o mM, [y 32P1ATP 50 um

(300-1000 cpm/pmol), el sustrato indicado en cada caso y la concentración de CAMPque

corresponda según se detalla en cada ensayo. La reacción se iniciócon el agregado final

de Ia preparación enzimática. Luego de incubar 10 min a 30° C las reacciones se

detuvieron sembrando 50 pl en papeles de fosfocelulosa (Whatman P-81) de 2x2 cm, que

fueron sumergidos en ácido fosfón'co 75 mM, y lavados 3 veces, 5 min cada vez, con el

mismo ácido y una última vez con etanol (Roskoski, 1983). Los papeles fueron secados y
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se determinó la radiactividad en solución centelleadora de tolueno. Esta metodologia fue

utilizada para aquellos sustratos que contenían dos o más residuos básicos. En los

experimentos en que se utilizaron los péptidos ARAASVAy AARASVA los ensayos se

realizaron según DonelIa-Deana et al, 1993. Básicamente esta técnica involucra la

finalización de las incubaciones por la adición de ácido acético glacial hasta una

concentración de 30% y la incorporación de P32 se mide usando una combinación de

cromatografla de intercambio iónico y extracción con ¡sobutanol/ benceno.

Se definió unidad enzimática como la cantidad de enzima que cataliza la

incorporación de 1 pmol de fosfato a sustrato en 1 min bajo las condiciones standard de
ensayo.

Los valores de Kmy Vmgxpara los distintos sustratos peptldicos y protamina fue

calculado de los gráficos doble reclprocos confeccionados a partir de las mediciones de

velocidades iniciales regidas por la ecuación de Michaelis-Menten. Los datos presentados

reflejan los valores de tres determinaciones independientes, como minimo. El error

standard (SEM)fue de :t 20% para todas las constantes cinéticas reportadas.

Inhibición de actividad quinasa por el inhibidor termoestable PKI

La subunidad C libre o la holoenzima parcialmente purificada fueron preincubadas

con concentraciones variables (0-1000 nM) del péptido derivado del inhibidor

tennoestable (PKIMZ), durante 5 min a 30°C en buffer Tris/CIH 50 mM. pH:7.4;

conteniendo [y 32P]ATP 0.1 mM (800 cpm/pmol), EDTA 0.1 mM. EGTA 0.1 mM. MgCI2 10

mM. 2-mercaptoetanol 2 mM. El ensayo se inició con la adición del sustrato. Los péptidos

indicados y la protamina fueron'usados a sus respectivas Km (Tabla 3). Después de 5 min

de incubación a 30°C, se procesaron allcuotas de cada reacción por el método del papel

de fosfocelulosa como ya se indicó previamente.

El valor K.fue calculado a partir del dato experimental, ICso , de acuerdo con la

siguiente ecuación para inhibidores competitivos (Glass et al, 1992):

ICso

1+[S] / Km

K|=

Medición de actividad Iigante de cAMP

La medición se basó en Ia capacidad de la subunidad R de unir [3H]cAMP.
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De esta manera se estimó la concentración de holoenzima a partir del dato de

cAMPunido, teniendo en cuenta que se unen cuatro moléculas de cAMP por holoenzima.

Para esto, alÍcuotas de preparaciones conteniendo 50-150 pg de proteina total

fueron incubados con 0,3 pM [3H]cAMP (104 cpm/pmol), 0,5 M NaCI en Tris-HCI 15 mM

pH 7,0. Luego de 30 min de incubación a 30 °C se frenó la reacción sembrando una

alícuota directamente en un filtrode nitrocelulosa (0,45 pm). Los filtros fueron lavados con

grandes volúmenes de Tris-HCI 15 mM pH 7, se secaron y Ia radiactívidad fue contada

con solución centelleadora de tolueno (Moreno et al., 1983).

Todas las determinaciones se realizaron por duplicado.

OTRAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS

Peroxidasa

Se siguió la técnica descripta en el manual de Worthington (1972), midiendo

colorimétn'camente el producto de oxidación de la o-dianisidina por agua oxigenada en

presencia de la enzima.

Catalasa

Se midió la actividad enzimática valorando el sustrato no consumido ( agua oxigenada)

con solución de KI,de acuerdo al método de Terenzi et al., (1971).

Citocromo C

Se valoró por espectrofotometrla en el visible, midiendo la absorbancia a 410 nm.
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Materialesy métodos

Línea 2

ORGANISMOS UTILIZADOS

Cepas de S. cerevisiae gentilmente cedidas por el Dr.Tatchell (LSUMedical
Center, USA)

WCÉQQ 9.929999

302-26b MATa leu2 ura3 his4 rasZ-530(RA82::LEU2)

622 MATa leu2 ura3 his4 rasZ-530(RASZ::LEU2) sra1-15

623 MATa leu2 ura3 his4 rasZ-530(RASZ::LEU2) sra1-16

562 MATa.leu2 ura3 his4 rasZ530(RASZ::LEU2) sra1-12

564 MATa leu2 ura3 his4 ra52-530(RA82::LEU2) sra1-14

669 MATa leu2 ura3 his4 ras2-530(RASZ::LEU2) sra1-6

671 MATa leu2 ura3 his4 rasZ-530(RASZ::LEU2) sra1-13

1121 MATa leu2 ura3 sra1-6

1123 MATa leu2 uraS sra1-15

1125 MATa.leu2 ura3 sra1-13

1127 MATa leu2 ura3 sra1-14

1129 MATa.leu2 ura3 sra1-16

1131 MATa.leu2 ura3 sra1-12

1115 MATa leu2. ura3

Cepas construidas para este trabajo (ver Sección ll M&M)

_c_gga genptigo

1121-1c MATa.leu2 ura3 hisa Apep4 sra1-6

1121-4c MATa leu2 ura3 his3 Apep4 sra1-6

1123-7d MATaleu2 ura3 hisa Apep4 sra1-15

1123-2b MATa.leu2 ura3 hiss Apep4 sra1-15

1125-1a MATa leu2 ura3 hisa Apep4 sra1-13

1125-6d MATaleu2 ura3 hisa Apep4 sra1-13

1127-2b MATa leu2 ura3 hisa Apep4 sra1-14

1127-3c MATaleu2 ura3 hisa Apep4 sra1-14
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"¿eye genotipo
1129-7c MATaleu2 uraa hi53 Apep4 sra1-16

1129-1d MATa.leu2 ura3 hisa Apep4 sra1-16

1131-14a MATa leu2 ura3 hisS Apep4 sra1-12

1131-4b MATa.leu2 ura3 hisS Apep4 sra1-12

1115-1a MATa leu2 uraB hisS Apep4

1115-2b MATa leu2 ura3 hiss Apep4

1443 MATa leu2 ura3 his3 trp1 Apep4 sra1-15

1444 MATaleu2 ura3 hisa trp1 Apep4 sra1-15

1445 MATa leu2 ura3 hisS trp1 Apep4 sra1-13

1446 MATa leu2 ura3 hisa trp1 Apep4 sra1-13

1447 MATa.leu2 ura3 his3 trp1 Apep4 sra1-12

1448 MATa leu2 ura3 his3 trp1 Apep4 sra1-12

1449 MATa leu2 ura3 hi53 trp1 Apep4 sra1-16

1450 MATa leu2 ura3 hi53 trp1 Apep4 sra1-14

1451 MATa leu2 ura3 hisS trp1 Apep4 sra1-14

cepas bacterianas

cepa genotipo relevante

XL1-Blue supE hst recAIac'
(Novablue) F'[proAB+ Iaclq lacZ M15 Tn10(tetr)]

características: Cepa deficiente para la recombinación. El F'permíte el screening
(azul/blanco) en X-gal y permite la superinfección con bacteriófago M13 .

MÉTODOS DE BIOLOGÍA MOLECULAR

Células bacterianas competentes
-200 ml medio LB inoculado con 2 ml de un cultivo O.N.

-crecer hasta una 00600 = 0.4-0.5

-sedimentar las células centrifugando 10 min. a 4000 rpm a 4 x C

-tratando las células con suavidad, resuspender en 100 ml de CI2Mg0.1 M.

-centrifugar nuevamente

-resuspender en 50 ml de ClzCa 0.1 Me ¡ncubar en hielo 20 min.
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-centrifugar nuevamente

-resuspender en 10 ml de C|2Ca 0.1 M- glicerol 15%

-separar en alícuotas y almacenar a -70 °C.

Transformación de cepas bacterianas:

-Desconge|ar células competentes y pasar inmediatamente a hielo (no deben quedar a T°

ambiente)

-distribuir 50 ul de células para cada reacción y mezclar muy suavemente con el DNA

-incubar la mezcla entre 30 - 60 min en hielo

-incubar 2 min. a 42 °C y volver al hielo

-agregar a Ia mezcla, 1 ml de medio LB e incubar 1 hr. a 37 °C. para permitir la expresión

de la resistencia -sedimentar las células y resuspender en 200 pl de LB

-plaquear en medio selectivo.

Obtención de ADNplasmÍdico de cepas bacterianas (miniprep)
Método del hervido

-A partir de una colonia hacer un cultivo de 2 ml en medio selectivo 0.N.

-pasar a tubo eppendorf y sedimentar las células centrifugando en microcentrlfuga

-resuspender en 350 pl de solución STET de lisis (sacarosa 8%, Tritón X-100 0.5%, EDTA

50mM, Tris-CI pH:8 50mM)

-agregar 25 pl de Iisozima 10 mg/ml (en Tris-CIH 10 mM. pH:8)

-incubar 45 seg. a 100 °C

-centrifugar 10 min. a 10000 rpm en microcentrlfuga

-descartar el precipitado y agregar 40 pl de acetato de Na 2,5 M (pH:5,2) más 1 vol. de

isopropanol, al sobrenadante

-dejar precipitando durante 5 min. a T° ambiente

-centrifugar 10 min. a 10000 rpm en microcentrlfuga

-descartar el sobrenadante y lavar con etanol absoluto frlo

-secar el precipitado y resuspender en 100-400 pl de H20, dependiendo del número de

copias en que se encuentra el plásmido por célula

-an|izar el DNAobtenido a través de un gel de agarosa 1%, teñido con bromuro de etidio.

Elución de ADNdel gel de agarosa: Método GENECLEAN.
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-Cortar la banda de interés del gel de agarosa.

-agregar 3 volúmenes de solución stock de Nal (6M). Incubar 5 min a 45 °C - 55 °C. para

disolver la agarosa.

-Agregar la suspensión de GLASSMILK(matriz de silica en agua) e incubar 5min.

-Sedimentar el complejo GLASSMILK/DNApor 5 seg y remover el sobrenadante.

-Lavar el pellet 3 veces con solución NEWWASH (NaCl/etanoI/agua)

-EIuir el DNA con agua o con un buffer de baja fuerza iónica. incubando a 55°C por 3-5

min. Centrifugar y recuperar el sobrenadante.

Mutagénesis sitio dirigida ver Sección || M&M

Reacción de PCR ver Sección IIMaM

METODOS DE GENETICA DE LEVADURAS

Construcción de cepas. análisis de tetradas, ver Sección IIM&M

Transformación de levaduras:

Existen diversos protocolos para la transformación de levaduras. El que se describe
a continuación es uno de los más eficientes

- Partir de un cultivo YPD crecido O.N.

—Diluirloa 2 106 en medio YPD: volver a crecer hasta alcanzar una densidad de 2 107.

Volumen: 100 ml.

- Centrifugar a 7000 rprn (centrífuga clinica) 5 min.

- Lavar el pellet con 25 ml de agua destilada estéril

- Centrifugar nuevamente

- Resuspender suavemente el pellet en 25 ml de TE/0.1 M LiAce incubar 30 min. a 30°C

con agitación muy suave.

- Centrifugar y resuspender en 1 ml TE/0.1M LiAc

- Combinar 50 pl de células. plásmido (1-5 pg) y 50 pg de DNAde esperma de salmón

(opcional).

- Incubar 30 min a 30 °C.
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- Agregar 350 pl de 0.1M LiAc/40% PEGS350/T E (fresco).

- Incubar durante 30 min a 30 °C (agitación opcional).

- Incubar 5min a 42 °C (heat shock)

- Plaquear en 1 o 2 placas.

Observaciones:

Para cepas termosensibles incubar a 24°C y realizar el heat shock a 37°C.

Es de notar que por cada plásmido a introducir la eficiencia disminuye un orden de

magnitud.

PREPARACIÓN DEL MATERIAL BIOLÓGICO PARA ENSAYOS BIOQUÍMICOS

Preparación de extractos:

Levaduras provenientes de cultivos de 4 ml, se resuspenden en 600 pl de buffer de

extracción conteniendo fosfato de K 50 mM pH:6.8, EDTA 5 mM, EGTA 3mM, NaCl 120

mM, B-mercaptoetanol 10 mM, PMSF 1mM. antipalna 3 pg/ml, benzamidina- CIH 1mM.

Luego se homogeinizan con 1.2 g de perlas de vidrio (425-600 micrones) en frlo. Los

restos celulares se eliminan por centrifugación 5 min a 10.000 rpm en microcentrlfuga y el

sobrenadante se utilizapara mediciones enzimáticas.

Preparaclón de células permeabilizadas

La permeabilización se realizó de acuerdo a la técnica descripta por Maggese et

al., (1982). Las células provenientes de cultivos incubados 7 hs fueron centrifugadas y

resuspendidas en buffer de permeabilización a una concentración de 0,5-2x10" cel/ml, se

les agregó 150 pl de una mezcla de toluenozetanol (1:4) y se agitaron durante 5 min en

agitador rotatorio; luego se mantuvieron en hielo durante 1 min y se Iavaron 3 veces con
el mismo buffer.

Cuando Ia preparación se utilizó para Ia determinación de PKA las células fueron

utilizadas dentro de la hora de realizado el tratamiento de permeabilización; se verificó la

eficiencia de permeabilización por tinción con el colorante Tripan Blue.

Preparacion de PDE parcialmente purificada

El sobrenadante S10 obtenido como se describe en preparación de PKA

parcialmente purificada (M&M Llnea 1) se cargó en una resina DBXE-Sepharosa,
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equilibrada con buffer GB en una relación de 50 mg de proteina/ml de resina, agitando

suavemente con agitador magnético. durante 30 min, a 4° C. Se filtró por Büchner y se

Iavó con 3 volúmenes de NaCl 0,12 M en GB, durante 15 min, con agitación suave. La

resina se recogió nuevamente por filtracióny Ia fracción con actividad fosfodiesterasa se

eluyó poniéndola en contacto con dos volúmenes de NaCI 0,25 M en GB. durante 15 min,

con agitación suave. Esta fracción se concentró con sulfato de amonio 80% de saturación.

Se fraccionó en allcuotas y se congeló a - 70 °C.

Sobreexpresión y semipurificación de subunidad regulatoria de PKA

Se inocularon 20 ml de medio YPgal con las cepas indicadas . Luego se cultivaron

entre 24 y 48 horas a 30°C en agitador rotatorio. Dado que el medio no es selectivo la

sobreexpresión se pierde si se dejan crecer-los cultivos por tiempos más prolongados.

Se cosecharon las levaduras mediante centrifugación en tubos de 50 ml, por 5 min.

a velocidad máxima en centrífuga cllnica. Las células se resuspendieron en 1.5 ml de

buffer de extracción. Luego se homogeinizan con 2 g de perlas de vidrio (425-600

micrones) agitando con vortex durante 3 min con descansos entre min en hielo. Al

volumen recuperado se le agregó 1/10 de volumen de sulfato de streptomicina 7.5% (p/v).

Se agitó y dejó 40 min en hielo. Se pasó a tubos eppendorf. Los restos celulares y ácidos

nucleicos se separaron por oentrifugación 5 min a 10.000 rpm en microcentrlfuga. Se

descartó el precipitado y al sobrenadante se le agregó sulfato de amonio saturado de

manera de alcanzar una concentración final de 40%. Se agitó y dejó 15 min en hielo y

luego se repartió el volumen en tubos eppendorf. Se oentrifugo y se guardaron los pellets

a -20°C. En algunos casos se hizo una precipitación con sulfato de amonio 80% utilizando

el sobrenadante de la precipitación anterior. Dado que se comprobó que tanto la

holoenzima como el exceso de R bajan en el corte de 40% se acortó el protocolo hasta

este último paso. Los pellets se resuspendieron en 200 pl de buffer GB 1x y se desaló

mediante el pasaje de las muestras por columnas de Sephadex G-25 inmediatamente

antes de ser usadas para mediciones enzimáticas. Para las determinaciones proteicas se

utilizóel método de Bradford, usando BSA como standard.
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ENSAYOS BIOQUIMICOS

Mediciónde actividad fosfodiesterasa

Se siguió el método en dos pasos modificado por Thompson et al., (1976), en la

mezcla habitual de ensayo descripta por Kemer et al., (1984), conteniendo buffer Tris-HCI

50 mM, pH 7,4, 2-mercaptoetanol 2 mM, 50 pg seroalbúmina bovina, MgCl2 10 mM,

[3H]cAMP0,1, 1 o 5 pM según se indique, y la enzima en un volumen final de 0,1 ml. La

mezcla se incubó a 30° C durante 20 min. la reacción se detuvo por calentamiento a 100°

C durante 1 min. Después de enfriar se agregaron 50 pg de veneno de serpiente

(Ophiophagus hannah), se incubó por 10 min a 30° C y se agregó 1,1 ml de una

suspensión de Dowex AG1-X2 en metanol 50% (1:2). Luego de dejar 15 min en frio, se

centrifugaron los tubos de reacción y se ensayó la radiactividad en 0,5 ml del

sobrenadante en mezcla centelleadora de Arkopal-tolueno.

En todos los casos se ajustaron las condiciones de modo que las reacciones

fueran lineales con el tiempo y el consumo de sustrato no superara el 30% del total.

Se definió como una unidad enzimática a la cantidad de muestra que cataliza la

hidrólisis de 1 pmol de cAMPen 20 min en las condiciones habituales de ensayo.

Mediciónde actividad de PKA proveniente de extractos crudos

La holoenzima fue determinada ensayando su actividad fosfotransferasa.

utilizando kemptido como sustrato. Para anular el efecto de los niveles de CAMP.

endógeno en el ensayo se realizó una incubación previa con solución de carbón 50 mg/ml

en buffer de extracción. Cien pl de extracto se incubaron con 10 pl de solución de carbón,

durante 5 min en hielo. luego se centrifugó 1 min a 10000 rpm en microcentrlfuga y se

determinó actividad fosfotransferasa en el sobrenadante. Dado que no se encontraron

diferencias por aplicar o no este tratamiento se continuó prescindiendo del mismo.

El ensayo fue idéntico al descripto anteriormente para la medición de actividad

quinasa Linea 1, utilizando solo kemptido como sustrato.

Todos los ensayos fueron hechos por cuadruplicado y se usaron además muestras

de tres experimentos independientes en los cuales se utilizaron para la germinación,

esporas provenientes de diferentes preparaciones.

Se definió unidad enzimática como la cantidad de enzima que cataliza la

incorporación de 1 nmol de fosfato a kemptido en 1 min a 30° C.
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Medición de actividad de PKA en células permeabilizadas

La medición de actividad se realizó en allcuotas conteniendo 2x10° células, la

mezcla de reacción fue similar a la descripta en el Item al anterior, el tiempo de incubación

fue de 2 min a 30° C. Terminada la incubación se agregó seroalbúmina bovina a una

concentración final de 10 mg/ml, se hirviódurante 30 seg y se centrifugó inmediatamente.

Se sembraron allcuotas de los sobrenadantes en papeles de fosfocelulosa como se ha

descripto anteriormente.

Determinación de actividad de la subunidad R en extractos crudos

Las bases del método son las descriptas anteriormente para la Linea 1.

Allcuotas de extracto crudo (40-80 ug de proteína ) fueron incubadas 20' a 30°C en

presencia de 0.1, 0.3, 1 ó 31.1M[3H]cAMP (10‘ cpm/pmol), 0.5 M NaCl, 15 mM Tris/HCI, pH

7.4. Se filtraron las muestras a través de nitrocelulosa y se contaron en contador de

centelleo liquido.

Velocidad de disociación de [‘H]cAMPunido

Se incubó una concentración de 40 nM de sitios capaces de unir cAMP en

presencia de [3H]cAMP0.2 pM en un volumen final de 50 ul, durante 30 min a 4°C. La

reacción de disociación se inició diluyendo cada incubación en 2 ml de buffer “OR”

conteniendo cAMP frio 10 uM. BSA 0.15 mg/ml, DTT 1mM y NaCl 0.15 M. A distintos

tiempos se fueron separando allcuotas que se mezclaron con 9 volúmenes de una

solución fria de sulfato de amonio 3.2 M (Doskeland et al, 1977). El precipitado resultante

fue recogido por filtración , lavando la membrana 3x3 ml con sulfato de amonio 65% frio.

Los filtros fueron luego transferidos a viales conteniendo 1 ml de solución de SDS 2%.

Luego de agitarlos se agregó 7 ml de solución de centelleo.

Medición de la liberación de [’HJcAMPunido inducida por C.

EI ensayo es esencialmente igual al descrito para la medición de la velocidad de

disociación con la diferencia de que la reacción de disociación se inicia en presencia de

concentraciones crecientes de subunidad C, a un tiempo fijo, en que la liberación en

ausencia de C sea cercana al 50%. Se utilizósubunidad catalltica pura de origen bovino,

gentilmente cedida por el laboratorio del Dr. Doskeland.
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Curvas de competencia con análogos de cAMPselectivos de sitio

El ensayo se inicióagregando las muestras de R semipun’ficadas a una mezcla de

incubación conteniendo [3H1cAMP1uM (104 cpm/pmol), 0.5 M NaCI, 15 mM Tris/HCI, pH

7.4 y concentraciones crecientes (0-100 pM) de los análogos. Se eligieron dos análogos,

el N°—benzoil-cAMP(clásicamente de sitio A) y el 8-bencilamino- cAMP (clásicamente de

sitio B). Se incubó ON a 4°C y se procedió luego tal como se ha indicado previamente

para el ensayo de medición de actividad ligante de cAMP.

CORRIDA EN SOS-PAGE

Se usaron mini-geles de poliacrilamida de poro 10% para el gel separador y 4%

para el concentrador siguiendo la técnica descripta por Laemmli (Laemmli, 1970). Las

muestras fueron mezcladas con un volumen adecuado de buffer de siembra y hervidas a

100°C durante 2 min. Las corridas se hicieron en buffer de corrida con voltaje constante

de 100-150 voltios, a temperatura ambiente. Cuando los geles no fueron transferidos a

nitrocelulosa se los tiñó para visualizar las proteinas con la solución teñidora de

Coomasie-Blue y se destiñeron con la solución decolorante, luego fueron secados al

vacio y por calor.

WESTERN-BLOT

Transferencia

Después de la corrida electroforética los geles de poliacrilamida fueron sometidos

a electrotransferencia, con buffer de transferencia durante 1h 30 min a 55 volts. Se utilizó

membrana de PVDF.

Revelado

a) Tinción para proteinas

Después de la transferencia se tiñeron las membranas con una solución de rojo

Ponceau S (0.5% en acético 1%), seguida de lavados con agua destilada. Se registraron

las posiciones de los marcadores de PMy se procedió a los pasos de bloqueo y revelado.

b) Revelado con anticuerpos
Las membranas de nitrocelulosa transferidas se incubaron durante 60 min con la

solución de bloqueo a temperatura ambiente y agitación continua. Luego se reemplazó
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esta solución por solución de bloqueo fresca conteniendo el primer anticuerpo diluido. Se

incubó durante 1.5 h a temperatura ambiente con agitación continua u ON a 4°C. Luego

se lavó 3 veces con solución de bloqueo y se incubó durante 1.5 h con el segundo

anticuerpo acoplado a peroxidasa. Posteriormente se realizaron otros 3 lavados con

solución de bloqueo y dos más con TBS. Finalmente se reveló con el sistema de revelado

de quimioluminiscencia (ECL).

EI primer anticuerpo fue el BCY1(yN-19) de Santa Cruz Biotechnology, Inc. Este

anticuerpo es un policlonal generado en cabra contra el péptido que comprende los

primeros 19 residuos del extremo amino terminal de la proteina ch1 de S.oerevis¡ae.

Este fue usado a una dilución 1/500 respecto de la sn madre provista por la empresa.

El segundo anticuerpo fue anti cabra acoplado a peroxidasa y también fue diluido
1/500.

TÉCNICAS GENERALES

DETERMINACION DE PROTEINAS

Las proteinas solubles se dosaron por el método de Bradford (1976), usando

seroalbúmina bovina como patrón.

MEDICION DE LA RADIACTIVIDAD(Radiación beta)

Se determinó en contador de centelleo liquido, usando mezcla centelleadora de

tolueno. Para las muestras en soluciones acuosas se usó una mezcla de tolueno-Arkopal

N 100 (3:1) (v/v).

La mezcla centelleadora de tolueno contiene 0,1 gr de dimetil POPOP[1,4 bis 2(4­

metiI-5-feniloxazolilbenceno)] y 4 gr de PPO (2,5-difeniloxazol) en un litrode tolueno.
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BUFFERS

Buffer GB 1x

Tris-HCI 10 mM, pH7,4

2-mercaptoetanol 10mM

EDTA 1mM

EGTA1 mM

p-metil- sulfonil fluoruro 0,5 mM

Bufferde extracción

K2HPO4-KH2PO4 50 mM, pH 6,8

EDTA 5 mM

EGTA 3 mM

NaCI 120 mM

2-mercaptoetanol 10 mM

p-metilsulfonilfluoruro 1mM

antipaína 3 pglml

benzamidina 1 mM

Buffer de dilución

K2HPO4-KH2PO4 50 mM,pH 6,8

EDTA 5 mM

EGTA 3 mM

2-mercaptoetanol 10 mM

Seroalbúmina bovina 0.9 mg/ml

Bufferde perrneabilización

Tris HCI 50 mM. pH 7,4

EGTA 1mM

EDTA 3mM

2-mercaptoetanol 10mM

benzamidina 1mM

p-metilsulfonílfluoruro 1 mM
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Buffer de corrida:

glicina 1.5%

Tris base 0.3%

SDS 0.1%

Bufferde transferencia:

glicina 1.5%

Tris base 0.3%

Metanol 20%

Buffer TBS

Tris-HCI, pH: 8

NaCl 150 mM

Solución de bloqueo:

Leche descremada 5%, Tween 20 0.1% en TBS 1X

Medios:

Medio LB: -bacto peptona 1% -extracto de levadura 0.5% -NaCl 0.5%

Medio LB-amp: -medio LB + ampicílina 100 ug/ml

Medio YPqu : -extracto de levadura 1% - peptona 2% -glucosa 2%

Medio YPgaI: -extracto de levadura 1% - peptona 2% -galactosa 2%

Medio YPEGz-extracto de levadura 1% -peptona 2% -etanol 2%(v/v) -glicerol

3%(v/v)

Medio mlnimo SD: -yeast nitrogen base 0,67% sin aminoácidos -glucosa 2%

adiciones según auxotroflas: L-histidina-CIH 20 pg/ml, L-Ieucina 60

ug/ml, L-triptofano 40 ug/ml, uracilo 20 ug/ml.

Medio de esporulación: -acetato de potasio 1% -extracto de levadura 0.1% ­
dextrosa 0.05%

Medio sólido: Se agrega 2% agar.

Medio YPG : -0,3% de extracto de levadura, 1% de peptona, 3% de glucosa
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REACTIVOS

Los sustratos peptIdicos y el péptido básico derivado de la caselna kinasa 2 (65­

86) fueron gentilmente provistos por el laboratorio del Dr. Lorenzo Pinna (Universidad de

Padua, Italia).

El [3H]cAMP (Actividad específica 30 Ci/mmol), y el [y- 32PJATP fueron de New

England Corp.

Las resinas DEAE-Sepharosa y Sephadex G-25, los inhibidores de proteasas, el

kemptido, el PKlmz _la polilisina (peso molecular promedio de 46kDa), el veneno de

serpiente (Ophiophagus hannah), la seroalbúmina bovina cristalina fracción V (BSA), el

Tris, la sacarosa, el EDTA, el EGTA, el PPO. el dimetil POPOP, las perlas de vidrio, los

análogos de cAMP, la leucina, uracilo, histidina, adenina. tn’ptofano, la agarosa. el

bromuro de Etidioy el 2-mercaptoetanol fueron de Sigma Chemical Co.

El YNB sin aminoácidos y el bacto-agar fueron de DIFCO.

El sulfato de amonio y el cloruro de sodio fueron de Carlo Erba. El papel de

fosfocelulosa fue Whatman P-81. La nitrocelulosa de 0,45 um fue de Micron Separating

lnc.

Los anticuerpos y el reactivo para revelar por quimioluminiscencia "luminol"fueron

de Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Las enzimas de restricción fueron de Promega; Ia Taq polimerasa, aceite mineral,

ligasa de T4 y los marcadores lambda EcoR1-Hindlll l EcoR1 fueron de Gibco BRL.

El kit GENECLEAN ll fue de Bio 101 Inc.

El resto de los reactivos fue de grado analítico.
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ESTRATEGIA DE CLONADO
de cada variante bcy1 en vectores de expresión en levaduras

Se diseñó una estrategia de clonado (Figura 40) para lograr los siguientes objetivos:

o Subclonar el gen BCY1 salvaje y las variantes alélicas mutadas bcy1 en un vector

shuttle (levadura-Econ) de manera tal que su expresión sea inducible en levadura.

El vector elegido fue el YEp51, de alto número de copia y que posee el promotor

GAL10 (que responde a la presencia de galactosa en el medio) rlo arriba del sitio de
clonado Nco1.

o Subclonado del gen BCY1 salvaje en el vector pCB-GST de manera tal que la

subunidad regulatoria quede fusionada a la GST. Esta construcción se usará para la

purificaciónde subunidades C, en una etapa posterior a esta Tesis.

Para generar el sitio N001 en BCY1de manera tal que comprometa al primer

AUG, se realizó una mutagénesis sitio dirigida. Por otra parte, las variantes mutadas

bcy1 fueron subclonadas en Bluescript SK. Posteriormente los fragmentos BspE1­

EcoR1 , conteniendo las diferentes mutaciones, fueron intercambiados en la

construcción BCY1(Ncoi)-BluSK. Finalmente, tanto el gen salvaje como las versiones

mutadas fueron introducidos en el vector shuttle elegido.

Por otro lado se subclonó el gen PDE2 (que codifica para la fosfodiesterasa

de alta afinidad) en un vector shuttle (levadura-Ecolr) de alto número de copia, para su

sobreexpresión.

Se construyeron también cepas bcy1 receptoras, pertinentes para cada
construcción.

Se detallan a continuación los resultados obtenidos en cada uno de estos

puntos.
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BCY1 (gen wi) 1) subdonado en
e" “3'02? BluescriptSK(-)

bcy1-6, 12,14,15.16 donados en YEp24

2) mutagénesis sitio din'gida . .
paralaaeacióndeunsmode 4) ¡ntercan'blodelosfragnerms BspE1-EroR1,
corte N001. que contenga al involucrandolas distintas mutadones bcy1, por el
primerATG fragnento wtdonadoen BIuescriptDeestamanera

cada wn'ante alélica incorpora el sitiode corte para
N001

BCY1 (Nco1)SK(-)+—
+

3) smdonado en YEp51. quedando 5) Stbdonado en YEp51,quedando

bajoel promotor indudble GAL1O bq'oel promotor inducible GAL10

6) FUNCIONAIJDAD

7) sancionado en pCB-GST. quedando BCY1
hrsionadoal gendela glutafion
sulfotransfersa

Figura 40- Esquema de la estrategia dde clonado

1-Subclonado del gen BCY1salvaje en Bluescrípt SK (-)

Se partió de un fragmento conteniendo el gen BCY1 clonado en el sitio BamH1 del

pBR322.

Mapa:

X Pg P T Bgl'ïgf

UAA

BCY 1

AUG 0.5 Kb

B= BamH1; X= Xba1; Bg= Bgl2; P= Pst1; E= EooR1
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Se eligió el vector Bluescript SK (-) para el subclonado del fragmento BamH1­

EcoR1 de 2.9 kb incluyendo BCY1 dado que era adecuado para la realización de la

posterior mutagénesis sitio dirigida.
Nu! 134

M a: SsplzasaSWIHÑ/SSDIMS
ap \ seprRxmuws , Nin-Im 5' cnuïcïuu

Savizszv .

a u 4 Y] er s |
GACCAIG 3 5‘ AAHAALCÉIUUAAAGGG J' 5‘ (GUCV'AKEADA’U'TJIGGHC3‘

HS!” Í l I FMI EUR}

5' (¡GMACAGClrïgALEA'GA!l¡(“UAMltGAAAHAEEÉÉ?ÉÍÉÏAA;¿C:{;AE GNSS,“i SBK” “Mi ml S" 5"” r“! c. AMA GÁGCÏCUCCGCEGVGMGGCCMVEYAGALCVAGTGGHCECC( GG l Ar.

J ((1YIGICGAIAClGGHCHAlGíGGl‘CGIGCHIAAHGGGAGVGAVYTCCEHGYYYYCGACCVCGAGGIMEGCCAHM(GGCGAGHCIÏGA‘U“YAGGGGGECCÉÁÉÉYCEHAAl

MizuL

llo 759

DGavactosldase-b 515,206] mm” ¡mmm7San” a kz] mn
ium Klmlll Sell ¡mo! ¡NI “ml

AA'TCGÁÏA'CÁÁGCYV 3' (Vminimum; " l
l 4. q n promote!

pBluescripl SK (+/-)
mw

Mllí‘fl J' CVAYGGt
K

AGQVGGAGÜ5' 3' (GGGATHUC'CAGCAHHG 5' l'VGAECGGCAGCAlAI'G 5'5 armar merH Prl M1) 70 Primer

Mi" "53

Se digirieron las muestras de DNAde interés con BamH1 y EcoR1, se sembraron

en un gel de agarosa 1% preparativo y los fragmentos de interés fueron eluídos por el

método del Geneclean, según se especifica en M & M. Se calculó luego la concentración

de ambos mediante un gel analítico y se procedió a la reacción de ligado, usando:

9 ng BCY1-pBR322 (BamH1-EcoR1)
3 ng Bluescript SK (-)(BamH1-EcoR1)
T4 DNA ligasa
volumen final de incubación: 10 ul; incubación ON a 16°COOOO

Eco/i XL1-Blue fue transformada con Ia mezcla de Iigación; se hicieron

minipreparaciones plasmídicas de 29 colonias resistentes a ampiciiina y se analizó el

patrón de restricción para la enzima Xba1 (Figura 41). Aquellas muestras que presentaron

el patrón esperado fueron digeridas doblemente con BamH1-EcoR1 y en todos los casos

liberaron el fragmento del tamaño esperado

Figura 41- Gel agarosa 1% teñido con BrEt. Cal|e1 Marcador PM XHind lll (23 Kb, 9.4 Kb, 6.6 Kb,
2.3 Kb, 2 Kb).Calles 2-30 minipreparaciones plasmídicas de las colonias 1-29 resistentes
a ampiciiina cortadas con Xbal.

H Ilill l l IIIIIBICÍIIIIIIIIIZHSHZHIZHHII
Patrón esperado

.. 4 Kb

"' 1.8Kb

Se seleccionaron finalmente las colonias 1, 16, 25, 27 y 28, indicadas con la flecha.

125



Materiales y métodos —Sección ll

2- Mutagénesís sitio dirigida para Ia creación de un sitio de corte Nco1 que contenga

al primerATG del gen BCY1

Para poder subclonar el gen BCY1 en el vector YEp51 y pCB-GST, descriptos más

adelante, se generó un sitio de reconocimiento para corte con Nco1, por medio de

mutagénesis sitio dirigida usando un método basado en el desarrollado por Kunkel (Kunkel

et al, 1987) que facilita una fuerte selección en contra de la cadena no mutagenizada de un

DNAdoble cadena. Los principales pasos realizados se describen a continuación:

secuencia de reconocimiento para Nco1: CCATGG

secuencia a mutar: GTAAGAATAAACGATG GTA TCT TCT
* Met Val Ser Ser
C

Oligonucleótido seleccionado: GTAAGAATAAACCATGGTATCTTCT

Q) 1. BCY1clonadoen BluescriptSK(-)2. transformación de Ia cepa CJ236 (dut ung). Cuando una molécula de

1 DNA se sintetiza en esta cepa bacteriana el DNA naciente incorpora

uracilos en lugar de algunas timinas como resultado de la mutación dut

‘ que inactiva le enzima dUTPasa aumentando los niveles intracelulares de

dUTP. La mutación ung inactiva la uraciI-N-glicosilasa, permitiendo que el

uracilo incorporado permanezca en el DNA.

La! 3. infeccióncon fago “helper”,aislamiento de fagémidos y extracción de
Kyvl' ) DNAsimplecadena

3 . _4. hibridizacióncon el Oligonucleótidoque lleva la mutación

¡fm U 5. síntesis de la cadena de DNAcomplementaria, usando el Oligonucleótidol

K j como primer. Ligación con T4 DNA Iigasa para permitir la formación de

4 “tlf” DNAccc (circqu covalentemente cerrado) Análisisdel producto en un gel
w de agarosa 1%conteniendo0.5 pg/mlde bromurode etidio.Este se une

al ccc simple cadena (ss) relajado provocando un 'superenrollamiento

positivo. Esta condensación hace que el DNAmigre más rapidamente en
l

Uïl el gel. La reacciónde síntesis de la segunda cadena tiene como resultado

lf‘xï la formación de DNAccc relajado y por Io tanto la aparición de una banda

U U] que migra más lentamente que el plásmido de DNA ss indica la

6 J; producciónexitosa de ccc doble cadena
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6. transformación de XL1-Blue. La enzima uraciI-N-glicosilasa funcional inactiva

la cadena parental que posee uracilos y de esta manera solo la cadena

mutada se replicaMinipreparación plasmídica y posterior análisis del material

obtenido

Pasos 1-3

Se llevaron a cabo usando las preparaciones provenientes de las colonias 1 y 16, por

, 7 triplicado.

Se obtuvo finalmente DNAss como se muestra en la Figura 42. Se seleccionaron dos

muestras de DNApara realizar los pasos 4-6 (1Ay 160)

Figura 42- Gel agarosa 1% teñido con BrEt. Muestras obtenidas del paso 3 (A) y del paso 5 (B) del
protocolo de mutagénesis

Calles 1- Marcadores PM A Hind IIl (23 Kb, 9.4 Kb.
6.6 Kb, 2.3 Kb, 2 Kb)

2- DNAss
3- DNAds
4- Control (-) muestra 1A, sin oligo
5- Reacción muestra 1A
6- Control (-) muestra 160, sin oligo
7- Reacción muestra 16C

Se transformaron bacterias XL1-Bluecon el material proveniente de la reacción 160 y se

analizó el patrón de restricción que presentaban 8 muestras de colonias independientes

cortadas con Ncol (Figura 43). Siete dieron el patrón esperado. Se descartó la muestra de la
calle 10.
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M 2 3 4 5 6 7 8 9 1° Figura 43- Gel agarosa 1% teñido con BrEt. M = Marcadores
PM x Hind Ill (23 Kb, 9.4 Kb, 6.6 Kb, 2.3 Kb, 2 Kb), calle 2
construcción sin mutagenizar cortado con Nco1, calles 3-10
material proveniente de colonias resistentes a ampicilina
cortado con Nco1.

E3'fiuúuuuúz
Mflhüüumn

3- Subclonado de BCY1en YEp51quedando bajo el promotor inducible GAL-10

Partiendo de la construcción BCY1(Nco1)-SK se procedió al subclonado del

fragmento Nco1-Hindlll de 2.15 kb, que contiene al gen BCY1, en el vector Shuttle YEp51.

A continuación se detallan las características relevantes que éste presenta:

-vector shuttle capaz de replicarse tanto en S.cerev¡siae como en Eco/Í

-el gen clonado en el sitio Nco1 queda bajo el promotor fuerte GAL10 inducible por

galactosa ‘

-marcador de selección en Eco/í : resistencia a ampicilina

-marcador de selección en levaduras: gen LEU2.

Mapa:

Hind III 5.49

Hind III 5.36

Ncol 4.74

Luego de cortar YEp51 y BCY1(Nco1)-SK con Nco1 y Hind/II , se sembraron las

muestras en un gel preparativo de agarosa 1% y los fragmentos de interés fueron eluídos

por el método del Geneclean, según se describe en M&M.A continuación se calcularon las

concentraciones de ambos DNAs a ligar mediante un gel analítico y se procedió a la
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reacción de ligación. Después de intentar la Iigación usando cantidades pequeñas de

vector (aprox 5ng), sin éxito, se fijo esta variable en 50 ng y se ensayaron las siguientes
relaciones molares inserto/vector:

relación (iIv) vector (ng) inserto (ng) n° de colonias

1:1 50 14 100

3:1 50 42 50

5:1 50 70 120

10:1 50 140 25

Se utilizó DNA-ligasa de T4 en un vol final de incubación de 10 pl y se incubó O.N.

a 16°C. Para las ligaciones de las demás construcciones bcy1-SK se decidió utilizar la

relación 1:1, en base a los resultados obtenidos, ya que presentó una buena eficiencia y es

la que requiere la mínima cantidad de material . E.col¡ Novablue fue transformada con las

mezclas de Iigación; se hicieron mini-preparaciones plasmídicas de varias colonias que

resultaron ser resistentes a ampicilinay se analizó el patrón de restricción para las enzimas

Nco1-Hind l/l donde se esperan dos bandas, una correspondiente al vector (6.8 Kb) y otra

al inserto liberado (2.16 Kb) (Figura 44).

Figura 44- Gel agarosa 1% teñido con BrEt. M = Marcadores PM 7»Hind Ill (23 Kb, 9.4 Kb, 6.6 Kb,
2.3 Kb, 2 Kb), calles 2-12 material proveniente de colonias resistentes a ampicilina cortado con
Nco1-Hínd III,13= YEp51 cortado con las mismas enzimas

IIS. ¡lll I'll!!!

%ü#wb%áflüüüï“

hfiWKW-‘Nüwlbuwdm'

Los patrones encontrados coincidieroncon los esperados, en todos los casos.
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4- Intercambio de los fragmentos BspE1-EcoR1

Con el objeto de obtener un fragmento capaz de contener todas las mutaciones bcy1

anteriormente descriptas, se analizaron las posibilidades de corte dentro del inserto que contiene al

gen BCY1 (Nco1) clonado en Bluescript y se decidió utilizar las enzimas BspE1 y EcoR1 que cortan

en las posiciones 471 y 2436 respectivamente.

BsplE1
I

l E:
Nco1 15' ' 6 14 16 12
(ATG)

Dominio nmiuo terminal Dominios (lc.unión al CAMP

* sitio de autolosfon'lación

Se partió de las variantes bcy1 mutadas clonadas en el sitio BamH1 del vector

Shuttle YEp24, gentilmente cedidas por el Dr. K. Tatchell.

A continuación se presenta un esquema del inserto conteniendo las variantes bcy1.

lnserto:

Tamaño: 4.2 kb.

BspE1
EcoR1 BamH1BamH1

l

El patrón de corte esperado para el YEp24 conteniendo el fragmento BamH1 de 4.2

kb luego de digerir con BspE1 y EcoR1 es el siguiente:

BspE1-EcoR1
2.8
2.6
2.3
2.2
1.9 :>fragmento de interés
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Sin embargo en el patrón obtenido las bandas de 2.6 y 2.3 kb se convirtieron

en una de 4.9 kb debido a la presencia de una secuencia para metilación del tipo

Dam en el sitio de corte para BspE1 en YEp24.

Dado que el fragmento a aislar de 1.9kb corre cercano al de 2.2kb se digirió

también con la enzima Ssp1, que convierte dicho fragmento en dos, de 0.8 y 1.4 kb.

Por otra parte, la construcción BCY1(Nco1)-SK fue digerida con BspE1 y

EcoR1

Luego del corte con las enzimas indicadas las muestras fueron sembradas en

un gel de agarosa 1%. Se visualizaron las bandas por tinción con Bromuro de Etidio.

Los fragmentos de interés fueron eluidos por el método del Geneclean, según se

indica en materiales y métodos.

A continuación se presenta el gel preparativo (Figura 45) a partir del cual se

aislaron los fragmentos de interés para la posterior ligación. En éste se puede

observar el patrón antes discutido, después de una doble digestión (calle 19 vs 4-6).

Es notoria la diferencia de tamaño que presentan, a la altura del fragmento de 1.9kb,

las calles correspondientes a bcy1-14 (calles 10, 11, 12), dado que esta mutación

corresponde a una deleción de 42pb.

vector :>3.9 kb

inserto: 1.9 kb

Figura 45- Gel agarosa 1% teñido con BrEt

M12 3 456 7891011l2131415l61718l9

M-Marcadores PM A Hind lll (23 Kb, 9.4 Kb, 6.6 Kb,
2.3 Kb, 2 Kb)

Calles l-3- BCY1(Nco1)-SK BspE1-EcoR1
4-6- bcy1-6 YEp24 BspE1-EcoR1-Ssp1
7-9- bcy1-12 YEp24 BspE1-EcoR1-Ssp1
10-12-bcy1-14 YEp24 BspE1-EcoR1-Ssp1
¡3-15- bcy1-15 YEp24 BspE1-EcoR1-Ssp1
16-18-bcy1-16 YEp24 BspE1-EcoR1-Ssp1

19- bcy1-6 YEp24 BspE1-EcoR1

Mediante un gel analítico se calcularon las concentraciones de ambos DNAsa

ligar y se procedió a Ia reacción de ligación. Se ajustaron las condiciones de Iigación,

en principio, con el fragmento que contenía la mutación bcy1-14. Se eligió una

relación molar de 3:1 inserto/vector .
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Reacción de ligado:

-8 ng BCY1(Nco1)-SK (vector)
-12 ng fragmento bcy1-14 (inserto)
-DNA-Iigasa de T4
- volúmen final de incubación: 10 ul; incubación O.N. a 16°C

Eco/i Novablue fue transformada con la mezcla de Iigación; se hicieron mini­

preparaciones plasmídicas de varias colonias que resultaron ser resistentes a

ampicilina y se analizó el patrón de restricción para las enzimas Pst1 y Xho1 (Figura

46). En todos los casos se encontró el patrón esperado.

Figura 46- Gel agarosa 1% teñido con BrEt. M = Marcadores PM 7»EcoR1-Hind lll (21 Kb. 5.1
Kb, 4.9 Kb, 4.3 Kb, 3.5 Kb, 2Kb, 1.9 Kb, 1.5Kb, 1.3 Kb, 0.9 Kb, 0.8 Kb, 0.5 Kb), calles 1-7
material proveniente de colonias resistentes a ampicilina cortado con Pst1-Xho1.

5-Subclonado delas variantes bcy1 en YEp51

Partiendo de las construcciones bcy(Nco1)-SK se procedió al subclonado del

fragmento Nco1-Híndlll de 2.15 kb, que contiene las variantes bcy1, en el vector

shuttle YEp51. Las caracteristicas relevantes de este vector ya han sido presentadas

en el punto 3.

Luego de cortar YEp51 y bcy1(Nco1)-SK con Nco1 y HindllI , se sembraron

las muestras en un gel preparativo de agarosa 1% y los fragmentos de interés fueron

eluidos por el método del Geneclean, según se describe en materiales y métodos. A

continuación se calcularon las concentraciones de ambos DNAsa ligar mediante un

gel analítico y se procedió a la reacción de Iigación.

Se utilizó T4 DNA-ligasa en un vol final de incubación de 10 ul y se incubó

O.N. a 16°C. Se decidió utilizar la relación molar 1:1, en base a los resultados

obtenidos en el punto 3, ya que presentó una buena eficiencia y es la que requiere la
mínima cantidad de material . E.co/i Novablue fue transformada con las mezclas de

Iigación;se hicieron mini-preparaciones plasmídicas de varias colonias que resultaron

ser resistentes a-ampicilina y se analizó el patrón de restricción para la enzima Pst1.

Posteriormente se analizó el patrón de restricción para la doble digestión Nco1-Hindlll
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para la muestra donde se encontró el patrón correcto con Pst1. A modo de ilustración

se muestran los resultados obtenidos con la variante bcy1-14 (Figura 47).

Figura 47- Gel agarosa 1% teñido con BrEt, M = Marcadores PM x EcoR1-Hind lll (21 Kb, 5.1
Kb, 4.9 Kb, 4.3 Kb, 3.5 Kb, 2Kb, 1.9 Kb, 1.5Kb, 1.3 Kb, 0.9 Kb, 0.8 Kb, 0.5 Kb)
A- calles 1-3 material proveniente de colonias resistentes a ampicilina cortado con Pst1.
B- calles 1-3 material = calle 3 del panel A cortado con Nco1- Hind III.

A R

H l 2 3 H

esperado esperado , _

6.8 Kb4_
i 2.0 Kb

La integridad de la construcción se analizó también, mediante PCR con primers

especificos. Dado que la mutación bcy1-14 consiste en una deleción de 42 pb el

fragmento amplificado corre ligeramente más rápido que el control wt. El fragmento

amplificado corresponde al gen entero y tiene un tamaño de 1250 pb.

Reacción de PCR

Primers utilizados:

PRIMER 1

5' CCCGAATTCG ATG GTA TCT TCT 3’

EcoRl

PRIMER 2

5’CCCCTCGAG ATG TCT TGT AGG 3’

3551-"

Esquema:

ATG BCY1

——> <—
P2 P1
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Las condiciones óptimas encontradas para la reacción de PCR con

estos primers se detallan a continuación:

aq

c.s.p 48

-Agregar a los 48 pl de mezcla de reacción, 2pl de DNAtemplado

Programa utilizado:

1- 10 min. a 95°C (desnaturalización)

2- 35 ciclos de:

-1 min. a 95°C

-1 min. a 40°C

-1 min. a 72°C

3-10 min. a 72°C

4-mantener a 4°C.

Se analizaron los productos de la reacción a través de corn'daen gel de agarosa 1% y

posterior tinción con BrEt (Figura 48).
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Figura 48- Gel agarosa 1% teñido con BrEt. M = Marcadores PM XEcoR1-Hind l// (21 Kb, 5.1
Kb, 4.9 Kb, 4.3 Kb, 3.5 Kb, 2Kb, 1.9 Kb, 1.5Kb, 1.3 Kb, 0.9 Kb, 0.8 Kb, 0.5 Kb), calle 1 BCYl­
YEp51, calle 2 bcy1-14-YEp51, calle 3= 1+2 (se observa un doblete)3.

Sobreexpresión y funcionalidad in vivo

Los resultados de la sobreexpresión de las distintas construcciones y su funcionalidad

¡n vivose presentan en la Sección Resultados:

1. Análisis fenotípico

2. Análisis por SDS-PAGE

3. Determinación actividad binding de [3H]cAMP

4. Western-blot
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7- Subclonado de BCY1 en pCB-GST quedando fusionada a GST, bajo el promotor
inducible CUP1

Partiendo de la construcción BCY1(Nco1)-SKse procedió al subclonado del

fragmento Nco1-EcoRV de 2.15 kb, que contiene al gen BCY1, en el vector shuttle

pCB-GST. A continuación se detallan las caracteristicas relevantes que éste

presenta:

-vector shuttle capaz de replicarse tanto en S.cervisiae como en E.coli

-el gen clonado en el sitio Nco1 queda adyacente al gen de la glutation­

sulfotransferasa (GST) de manera que al expresarse se genera una proteína de

fusión. La porción GST se encuentra fusionada al extremo carboxi-terminal de la

ubiquitina (UB). Esta fusión preserva la integridad de la proteína protegiéndola de

proteólisis endógena. Este extremo es removido tempranamente, quedando la

proteina de fusión con GST:

-e| sistema se encuentra bajo las órdenes del promotor inducible por cobre, CUP1.

También posee la secuencia terminadora de CYC1.

-marcador de selección en E.coli : resistencia a ampicilina (Amp)

-marcador de selección en levaduras: gen TRP1.

Mapa:

pCB-GST

6500bp

2pori TRP]

Luego de cortar BCY1(Nco1)-SK con Nco1 y EcoRVy el vector pCB-GST con

Nco1 y Pvu2 se sembraron las muestras en un gel preparativo de agarosa 1% y los

fragmentos de interés fueron eluídos por el método del Geneclean, según se describe
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en M&M.A continuación se calcularon las concentraciones de ambos DNAs a ligar

mediante un gel analítico y se procedió a la reacción de ligación.

Se utilizó DNA-ligasa de T4 en un vol final de incubación de 10 ul y se incubó

O.N. a 16°C y se utilizó una relación molar inserto / vector de 1:1. Eco/i Novablue

fue transformada con las mezclas de ligación; se hicieron mini-preparaciones

plasmidicas de varias colonias que resultaron ser resistentes a ampicilinay se analizó

el patrón de restricción para el corte con Bgl2 (Figura 49).

Figura 49- Gel agarosa 1% teñido con BrEt. M = Marcadores PM KHind Ill (23 Kb, 9.4 Kb, 6.6
Kb, 2.3 Kb, 2 Kb, 0.5 Kb)), calles 1-16 material proveniente de colonias resistentes a
ampicilina cortado con Bg/2, 17= pCB-GST cortado con la mismas enzima.

Patrón esperado
M 12 34 5 6 7 8 910ll l21314l51617

— 6.45 Kb

_ 1.8Kb

_ 0.6Kb

___ 0.3 Kb

Se seleccionaron las colonias 1, 3, 4, 5, 8, 9 y 16.
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Sobreexpresión de Ia fosfodiesterasa (PDE2/SRA5)de baja Km en cepas

que presentan mutaciones en Ia subunidad R (BCY1)de Ia PK A y análisis del

roI que los niveles de cAMP juegan en el desarrollo de fenotipos que

caracterizan estas cepas.

Subclonado del gen PDE2en un vector multicopia

Se utilizó como punto de partida el gen PDE2 clonado en YCp50 (pW3),

(Wilson 8. Tatchell, 1988). Se seleccionó el vector pRS426 pra el subclonado del

fragmento BamH1-Sac1 de 4.6 kb incluyendo PDE2. A continuación se presentan las

características sobresalientes de este vector y su correspondiente mapa:

vector shuttle capaz de replicarse tanto en levaduras como en Eco/i.

plásmido multicopia: basado en el plásmido de levaduras 2p.que está presente de

30/50 copias por célula.

marcador de selección en E.co|i: resistencia a ampicilina

o marcador deselección en levaduras: gen URA3

Mapa

MCS

MCS (200+ 2106)

T3 — Sac1 Sac2 Not1 Xba1 Spe1 BamH1 EcoR1 EcoRV Hind3 Cla1 Xho1 — 17
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Mapa de Ia construcción pW3:

I l l UAG AUG
H x s ' ' 1

X= Xho1
S= Sac1
H= Hind3 1Kb
B=BamH1 --—-——
C= Cla1

Luego de cortar pW3 y pRS426 con BamH1 y Sac1 se sembraron las muestras en

un gel de agarosa 1% preparativo y los fragmentos de interés fueron eluidos por el

método del Geneclean, según se describe en M & M. Se calculó la concentración de

ambos mediante un gel analítico y se procedió a la reacción de Iigación:

o 5 ng pW3 (BamH1-Sac1)
5 ng pRS426 (BamH1-Sac1)
T4 DNA ligasa
volumen final de incubación : 10 ul; incubación O.N. a 16°C.

Eco/i XL1-Blue fue transformada con la mezcla de Iigación; se hicieron

minipreparaciones piasmídicas de 4 colonias resistentes a amplcilina y se analizó el

patrón de restricción para la enzima Cla1 y para la doble digestión BamH1-Sac1

(Figura 50)

A Patrón esperado
Figura 50- Gel agarosa 1% teñido con
BrEt. M = Marcadores PM A Hind lll (23
Kb, 9.4 Kb, 6.6 Kb, 2.3 Kb, 2 Kb),

_ 8-5Kb A—muestras proveniente de colonias
resistentes a ampicilina cortadas con

1.8 Kb ClaI
B- mismas muestras que en A cortadas con

BamHI-Sacl

BM Patrón esperado

5.7 Kb
— 4.6Kb

El patrón encontrado para las distintas muestras de DNAcoincidió con el esperado

para pRS426 conteniendo el inserto deseado de 4.6 kb.
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Construcción de cepas bcy1 Apep4

Se desarrollaron cepas bcy1 Apep4. PEP4 es un gen estructural que codifica

para el precursosr PrA. Esta proteina es esencial para la correcta maduración de

varias hidrolasa vacuolares, por lo cual la purificación de una proteína expresada en

un fondo genético Apep4, se ve facilitada.

Se cruzaron cada una de las cepas mat a leu2 ura3 bcy1 RASZcon la cepa

mat a his3 Apep4 y se seleccionaron cepas leu2 ura3 hi53 Apep4 bcy1 RASZ . Se

pusieron a crecer en un medio pobre que favorece la esporulación y luego se realizó

la disección de ascos y análisis de tetradas.

Se utilizaron los siguientes fenotipos para determinar la presencia de los

siguientes alelos:

- bcy1 niveles de glucógeno (mediante tinción con lg), crecimiento en
YPEG a 37°C y viabilidad a través del crecimiento en una placa
con phloxina (colorante vital)

- Apep4 ensayo de actividad de carboxipeptidasa Y (CpY) usando como
sustrato: N-acetyl-DL-phenylalanina B- naphthyl ester (APE).
Aquellas colonias que son CpY+ (PEP4) se tiñen de color rojo,
mientras que las CpY' (Apep4) lo hacen de amarilloEs de notar
que en el caso de las cepas bcy Apep4 la tonalidad es rosada.

- auxotrofias por falta de crecimiento en un medio carente de histidina uracilo
o leucina.

- mat a ó a ensayo basado en la habilidad de una cepa indicadora de
crecer en un medio mínimo después de complementar sus
auxotrofias gracias al apareamiento.

A continuación, y a modo de ilustración, se presentan los resultados
observados durante el análisis de tetradas del cruzamiento de la cepa mat a leu2
uraB bcy1-14 RASZ con la cepa mat a hisS Apep4

Cepas
' parentalcs

Ono:
O .1

+letradaE

z:lo:
tg"

'.k—

O seleccionableYPEG

30°C 37°C
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Se presenta a continuación un resumen de las observaciones de estudios de

mutagénesis y cristalización, que llevaron a postular a los aminoácidos indicados en cada

caso como importantes, ya sea para la dimerización, la interacción con C, con el cAMP o

para la cooperatividad entre sitios.

MUTACIONESRI observaciones cita
¡n vivo Clegg et al,

GZOO/E sitioA Mutaciones identificadas en variantes 1987'
celulares de la línea S49 de linfoma

G324/D sitio B murino, resistentes a CAMP.
R332/H sitio B Estas mutaciones inhiben Ia disociación

de la holoenzima por cAMP.
El grado de inhibición fue dependiente
de la cantidad de RI mutada expresada,
donde la holoenzima requería 20-400
veces más CAMPpara su activación.

6324/D sitio B (1) Disociación cAMP Corre"et al.
B1 bifásica 1989­

R332/H sitio B (2) 82 monofásica
Activación

B1 cooperatividad +
cte. activación wt=40 nM

B1=188nM
BZsin cooperatividad

cte. activación BZ>4.7 pM
¡n vitro Woodford et

G200/E sitio A (A) l une cAMPI unión con c “1989

G324/D sitio B (B) A + estable
R332/H sitio B (B) B + estable

AB - inhibe, pero
doble mutante (AB) es muy inestable

del B + se asocia con C
del 267-380 sin sitio B inhibe con baja

(del B) equiv. bcy1-16 eficiencia.
W260/stop sin sitio B -une cAMP SaraSNalet

equiv. bcy1-16 -une sub_ C al. 1988.
-holo disociable

secuencia mínima funcional:
Arg 94 a Lys 259



MUTACIONES RI observaciones cita
del 260-379 sin sitio B -Los aas normalmente marcados con 8- Saraswaïe!

equiwbcy1-16 azido no se marcan a" 1938
-Se marca Y244 indicando que la hélice
C en el dominio A se acerca a la hoja
beta asimilando la orientación que tienen
el sitio B y laproteína CAP.

del 260-371 sin sitio B -capaces de formar un complejo estable Ringheimet
eqtflV-bcy1-16 con C, dependiente de cAMP. a’v199°

-off rates (disociación) incrementados,
de" 1-92/ del 260-371 medibles a baja sal (150 nM NaCl) y

0°C.
- Kd (CAMP) incrementado 1 orden de
magnitud en presencia de MgATP tanto
wt como mutantes.
-Mg-ATPseria requerido para una rápida
disociación de CAMPunido a R.

Y371/F pérdida de cooperatividad ¡1335:et al.
E200/D interac cAMP -Todas las mutaciones provocaron un Ringheim&

sitio A aumento de 2 veces en las ctes de Tay'0’v199°­
Y371NV aa de unión a asociación y disociación del cAMP.

8-azido cAMP -Las mutaciones afectan no sólo la
sitio B unión del cAMP al dominio mutado sino

F247/Y homólogo Y371 también al del otro
sitio A.

Marcación con 8-azido-cAMP :

th BcAMPY260 (A)
Y371 (B)

R(Y371/W) 8cAMP W371
R(E200/D) BcAMP Y371
R(F247/Y) BcAMP Y371

R209/K sitio A -formación de holo estando CAMP COX¿Tal/lor.
presente 1994'
-interacción cAMP fuertemente
debilitada
-no interaccionaría con H87 de C

R242/S/L Arg sitio A -reducción afinidad sitio A por CAMPde Ïggíox et al.

(incluida en del bcy1-14)
25 veces, atribuible a una aceleración
de la tasa de disociación del CAMP.Se
detecta binding a 0°C en baja sal.
-en la proteína wt la presencia de cAMP
en el sitio A retarda la disociación del
CAMPdel sitio B mientras que esto deja
de ocurrir en el caso de la mutante.



MUTACIONES RI observaciones cita
del 1-91 -formación holo acelerada aprox. 50

veces
-pérdida de cooperatividad
-Kd y Ka (CAMP) similar a la wt
-puede migrar libremente al
mientras que wt no
-a diferencia de PKI, la región que
precede al sitio de autoinhibición no
contribuye cuantitativamente a Ia unión
de alta afinidad a C.

núcleo

Herberg et al,
1994.

R209/K

R333/K

Doble mutante

sitio A (A)

sitio B (B)

(AB)

R209/K
-reducción del radio de Stokes
-ocupancia del sitio B no es suficiente para
activar la holo, el sitio A de baja afinidad
también debe ser ocupado

R333/K
-sitio A retiene su alta afinidad pero no
puede ser ocupado hasta que no se ocupa
el B
-de esta manera ambas mutantes, por
diferentes razones, presentan Kas 20 veces
supen'oresa Ia th
-AB, comportamiento similar a las mutantes
simples
-en presencia de Mg/ATP,ambas mutantes
rapidamente forman una holo muy estable,
aún en presencia de CAMP,en contraste
con la th que se forma lentamente y
requiere diálisis.
Conclusiones:
o sitio A es el de mayor contacto con C
o sitio B no es escencial para la

formación de la holo
o ocupancia del sitio por cAMP media

la disociación de la holo
o sitio A es totalmente inaccesible al

cAMP mientras que el sitio B no
o el acceso del cAMP al sitio A es

mediado por el sitio B
o de esta manera el sitio B no solo

protege al A sino que provee la señal
para "abrir" el sitio A

o un sitio A no funcional en la holo
previene la unión estable del cAMP
al sitio B en ausencia de disociación

Herberg et al,
1996



MUTACIONES RI observaciones cita
R210 x 9 sustituciones
diferentes

-Todas las sustituciones reducen la
afinidad de unión del cAMP al sitio A,
pero la magnitud de la variación va de
100 a 10‘5veces.
-los grupos guanidino de Arg-210 son
importantes para la alta afinidad por
CAMP,pero no juegan ningún rol en las
respuestas alostéricas provocadas por la
unión del CAMP al sitio A. Esto es no
afecta el acople con el sitio B y tampoco
en el efecto alostérico por el cual la
ocupancia del sitio A disminuye la
afinidad de R por C.

Steinberg et
al, 1996

Región pseudosustrato
Arggz-Arg-Arg-Arg-Gly­
Afi-lle-Ser-Ala-Glu

—A1-92 ó 1-93 no tuvieron efectos
detectables en cuanto a Ia inhibición de
C

-A1-94 o mutación puntual de Arg95 en
las mutantes truncadas A1-92/ A1-93
causaron una importante disminución en
la potencia inhibitoria de la R.
-A1-95 efecto mayor que el reemplazo o
sustitución de Argg4o Argg5.
-IIe9°/ Ala-Gly ó GIn redujo la potencia
inhibitoria de Ia R mientras que no se
alteró si el reemplazo se hacia con Val.
-no se observaron cambios cuando
Glu101fue sustituido por Ala o Gln.
—Conclusión: Argg‘, Arg95 y en menor
medida llega, constituyen elementos
vitales para la autoinhibición de la PKA
de tipo la por su subunidad R.

Poteet-Smith
et al, 1997.



MUTACIONESRI observaciones cita
Sitios protegidos de modificación Gibsonet 8’.

1997.química en RI:

E105A/E106A/D107A :> -afecta interacción R/C
E105A :> -afecta suavemente
E106A :> -no afecta
E107A 3 -no afecta
DMCA :> -afecta

¡[242m :> -afecta
D :>-noafecta:> -afecta

:> -Residuo conservado.
E101A -Mutación equivalente en R de

levadura, BCY1, desorganiza la
interacción R/C.

-No protegido por modificación
química en RI.

-no afecta la interacción R/C

D17OA :> Residuo ácido conservado en sitio A,
que hace pte H con R209.

-actúa como una R desnuda de CAMP
en experimentos de inhibición de C.
dando una inhibición lineal sin
tratamiento previo con urea, pero no
varía la afinidad de R/C. No dan una
explicación acabada del porqué.

-no varia la afinidad por cAMP
-no varía la Ka aparente de activación de

la holoenzima por cAMP
-aumento de las tasas de asociación y

disociación de cAMP.

K242A :> Residuo básico expuesto en la hélice
C del sitio A.

:> -comportamiento similar a D17OA.





MUTACIONESRII observaciones cita

del 1-94 (extremo Cambia el patrón de marcado por 8-azido Bubis&Taylor.
cAMP: 1987NH2)
wt no se marca en ningún aa en sitio A
del 1-94---—->domA= Y196+Y381

RR92,93/AA -Rll mutada en su forma libre de CAMPes
capaz de formar una holo estable
-esta holo se disocia en presencia de
cAMP
-esta holo retiene su actividad "total" en
ausencia de CAMP
-a pesar de no poder ser fosforilada por la
subunidad C la tasa de liberación de
cAMPaumenta con el agregado de C
-R92 y 93 no son esenciales para la
formación de la holo pero si para la
inhibición de su actividad
-debe existir otra zona de interacción con
C en Rll, a parte de la "bisagra", que
interactúe de manera cAMPdependiente

Wang et al, 1991

E99A mutación equivalente a E150A de la
BCY1, que lleva a un reconocimiento
defectivo de la C (TPK1)
-cuando thIl inhibió95% la actividad de
C RII(E99A) solo inhibió el 20%.
-por Io tanto es un residuo importante en
la interacción R/C.
Es de notar que la mutación del Glu
equivalente en Rl no afecta esta
interacción.

Gibson et al, 1997.
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Neurospom crassa (NCrassa)‘ Magnaporthe grisea (Mgrisea) Saccharom ' ' ' ' ' ’. , u , yoes cerewsnae (Scerevnsuae), Schlzosaccharom ces mbe
(Spombe); Blastocladlella emersonu (Bemersonii); Ustilago maydís (Umaydis); Caenorhabditis elegans (Celegans); ¡{la ypoRllabovinas.
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