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Estudio bioinformatico, bioquimico y estructural de la subunidad regulatoria de la

proteina quinasa dependiente de cAMP en modelos fuingicos

Resumen

La proteina quinasa dependiente de cAMP (PKA) ha sido ampliamente estudiada en modelos de
mamiferos. Es un tetramero compuesto por un dimero de subunidades regulatorias (R) y dos
subunidades cataliticas (C). La subunidad R tiene una estructura modular: un dominio de
dimerizacion y anclaje (D/D) en el extremo N-terminal, a través del cual las subunidades R se unen
entre si y a proteinas de anclaje llamadas AKAPs; dos dominios en tandem de unién a cAMP en el
extremo C-terminal (CNB) y una zona bisagra flexible uniendo estas dos regiones estructuradas. La
zona bisagra contiene el sitio inhibitorio (IS) que se une al sitio activo de la subunidad C impidiendo

la fosforilacion de los sustratos.

Esta tesis esta concentrada en el estudio bioinformatico, bioquimico y estructural de la subunidad R
en hongos. Los modelos experimentales utilizados son la levadura Saccharomyces cerevisiae y

dos especies de hongos filamentosos del género Mucor. Los principales logros son los siguientes.

A diferencia de los dominios CNB, los dominios D/D no estan presentes en todas las subunidades
R de hongos. El extremo N-terminal de la subunidad R de S.cerevisiae (Bcy1) es responsable de la
dimerizacion y es capaz de unirse a la D-AKAP2. La regién N-terminal al IS de la zona bisagra
participa en la interaccion R-C y determina la velocidad de transferencia de fosfato en la reaccion
de fosforilacion. Los dominios CNB de Bcy1, resueltos por cristalografia de rayos x, tienen una
arquitectura general similar a las subunidades R de mamiferos, mientras que la orientacion relativa

y la superficie de contacto entre ambos dominios son diferentes.

Palabras clave: cAMP, proteina quinasa A, hongos, cinética enzimatica, cristalografia de rayos X.
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Bioinformatic, biochemical and structural analisis of regulatory subunit of cAMP

protein kinase in fungal models

Abstract

cAMP-dependent protein kinase (PKA) has been thoroughly studied in mammalian systems. It is a
heterotetramer composed of a regulatory subunit dimer (R) and two catalytic subunits (C). The
modular R subunit consists of a dimerization and docking domain (D/D) at the N-terminus and two-
tandem cAMP-binding domains (CNB) at the C-terminus, jointed by a flexible linker or hinge, which
includes a substrate-like inhibitory site (IS) that docks to the active site cleft of the C subunit in the
absence of cAMP. The D/D domain not only maintains the protomer as a dimer, but also provides

an anchoring surface on which the AKAPs (A kinase anchoring proteins) dock.

This thesis is focused on the bioinformatic, biochemical and structural study of R subunits in fungi.
The experimental models used are the yeast Saccharomyces cerevisiae and two species of

filamentous fungi from the genre Mucor. The principal findings are the following.

Unlike de CNB domains, the D/D are not present in all the fungal R subunits. The N-terminus of the
R subunit from S.cerevisiae (Bcy1) is responsible for the dimerization and capable of binding to D-
AKAP2. The region N-terminal to the IS in the linker participates in the R-C interaction and
determines the phosphate transfer rate in the phosphorylation reaction. The CNB domains of Bcy1,
resolved by X-ray crystallography have an overall structure similar to the mammalian R subunits,

while the relative orientation and contact surface between the two domains are different.

Key words: cAMP, protein kinase A, fungi, enzyme kinetics, X-ray crystalography.
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Capitulo I: Introduccion

1.1. PROTEINA QUINASA DEPENDIENTE DE cAMP

.1.1. El cAMP

El concepto de segundo mensajero en el proceso de internalizacion de sefiales nacié con el
descubrimiento del nucléotido ciclico 3"-5"-adenosina monofosfato (cCAMP) (figura I.1) y sus efectos
sobre el metabolismo, la forma celular y la transcripcion, a través de la fosforilacion reversible de
proteinas (Sutherland, E.W., 1972). El cAMP es producido por la adenilato ciclasa en respuesta a
una variedad de sefales extracelulares. Niveles elevados de cAMP en la célula llevan a la
activacion de las moléculas blanco. La proteina quinasa dependiente de cAMP o proteina quinasa
A (PKA) fue la primera molécula conocida que une cAMP y probablemente la mas estudiada
(Walsh, D. A. et al., 1968). Esta molécula se ha convertido en un modelo estructural y funcional de
proteinas quinasas. Posteriormente se han descripto otras moléculas que unen cAMP: la proteina
activadora de genes por catabolito (Zubay, G. et al., 1970), el receptor de Dictyostelium discoideum
(Klein, P.S. et al 1988), los canales idnicos gatillados por nucleotidos ciclicos (Goulding, E. H. et al.,
1992) y el factor intercambiador de guanina activado por cAMP (Epac) (de Rooij, J. et al., 1998;
Kawasaki, H. et al., 1998).

Figura I.1. Estructura quimica del cAMP.

1.1.2. Funcion de la PKA

La proteina quinasa A es una enzima que cataliza la reaccion de fosforilacion de sustratos
proteicos. En esta reacciéon se transfiere el fosfato y del ATP a un grupo hidroxilo de la proteina

sustrato (figura I).

0 4

H \\p
% S
ATP + \fo —> ADP + \{°

Figura 1.2. Reaccion de transferencia de fosfato.
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Capitulo I: Introduccion

1.1.3. Clasificacién de la PKA dentro de las quinasas

La PKA pertenece a la familia de las AGC quinasas, un grupo de serina-treonina quinasas. El
nombre de AGC quinasas proviene de proteina quinasa A, proteina quinasa G y proteina quinasa
C. Este grupo de quinasas se caracteriza por poseer (i) en el extremo N-terminal uno o mas
dominios que determinan total o parcialmente su localizacién; (ii) un dominio catalitico y (iii) un

dominio C-terminal regulatorio con un sitio consenso hidrofobico (Sobko, A., 2006).

.1.4. La PKA en mamiferos

La PKA fue identificada en tejido esquelético de mamifero por primera vez en 1968 (Walsh, D. A. et
al., 1968). Desde entonces la PKA de mamiferos ha sido intensamente estudiada a nivel
estructural, cinético y funcional. El modelo de mamifero es sin lugar a dudas el mas estudiado y
practicamente todo lo que se sabe acerca de la PKA se ha descubierto en PKA de mamiferos.
Otros modelos utilizados para el estudio de la PKA son Dictyostelium discoideum, Saccharomyces
cerevisiae y varios hongos filamentosos entre los que se encuentran Mucor rouxii y Neurospora

crassa.

La PKA en mamiferos es un tetramero formado por un dimero de subunidades regulatorias (R) y
dos subunidades cataliticas (C). La subunidad regulatoria interacciona con el sitio activo de la
subunidad catalitica, impidiendo su actividad. Cuando el cAMP se une a la subunidad regulatoria,
disminuye la afinidad R-C y queda libre el sitio activo de la subunidad catalitica siendo posible la

fosforilacion de sustratos (figura 1.3).

cAMP,  cAMP

— +
@ @

Figura 1.3. Esquema general de la estructura de la
holoenzima. Modelo clasico de activacion.

1.1.4.1. Subunidad catalitica

Existen tres genes que codifican para la subunidad catalitica: a, p y y. La isoforma o se expresa en
todas los tipos celulares, mientras la expresién de las isoformas 3 y y esta restringida a ciertos
tejidos. Las tres isoformas presentan una identidad de secuencia de alrededor de 80% (Beebe S.J.
et al., 1990).
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En 1991 el grupo de Susan Taylor cristalizé la isoforma o unida a ATP y al péptido correspondiente
a los aminoacidos 5 al 24 del inhibidor de proteina quinasa A (PKI), un péptido que regula la
actividad y la localizacién de la subunidad C (Knighton, D.R. et al., 1991a). Fue la primera
estructura de una quinasa que se obtuvo. La subunidad catalitica esta compuesta por un core
bilobular muy conservado en todo el grupo de las quinasas, un dominio helicoidal en el extremo N-
terminal que tiene un sitio de miristoilacion y un dominio C-terminal que se expande a través de la
superficie del core (Johnson D.A. et al., 2001). El I6bulo pequefio esta compuesto de cinco hojas 8
antiparalelas y una a-hélice. El I6bulo mayor en cambio, esta dominado por cinco a-hélices (figura
I.4). El sustrato proteico se une al loop catalitico ubicado en este |6bulo. Ambos |I6bulos forman una

hendidura donde se posiciona el ATP.

GNARARKKGSEQESVKEFLAKAKEDFLKKWETPSONTAQLDO FERINTILG TEGESFGRVMIY (60)
& LR LJ

14 I v v
KHEESGNHYAMKILDEDKVVKLKQ IEHTLNEKR ILQAVNFPFLVKLEFSFKDNSHNLYNUM (120)
. .

EYVAGGEMFSHLRRIGRF SEPHARFYAAD IVLTFEYLHS AR, ¥1 (180)

VIl
RVE .—Rrw'n.csrpn!mm:.l IL (240)

X
EXI RFPSHISSDLKDLLRNLLC . i ATT (300)

DWIAISORKVEAPFIPKFKGPGDTSNFDDREEEEIRVSINEKCGKEFTEF

Figura 1.4. (Johnson, D.A. et al., 2001) Estructura cristalografica (izquierda) y secuencia de la
subunidad catalitica o (derecha). El patrén de colores de la estructura se corresponde con el de la

secuencia del core conservado en todas las quinasas (I-XI).

La posicion relativa de ambos I6bulos es variable. La subunidad C es capaz de adoptar diferentes

conformaciones a lo largo de la catalisis (Taylor, S.S. et al., 2004).

1.1.4.2. Subunidad regulatoria

A diferencia de otras quinasas, la subunidad C esta regulada negativamente por la subunidad R.
Existen dos tipos de subunidades regulatorias en mamiferos: | y Il. Cada tipo tiene dos isoformas: a

y B. Estas cuatro isoformas corresponden a cuatro genes diferentes.

Todas comparten la siguiente estructura modular: en el extremo N-terminal, un dominio de
dimerizacion y anclaje (D/D), a través del cual las subunidades regulatorias se unen entre si y a
otras proteinas de anclaje a PKA (AKAPs); hacia el extremo C-terminal los dominios en tandem de

unién a cAMP (CNB) y entre estas dos regiones bien estructuradas se encuentra un dominio
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desplegado llamado zona linker o bisagra que incluye el sitio inhibitorio (IS) que se asemeja al sitio
consenso de fosforilacion de los sustratos (figura 1.5). La regién hacia el N-terminal del IS se

conoce como linker I, mientras que la region hacia el C-terminal del IS se llama linker II.

D/D IS CBD-A CBD-B

linker | linker Il
o — 32 )
U

Figura 1.5. Estructura modular de la subunidad regulatoria.

No se conoce hasta el momento la estructura de alta resolucién de la subunidad R entera, pero si
de los dominios D/D y CNB. Es probable que la imposibilidad de cristalizar la subunidad regulatoria
entera se deba a la flexibilidad de la region linker.

En las siguientes secciones se describiran cada uno de los dominios mencionados.

1.1.4.2.1. Dominio de dimerizacién vy anclaje

Uno de los mecanismos a través del cual la PKA logra especificidad es la localizacion subcelular.
La PKA es parte de grandes complejos de sefializacion. El anclaje a dominios subcelulares esta
mediado en gran medida por proteinas llamadas AKAPs (Pawson T. & Scott J.D., 1997). Estas

proteinas se unen al dominio D/D de la subunidad R de la PKA.

Las estructuras del dominio D/D obtenidas por RMN (Newlon, M.G. et al., 1999; Banky, P. et al.,
2003) y cristalografia de rayos X (Kinderman, F.S. et al., 2006; Gold, M.G. et al., 2006) muestran un
dimero antiparalelo de dos cadenas polipeptidicas con un motivo a-hélice-vuelta-a-hélice, en

disposiciéon de X (four helix bundle) (figura 1.6).

Figura |.6. Estructura de los dominios D/D de Rla (Banky, P. et al., 2003)
y de Rlla (Kinderman, F.S. et al., 2006). Se muestran en representacion
de sticks los puentes disulfuro.
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Esta estructura provee la superficie de interaccion con las AKAPs, razén por la cual la dimerizacion
es un requisito para la unién de AKAPs. Se identificaron por un lado aminoacidos necesarios para
la dimerizacion y por otro para la unién de AKAPs, que no son necesarios para la dimerizaciéon

(figura 1.7).

Si bien la estructura es conservada (comparando Rl y RIl) (figura 1.6) la secuencia no se conserva

(figura 1.7).

A diferencia de las subunidades RII, las subunidades RI tienen dos puentes disulfuro (figura 1.6).

Hélice N-1 Hélice I Hélice II
* * * * *
MASGSMATSEEERSLRECELYVQKHNIQALLKDSIVQLCTTRPERPMAFLREYFERLEKEEA 62
MASGSMAASEEERSLRECELYVQKHNIQALLKDSIVQLCTARPERPMAFLREYFERLEKEEA 62
MESGSTAASEEARSLRECELYVQKHNIQALL

Mus musculus RIo
Rattus norvegicus RIa
Human RIo

Bovine RIx

= e e

* %
MSHIQIPAGLTELLQGYTVEV
MSHIQ GLTELLQGYT
MSHIQ GLTELLQGYT
MSHIQIPPGLTELLQGYTVEV

Mus musculus RIIx
Rattus norvegicus RIIa
Human RIIx

Bovine RIIx

e

* * k *

MS IEIPAGLTELLQGFTVEVLRHQPADLLEFALQHFTRLQQENE 44
MS IEIPAGLTELLQGFTVEVLRHQPADLLEFALQHFTRLQQENE 44
MS_IEIPAGLTELLQGFTVEVLRHQPADLLEFALQHFTRLOQENE 44
MS IEIPAGLTELLQGFTVEVLRHQPADLLEFALQHFTRLQEENE 44

Mus musculus RIIB
Rattus norvegicus RIIf
Human RIIf

Bovine RIIP

e

Figura I.7. (Hausken, Z.E. et al., 1994; Li, Y. & Rubin, C. S.,1995; Banky, P. et al., 1998)
Alineamiento de las secuencias correspondientes al dominio D/D de Rla, Rlla y RIIB.
Para cada secuencia a izquierda y derecha se indica la numeracion de aminoacidos. Las
secuencias estan coloreadas de acuerdo a la estructura: rojo, a-hélice; verde, loop y
negro, no determinada. Los residuos que se conservan en todas las secuencias estan en
negrita. Los asteriscos azules indican los residuos necesarios para la union a AKAP,
mientras que los asteriscos negros muestran los aminoacidos esenciales para la
dimerizacion.

1.1.4.2.2. Zona bisagra

Uniendo a los dominios D/D y CNBs se encuentra la zona linker o bisagra. Esta incluye el sitio
inhibitorio (IS), que se asemeja al sitio consenso de fosforilacién de los sustratos de PKA. Tiene tan
soOlo cuatro residuos: RRXS/A. Este motivo se une al sitio activo de la subunidad C, inhibiendo la

fosforilacion de los sustratos.

Las subunidades RI tienen una Ala en el sitio inhibitorio (sitio de pseudosustrato), mientras que las
subunidades RIl tienen una Ser en esta posicidén, la cual es autofosforilada (sitio de

autofosforilacion).
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El linker es una region desordenada, que tiene gran flexibilidad (Li, F. et al., 2000). Su secuencia es
altamente repetitiva y muy poco conservada. Se han predicho sitios de fosforilacion y de interaccién

proteina-proteina (Vigil, D. et al., 2004a).

1.1.4.2.3. Dominios de unién a cAMP

Los dominio de unién a cAMP estan muy conservados. Las estructuras de Rla (Su, Y. et al., 1995)
y de RIIp (Diller, T.C. et al., 2001) comparten la misma arquitectura con otros dominios de unién a

nucledtidos ciclicos. La secuencia de los dominios de unién a nucleotidos ciclicos es muy

conservada (figura .8).

85 B8 @B
) |
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Figura 1.8. (Kannan, N. et al., 2007) Comparacién de secuencias de dominios de unién a
nucleotidos ciclicos. Las posiciones coloreadas en el alineamiento y el histograma corresponden a
regiones conservadas. Arriba se indica la estructura secundaria: en negro las hojas  y en rojo el
PBC.

Cada dominio consiste en dos subdominios: un subdominio o y un subdominio f. Este ultimo es un
sandwich tipo B relativamente rigido (figura 1.9). Contiene ademas un motivo muy conservado

llamado casete de union a fosfato (PBC), al cual se une el cAMP.

El PBC es un motivo de catorce aminoacidos, que esta presente en todos los dominios de union a
nucledtidos ciclicos. Esta formado por un loop y una a-hélice. Tiene tres componentes claves de
interaccion con la molécula de cAMP (figura 1.10): la Arg que se une al fosfato y el Glu que se une
al hidroxilo de la ribosa y un residuo tapa o capping que interacciona con el anillo de la adenina
(Berman, H.M. et al., 2005).
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RUB of PKA b Rla of PKA

A domain

Figura 1.9. (Berman, H.M. et al., 2005) Estructuras de los
CNBs de (a) RIIp y de (b) Rla. Las estructuras estan

coloreadas de acuerdo con la estructura secundaria.

DOMAIN A

Arg381

hélice N

Figura 1.11. (Kornev, A. et al.,, 2008) Estructura del
motivo N3A. Como cartoon se muestran la hélice N, el
turn 310 y la hélice A. Los residuos que determinan la
estructura del turn 319 estan mostrados como sticks.
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El subdominio helicoidal es mas dinamico. Consiste en un motivo llamado N3A y las hélices B-C. El
motivo N3A esta formado por dos a-hélices, la hélice N y la hélice A, separadas por un loop de 8
residuos, que tiene estructura de turn 34¢ y se lo denomina 3¢ loop (Kornev A. et al., 2008) (figura
[.11).

Las hélices B-C del dominio A junto con la hélice N del dominio B constituyen la bisagra que une

ambos dominios (figura 1.13).

1.1.4.3. Holoenzima

Las estructuras cristalograficas de los heterodimeros RIa(91-379)-C y Rlla(90-400)-C han
permitido conocer las zonas de interaccion en ambas subunidades (Kim, C. et al., 2005; Kim, C. et
al 2007; Wu, J. et al., 2007). La zona de contacto esta muy extendida. Se describieron cuatro sitios
que involucran las siguientes regiones de la subunidad R: (1) IS; (2) PBC y loop 34 del CNB-A; (3)
a-hélice B/C del CNB-Ay el loop 310 y a-hélice A del CNB-B; (4) a-hélice B del CNB-B (figura 1.12).

Figura I.12. (Wu, J. et al., 2007) Estructura del complejo Rlla(90-
400)-C. El I6bulo menor y el mayor de la subunidad C estan
coloreados de gris y marrén, respectivamente. Los CNB A y B
estan coloreados de violeta y fucsia, respectivamente. Los
PBCs, de amarillo; el linker de rojo y las hélices B y C de
turquesa. Se sefalan los 4 sitios de interaccion.
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Se ha observado ademas, por experimentos de fluorescencia y de resonancia de plasmon
superficial que la region de 20 aminoacidos hacia el extremo N-terminal del IS forma parte de la
superficie de interaccion entre las subunidades R y C, tanto para el heterodimero R-C de tipo de |
como para el de tipo Il (Li, F. et al., 2000; Cheng, X. et al., 2001). La region en la subunidad C

comprometida en cada caso es diferente.

1.1.4.4. Activacion de la PKA

La PKA al igual que otras moléculas activables por cAMP muestra un comportamiento alostérico.
En la holoenzima el CNB-B es accesible y se une primero al cAMP. La unién subsecuente al sitio A
lleva a la liberaciéon de la subunidad C, de acuerdo al modelo clasico. El mecanismo de activacion
de la PKA no esta completemente dilucidado aun. Se cree que la comunicacién entre los dominios

CNB es clave en el proceso de activacion.

La subunidad R sufre grandes cambios conformacionales al unirse a la subunidad C (Wu, J. et al.,
2007; Kim, C. et al., 2007). Estos cambios involucran el ordenamiento del linker y la reorganizacion
de los subdominios a-helicoidales de los CNBs (figura 1.13). Las a-hélices B, C del CNB-A y la a-
hélice N del CNB-B se extienden en una unica hélice larga, la cual interacciona directamente con la
subunidad C.

De acuerdo al modelo clasico, la activacion de la PKA por cAMP se da a través de la disociacién de
la holoenzima. Sin embargo, existen evidencias experimentales que apoyan la idea de una
activacion sin disociacion completa, es decir de una holoenzima con actividad (Yang, S et al., 1995;
Johnson, D.A. et al., 1993; Vigil, D. et al., 2004b).

Para la holoenzima de tipo | la disociacion completa se alcanza agregando sustrato junto con el
cAMP. En el caso de la holoenzima de tipo Il una proporcién de holoenzima permanece intacta aun

luego del agregado de cAMP y sustrato (Vigil, D. et al., 2004b; Viste, K et al., 2005).

Otra diferencia entre la PKA de tipo | y Il es el requerimiento de ATP-Mg?* para la formacion de la

holoenzima: a diferencia de la de tipo II, la de tipo | requiere ATP-Mg?* (Wu, J. et al., 2007).
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cAMP-Bound C Subunit-Bound

C subunit

7

C Subunit-Bound
ubu
('\i\ | //Zi'

Figura 1.13. (Kim, C. et al., 2007) Comparacién de los subdominios a-helicoidales de las
estructuras de R unidas a cAMP y a la subunidad C. A) a-hélice B/C del CNB-A. B) a-
hélice B/C del CNB-B.

1.1.5. La PKA en Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae es un hongo levaduriforme perteneciente al Filum Ascomycetes . Es el
modelo de célula eucariota mas utilizado para el estudio de transduccion de sefales. Mucho de lo

que se conoce acerca de la via de internalizacion de sefiales de PKA se aprendio de este sistema.

Existen tres genes que codifican para la subunidad C, TPK1, TPK2 y TPK3 (Toda, T. et al., 1987a)
y un gen que codifica para la subunidad R, BCY1 (Toda, T. et al., 1987b).

Las secuencias de las Tpks tienen una identidad de alrededor del 50% con las subunidades C de
mamiferos. La identidad entre Tpk1 y Tpk3 es del 86%, entre Tpk2 y Tpk1 de 75% y entre Tpk2 y
Tpk3 de 76%. La diversidad esta restringida al extremo N-terminal. La Tpk2 tiene un extremo N-

terminal mas largo, rico en GIn.
La delecion de los tres genes de Tpk es letal. Sin embargo la presencia de uno solo de ellos

(cualquiera sea) basta para que la célula viva (Toda, T. et al., 1987b). La disrupcion de Bcy1 no es

letal, pero genera sensibilidad a shock térmico y a la deprivacién de fuente de nitrégeno.

11
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De las tres subunidades C la Tpk1 es la mas estudiada. Es inhibible por la subunidad R de

mamiferos asi como por su propia subunidad R (Bcy1) y por PKI.

De estas cuatro proteinas soélo se conoce la estructura de la mutante de delecion A80-TPK1

(Mashhoon, N. et al., 2001). La estructura es similar a la Ca de mamiferos (figura [.14).

Figura |.14. Estructura de la Tpk1. El patron de colores corresponde
a la estructura secundaria.

La secuencia de Bcy1 presenta alrededor de 40% de identidad con las subunidades R de
mamiferos. Como todas las subunidades de hongos, la Bcy1 tiene un IS con una Ser
autofosforilable. Tiene dos sitios de union a cAMP conservados (Johnson, K.E. et al., 1987). La
secuencia del extremo N-terminal no se parece a la de mamiferos. La region correspondiente a los
primeros 124 aminoacidos es necesaria y suficiente para la localizacién subcelular de Bcy1
(Griffioen, G. et al., 2000).

1.1.6. La PKA en Mucor

El estudio de la PKA en Mucor nacié con el descubrimiento del rol del cAMP en el control del
dimorfismo en el hongo Mucor rouxii. EI género Mucor pertenece al Filum Glomeromycetes.
M.rouxii y circinelloides, como otras especies de Mucor tiene la habilidad de crecer con dos
morfologias diferentes: células esféricas levaduriformes que se reproducen por gemacién o micelio
tipico, dependiendo de las condiciones (Barnicki-Garcia, S & Nickerson, W.J., 1962). La
germinacion de las esporas ocurre en dos etapas. Las esporas elipsoidales crecen primero dando
grandes estructuras esféricas. Luego se producen los tubos germinativos, que daran origen al
micelio (Cano, C. et al., 1988). EI cAMP agregado al medio de cultivo induce el crecimiento
isodiamétrico en condiciones que de otra manera hubieran llevado al crecimiento polarizado
(Pereyra, E. et al., 1992).

12
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Al igual que la PKA de mamiferos, la PKA de Mucor es un tetramero, formado por dos subunidades
Ry dos subunidades C (Pastori, R. et al., 1985).

Tiene la propiedad particular de no disociarse con simple agregado de cAMP. La disociacion se
logra con el agregado ademas de cAMP, de NaCl o policationes (Moreno, S. et al., 1980; Ocampo,
J. etal., 2007).

La PKA de Mucor rouxii contiene dos sitios cooperativos de unién a cAMP en cada subunidad R,
cuyas propiedades son similares a las de la PKA de mamiferos. Sin embargo la selectividad de la
unién a analogos de cAMP es diferente. Se ha identificado un complejo ternario holoenzima-cAMP

formado por la holoenzima y dos moléculas de cAMP unidas al sitio B (Paveto, C. et al., 1989).

Estas caracteristicas hacen a la PKA de Mucor un buen modelo para el estudio del mecanismo de

activacion, aun no completamente dilucidado.

La especificidad del sitio consenso de fosforilacién de los sustratos por parte de la subunidad C de

M.rouxii es similar al observado para la Ca (Zaremberg, V. et al., 2000).

El grado de activacion de la holoenzima depende del sustrato que se utilice. Existen dos
interpretaciones posibles de esta observacion: el sustrato participa en la disociacion de la
holoenzima y/o la holoenzima tiene actividad (Zaremberg, V. et al., 2000). La participacion del

sustrato en la disociacion de la holoenzima ha sido comprobada en mamiferos (apartado 1.1.4.4.).

El nimero de genes que codifican para la subunidad R y C aun no se conoce. Se ha identificado un
s6lo gen que codifica para la subunidad R (Sorol, M.R. et al., 2000). Su secuencia presenta un 50%
de identidad con respecto a las subunidades R de mamiferos. Recientemente se ha comenzado a

secuenciar el genoma de Mucor circinelloides.

1.1.7. Proteinas de anclaje a PKA (AKAPs)

Diferentes ligandos pueden regular negativa o positivamente los niveles de cAMP, a través de
receptores acoplados a proteinas G. EI cAMP activa a una amplia variedad de substratos de PKA.
La especifidad de la sefal se logra a través de (1) microdominios de cAMP generados por adenilato
ciclasas (AC), (2) terminacion de la senal por degradacion de cAMP por las fosfodiesterasas (PDE)
y (3) anclaje de la PKA a dominios subcelulares por proteinas de anclaje de la PKA, AKAPs (A

kinase anchoring proteins) (figura 1.15) (Jarnaess, E. & Taskén, K., 2007).

13
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. Adenylyl cyclase
— { \‘ l l ‘-‘ ‘— - —

G-protein coupled \_J

receptor Local pool
‘ of cAMP

Anchored PKA ‘Ax
(AKAP)

Anchored PDEs

Figura 1.15. (Jarnaess, E. & Taskén, K., 2007) Mecanismos
descriptos por los cuales se logra la especificidad en la sefal de
PKA: microdominios localizados de cAMP, PDEs y anclaje de
PKA por proteinas AKAPs.

La localizacién de la PKA en mamiferos esta principalmente determinada por proteinas AKAPs,
que se unen a los dimeros R,. La PKA de tipo | es considerada clasicamente citoplasmatica,
mientras que la de tipo Il es tipicamente particulada y restringida a estructuras subcelulares a las
cuales esta anclada por proteinas AKAPs (Carr D.W. et al., 1992; Herberg F.W. et al., 2000). Sin
embargo se conocen también proteinas AKAPs duales que unen tanto RI como RIl (Huang L.J. et
al., 1997 a y b). En los ultimos anos se han identificado algunas AKAPs que unen preferentemente
RI. (Jarnezss, E. et al., 2008).

Aun no se conoce mucho acerca de la estructura de las proteinas AKAPs enteras. Se ha
caracterizado exhaustivamente el dominio de unién al dimero R, (Carr, D.W., et al., 1991) llamado

dominio AKB (A kinase binding domain).

A través del dominio D/D en el extremo N-terminal, los dimeros de subunidades regulatorias se
asocian a una oa-hélice anfipatica de 14-18 residuos presentes en todas las AKAPs (Newlon, M.G.
et al., 1999). La a-hélice de la AKAP se une diagonalmente a las a-hélices antiparalelas del dimero

de R (figura 1.16).
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Figura 1.16. (Kinderman, F.S. et al., 2006) Estructura
del dominio D/D de Rlla. en complejo con el péptido
correspondiente a la region 631-649 de la D-AKAP2.

Las proteinas AKAPs son plataformas multivalentes a las cuales se asocian no solo la PKA sino
también otras moléculas de sefalizacion, como sustratos, fosfatasas y otras quinasas (Feliciello, A.
et al., 2001).

Las proteinas AKAPs descriptas hasta el momento se encuentran en su gran mayoria en

mamiferos. No se conocen aun AKAPs en otros organismos.

1.1.8. Sustratos.

Los sustratos de la PKA son el ATP, que es el dador de fosfato y una proteina, que es el aceptor de
fosfato. Las proteinas sustrato presentan una Ser o una Thr (cuyo —OH reacciona con el ATP), en
el contexto de los siguientes motivos: Arg-Arg-X-Ser/Thr, Arg/Lys-X-X-Ser/Thr y Arg/Lys-X-Ser/Thr,
en donde X puede ser cualquier aminoacido (Shabb, J.B., 2001). Péptidos derivados de las
secuencias consenso de sustratos fisioldgicos son reconocidos y fosforilados por la subunidad C, lo
cual permite utilizar péptidos como sustratos en los experimentos. ElI kemptido, derivado de la
piruvato quinasa de cerdo se ha convertido en un péptido-sustrato clasico de PKA (Kemp, B.E. et
al., 1977).

Las proteinas sustrato participan en la regulacion de diferentes procesos celulares como
transcripcion, flujo de iones, crecimiento, muerte (Walsh, D.A. et al., 1992). Se han descripto varias
proteinas sustrato en diferentes organismos. En esta tesis se realizaron algunos experimentos con
la piruvato quinasa 1 de Saccharomyces cerevisiae (Pyk1), la cual ha sido identificada como
sustrato de la PKA (Portela, P. et al., 2002) y caracterizada bioquimicamente (Portela, P. et al.,
2006). Es una enzima que cataliza la conversion de fosfoenolpiruvato a piruvato, el ultimo paso de

la glucdlisis.
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1.2. CINETICA ENZIMATICA

La reaccién catalizada por las quinasas requiere ATP y proteina sustrato y por lo tanto se considera
que el mecanismo de reaccion es de bisustrato. Existen evidencias experimentales que indican que
el orden de entrada de un sustrato o el otro es al azar para la subunidad Ca (Cook, P.F. et al.,

1982; Kong, C.T. & Cook, P.F., 1988).

1.2.1. Ecuacion de Michaelis-Menten

A concentraciones saturantes de ATP, la reaccion en presencia de subunidad C libre de subunidad

R se comporta como de monosustrato y sigue una cinética de tipo Michaelis-Menten (figura 1.17).

_A.'l_) /\‘-)
C-ATP + SUSTRATO C-ATP-SUSTRATO _~_;, C + ADP + SUSTRATO-P
k_ 1

Figura 1.17. Esquema que representa la reaccion de fosforilacion bajo el
modelo de Michaelis-Menten.

En estado estacionario - periodo temporal de la reacciéon durante el cual la concentracion de

complejo enzima-sustrato es constante- la ecuacion que describe la velocidad de la reaccion es

V=V [S—] ecuacion 1

max [S] + Km

donde

V. =kICl ecuacion 2

en donde [C]r es la concentracion de enzima total y

K= —* 2 ecuacién 3

El grafico de velocidad en funcién de la concentracion de sustrato de acuerdo a la ecuacion 1 tiene

forma de hipérbola (figura [.18).
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M [S]

Figura 1.18. Grafico de Michaelis-Menten. Se grafica la
funcion de la ecuacion 1 y se muestran los parametros
cinéticos Viax Y K.

La k., se denomina constante catalitica (k.at) ya que corresponde al paso catalitico. También se la
llama turnover number de la enzima, pues define el numero de eventos cataliticos por unidad de

tiempo y por unidad de enzima.
Para lograr el estado estacionario el numero de moléculas de sustrato debe estar en exceso con
respecto al numero de moléculas de enzima; la enzima debe estar en una concentracién dentro del

rango lineal y la reaccion debe ser medida dentro del rango temporal lineal (Coperland, R.A., 2000).

Debido a que la K, incluye a las k.; y a la k4, las cuales determinan la afinidad (Kq)

K = ul ecuacion 4

tradicionalmente se la ha utilizado para estimar y comparar la afinidad de los sustratos, aunque

este parametro no es una medida directa de la afinidad (Kqy).
Durante el estado estacionario la velocidad de formacién de producto es constante. Antes de llegar
a esta condicion (estado pre-estacionario), la velocidad de formacion de producto es variable y se

estabiliza al llegar al estado estacionario.

La eficiencia catalitica se define como el cociente k../K,. Se la utiliza para comparar diferentes

sustratos de una misma enzima.

1.2.2. Trasferencia de fosfato y liberaciéon de producto

Abandonando el modelo simplificado de la ecuacion 1 podemos decir que la reaccion de

fosforilacion se compone de tres eventos fundamentales: la unién del sustrato (ks y ki), la
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transferencia del grupo fosfato (k. y k.2) y por ultimo la liberacion de producto, que es irreversible
(k3) (Lieser, S.A. et al., 2005) (figura 1.19). La ks es la velocidad de disociacién del ADP, pues la Kq4

de los péptidos fosforilados es mucho mas alta que la del ADP (Whitehouse, S. et al., 1983).

kq ko
; s ks
C-ATP + SUSTRATO C-ATP-SUSTRATO C-ADP-SUSTRATO-P ~—=—> C+ ADP + SUSTRATO-P
k_ 1 k_ 2

Figura 1.19. Esquema que representa la reaccion de fosforilacién. El segundo paso de la figura
1.17 en este esquema esta separado en la transferencia del fosfato y la liberacién de producto.

Bajo este esquema

K = ky + kK, ecuacién 5
kK, + 1
Escrito de otra manera
K, = kitk, _ ks ecuacion 6
k, + k, k,

Si el paso de transferencia de fosfato es lento (k.; > k» < k3), la K, y la Kq toman valores similares.
El turnover number esta en este caso determinado por la transferencia de fosfato, el paso limitante.
Existen dos aproximaciones experimentales que permiten estimar la velocidad de transferencia de
fosfato: efecto de la viscosidad en los parametros cinéticos de estado estacionario y cinética de

estado pre-estacionario (Adams, J.A., 2001).

.2.2.1. Efecto de la viscosidad del solvente sobre los parametros cinéticos de estado

estacionario

En el método de viscosidad se estudia el efecto de viscdégenos, como la sacarosa o el glicerol
sobre los parametros cinéticos en estado estacionario. Eventos bimoléculares, como la disociacion
de productos son sensibles a la viscosidad del solvente. En cambio, la catalisis, un evento

unimolecular no depende de la viscosidad del medio.

Existe una relacién lineal entre la viscosidad relativa (cociente viscosidad del medio en
presencia/ausencia de viscogeno) y el cociente de k. ausencia/presencia de viscégeno. La

pendiente de la recta esta dada por

pendk,, = — 2 ecuacion 7
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Si el turnover number (k..;) esta determinado por la transferencia de fosfato se espera que sea
independiente de la viscosidad (pendiente = 0); mientras que si el turnover esta determinado por la

liberacion de producto se espera un efecto maximo de la viscosidad (pendiente = 1) (figura 1.20).

Para la Ca el efecto de la viscosidad sobre el k. utilizando kemptido como sustrato es maximo
(Adams, J.A. & Taylor, S.S., 1993).

El efecto de la viscosidad sobre la eficiencia catalitica da informacion acerca del paso de
disociacién del sustrato (k.;). Al igual que lo que sucede con la k.., €l cociente eficiencia catalitica
en ausencia/presencia de viscogeno y la viscosidad relativa se relacionan linealmente. La

pendiente de la recta esta dada por

pendk JK = — K2 ecuacion 8
k—1 + kZ

Una pendiente de valor 1 indica que la disociacion del sustrato es mucho mas lenta que la
transferencia de fosfato, es decir que el sustrato es pegajoso (sticky), mientras que una pendiente

de valor 0 indica que la tranferencia de fosfato es mas lenta que la disociacién de sustrato.

Tanto para el caso de k.. como para el de k../K,, valores de pendientes entre 0 y 1 indican que k. y

ks, y ko y k4, respectivamente, son similares.

cat

Relative k

Relative Viscosity (n"')

Figura 1.20. (Adams, J.A., 2001) Grafico del cociente de k. en funcion de la
viscosidad relativa del solvente. Se muestran los posibles efectos: completo,
intermedio y nulo y los valores que toman las pendientes en cada caso (sobre la
derecha). Lo mismo se aplica al grafico de los cocientes de las eficiencias
cataliticas.
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1.2.2.2. Cinética de estado pre-estacionario

También se puede seguir directamente la reaccion a tiempos muy cortos correspondientes al
estado pre-estacionario, utilizando un dispositivo de mezclado rapido automatico (rapid quench flow
technique). Esta técnica permitio aislar el paso de transferencia de fosfato. La kinasa y el [y*?P]JATP
colocados en una jeringa se combinan con el sustrato proteico en la primera camara colocado en
otra jeringa. Luego, a intervalos de tiempo pequefos la reaccion se frena en una segunda camara,

antes de que la muestra sea analizada (figura [.21A).

3} Substrate: LRRASLG

[ J
Slow ADP Release

[**PJ/[E]

Fast Phosphoryl
Group Transfer

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1
Time (seconds)

Analysis

Figura 1.21. (Lieser, S.A. et al., 2005) Técnica de mezclado rapido. A. Dispositivo. B.
Cinética de estado pre-estacionario de la fosforilaciéon del kémptido por subunidad Ca.
Los datos estan expresados como cantidad de y*?P incorporado en funcién del tiempo.

A través de esta técnica se observé que la fosforilacion del kemptido por parte de la subunidad Ca
tiene un comportamiento bifasico con una fase rapida exponencial seguida de una fase lineal mas
lenta (figura 1.21B). La fase inicial corresponde al paso de transferencia de fosfato, mientras que la
fase lineal corresponde a la liberacion de ADP. Este resultado esta en concordancia con el efecto

maximo de la viscosidad sobre la k., es la liberacion de ADP el paso limitante.

1.2.2.3. Modelo de clamp

Para varias quinasas se cumple que los péptidos derivados de las secuencias consenso tienen un
valor de K, mayor (afinidad aparente menor) y mas parecidos a sus Kgs que los sustratos proteicos
enteros. Esto indica que regiones por fuera del motivo consenso estan participando en el
reconocimiento del sustrato (Lieser, S.A. et al., 2005). Ademas la k.;x €s mayor para los sustratos
enteros que para los péptidos. Estas observaciones se pueden interpretar bajo el modelo de clamp
(Lieser, S.A. et al., 2005), que propone que interacciones del sustrato y la enzima por fuera del sitio
catalitico generan cambios conformacionales en esta ultima que aumenta la tasa de transferencia

de fosfato (figura 1.22). La transferencia de fosfato cuando el sustrato es un péptido es el paso
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limitante. Cuando el sustrato es una proteina la transferencia de fosfato es mas rapida y deja de ser

el paso limitante, siendo ahora la liberacion de ADP el paso que determina la velocidad de la

NpI3 ATP 1 ATP ADP sty
Limiting P
B — =
] L ADP

reaccion.

Weak Substrate Clamping

Affinity
i Rate-
Peptide 5 o g Limiting @on s
o —_— — —
1 1 ADP

Weak Substrate

Affinity

Figura 1.22. (Lieser, S.A. et al., 2005) Modelo de clamp. Interacciones entre el sustrato y la quinasa
por fuera del sitio activo no contribuyen grandemente a la afinidad sino que generan cambios
conformacionales en la enzima que determinan una tasa de transferencia de fosfato rapida. En rojo
esta esquematizado Npl3, un sustrato de la quinasa Sky1p; en azul, el péptido correspondiente al
sitio de fosforiacion; en amarillo, la quinasa Sky1p.

21



Capitulo I: Introduccion

1.3. CRISTALOGRAFIA DE RAYOS X

Para entender la funcion que cumplen las proteinas es necesario conocer su estructura
tridimensional, es decir su estructura secundaria, terciaria y cuaternaria. La resonancia magnética
nuclear (RMN) y la cristalografia de rayos X son las dos técnicas que se utilizan actualmente para
obtener la estructura tridimensional de una proteina con alta resolucion. La cristalografia de rayos X
es todavia la técnica dominante. Actualmente se conoce la estructura de unas 50.000 proteinas, de
las cuales alrededor del 85% fueron resueltas por cristalografia de rayos X. En muchos casos

funcionan como técnicas complementarias.

.3.1. Fundamento de la técnica

No es posible ver los atomos y moléculas porque estos componentes de la materia son demasiado
pequefios para ser vistos. Idealmente esto seria posible con un supermicroscopio. Sin embargo la
resolucion no seria lo suficientemente alta para ver atomos. Sélo se pueden observar los detalles
de un objeto con un microscopio cuando esos detalles estén separados por al menos la mitad de la
longitud de onda utilizada. La luz visible tiene longitud de onda de 4 a 8x10™° c¢cm y por lo tanto no
nos permite ver atomos separados por distancias del orden de 10® ¢cm (0,1 nm). La radiacion
apropiada para ver atomos es la radiacion X, cuya longitud de onda esta en el orden de los
nanometros. Por lo tanto el supermicroscopio deberia usar rayos X en lugar de luz visible. En un
microscopio optico o electrénico la radiacion es dispersada por el objeto y recombinada por una
lente. Desafortunadamente no se conocen lentes que puedan enfocar los rayos X. Por lo tanto el
patron de rayos X dispersado es directamente detectado y por este motivo las fases relativas de los
rayos se pierden. El problema de las fases se resuelve emulando la lente por técnicas
matematicas. Si bien ocurre dispersion con todas las particulas cargadas, existe una relacion
inversa entre la intensidad emitida y el cuadrado de la masa, y por este motivo se considera solo a
los electrones y no a los nucleos como agentes dispersores. El resultado de la simulacion

matematica es por lo tanto un mapa de densidad electrénica.

La cristalografia de rayos X es un método de determinacion de estructura molecular a partir de la
difraccion de rayos X de cristales (Glusker, J. P. et al., 1994). Un cristal es un arreglo tridimensional
de moléculas, que se mantiene por uniones no covalentes. Los atomos se encuentran organizados
de forma simétrica en celdas unitarias, que se repiten indefinidamente formando una estructura
cristalina. La celda unitaria es el elemento minimo representativo de todo el cristal (figura 1.23). Un

cristal suele tener la misma forma que su celda unitaria (Rhodes, G., 2005).
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Figura 1.23. Seis celdas unitarias. Cada una contiene
dos moléculas de alanina (Rhodes, G., 2005).

La difraccion ocurre cuando la radiaciéon pasa a través de una apertura cuyas dimensiones son
similares a la longitud de onda de la radiacion. Como resultado se obtiene un patrén de claros y
oscuros correspondientes a interferencias constructivas y destructivas. Los rayos X son difractados
por las redes cristalinas, cuyas distancias interatdmicas son del orden de la longitud de onda de la

radiacién incidente.

Aunque los atomos individuales difractan los rayos X no es posible producir una imagen enfocada
de una molécula Unica por dos razones. Primero, como ya se ha mencionando, no existen lentes
que enfoquen los rayos X. Este problema se resuelve midiendo la intensidad y la direccion de los
rayos difractados y reconstruyendo la imagen a través de calculos. Segundo, la intensidad de la
radiacion dispersada por una molécula Unica es muy débil. Un cristal contiene muchas moléculas
ordenadas, en la misma orientacion, de manera que la difraccion generada por cada molécula es
idéntica y se suma. Esto resulta en una senal lo suficientemente fuerte para ser detectada (Rhodes,
G., 2005). Mas aun, el hecho de que las proteinas estén formadas por atomos de bajo numero
atdbmico como carbono, hidréogeno, nitrégeno y oxigeno requiere una muy alta intensidad de

radiacion para poder detectar la difraccion originada por sus cristales.

En un experimento de difraccion un haz de radiacion X incide sobre el cristal. La radiacion

dispersada es recogida por un detector (figura 1.24).

1.3.2. Esquema general de trabajo

La determinacion de la estructura de una proteina por cristalografia de rayos X consiste en los
siguientes pasos: (1) obtencion de la proteina purificada, (2) cristalizacion, (3) montado del cristal,
(4) coleccion de las direcciones y de las intensidades de los rayos X difractados por el cristal y (5)
procesamiento de los datos de difraccion, (6) resolucién de la estructura (7) refinamiento de la

estructura y (8) validacion de la estructura.
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Figura 1.24. Dispositivo experimental simplificado. Los elementos esenciales:
son una fuente de rayos X, un cristal y un sistema de deteccién del patrén
de difraccion (Glusker, J. P. et al., 1994).

1.3.3. Obtencion de la proteina purificada

La proteina a cristalizar puede obtenerse de dos fuentes. Las primeras proteinas resueltas por
cristalografia fueron obtenidas del sitio de ocurrencia natural de la misma, por ejemplo lisozima a
partir de la clara de huevo o un anticuerpo a partir de liquido ascitico. Actualmente se las obtiene a
través de sistemas heterdlogos de expresion de proteinas recombinantes. Los sistemas de

expresion pueden ser bacterias, levaduras, células de insecto o de mamiferos.

Las proteinas se pueden purificar por solubilidad, tamafio, carga, afinidad a algun ligando natural o
a través de proteina quimera fusionada a alguna “etiqueta” a través de técnicas convencionales
como precipitacion, desnaturalizacion y posterior replegado, cromatografia de intercambio idnico,

filtracidn en gel, cromatografia de afinidad, entre otras.

La proteina tiene que estar en altas concentraciones. Si bien la concentracion requerida es
diferente en cada caso, para muchas proteinas es de alrededor de 10 mg/ml. Por lo general, 10 mg
de muestra son suficientes para explorar un gran numero de condiciones de cristalizacion vy
obtener, cuando el proceso resulta exitoso, cristales de calidad para la resolucion de las

estructuras.

La preparacion tiene que ser lo mas homogénea posible (homogeneidad mayor al 95%).
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1.3.4. Cristalizacion

La cristalizacion se define como el proceso por el cual se forma un solido cristalino a partir de un
gas, un liquido o una solucion. En el caso de proteinas, el sélido en cuestion es un cristal de

proteina (figura 1.25) y el material de partida es la solucién de alta concentracion proteica.

Figura 1.25. Cristales de proteinas.

La cristalizacion de una proteina es un suceso empirico de prueba y error, y corresponde al paso
menos comprendido de todo el proceso de resolucion de una estructura. Esta etapa es hasta hoy el

cuello de botella en la cristalografia de proteinas (Klinke, S., 2007).

Es imposible predecir las condiciones en las cuales una proteina cristaliza. Sin embargo, existen
algunas condiciones generales: la concentracion de la proteina debe ser cercana a la de
saturacion, el numero de nucleos debe ser limitado para que los cristales puedan adquirir buen

tamarno.

Los procedimientos llevados a cabo para cristalizar una proteina son por lo general notoriamente
diferentes a los aplicados en sustancias inorganicas o compuestos organicos de bajo PM. En estos
ultimos, el agregado de solventes volatiles o la evaporacién por calentamiento de las soluciones
son suficientes muchas veces para obtener cristales. Sin embargo, en el caso particular de las
proteinas, las operaciones citadas no se aplican ya que resultan en su desnaturalizacion, lo que

requiere un trabajo mucho mas cuidadoso (Rhodes, G., 2005).

Los métodos de cristalizacion mas importantes para proteinas y otras macromoléculas son dialisis,
trabajo en batch, y difusion por vapor. En el primero, la solucién proteica se dializa contra un buffer
débil o simplemente agua. La disminucién gradual de la fuerza i6nica (efecto salting in) torna
inestable a la proteina en solucion, la cual puede precipitar o inclusive cristalizar para estabilizar
sus cargas superficiales. Por otro lado, en el trabajo en batch se mezclan directamente la proteina
y la solucién de cristalizacion. La condicion de sobresaturacion se alcanza inmediatamente lo que
puede inducir en el mejor caso a la formacién de cristales. Por ultimo, los métodos relacionados
con la difusién de vapor son los mas utilizados y por ese motivo se describen con mas detalle a
continuacion (Klinke, S., 2007).
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El fundamento principal del método de difusion por vapor es llegar a la condicion de
sobresaturacién de la solucién proteica de modo lento para favorecer los contactos ordenados

entre moléculas de proteina con la formacion de la menor cantidad posible de nucleos.

La proteina purificada se disuelve en un buffer que contiene un precipitante, como sulfato de
amonio o polietilenglicol en concentraciones justo por debajo de la necesaria para precipitar la
proteina. Luego el agua se evapora de forma lenta y controlada, aumentando de esta manera la

concentracion de proteina y de precipitante, lo cual resulta en la precipitacidon lenta de la proteina.

La precipitacion de la proteina ocurre cuando la combinacion de proteina y de precipitante excede
los valores umbrales (figura 1.26). La formacion de cristales ocurre en dos etapas: nucleacién y
crecimiento. La nucleacion, la formacion inicial de clusters de moléculas a partir del cual el cristal
crece requiere una concentracion de proteina y de precipitante mas alta que la 6ptima para la
precipitacién lenta. Si las condiciones de nucleacion persisten, se formaran muchos cristales
pequefios en lugar de pocos cristales grandes. Si, en cambio, la concentracién de proteina decrece
lo suficiente como para alcanzar las condiciones de crecimiento, los pocos cristales que

comenzaron a formarse podran crecer (Rhodes, G., 2005).

a b
1
I supersaturated
-y ] N ey
g \ nucleation =
L3 '\ and growth o)
o |& . =
N sl B
— | growth —
g -
[precipitant] [precipitant]

Figura 1.26. (a) Diagrama de fases para la cristalizacién por
difusion de vapor; (b) Estrategia ideal de cristalizacion
(Rhodes, G., 2005).

En los métodos clasicos de difusidén de vapor se mezclan cantidades iguales de solucion proteica y
de solucion de cristalizacion (usualmente del orden de los microlitros) y se disponen en forma de

gota colgante (hanging drop) o gota sentada (sitting drop) (figura 1.27).
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Figura 1.27. Diagrama del método de gota colgante y de gota sentada.

La concentracion de agente precipitante se elige de forma tal que al mezclarse con la proteina se
llegue a una situacion en la cual el sistema se halle dentro de la zona estable del diagrama de
solubilidad. Luego se produce naturalmente difusion de vapor desde la gota hacia el reservorio
inferior para igualar el potencial quimico del agua en cada fase, lo que incrementa las
concentraciones de precipitante y proteina en la gota (flecha diagonal en el esquema de la figura
1.26b). Al arribar a la zona de nucleacién se dan las condiciones termodinamicas para que los
cristales puedan crecer (flecha descendente de la figura 1.26b) y llevar nuevamente a la condicion
de estabilidad (Klinke, S., 2007).

La ventaja principal del método de gota colgante respecto al de gota sentada es que existe menor
probabilidad de que los cristales formados se adhieran a la superficie donde reside la gota, ademas
de la posibilidad de manipular cada una de ellas de forma independiente y con mayor facilidad
(Klinke, S., 2007).

Para explorar un numero importante de diversas condiciones de cristalizacién, muchas empresas
ofrecen kits comerciales para este fin. Estos constan de decenas a centenas de diferentes
formulaciones que resultaron exitosas en el pasado para cristalizar a otras proteinas. La gran
mayoria de las soluciones contiene sulfato de amonio o polietilenglicol (PEG) de variados pesos
moleculares como agente precipitante. Las mismas se complementan con soluciones buffer de
distintos componentes y pHs y con el agregado de aditivos. Existen también sistemas
automatizados, que consisten en placas de 96 pequefias camaritas como las de la figura .27 y un
robot que mezcla la solucién de proteina con la solucién precipitante y arma las gotitas (figura 1.28).
Actualmente en los proyectos de cristalizacion de genomas el montado de cristales esta también

automatizado.
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Douglas Instruments

/ Success in protein crystallization

Figura 1.28. Robot de cristalizacion automatica.

Por lo general, los cristales obtenidos mediante estos kits son de calidad o tamafo insuficientes
para resolver las estructuras. Por este motivo, estas condiciones iniciales deben ser optimizadas
preparando nuevas formulaciones en donde se varien convenientemente uno o varios de los

componentes de las soluciones de cristalizaciéon (Klinke, S., 2007).

1.3.5. Montado de cristales

El paso siguiente a la obtencion de los cristales de la proteina en estudio consiste en ubicarlos de
forma adecuada en el equipo de difraccion para ser incididos por rayos X. Para ello existen dos
métodos segun la coleccion de datos se realice a temperatura ambiente o en condiciones

criogénicas.

Actualmente se prefiere trabajar en condiciones de criocristalografia salvo casos particulares. Esta
variante tiene tres ventajas fundamentales. El dafio por radiacion es notoriamente menor, ya que
los radicales libres dafinos que se originan al incidir los cristales con radiacion X presentan una
capacidad de difusién muy limitada. Esto permite colectar comunmente sets de datos completos
con un unico cristal. Las bajas temperaturas reducen la movilidad de las moléculas, lo que deriva
en mapas de densidad electronica mas claros y definidos. La manipulacién de las muestras es

mucho mas simple y directa (Rhodes, G., 2005).

La toma de datos a bajas temperaturas requiere que los cristales sean atrapados por tensién
superficial en pequenos crio-lazos (loops) en donde un flujo de nitrégeno a 100K impacta
directamente sobre el cristal montado en el equipo (figura 1.29). Para este método es necesario
realizar inmersion previa del cristal en una solucion crioprotectora, la cual estd compuesta en
general por la solucidon de cristalizacién adicionada con glicerol o PEG 400, evitandose asi la

formacion de hielo cristalino en el loop al enfriar. El hielo (agua) dificulta el analisis posterior ya que
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genera una sefial de difraccion de fondo muy fuerte, observandose anillos caracteristicos

superpuestos a la senal proteica (figura 1.30) (Klinke, S., 2007).

Figura 1.29. Cristal montado en un /oop.

1.3.6. Coleccion de datos

1.3.6.1. Generalidades de un equipo de difraccion de macromoléculas

En lineas generales, los equipos utilizados para la coleccion de datos de difraccion de
macromoléculas constan de una fuente de rayos X, un colimador para estrechar el haz de rayos X,
un sistema de monocromatizacion del haz, un goniémetro para controlar la orientacion y oscilacion
del cristal durante la coleccion y un sistema de deteccion de rayos X. Estas partes del equipo se
encuentran gobernadas por una computadora que se encarga ademas de almacenar las imagenes
de los patrones de difraccion (frames) (figura 1.30) obtenidos para su posterior analisis (Klinke, S.,

2007).

Figura 1.30. Imagen de difracciéon. Los anillos que se
observan corresponden a la difraccién del agua. Los
puntos son las reflexiones producidas por la difraccion
de los rayos X por el cristal de proteina.

Las fuentes de rayos X mas utilizadas en cristalografia de proteinas son los generadores de anodo

rotatorio y las estaciones de sincrotrén. Los primeros (figura 1.31) estan formados basicamente por
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un filamento (catodo) por el cual se hace pasar una elevada corriente eléctrica y que se encuentra
a un marcado potencial negativo respecto de un bloque giratorio de cobre, cromo o molibdeno
(anodo rotatorio). La diferencia de potencial origina una corriente de electrones proveniente del
filamento que impacta en el anodo generandose rayos X. Como en cristalografia de proteinas
interesa solamente la radiacion monocromatica es necesario instalar un sistema de
monocromatizacion eficiente a la salida del haz. Una de las radiaciones mas utilizadas corresponde
a la denominada linea K, de cobre, la cual posee una longitud de onda caracteristica de 1,542 A
(Klinke, S., 2007; Rhodes, G., 2005). Los equipos de anodo rotatorio son muy convenientes para el
estudio de cristales de proteinas aunque la intensidad de la radiacién generada por ellos resulta a
veces insuficiente, requiriéndose el uso de generadores mas potentes como las estaciones

sincrotréon, como se detalla a continuacion.

Figura 1.31. Equipo de difraccion. La fuente de rayos X, el anodo

rotario, no se muestra en la figura. Esta a la izquerda del colimador.
El detector a la derecha captura las reflexiones. El cristal se
mantiene a bajas temperaturas a través de un chorro de nitrégeno
liquido. EI goniédmetro, permite posicionar y rotar de forma
controlada el cristal (Rhodes, G., 2005).

Los sincrotrones (figura 1.32) son estaciones experimentales muy complejas capaces de generar
una radiacion X de muy alta intensidad y elevado grado de focalizacion. Estan formados
basicamente por un anillo poligonal de gran diametro (decenas a centenas de metros) por el cual
circulan particulas elementales cargadas (electrones y positrones) a velocidad cercanas a la de la
luz. En cada vértice del anillo se ubican imanes capaces de modificar la direccion de las particulas
almacenadas en el mismo. Este cambio en la trayectoria genera emisién de un continuo de
radiacion desde la zona del espectro electromagnético correspondiente a los rayos X hasta la
region del infrarrojo. La intensidad de la radiacién originada en estos aceleradores de particulas es
algunos ¢6rdenes de magnitud superior a la obtenida en generadores de anodo rotatorio. Esto

permite reducir el tiempo necesario para la coleccion de un set de datos completo de difraccién a
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unas pocas horas o incluso a minutos en los sincrotrones de ultima generacion (Klinke, S., 2007;
Rhodes, G., 2005).

Figura 1.32. Foto aérea del exterior del sincrotréon (izquierda) y esquema
del interior (derecha).

Los detectores de rayos X mas modernos que se utilizan en cristalografia de proteinas son
capaces de cuantificar la radiacién dispersada en una superficie bidimensional y por este motivo se
los conoce con el nombre general de detectores de area. Los tres miembros mas conocidos de
esta familia corresponden a los detectores de tipo multi-wire, image plate y charge-coupled devide
(Rhodes, G., 2005).

1.3.6.2. Celda unitaria

Los cristales son arreglos periédicos tridimensionales de atomos, iones o0 moléculas que adoptan
un determinado empaquetamiento para minimizar su energia libre. Desde un punto de vista formal
se los puede considerar como el producto de la repeticidon traslacional de una unidad minima
conocida como celda unitaria, caracterizada por tres vectores de red (a, b, ¢) y tres angulos (a, B,
y) (figura 1.33). A estos parametros se los conoce en conjunto como las dimensiones de la celda

unitaria (Rhodes, G., 2005).

Figura 1.33. Celda unitaria. Se muestran los lados a,
by cylos angulos a, g y y (Rhodes, G., 2005).

Las relaciones entre los valores que adoptan los vectores a, b y ¢ y los angulos o,  y y se

encuentran muchas veces restringidas por la simetria existente entre las moléculas, dando lugar a
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los siete sistemas cristalinos: triclinico, monoclinico, ortorrombico, tetragonal, cubico, trigonal y
hexagonal (Klinke, S., 2007).

1.3.6.3. Indices de Miller

En cristalografia es muy utilizado el concepto de planos reticulares, es decir, aquellos que
atraviesan los origenes o nodos de las celdas unitarias del cristal. Esto es asi debido a que el
fendmeno de difraccion puede ser entendido como reflexiones del haz de rayos X contra los planos

en la llamada interpretacion de Bragg (Klinke, S., 2007).

Estos planos se encuentran caracterizados por tres indices h, k, | llamados indices de Miller (figura
1.34). Representan el numero de veces que el plano divide a la celda unitaria en las tres direcciones
X, ¥, zZ, respectivamente. Mas especificamente, el trio hkl/ define a una familia de planos paralelos

equiespaciados por una distancia d en el cristal (Klinke, S., 2007).

A

iy [ =
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Figura 1.34. Los indices de Miller (h, k, /) representan planos.

1.3.6.4. De las reflexiones a la densidad electrénica

Cada reflexion de la imagen se origina de un grupo de planos de acuerdo a la ley de Bragg.

Los factores de estructura son magnitudes vectoriales, que se relacionan matematicamente con la
distribucion de la densidad electronica dentro de la celda unitaria a través de la transformada de
Fourier. Cada reflexion (h, k, /) medida por difraccion de rayos X da origen a un factor de estructura
(h, k, ). La intensidad de las reflexiones es proporcional al cuadrado del médulo o amplitud de los
factores de estructura. Adicionalmente al mdédulo, el factor de estructura posee una fase (@) incapaz

de ser medida experimentalmente (problema de las fases).
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1.3.6.5. Red reciproca. Construccion de Ewald

Existe una construccién matematica muy util para entender la geometria de la difraccion cristalina
que comprende la definicion de una red asociada a la red cristalina o directa llamada red reciproca.

La misma se formaliza a través de tres vectores a*, b* y ¢* (Klinke, S., 2007).

En celdas directas que poseen angulos de 90° se deriva que el modulo de a* es la inversa del
modulo de a, y lo mismo para el resto de los vectores, de alli el origen de la reciprocidad. La mayor
utilidad de la red reciproca es que permite determinar facilmente las direcciones de difraccion

cristalina a través de la llamada construccién de Ewald (figura 1.35) (Klinke, S., 2007).

El objetivo fundamental de la coleccién de datos es lograr ubicar en condicion de difraccién a la
mayor cantidad de puntos de la red reciproca, o lo que es similar, cubrir el mayor porcentaje del
espacio reciproco midiendo en todos los casos las intensidades de las reflexiones observadas.
Como se puede ver en la figura, s6lo unos pocos puntos de la red reciproca estan en contacto con
la circunferencia (o esfera en el caso tridimensional) para una dada orientacion del cristal. Para
colocar al resto de los puntos en condicion de difraccién es necesario rotar el cristal durante la
coleccion de datos. La red reciproca gira solidariamente con el cristal y de ese modo otros puntos

atraviesan la esfera de Ewald (Klinke, S., 2007).

Esfera de Ewald (I)

Fuente de RX

X sokey ep Jojpasjeq

Reticulo

Reciproco

Figura 1.35. Representacion bidimensional de la
construccion de Ewald. El cristal se ubica en el centro
de la circunferencia de radio 1/A, es incidido por el haz
de rayos X y el cual es dispersado. Cuando un punto
de la red reciproca toca la circunferencia de Ewald, se
observa un maximo de difraccion.

Como observacion final, la simetria presente en los cristales hace que muchas veces puntos
distintos de la red reciproca sean equivalentes desde el punto de vista del fendmeno de difraccion.
Esto es muy favorable ya que se reduce notoriamente la cantidad de reflexiones que necesitan ser

medidas para obtener un set de datos de alta complejidad (Klinke, S., 2007).
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.3.7. Procesamiento de datos

El procesamiento de datos consiste en poner toda la informacién colectada en las diferentes
imagenes (en dos dimensiones) en un solo archivo de datos que contenga la informacién de las

reflexiones en el espacio.

Consta de tres etapas: indexacion (index), integracion (integration) y escalado (scaling). La
indexacion es la asignacién para cada reflexiéon de sus indices de Miller como asi también la
determinacion de los parametros de la celda unitaria y el grupo espacial del cristal en estudio. Para
la indexacién se necesitan unos pocos frames. El numero depende de la simetria del cristal. La
posicion de las reflexiones esta determinada por el sistema cristalino y las dimensiones de la celda
unitaria, es decir esta determinada por la ley de Bragg. En cambio la intensidad de las reflexiones

esta determinada por la estructura de la molécula, es decir por la transformada de Fourier.

Un juego completo de datos incluye muchas imagenes o frames (en dos dimensiones) en
diferentes orientaciones. La integracion consiste en la digitalizacidon de las intensidades medidas
para cada refexion, integrando todos los archivos provenientes de cada una de las imagenes en un
unico archivo, de acuerdo a la orientacién de cada imagen. Debido a la variabilidad del poder
difractor de los cristales, la diferencia en el recorrido del haz de rayos X en las diferentes
orientaciones y la intensidad propia del haz, la intensidades de las reflexiones no son consistentes
entre las diferentes imagenes. El proceso por el cual se ponen en una misma escala las reflexiones

de diferentes imagenes se llama escalado.

1.3.8. Resolucidn de la estructura

El calculo de fases que permite el computo de la densidad electrénica se conoce con el nombre de
resolucion de la estructura. En macromoléculas existen basicamente tres métodos para alcanzar
este objetivo: reemplazo isoformo multiple, dispersion andémala a varias longitudes de onda y
reemplazo molecular (MR) (Klinke, S., 2007). De todos ellos se presentara a este ultimo, ya que fue

el método utilizado para resolver la estructura presentada en esta tesis.

En el método de reemplazo molecular la estructura puede resolverse con los datos de difraccidn de
los cristales nativos y con un modelo molecular previamente resuelto. EIl modelo de partida debe
ser relativamente parecido a la estructura problema: se requiere en general al menos un 30-40% de
identidad de secuencia. El fundamento de MR es el siguiente: si las estructuras problema y modelo
son semejantes, lo mismo ocurrira con las fases de los factores de estructura de la reflexiones de
ambas. Estas fases son las que se utilizan luego para resolver la molécula problema (Klinke, S.,
2007).
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Los factores de estructura del modelo (F., por calculados) son facilmente obtenibles, pudiéndose
computar tanto sus moédulos como sus fases. Dichos valores dependen fuertemente de la
orientacion y la ubicacion del modelo en la celda unitaria. El objetivo de MR es justamente orientar
y ubicar al modelo en la unidad asimétrica de la estructura problema de forma tal que los mdodulos
de F. se asemejen lo mas posible a los mdédulos de los factores de estructura de la molécula
problema (F,, por observados) y que fueron medidos en la coleccion de datos (Klinke, S., 2007). El
ultimo paso de MR consiste en el refinamiento de cuerpo rigido o fitting del modelo ya orientado. Se
obtiene como resultado final del reemplazo un conjunto de coordenadas ubicadas
convenientemente en la celda unitaria a partir de las cuales se calculan fases iniciales (¢;) para

comenzar a trabajar en la obtencioén de la estructura final (Klinke, S., 2007).

Este método tiene la desventaja de generar un sesgo hacia el modelo de partida (model bias)
debido a que las fases calculadas provenientes del modelo conocido poseen mucha influencia en el
resultado final de los médulos de F,. Por esto conviene muchas veces modificar adecuadamente
las coordenadas de partida para minimizar las diferencias con la estructura problema. Esto se hace
eliminando zonas de baja identidad de secuencia y mutando a alaninas a aquellos residuos no
coincidentes entre ambas estructuras, generandose asi modelos de busqueda mejorados (Klinke,
S., 2007).

Como comentario final, existen casos mas complicados en MR en donde por ejemplo aparece mas
de una copia del modelo de busqueda en la unidad asimétrica, como ocurrié en la resolucién de

estructura que se presenta en esta tesis.

1.3.9. Refinamiento

Una vez obtenidas las fases calculadas (¢;) a partir de alguno de los métodos de resolucion

nombrados con anterioridad, se trabaja con dos mapas de densidades electrénicas: de simple
diferencia de Fourier (F,-F), y doble diferencia de Fourier (2F,-F.) (Klinke, S., 2007).

El mapa F,-F. muestra picos positivos en aquellas posiciones del espacio en donde el modelo
necesita ser complementado para arribar a la estructura problema, y picos negativos en aquellos
lugares donde hay modelo en exceso. Por otro lado, el mapa 2F,-F. presenta sefal clara tanto en
zonas modeladas correctamente como en aquellas en donde es necesario modelar todavia. Ambos
mapas son utilizados conjuntamente para completar y corregir el modelo de acuerdo a la secuencia
aminoacidica de la proteina problema, proceso conocido como model building. Los mapas de
densidades son funciones que estan definidas de R® a R, por lo que su representacion completa

requeriria cuatro dimensiones. Por este motivo se trabaja con superficies de isofuncién en ambos
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casos, observandose las caracteristicas tuberias de densidad electrénica de valor constante (figura
1.36) (Klinke, S., 2007).

L

Figura 1.36. Las coordenadas de Bcy1 en las etapas iniciales de la
resolucion de estructura se muestran como sticks. En azul se
muestra el mapa de densidad electrénica 2F,-F. y en verde (picos
positivos) y rojo (picos negativos) el mapa de densidad electronica
2F,-F. (Coot).

Una vez finalizado este primer ciclo de modelado visual se da lugar al refinamiento matematico de
la estructura. En términos generales se puede definir a este proceso como un ajuste del modelo
para que exista un maximo acercamiento entre los valores calculados y observados de los médulos
de los factores de estructura. A su vez, el desplazamiento de los atomos en el refinamiento se halla
fuertemente condicionado por penalidades de geometria como planaridad de anillos aromaticos,
quiralidad, distancias y angulos de enlace entre otros. En este sentido, la estructura a ser refinada

debe presentar valores semejantes a los presentes en la bibliografia (Klinke, S., 2007).

La salida del refinamiento matematico corresponde a coordenadas refinadas a partir de las cuales
se pueden calcular nuevos conjuntos de ¢., modulos de F. y mapas simple y doble diferencia de
Fourier. Estos son sometidos nuevamente a modelado visual, y el proceso se continia hasta
alcanzar convergencia y la mayor completitud posible para el modelo final. El refinamiento se
monitorea por medio del factor R, el cual debe presentar un descenso progresivo a medida que
avanzan los ciclos. Una estructura proteica correctamente resuelta y refinada deberia presentar un
valor no muy superior a R = 0,20-0,25, aunque el valor final depende de la resolucion de los datos
cristalograficos entre otros factores. Adicionalmente se calcula un estadistico denominado factor R
libre (Rfee) utilizando un pequefio porcentaje de reflexiones que no se incluyeron en el proceso de
resolucion y refinamiento de la estructura. Este razonamiento, conocido en cristalografia con el
nombre de validacion cruzada, permite detectar falencias por modelado excesivo o erréneo en las
estructuras. Si se trabaja correctamente, el Ry debe disminuir conjuntamente con el R durante el
refinamiento y no ser mas de 0,06 unidades mayor que este ultimo para el modelo final (Klinke, S.,
2007).
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Es importante aclarar que existen distintas variantes de refinamiento y que cada una de ellas se
aplica en diferentes instancias. Por lo general se comienza con un refinamiento de cuerpo rigido,
permitiendo que las coordenadas atdmicas se muevan Unicamente en bloques. Luego se suelen
llevar a cabo uno o varios ciclos del proceso denominado templado simulado (simulated annealing).
La finalidad del mismo es realizar dinamica molecular evitando minimos locales energéticos por
medio de un calentamiento hipotético de la estructura y posterior enfriamiento gradual. El templado
simulado es muy recomendado en los primeros ciclos de refinamiento ya que permite grandes
desplazamientos de las cadenas principales para ajustar el modelo a las reflexiones
experimentales, siendo poco util o inclusive perjudicial en las etapas finales. Mas adelante se refina
para cada atomo no sélo su posicién, sino también un cuarto parametro denominado factor térmico
isotropico o factor B. Este ultimo refleja la movilidad del atomo en la estructura cristalina,
observandose densidad electrénica débil o difusa para valores elevados del mismo (Klinke, S.,
2007).

1.3.10. Validacion

Por ultimo, las estructuras requieren ser validadas. El proceso de validacion tiene por objetivo
detectar errores durante la resolucion y el refinamiento, como asi también determinar la calidad del
modelo final en base a un conjunto de estadisticos y otros parametros adecuados. Para ello se
comparan los resultados obtenidos en los modelos experimentales contra los esperados a partir de

una base de datos de estructuras a alta resolucion (Klinke, S., 2007).

Como ya se ha mencionado los parametros R y Rfee SONn una medida de la bondad de ajuste del
modelo a los datos experimentales. Otro aspecto importante a tener en cuenta es la geometria de

la molécula, en especial los angulos ¢ y v (grafico de Ramachandran) (Rhodes, G., 2005).

La resolucion de la estructura, al igual que para la microscopia, indica cual es la distancia minima

entre dos puntos que puede ser distinguida (Rhodes, G., 2005).

Como se menciond anteriormente, la indeterminacion en la posicion de los atomos puede deberse
a movimientos térmicos o al desorden. Los movimientos térmicos se refieren a vibraciones de un
atomo alrededor de su posicion de reposo. El desorden se refiere a un atomo o grupo de atomos
que no ocupan la misma posicion en todas las celdas unitarias. El factor de temperatura B, que se
obtiene durante el refinamiento refleja tanto el movimiento térmico como el desorden, haciendo

dificil identificar la causa de la indeterminacion (Rhodes, G., 2005).
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1.4. OBJETIVOS GENERALES

Como ya se menciond en las paginas anteriores mucho se conoce acerca de la PKA de mamiferos,
la cual ha sido considerada como prototipo de PKA. Existen en la literatura numerosos trabajos en
donde se comparan los polipéptidos que la componen dentro de un grupo mas abarcativo: la
subunidad C con otras quinasas; la subunidad R con otras proteinas que unen cAMP. No sabemos
en realidad cuales de las caracteristicas de las proteinas descriptas son generales (de PKA) o
cuales son particularidades. Si bien muchas veces para responder preguntas es esencial utilizar un
modelo bien caracterizado, el estudio de otros modelos alternativos aporta a la construccion de

conceptos mas universales.

Nuestro y otros laboratorios han contribuido a la caracterizacion de la PKA en dos modelos
fungicos: la levadura Saccharomyces cerevisiae, modelo muy utilizado en el estudio de
transduccién de senales y el hongo filamentoso Mucor rouxii y su pariente Mucor circinelloides. La
PKA de Mucor sp. tiene ciertas particularidades bioquimicas que la hacen un buen modelo para el

estudio del mecanismo de activacion.

Esta tesis esta concentrada en el estudio bioinformatico, bioquimico y estructural de la subunidad R
en modelos fungicos. En esta tesis se trabajé con los dos modelos del laboratorio e incluso se
incursiond con otro sistema, el de Neurospora crassa. Se intentd dar una mirada global,

concentrandonos en aquellas caracteristicas que se conservan.

El trabajo esta atravesado por un analisis bioinformatico en el cual se comparan secuencias de la
subunidad R de diferentes hongos. El objetivo de este analisis, descripto en el capitulo Il fue
identificar los elementos generales y las particularidades de cada sistema. En esta parte de la tesis
nos preguntamos qué dominios estan presentes en la secuencia de las subunidades R de hongos,
qué regiones de las secuencias de la subunidad R se conservan y cuales no y si existe alguna

marca distintiva de las subunidades R de hongos.

Como ya se describid, las subunidades R de mamiferos tienen en su extremo N-terminal un
dominio de dimerizacion y anclaje (D/D), a través del cual las subunidades R se unen entre siy a
otras proteinas llamadas AKAPs. Una de las predicciones que surgio del analisis bioinformatico fue
que algunas subunidades R tienen dominio D/D y otras no. Otro objetivo del trabajo fue verificar

bioquimicamente esta prediccién (capitulo Ill).
La afinidad entre la subunidad C y la R varia de especie en especie. La afinidad R-C en

S.cerevisiae es menor que en el sistema de mamiferos (Kuret, J. et al., 1988). Como se ha

mencionado la PKA de Mucor tiene la particularidad de requerir sales o policationes, ademas de
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cAMP para su disociacion. Teniendo en cuenta estas observaciones y la gran variabilidad del linker
| (ver apartado 1.1.4.2.2), nos preguntamos si esta regién de la zona bisagra participa en la
interaccion con la subunidad C y si puede explicar las diferencias en la interaccién R-C entre
especies. Finalmente nos preguntamos acerca del efecto de dicha interaccién sobre la actividad de
la PKA. Estas preguntas se abordaron en el capitulo IV con una aproximacién de cinética

enzimatica.

Uno de objetivos actuales del laboratorio es avanzar en la caracterizacion estructural de la PKA en
S.cerevisiae. Como ya se mencion6 la uUnica estructura conocida de este sistema es la de Tpk1,
una de las tres subunidades C (ver apartado 1.1.5). El objetivo del capitulo V fue la obtencion de la

estructura cristalina de Bcy1.
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Il.1. Introduccién y objetivos especificos

Se conoce poco acerca de la bioquimica y de la biofisica de la PKA de hongos. Sin embargo se
dispone de la secuencia aminoacidica de los polipéptidos que la componen de un numero
importante de hongos. El analisis y la comparacion de las secuencias es un primer paso que suele
dar informacién util sobre el funcionamiento de las proteinas. Se ha observado en muchas

ocasiones que la conservacion de secuencia tiene implicancias funcionales.

Cuando se comenzaron a estudiar las subunidades R de hongos se creia que eran subunidades R
de tipo Il, pues tienen una Ser en el IS. La comparacion de secuencias permitié evidenciar que las
subunidades R de hongos constituyen un tipo subunidades R diferente de Rl y de RIl (Canaves,
J.M. & Taylor, S.S., 2002).

El objetivo de esta parte de la tesis fue extraer informacion de la comparacién de las secuencias de

las subunidades R de hongos. Las preguntas que nos hicimos fueron las siguientes:

* ; Qué dominios estan presentes en la secuencia de las subunidades R de hongos?
* ; Qué regiones de las secuencias de la subunidad R se conservan?
* ; En qué se diferencian las secuencias de las subunidades R de hongos de las de mamiferos?

* s Es posible que los dominios D/D tengan una estructura similar a la de los mamiferos?

Para contestar estas preguntas se realizé un analisis bioinformatico que consistio en la coleccion
de secuencias de subunidades R de hongos y de mamiferos, la prediccion de dominios
conservados, el alineamiento multiple y el alineamiento jerarquico de las secuencias y finalmente,

la prediccién de la estructura secundaria y el modelado por homologia de los dominios D/D.
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11.2. Resultados

11.2.1. Coleccioén de secuencias

Se colectaron secuencias de subunidades R de mamiferos y de hongos de National Institute of
Health GenBank utilizando el programa PSI-Blast. Se tomé como secuencia de partida la secuencia
de la subunidad R de Saccharomyces cerevisiae, Bcy1. Se descartaron las secuencias
redundantes. Se obtuvieron 40 secuencias de hongos y 65 de mamiferos, de las cuales 30 eran RI
y 35 eran RII.

De acuerdo a la clasificacion mas moderna (Hibbett, D.S. et al., 2007) los hongos se dividen en
cuatro Fili: Blastocladiomycota, Glomeromycota, Basidiomycota y Ascomycota. Los Basidiomycetes
y los Ascomycetes forman el subreino Dikarya. Ambos grupos presentan cuerpo fructifero y son los
grupos mas conocidos y mas abundantes. El Filum Basidiomycota esta dividido en dos Subfili:
Ustilagomycotina y Agaromycotina. ElI Filum Ascomycota esta dividido en tres Subfili

Taphrinomycotina, Saccharomycotina y Pezizomycotina (figura I1.1).

La gran mayoria de las secuencias colectadas (32) pertenece al Filum Ascomycota (figura I1.1).

Fungi Blastocladiomycota 1
— Glomeromycota 2
Basidiomycota
Ustilaginomycotina 2
Agaromycotina 3
Ascomycota

Taphrinomycotina 1
Saccharomycotina 12
Pezizomycotina 19

Figura 11.1. Clasificacion general de los hongos.
Los numeros a la derecha indican la cantidad de
secuencias colectadas de cada grupo.

11.2.2. Prediccion de dominios

Se sometieron a las 40 secuencias de hongos al programa de prediccion de dominios conservados
SMART con el fin de averiguar qué dominios estan presentes en las secuencias de hongos. Este
programa también identifica regiones de baja complejidad. Las regiones de baja complejidad son

secuencias con una composicion sesgada de aminoacidos. Son en general regiones no globulares
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y en algunos casos pueden participar en la transicion de estructura desordenada a ordenada como
ocurre con regiones que participan en interacciones proteina-proteina (Wright P.E. & Dyson, H.J.,
1999).

Todas las secuencias presentaron los dominios CNB en tandem en el extremo C-terminal (figura

11.2).

El dominio D/D se encontré sélo en 21 de las 40 secuencias. Las otras 19, todas ellas
pertenecientes al Subfilum Pezizomycotina de los Ascomycetes carecen de dicho dominio (figura
I1.2). La ausencia de dominios D/D podria deberse a que la secuencias depositadas en el banco de
datos no estén completas. Sin embargo, para varias de estas secuencias se encontré en la
literatura evidencias (tales como identificacién y estudio de funcionamiento de las regiones
promotoras) que demuestran que las secuencias estan completas. Por otro lado el hecho de que
todas las secuencias correspondan a organismos del mismo grupo hace pensar que es una

caracteristica de las subunidades R y no una simple parcialidad de la informacion.

D/D Linker CNB-A CNB-B

RRXS
Figura 11.2. Esquema que representa los dos grupos de
secuencias de subunidades R de hongos que se

encontraron: aquellas que incluyen dominio D/D vy
aquellas que no.

Todas las secuencias presentaron regiones de baja complejidad en la region correspondiente a la
zona bisagra. Son mas abundantes en el linker I (figura I1.3). Esto nos hace pensar que el linker I,

podria participar en la interaccion con otras proteinas, en especial con la subunidad C.

linker | linker I1

Figura 11.3. Algunos ejemplos de secuencias con zonas de baja complejidad (en rojo) en la region
linker.
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11.2.3. Prediccion de estructura secundaria de la region correspondiente al dominio
D/D

Para aquellas secuencias a las que se les encontré el dominio D/D se realizé una prediccion de
estructura secundaria. En todos los casos se predijeron dos a-hélices separadas por una Pro
central (figura 11.4). Esta prediccion coincide con las estructuras resueltas de los dominios D/D de
las subunidades RI y RIlI de mamiferos. La hélice Il en la prediccion se extiende unos cinco
residuos mas hacia el extremo C-terminal, tanto para las secuencias de hongos como para las de

mamiferos.

1.2.4. Comparacion de secuencias de hongos y de mamiferos

La comparacién de subunidades R de hongos y de mamiferos consistido en varios alineamientos
multiples y en un analisis que consiste en la comparaciéon de alineamientos llamado CHAIN
(Contrast Hierarchical Alignment and Interaction Network). Los alineamientos nos permiten saber
qué regiones estan conservadas y cuales no, mientras que el CHAIN nos permite identificar
residuos que se conservan especificamente en un grupo de secuencias, en este caso las de las

subunidades R de hongos.

Los dominios D/D muestran cierto grado de conservacién. La identidad es de alrededor del 42%
entre secuencias fungicas y de un 20% con respecto a las subunidades R de mamiferos. No son
alineados automaticamente por los programas de alineamiento multiple en el contexto de la

secuencia completa. Por este motivo no se los pudo incluir en el analisis por CHAIN.

El alineamiento del dominio D/D se muestra en la figura 1.4, mientras que el alineamiento del resto
de la secuencia se muestra en la figura II.5. Esta figura corresponde a la salida del CHAIN. Los

residuos conservados estan coloreados en el alineamiento de la parte superior.

El programa CHAIN es un procedimiento estadistico que requiere la construccion de un
alineamiento jerarquico. Un alineamiento jerarquico esta basado en dos categorias de secuencias
relacionadas: (i) un grupo principal (foreground) y (ii) un grupo de contraste (background). En este
caso el grupo principal son las 40 secuencias de hongos y el grupo de contraste son las 65
secuencias de mamiferos. Los residuos identificados como diferencias conservadas en el grupo de

los hongos con respecto al grupo de los mamiferos se resumen en la tabla I1.1.
El patrén de conservacion de los dominios D/D se evidencia cuando los dominos predichos por el

SMART son alineados separadamente (figura 11.4). Hay 12 residuos que se conservan en identidad

o propiedades fisicoquimicas en todas las secuencias (figura I1.4 A). La Val de la posicion 13 del
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alineamiento (figura I1.4 A) esta conservada en mamiferos pero no en hongos. Las posiciones 28-
30 y 36-39 de la region correspondiente a la hélice Il es muy conservada en hongos (figura 1.4 B).
Las dos Phe en la hélice Il y la Leu en la hélice | esenciales para la dimerizacion en mamiferos
(figura 1.7) estan también presentes en hongos (figura Il.4). Los residuos esenciales para la unién
con AKAPs no son conservados entre Rl y RIl (figura 11.4), a excepcion del residuo hidrofébico de la
posicion 15 en el alineamiento (figura I1.4 A) presente en todas las secuencias de hongos y de

mamiferos.

La zona bisagra es muy variable (figura 11.5). El IS sin embargo es muy conservado. La secuencia
es Arg-Arg-Thr-Ser-Val-Ser-Ala/Gly-Glu-Thr/Ser, que en la secuencia de Bcy1 corresponde a la
region 142-150. Al igual que las subunidades RII tienen una Ser fosforilable y por lo tanto son
sustrato de PKA. La Thr(144)" y la Thr/Ser(150) fueron identificados como residuos que se

conservan especificamente en hongos. El linker Il es un poco mas conservado que el linker I.

Los dominios CNB estan altamente conservados, especialmente en la zona correspondiente al
PBC, cuya secuencia consenso es para el dominio A Phe-Gly-Glu-Leu-Ala-Leu-Met/lle/Leu-Tyr-
Asn/Gly-X-Pro-Arg-Ala-Ala (247-260) y para el dominio B Phe-Gly-Glu-lle/Val/Leu-Ala/Ser-Leu-
Val/lle/Leu-X-X-X-Pro-Arg-Ala/GIn/Asn/Val-Ala (366-379) (figura 11.5). La identidad es del 50% entre
secuencias fungicas y de un 40% con respecto a secuencias de mamiferos. Los residuos
identificados como conservados especificamente en hongos son la Phe(183), la Tyr/Phe(220), la
Ala(272) en el dominio A y Val(389) y Ala (390) en el dominio B (figura I1.5).

1 , . . . , , .
De aqui en adelante, al menos que se indique lo contrario los nimeros entre paréntesis al lado del
nombre de un aminoacido corresponden a la numeracion de Beyl.
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A hélice | hélice Il
4 S S S -
Agossypii 6 : QEH-RDL AR NKK L : 44
Bemersonii 8 : SEL-PPI A - : 45
Calbicans 7 : QFI-SDE S : 45
Cglabrata 4 : EEC-RSG K : 42
Dhansenii 5 : QYA-TEE S : 43
Klactis 2 : ATY-QTE T : 40
Mcircinelloides 15 : DEY-TQL L : 53
Mrouxii 1 : DEY-TSL S : 39
Scerevisiae 7 : KES-QAE : 45
Spombe 1 : MSF-EEV| : 39
Umaydis 5 : SSY-TAL| 43
Lbicolor 2 : STF-ERL : 40
Mgraminocola 5 : SDY-TNE 43
Scommune 2 : STF-ETL I : 40
Ccinerea 3 : STF-DSL T : 41
Ptritici 5 : T : 43
Ylipolitica 5 : E : 43
Pstipitis 3 : s : 41
Lelongisporus 8 : N o: 47
Pguilliermondii 5 = S : 43
Vpolyspora 5 : K : 43
Btaurus-II-beta 6z E : 43
Cfamiliaris-II-beta 7 = E : 44
Mmusculus—-II-alfa 8 : R : 45
Btaurus-II-alfa 8 : S : 45
Rnorvergicus-II-alfa 8 : R : 45
Muusculis-I-beta 25 : N @ 62
Hsapiens-I-beta 25 : N : 62
Rnorvergicus-I-beta 25 : N : 62
Btaurus—-I-beta 25 : N : 62
Mmusculus—-I-alfa 25 : 1 62
B
Agossypii 3 44
Bemersonii 8 45
Calbicans 7 45
Cglabrata 4 42
Dhansenii 5 43
Klactis 2 40
Mcircinelloides 15 53
Mrouxii 1 39
Scerevisiae 7 45
Spombe 1 39
Umaydis 5 43
Lbicolor 2 40
Mgraminocola 5 43
Scommune 2 40
Ccinerea 3 41
Ptritici 5 43
Ylipolitica 5 43
Pstipitis 3 41
Lelongisporus 8 47
Pguilliermondii 5 43
Vpolyspora 5 43
Btaurus-II-beta [} 43
Cfamiliaris-II-beta 7 44
Mmusculus-II-alfa 8 45
Btaurus-II-alfa 8 45
Rnorvergicus—-II-alfa 8 45
Mmusculis-I-beta 25 62
Hsapiens-I-beta 25 62
Rnorvergicus-I-beta 25 62
Btaurus-I-beta 25 62
Mmusculus-I-alfa 25 62

Figura Il.4. Alineamiento multiple del dominio D/D. En la parte superior del alineamiento se indica la
estructura secundaria predicha para el caso de las subunidades R de hongos, la cual coincide con
la estructura resuelta para las subunidades Rl y Rll de mamifero. Para cada secuencia a izquierda
y derecha se indica la numeracién de aminoacidos. En la parte inferior se indica la numeracion del
alineamiento. Las secuencias presentes son las 21 secuencias de hongos cuyo dominio D/D fue
predicho y 10 secuencias de mamiferos, 5 Rl y 5 RII, representativas del grupo. En A estan
coloreadas las posiciones con 100% de conservacion de alguna caracteristica fisicoquimica. En B
el sombreado negro, gris oscuro y gris claro corresponde a 90, 66 y 56% de conservacion de tipo
de aminoacido respectivamente.
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Mamiferos
S. cerevisiae 133 PLP RRTSVSGET
K. lactis 173 PLPI RRTSVSGET
C. glabrata 115 PP RRTSVSGET
A. gossypii 162 PLP RRTSVSCGET
V. polyspora 136 P RRTSVSGET
D. hansenii 161 PV RRTSVSAEA
P. guilliermondii 148 PV RRVSVSAEA
L. elongisporus 160 PI RRTSVSAEA
P. stipitis 145 PI RRTSVSAEA
Y. lipolytica 97 FTRRTSVSAE
C. albicans 156 PV RRTSVSAEA
P. tritici 149 P RRTSVSAE
M. graminocola 157 P RRTSVSAE
M. circinelloides 127 P RGRRTSVSAE
C. gloeosporioides 79 P FGRRTSVSAE
S. sclerotiorum 87 P RRTSVSAE
C. lagenarium 80 P FSRRTSVSAE
A. niger 108 P ALGRRTSVSAE
C. immitis 103 P ALGRRTSVSAE
M. grisea 78 P FARRTSVSAE
N. crassa 77 P RRTSVSAE
B. graminis 75 P GMGRRTSVSAE
N. fischeri 110 P ALGRRTSVSAE
A. fumigatus 110 P ALGRRTSVSAE
P. anserina 82 P RRTSVSAE
G. zeae 87 P FGRRTSVSAE
A. nidulans 108 P ALGRRTSVSAE
A. clavatus 110 P ALGRRTSVSAE
B. emersonii 104 PV RGRRTSVSAE
A. oryzae 110 P ALGRRTSVSAE
A. terreus 90 RRTSVSAE
S. pombe 92 P RROSVSTE
L. bicolor 132 APTSS FARRTSVSAE
U. maydis 144 P RRTSVSAE
M. globosa 24 P RRSSVSAE
C. cinerea 138 AP FARRTSVSAE
C. trifolii 93 Al FSRRTSVSAE
C. globosum 80 P FGRRTSVSAE
S. commune 147 PNAS F RRASVSAE
M. rouxii 93 P -S RRTSVSAE
conserved (6o): PNPVVR RFTERG‘SVCEEVY
A "IN GRR AAIS A
PS A G T
wt_res_fregs (22): 349844 4539945759949
44 3224 3
insertions
deletions 3 _
| =
Hongos
S. cerevisiae 133 F SVSGETL
K. lactis 173 NF SVSGETL
C. glabrata 1156 IPNNF SVSGETL
A. gossypii 162 NF SVSGETL
V. polyspora 136 IPVMNF SVSGE
D. hansenii 161 I F SVSAEAM
P. guilliermondii 148 I F ISVSAELL
L. elongisporus 160 I F SVSAEAL
P. stipitis 145 I F SVSAEAL
Y. lipolytica 97 SVSAES
C. albicans 156 I F SVSAEAL
P. tritici 149 FPSNY SVSAESL
M. graminocola 157 FPSNY SVSAESL
M. circinelloides 127 NY SVSAESM
C. gloeosporioides 79 YPAQY SVSAESL
S. sclerotiorum 87 GF Y SVSAESL
C. lagenarium 80 YPAQY SVSAESL
A. niger 108 GFPNNY SVSAESL
C. immitis 103 GF Y SVSAESL
M. grisea 78 GYPAQY SVSAESL
N. crassa 77 F Y SVSAESL
B. graminis 75 GFPEHY SVSAESL
N. fischeri 110 GFPNNY SVSAESL
A. fumigatus 110 GFPNNY SVSAESL
P. anserina 82 GYPAQY SVSAESL
G. zeae 87 YPAQY SVSAESL
A. nidulans 108 GFPNNY SVSAESL
A. clavatus 110 GFPNNY SVSAESL
B. emersonii 104 SVSAESM
A. oryzae 110 GFPNNY SVSAESL
A. terreus 90 F SVSAESL
S. pombe 92 YPONY ®SVSTESM
L. bicolor 132 SVSAES
U. maydis 144 I F SVSAESM
M. globosa 24 IPA SVSAESM
C. cinerea 138 SVSAES
C. trifolii 93 QY. .N SVSAESL
C. globosum 80 GYPAQY . .NFG SVSAESL
C.commune 147 RRZASVSAES
M. rouxii 93 F. SVSAESM
conserved (40): GFPANY NLGggiisvs ESL
Y NQF A M
I
wt_res_freqs (13): 8 3% 6249989998975
3
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Mamiferos

S. cerevisiae 210 TIIRQGDOGDYFYVVERGTVDEYVN
K. lactis 258 IRKQGDEGDYFY I VEDGTVEFYVN
C. glabrata 196 IKQGDEGDYFYVVETGTV VN
A. gossypii 249 IRQGDEGDYFY I VEKGTVD

V. polyspora 215 IXQGDEGDYFYVVEQGTVDEFEVN
D. hansenii 239 IFKQGDEGDYFY I IEKGTVDEFYVN
P. guilliermondii 235 IRQGDEGDEFYIVESGTVDEEVN
L. elongisporus 250 IKQGDVGDEFYIIEKGNVDEYVN
P. stipitis 234 ITQGDEGDEFYVIESGTVDEYVN
Y. lipolytica 169 ITQGDEGDYFY I VESGAV

C. albicans 246 IQQOGDEGDFFYIIETGTVDFYVN
P. tritici 229 RVIQQGDVGDYFYVVERGSFDI VN
M. graminocola 237 RVIVQGDAGDYFYVVESGSFDIYV
M. circinelloides 203 TVIEQGDVGDEFYVVESGTLD

C. gloeosporioides 158 KVISQGDAGDEFYVVEKGSFDVYVN
S. sclerotiorum 166 KVITQGDOGDEFYVVEKGSFDVYVN
C. lagenarium 159 EVISQGDAGDYFYVVEKGSFDVYVN
A. niger 187 EVISQGDAGDYFY!VENGHFD

C. immitis 183 KVITQGDAGDYFYIVEQGHFDV!

M. grisea 157 RVIVQGDAGDYFYVVERGKFSVEVN
N. crassa 156 RVITQGDAGDYFYVVERGRFEVYVN
B. graminis 156 EVISQGDOGDEFYVVEEGSFDVYVN
N. fischeri 189 KVISQGDAGDYFYIVENGHFDVYLN;
A. fumigatus 189 KVISQGDAGDYFYIVENGHFDVYIN;
P. anserina 162 EVITQGDTGDFFYIIEKGSFDIYV
G. zeae 166 XVISQGDAGDYFYVVEKGSFDVYVN
A. nidulans 187 KVISQGDAGDYFY!VEEGHFDVYIN
A. clavatus 189 KVISQGDAGDYFYIVEDGHFDVY
B. emersonii 181 VVIRQGCVGDYFYVVETGALDVEVN.
A. oryzae 189 EVISQGDAGDYFY ! VEDGHFDVY
A. terreus 159 GDAGDYFYVVEDGHFDVY
S. pombe 170 AVIVQGAVGDYFY!VEQGEFDVY
L. bicolor 224 VVIRQGDVGEYFYVVESG Y
U. maydis 240 TVIEQGAQGDYFYVVEFGTLDVYV
M. globosa 100 IXQGDDGDY YVTESGSLDVYV
C. cinerea 230 VVIRQGDVGEYFYVVEAG Y
C. trifolii 172 RVISQGDAGEYFYVVEKGSFDVYVN
C. globosum 139 VARR

S. commune 241 w1 QGDDGD FY ESG

M. rouxii 169 T I 8!: GTFD K
m’(‘ﬁ):_ﬂv DDGBH'FYVID GTYEIYVN

wt_res_freqgs (22):

ER EF VL K
M T
v

5995998599999987495295794
4 4 4 5424213

insertions 5
deletions

Hongos 0

S. cerevisiae 210 TIIRQGDQGDYFYVVEKG F

K. lactis 258 EIIRQGDEGDYFYIVEDGIVEF

C. glabrata 196 EIIRQGDEGDYFYVVETG FF
A. gossypii 249 EIIRQGDEGDYFYIVERGIVDFF
V. polyspora 215 EIIKQGDEGDYFYVVEQG FF
D. hansenii 239 EIIRQGDEGDYFYIIERG F

P. guilliermondii 235 EIIRQGDEGDFFYIVESG FF
L.elongisporus 250 VIIRQGDVGDEFYIIEKG! F

P. stipitis 234 EIITQGDEGDEFYVIESG F

Y. lipolytica 169 RIITQGDEGDYFYIVESGAVEF

C. albicans 246 VIIQQGDEGDEFYIIETG F

P. tritici 229 RVIQQGDVGDYFYVVERGSFDIF
M. graminocola 237 IVQGDAGDYFYVVESGSF

M. circinelloides 203 IEQGDVGDEFYVVESGTLDCFI
C. gloeosporioides 158 KVISQGDAGDFFYVVEKGSF

S. sclerotiorum 166 RVITQGDOGDFFYVVERGSF

C. lagenarium 159 RVISQGDAGDYFYVVERGSF

A. niger 187 RVISQGDAGDYFYIVENGHFDFMI
C. immitis 183 RVITQGDAGDYFYIVEQGHFDVFI
M. grisea 157 RVIVQGDAGDYFYVVERGKF

N. crassa 156 RVITQGDAGDYFYVVEKRGRF

B. graminis 156 RVISQGDOGDFFYVVEKRGSF

N. fischeri 189 RVISQGDAGDYFYIVENGHF I
A. fumigatus 189 RVISQGDAGDYFYIVENGHF I
P. anserina 162 RVITQGDTGDFFYIIEKRGSF

G. zeae 166 RVISQGDAGDYFYVVEKGSF

A. nidulans 187 RVISQGDAGDYFYIVEEGHF I
A. clavatus 189 RVISQGDAGDYFYIVEDGHF! I
B. emersonii 181 VVIRQGGVGDYFYVVETGALDVF
A. oryzae 189 RVISQGDAGDYFYIVEDGHF I
A. terreus 159 GDAGDYFYVVEDGHF' I
S. pombe 170 IVQGAVGDYFYIVEQGEF R
L. bicolor 224 VVIRQGDVGEYFYVVESGLL I
U. maydis 240 IEQGAQGDYFYVVEFGTL R
M. globosa 100 IIIRQGDDGDYCYVTESGSL

C. cinerea 230 VVIRQGDVGEYFYVVEAGOL IR
C. trifolii 172 RVISQGDAGEYFYVVERGSF

C. globosum 139 FMR
C. commune 241 v IRQG GDYFYIVESGLLHCFIR
M. rouxii 169 TIIEQGAVGDYFYVVASGTFDCYI
conserved (40): KIIRQG

wt_res_freqs (13):

insertions
deletions

AG! YFYIVESGSL FFIR
F K

339 9983987993799 i

VNSSGPGSSFGELALMYN VVATSD Lwr 272
NORVNTSGPGSSFGELALMYN ASTD Iwr 320
NEKVNTSGAGSSFGELALMYN AQTD LW~ 258

REVNTYGPGSCFGELALMYN. ALTD w31

VSTSGPGSSFGELALMYN AETD w277
GNQVNSSGEGSSFGELALMYN AASDtgVTCWA 303
GSKVNSSSEGASFGELALMYN AASDn .VTCWA 298

VNSSSDGSSFGELALMYN AASD. .VTLWA 312
GAKVSSSNEGSSFGELALMYN AATD. .VICWA 296
GVRVNSSGPGSSFGELALMYN ATOP LWs 231

VSSSSEGSSFGELALMYN AATD. .VVCWA 308
GNEVGTVGSGGSFGELALMYN P W~ 303
GARVASSGPGTSFGELALMYN TEP wo 31

VTNYEAGGSFGELALMYN TSD LW~ 265
GQOKVGTIQAGGSFGELALMYN LW 233
GTKVATIEPGGSFGELALMYN LW 24
GEKVGTIQAGGSFGELALMYN P Lwr 234
GNEVGSVGPGGSFGELALMYN P LW, 262
GSKVNEIGPGGSFGELALMYN TEP wWr 257
GDEVGTIEAGGSFGELALMYN P WA 232
GQKVGEIAEGGSFGELALMYN P LW 231
GNEVATIEPGGSFGELALMYN Lws 231
GNEVSTIGPGGSFGELALMYN P w264
GNEVSTIGPGGSFGELALMYN P LW 264
GREKVSTIGAGGSFGELALMYN P LW~ 237
GNQVGNIQAGGSFGELALMYN P W 241
G IGPGGSFGELALMYN TEP LW 262
GNEVSSIGPGGSFGELALMYN L. 264

VTDYSAGGSFGELALMYN ATAE LW~ 248
GSKAGTIGPGGSFGELALMYN T W, 264
GNKIGSIGPGGSFGELALMYN TDP! Lwr 229
GNYITTISPGEYFGELALMYN KTP 248
GRQV GSSFGELALMYG AMEP W~ 302
G SYGPGSSFGELALLY. TS L. 318
GTRKVMTYGPGSLFGDLALLY ATSD LW 179
GRLV GSSFGELALMYG ATEP w323
GEKVGTIQAGGSFGELALMYN P LW 247
GR! GNS L P w187
GRRVAEYPAGTSFGELALMYG P. . SSIWK 340

VTSYERGGSFGELALMYNZ 5 TSTSE w237
GRWVGN'YDN‘RG‘SFGEEKMN’H GRIWG™ 6.7
NECATSVGEG I¢ T KTD VA
TS QI P LS

E
45475455559999999959599999954955 54999
432432244 a4 43 44 3
_ 3.3
NKVNSSGPGSSFGELALMYNSPRAATVV. CLLWA 272*
KVNTSGPGSSFGELALMYNSPRAATVI ciiwa 320
KVNTSGAGSSFGELALMYNSPRAATVV. CTIWA 258
KVNTYGPGSCFGELALMYNSPRAVTAVAA CViwA 311
KVSTSGPGSSFGELALMYNSPRAATVL cviwM 277
GNQVNSSGEGSSFGELALMYNSPRAATAVAA! TCWA 303
GSKVNSSSEGASFGELALMYNSPRAATVIZAA TCWA 298
KVNSSSDGSSFGELALMYNAPRAATAIAA TLWA 312
GAKVSSSNEGSSFGELALMYNSPRAAT A TCWA 296
GVKVNSSGPGSSFGELALMYNAPRAATVVATQP. .CVLWS 231
RKVSSSSEGSSFGELALMYNSPRAATAVAA VOWA 308
GNKVGTVGSGGSFGELALMYNAPRAATVTSIEP. . STLWA 303
GARVASSGPGTSFGELALMYNAPRAATVVSTEP. .SIIWQ 311
NKV' AGGSFGELALMYNAPRAATII SVLWA 265
GQOKVGTIQAGGSFGELALMYNAPRAATVTSAESg . CTLWA 233
GTRVATIEPGGSFGELALMYNAPRAATVISAEAs .CTLWA 241
GERVGTIQAGGSFGELALMYNAPRAATVISAEPg . CTLWA 234
GNEV! PGGSFGELALMYNAPRAATVVSVDPk . STLWA 262
GSKVNEIGPGGSFGELALMYNAPRAATVVSTEP. . STVWA 257
GDEVGTIEAGGSFGELALMYNAPRAATVMSAEPn .CVLWA 232
GQRV GGSFGELALMYNAPRAATVVSAEPq.CTLWA 231
GNRKVATIEPGGSFGELALMYNAPRAATVISAEGs .CTLWS 231
GNKVSTIGPGGSFGELALMYNAPRAATIVSADPk . STIWA 264
GNKVSTIGPGGSFGELALMYNAPRAATIVSADPk . STLWA 264
GREVSTIGAGGSFGELALMYNAPRAATVISAEPn CTLWA 237
GNQV AGGSFGELALMYNAPRAATVISAEPG .CTVWA 241
GTKISTIGPGGSFGELALMYNAPRAATIVSTEPk . STLWA 262
GNKVS PGGSFGELALMYNAPRAATVVSA STLWA 264
RV’ AGGSFGELALMYNAPRAATVV. SVLWA 248
GSKAGTIGPGGSFGELALMYNAPRAATIVS STLWA 264
GNK PGGSFGELALMYNAPRAATIVSTDPk . STLWA 229
GNYITTISPGEYFGELALMYNAPRAASVVSKTPn NVIYA 248
GRQV PGSSFGELALMYGHPRAASVLAMEP . . STLWA 302
GDK! PGSSFGELALLYAQPRAATVLS CTIWA 318
GTKVMTYGPGSLFGDLALLYMOPRAASIV. cviwA 179
GRLV AGSSFGELALMYGHPRAASVLAIEP. .STLWA 323
GERVGTIQAGGSFGELALMYNAPRAATVISAEPg . CTLWA 247
GRK! G L AATVISAEPq.CMLWA 187
GERV. AGTSFGELALMYGEARAATVLSVEP. . SSLWH 340
RV GGSFGELALMYNAPRAATVTS SVLWA_ 237
GNKVNTSGPGSSFGELALMYNAPRAATVVSAEP CT WA 0.8
A s I sV
727814244938999999897599998745445 45 98
33 33
5
6.3
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gla(r:'z‘alrfg\'/‘?sslae 273 LDRLTFRKILLGSSFKKRLMYDDLLKSMPVLKSL RARLADALDTKIY¥QPGETIIREGDOGENFYLIE
K. lactis 321 LDRLTFRRILLGGSFKRKRIL¥DDLLENIPILKSL RAKLADALDTEVYYEAGQTIIKEGDTGENFYFIE
C. glabrata 259 LDRLTFRKILLGSSFKKRLMYDDLL LKSL RARKLADALDTKI¥NAGDVIIREGDRGENFYLIE
A. gossypii 312 LDRLTFRRIL RRRLL¥YDDFLKSMPLLRSL RARLADALETEYYEAGQQVISEGDVGENFYLIE
V. Eolyspora 278 LDRLTFRKILLGNSFRKKRLMYDDFLESVPILSTL RARIADALETELYDAGS ITIKEGDVGENFYFIE
ansenii 304 LDROTFRRILLERTFNRRLMYEDFLEDVKVLSSLSSOERLRLADALSTEI¥YHKGDRIVKEGEQGENFYFIE
P. guilliermondii 299 LDRLTFRRILLEGTFNRRLMYEDFLKDVKVLKSLTNOERSKLADALSTEIYHKGDKIVTGDVGENFYFIE
L.elongisporus 313 LDRLTFRRILLEGTFNRRLMYEDFL ILKSLTDLERSKLADALFTEIHRKEGDKIVTBGEQGENFYLIE
P. stipifis 297 LDRATFRRILLEGTFNRRLMYEDFLKDVDVLKSLSAHERSKLADALSTEI¥YHEKGDKIVTEGEOGENFYLIE
Y. lipolytica 232 LDRVTFRKILLDGTHQRRSMYDGFLKEVPILSDLGSYERNKLADALTSQVVEPGTAVITEGEAGDAFYLVE
C. albicans 309 LDRLTFRRILLEGTFNKRLMYEDFL LKSL RSKLADALSTEMYHKGDRIVTEGEQOGENFYLIE
P. tritici 304 LDRITFRRIIMDS REMYEGFLEEVPLLSTLTPYERSKIADALETRKYPPGTTIIQEGDVGESFFLLE
M. graminocola 312 LDRVTFRRILIMDS REMYESFLESVSLESSLTPYERSRIADALETTRY PAGSAIIREGDVGDEFYILE
M. circinelloides 266 LDRITFRTILMENTSRKRRMYEYFLSEVVLLKSLESYEQERIADALESVYFEYGQEVVEeGDVGDOFYIIE
C. gloeosporioides 234 LDRLTFRRILMESTFARRRMYESFLEEVPLLOSLTPYERSKIADALETOKY T PGETIIKEGD PGESFYLLE
S.sclerotiorum 242 LDRITFRRILMDSTFQRRRLYESFLEEVPLLSTLTRYERSKIADALETQKYPPGTSIITEGDAGEAFYLLE
C. lagenarium 235 LDRLTFRRILMESTFSRREMYEDFLREVPLLOTLTPYERSKIADALETOKYTPGATIIKEGDPGESFYLLE
A. niger 263 LDRITFRRILMDS REMYEAFLEEVPLLSSLKPYERARIADAL ¥YPAGSTIIAEGDPGDAFYLLE
C. immitis 258 LDRVTFRRILMDSAFKRRRMYEAFLEEVPLLSSLKPYERSKIADALDT GHTIIEEGDPGDAFYLLE
M. grisea 233 LDRVTFRRIIM:STFSRRRMYENFLEEVPILSTLTAYERSKIADALETQKYPPGTVUIKEGDPGEDFYLLE
N. crassa 232 LDRVTFRRIIM:ESTFSRREMYESFLEEVPILKTLTPYERSKIADALESQKYPAGHEIILEGDPGESFFLLE
B. graminis 232 LDRITFRRIIMDSTFRCRRLYESFLEEVTLLSTLTRYERSRIADALVTLKYPAGTT-IKEGDVGEEFYLLE
N. fischeri 265 LDRITFRRIIMDS REMYEAFLEEVPLLSSLKPYERARVADALDTIKY PAGS TIIEEGAPGDAFYLLE
A. fumigatus 265 LDRITFRRILMDS REMYEAFLEEVPLLSSLKPYERARIADAL ¥YPAGSTIIEEGAPGDAFYLLE
P. anserina 238 LDRMTFRRILM:ESTFARRRMYEGFLEEVPLLSSLTPYERSKIADAL FPAGHTIIREGDPGDSFY:
G. zeae 242 LDRVTFRRILM:ESTFARRRMYESFLEEVPLLSTLNPYERSKIADALETQKFAPGEIIINEGDPGEAFYLLE
A. nidulans 263 LDRITFRRILMDS REMYEAFLEEVPLLSSLKPYERARIADALDTIKFPAGEY IIKEGDPGDAFYLLE
A. clavatus 265 LDRVTFRRIIMDS REMYEAFLEEVPLLSSLEPYERARIADAL Y IIAEGDPGDAFYLLE
B. emersonii 249 LDRVTFRRIIMDHTSRKRRMYEAFLEEVPLLSSLEPYERERIADALESVAYADGD VI [§GDVGENEYIIE
A. oryzae 265 LDRITFRRILIMDS REMYEAFLEEVPLLSSLKPYERSKIADAL FPAGSSIIKEGDPGDAFYLLE
A. tefreus 230 LDRITFRRIIMDS REMYEAFLEEVPLLSSLOPYERSKIADALEPIKYPSGSTIITEGDPGDAFYLLE
S. pombe 249 LDRTSFRRIVEENAYRORMLYESLLOEVPILSSLDKYQORORIADALLTVVYQAGSIVIReGDIGNQFYLIE
L. bicolor 303 LDRITFRTIILRAAHRRRTMYEQFLSTVILLSSLDAPERSKIADALYVSSVYRDGEAVVKGGELGDTFFFIE
U. maydis 319 LDRITFRSIIMETNSRRRALYERFLVMDVPLIERLSAAERARISDSLELREYSRGEAVI EGE GSEFFII
M. globosa 180 MDRVTFRSILAK RIMENSFLROVPLLOELREDERSRVFDAI ¥YRAGE EGDTGTEFFEV
C. cinerea 324 LDRITFRTIILKAAHRRRTMYERFLSTVPLLSSLDAAERSKIADALNSSVYRDGEAVVESGELGDTFFFVE
C. trifolii 248 LDRLTFRRILMEST EREP R R f‘l F
C. globosum 188 LDRVTFRRILMESTFARRRMYEGFLEEVPLLS TLTPYERSKIADALESQRFPAGETIIREGDPGESFYLLE
S. commune 341 IERRDFRHVVVGLAHKRRSMYEQFLSTVTLLSSLDASERSKIADALVSRVYEDGQAVVKSGETGDTFFFVE
M. rouxii 238 LDRVTFRTILM:NTALKRRVYESFLEEVALLISLEPYERERIADSLET I FEND! ISGDIGDOFYIIE
conserved (63): LDRVTFRRIIMKNNAKKRKMYESFISSVPILKSLEKWERLRVVDVIGPRQYEDGEKIIVEGE PGDSFFIIE
I DSY | LVGSTLR F E LERKLSL E (DVS MTIA ALETVVFEK QQ VAN DSA D ¥ VT
F M N R E L
wt_res_freqgs (22): 59955599954555559989795954565495997449975759555454549974954996449496975
444 45444 4454 35 4244443434
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deletions
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. cérevisiae 273 LDRLTFRKILLGSSFKKRLMYDDLLKSMPVLKSLTTYDRARLADALDTKIY! TIIREGDQGENFYLIE
K. lactis 321 LDRLTFRRILLGGSFKKRILYDDLLRNIPILKSLSTYDRARLADALDTEYYEAGQTIIREGDTGENFYFIE
C. glabrata 259 LDRLTFRKILLGSSFKKRLMYDDLLK! LKSLSTYDRARLADALDTKIYNA REGDRGENFYLIE
A. gossypii 312 LDRLTFRRILLSGSFKKRLLYDDFLKSMPLLKSLSNYDRARLADALETEYYEAGQQVISEGDVGENFYLIE
V. ﬂolyspora 278 LDRLTFRKILLGNSFRKERLMYDDELRSVPILSTLTTYDRARIADALETELYDAGS REGDVGENFYFIE

ansenii 304 LDROTFRRILLERTFNRRLMYEDFLRDVEKVLSSLSSQERLKLADALSTEIY! KEGEQGENFYFIE
P. guilliermondii 299 LDRLTFRRILLEGTFNRRLMYEDEFLRDVKVLKSLTNQERSRLADALSTEIY GDVGENFYFIE
L.elongisporus 313 LDRLTFRRILLEGTFNRRLMYEDFLRDIDILKSLTDLERSKLADALFTE EGEQGENFYLIE
P. stipifis 297 LDRATFRRILLEGTFNRRLMYEDFLRDVDVLKSLSAHERSKLADALSTEIY! EGEQGENFYLIE
Y. lipolytica 232 LDRVTFRKILLDGTHQRRSMYDGELKEVPILSDLGSYERNKLADALTSQ AVITEGEAGDAFYLVE
C. albicans 309 LDRLTFRRILLEGTFNKRLMYEDFLRDIEVLESLSDHARSKLADALSTEMY! EGEQGENFYLIE
P. tritici 304 LDRITFRRILMDSAFQRRRMYEGFLEEVPLLSTLTPYERSKIADALETKKYPPGTTIIQEGDVGESFFLLE
M. graminocola 312 LDRVTFRRILMDSAFQRRRMYESFLESVSLESSLTPYERSKIADALETTKYPAGSAIIREGDVGDKFYILE
M. circinelloides 266 LDRITFRTILME RRMYEYFLSEVVLLESLESYEQHRKIADALES VVEKQGDVGDQFYIIE
C. gloeosporioides 234 LDRLTFRRIIMESTFARRRMYESEFLEEVPLLOSLTPYERSKIADALETQRY! TIIKEGDPGHSFYLLE
S.sclerotiorum 242 LDRITFRRIIMDSTFQRRRLYESFLEEVPLLSTLTRYERSRIADALETQRYP EGDAGEAFYLLE
C. lagenarium 235 LDRLTFRRIIMESTFSRRRMYEDFLREVPLLOTLTPYERSRIADALETQRY! TIIREGDPGHSFYLLE
A. niger 263 LDRITFRRILMDSAFQRRRMYEAFLEEVPLLSSLKPYERARIADALDAIKYPAGSTIIAEGDPGDAFYLLE
C. immitis 258 LDRVTFRRILMDSAFKRRRMYEAFLEEVPLLSSLKPYERSKIADALDTIKHPAGHTIIEEGDPGDAFYLLE
M. grisea 233 LDRVTFRRILMESTFSRRRMYENFLEEVPILSTLTAYERSKIADALETQKYP VIKEGDPGEDFYLLE
N. crassa 232 LDRVTFRRILMESTFSRRRMYESFLEEVPILKTLTPYERSKIADALESQKYPA! EGDPGHSFFLLE
B. graminis 232 LDRITFRRIIMDSTFKCRRLYESFLEEVTLLSTLTKYERSKIADALVTLKYPAGTT- IREGDVGEEFYLLE
N. fischeri 265 LDRITFRRILMDSAFQRRRMYEAFLEEVPLLSSLKPYERARVADALDTIKYPAGSTIIEEGAPGDAFYLLE
A. fumigatus 265 LDRITFRRILMDSAFQRRRMYEAFLEEVPLLSSLKPYERARIADALDAIKYPAGSTIIEEGAPGDAFYLLE
P. anserina 238 LDRMTFRRILMESTFARRRMYEGFLEEVPLLSSLTPYERSRIADALKSERFPAGHTI TREGDPGDSFYLL
G. zeae 242 LDRVTFRRIIMESTFARRRMYESFLEEVPLLSTLNPYERSRIADALETQKR EGDPGHAFYLLE
A. nidulans 263 LDRITFRRILMDSAFQRRRMYEAFLEEVPLLSSLKPYERARIADALDTIKEPA! REGDPGDAFYLLE
A. clavatus 265 LDRVTFRRILMDSAFQRRRMYEAFLEEVPLLSSLKPYERARIADALDAIKYPANSTIIAEGDPGDAFYLLE
B. emersonii 249 LDRVTFRRILMD RRMYEAFLEEVPLLS SLEPYERERIADALESVAY, VIRQGDVGENFYIIE
A. oryzae 265 LDRITFRRILMDSAFQRRRMYEAFLEEVPLLSSLKPYERSKIADALDAIKFPAGS REGDPGDAFYLLE
A. tefreus 230 LDRITFRRILMDSAFQRRRMYEAFLEEVPLLSSLOPYERSKIADALEPIKYPSGSTIITEGDPGDAFYLLE
S. pombe 249 LDRTSFRRIVFENAYRORMLYESLLOEVPILSSLDKYQORORIADALLTVVYQAGSIVIRQGDIGNQFYLIE
L. bicolor 303 LDRITFRTIILKAAHRRRTMYEQFLSTVTLLSSL RSKIADALVSSVY! AVVRQGELGDTFFFIE
U. maydis 319 LDRITFRSILME RRALYEKFLMDVPLFERLSAAERARISDSL ¥4 AVISQGERGSEF
M. globosa 180 MDRVTFRSIL ORR LROVPLLOHEL RSRVFDAIQLEDYRAGEVVLREGDTGTEFEF
C. cinerea 324 LDRITFRTIILKAAHRRRTMYERFLSTVPLLSSL RSKIADALNSSVY! AVVRQGELGDTFFFVE
C. trifolii 248 LDRLTFRRILMESTF P R P R F
C. globosum 188 LDRVTFRRILMESTFARRRMYEGFLEEVPLLSTLTPYERSKIADALESQRFPAGETITREGD PGESFYLLE
C. commune 341 RRDFR AHKRRSMYEQFLSTVTLLSSL! RSKIADALVSRVY! AVVRQGETGDTFFFVE
M. rouxii 238 LDRVTFRTILME RRVYESELEEVALLISLEPYERERIADSLET. VISQGDIGDQEFYIIE
conserved (40): IDRITFR ILLEGAFQRRRLY DfLKEVPLLSTLTPY RSKIADAL SEKYPACSTVIKEGDVGENEFYLLE
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Capitulo II: Anélisis bioinformatico

Mamiferos
S. cerevisiae 365 YFGEVALL A RVATL F DVLK N DPT 416*
K. lactis 413 ¥YFGEVALL A K L F DVLK ¥ DPT 464
C. glabrata 351 ¥YFGEVALL A K L F EVLK ¥ DPT 402
A. gossypii 404 YFGEVALL A LK L F EVL ¥ DPT 455
V. polyspora 370 ¥YFGEVALL A T R L AF EVLK N DPT 421
D. hansenii 396 YFGEVALL A T v L F DILKSCT DPTAI 447
P. guilliermondii 391 ¥FGEVALL A. . VDT v E F LK DPT 441
L.elongisporus 405 ¥FGELAL A v E F DVL DPTV 456
P. stipitis 389 YFGEVALL A T v L F EVL DPT 440
Y. lipolytica 325 ¥YFGEVALL A LR E F DHLKEW DPT 375
C. albicans 101 YFCELAL A YIVATEGRSCR EVLRES ppTRs 452
P. tritici 397 YFGELALL RAASVV. VRVATL F IMRRy DPLO. 460
M. graminocola 406 ¥FGELALL VRVATL F IM R\ﬁ DP 457
M. circinelloides 361 ¥FGELALL RAATVVA G LECATLGEEAF DILKRq 416
C. gloeosporioides 327 “FGELALL RAASIVA D VK L AF IMRRIE DPLQ. 390
S. sclerotiorum 335 ¥FGELALL VK L F IMRR DPL 3%
C. lagenarium 328 FGELALL RAASIVA VK B AF IMER DPLOV 391
A. niger 356 YFGELALL RAASTVA VRVARLGRDGE DIMRR P 411
C. immitis 351 ¥YFGELALL =ROASVIA VK LGRDGE DIMRR P 409
M. grisea 326 “FGELALL RAASVV VRVAAL AF IMRR DPLQ. 389
N. crassa 325 FFGELALL VK L AF ILRR DPLQV 384
B. graminis 324 ¥YFGELALL RAASVV. VRVARL F IMRR D 383
N. fischeri 358 FFGELALL RAASVVA D VRVARLGRDGE! DIMRR P 413
A. fumigatus 358 FFGELALL RAASVVA D VK LGRDGE DIMRR P 413
P. anserina 331 FFGELALL RAASVV VRVVSL AF IMRR DPLQ 394
G. zeae 335 ¥FGELALL RAASIVA P VK L AF ILRR' DPL 398
A. nidulans 356 ¥YFGELALL RAASVEA VEVARLGRDGE IMRER PST. 41
A. clavatus 358 ¥YFGELALL RAASVVA D VK LGCRDGE DIMRR P 413
B. emersonii 345 YFGELALL RUATTIRA .  KG LRCARLGKKAF DIMORYy E 400
A. oryzae 358 YFGELALL RAASTVA D VRUARLGRDGF DIMRRE P 414
A. terreus 323 FFGELALL RAASVVA D VK LGRDGF DIMRR PAA 378
S. pombe 340 YFGELAL RNAPVOA LK DEPTE DIM D 403
L. bicolor 403 YFGEL:LL RAATVSALihR LEVAALDEAAF EIMER P 466
U. maydis 414 YFGELALL RAATVAA G LRVVIM AF ILER Al 482
M. globosa 274 YFGELALL RAATVIA L AF SDIMNR T 342
C.cinerea 424 YFGEL-LL RAATVSAVhRTD LEVAALDEAAF ELMER PLQ 489
C. trifolii 341 “FGELALL RAASTVA D VK L AF IMRR DPLOV 404
C. globosum 281 FFGELALL RAASVV VK 0o/ AF IMRR DPLQ! 344
S. commune 440 ¥YFGEL-LL RAATVSAveRED LRVAALDAPAF EIMER 500
M. rouxii 334 ¥YFGELALL RAATVIA. KGT LRCVTLGKKAF EILKRy| 389
m’mcﬁmv&wxﬁmzx RGP VRCLRMDVQAFER 'CMITIMKRW IPLAV 6.7
I R VY IT L "VAL RPR V SE L VSTS
vV VD E GT
D ©
wt_res_freqs (22): 9999599559599995529 494 5995459555999599995495999 4429
4' 4274 444 47 4240 444 4 45 4 4
insertions 9
deletions _ 5 33
Hongos 0
S. cerevisiae 365 YFGEVALLNDLPRQATVTA..T VATLGKSGFQRLLGPAVDVL DP 416*
K. lactis 413 YFGEVALLNDLPRQATVTA. .T VATLGKSGFQRLLGPVVDVL DP 464
C. glabrata 351 YFGEVALLNDLPRQATVTA..T VATLGKSGFQRLLGPAVEVL DP 402
A. gossypii 404 YFGEVALLNDLPRQATVTA..TT VATLGKSGFQRLLGPVVEVLR DPTRA 455
V. polyspora 370 YFGEVALLNDLPRQATVKA..T VATLGKSAFQRLLGPVVEVL DP 421
D. hansenii 396 YFGEVALLNDLPRQATVEA VATLGKSGFSRLLGPAVDIL DP 447
P. guilliermondii 391 ¥YFGEVALLNDLPRQATVQOA VATLGKSGFTRLLGPAVQVL DP 441
L.elongisporus 405 YFGELALIKDLPRQATVTA VATLGKSGFQRLLGPVVDVLR! DP 456
P. stipifis 389 YFGEVALLNDLPRQATVEA VATLGKSGFQRLLGPAVEVLR DPTEA 440
Y. lipolytica 325 YFGEVALLNDLPRQATVTA. KT VATLGKDGFQRLLGPV. L DP 375
C. albicans 401 YFGELALIKDLPRQATVEA VATLGKSGFQRLLGPVVEVL DP 452
P. tritici 397 YFGELALLNDAPRAASVVS..KTE VATLGRKNGFQRLLGPVEGIMR DP 460
M. graminocola 406 YFGELALLDDKPRAASVLS . .KTE VATLGKDGFQRLLGPVES IMR! DPRNA 457
M. circinelloides 361 YFGELALLNDAPRAATVVA ATLGRKKAFTRLLGPVLDIL 416
C. gloeosporioides 327 FFGELALLNDAPRAASIVA..TT VASLGKSAFQRLLGPVEGIMRRT DPLOA 390
S.sclerotiorum 335 YFGELALLNDAPRAASVIS. . KTE VATLGKNGFQRLLGPVES IMRRT DP 394
C. lagenarium 328 FFGELALLNDAPRAASIVA..TT VASLGRKSAFQRLLGPVEGIMRRT DP 391
A. niger 356 YFGELALLDDKPRAASIVA. . KTE VAKLGRDGFKRLLGPVED IMR pUra 41
C. immitis 351 YFGELALLDDEPRQASVIA. KT VAQLGRDGFERLLGPVED IMRRT P 409
M. grisea 326 FFGELALLNDAPRAASVVS..KTE VAZLGKSAFQRLLGPVEP IMRRT DPloA 389
N. crassa 325 FFGELALLNDAPRAASVIS TE VARLGRNAFQRLLGPIESILRRT DP 384
B. graminis 324 YFGELALLNDAPRAASVVS. .KTE VAKLGKDGFQRLLGPVES IMRRT D 383
N. fischeri 358 FFGELALLDDKPRAASVVA. .KT VARLGRDGFKRLLGPVED IMR! P 413
A. fumigatus 358 FFGELALLDDKPRAASVVA. KT VARLGRDGFKRLLGPVED IMR! P 413
P. anserina 331 FFGELALLNDAPRAASVVS..TTE VVSLGKSAFQRLLGPVES IMRRT DP 394
G. zeae 335 YFGELALLNDAPRAASIVA VGSLGKNAFQRLLGPVEGILRRT DP 398
A. nidulans 356 YFGELALLDDRKPRAASVRA. . KTE VARLGRDGFERLLGPVENTIMRRT oA A
A. clavatus 358 YFGELALLDEKPRAASVVA. KT VARLGRDGFKRLLGPVQD IMR! P 413
B. emersonii 345 YFGELALLSDKPRVATIRA..K AKLGKKAFTRLLGPLADIM 400
A. oryzae 358 YFGELALLDDQPRAASIVA. KT VAKLGRDGFKRLLGPVED IMR PrrA 414
A. terreus 323 FFGELALLDDKPRAASVVA. .KT VARLGRDGFERLLGPVED IMR! proA - 378
S. pombe 340 YFGELAL RNAPVQA . .KT ATFDRPTFNRLLG! MR D 403
L. bicolor 403 YFGELSLLRAAPRAATVSAihRT VAAL FTRLLGPLREIM P 466
U. maydis 414 YFGELALLNNAPRAATVAA VT FTRLLGPLAGIL 482
M. globosa 274 YFGELALLNOAPRAATVIA VAVLOREAFTRLLGPLSDIM o 342
C. cinerea 424 YFGELSLLRAAPRAATVSAvhRT VALL FTRLLGPLRELM P 489
C. trifolii 341 FFGELALLNDAPRAASIVA..TT VASLGRSAFQRLLGPVEGIMRRT DP 404
C. globosum 281 FFGELALLNDAPRAASVVS TE VARLGKSAFQRLLGPVEGIMRRT DP 344
C. commune 440 YFGELSLLRLAPRAATVSA VALL FTRLLGPLRETM 500
M. rouxii 334 YFGELALLNDCPRAATVIA..K TLGKKAFTRLLGPVHEIL 389
conserved (40): FFGELALLNDAPRQATV A KTE VATLGKSGFQRLLGPVEGVMR T Dp A 08
Y v L s T D T LV L
wt_res_freqs (13): 7999889867499 928 8 35 g 884977349%9999963 gs 57
insertions 1 7
deletions 1 63
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Capitulo II: Analisis bioinformatico

Tabla Il.1. Residuos identificados por CHAIN.

Hongos Mamiferos

Linker Thr144 Gly/Ala

Ser/Thr/150 Val/Ala/Thr
CNB-A Phe183 Leu/Val

Tyr/Phe220 Asn

Ala272 Gly
CNB-B  Val389 Cys

Ala390 Leu/Val

La numeracion es la de la secuencia de Bcy1.

11.2.5. Modelado del dominio de D/D

Se modelaron por homologia los dominios D/D predichos de S.cerevisiae y de M.rouxii, a través del
servidor de Swiss-Model. Se utiliz6 como molde la estructura del dominio D/D de Rlla de rata unida
al dominio AKB de la AKAP D-AKAP2 (PDB ID: 2HWN). Elegimos este modelo pues se realizaron
algunos experimentos con el dominio AKB de esta AKAP como se muestra en el capitulo Ill. Si bien
el dominio D/D de Bcy1 comparte con la subunidad RIl la ausencia de puentes disulfuros, no se

parece mas a una isoforma que a otra.

Al igual que para la subunidad Rlla la estructura esta formada por dos cadenas dispuestas en

forma de X. Cada cadena contiene a-hélices separadas por un /oop que incluye una Pro.

El interior de la estructura es hidrofébico, mientras que la superficie esta formada por residuos
polares y cargados, tanto en la estructura cristalina de mamifero como en las estructuras

modeladas (figura 11.6).

La superficie de contacto de la subunidad Rlla con el dominio AKB es hidrofébica. Esta misma
region tanto en el modelo de S.cerevisiae como en el de M.rouxii es mas polar, aunque se puede

observar una grieta hidrofébica en una direccién aproximada de -50°.

Figura I1.5. Alineamiento jerarquico de la region del IS, el linker Il y dominios CNB de las
subunidades R de hongos y de mamiferos. Se muestra el alineamiento de las secuencias de
hongos dos veces: en la parte superior y en la parte inferior. En el alineamiento de la parte superior
estan coloreados los residuos conservados. El histograma en la parte superior del segundo
alineamiento indica la fuerza de las restricciones en el grupo de hongos en cada posicidn. Los
puntos por debajo del histograma indican los residuos identificados por el CHAIN como
caracteristicos del grupo, los cuales se encuentran coloreados. Las secuencias de mamiferos se
muestran indirectamente a través de los patrones consenso y las frecuencias relativas de los
residuos (wt_res fregs). Se muestra también el patron consenso y las frecuencias
correspondientes a las secuencias de hongos.
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Rlla (cristal) Bcy1 (modelo) R M. rouxii (modelo)

. 5 ,‘
._I,v’ (‘- .
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Figura I1.6. Estructuras del dominio D/D de la subunidad Rlla de rata unida al dominio AKB de la
AKAP D-AKAP2 (PDB ID: 2HWN), y de los modelos de las subunidades R de S.cerevisiae y
M.rouxii. Las estructuras estan coloreadas de acuerdo a la naturaleza quimica de los
aminoacidos: verde, polares; rojo, cargados negativamente; azul, cargados positivamente;
blanco, hidrofébicos alifaticos; rosa, aromaticos; gris, Pro y amarillo, Cys. Se representa una de
las cadenas como cartoon y la otra como superficie. En la parte superior se muestra el interior
de la estructura, mientras que en la parte inferior se muestra la superficie externa.

Rlla (cristal) Bcy1 (modelo) R M. rouxii (modelo)

Figura I.7. Las mismas estructuras de la figura 1.6, coloreadas de la misma manera. Las
estructuras estan giradas 90° hacia adente (eje z) con repecto a la figura anterior, es decir se
muestra la superficie que esta en la parte superior de las estructuras de la figura anterior. El
domino D/D se representa como superficie. En fuscia se muestra el dominio AKB de la AKAP D-
AKAP2, representado como cartoon. Se muestra la superficie de contacto del dominio D/D con la
a-hélice del dominio AKB para la subunidad Rlla y la zona equivalente en las estructuras
modeladas.
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11.3 Conclusiones y discusion

Del analisis bioiformatico de las secuencias concluimos que solo algunas secuencias tienen el
dominio D/D (figura 11.2). Para aquellas subunidades que tienen el dominio D/D, este se encuentra
en el extremo N-terminal. Todas las secuencias que carecen de este dominio pertenecen a un
mismo grupo: Subfilum Pezizomycotina del Filum Ascomycota. Si bien podemos estar bastante
seguros de la ausencia del dominio D/D en este grupo debido al gran nimero de secuencias
colectadas del grupo (19 de las 40 secuencias), no podemos asegurar que la presencia del dominio
D/D en los otros grupos sea una regla. Esto se debe a que los distintos grupos de hongos no estan

igualmente representados en la comparacion (figura 11.1).

La ausencia del dominio D/D similar al de mamiferos en algunos hongos puede implicar que las
subunidades R no dimerizan o que lo hacen a través de otros motivos. Lo mismo ocurre con la

localizacién: no se anclan a proteinas de anclaje o lo hacen a través de otros motivos.

Si bien la secuencia de los dominios D/D de hongos no es muy conservada, se conservan residuos
claves para la dimerizacion (figura I1.4). Los dominios D/D podrian formar una estructura similar a la
de mamiferos: dos cadenas dispuestas en forma de X, cada una de las cuales contiene dos a-
hélices. Al igual que en el caso de mamiferos el interior de esta estructura seria hidrofébico,
mientras que la supeficie exterior, rica en residuos polares y cargados (figura 11.6). La zona de
contacto con el dominio AKB de las AKAPs parece ser diferente, ya que en las estructuras
modeladas de S.cerevisiae y M.rouxii se forma una grieta hidrofobica orientada de manera

diferente que podria hacer contacto con la a-hélice anfipatica del dominio AKB (figura I1.7).

La zona bisagra es muy variable. Contiene al IS, un motivo bastante conservado. Algunos de los
residuos conservados del IS son especificos de hongos: Thr(144) y Thr/Ser(150). El linker Il es un

poco mas conservado que el linker | (figuras 11.3 y I1.5).

Se han identificado zonas de baja complejidad en la zona bisagra, en especial en el linker I (figura
11.3), que podrian participar en la interaccion con otras proteinas, en particular con la subunidad C.
Como ya se describio en el capitulo | la estructura cristalina del complejo R-C de mamiferos reveld
que el linker Il de la subunidad R es una zona de interaccién con la subunidad C. Todavia no

existen evidencias certeras que indiquen que el linker | forma parte de la interaccion.

Por ultimo, se observé que todas las subunidades R de hongos tienen los dominios CNB en el
extremo C-terminal (figura 11.2). Estos se encuentran muy conservados, especialmente el PBC. Los
residuos identificados como conservados especificamente en hongos son la Phe(183), la
Tyr/Phe(220), la Ala(272) en el dominio A y Val(389) y Ala (390) en el dominio B (figura II.5). El

hecho de que la secuencia de los dominios CNB sea en ciertas regiones tan conservada hace
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pensar en una arquitectura general de estos dominios en hongos similar a la de los dominios de
mamiferos, aunque la presencia de residuos muy conservados especificamente en hongos podria

estar hablando de algunas diferencias estructurales y/ tal vez funcionales importantes.
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Capitulo IIT: Dominio de dimerizacién y anclaje

lll.1. Introduccién y objetivos especificos

Como ya se describié en los capitulos anteriores las subunidades R de mamiferos tienen en su
extremo N-terminal un dominio de dimerizacion y anclaje, a través del cual las subunidades R se

unen entre si y a otras proteinas llamadas AKAPs.

De acuerdo al analisis bioinformatico este dominio estaria presente s6lo en algunas subunidades R
de hongos. Nos preguntamos si el motivo D/D es funcional, es decir si aquellas subunidades R que
presentan el motivo son capaces de dimerizar. Conocemos dos ejemplos que confirman esta
hipétesis. Son justamente los modelos con los cuales trabaja nuestro laboratorio, M.rouxii (Paveto,
C. et al.,, 1989; Pastori, R. et al., 1985) y S.cerevisiae (Johnson, K.E. et al., 1987; Uno, I. et al.,

1982), cuyas subunidades R dimerizan.

Las subunidades R de los hongos pertenecientes a la Subfilum Pezizomycotina del Filum
Ascomycota, las cuales carecen del motivo, podrian no dimerizar o hacerlo a través de otro motivo.

La otra pregunta que surgio es silas subunidades de este grupo dimerizan o no.

Para contestar esta pregunta estimamos el coeficiente de sedimentacion de la PKA de
Saccharomyces cerevisiae como representante del grupo que presenta dominio D/D y de
Neurospora crassa como representante del grupo que carece de dominio D/D. A través del
coeficiente de sedimentacion y de la comparacion con los coeficientes de sedimentacion de PKA

de otros organismos pudimos sacar conclusiones acerca de la estructura cuaternaria de N.crassa.

La localizacion de Bcy1 en S.cerevisiae es dinamica, variando en respuesta a los cambios del
ambiente (Griffioen, G. et al., 2001, Recouvreux, V. et al., en preparacion). En levaduras el extremo
N-terminal de Bcy1 es el responsable de la localizacién subcelular (Griffioen, G. et al., 2000). Nos

preguntamos si era responsable también de la dimerizacion.

Abordamos esta pregunta de un modo similar al de la pregunta anterior: estimamos el coeficiente
de sedimentacién en un gradiente de sacarosa de Bcy1 y de la mutante de delecion que carece del

extremo N-terminal.

Hasta el momento no se han identificado proteinas AKAPs en levaduras, utilizando aproximaciones
biogimicas. Debido a que las AKAPs de mamiferos no son muy conservadas, las busquedas in
silico no fueron exitosas. A través de un experimento de doble hibrido, usando el extremo N-
terminal de Bcy1 como cebo se identifico la proteina Zds1 (Griffioen, G. et al., 2001). Zds1 afecta la
localizacién subcelular de Bcy1, de acuerdo a experimentos de delecion y de sobreexpresion de
Zds1 (Griffioen, G. et al., 2001). No esta claro aun si Zds1 puede ser considerada una proteina

AKAPs. No se han descripto otros interactores del extremo N-terminal de Bcy1.
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Finalmente nos preguntamos si el extremo N-terminal de Bcy1 es capaz de unirse al dominio AKB
de una AKAP de mamifero a falta de proteina de anclaje en levaduras. Esta pregunta fue
contestada a través de la técnica de pull-down. Se utilizo el AKB de la AKAP D-AKAP2.
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11l.2. Resultados y discusion

l1.2.1. Estructura cuaternaria de la PKA de Neurospora crassa

De acuerdo al analisis bioinformatico algunas subunidades de hongos presentan dominio D/D y
otras no lo hacen. Una de las preguntas que surgié de esta observacion es si las subunidades R a
las cuales no se les predice dominio D/D dimerizan a través de otros motivos o0 si son

monomeéricas.

Para contestar esta pregunta se tomé como ejemplo del grupo de hongos que carece de dominio
D/D a Neurospora crassa y como ejemplo del grupo que presenta dominio D/D a Saccharomyces
cerevisiae. Se estimé el coeficiente de sedimentacion en un gradiente de sacarosa de las

holoenzimas de los hongos mencionados.

Neurospora crassa es un hongo filamentoso. Se identificaron dos genes que codifican para la
subunidad C -uno de los cuales seria el responsable de toda la actividad detectable (Huang, G. et

al., 2007) - y uno que codifica para la subunidad R.

Las holoenzimas parcialmente purificadas fueron sometidas a un gradiente de sacarosa 5-20%
(p/v) con (gradiente disociante) y sin (gradiente no disociante) el agregado de cAMP y NaCl. El
cAMP junto con el NaCl desarman la interaccion R-C. Con el fin de calibrar el gradiente para
estimar los coeficientes de sedimentacion, se incluyeron las siguientes proteinas estandar:
catalasa, fosfatasa alcalina, peroxidasa y citocromo C, cuyos coeficientes de sedimentacion son
conocidos. Se midid actividad fosfotransferasa en cada fraccion, en ausencia y en presencia de
cAMP. Se compararon las movilidades en el gradiente de las holoenzimas (paneles A y B de la
figura lll.1) y de las subunidades cataliticas (paneles C y D de la figura Ill.1) de ambos organismos.

Se estimaron los coeficientes de sedimentacion (figura I11.2 y tabla [11.1).

Las subunidades C de ambos organismos tienen una movilidad similar, mientras que las
holoenzimas tienen movilidades bien diferentes. De acuerdo a los coeficientes de sedimentacion, la

holoenzima de S.cerevisiae es mucho mas grande que la de N.crassa.

El coeficiente de las subunidades C de otros orgamismos es de alrededor de 3 (tabla Ill.2), al igual
que el obtenido para S.cerevisiae y N.crassa (taba lll.1). El coeficiente de sedimentacion de la
holoenzima de de S.cerevisiae fue 7,2, (tabla 11l.1), similar al valor ya obtenido (tabla 111.2) y similar
también al de otras holoenzimas tetraméricas como la de M.rouxii y la de mamiferos (tabla I11.2).
Por otro lado la holoenzima dimérica de la ameba Dictyostelium discoideum, formada por una

subunidad C y una R y los dimeros R-C generados por la digestién con tripsina de M.rouxii y de
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mamifero (R’) tienen un coeficiente de sedimentacion (tabla 111.2) similar al de la holoenzima de

N.crassa (tabla 111.1).

De la estimacion de los coeficientes de sedimentacion y de la comparacion con las PKAs de otros
sistemas, verificamos que la holoenzima de S.cerevisiae es un tetramero, formado por dos
subunidades C y dos subunidades R y concluimos que la holoenzima de N.crassa es un dimero

formado por una subunidad R y una C.

A S.cerevisiae. No disociante. B N.crassa. No disociante.
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Figura lll.1. Gradiente de sacarosa no disociantes (paneles A y B) y disociantes (paneles C y D) de
la PKA parcialmente purificada de S.cerevisiae (paneles Ay C) y de N.crassa (paneles B y D). Se
ensayo la actividad fosfotransferasa de la PKA en cada fraccion del gradiente. En los gradientes no
disociantes la actividad se ensay6 en ausencia (©) y en presencia (e) de 10 yM de cAMP. El eje y
representa la actividad fosfotransferasa normalizada al valor maximo de cada panel; el eje x, el
numero de fracciones. Para la estimacion de los coeficientes de sedimentacion los gradientes
fueron calibrados con las siguientes proteinas estandar: catalasa (Cat), fosfatasa alcalina (Ph),
peroxidasa (Px), citrocromo C (Cyt. C). Los graficos muestran experimentos representativos.
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Coeficientes de sedimentacion
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Figura lIl.2. Curva de calibracion de coeficiente de sedimentacion. El grafico representa el
coeficiente de sedimentacion ya conocido de los marcadores en funcion del numero de
fraccion del gradiente. Se ajusto la curva a una recta. Las letras A-D corresponden a los
picos maximos de los paneles de la figura anterior. El grafico corresponde a los
experimentos mostrados en la figura anterior.

Tabla Ill.1. Coeficientes de sedimentacion.

Panel Gradiente S

A S.cerevisiae. No disociante 7,2+0,3
B N.crassa. No disociante 5,2+0,2
C S.cerevisiae. Disociante 3,4+0,2
D N.crassa. Disociante 3,5+0,2

Los valores son el promedio y sus desvios
estandares (n = 3).

Tabla Ill.2. Coeficientes de sedimentacion de la PKA de D.discoideum,
M.rouxii, S.cerevisiae y de mamifero.

Proteina Organismo S Trabajo
C D.discoideum 2,7 Majerfeld, I.H., 1984
M.rouxii 3,2 Pastori, R. et al., 1985
Mamifero 3,2 Zoller, M.J. et al., 1979
R D.discoideum 3,5 de Gunzburg, J. & Veron, M., 1982
R’ M.rouxii 2,5 Paveto, C. et al., 1989
RII mamifero 3,5 Rannels, S.R. etal., 1985
R, M.rouxii 6,1 Pastori, R. et al., 1985

S. cerevisiae 5,0 Johnson, K.E. et al., 1987
RI mamifero 47 Zoller, M.J. et al., 1979
RII mamifero 47 Zoller, M.J. et al., 1979

RC D.discoideum 4,4 de Gunzburg, J. et al., 1984
R’C M.rouxii 45 Paveto, C. et al., 1989

RII mamifero 5,5 Rannels, S. R. etal., 1985
R,C» M.rouxii 8,4 Pastori, R. et al., 1985

S. cerevisiae 7,0 Uno,l. etal., 1982

Mamifero 7,5 Cobb, C.E. etal., 1987

(R") Subunidad R luego de la digestién con tripsina.
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1ll.2.2. Dimerizacion del dominio D/D de Bcy1

Una vez verificada la estructura cuaternaria de la holoenzima de S.cerevisiae, quisimos probar que
la dimerizacién de las subunidades R se daba a través del dominio D/D predicho en extremo N-

terminal.

El abordaje que se utilizé fue similar al utilizado en el apartado anterior: se estimoé el coeficiente de

sedimentacion de la proteina Bcy1 wt y de su versién con los primeros 85 residuos delecionados

(figura 1.3 A).
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Figura Ill.3. A. Esquema de Bcy1 y A85Bcy1. B. Alineamiento del extremo N-terminal de algunas
secuencias de subunidades R del grupo Saccharomycotina. La primera secuencia es la de Bcy1.
Con un circulo azul se indican los residuos 50 y 125, que corresponden al extremo N-terminal de
las construcciones del trabajo Griffioen, G. et al., 2000. Con un circulo rojo se indica el residuo 86,
que corresponde al extremo N-terminal de la construccién utilizada en este experimento.

En levaduras los 124 primeros residuos de Bcy1 son suficientes y necesarios para la localizacion
subcelular (Griffioen, G. et al., 2000). El dominio D/D predicho por el SMART corresponde a la
region 7-45. La prediccion de estructura secundaria indica que la hélice Il se extiende hasta la
posicion 50. La delecion de los primeros 49 residuos, si bien afecta, no impide completamente la
localizacién (Griffioen, G. et al., 2000). Esto indica que la regidén 49-124 participa en la localizacion
de Bcey1 (figura 1.3 B), region que esta por fuera del dominio D/D clasico de mamiferos. Apoya la

idea de que existen sitios por fuera del dominio D/D que participan en la interaccion R-AKAP un
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trabajo reciente en el cual se identificd un sitio adicional de unién a AKAPs en subunidades RI
(Jarneess, E. et al., 2008).

Hacia el extremo C-terminal de la hélice Il se observa una region con cierto grado de conservacion,
que podria participar en la interaccion con proteinas de anclaje (figura 111.3 B). Por otro lado existen
evidencias que indican que la regién 100-145 participa en la interaccién con la subunidad C
(capitulo 1V), lo cual sugiere que no participa en la dimerizacién ni en el anclaje. Teniendo en
cuenta lo mencionado vy con el fin de estudiar la dimerizacion y el anclaje a AKAPS, se decidio

delecionar los primeros 85 residuos (A85Bcy1).
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Figura Ill.4. Gradiente de sacarosa de lisados de cepas de levaduras que sobreexpresan Bcy1 y
A85Bcy1. En cada fraccion se estimd la cantidad de subunidad R wt (e) y A85 (o) (B) por
cuantificacién de la banda revelada por Western-blot utilizando el anticuerpo anti C-terminal de
Bcy1 (A). C. Curva de calibracion. Los graficos muestran un experimento representativo.

Las proteinas Bcy1 y A85Bcy1 se sobreexpresaron en levaduras de la cepa KT1115 transformadas
con los plasmidos YEp51-Bcy1 y Yep51-A85Bcy1. Los lisados celulares fueron sometidos a un
gradiente de sacarosa 5-20% (p/v). Se analiz6 el contenido de Bcy1 en cada fraccion por Western-
blot (figura I111.4.A), se compararon las movilidades en el gradiente de las dos proteinas
recombinantes (figura I11.4.B) y se estimaron los coeficientes de sedimentacion (figura 111.4.C y tabla
1.3).

En el Western-blot de Bcy1 se detectaron varias bandas, mientras que en el Western-blot de
A85Bcy1 se observd una Unica banda por fraccidon. Una de las dificultades mas grandes con la que
nos enfrentamos en el laboratorio es la inestabilidad de la region N-terminal a los sitios de union a

cAMP de Bcy1 (ver capitulo V), también reportada en subunidades R de otras especies. La
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inestabilidad se debe a la protedlisis, ya que el patron de bandas varia con el agregado de
diferentes inhibidores de proteasas. En el Western-blot de Bcy1 se cuantificé el duplete de bandas

de mayor PM.

Se observa un cambio de movilidad en los gradientes comparando ambas proteinas que no se
explica por la simple diferencia en el PM, sino que evidencia que la regién de los 85 residuos del
extremo N-terminal contiene los elementos necesarios para la dimerizacion (figura 111.4). El valor del
coeficiente de sedimentacion del dimero de R (tabla 111.3) es similar al ya obtenido y al de dimeros
de otros organismos (tabla II.2). El valor del coeficiente de sedimentacién del monémero A85Bcy1
(tabla 111.3) es similar a valores de la subunidad R generada por la digestidon con tripsina de M.rouxii

y de mamifero (tabla I1.2).

Tabla Ill.3. Coeficientes de sedimentacion.

Gradiente S
Bey1 59+0,5
A85Bcy1 3,5+0,5
Los valores son el promedio y sus desvios
estandares (n = 3).

Los resultados nos permiten concluir que la regién de los 85 residuos del extremo N-terminal de

Bcy1 contiene los elementos necesarios para la dimerizacion.

1ll.2.3. Interaccion in vitro del extremo N-terminal de Bcy1 con el AKB de la AKAP D-
AKAP2

En mamiferos la dimerizacion es un requisito para la unién de AKAPs, pues la estructura del
dimero provee la superficie de interaccion con las AKAPs. Sabiendo ahora que el extremo N-
terminal de Bcy1 participa en la dimerizacion nos preguntamos si es también capaz de unirse a
proteinas de anclaje. Como ya se ha mencionado anteriormente no se han identificado proteinas
de anclaje en levaduras a pesar de que se sabe que Bcy1 se localiza en determinados
compartimentos subcelulares. A falta de AKAP homodloga, nos propusimos estudiar la interaccion

heterdloga entre el extremo N-terminal de Becy1 y el dominio AKB de la AKAP D-AKAP2 murina.

D-AKAP2 es una AKAP dual que une tanto RI como RII. Tiene tres dominios RGS (regulator of G
protein signaling) putativos, un dominio AKB y un motivo de unién a PDZ (Burns-Hamuro, L.L. et
al., 2004) (figura lI.5). Los dominios RGS se unen a la subunidad Ga, modulando negativamente
su actividad (Kozasa, T & Ye, D.G., 2004). Los dominios PDZ fueron identificados originalmente
como elementos conservados presentes en tres proteinas: PSD95/SAP90, DLG y ZO-1. Los
dominios PDZ son dominios de unos 90 aminoacidos que se unen al motivo de union a PDZ en el

extremo C-terminal de las proteinas interactoras. Una proteina contiene en general mas de un
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dominio PDZ, cada uno de los cuales se une a diferentes proteinas. Las proteinas que contienen
dominios PDZ frecuentemente son parte de los complejos proteicos involucrados en la

transduccién de senales (Suh, P. et al., 2001).

PDzZ
RGS RGS RGS AKB BM

— H —

633 ELAWKIAKMIVSDVMQQAHHDQPLEKSTKL 662

Figura 1ll.5. Esquema de D-AKAP2. Contiene tres dominios putativos RGS, un
motivo de unién a PDZ y el dominio AKB, el cual forma una hélice anfipatica (en
rojo) que se une al dominio D/D de la subunidad R. Se muestra la secuencia de
la region de la AKAP con la que se trabajé.

Se estudio la interaccion in vitro a través de la técnica de pull-down. Se inmobilizé la proteina de
fusion conteniendo la region 633-662 de la D-AKAP2 (figura I11.5) fusionada a GST en una resina
de glutation. Se la incubd con Bcy1 y A85Bcy1 purificadas y se analizé por Western-blot la

presencia de Bcy1 en la resina. Se hicieron controles negativos con GST sola (figura Il1.6).

Bcy1 y no A85Bcy1 quedd inmobilizada en la resina de glutation incubada previamente con la
proteina GST-AKB (figura 1l.6). Este resultado demuestra que el extremo N-terminal de Bcy1

interacciona con el dominio AKB de la D-AKAP2.

Input GST GST-AKB
wt  A85 wit 485 wt A85

.' ;i a-Beyl

.
- -e a-GST

Figura I11.6. Ensayo de interaccion in vitro del extremo N-terminal de Bcy1 y
el dominio AKB de la AKAP D-AKAP2. Cantidades iguales de Bcy1 y
A85Bcy1 purificadas se incubaron con las proteinas GST y GST-AKB
inmobilizadas. Se muestran los Western-blots revelados con anticuerpo anti-
C-terminal de Bcy1 y con anticuerpo anti-GST de la fraccion inmovilizada y
de una alicuota de Bcy1 y de A85Bcy1 equivalente al 10% de lo puesto a
incubar. Se muestra un experimento representativo (n = 3).

64



Capitulo III: Dominio de dimerizacién y anclaje

111.3. Conclusiones

En este capitulo concluimos que la holoenzima de N.crassa, cuya subunidad no presenta dominio
de D/D predicho es un dimero compuesto por una subunidad R y una subunidad C. Es posible que
esta caracteristica no sea una particularidad de N.crassa sino una caracteristica comun de la
Subfilum Pezizomycotina de la Filum Ascomycetes, a cuyas subunidades R no se les predice
dominio D/D (figura II.7). La misma estructura cuaternaria ha sido reportada para la PKA del hongo

Saccobolus platensis, perteneciente al mismo grupo (Silberstein, S. et al., 1990).

Por otro lado verificamos resultados publicados que apoyaban la idea de que la holoenzima de
S.cerevisiae es un tetramero, formado por un dimero de subunidades R y dos subunidades C

(figura 111.7).

Arribamos a estas conclusiones sobre la estructura cuaternaria la PKA de S.cerevisiae y N.crassa

estimando los coeficientes de sedimentacién de las holoenzimas y sus componentes.

C P cAMP @
O
S. cerevisiae
cAMP.
cAMP 6
e
< +
N.crassa

Figura Ill.7. Esquema de las holoenzimas de S.cerevisiae y N.crassa.
Como se indica en la parte superior la posicion de las moléculas en la
figura corresponde al valor de su coeficiente de sedimentacion: decrece
de izquierda a derecha.

Finalmente comprobamos la funcionalidad del dominio D/D de Bcy1 en el extremo N-terminal, tanto
su habilidad para dimerizar como para interaccionar con proteinas AKAPs. Es importante aclarar
que cuando decimos dominio D/D en Bcy1 nos estamos refiriendo a una region todavia no
delimitada exactamente, pero que sabemos que se extiende mas alla de los primeros 49 residuos —

correspondientes a las hélices | y lI- y que esta contenida en los primeros 85 residuos (figura 111.3).
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Capitulo I'V: Zona bisagra

IV.1. Introduccioén y objetivos especificos

Como hemos visto en el capitulo Il la zona bisagra de la subunidad R es una regidon muy variable,
en especial el linker I. La zona bisagra en general y en particular el linker | es una region rica en
zonas de baja complejidad. Estas regiones repetitivas son generalmente no globulares y en
algunos casos pueden participar en la transicion de estructura desordenada a ordenada como
ocurre con regiones que participan en interacciones proteina-proteina. Se ha demostrado que
justamente esto es lo que sucede con el linker II: regiébn completamente desordenada en la
estructura de R unida a cAMP que se ordena al unirse a la subunidad C en mamiferos (Su, Y. et
al., 1995; Diller, T.C. et al., 2001; Kim, C. et al., 2005; Kim, C. et al., 2007, Wu, J. et al., 2007).

La afinidad entre la subunidad C y la R varia de especie en especie. La afinidad R-C en
S.cerevisiae es menor que en el sistema de mamiferos (Kuret, J. et al., 1988). Como se ha
mencionado en el capitulo | la PKA de Mucor tiene la particularidad de no disociarse con el simple
agregado de cAMP. Sin embargo, el agregado simultaneo de cAMP vy altas concentracion de sales
o policationes permite la disociacion de la holoenzima, sugiriendo que la interaccién es de tipo

idnica.

Se ha observado por experimentos de fluorescencia y de resonancia de plasmon superficial que la
region de 20 aminoacidos hacia el extremo N-terminal del IS forma parte de la superficie de
interaccion entre las subunidades R y C de mamiferos, tanto para el heterodimero R-C de tipo de |
como para el de tipo Il (Li, F. et al., 2000; Cheng, X. et al., 2001). El inhibidor de proteina quinasa
(PKI) al igual que la subunidad R tiene un sitio de pseudosustrato que se une al bolsillo catalitico de
la subunidad C. La regiéon N-terminal al sitio de pseudosustrato del PKI es también importante para

la interaccién con la subunidad Ca (Knighton, D.R. et al., 1991b).

El objetivo de este capitulo es evaluar la participacion del linker | en la interaccion R-C en
S.cerevisiae y M.rouxii. Las hipotesis que se plantearon son las siguientes: (1) el linker | participa
en la interaccion R-C y (2) esta zona de interaccion es responsable de las diferencias observadas

en la afinidad entre ambas subunidades entre Mucor, S.cerevisiae y mamiferos.

Para contestar estas preguntas comparamos el efecto de diferentes péptidos derivados de la
secuencia de la zona bisagra de las subunidades R de M.rouxii y de S.cerevisiae sobre el
comportamiento cinético de las subunidades C de M.rouxii, S.cerevisiae y de B.taurus. Se evalu¢ el
efecto de los péptidos sobre su propia fosforilacidon (péptidos sustrato) y sobre la fosforilacién del

kemptido (péptidos pseudosustrato).

Una vez comprobada la participacion del linker | en la interaccion R-C, nos preguntamos qué efecto
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tiene dicha interaccion en la actividad de la subunidad C.

La caracterizacion del efecto de la interaccion linker I-C en la actividad de la enzima se realizé con
una aproximacion de cinética enzimatica en dénde se evaluo el efecto de péptidos derivados de la
zona bisagra de la subunidad R sobre la fosforilacion de sustratos peptidicos y proteinas sustrato

naturales.
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IV.2. Resultados

IV.2.1. Rango lineal temporal y de concentracion de enzima

Con el fin de evaluar la participacién del linker | en la interaccion R-C nos propusimos comparar el
efecto de varios péptidos derivados de la secuencia del linker | de la subunidad R de M.rouxii (Ry)
y de S.cerevisiae (Rsc) sobre la actividad fosforilante de las subunidades C de M.rouxii (Cwy),

S.cerevisiae (Csc) y B.taurus (Cy).

Se purificaron las subunidades C de M.rouxii y de S.cerevisiae. La subunidad C de B.taurus

purificada fue cedida por la Dra. Susan Taylor, de la Universidad de California, San Diego.

El primer paso, una vez obtenidas las enzimas fue la puesta a punto de la concentracion de enzima
y del tiempo de incubacion de la reaccion. Como ya se menciond en la capitulo |, para lograr el
estado estacionario el numero de moléculas de sustrato debe estar en exceso con respecto al
numero de moléculas de enzima; la enzima debe estar en una concentracién dentro del rango

lineal y la reaccion debe ser medida dentro del rango temporal lineal (Coperland, R.A., 2000).

Se evalud la actividad quinasa de diferentes cantidades de las subunidades C de M.rouxii,
S.cerevisiae y B.taurus utilizando concentraciones saturantes de kemptido (500 uM) como sustrato.
La reaccion se incubd por 5 min (figura IV.1). A partir de este experimento se eligieron las
cantidades de enzima con las que se trabajo: 5 ul de preparacion de Cy, y Cs. (alrededor de 0,5 ug

de proteina total) y 0,15 ng de Cy.

CMr CSc Cb

Acividad quinasa (U.A.)
o
@
Acividad quinasa (U.A.)
o
@
Acividad quinasa (U.A.)
o
>

T T T T T T 1 T T T T T T T 1 0.0+ T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35 00 05 10 15 20 25 30 35
Volumen (ul) Volumen (ul) Masa (ng)

Figura IV.1. Actividad quinasa de Cy,, Cs. y C, de diferentes cantidades de enzima. El sustrato es
kemptido (500 uM). Se incubd por 5 min. En el grafico correspondiente a C, la cantidad esta
expresada en masa. En los graficos correspondientes a Cy, ¥ Csc la cantidad de enzima esta
expresada como volumen de la preparacion de enzima.

Luego se evalué el rango lineal temporal a la concentracion de enzima elegida, utilizando
concentraciones saturantes de kemptido (500 yM) como sustrato (figura IV.2). A partir de este

experimento se decidié incubar la reaccién por 5 min.
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Cur Csc Cp
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1.0 1.0 1.0
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0.6+ 0.64 0.64
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Figura IV.2. Actividad quinasa de Cy;, Csc Yy Cp, a diferentes tiempos de incubacién. El sustrato
utilizado es kemptido (500 pM).

IV.2.2. Parametros cinéticos de estado estacionario de péptidos sustrato

La secuencia de los péptidos con los que se trabajé corresponde al IS mas una zona variable hacia
el extremo N-terminal de Ry y Rsc, entre las posiciones P-42 y P+4 (tomando como 0 la posicién
de la Ser fosforilable) (tabla 1V.1). Elegimos esta region porque presenta importantes diferencias en
las dos subunidades R en cuanto a la naturaleza quimica de los aminoacidos (figura 11.3). En
M.rouxii (al igual que en M.circinelloides) esta region es rica en aminoacidos acidos. Algunos
péptidos son fosforilables ya que (al igual que la subunidad R) llevan una Ser en el IS; mientras que

en otros la Ser ha sido reemplazada por una Ala.

Tabla IV.1. Péptidos sintéticos derivados de Ry, y Rsc.

Nombre  Secuencia Organismo
8-S-M RRTSVSAE M.rouxii
8-S-S RRTSVSGE  S.cerevisiae
18-S-M FPSSSFGTRNRRTSVSAE  M.rouxii
18-S-S PPLPMHFNAQRRTSVSGE  S.cerevisiae
18-A-M FPSSSFGTRNRRTAVSAE  M.rouxii
18-A-S PPLPMHFNAQRRTAVSGE  S.cerevisiae
47-S-M ESERMMAQHEDNDEEEEKDHFSTNTPLNAFPSSSFGTRNRRTSVSAE  M.rouxii
47-S-S SGFNLDPHEQDTHQQAQEEQQHTREKTSTPPLPMHFNAQRRTSVSGE  S.cerevisiae
10Nt-M FPSSSFGTRN M.rouxii
NRP1 IRTGRTLNDR

NRP2 LKKGDTYVSI

kemptido LRRASLG S.scrofa

Nomenclatura: El numero corresponde al largo del péptido. La primera letra indica si el péptido
tiene Ser o Ala en la posicion fosforilable. La segunda letra indica el organismo de origen.

Nuestra idea inicial era comparar la afinidad de los complejos subunidad C-péptidos no fosforilables
estimando la constante de inhibicion (K;) de la fosforilacion de kemptido. Supusimos que los
péptidos no fosforilables se comportarian como inhibidores del kemptido. La K; es un buen
estimador de la afinidad ya que refleja la unién del péptido a la enzima (K,). Para nuestra sorpresa,
los péptidos no fosforilables no se comportaron como inhibidores sino que tenian un efecto dual:
inhibian a altas concentraciones y activaban cuando la relacion péptido no fosforilable/kemptido era
baja (figura IV.7).
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Decidimos entonces cambiar de estrategia. Nos propusimos estimar los parametros cinéticos de
estado estacionario de la version fosforilable de los péptidos. Esta aproximacion tiene la desventaja
de poner en juego no sélo la unién del complejo péptido-subunidad C, que es lo que nos interesaba

a nosotros, sino también la catalisis.

Estimamos la K, y la V. relativa a la V. del kemptido (de ahora en mas llamaremos a este
parametro k.. relativa) para la fosforilacion de seis péptidos sustratos, 8-S-M, 8-S-S, 18-S-M, 18-S-
S, 47-S-M y 47-S-S, por parte de las tres subunidades C, Cy, Csc ¥ Cy, (figura IV.3 y 4 y tabla 1V.2).
Expresamos los resultados como k.4 relativa en lugar de K., para poder comparar este parametro

entre experimentos, debido a que no podemos estimar la concentracién de Cy, y Csc.
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Figua IV.3. Curvas de sustrato correspondientes a las tres subunidades C. Se muestran algunas
curvas a modo de ejemplo. La actividad esta relativizada a la V. del kemptido. Las lineas
corresponden al ajuste a la ecuacién de Michaelis-Menten. Las barras de error corresponden a los
duplicados.

Una primera observacion derivada del analisis de los datos de la figura V.4 es que los valores de
K de las subunidad C de hongos para los péptidos 8-S-S son mayores que para Cy; sin embargo,
para los péptidos mas largos (18-S y 47-S) todas las enzimas tienen valores de K, parecidos. Se
reportaron anteriormente diferencias en el mismo sentido en la K, de Cy, y Csc con respecto a Cy
para otros péptidos similares a los 8-S (Zaremberg, V. et al., 2000; Portela, P. et al., 2006; Denis,
C.L. et al.,, 1991). Las diferencias observadas para los péptidos cortos (8-S) no reflejan la
interaccion zona bisagra-subunidad C ya que no se mantiene para los péptidos mas largos. Un
comportamiento similar mostro la piruvato quinasa 1 de S.cerevisiae (Pyk1), un sustrato de la PKA:
su K, no difiere entre Cs. y Cy, a pesar de la diferencia observada entre las subunidades C para un

péptido derivado del sitio de fosforilacion de Pyk1 y para el kemptido (Portela, P. et al., 2006).

Una segunda observacion derivada de la figura IV.4 es que las tres subunidades C presentan el
siguiente comportamiento general: la k.4 relativa crece y la K, decrece con la longitud del péptido.
La consecuencia es un incremento general en la constante de eficiencia catalitica (Ks,*) con la

longitud del sustrato. La Kg* se caculd como el cociente entre los valores promedios de la Kcat
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relativa y la Ky, derivados de la figura IV.4 y de la tabla IV.2 (tabla IV.3). El grado de cambio en
estos parametros para cada subunidad C es diferente.
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relative kgy¢

- N w » CJ

i [

il

8-S

18-S 47-S

CMr cSc Cb
250 250 250
23 - : o=
< 30 < 2 < 30
20 ’_‘lL‘ 20 20 m
10 10
ﬁ =1 [ Ae b !_I-\ [
8-S 18-S 47-s 8-S 18.5 47-s [3) 18-S 475
CMr cSc Cb

) @

relative kg,

-

0

L

-s 47

Figura IV.4. Parametros cinéticos de estado estacionario de los péptidos sustrato 8-S-M, 8-S-S, 18-
S-M, 18-S-S, 47-S-M y 47-S-S por parte de Cy, Csc and C,,. Se estimaron K., y keat relativa a partir
de curvas como las de la figura IV.3. Las barras blancas representan a los péptidos derivados de la
secuencia de subunidad R de M.rouxii y las barras grises representan a los péptidos derivados de
la secuencia de la subunidad R de S.cerevisiae. La kg relativa se define como la V. del
péptido/V .« del kemptido. Los valores corresponden a los promedios y las barras de error a los

desvios estandares (n = 3).

Tabla IV.2. K,, de los péptidos sustrato para Cy;, Cscy Ch.

Péptido  Cy (uM) Cs. (uM) Cy» (uM)
kemptido 34 +4(23) 89 +8(12) 22 +3(10)
8-S-M 16451 (3) 195+16(3)  48+4(3)
8-S-S 116£23(3) 160+£16(3) 80 + 14 (3)
18-S-M 17+7 (3) 17+2 (3) 32+ 6 (3)
18-S-S 17+ 4 (3) 32+5(3) 25+£8(3)
47-S-M 7+1(3) 13+5 (3) 16 <6 (3)
47-S-S 10 < 4 (3) 9 £2(3) 14+5 (3)

Los valores son expresados como promedio * desvio estandar.
Los numeros entre paréntesis indican el numero de replicas.

Tabla IV.3. Eficiencia catalitica de Cy,, Cscy Cy, para los péptidos sustratos.

Péptido Kep*
CMr CSc Cb
8-S-M 0.008 0.010 0.035
8-S-S 0.014 0.015 0.028
18-S-M 0.138 0.176 0.099
18-S-S 0.137 0.101 0.101
47-S-M 0.444 0.297 0.254
47-S-S 0.266 0.370 0.261

La eficiencia catalitica (Ks,*) fue calculada como el cociente entre los valores
promedios de la kg relativa y el valor promedio de la K, (uM) de cada péptido
sustrato, que se muestran en la figura IV.4 y en la tabla IV.2.
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En la figura IV.5 se muestra la K,,* relativa de cada subunidad C comparando los datos de los
péptidos mas largos 18-S y 47-S (de la serie M.rouxii o de la serie S.cerevisiae) con sus
respectivos péptidos 8-S. Se observa que el incremento en eficiencia catalitica con la longitud del
péptido de Cy, ¥ Csc s de 60 y 30 veces, respectivamente; mientras que el cambio para C, no
alcanza las 10 veces. La ganancia de eficiencia catalitica para las enzimas fungicas
correspondiente a la region P-4 a P-13 es mayor que la correspondiente a la region P-14 a P-42: el
cociente de eficiencias 18-S/8-S es 6,6 y 18,5, mientras que el cociente 47-S/18-S es 1,7 y 3,7 para
Csc ¥ Cwr, respectivamente. Tanto Cy, como Cs. tienen preferencia por 18-S-M sobre 18-S-S (la
eficiencia relativa es mayor para 18-S-M que para 18-S-S). Esto sugiere que la region P-4 a P-13
podria ser responsable en parte de las diferencias observadas en la afinidad R-C en las distinitas
especies. Se ha reportado que una Arg en la posicion P-6 del PKI es importante para la unién con
la subunidad Ca (Knighton, D.R. et al., 1991b; Reed, J. et al., 1989). Esto nos hace pensar que la
Arg en la posicion P-5 del péptido 18-S-M podria ser responsable de la mayor eficencia catalitica.
Aunque la contribucion es menor, la region P-14 a P-42 presenta una selectividad especie-
especifica ya que los cocientes 47-S/18-S son mayores en el sistema homodlogo (péptidos
derivados de subunidad R y subunidad C del mismo organismo). Esto indicaria que tanto esta
region de la subunidad R como la superficie interactuante en la subunidad C son responsables de
las diferencias observadas en la afinidad R-C entre especies. En un trabajo simultaneo del
laboratorio se demostré que la delecién de la regiéon P-14 a P-42 de la subunidad R de Mucor
circinelloides disminuye la interaccion con la subunidad C homodloga, pero no disminuye la

interaccion con la subunidad C, (Ocampo, J. et al., 2007).
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Figura IV.5. Eficiencias cataliticas relativas de Cy,, Csc ¥y C, para los péptidos sustratos. La
eficiencia catalitica relativa (Ks,* relativa), definida como el cociente de K,,* de diferentes péptidos
del mismo origen, fue calculado de la tabla IV.3. Las barras blancas representan a los péptidos
derivados de la secuencia de la subunidad R de M.rouxii y las barras grises representan a los
péptidos derivados de la secuencia de la subunidad R de S.cerevisiae.

La variacion de los parametros cinéticos con la longitud del péptido observada sugiere que tanto en
la holoenzima de M.rouxii como en la de S.cerevisiae la regiébn P-4 a P-42 participa en la

interaccion R-C, siendo mas importante la contribucion de la regiéon P-4 a P-13.
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No se han encontrado grandes diferencias entre los péptidos derivados de la subunidad R de
M.rouxii y los derivados de la subunidad R de S.cerevisiae que justifiquen la diferencia en la
afinidad R-C.

IV.2.3. Efecto de la viscosidad en los parametros cinéticos

Los parametros cinéticos de estado estacionario K, y k.at relativa observados con Cy, y Cs. se
comportan de acuerdo al modelo del clamp propuesto por el grupo del Dr. Joseph Adams para
proteinas quinasas, mencionado en el capitulo | (Lieser, S.A. et al., 2005). Este modelo explica la
disminucion de la K, y el aumento de la k.t de un sustrato proteico, comparado con un péptido
derivado del sitio de fosforilacion, a través del acoplamiento termodinamico de los pasos de unidn
del sustrato y de transferencia del fosfato, debido a interacciones por fuera del sitio catalitico que
afectan la catalisis. De acuerdo al modelo de clamp la velocidad de transferencia de fosfato de los
péptidos largos deberia ser mayor que la correspondiente a los péptidos cortos, de manera tal que
en el caso de los péptidos cortos la transferencia de fosfato determine completamente la reaccién,
mientras que en el caso de los péptidos largos no lo haga o lo haga parcialmente. Para probar esta

hipétesis evaluamos el efecto de la viscosidad sobre los parametros cinéticos.

Como se menciond en el capitulo |, se espera un gran efecto de la viscosidad en la k¢ si la
liberacion de ADP es el paso limitante, mientras que si la trasferencia de fosfato determina la

reaccion se espera que la viscosidad no afecte la kgt

El experimento se llevé a cabo con el sistema de M.rouxii: subunidad Cy, y los péptidos 8-S-M, 18-
S-M, 47-S-M y kemptido (figura IV.6 A y B). Este tipo de experimentos requiere cantidades de
enzima un poco mayores a las que veniamos utilizando. Por este motivo cambiamos el método de
purificacion. Se utilizé también la subunidad C,, como referencia, ya que el dato del efecto de la
viscosidad sobre la k., del sistema kemptido Cy, es conocido. El motivo por el cual este experimento
no se realizé con el sistema de S.cerevisiae es que no logramos mejorar la calidad de la

preparacion de Csc.

El efecto de la viscosidad se evallua a través de la pendiente del grafico del cociente entre la kg
obtenida en ausencia de glicerol y la obtenida en presencia de glicerol vs la viscosidad relativa del
medio (tabla IV.4). Como se menciona en el capitulo | una pendiente 0 indica que no hay efecto de
la viscosidad, es decir que el paso limitante es la transferencia de fosfato, mientras que un valor de
1 indica que el efecto es maximo o dicho de otro modo que la liberacion de ADP es limitante.
Valores de pendiente intermedios implican que la transferencia de fosfato y la liberacion de

producto son parcialmente limitantes.
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Figura IV.6. Efecto de la viscosidad del medio en los parametros cinéticos. La k.t de Cp (A), la Keat
de Cur (B) v la kea/Kmn de Cyr (C) fueron estimados en ausencia y en presencia de cantidades
variables de glicerol, utilizando los sustratos kemptido (cuadrados blancos), 8-S-M (circulos
blancos), 18-S-M (circulos grises) y 47-S-M (circulos negros). Se grafican los cocientes de k., y de
ket Km Obtenidos en ausencia/presencia de viscégeno en funcion de la viscosidad relativa. Las
lineas corresponden al ajuste lineal. Las barras de error corresponden a los duplicados. Se muestra
un experimento representativo (n = 3).

Tabla IV.4. Pendientes obtenidas de la figura I1V.4.
kcat Cb kcat CMr kcathm CMr

kemptido 1+0,1 0,5+0,1 ND

8-S-M 1+0,2 06+0,2 0 0,1
18-S-M 1+0,1 1 +£0,2 0,1+0,1
47-S-M 1+0,2 1 +0,2 0,2+0,1

Los valores son el promedio y sus desvios estandares
(n = 3). ND: no determinado.

Las pendientes para la subunidad Cy, correspondientes al kemptido y al péptido 8-S-M (figura IV.6
Ay tabla IV.4) indican que el efecto de la viscosidad es intermedio, mientras que para los péptidos
18-S-M y 47-S-M el efecto es maximo. Para la subunidad C;, (figura IV.6 B y la tabla 1V.4) el efecto
sobre la k.t €s maximo para los cuatro péptidos. El efecto maximo de la viscosidad sobre la k.t de
Cp utilizando kemptido como sustrato ya ha sido descripto. Experimentos de pre-estado

estacionario sugieren que la transferencia de fosfato es muy rapida (Lieser, S.A. et al., 2005).

Estos resultados nos permiten concluir que contactos por fuera del IS aceleran la transferencia de

fosfato de la subunidad Cyy.

El modelo de clamp propone que la disminucion de la K, con la longitud del péptido no va
acompafada de una disminucion de la Ky de igual magnitud. Una manera (aunque parcial) de
evaluar la K, es a través de la velocidad de disociacion (k.;). Como se explica en la introduccion la
relacion entre la k../Kn vy la viscosidad nos da informacion acerca de la velocidad k.;. Se evaluo el
efecto de la viscosidad sobre k../Kn, para la subunidad Cy; utilizando como sustratos 8-S-M, 18-S-
My 47-S-M (figura IV.4 C). Los valores de las pendientes (tabla IV.4) son 0, 0,1 y 0,2 para 8-S-M,
18-S-M y 47-S-M, respectivamente, lo cual indica que la k.; de los diferentes sustratos no varia

sustancialmente, al menos no es el paso limitante ni para los péptidos cortos ni para los largos.
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La comparacion de los parametros cinéticos de los péptidos para las subunidades Cy, y Cp y los
experimentos de viscosidad se pueden entender bajo la misma idea. Para Cy, la transferencia de
fosfato y la liberacion de ADP contribuyen al turnover de la enzima cuando el sustrato es un péptido
corto. La tasa de transferencia de fosfato es mayor cuando el péptido incluye parte del linker, de
manera tal que la liberacion de ADP limita la reaccion. Este aumento en la tasa de transferencia de
fostato se produciria a través de contactos por fuera del sitio catalitico. Creemos que este
comportamiento también lo presenta la subunidad Cs., teniendo en cuenta los valores de los

parametros cinéticos K, y keat relativa.

IV.2.4. Efecto dual de los péptidos no-fosforilables

Como ya se ha mencionado nuestra idea inicial para estudiar la participacién de la zona bisagra en
la interaccion R-C era trabajar con péptido no fosforilables. Esperabamos encontrar una inhibicion
de la fosforilacion del kemptido. Sin embargo los péptidos 18-A-M y 18-A-S mostraron un
comportamiento dual: activacién cuando la relacion péptido no fosforilable/kemptido era baja e
inhibicién cuando la relacion era alta (figura IV.7). Las tres subunidades C mostraron el mismo

comportamiento.
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Figura IV.7. Efecto de los péptidos 18-A sobre la fosforilacion del kemptido. (A). Efecto de péptido
18-A-M (kemptido 100 puM) sobre la fosforilacion por Cy,; el 100% corresponde a la actividad en
ausencia de 18-A-M. (B). Efecto del péptido 18-A-S sobre la fosforilacion por Csc, en ausencia (o) y
en presencia (e) de 18-A-S 6 uM. Las lineas representan el ajuste a la ecuacion de Michaelis-
Menten. Los valores del eje y corresponden a la velocidad de reaccién relativa a la V. en
ausencia de 18-A-S. El grafico de barras en el angulo superior derecho de los paneles A y B
corresponden al experimento control con péptidos no relacionados. Se ensayo el efecto de NRP1
(barras negras) y NRP2 (barras grises) sobre la fosforilacion del kemptido (concentracién saturante)
por Cur (A) and Cs. (B). El rango de concentraciones de péptidos NRP fue de 0-500 pM. Los
graficos muestran un experimento representativo. Las barras de error corresponden a los
duplicados. (n = 3)

76



Capitulo I'V: Zona bisagra

Para verificar la especificidad del efecto de los péptidos 18-A-M y 18-A-S se evalu6 el efecto de dos
péptidos no relacionados, NRP1 y NRP2 (tabla IV.1 y graficos de barras insertos en la figura IV.7).

Ninguno de los dos péptidos tuvo efecto.

Los péptidos que corresponden al IS son inhibidores competitivos (Whitehouse, S. et al., 1983).
Esto nos lleva a pensar que la region de los péptidos 18-A responsable del efecto activador es la
region N-terminal. Evaluamos el efecto del péptido correspondiente a la regién de 10 aminoacidos
N-terminal del péptido 18-A-M, llamado 10Nt-M (tabla 1V.1) sobre la fosforilacion del kemptido por
parte de Cy (figura IV.8). Se observé una activacion de 2,5 a 3 veces. Este resultado muestra que

la interaccion de esta regidén de la subunidad R y la subunidad C genera un aumento de la

actividad.
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Figura IV.8. Efecto de 10Nt-M sobre la fosforilacion del kemptido por Cy.. Se midié la actividad a 5,
30 y 100 uM de kemptido en ausencia (barras blancas) y en presencia de 25 uM (baras grises) y
de 100uM (barras negras) de 10Nt-M. El grafico muestra un experimento representativo. Las barras
de error corresponden a los duplicados. Los asteriscos indican las diferencias significativas
(p<0,01) con respecto a los experimentos control (sin TONt-M).

Para determinar si los péptidos son capaces de activar no sélo la fosforilacién de péptidos sino
también de sustratos proteicos naturales, evaluamos el efecto del péptido 18-A-S sobre la
fosforilacion de la piruvato quinasa 1 de S.cerevisiae (Pyk1) por parte de la subunidad Cs.. Se
midio6 la fosforilacion de concentraciones saturantes de Pyk1 (40 uM) por parte de Cs. en ausencia
y en presencia de 18-A-S (figura IV.9). En el rango 3-75 yM se observa una activacion de 2 veces,
similar a la observada cuando el sustrato era el kemptido (figura IV.7). Concentraciones mas altas

producen inhibicién.
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Figura IV.9. Efecto de 18-A-S sobre la fosforilacion de Pyk1 por parte de Cs.. Se midi6 la actvidiad
de Cs; a concentraciones saturantes de Pyk1 (40 uM) en ausencia y en presencia de diferentes
concentraciones de 18-A-S (0-400 uM). Se estim¢é la actividad a partir de la radiactividad de la
banda en un SDS-PAGE (parte superior). El grafico muestra un experimento representativo. Las
barras de error corresponden a duplicados. Los asteriscos indican diferencias significativas (p <
0,01) con respecto al experimento control (sin 18-A-S).

IV.2.5. Efecto dual de la subunidad R de M. circinelloides

Esta parte del trabajo se realizd con la colaboracion de Josefina Ocampo, estudiante de doctorado
del laboratorio. De acuerdo a los resultados expuestos, si los péptidos derivados de la subunidad R
reflejan el comportamiento de la proteina entera entonces estamos frente a un comportamiento
dual de la subunidad R. Clasicamente la subunidad R es un modulador negativo de la actividad

quinasa. No ha sido descripto anteriormente como regulador positivo.

Para evaluar el posible comportamiento dual de la subunidad R sobre la actividad de la PKA se
midié la actividad quinasa de las subunidades de M.circinelloides Cy.y Cy, a concentraciones bajas
de subunidad R de M.circinelloides (Ry.) (< 0.1 nM) (figura IV.10). Concentraciones superiores
inhiben la actividad (Ocampo, J. et al., 2007). La subunidad Cy. fue purificada de la misma manera
que la subunidad Cy,. La subunidad R fue sobreexpresada en levaduras, purificada por gradiente

de sacarosa disociante y cuantificada con [°H]JcAMP (Ocampo, J. et al., 2007).

Se observa una activacion tanto de Cy. como de C, de unas 2,5 veces a concentraciones de
subunidad Ry de alrededor de 0,02 nM. Los resultados reflejan un comportamiento similar al de los
péptidos 18-A.
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Figura IV.10. (Josefina Ocampo). Efecto de Ry sobre la fosforilaciéon del kemptido por Cy y Cp. Se
midi6é la actividad de Cy, (barras grises) y de C, (barras blancas) a concentraciones saturantes de
kemptido (300 pM) en ausencia y en presencia de Ry: (0-0,08 nM). El grafico muestra un
experimento representativo. Las barras de error corresponden a los duplicados. Los asteriscos
indican las diferencias significativas (p < 0,01) con respecto a los experimentos control (sin Ryc).

Se describe en este trabajo por primera vez el efecto activante de la subunidad R sobre la actividad

de la PKA.
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IV.3. Discusion y conclusiones

En este capitulo hemos comparado los parametros cinéticos de estado estacionario de las
subunidades Cyy, Csc y Cyp utilizando como sustrato los péptidos derivados de la zona bisagra de
Rmr ¥ Rsc (figura 1V.4). Los resultados indican que la K, disminuye y la k.t relativa aumenta con la
longitud de los péptidos. Si bien se observé el mismo comportamiento para las tres subunidades C,
para las subunidades de hongos el efecto de la longitud del péptido en los parametros cinéticos fue
mayor. Estos resultados indican que la region P-4 a P-42 de la subunidad R de Cy, y Cs. participa
en la interaccion R-C. La region P-4 a P-13 puede ser en parte responsable de las diferencias
observadas en la interaccion R-C entre especies, teniendo en cuenta la preferencia del péptido 18-
S-M sobre el péptido 18-S-S para las dos subunidades C de hongos (figura IV.5). Tanto la region P-
13 a P-42 como la superficie interactuante de la subunidad C podria ser responsable en parte
también de las diferencias entre especies de acuerdo a los valores que toman las Kes, * relativas

47/18 de los sistemas homdlogos y heterélogos (tabla IV.3).

La variacion de los parametros cinéticos puede ser explicada por el modelo de clamp.
Experimentos donde se evalud el efecto de la viscosidad en los parametros cinéticos de estado
estacionario apoyan esta idea (figura IV.6). El modelo propone un acoplamiento termodinamico
entre los pasos de unién de los péptidos 18-S y 47-S y de catalisis. Este acoplamiento lleva a un
aumento en la tasa de transferencia de fosfato. En la figura IV.11 se ilustra el modelo de clamp
como un mecanismo de activacién en cis, en el cual la porcion N-terminal del péptido sustrato
genera cambios conformacionales en la subunidad C, aumentando la transferencia de fosfato. El
hecho de que la K;, del kemptido y del 8-S es mas alta para Cy. y Csc que para C,, junto con las
diferencias observadas en los experimentos de viscosidad pueden estar indicando que el turnover
de Cyr y de Csc para péptidos chicos es mas bajo que el de C,. Es probable que el efecto de
activacion de los péptidos en la actividad de C,, esté tapado por el turnover de la enzima

excepcionalmente alto (Lieser, S.A. et al., 2005).

Tanto cuando el sustrato es un péptido (figura IV.7 y 8) como cuando es una proteina (figura 1V.9)
se observa un aumento en la actividad de la subunidad C a bajas concentraciones de péptido 18-A-
M o 18-A-S y una inhibicion a altas concentraciones. Una interpretacion posible de este resultado
es que a altas concentraciones el péptido 18-A compite con el sustrato por el sitio activo impidiendo
la fosforilacion; mientras que a bajas concentraciones la region del IS del péptido 18-A es
desplazada por el sustrato, quedando el extremo N-terminal unido a la subunidad C. Es esta
interaccion la que genera un aumento en la tasa de transferencia de fosfato, como ocurre con los

péptidos fosforilables. Esta vez la activacion es en frans (figura IV.11).
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Figura IV.11. Modelo que explica el efecto dual de la subunidad R y los péptidos de ella derivados
sobre la actividad de la subunidad C. La disminucién de la K, y el aumento de la k. de los
péptidos 18-S y 47-S se representa como activacion en cis, producida por la interaccion a través de
un sitio regulatorio por fuera del sitio catalitico. La subunidad C activada esta coloreada con un tono
de naranja mas fuerte. La inhibicidon en este modelo esta representada por la interaccién de los
péptidos inhibitorios 18-A o de la subunidad R con la subunidad C. En estas condiciones, la
subunidad C esta en la conformacién activada (naranja fuerte), aunque sin actividad. El efecto
clamp del extremo N-terminal de los péptidos 18-A o de la subunidad R sobre la fosforilacién de
sustratos peptidicos o proteicos esta representado como activacién en trans.

Se muestra por primera vez el efecto dual de la subunidad R (figura IV.10): un efecto negativo
clasico y un efecto positivo no descripto anteriormente, ilustrado con la subunidad R de

M.circinelloides agregada a la subunidad homologa Cyc y Cy.

Una posible interpretacion es la siguiente: cuando la concentracién de cAMP es baja en la célula o
cuando in vitro la relacion R/C es alta, predomina el efecto inhibitorio. Sin embargo cuando in vitro
la relacion R/C es baja o cuando in vivo la interaccidon R-C es debilitada por el aumento de la
concentracién de cAMP, es posible que la regidén del linker | estudiada permanezca unida a la
subunidad C. Esta interaccion, tal como un sitio de anclaje (docking site), aumenta la tasa de

transferencia de fosfato (activacion en trans) (figura IV.11).

Existen varios ejemplos de sitios de anclaje en proteinas quinasas y fosfatasas (Remenyi, A. et al.,
2006). En muchos casos se ha visto que el anclaje permite que la enzima y el sustrato se
encuentren mas facilmente, anclados a un mismo complejo proteico. También se ha reportado que
estos sitios de anclaje alteran la conformacion de la enzima, regulando alostericamente su
actividad. Nuestros resultados apoyan el modelo de regulacion alostérica por sitios de anclaje. In

vivo la holoenzima y los sustratos colocalizan a través de la interaccién con proteinas AKAPSs.

81



Capitulo I'V: Zona bisagra

Nosotros proponemos que en este contexto y en presencia de cAMP, la subunidad R permanence
unida a la subunidad C a través de la region del linker | y que este sitio de anclaje optimiza la
fosforilacion de los sustratos en trans. Estamos hablando aqui de una holoenzima con actividad,
una idea que ha surgido en varias oportunidades en la historia de estudio de la PKA a partir de
evidencias indirectas como las presentadas en este capitulo pero que todavia no ha sido

comprobada.
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Capitulo V: Dominios de union a cAMP

V.1. Introduccién y objetivos especificos

Como ya se mencioné en el capitulo |, en mamiferos existen dos clases de subunidades
regulatorias: | y Il. Las de tipo Il tienen una Ser en el sitio inhibitorio y por eso son sustrato,
mientras que las de tipo | tiene una Ala. Las de tipo |, a diferencias de las de tipo Il, requieren ATP-
Mg?* para la formacion de la holoenzima. Tanto el dominio D/D como los dominios CNB difieren a

nivel de secuencia y de estructura.
Se conoce la estructura de los dominios CNB y del dominio D/D de algunas subunidades R de la
isoformas Rl y RIl de mamiferos (tabla V.1), pero no se conoce la estructura de la subunidad R de

otros organismos.

Tabla V.1. Estructuras de los dominios D/D y CNB de las subunidades R.

PDB Descripcién Técnica Trabajo
1rgs CBDs | a-cAMP Rayos X Su, Y. etal., 1995
1cx4 CBDs Il B-cAMP Rayos X Diller, T.C. et al., 2001
1ne6 CBDs | a-Sp Rayos X Wu, J. et al., 2004 a
1ne4 CBDs | a-Rp Rayos X Wu, J. et al., 2004 a
1rl3 CBDs | a Rayos X Wu, J. etal., 2004 b
1r2a D/D Il RMN-17 Newlon, M.G. et al., 1999
2h9r D/D Il a-Pept AKAP 5 RMN-10 Newlon, M.G. et al., 2001
2drn D/D Il a-AKAP RNM-13 Newlon, M.G. et al., 2001
116e D/D Il a RMN-24 Morikis, D. Et al., 2002
2ezw DD Ila RMN-18 Banky, P. et al., 2003
2izy D/D Il a Rayos X Gold, M.G. et al., 2006
2izx D/D Il a-AKAP-IS Rayos X Gold, M.G. et al., 2006
2hwn D/D Il a-AKAP D2 Rayos X Kinderman, F.S. et al., 2006
1u7e Cao-CBD-A l a Rayos X Kim, C. et al., 2005
2qvs Cao-CBDs Il a Rayos X Wu, J. et al., 2007
2qcs Cao-CBDs | a Rayos X Kim, C. et al., 2007

Las estructuras de los dominios CNB unidos a cAMP de las subunidades Rl y de RIl muestran que
cada uno de los dominios por separado tiene una arquitectura muy parecida. Las diferencias estan
restringidas a algunos loops. La diversidad de isoforma reside en la orientacién relativa de los

dominios Ay B y en la superifice de contacto en ambos dominios (Diller, T. C. et al., 2001).

En las estructuras de los dominios CNB de las subunidades Rl y de RIl unidos a la subunidad C
(Kim, C. et al., 2007; Wu, J. et al., 2007) los dominios A y B estan separados, pues la a-hélice
quebrada en las estructuras unidas a cAMP (hélices B y C del dominio A y la hélice N del dominio
B) es una unica hélice larga (figura V.1). A diferencia de lo que ocurre con las estructuras unidas a
cAMP, en las estructuras de Rl y de RIl unidas a la subunidad C la orientacién relativa de los

dominios Ay B es similar.
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DomainB

Figura V.1. (Kim, C. et al., 2007). Comparacion de la estructura de Rla unida a
la subunidad C y a cAMP. A la izquierda se muestra la hélice en su
conformacion unida a la subunidad C y a cAMP. Hay tres puntos pivot (puntos
negros). La hélice C’ es la hélice N del dominio B. A la derecha se muestran
las estructuras de las dos conformaciones superpuestas por el dominio A.
Hélice B/C/N en rojo, dominio A en azul, dominio B en celeste, PBC Ay B en
amarillo. La subunidad R se muestra como cartoon; el cAMP, como sticks.

La activacion de la PKA es un proceso cooperativo (coeficiente de Hill 1,3-1,5) (Herberg, F.W. et
al., 1994). Varias evidencias sugieren que en la holoenzima el cAMP accede primero al sitio B. Esto
genera un cambio conformacional que permite la union de otra molécula de cAMP al sitio A. La
interaccion proteina-ligando permite la liberacion de la subunidad C. El dominio A tiene un rol
central en la activacion de la PKA ya que es titulado alternativamente por el cAMP vy la subunidad C
(Johnson, D.A. et al., 2001).

Las subunidades R de hongos tienen una Ser en el sitio inhibitorio. Por este motivo en un principio
se las considerd de tipo Il. Sin embargo comparando las secuencias de los dominios CNB es
evidente que las subunidades R de hongos pertenecen a un grupo diferente a Rl y a RIl (Canaves
M.J. & Taylor S.S., 2002).

Como ya se ha mencionado, en S.cerevisiae existe una unica subunidad regulatoria, Bcy1.

Estudios preliminares demuestran que necesita ATP-Mg?* para que se forme la holoenzima.

El objetivo de esta parte de la tesis fue obtener la estructura de Bcy1. S. cerevisiae es un modelo
muy utilizado para el estudio de transduccion de sefales. Creemos que tener informacion
estructural de una molécula central en el proceso de internalizacion de sefales, como Bcy1 es un
gran aporte para el area. También nos parece que contribuye a entender la evolucion de los
dominios CNB. Por otro lado nuestro laboratorio ha identificado diferencias interesantes con

respecto a las subunidades R de mamiferos en el comportamiento bioquimico de Bcy1 con
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analogos de cAMP. Para entender estas diferencias es necesario aunque en muchas ocasiones no

suficiente conocer las estructuras de las moléculas comparadas.

La técnica utilizada para la obtencion de la estructura de Bcy1 fue cristalografia de rayos X. Este
trabajo se realizé en colaboracion con el grupo de la Dra. Susan Taylor, de la Universidad de
California, San Diego (UCSD). En la primera etapa, la obtencion de cristales trabajé con la Dra. Jie

Yang. En la segunda etapa, la resolucion de la estructura trabajé con el Dr. Jian Wu.
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V.2. Resultados

V.2.1. Obtencion de proteina purificada

V.2.1.1. Purificacién de A85Bcy1

Desde 1995, afio en que se resolvido la primera estructura de la subunidad R (A91Rla) se ha
intentado cristalizar la subunidad R entera, sin éxito. Esto muy probablemente esté relacionado con
la gran flexibilidad de la molécula. Teniendo en cuenta lo mencionado, nos propusimos cristalizar

no la proteina entera sino la mutante de delecién del extremo N-terminal A85Bcy1.

La proteina A85Bcy1 sobreexpresada en levaduras se purifico por precipitacion con (NH4).SO, del
lisado celular, cromatografia de afinidad por cAMP Yy filtracidon en gel en un sistema de FPLC (figura
V.2).

Project: SUPERDEX 75

Method: Bey1_july26

User: C.J. Allison Run Date: 06:50:27 PM 07-26-07 Run: Run 1

Printed: Friday, July 27, 2007
x .

BioLogic DuoFlow Run Report
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Figura V.2. Purificacién de A85Bcy1. Filtracion en gel Superdex-75 del eluido de la columna de
cAMP-sefarosa. En la parte superior se muestra un grafico de Ayg en funcidn de numero de
fraccion. Se indica el numero de algunas fracciones, cuyas alicuotas fueron sembradas en el gel de
SDS-PAGE tenido con Coomassie blue que se muestra en la parte inferior. El input, sembrado en
la primera calle es una alicuota de lo que se inyectoé en la columna.
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En la salida del FPLC se observa un unico pico, con un pequeio hombro que corresponde a una
banda de menor PM, posiblemente producto de la degradacién de la proteina. Se juntaron las
fracciones 25 a 32 y se concentrd la muestra hasta una concentracién de 15 mg/ml. La cantidad de

proteina y la pureza de la preparacion resulté adecuada para la cristalizacion.

V.2.1.2. Analisis de los fragmentos de A85Bcy1

Se realizaron varios screenings para buscar la/s condicidon/es de cristalizacion. Luego de dos
semanas no se obtuvo ningun cristal. Se observé que tanto en las gotas de cristalizacion como en
la preparacion de la proteina guardada a 4°C habian aparecido bandas de menor PM (figura V.3).
Se observaron cuatro bandas mayoritarias que al parecer tienen cierta estabilidad, las cuales
fueron analizadas por espectroscopia de masa (Toni Koller, laboratorio de Susan Taylor) y
secuenciacion del extremo N-terminal (servicio de UCSD) para determinar a qué fragmentos

correspondian.

Prep. 4°C
2 sem. 41 E1 Mk Gotas de cristalizacion luego de dos semanas Mk E1
97.4
66.3
55.4
86-416 — (1 com——
104-416 \
~-= v . e
137416 o s
— —
155-416 T

31

Figura V.3. Analisis por SDS-PAGE tefiido con Coomassie blue de la preparacion de proteina
presente en las gotas de cristalizacion (gel de la derecha) y en una alicuota de la preparacion
guardada a 4°C (dos primeras calles del gel de la izquierda) luego de dos semanas. E1: Eluido 1 de
la resina de cAMP. 41: idem figura V.2. Sobre la izquierda estan esquematizados los fragmentos
identificados por MS correspondientes a las bandas indicadas por las fechas.

El analisis de espectroscopia de masa indico que las bandas corresponden a la construccion
entera (86-416) y a los fragmentos 104-416, 137-416 y 155-416. La secuenciacion de los extremos
N-terminal de estas cuatro bandas confirmé los resultados de espectroscopia de masa. En la
tercera banda ademas del fragmento del extremo N-terminal 137, se identificaron los extremos 147
y 150.

Las subunidades R de mamiferos presentan los mismos problemas de inestabilidad. También se

clivan en la regién de la zona bisagra.
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V.2.1.3. Diseno de fragmentos de Bcy1 estable

Teniendo en cuenta que los fragmentos identificados tienen cierta estabilidad se disenaron seis
construcciones (figura V.4). Todas son mutantes de delecion del extremo N-terminal y empiezan en
en el residuo 137, 139, 141, 150, 155 y 168. Se generaron plasmidos recombinantes de
sobreexpresion en bacterias, ya que en este sistema se produce mayor cantidad de proteina

recombinante que en levaduras.

137 141 150 155 168

the oty r

86 MFKSPFVNEDPHSNVFKSGFNLDPHEQDTHQQAQEEQQHTREKTSTPPLPMHFNAQRRTSVSGETLQPNNFDDWTPDHYKEKSEQQLQRLEKS 178
] |
IS CNB-A

Figura V.4. Secuencia de la zona bisagra de Bcy1. Se indican los estremos N-terminal de las
construcciones disefiadas.

Para la obtencién de la estructura de Bcy1 unida a cAMP se eligié la contruccion Bey1(168-416). El
resto de las construcciones seran utilizadas en una segunda etapa para la caraterizacion
bioquimica y estructural de las holoenzimas de S.cerevisiae (Tpk1/2/3-Bcy1). La construccion

Bcy1(136-416) fue utilizada en ensayos de inhibicion de la subunidad Ca (Yang, J. et al., 2009).

V.2.1.4. Purificaciéon de Bcy1(168-416)

Se purifico la proteina Bcy1(168-416) de la misma manera que se hizo con A85Bcy1 (figura V.5).

Se obtuvo 1ml de 15 mg/ml de proteina pura.

AS precipitation cAMP resin Gel filtration
FPt FPp FPs ASs ASp Mk ASs ASp FT W1 W2 W3 E1 E2 E3 E4 E5 Mk Input  Picoimpureza Mk Pico Bcy1(168-416)
= = S 97.5 7.5
= = e 66.3 = : . —_
- == B 66.3 —_—
) 4 - e - B 554
. - —
= 36.5 -_ 36.5
S p—t — '
?.' R [ - o 3
s 215 - P 215
. e 144 e 144
L=
- G P

Figura V. 5. Purificacién de Bcy1(168-416). SDS-PAGE tefiidos con
Coomassie blue y perfil de la filtracién en gel. FPt: lisado total. FPp:
pellet del lisado total (debris celular y células sin romper). FPs: lisado
celular propiamente dicho (el contenido celular), con el cual se com-
tinuo la purificacion. ASs: sobrenadante de la precipitacion con sulfato
de amonio. ASp: pellet de la precipitacion con sulfato de amonio, frac-
cién con la cual se continud la purificacién. FT: percolado de la cro-
matografia de afinidad (CAMP-sefarosa). W: lavados. E: eluidos. Input:
los eluidos concentrados que se inyectaron en la columna de filtracion
en gel Superdex-75. Mk: marcado de PM.
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V.2.2. Cristalizacion y resolucion de estructura

Aunque el buffer que se utilizé en la filtraciéon en gel no contiene cAMP y practicamente todo el
cAMP presente en el eluido se separd de la proteina durante este paso de la purificacidon (pico
grande a la derecha en la figura V.5), debido a la gran afinidad de Bcy1 (al igual que el resto de las
subunidades R) por el nucleétido (Johnson, K.E. et al., 1987) creemos que el cAMP permanece

unido a Bey1.

La primera etapa de la cristalizacién consistio en buscar la o las condiciones de cristalizacion. Este
paso se hizo de manera automatizada mediante un robot y con varios kits que contienen muchas

condiciones de cristalizacion diferentes.

Al segundo dia aparacieron unos cristales en forma de aguja y de placa (figura V.6.A). Todas las
condiciones contenian 25-30 % de PEG 2000- 4000 a pH 8-8,5. Algunas condiciones contenian
ademas sales como MgCl, y KBr a concentracion 0,1-0,2 M. Cada gota contenia muchos cristales

de tamafio pequeno (figura V.6.A).

El siguiente paso fue la optimizacion. El objetivo es obtener menor niumero de cristales y mas
grandes. Para ello se exploraron condiciones alrededor de la condicidn mencionada utilizando
diferentes estategias: disminuir la temperatura de incubacion, disminuir la concentracién de
precipitante, agregar algun compuesto, agregar pequefios pedazos de cristales (microseeding) y
sus combinaciones. En esta etapa el armado de las gotas se realizé de forma manual. Muchas de
las nuevas condiciones permitieron la formacién de cristales de mayor tamafo. Algunos de ellos
eran placas muy delgadas y de gran tamafo -crecimiento rapido- (figura V.6.B), mientras que otros
eran mas pequenos y de mayor espesor —crecimiento lento- (figura.V.6.C). En general los cristales
de grupo B aparecian al segundo dia, mientras que los del grupo C aparecieron luego del primer

mes. Estos ultimos permitieron resolver la estructura.

Los cristales pertenecian al grupo espacial C2 (tabla V.2). La resolucién maxima lograda fue de 2,2
A. La estructura se resolvié por el método de reemplazo molecular utilizando como modelo de
partida las coordenadas del subdominio B del CNB-A de la A(1-91)Rla (PDB_ID:1RGS). El
contenido de solvente fue de 47,4 % con una molécula por unidad asimétrica. La estructura fue

refinada a R = 0,200 y Ryee = 0,263 con buenos parametros geométricos (tabla V.2).
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0,15 mm 0,1 mm

Figura V.6. Fotos de cristales. Grupo A. Cristales iniciales obtenidos en la etapa de screening. Gran
numero de pequefios cristales en forma de placa y aguja. Grupo B. Cristales de gran tamafo. Son
placas delgadas. Grupo C. Cristales mas pequefios de mayor espesor, de crecimiento mas lento y
ordenado.
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Tabla V.2. Resolucion de la estructura.
Cristalizacion

Condicion 10-20% PEG 3350, 0.1M
Tris-HCI pH 8.0-8.5

Procesamiento de los datos

Grupo espacial C2

Dimensiones de la celda a= 146,425 A, b=45,040 A,y
c= 39,103 A, B= 92,510

Rango de resolucion (A) 50,0-2,2

Resolucion de estructura

Reemplazo molecular Molde Rla 152-225

(subdominio B de CNB-A)

Refinamiento y validaciéon

R 0,200
Rfree 0,263
Residuos en posicion mas favorable (%) 88,1

V.2.3. Estructura de Bcy1

V.2.3.1. Estructura general

La estructura refinada tiene 246 aminoacidos, 2 moléculas de cAMP y 93 moléculas de solvente.
Los cuatro primeros residuos del extremo N-terminal estan ausentes en el modelo debido a la falta

de densidad electronica.

La arquitectura general es similar a la de las subunidades R de mamiferos, descripta en el capitulo
I. La estructura de Bcy1 contiene los dos dominios CNB en tandem, el dominio A y el dominio B
(figuras V.7 y V.8). La topologia de cada dominio CNB es similar y consiste en un subdominio a y
un subdominio B. El subdominio B estda compuesto por ocho hojas B y el casete de unién a fosfato
(PBC), que es muy conservado y une el cAMP. El subdominio a-helicoidal consiste en el motivo
N3A y las hélices B y C; estas regiones estan separadas en la secuencia y juntas en la estructura.
El motivo N3A consiste en la a-hélice N, un furn o loop 319 y la a-hélice A. Las superficies que
presentan estas a-hélices determinan una comunicacion entre los dominios A y B Unica, diferente a

las subunidades Rla y RIIB (figura V.12), como se comenta mas adelante.

Estas caracteristicas mencionadas son comunes a todas las subunidades R hasta el momento
descriptas, incluso muchas de las caracteristicas son comunes a otros dominios de union a
nucledtido ciclicos. Las regiones de Bcy1 que difieren con las estructuras de mamiferos son las
mismas regiones en las que difieren Rl y RIl (Diller, T.C. et al.,, 2001), lo cual indica que la

variabilidad esta restringida a regiones especificas de la molécula.
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DOMAIN B

Figura V.7. Estructura general de los dominios CNB de Bcy1. En el angulo superior
derecho se muestra un esquema de guarda griega que corresponde al core del
dominio CNB. Los colores indican la estructura secundaria. En celeste se indican las
a-hélices del subdominio a; en fucsia, el turn 34¢; en amarillo, las hojas B; en rojo la
a-hélice del PBC, en negro, los turns o loops y en gris las dos moléculas de cAMP.
La subunidad R se muestra como cartoon y como superficie en gris; el cAMP, como

sticks.
oN 35 oh 5 B2 B3 B4 B5  p6
bcyl-A 171 -—QLORLEKSIRNNFLFNKLDSDSKRLVINCLEEKSVPKGATIIKQGDQGDYFY GTVDFYVNDNK===—=====-~= ISSGPGSSE 247
RIalpha-A 121 - E SDTFDAMEPYVSFIAGETV [OOGDEGDN F'Y VI DOGEMDV Y VNNEWA=—————————= SVGEGGSE 198
RITbeta-A 137 /LDAMFEKLVKEGEHV I DOGDDGDNFYVIDRGTFDIYVKCDG——————~ VGRCVGNYDNRGSF 219
bcyl-B 294 ADALDTKIYQPGETI T REGDQGENFYLTEYGAVDVSKKG———=——=-—- OGVINKLKDHDYF 366
RIalpha-B 245 /ADALEPVQFEDGQKIV VQGEPGDEFFITLEGSAAVLO--——= RRSENEEFVEVGRLGPSDYE 322
RITbeta-B 266 JVDVIGTKVYNDGEQT TAQGDSADSFFTVESGEVRTTMKRKGKSDIEENGAVETARCLRGOYF 348

oP B7 B8
bcyl-A 248 GELALMYNSPRAA' ATSDCLLWALDRLTFRKILI

RIalpha-A 199 GELALIYGTPRAA' (AKTNVKLWGIDR

RIIbeta-A 220 GELALMYNTPRAAT I TATSPGALWGI

bcyl-B 367 GEVALLNDLPRQATVTATKRTF T L

RIalpha-B 323 GEIALLMNRPRAA' RGP K {LDE RV ) DQ

RIIbeta-B 349 GELALVTNKPRAASAHAIG (CLAMDVQAFERLLGPCMEIMKRNIATYEEQLVALFGTNMDIV 412

Figura V.8. Alineamiento de los dominios CNB de Bcy1, de Rla bovina (PDB_ID:1RGS) y de
RIIB de rata (PDB_ID:1CX4). En la parte superior se indica la estructura secundaria resuelta
por cristalografia. El patron de colores es el mismo que el de la figura anterior. La numeracion,
a izquierda y derecha corresponde a la de cada proteina.

La orientacion relativa de los dominios es diferente a Rl y a RII (figura VII.9).
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Rlo Bey1 RIIB

Figura V.9. Estructura de Bcy1 en colores: subdominio a en celeste, subdominio 3 en amarillo, PBC
en rojo y de Rla y RIIB en gris (dominio A) y verde (dominio B). En la parte superior se muestran
cada una de las estructuras. En la parte inferior se muestra la estructura de Bcy1 y de cada una de
las subunidades R de mamiferos superpuestas por el dominio A. Las subunidades R se muestran
como cartoon y en el caso de Bcy1 también como superficie; el cAMP, como sticks.

V.2.3.2. Dominios CNB

Cada dominio por separado tiene una gran similitud con Rla y RIIp (figura V.10). El loop entre las
hojas B 4 y 5 tanto para los dominios A como para los dominios B presentan diferencias. La
diferencia principal que genera la orientacion diferencial de dominios esta en la zona de la curva
entre las hélices B y C del dominio A y la hélice N del dominio B (figuras V.10 y V.12). Estas hélices
en las subunidades R de mamiferos, se convierten en una hélice Unica cuando la subunidad R esta
unida a la subunidad C (V.1). Si bien la secuencia de la curva entre las hélices B y C (curva B-C)
no es conservada (figura V.8) tiene la capacidad de formar una a-hélice tanto en Rla como en RIIB
y probablemente también en Bcy1. La zona de la hélice que se curva en Bcy1 esta desplazada con
respecto a las otras dos. Por el contrario, en el dominio B vemos que las hélices B 'y C se
superponen perfectamente. La secuencia en esta zona es conservada (figura V.8). Aca las
diferencias estan dadas por el largo de la hélice C y la cola C-terminal. En Bcy1 tanto la hélice C
como la cola C-terminal es mas corta que en el caso de las otras dos estructuras. De acuerdo al
alineamiento (figura I1.5) esta caracteristica de la subunidad R de S.cerevisiae es comun dentro del

grupo de los hongos.
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DOMAIN A

Figura V.10. Dominio A (parte superior) y dominio B (parte inferior) de Bcy1
(fucsia) y Rla o RIIB (gris) superpuestos. Se destacan con color rojo (Becy1) y
amarillo (las subunidades R de mamiferos) el loop B4-B5, las hélices By C de
los dominios Ay B y la cola C-terminal. Las subunidades R se muestran como
cartoon; el cAMP, como sticks.

V.2.3.3. El casete de unién a fosfato (PBC)

El PBC (figura V.11), que como se menciond en el capitulo | es un motivo de 14 aminoacidos esta
presente en todos los dominios de unién a nucleétidos ciclicos. Esta formado por un /oop y una a-
hélice. Tiene tres componentes clave: la Arg que se une al fosfato, el Glu que se une al hidroxilo de
la ribosa y un residuo tapa o capping que interacciona hidrofébicamente con el anillo del cAMP.
Tanto en el dominio A como en el dominio B de Bcy1 estan presentes estos elementos. El residuo
capping del PBC del dominio A (PBC-A) pertenece al dominio B. En la subunidad Rla es el Trp260
de la hélice A; en cambio en la subunidad RIIB es la Arg381 de la hélice C (figuras V.11, V.12 y
V.15). En Bcey1, al igual que en la subunidad Rla el residuo capping pertenece a la hélice A; es la
Tyr309. Si bien las cadenas principales tienen una posicion diferente e incluso en el caso de RIIB
pertenece a una parte distinta de la molécula, las cadenas laterales del residuo capping estan en la
misma posicion, enfrentando a la molécula de cAMP. El residuo capping del PBC del dominio B
(PBC-B) esta en el extremo C-terminal. En Bcy1 es la Pro413. En el extremo C-terminal de las
secuencias de las subunidades R de hongos hay una Pro que se conserva, lo cual nos hace pensar

que este residuo como residuo capping podria ser una caracteristica conservada del grupo de los
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hongos. Sin embargo, no se puede descartar que esta funcion, al menos en algunos hongos la esté

cumpliendo una Tyr, que también esta conservada en este grupo (figura I1.5).

DOMAIN A

lu221

™.
Arg381

B-helix

Glu350

Glu324

Glu368

‘ C-tajl Tyr397
. cAMP ‘

C-tail cAMP

RIIB

C-tail

Figura V.11. PBC de Bcy1, Rla y RIIB del dominio A (parte superior) y del dominio B (parte
inferior). EI cAMP y una Tyr conservada y los residuos capping se representan como sticks y como
superficie. La Arg y el Glu se representan como sticks. La coloracion indica el tipo de atomo. El
PBC (rojo) y la region del subdominio a (celeste) a la cual pertenece el residuo capping se
representan como cartoon.

a-hélice B

a-hélice C a-hélice C a-hélice B

RII L B7

P Beyl Rig, RIIB
Figura V.12. Comparacion de los subdominios a, que unen el dominio A y el B de Bcy1 (rojo), Rla
(celeste) y RIIB (verde). Las estructuras de las subunidades R se representan como cartoon y la del
cAMP vy la del residuo capping del PBC-A como sticks. Se muestra la region comprendida entre el
PBC-Ay la hélice Ay en el caso de la subunidad RIIB, una porcion de la hélice C.

V.2.3.4. Comunicacioén entre los dominios Ay B

Otro aspecto importante es la superficie de contacto entre los dominios A y B (figura V.13). Su

importancia reside en que es la comunicacién entre dominios la que determina el comportamiento
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cooperativo de la PKA. La superficie de contacto muestra caracteristicas distintivas. Consiste
basicamente en dos regiones: por un lado, la curva B-C y el loop 349 y por otro el PBC-A que

interactua con las hélices Ay C.

El loop 310 y la curva B-C interactian hidrofébicamente a través de la Phe183 y la Leu184 del loop
310 Y la Phe287 de la curva B-C y a través de un puente de hidrogeno de la Lys187 del loop 3¢ y la
Ser285 de la curva B-C (panel superior izquierdo de la figura V.13). Ni en Rla, ni en RIIB estas dos
regiones estan en contacto. De hecho la Phe183 se conserva en las subunidades R de hongos y
en forma exclusiva, de acuerdo al analisis de alineamiento jerarquico del capitulo Il (figura 1.5 y
tabla 11.1).

F183

L184

310 loop DOMAIN A

F287

DOMAIN B

\ QO Y cAMP

A-helix Y309

Figura V.13. Superficie de contacto entre los dominios A y B de Bcy1. En el centro se muestra la
estructura de Bcy1 como cartoon en gris y las moléculas de cAMP como sticks. EI PBC (rojo) y el
loop 310 (Marrén) del dominio A y el subdominio a que une ambos dominios (celeste) se muestra
ademas como superficie. Los residuos que participan en la comunicacion entre dominios estan
representados como sticks y en algunos casos también como superficie. La coloracién de las
representaciones en sticks corresponde al tipo de atomo. Las lineas punteadas indican puentes de
hidrégeno. En los paneles se muestran algunos detalles. En el panel superior izquierdo se muestra
la supeficie de contacto entre el loop 310 y la curva B-C. En los otros tres paneles se muestra la
interaccion entre el subdominio a y el PBC-A.
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El PBC-A a diferencia del PBC-B es parte de la superficie de contacto entre el dominio A y el
dominio B. De acuerdo al mecanismo de activacién propuesto por el grupo de Susan Taylor (Kim,

C. et al., 2007), la unién del cAMP al PBC-A es necesaria para que la holoenzima se disocie.

En el PBC-A, al igual que sucede con Rla, el Glu conservado (Glu249) forma un puente de
hidrogeno con la Arg290 de la hélice C de dominio A y este residuo a su vez se une por puente de
hidrogeno al Asp316 de la hélice A del dominio B (panel inferior derecho de la figura V.13 y figuras
V.14 y V.15). Las puntas de la cadenas laterales estan a una distancia similar; sin embargo, las
cadenas principales tienen una posicién bien diferente (figura V.15). El par idnico correspondiente

en la subunidad RIIB (Arg262-Asp288) se une por puente de hidrégeno a la Tyr226 (figura V.14).

Rlo. RIIB :
Asp187
Arg262
- Tyr226 ,
r,vyzos‘\\ /‘\..\
.,
- Asp2881(\ /
Wa'.elé
AG241
'\.‘ ' \\ "]
Asp207) [leamp At | L
Trp260 ‘ /| // CAMP
, ‘& v ;}, V]

Figura V.14. (Johnson, D.A. et al., 2001) Comunicacion entre el dominio A y el dominio B de Rla y
RIIB. EI PCB del dominio A se muestra en rojo como /azo. Los residuos que participan en la
comunicacion entre dominios y el cCAMP estan coloreados por tipo de aminoacido y representados
por sticks. Una molécula de agua, de color celeste esta representada como pelota.

hélice B Rla hélice B

DOMAIN A

hélice C hélice C

R258

0, g !_ 'cAMP

hélice A Y39 I

hélice A

DOMAIN B

Figura V.15. Estructura de Bcy1 y de la subunidad Rla. Se muestra la estructura de algunas
regiones de las subunidades R como cartoon: el PBC (rojo) y el subdominio a que une ambos
dominios (celeste) y algunos residuos y la molécula de cAMP como sticks, los cuales estan
coloreados de acuerdo al tipo de atomo. Se muestra ademas la molécula de cAMP como superficie
en gris.
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Hay una molécula de agua estructural que esta presente también en las otras dos estructuras,
interactuando con el cAMP y con la Pro conservada del PBC-A (Pro257 en Bcy1). En Bcy1 esta
molécula de agua estructural también se une a la Thr308 de la hélice A (panel superior derecho de
la figura V.13).

La Tyr254 en el PBC-A es altamente conservada (figuras 1.5 y V.11). Participa de la interaccion
con la subunidad catalitica. El entorno de la Tyr es diferente en cada una de las estructuras. En
Bcy1 esta en un entorno hidrofobico (panel inferior izquierdo de la figura V.13). En la subunidad Rla
la Tyr esta expuesta al solvente, mientras que en RIIB forma puentes de hidrogeno con el Asp288
(figura V.14).

V.2.3.5. Prediccion de la interaccion de Bey1 con la subunidad C

Aunque todavia no contamos con la estructura de la holoenzima de levaduras -uno de los proximos
objetivos del laboratorio- creemos que al igual que sucede con las subunidades RI y RIl, las
diferencias observadas en la estructura de Bcy1 unida a cAMP con respecto a las subunidades R
de mamiferos desapareceran en la estructura unida a la subunidad C. Esta prediccion esta
sostenida por la presencia en Bcy1 de residuos identificados como importantes en la interaccion R-
C de mamiferos (tabla V.3). La excepcion a esta regla es la Phe183 y la Lys187 del loop 34, del
dominio A ya mencionadas. Especial atencion merecen las hélices B y C del dominio A. Esta regién
que sufre grandes cambios conformacionales durante el proceso de activacion de la PKA y es una
parte importante en la superfcie de contacto con la subunidad C no es conservada. Sin embargo

una mirada mas detallada revela la conservacién de algunos aminoacidos clave (tabla V.3).

Se verificd, asimismo, que los residuos que hacen contacto en la subunidad Ca estan presentes en
la estructura de Tpk1 (una de las subunidades C de S.cerevisiae como se menciona en el capitulo
). La gran mayoria de estos residuos en la superficie de interaccion de la subunidad C estan

conservados en Tpk1, 2y 3.

Una diferencia en la estructura de Bcy1 en la holoenzima que podemos predecir es la ausencia de
un puente salino presente en la estructura de las R de mamiferos clave en el proceso de activacion
de la PKA (Kim, C. et al., 2007), en el cual intervienen un Glu (261 en Rla) y una Arg (366 en Rla).
Estos dos residuos estan conservados en hongos (figura I1.5). Sin embargo en S.cerevisiae la Arg
esta reemplazada por una Leu, lo cual indicaria que en Bcy1 no existiria el puente salino

mencionado.
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Tabla V.3. Prediccion de la interaccion R-C en levaduras.

R (Rla/Bcy1)

V134
F183

V134
F183

L135
L184

L135
L184

H138
K187

E143
S192

E200
E249

L201
L250

L204
L252

Y205
Y254

Y229
F278

R230
R279

R230
R279

L233
L282

M234
L283

T237
5286

L238
F287

R241
R290

W260
Y309

D267
D316

R352
G396

R355
R399

V356
L400

C (Ca/TPK1)

E248
E292

V251
L295

L205
1249

Y229
Y273

K213
K257

K213
K257

1244
M288

P243
T287

L198
L242

Y247
Y291

L211, 8212
5255, T256

5212
T256

T197-P
T241-P

K213
K257

W196
Y240

K213
K257

W196
Y240

W196
Y240

K192
P236

R194
V238

D276
D320

T278
5322

K285
Q329

Unidén

molécula de agua

hidrofébica

hidrofébica

polar

molécula de agua

polar

hidrofébica

hidrofébica

hidrofébica

polar

hidrofébica

molécula de agua

polar

hidrofébica

hidrofébica

hidrofébica

hidrofébica

hidrofébica

hidrofébica

polar

polar

polar

polar

Region en R
310 loop CNB-A

310 loop

310 loop

a-hélice N

PBC

PBC

PBC

PBC

a-hélice B

a-hélice B

a-hélice B

a-hélice B

a-hélice C

a-hélice C

a-hélice C

a-hélice A CNB-B

a-hélice A

a-hélice B

a-hélice B

a-hélice B

En rojo se indican las diferencias entre los dos modelos.
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V.3. Conclusiones

En este capitulo mostramos el proceso de obtencién de la estructura de los dominios CNB de Bcy1
por cristalografia de rayos X y describimos la estructura, comparandola con las estructuras de las

subunidades R ya conocidas.

Al igual que las subunidades R de mamiferos, Bcy1 tiene dos dominios CNB en tandem: Ay B
(figura V.7), cada uno de ellos con un subdominio a y uno B. En el subdominio B se encuentra el
sitio de unién al cAMP, el PBC, cuya secuencia y estructura se encuentra altamente conservada
(figura V.11). El residuo capping del PBC-A es la Tyr309 y el del PBC-B, la Pro413.

Las regiones de Bcy1 que difieren con las estructuras de mamiferos son las mismas regiones en
las que difieren Rl y RIl (Diller, T.C. et al., 2001), lo cual indica que la variabilidad esta restringida a
regiones especificas de la molécula. Una de estas regiones es el loop B4-35 de ambos dominios
(figura V.10). La otra gran diferencia es el quiebre en las hélices B y C del dominio A (figuras V.10 y
V.12).

La orientacién relativa de los dominios es diferente a Rla y a RIIB (figura V.9). Esta orientacion
diferencial se debe a la diferencias en el quiebre entre las hélices B y C del dominio A y determina

zonas de contacto distintas a las observadas en las subunidades R de mamiferos.

La caracteristica mas distintiva de Bcy1 es justamente la superficie de contanto entre el dominio A
y el B, la cual involucra por un lado la curva B-C y el loop 310 y por otro el PBC-A y las hélices Ay C
(figura V.13).

La estructura de Bcy1 refuerza la observacion que se desprendié anteriormente del analisis de
secuencia: Bey1, al igual que otras subunidades R de hongos pertence a un grupo diferente de Rl y
de RII. Presenta caracteristicas similares a Rla, como la posicion del residuos capping y el
entrelazado de puentes de hidrogeno del PBC-A (figura V.15); comparte otras caracteristicas con
las subunidades RII, como la Ser fosforilable en el IS y la Met y la Asn conservada del PBC-A
(figura V.8) y en otros aspectos es diferente a estos dos grupos, la orientacién relativa de los
dominios (figura V.9), las interacciones de la Tyr conservada del PBC-A (panel inferior izquierdo de

la figura V.13 y figura V.14), la cola C-terminal (figura V.10), entre otros .
De los aminoacidos especificamente conservados en hongos identificados por el alineamiento

jerarquico, la Phe183 demostro ser clave en la orientacion relativa de los dominios A y B. El rol del

resto de los residuos es menos claro.
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Todos los residuos nombrados en estas paginas (F183, L184, K187, E249, Y254, P257, R258,
S285, F287, R290, T308, Y309, D316 y P416), que determinan la estructura de Bcy1 son residuos
conservados, lo cual demuestra una vez mas la revelancia de Saccharomyces cerevisiae como

modelo experimental y en particular de Bcyl como prototipo de subunidad regulatoria.
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En esta tesis nos dedicamos al estudio de la subunidad R de la PKA en hongos. Nuestras
preguntas fueron en su mayoria estructurales, es decir nos preguntamos acerca de la estructura
cuaternarnia, terciaria y secundaria de dicha proteina. Para contestar estas preguntas hemos
utilizado diferentes tipos de técnicas in vitro e in silico: bioquimicas, de cinética enzimatica,
bicinformaticas y en el marco de una etapa de incorporacion de abordajes estructurales utilizamos

cristalografia de rayos X para resolver la estructura de los dominios CNB de Bcy1.

Quiza la razén mas importante ademas de la estética por la cual es interesante conocer la
estructura de una proteina es porque en la gran mayoria de los casos esta intimamente ligada a su

funcién.

Acerca del funcionamiento de la PKA en esta tesis hicimos aportes en dos tépicos: por un lado la
localizacién subcelular de Bcy1, a través de la caracterizacion de su extremo N-terminal y por otro,
el mecanismo de activacion de la PKA, a través de estudio de la zona bisagra y a través de la

resolucion de la estructura de los dominios CNB.

La via de sefalizacion cAMP-PKA juega un rol importante en numerosos procesos celulares como
la regulacion génica, transporte, crecimiento en todos los organismos eucariotas. La via es
hiperactivada de forma transiente. Mucho del funcionamiento de la PKA, de encendido y apagado
inmediato esta ligado al control espacio-temporal de la sefal via cAMP, el cual requiere que la PKA
esté anclada a dominios subcelulares especificos a través de proteinas AKAPs. En esta tesis se
demostré que en S.cerevisiae la subunidad R de la PKA dimeriza a través del extremo N-terminal y
que esta region, responsable de la localizacion subcelular de la proteina (Griffioen, G. et al., 2001)
es capaz de unirse al AKB de la AKAP dual 2 (figura 111.6).

Evidencias bioquimicas (Herberg, F. W. et al., 1996) y estructurales (Kim, C. et al., 2007; Wu, J. et
al., 2007) permiten proponer un mecanismo ordenado y secuencial de activacion de la holoenzima.
El cAMP se une primero al sitio B y luego al sitio A. La identificacién de un complejo ternario
holoenzima-cAMP en M.rouxii formado por la holoenzima y dos moléculas de cAMP unidas al sitio
B (Paveto, C. et al., 1989) apoya este modelo. En la holoenzima el PBC-B es mas accesible que el
PBC-A. Los residuos que interactuan con el cAMP (del sitio A) estan sepultados en la estructura de
la holoenzima. El reordenamiento de la cola C-terminal rompe un puente salino, que al parecer
estabiliza la conformacién de la subunidad R unida a C. Esta desestabilizacién permite por un lado
que el sitio B se disocie de la subunidad C y por otro que los residuos que unen el cAMP (del sitio
A) estén ahora accesibles. Una vez que la segunda molécula de cAMP se une al sitio A este se
disocia de la subunidad C. Todavia no esta claro si el IS de la subunidad R se separa del bolsillo
catalitico de la subunidad C antes, durante o después de la disociacion del dominio A. Una vez libre

el sitio catalitico, se produce la activacion de la PKA.
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Para entender el mecanismo de activacion de la PKA se necesita como primer paso conocer el
estado inicial (subunidad R unida a subunidad C) y el estado final (subunidad R unida a cAMP). En
esta tesis se describid la estructura de esta ultima conformacion de la subunidad R de S.cerevisiae
(figuras V.7 a V.15). Se identificaron los residuos clave que determinan su estructura y los que se
unen a las moléculas de cAMP. Conocer la estructura de Bcy1 unida a cAMP nos permite
imaginarnos, predecir como sera la estructura unida a subunidad C. Una diferencia interesante es
la ausencia en Bcy1 del puente salino estabilizador de la conformacion unida a la subunidad C. No
esta claro aun si la ausencia del puente salino implica un mecanismo de activacion diferente en
Saccharomyces y especies emparentadas o si puede ser considerado como un experimento

natural que demuestra que dicho puente salino no tiene la relevancia que se le ha adjudicado.

De acuerdo al modelo clasico, la activacién de la PKA requiere la disociacion completa de la
holoenzima. Sin embargo, existen evidencias experimentales que apoyan la idea de una activacion
sin disociacion completa, es decir de una holoenzima con actividad (Yang, S et al., 1995). En esta
tesis demostramos que el linker | participa en la interaccién con la subunidad C en M.rouxii y en
S.cerevisiae (figuras IV.4 y IV.5 y tablas V.2 y IV.3) y que dicha interaccién mejora la performance
de la enzima (figuras IV.6 a IV.10 y tabla IV.4) Este hallazgo apoya la idea de la holoenzima con

actividad.

La subunidad R de la PKA esta presente en todos los organismos eucariotas. Los dominios de
unién a cAMP estan presentes también en bacterias. Al ser la subunidad R una proteina tan
ancestral surgen preguntas de evolucion molecular. Como ya mencionamos las subunidades R de
hongos no pertenecen ni al grupo de las subunidades RI ni al de las subunidades RII, sino que
constituyen un grupo separado. Debido a que comparten algunas caracteristicas con Rl y otras con
las RIl creemos es posible que las isoformas de mamiferos hayan divergido a partir de una

subunidad R uUnica mas parecida a la de los hongos.

Una de las primeras preguntas que nos hicimos fue si los dominios presentes en las subunidades R
de mamiferos estaban presentes en hongos. Los dominios CNB se conservan en todo el grupo.
Encontramos que el dominio D/D esta presente en todos los hongos, a excepcién del Subfilum
Pezizomycotina del Filum Ascomycota. Probablemente la presencia de dominio D/D sea una
caracteristica ancentral (plesiomorfia) y se haya perdido en el grupo mencionado aunque no se
puede descartar, al menos con nuestro analisis, la hipétesis alternativa de que hayan aparecido
mas de una vez en la evoluciéon. Mas alla de esta reflexion, podemos afirmar que los dominios de

D/D no son universales, no estan en todas las subunidades R.
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El conocimiento que tenemos acerca de la PKA deriva casi exclusivamente de experimentos
realizados con unas pocas subunidades R de mamiferos y una unica subunidad C, la Ca. Estamos
convencidos de la importancia de contar con modelos experimentales alternativos y esperamos

haberlos convencido de ello con estas paginas.

Perspectivas

Algunas de las preguntas/tareas que surgieron durante la realizacion de esta tesis y que quedaron

sin responder/realizar son las siguientes:

Dominio D/D

* Resolucion del extremo N-terminal de Becy1 por RMN o cristalografia de rayos X.

* Experimentos del efecto del péptido miristoilado correspondiente al AKB de alguna AKAP sobre la
localizacién subcelular de Bcy1-GFP en S.cerevisiae. La disrupcion de la localizacién de Bey1 por
parte del péptido seria una evidencia in vivo de la importancia del dominio D/D en el anclaje a

proteinas todavia no identificadas.

Zona bisagra

* Analisis de interaccién in vitro de diferentes regiones de la zona bisagra de Bcy1 o de la
subunidad R de M.rouxii a Tpk1/2/3 o la subunidad C de M.rouxii, por caminado-array de péptidos
correspondientes a la secuencia de la subunidad R. Este experimento nos permitiria saber qué
regiones de la zona bisagra participan en la interaccion R-C.

* Prediccion de los sitios de unién en Tpk1 de los péptidos utilizados en el capitulo IV por
simulacion computacional (docking). Esto nos permitiria comenzar a incluir la otra cara de la
interaccion R-C, la subunidad C.

* Anisotropia de fluorescencia para analizar la movilidad y por lo tanto la interaccion de diferentes
regiones de la zona bisagra en presencia y en ausencia de subunidad C.

* Corroboracion de los resultados obtenidos en el estudio del efecto de la viscosidad sobre los
parametros cinéticos de estado estacionario a través de experimentos de estado pre-estacionario

con técnicas de mezclado rapido.

Dominios CNB

* Prediccion del sitio de unién de analogos de cAMP en la estructura de Bcy1 por simulacion
computacional (docking). Esto nos permitiria entender el comportamiento bioquimico de Bcy1
observado con distintos analogos de cAMP.

* Resolucion de la estructura del complejo Tpk1-Bcy1 por cristalografia de rayos X.
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VIl.1. Materiales

Todos los compuestos quimicos son de grado reactivo. Los componentes del medio de cultivo para
levaduras son de Laboratorios Difco y de Merck. El anticuerpo policlonal anti-BCY (yN-19) y el anti-
IgG de cabra acoplado a peroxidasa son de Santa Cruz Biotechnology Inc.. El anticuerpo policlonal
anti-subunidad R de M.rouxii fue preparado en conejo (Rossi, S. et al.,, 1992). El reactivo
quimioluminiscente para el revelado de Western-blots y el anticuerpo policlonal anti-GST son de
GE Healthcare. El [y*P]JATP es de Perkin Elmer. El papel de fosfocelulosa (P81) es de Whatman.
El anticuerpo anti-lgG de conejo acoplado a peroxidasa, el ATP, el cAMP, la DEAE-celulosa, la
fosfocelulosa, la Sephadex G-25, la BSA, la peroxidasa de rabanito, la catalasa de higado murino,
la fosfatasa alcalina de E.coli y el citocromo C de corazén bovino son de Sigma Chemical Co. La
resina Superdex 75 y la resina de glutation-sefarosa son de GE Healthcare. La subunidad Ca de
Bos taurus recombinante y la resina de cAMP-sefarosa fueron cedidas por la Dra. Susan Taylor, de
la Universidad de California, San Diego. Las membranas de nitrocelulosa son de MSI. El cocktail de
inhibidores de proteasas es de Roche Diagnostics GmbH. Los péptidos fueron sintetizados por
GenScript Corporation. Las bacterias E.coli de la cepa BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL competentes
son de Stratagene. El marcador de peso molecular de proteina es el Mark12 de Invitrogen™. El
robot de cristalizacién es de la compafia Douglas Instruments Ltd. Los kits para screening y otros
kits y reactivos utilizados durante la cristalizacion, los crioloop y otras utensillos para el montado de

los cristales son de las compafias Hampton Research y Molecular Dimensions Ltd.

VIl.2. Herramientas bioinformaticas

VIl.2.1. Coleccion de secuencias por PSI-Blast (Position-Specific Iterated BLAST)

El PSI-Blast es un programa iterativo de busqueda de secuencias a través de la generacion de
perfiles. A partir de una secuencia inicial el programa busca por Blast secuencias similares, hace
un alineamiento multiple con esas secuencias y genera un perfil, a partir del cual busca mas

secuencias y asi sucesivamente.

Las secuencias secuencias colectadas son las siguientes: Saccharomyces cerevisiae gi|6322156],
Kluyveromyces lactis gi|50308263|, Candida glabrata gi|50290093|, Ashbya gossypii gi|45187774|,
Vanderwaltozyma polyspora gi|156841265|, Debaryomyces hansenii gi|50405533|, Pichia
guilliermondii  gi|190348392|, Lodderomyces elongisporus i|149248516|, Pichia stipitis
gi|150863720|, Yarrowia lipolytica gi|50555167|, Candida albicans gi|68472545|, Pyrenophora ftritici
gi|189192997|, Mycosphaerella graminicola gi|90200750|, Mucor circinelloides @i|119712284|,
Colletotrichum  gloeosporioides  gi|110293154|, Sclerotinia  sclerotiorum  gi|156043067|,
Colletotrichum lagenarium gi|54036155|, Aspergillus niger gi|145252346|, Coccidioides immitis
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gi|119187827|, Magnaporthe grisea gi|39972039|, Neurospora crassa gi|85103516|, Blumeria
graminis gi|54036157|, Neosartorya fischeri gi|119491929|, Aspergillus fumigatus gi|70999804|,
Podospora anserine @i|171692029|, Gibberella zeae i|[46136785|, Aspergillus nidulans
gi|67537634|, Aspergillus clavatus gi|121705476|, Blastocladiella emersonii gi|400120|, Aspergillus
oryzae gi|[169770467|, Aspergillus terreus gi|115396126|, Schizosaccharomyces pombe gi|238842]|,
Laccaria bicolor gi|170091082|, Ustilago maydis gi|71024735|, Malassezia globosa gi|164655285|,
Coprinopsis cinerea gi|169861339|, Colletotrichum trifolii gi|6225580|, Chaetomium globosum
gi|116180120|, Schizophyllum commune gi|78675515|, Mucor rouxii gi|119712286|, Mus musculus
| beta @gi|125194|, Homo sapiens | beta gi|38257139|, Rattus rattus | beta gi|6016420|, Mus
musculus | beta gi|31543509|, Homo sapiens gi|158259951|, Mus musculus gi|74186556|, Homo
sapiens | beta @i|1346362|, Homo sapiens 1 beta gi|307377|, Monodelphis domestica
gi|126334174|, Homo sapiens | beta isoform CRA_b gi|119607570, Canis familiaris | beta isoform 1
gi|73958240|, Homo sapiens | beta isoform CRA _a gi|119607569|, Bos Taurus | beta
gi|115497802|, Bos taurus | alfa gi|115496662|, Canis familiaris | beta isoform 3 gi|73958238|, Sus
scrofa | alfa gi|47522874|, Mus musculus | alfa gi|30794476|, Canis familiaris | alfa gi|73965290|,
Rattus norvegicus | alfa gi|6981396|, Equus caballus | alfa @i|149723353|, Mus musculus
gi|74177287|, Homo sapiens | alfa gi|4506063|, Pongo abelii gi|55726040|, Homo sapiens
gi|51476352|, Ornithorhynchus anatinus gi|149635070|, Pongo abelii gi|55733492|, Monodelphis
domestica @i|126308822|, Canis familiaris | alfa isoform 3 gi|73965294|, Canis familiaris | alfa
isoform 2 gi|73965292|, Mus musculus gi|26350511|, Bos Taurus |l beta gi|154426112|, Bos Taurus
Il beta qi|27807179|, Pan troglodytes Il beta gi|114615342|, Homo sapiens |l beta gi|47132585],
Canis familiaris Il beta isoform 3 gi|73981762|, Homo sapiens |l beta gi|49904154|, Homo sapiens |l
beta gi|400115|, Canis familiaris Il beta isoform 10 gi|73981760|, Mus musculus Prkar2b
gi|45598396|, Mus musculus Il beta isoform CRA_b gi|148704952|, Rattus norvegicus Il beta
gi|158081759|, Macaca mulatta Il beta gi|109067863|, Rattus norvegicus Il gi|206671|, Canis
familiaris |l beta isoform 7 @i|73981752|, Canis familiaris Il beta isoform 9 gi|73981756|, Equus
caballus Il beta gi|194209461|, Monodelphis domestica Il beta gi|126340531|, Canis familiaris Il
beta isoform 8 gi|73981754|, Canis familiaris Il beta isoform 4 gi|73981746|, Mus musculus |l alfa
gi|22550094|, Bos Taurus Il alfa gi|145559487|, Mus musculus Il alfa gi|125199|, Rattus norvegicus
Il alfa gi|29789096|, Homo sapiens Il alfa gi|4758958|, Homo sapiens @i|158259545|, Canis
familiaris Il alfa isoform 1 gi|73985624|, Equus caballus Il alfa gi|194221340|, Canis familiaris Il alfa
isoform 7 gi|73985630|, Rattus norvegicus Il alfa isoform CRA_a gi|149018505|, Canis familiaris I
beta isoform 5 gi|73981748|, Homo sapiens PRKAR2A gi|12803843|, Canis familiaris |l alfa isoform
6 gi|73985628|, Canis familiaris Il alfa isoform 5 gi|73985626|, Canis familiaris Il beta isoform 6
gi|73981750].

109



Capitulo VII: Materiales y métodos

VII. 2.2. Predicciéon de dominios conservados

Para la prediccion de dominios conservados se utilizd el programa SMART (Simple Modular

Architecture Research Tool). Este programa identifica también zonas de baja complejidad.

VII.2.3. Prediccion de estructura secundaria

Se predijo la estructura secundaria de los dominios D/D con el programa PSIPRED.

VIl.2.4. Alineamiento multiple de secuencias

Se utilizo el programa MUSCLE (MUltiple Sequence Comparison by Log-Expectation). Se trabajo
con los valores de los parametros predeterminados. Este programa arrojé mejores alineamientos
que otros programas de alineamiento multiple. Los archivos de salida son compatibles con el

programa CHAIN.

VII.2.5. Alineamiento jerarquico de secuencias

Para identificar residuos que se conservan especificamente en las subunidades R de hongos
usamos un procedimiento estadistico riguroso llamado CHAIN (Contrast Hierarchical Alignment and
Interaction Network) (Neuwald, A.F., 2007). Este programa reune informacion relevante sobre el
funcionamiento de las proteinas a través de un analisis estadistico de las secuencias proteicas. Las
proteinas divergen funcionalmente por acumulacién de mutaciones. Por ello, las similitudes y las
diferencias entre dos mecanismos o funciones proteicas pueden evidenciarse a través de las
similitudes y las diferencias entre las secuencias. Basado en este principio el programa CHAIN
identifica patrones divergentes asociados con grupos de proteinas relacionadas evolutivamente.
Cada grupo, sometido a restricciones selectivas diferentes define un estado funcional diferente. El

CHAIN identifica aquellos residuos sometidos a las restricciones.

El analisis consiste en un alineamiento de un grupo de secuencias relacionadas, en el cual se
forman dos grupos divergentes. Los archivos de entrada (input) son (i) el grupo de secuencias de
interés y (ii) un grupo mas abarcativo que incluye el grupo de interés y otras secuencias adicionales

con las cuales se quiere comparar las secuencias de interés.

Luego, el alineamiento es dividido en dos grupos: el grupo principal (foreground), que incluye al
grupo de interés y el grupo de contraste (background) a través de un procedimiento llamado
inferencia bayesiana. El grupo principal comparte un patréon conservado que lo distingue del grupo
de contraste. Los residuos que conforman el mencionado patron pueden jugar un rol critico en el

funcionamiento de las proteinas. El alineamiento dividido se denomina alineamiento jerarquico.
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Finalmente se genera un archivo de salida (output), que muestra en forma grafica el alineamiento

jerarquico y los residuos sometidos a restriccion identificados.

VIl.2.6. Modelado por homologia

Se modelaron por homologia los dominios D/D de S. cerevisiae y M.rouxii. Se utilizé el servidor de
Swiss-Model. El molde es la estructura del dominio de D/D de rata unido al dominio AKB de la
AKAP D-AKAP2 (2HWN). La salida del modelado incluye el analisis de la calidad de modelo, la
cual es determinada a través del programa Verify3D. Este programa evalua la compatibilidad del
modelo atdmico (3D) con la secuencia de aminoacidos (1D). El eje y en el grafico representa cuan
compatible es cada uno de los residuos de la proteina con la estructura tridimensional modelada.
La escala va de 1 (compatible) a -1 (incompatible). En todos los casos este parametro fue mayor

que 0 (figura VII.1).

S. cerevisiae M. rouxii

cadena A cadena A

Batch,1 Batch.1
verify3d 1 verify3d 1
A e e e e S SRS S

& P e e e S SR s S

_1l T T T _1'

T T T T
i 1 21 31 37 1 11 21 a 38
KESOAELOLFONEINAANPSDFLOFSANYFNKRLEQQ DEYTSLLTELHEAYCKDKPDDYLQYCANFFYKKLEEQR
Batch.1 cadena B Batch.1  cadena B

verifysd 1 verifysd 1

B e o N
0 b = ot e

15 T T T T 15

1 11 21 31 38 gl 11 21 31 39
KESOAELOLFONEINAANPSDFLOFSANYFNKRLEQQOR DEYTSLLTELHEAYCKDKPDDYLOQYCANFFYKKLEEQRS

Figura VII.1. Analisis de la calidad de los modelos de los dominios D/D de S.
cerevisiae y M. rouxii. Los graficos de la parte superior corresponden a la
cadena Ay los de la parte inferior, a la cadena B.

VIIL.3. Procedimiento de cristalografia de rayos X

VII.3.1 Cristalizacion

Para el screening se utilizaron cuatro kits que contienen cada uno de ellos 96 condiciones
diferentes de cristalizacion: Crystal Screen HT (HR2-130), Clear Strategy | HT, Structure Screen | &
Il HT y Clear Strategy Il HT. El armado de las gotas de cristalizacion se realizé6 de manera
automatizada con un robot. Se utilizé 0,5 uyl de preparacion de proteina por gota. EI método
utilizado fue el de difusion de vapor en gota sentada. Para cada condicion se armaron dos gotas,
una con 40% y otra con 60% de proteina. La incubacion fue a 18°C. Se miraron las gotas en los

dias 0, 2, 4, 7, 14, 21 al microscopio 6ptico.
Para la optimizacion se utilizé el método de difusién de vapor en disposicion gota sentada y gota

colgante en placas de 24 wells. En esta etapa el armado de las gotas se realizé de forma manual.

Se utilizé 1 ul de preparacion de proteina por gota en relacion 1:1 con la solucion de cristalizacion.
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Se exploraron condiciones dentro de los siguientes rangos: 10-25 % PEG 3350 Tris-HCI 0,1 M pH 8
y pH8.5; glicerol (0-15% v/v), MPD (0-12% v/v). Ademas se probd el agregado de sales y otros
aditivos para lo cual se utilizaron los siguientes kits: PEG/lon Screen (HR2-126) y Additive Screen
HT™ (HR2-138). Se incubd a las siguientes temperaturas: 21°C, 10°C y 4°C. Otra estrategia
utilzada para la optimizacion fue el microsembrado (microseeding), que consiste en agregar a la
gota un numero reducido de pedazos microscopicos de cristales triturados. El cristal se toma de
una gota y se rompe con un pequefio mortero. Luego se realizan diluciones seriadas (1:10-
1:1.000.000) en la solucion de cristalizacion. Los cristalitos se siembran con un pelo de cola de
caballo. Se moja el pelo en las soluciones y se lo pasa por el medio de la nueva gota de
cristalizacion. Se miraron las gotas en los dias 0, 2, 4, 7, 14, 21, 28, 35 y luego de 4 meses al

microscopio optico.

VII.3.2. Montado de cristales

La coleccién de datos se realizd en condiciones criogénicas. La solucion crioprotectora contenia la

solucion del well correspondiente y glicerol 20 % (v/v).

VII.3.3. Coleccion de datos

Para evaluar la calidad de los cristales se utilizé un equipo generador de anodo rotatorio de UCSD.
Detector: Mar Research Imaging Plate 345. La prueba consistio en la toma de un frame que
permitio chequear la calidad de difraccion de las muestras y descartar las de baja resolucién o las
que tenian puntos de difraccion distorsionados. Si el frame de prueba resultaba satisfactorio, el
proceso continuaba tomando un numero pequefio de frames con separaciones en la rotacion de los
cristales de 45° 6 90° en el angulo de giro ¢. Los datos de los cristales mas grandes, a diferencia
de los cristales mas pequefios, no pudieron ser indexados. Probablemente el crecimiento rapido de
los cristales no permitié que el empaquetamiento fuera lo suficientemente ordenado. La coleccién
de datos la realizé Corie Ralston y Banumathi Sankaran en el sincrotrén Advanced Light Source de
Berkeley, California (linea: 8.2; detector: 3x3 CCD —charge coupled divide- ADSC Q315R). Los
cristales difractados en el sincrotrén fueron aquellos que tenian patrones de difracién de buena
calidad y otros cristales obtenidos en las mismas condiciones. La tabla VII.1 presenta los

parametros de coleccion.

VII.3.4. Procesamiento de datos

Las imagenes fueron procesadas con el programa HKL2000 (Otwinowski, Z. & Minor, W., 1997). El
primer paso fue la indexacion, que es la asignacion para cada reflexion de sus indices de Miller

como asi también la determinacion de los parametros de la celda unitaria y el grupo espacial del
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cristal en estudio. Los cristales pertenecian al grupo espacial C2 (tabla VII.2). La resolucion
maxima lograda fue de 2,2 A (tabla VII.2).

Tabla VIl.1. Coleccién de datos.
Coleccion de los datos

Sincrotrén ALS
Linea 8.2
No. de frames 200
Oscilacién por frame (°) 1
Distancia cristal-detector (mm) 320
Tiempo de exposicion por frame (s) 7.5-7.9
Longitud de onda (A) 1

Una vez indexados los sets de datos finales se procedid a su integracion, lo que corresponde a la
digitalizacion de las intensidades medidas para cada reflexién considerando a todos los frames
individualmente. Los archivos de salida se sometieron a escalado. El mismo tiene la finalidad de
ordenar las reflexiones y colocarlas en la misma escala global. También se lleva a cabo el
promediado de reflexiones similares medidas mas de una vez y el promediado de aquellas
reflexiones que por simetria deberian tener igual intensidad, proceso comunmente denominado en
cristalografia como merge. Ademas, el programa detecta ausencias sistematicas, que son
reflexiones que se anulan debido a la simetria cristalina y que permiten inferir acerca del grupo
espacial. Es importante agregar que el HKL2000 calcula también un factor de acuerdo de
promediado, conocido como Rgm, que indica las diferencias porcentuales netas entre las
intensidades de reflexion simétricamente idénticas (tabla VII.2). Este estadistico es clave para
corroborar la eleccién correcta del grupo espacial y como criterio de corte en la resolucion maxima
de un set de datos, descartandose por lo general la informacion de difraccion que presenta un Ry,
>0,3.

Se marcé un total de 5% de las reflexiones medidas para fines de validaciéon cruzada (Brunger,
A.T., 1992), proceso fundamental para verificar el correcto refinamiento de los modelos, como se

indicé en el capitulo I.

Junto con el archivo de salida con los indices de Miller y sus intensidades (.sca) se obtiene un
archivo con “un informe” (scale.log) sobre calidad global de los sets de datos mediante un grupo de
estadisticos clave (tabla VII.2). Ademas del Rs,» nombrado arriba, es muy importante conocer la
multiplicidad o redundancia (nUmero de veces que se midié en promedio cada reflexion, mientras
mas grande mejor), la relacién l/c (sefal/ruido, se busca que sea siempre mayor a 1,5-2) y la
completitud (porcentaje de reflexiones colectados respecto de los tedricamente posibles de
colectar, se procura que sea mayor al 80-90%). Es importante destacar que estos estadisticos se

evaluan tanto para la coleccion global como para la capa de maxima resolucion, donde sus valores
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son menos satisfactorios en general. Al igual que con el Ry, todo ellos pueden utilizarse como

criterio de corte para definir la resolucién maxima de un juego de datos.

Tabla VII.2. Procesamiento de datos.
Procesamiento de los datos

Grupo espacial C2

Dimensiones de la celda a= 146,425 A, b=45,040 A,y
c= 39,103 A, B=92.510

Rango de resolucion (A) 50,0-2,2

Rsym 0,058 (0,234)

Completitud de los datos (%) 91,4 (55,5)

Mosaiquismo (mosaicity) (°) 0,3

I/l 23,2 (3,8)

Nro. de refelexiones unicas 12845 (1927)

Redundancia promedio 3,4 (1,9)

No. de moléculas por unidad asimétrica 1

Coeficiente de Matthews 2,34

Volumen solvente (%) 47,38

Los valores entre paréntesis corresponden a la capa de maxima resolucion

El numero de moléculas presentes en la unidad asimétrica (tabla VIl.2) se obtiene a través del
calculo del porcentaje de solvente en el cristal (coeficiente de Matthews, Vm) (Mattheus, B.W.,
1968). Por lo general se espera un porcentaje de solvente entre 35 y 65%. En este caso es de
47,38 %.

El mosaiquismo (mosaicity) indica el grado del ordenamiento del cristal. Cuanto mas ordenado es
el cristal menor es el mosaiquismo. Se mide en grados. Un valor de 0,3 (tabla VII.2), es un valor

alto. El mosaiquismo de los cristales del grupo B era aun mayor.

Los datos de salida del HKL2000 corresponden a intensidades | (con sus correspondientes errores)
para cada reflexion de indices hkl. Sin embargo, para poder continuar con los pasos siguientes del
proceso de resolucion, es necesario su pasaje a modulos de factores de estructura -modulo de F-
en una escala absoluta. El médulo de F al cuadrado es igual a |. Para realizar el calculo, conocido

como reduccién de datos, se utilizo el programa Convert to/modify/extend MTZ de CCP4.

VII.3.4. Resolucion de estructura

La estructura se resolvio por el método de reemplazo molecular utilizando los programas AMoRe
(Navaza, J., 1994) y Phaser (McCoy, A. J. et al.,, 2007) del paquete CCP4 (Collaborative
Computational Project, Number 4, 1994). Los modelos de partida fueron los siguientes (Tabla
VII.3): Rla (PDB_ID:1RGS), RIIB (PDB_ID:1CX4), Rla 121-243 (CNB-A), Rla 152-225 (subdominio
B de CNB-A). Los modelos fueron procesados convenientemente antes de ser utilizados en AMoRe

0 Phaser. Se removieron las coordenadas de las moléculas de solvente y de cAMP. En los dos
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ultimos casos en donde el modelo incluia sélo un dominio se buscé una y dos copias del modelo.
No se obtuvo solucion cuando se usaron como modelos, las estructuras enteras de RI y RII, ni
cuando se utilizé el dominio A entero. En cambio, se encontraron dos copias del core del dominio A

(subdominio B). Como resultado del reemplazo molecular se obtienen las primeras coordenadas
(.pdb).

Tabla VII.3. Resolucién de la estructura.
Reemplazo molecular

Modelo Nro de soluciones  Identidad (%)  Solucién
buscadas

Rla (PDB_ID:1RGS) 1
RIIB (PDB_ID:1CX4) 1 38,0 No
Rla 121-243 (CNB-A) 1 459 No
Rla 121-243 (CNB-A) 2 459 No
Rla 152-225 (subdominio p de CNB-A) 1 50,6 Si
Rla 152-225 (subdominio p de CNB-A) 2 50,6 Si

38,9 No

V.3.5. Refinamiento

A continuacion se describe el procedimiento general utilizado para el refinamiento de la estructura.
En primer lugar se sometieron a los archivos de coordenadas de salida de reemplazo molecular a

refinamiento de cuerpo rigido mediante el programa CNS (Brunger, A.T. et al., 1998).

El siguiente paso consistié en un refinamiento posicional de las coordenadas individuales de cada

atomo por medio de templado simulado (simulating annealing) en CNS.

Luego se calcularon los mapas de densidad electronica doble y simple diferencia de Fourier (2F,-F.
y Fo-F.), los cuales fueron visualizados con el programa FRODO (A. Roussel, C. Cambillau, Silicon
Graphics Inc, Mountain View, CA, 1991) y Coot (Emsley, P. & Cowtan, K., 2004) conjuntamente

con las coordenadas refinadas (Figura 1.36).

Mediante el programa Coot se llevo a cabo primeramente la revisacion detallada de los mapas de
densidad electronica. En los subdomnios 3 no se encontraron discrepancias graves entre el modelo
y el mapa en cuanto a la cadena principal. La region que une el dominio Ay el B y los extremos Ny
C fueron modelados de forma manual. Una de las primeras observaciones fue la presencia de
densidad electrénica no asignada, correspondiente a las moléculas de cAMP que habian sido

eliminadas del modelo.

Luego del primer ciclo de modelado manual, se reemplazaron los aminoacidos por los de la

secuencia de Bcy1 y se agregaron las moléculas de cAMP y se refind nuevamente por templado
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simulado. Se obtuvieron asi nuevos mapas de densidad y coordenadas refinadas, las cuales fueron

sometidas nuevamente a modelado manual. Este proceso ciclico se realizé 9 veces.

Uno de los ultimos pasos consitio en la inclusion de moléculas de solvente de acuerdo a la

densidad observada en los mapas.

En los modelos finales, las cadenas laterales de algunos aminoacidos presentaron una densidad

electrénica débil o ausente y por ese motivo fueron modelados como Ala.

Por ultimo, el refinamiento se considerd terminado cuando no se pudieron realizar mejoras sobre
los modelos (en base a sus mapas de densidad electronica) que derivaran en un descenso de los

factores R y Ryree.
V.3.6. Validacion
La estructura fue refinada a R = 0,200 y Ryee = 0,263 con una resoluciéon de 2,2 A. Se validé la
estructura con el programa PROCHECK del paquete CCP4. El grafico de Ramachandran muestra

una buena geometria (figura VII.2 y tabla VII.4) y el valor del factor de temperatura, B si bien es un

poco alto esta dentro del rango aceptable (tabla VIl.4).

Tabla VIl.4. Parametros de validacion.

Validacién
R 0,200
Réree 0,263
Rango de resolucion (A) 50,0-2,2
Angulos de Ramachandran mas favorables (%) 88,1
Factor B promedio (A?) 446
Factor B o (A?) 15,64

Los primeros cuatro residuos en el extremo N-terminal no mostraron densidad electronica y fueron
excluidos del modelo final. EI mapa de doble diferencia de Fourier (2F,-F;) presenté una densidad
continua sin interrupciones en la cadena principal. Los siguientes residuos mostraron una densidad
electrénica débil o ausente para sus cadenas laterales y por este motivo fueron modelados como
Ala: Q171, L172, Q173, R174, R180, K193, R194, L195, V196, 1197, N198, L200, E201, K203,
S204, V205, K207, Q217, E225, K226 D267, L269, R275, L276, R279, K280, 1281, L282, L283,
S286, K288 y L291. Todos ellos pertencen al dominio CNB-A.

La estructura todavia no ha sido depositada en el Protein Data Bank.
VII.3.7. Representaciones graficas de la estrucutras proteicas

Las figuras fueron hechas con PyMOL (DeLano Scientific).
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PROCHECK

Ramachandran Plot
ch1

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.
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Residues in disallowed regions 0 0.0%
Number of non-glycine and non-proline residues 218 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 97
Number of glycine residues (shown as triangles) 18
Number of proline residues 8
Total number of residues 341
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Figura VII.2. Grafico de Ramachandran de la estructura de los dominios CNB de

Bcy1. En la parte inferior se incluye la estadistica del grafico.

VIl.4. Cepas

La cepa FGSC 424 N. crassa fue cedida por del Dr. Héctor Francisco Terenzi, de la Universidad de

Ribeirdo Preto, Brasil.

La cepa NRRL 1894 de M.rouxii es modelo del laboratorio.
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Las cepas de S.cerevisiae que se utilizaron son KT1115 (genotipo: MATa leu2 ura3 his3 pep4A) y
JT20454 (genotipo: MATa his3 leu2 ura3 trp1 tpk1::ade8 tpk2::HIS3 tpk3::TRP1 msn2::LEU2
msn4::HIS3). La cepa KT1115 carece del gen PEP4, lo cual genera una disminucion en la
protedlisis general. Fue cedida por el Dr. Kelly Tatchell, Universidad de North Carolina. La cepa
JT20454 tiene delecionados los genes TPK1-3 y los genes MSN2 y MSN4. La delecion de los tres
genes TPK es letal, a menos que se delecionen también los genes MSN2 y MSN4. Esta cepa fue
cedida por el Dr. Johan Thevelein, de la Universidad Catodlica de Leuven. Se utilizé la cepa KT1115
sin transformar y tranformada con los plasmidos YEp51-BCY1 y YEp51- A85BCY1. La construccion
de estos plasmidos recombinantes fue realizada en el laboratorio de la Dra. Silvia Moreno por la
Dra. Vanina Zaremberg y por la Lic. Fiorella Galello, respectivamente. Son plasmidos de
sobreexpresion de la proteina Bcy1 entera y con los primeros 85 aminoacidos delecionado, bajo el
promotor GAL10 inducible por galactosa. EI marcador de seleccion es LEU. Se utilizd la cepa
JT20454 transformada con el plasmido pPyk101, un plasmido de expresion de la proteina Pyk1
bajo su propio promotor. El marcador de seleccion es URA. El plasmido fue cedido por el Dr.

Thomas Nowak, de la Universidad de Notre Dame.

Se utilizaron bacterias E.coli de la cepa DH5a transformadas con los plasmidos pGEX-4T-1 y
pGEX-4T-1-D-AKAP2(633-662). EI pGEX-4T-1 es un plasmido de sobreexpresién de proteinas
fusionadas a GST. Tiene un promotor inducible por IPTG. Estos plasmidos fueron cedidos por la
Dra. Susan Tayor, de la Universidad de California, San Diego. Para la sobreexpresiéon de
Bcy1(168-416) se utilizaron bacterias E.coli de la cepa BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL competentes.
Esta cepa expresa los tRNA de codones poco frecuentes en E.coli y la polimerasa T7 bajo un

promotor inducible por IPTG.

VIL5. Medios de cultivo

VII.5.1. Medio Minimo de Nitrato

Para 1 litro de medio

K, tartrato.1/2 H,O 5¢
NaNO; 49
KH2P04 19
MgSQO,.7 H,O 0,5¢
CaCl, 0,1g
NaCl 0,1g
Solucién de biotina 0,1 ml
Solucién de elementos traza 0,1 ml
Sacarosa 15¢
pH final 5.6

Solucién de biotina: 5 mg de biotina en 100 ml de etanol 50% (v/v). Se almacena alicuotada a -
20°C.
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Solucion de elementos traza: Agregar a 95 ml de H,O acido citrico.1H,O 5g, ZnS0,4.7H,0 5 g,
Fe(NH4)2(S04),.6H,0 1g, CuS0O,4.5H,0 0,25 g, MnS0O,4.1H,0 0,05 g, H3BO; 0,05 g y Na;M00O4.2H,0
0,05 g. Ajustar el volumen a 100ml. Agregar 1 ml de cloroformo como conservante. Se almacena a
temperatura ambiente.

VII.5.2. Medio Vogel N
Contiene 1,5% de sacarosa y mezcla de sales. Ajustar el pH a 5,8.

Mezcla de sales (50x)

Agregar a 750 ml de H,O los siguientes components en el orden indicado y esperando hasta la
completa disolucién en cada agregado:

Naj citrato.5 H,O 150 g
KH,PO, 250 g
NH4NO3 100 g
MgS0,.7 H,O 10¢g
CaCl,.2 H,O 5¢g
Solucidén de biotina 5ml
Solucién de elementos traza 5ml

Ajustar el volumen a 1 litro. Agregar 3 ml de cloroformo como conservante. Se almacena a
temperatura ambiente.

VII.5.3. Medio rico para levaduras (YPGIu/YPGal)

Extracto de levaduras 1%
Peptona 2%
Glucosa/Galactosa 2%

VII.5.4. Medio minimo para levaduras

Yeast nitrogen base

Drop out

Fuente de carbono 2%
Llevar a pH 6,5 con KOH.

VII.5.5. Agar tomate

Parte iguales de pure de tomate y agar 6%.

VII1.5.6 Medio rico para M.rouxii (YPG)

Extracto de levaduras 0,3%
Peptona 1%
Glucosa 3%

Antes de usar agregar 1 ml H,SO,4 1N cada 250 ml de cultivo.

VII.5.7. Medio Luria-Bertani (LB)

Peptona 1%
Extracto de levadura 0,5%
NaCl 0,5%
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VII.6.1. Buffer de lisis A

Tris-HCI pH 7.5 10 mM
EDTA 5 mM
EGTA 2 mM

B-mercaptoetanol 2 mM
Inhibidores de proteasas
VII.6.2. Buffer de lisis B

MES pH6,5 20mM

EDTA 2mM
EGTA 2mM
NaCl 200mM
DTT 5mM

Inhibidores de proteasas
VI1.6.3 Buffer de lisis C
Fosfato de potasio pH 6,0 10 mM
EDTA 0,5mM

-mercaptoethanol 5 mM
Inhibidores de proteasas

VIl.6.4. Buffer FG

MOPS pH 7,0 50 mM

NaCl 200mM
EDTA 2mM
EGTA 2mM
DTT 5mM

Inhibidores de proteasas
VII.6.5. PBS (buffer salino de fosfato)

Fosfato de potasio pH 7,2 50 mM
NaCl 150 mM

VII.6.6. Buffer AQ

Tris-HCI pH 7,5 50 mM

[y*P]ATP 0,1 mM
EGTA 0,1 mM
EDTA 0,1 mM
MgCl, 15 mM

-mercaptoethanol 10 mM

Capitulo VII: Materiales y métodos
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VIL.7. Preparacion de esporas

VII.7.1. N.crassa

Se parte de un stock de esporas a partir de las cuales se crece el hongo en medio sélido. El medio
que se utiliza es el Medio Minimo de Nitrato ya que favorece la esporulacion. Se incuba a 30°C por
2 dias en oscuridad y luego a 25°C en un lugar bien iluminado hasta la esporulacién (en general
unos 5 dias). Las esporas se cosechan agregando H,O estéril al cultivo, despegando
mecanicamente las esporas del micelio con una varilla de vidrio o simil y recogiendo el H,O con las
esporas. Luego se filtra la suspension a través de gasa de algodon para separar los pedazos de
micelio. La suspension de esporas es lavada con H,O estéril por centrifugaciéon y decantacion,
hasta que el sobrenadante esté limpio. El stock de espora se cuantifica al microscopio 6ptico con
un camara de Neubauer. Para su almacenamiento las esporas son secada en silica gel y una vez

secas guardadas a temperatura ambiente.

VII.7.2. M.rouxii

El método de preparacion de esporas es el mismo que el utilizado para N.crassa. A continuacion se
mencionan las diferencias. El medio es el Agar tomate, que también favorece la esporulacién. La

incubacion es a 30°C en oscuridad hasta la esporulacién (en general unos 5 dias).

VII.8. Clonado de las mutantes de delecion de Bcy1

Se clonaron los fragmentos de DNA que codifican para los polipéptidos derivados de Bcy1 137-
416, 139-416, 141-416, 150-416, 155-416 y 167-416 en el plasmido pRSETb por amplificaciéon de
los de los mismos por PCR, digestion y ligacién. Se utilizaron los sitios de restriccion Xhol y Ndel, lo

cual permite eliminar el péptido de seis His de la construccion.

VIL.9. Condiciones de crecimiento

VII.9.1. N.crassa

Se crecié el hongo en 100 ml del medio liquido Vogel N, partiendo de 1x10° esporas por ml de
medio. Se utilizaron Erlenmeyer de vidrio en los cuales se ocupaba un quinto del volumen, ya que
una buena aereacion es esencial para el crecimiento de este hongo. Se incubd en agitacion a 150

rpm a 28°C por 16 horas.
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VII.9.2. M.rouxii

Se crecioé el hongo en 1 litro del medio liquido YPG, partiendo de 1x10° esporas por ml de medio.
Se utilizaron Erlenmeyer de vidrio en los cuales se ocupaba un quinto del volumen, ya que una
buena aereacion es esencial para el crecimiento de este hongo. Se incubé en agitaciéon a 150 rpm
a 28°C por 16 horas.

VII.9.3. S.cerevisiae

Se parti6 en todos los casos de una ansada bien cargada de cultivo en medio sodlido. La
temperatura de incubacioén fue en todos los casos 30°C. Se incubd con agitacién a 150 rpm. La
cepa KT1115 sin transformar se crecié por 16 hs en medio YPGIu. Las cepas transformadas se
crecieron por 24 hs en medio selectivo con glucosa como fuente de carbono y luego 16 hs en un
volumen 5 veces mayor de medio rico. En las cepas transformadas con el plasmido Yep51 la
fuente de carbono fue galactosa, mientras que en las cepas transformadas con pPyk101 la fuente
de carbono fue glucosa. Se utilizaron Erlenmeyer de vidrio en los cuales se ocupaba un quinto del

volumen, ya que una buena aereacion es esencial para el crecimiento.

Para los gradientes de sacarosa analiticos se utilizaron 100 ml de medio rico. Para la purificacion
de Bcy1 y A85Bcy1 para el pull-down se utilizaron 500 ml de medio rico. Para la purificacion de
A85Bcy1 para la cristalizacién se utilizaron 6 litros de medio rico. Para la preparacion de la

subunidad C se partié de 1 litro de medio rico.

VII.9.4. E.coli

Se partié en todos los casos de una colonia aislada. La temperatura de incubacién fue en todos los
casos 37°C y el medio de cultivo fue el medio LB. Se incubd en agitacién a 150 rpm. Para el pull-
down las bacterias fueron crecidas por 16 hs en 2 ml de medio. Luego fueron transferidas a 50 ml
de medio fresco e incubadas hasta alcanzar una ODgy de 0,6. La induccidon consistid en el
agregado de IPTG 0,1 mM y en la incubacion por 4 hs. a 37°C en agitacion. Para la sobreexpresion
de Bcy1(168-416) se incubd por 16 hs 5 ml de medio rico con ampicilina, cloranfenicol. Se
inocularon 6 litros, en 6 erlenmeyer de 2 litros conteniendo 1 litro del mismo medio de cultivo cada
uno con 100 ul (6x100 ul) del cultivo ON por 6-8 hs hasta llegar a una ODgy de 0.6-0.8. Luego se
indujo con IPTG 0,5 mM por 4 hs a 24°C en agitacion.
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VIL.10. Cosecha y ruptura de células

Los micelios de M.rouxii y N.crassa fueron cosechados y secados por filtracion en vacio. Las
células fueron lisadas con un mortero en N, liquido. Una vez que el micelio adquirié aspecto de
polvo se lo dejo calentar hasta aproximadamente 4°C y se lo incubd a 4°C durante 20 min en buffer

de lisis A con agitacion.

Las levaduras fueron cosechadas por centrifugacion. La ruptura se realizd con bolitas de vidrio de

0,5 mm de diametro y vortex en buffer de lisis A, B o C.
Las bacterias se cosecharon por centrifugacion. Para el pull-down, la ruptura se realizé con bolitas
de vidrio y vortex en PBC. Para la preparacion de Bcy1 para la cristalizacion la ruptura se realizo

con una prensa en buffer de lisis B.

VIl.11. Preparacion de proteinas

VIl.11.1. Preparacion de holoenzima

Se lisaron las células en buffer de lisis A. Las holoenzimas de N.crassa y de S.cerevisiae se
obtuvieron por precipitacion con 60% de (NH4),SO, del lisado (figura VII.3 A y B) . Para la
preparacion de la holoenzima de M.rouxii, el lisado fue sometido a una cromatografia de
intercambio anidnico de DEAE-celulosa. El buffer utilizado para la cromatografia fue el buffer de
lisis A. Se eluyé con NaCl 0,12M y con NaCl 0,35M (figura VII.3.C) (Moreno, S. & Passeron, S.,
1980). La purificacion fue monitoreada por ensayo de actividad quinasa y su dependencia por
cAMP. En este ultimo panel se encuentra practicamente toda la actividad quinasa y esta depende
de la presencia de cAMP en el ensayo. El panel de NaCl 0,35M fue precipitado con 60% de
(NH4)2.SO, (figura VII.2.D). Antes de utilizar la preparacion fue desalada a través de una columna
de Sephadex G-25.

VIl.11.2. Preparacion de subunidad C

La subunidad C se obtuvo en la mayoria de los casos a partir de la preparacion de holoenzima de
M.rouxii (VII.4.A) y de S.cerevisiae (llIl.1C) por ultracentrifugacién en gradiente de sacarosa
disociante (VII.11). Cada gradiente fue cargado con 700 ug de proteina. Se ensayo la actividad
quinasa en cada fraccién. Se observo un pico de actividad de un S entre 3 y 3,5 correspondiente a
la subunidad C. Las fracciones del pico se juntaron. Se verificd la ausencia de subunidad R por
Western-blot revelado con anticuerpo anti-R de M.rouxii y anticuerpo-anti-C-terminal de Bcy1. Este

conjunto de fracciones fue utilizada como fuente de subunidad C.
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Figura VII.3. Actividad quinasa en ausencia (barras blancas) y en presencia de cAMP 10 uM
(barras negras) de las las preparaciones de holoenzima de N.crassa (A), S.cerevisiae (B) y M.rouxii
(D) y de la cromatografia de intercambio i6nico de DEAE-celuosa de M.rouxii (C). El eluido de NaCl
0,35 M se precipité con sulfato de amonio (D). Se muestra un ensayo representativo. Las barras de
error corresponden a los duplicados.

Para los experimentos de viscosidad la subunidad C de M.rouxii fue obtenida sometiendo a la
preparacion de holoenzima a una cromatografia de afinidad por cAMP (cAMP-sefarosa) en buffer
de lisis A (figura VII.4.B). La subunidad C queda retenida en la resina y fue lavada con buffer de
lisis A y eluida con NaCl 0,5 M. Se ensay¢ la actividad quinasa en cada fraccién. Las fracciones

con mayor actividad fueron juntadas y utilizadas como fuente de enzima.
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Figura VII.4. Purificacién de subunidad C de M.rouxii a partir de preparacion de
holoenzima a través de gradiente de sacarosa disociante (A) y a través de
cromatografia de afinidad por cAMP (B). Se muestra un ensayo representativo. Las
barras de error corresponden a duplicados.

VII.11.3. Preparacion de piruvato quinasa de S.cerevisiae

La fuente de Pyk1 fue la cepa JT20454 transformada con el plasmido pPyk101, que permite la

expresion de la Pyk1 bajo su propio promotor. La cepa tiene delecionado los tres genes que
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codifican para la subunidad C. Se eligié esta cepa para evitar la contaminacién de la fuente de

sustrato con la enzima. Las células fueron lisadas en buffer de lisis C.

La purificacion consisti6 en dos cromatografias de intercambio id6nico, DEAE-celulosa y
fosfocelulosa, en buffer de lisis C, seguida de una precipitacion con (NH;),SO,4 (Portela, P. et al.,
2006). Se recogio el percolado de la cromatografia de DEAE-celulosa y se realizaron dos lavados.
El percolado y los lavados fueron sometidos a la cromatografia de fosfocelulosa. Se realizd un
lavado y se eluy6é con KCI 0,1 M y con KCI 0,3 M. EIl eluido de KCI 0,3 M contiene la mayor
cantidad de Pyk1. Esta fraccién se precipité con (NH4),SO, 70%. Los precipitados fueron
guardados a -20°C. Previo al ensayo, los pelles fueron resuspendidos y desalados a través de una
columna de Sephadex G-25. La purificacion fue monitoreada y la preparacién cuantificada por

SDS-PAGE tenido con Coomassie blue. Se utilizé BSA como estandar.

BSA Pyk1
0,25 0,5 1 2,5 5 10 20 6 7 8

Figura VII.5. Pyk1 purficada. SDS-PAGE tefido con
Coomassie blue. Se sembré una curva de BSA
(calles 1-7) y tres fracciones del eluido con KCI 0,3
M de la columna de fosfocelulosa.

VIl.11.4. Preparacion de Bcy1

Para purificacion de Bcy1 y sus mutantes de delecion se partio de células que sobreexpresan la
proteina recombiante. Bcy1 y A85Bcy1 fueron sobreexpresadas en levaduras, mientras que

Bcy1(168-416) fue sobreexpresada en bacterias.

Se lisaron las células en buffer de lisis B. La purificaciéon consistié en precipitacion con 60% de
(NH4).SO, del lisado, cromatografia de afinidad por cAMP y, para la cristalizacion, filtracion en gel
Superdex-75 en buffer FG. La filtracion en gel se realizé en un sistema FPLC acoplado a un
detector de Ajg. La cromatografia de afinidad consistié en incubar el precipitado de (NH4).SO,
resuspendido buffer de lisis B con la resina de cAMP-sefarosa a 4°C por 16 hs. El lavado se hizo
con buffer de lavado (buffer de lisis B + NaCl 0,6 M). Se eluyé con buffer de elucion (buffer de lisis

B + cAMP 40mM pH 5,5). Para la cristalizacién la preparacion se concentrd antes de ser inyectada
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en la filtracion en gel, para reducir el volumen inyectado y como paso final para alcanzar

concentraciones entre 10 y 15 mg/ml.

La purificacién fue monitoreada por SDS-PAGE tefiido con Coomassie blue. La preparacion fue

cuantificada por Bradford.

bey 1wt bcy1A85
AsPAsS E1 E2 E3 E4 E5 E2-A85 AsPAsP E1 E2 E3 E4 E5 E2-wt

Figura VII.6. Preparaciones de Bcy1 wt y A85 utilizadas en el experimento de
pull-down. SDS-PAGE tefido con Coomassie blue. Las calles corresponden a
precipitado y al sobrenadante de sulfato de amonio y a los cinco eluidos de la
columna de cAMP-sefarosa.

VIl.12. Ensayo de actividad quinasa

Se ensayo de actividad fosfotransferasa de holoenzimas y subunidades cataliticas de N.crassa,
S.cerevisiae, M.rouxii y subunidad Ca bovina. Este ensayo se utilizd a lo largo de la tesis con
objetivos variados: el seguimiento de una purificacién, la identificacion de holoenzima o subunidad
catalitica en una fraccion de gradiente de sedimentacién y el estudio de la cinética enzimatica de la
subunidad C.

La mezcla de reaccién contiene buffer AQ (por actividad quinasa) y sustrato proteico o péptidico y
otros componentes de acuerdo al caso. En algunos casos la fuente de enzima fue preincubada con
todos los componentes a excepcion del sustrato proteico o peptidico. La temperatura de reaccion
fue siempre 30°C. Los tiempos de incubacion variaron en cada caso. La actividad especifica del
ATP fue 300 cpm/pmol cuando el sustrato era un péptido y 1500 cpm/pmol cuando el sustrato era

proteico.

Cuando el sustrato era un péptido la reaccidon se procesaba por el método del paper de
fosfocelulosa (Roskoski, R. 1983).

La incorporacion de fosfato en la Pyk1 fue determinado por estimacion de cantidad de radiactividad

en la banda cortada de un gel SDS-PAGE y cuantificacién de la banda en la imagen digitalizada

con el equipo Bio-Imaging Analyzer Bas-1800ll.
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Cuando la finalidad era la identificacion de la enzima en un paso de una purificacibn o en un
gradiente de sedimentacion el sustrato que se utilizé es el sustrato clasico llamado kemptido. El
kemptido es un péptido de siete aminoacidos derivado de la secuencia consenso de la piruvato
kinasa de cerdo (Kemp, B.E. et al., 1977).

El tiempo de incubacién siempre que la finalidad fuera identificacion de actividad enzimatica fue de
10 min, tanto para el seguimiento de una purificacién como para el analisis de las fracciones de los

gradientes de sacarosa.

Los péptidos no-fosforilables fueron incubados con la enzyma en buffer A a 4°C por 10 min. En este

caso la reaccién comenzaba con el agregado de kemptido o Pyk1.

VII.13. Otras herramientas

VII.13.1 Ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa

Los gradientes de sacarosa se utilizaron con fines preparativos, para purificar subunidad C de
M.rouxiiy de S.cerevisiae y con fines analiticos, para estimar el coeficiente de sedimentacién de las
holoenzimas, de las subunidades C y de las subunidades R. En todos los casos el gradiente fue
lineal de sacarosa 5-20% (p/v) en buffer de lisis A, con un volumen final de 4,2 ml. Los gradients
disociantes incluyen ademas NaCl 0,5 M y cAMP 1 mM. El volumen de la muestra que se cargaba
sobre el gradiente siempre fue de 300ul y la concentracién de proteina total fue de entre 300 y 700
Mg. Con el fin de calibrar el gradiente para estimar los coeficientes de sedimentacién, se incluyeron
las siguientes proteinas estandar: catalasa (11,2), fosfatasa alcalina (6,3), peroxidasa (3,5) y
citocromo C (1,7). La centrifugacion se realiz6 en una ultracentrifuga Beckmann SW50 a
33.000 rpm for 16 h a 4°C. Se colectaron en todos los casos 25 fracciones de 180 ul cada una,

desde el fondo del tubo hacia la parte superior.

Ensayo de catalasa

Se agregan al gradiente 10 ug de catalasa. El ensayo consiste en mezclar 100 yl de soucion A
(H20, 0,5% (v/v) en buffer fosfato 50 mM pH 7.0) con 50 pl de fraccién, incubar 5 min a 30°C, frenar
la reaccion con IK 10% (p/v). El IK es color ambar oscuro en presencia de H,O,. En aquella
fracciones que tienen catalasa se observa aclaramiento del color. Se determina a ojo la fraccion
con mayor actividad.

Ensayo de fosfatasa alcalina

Se agregan al gradiente 15 ug de fosfatasa alcalina. El ensayo consiste en mezclar 0,5 ml de
paranitrofenilfosfato 0,003M, 1 ml de Tris-HCI 1,5M pH 8.0 y 50 pl de fraccién. En pocos minutos se
desarrolla un color verde en aquellas fracciones en las cuales esta presente la enzima. Se
determina a ojo la fracciéon con mayor actividad.
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Ensayo de peroxidasa

Se agregan al gradiente 10 ug de peroxidasa. El ensayo consiste en mezclar 500 pl de solucion A
(H20, 0,5% (v/v) en Tris-Hcl 10 mM pH 7.0), 10 pl de solucion B (punta de espatula de
ortodianisidina en 1 ml de metanol) y 10 pl de la fraccién. En pocos minutos se desarrolla un color
naranja en aquellas fracciones en las cuales esta presente la enzima. Se determina a ojo la
fraccion con mayor actividad.

Ensayo de citocromo C

Esta proteina es de color rojo. Se agregan al gradiente 25 ug de citocromo C. Se determina la
fraccion con mayor cantidad citocromo C, membrando unos 20 ul en una membrana de
nitrocelulosa y obervando a ojo la intensidad del color de la muestra en la membrana.

VII.13.2 Interaccioén in vitro por pull-down

El lisado de las bacterias que sobreexpresan GST y GST-AKB fue incubado con 50 pl de resina de
glutation-sefarosa a 4°C por 16 hs. Luego se lavé con PBS y se incubd con 850 ug de Becy1 y de
A85Bcy1 a 4°C por 2 hs. Luego de lavar la resina con PBS 0,1% Nonidet P-40, 0,2% SDS , las

proteinas asociadas son analizadas por Western-blot.

VII.13.3. Dependencia de la viscosidad de los parametros cinéticos

Se evalud el efecto de la viscosidad sobre los parametros cinéticos de estado estacionario. Los
experimentos se realizaron a 30°C en buffer AQ, con el agregado de concentraciones variables de
glicerol (0-50% v/v). Las viscosidades de las soluciones de reaccién fueron estimadas utilizando un
viscosimetro de Ostwald. Se calcularon las viscosidades relativas con respecto a la viscosidad del
buffer AQ (n/no).

VII.13.4. Estimacion de la concentraciéon de proteina total

Se utilizé el método de Bradford o alternativamente SDS-PAGE tenido por Coomassie blue. Se

utilizo BSA para realizar la curva de calibracién.

VII.13.5 Cuantificacion de banda de un gel SDS-PAGE

Se utilizé el programa Image Gauge 3.12, FUJIFILM.

VII. 14. Analisis de los datos

Para los ajustes se utilizd el programa GraphPad Prism 4.02. Las curvas de péptidos sustratos
fueron ajustadas a la ecuacion de Michaelis-Menten. Se tomaron en cuenta curvas con un R? de
regresion superior a 0,95. Se compararon las K, y las ket relativas, (keat relativas = Vi del péptido

/Vmax del kemptido). La eficiencia catalitica (Ks,*) fue calculada como el valor promedio de la Kcat
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relativa | el valor promedio de la K,, para cada péptido sustrato; la especificidad relativa (Ks*
relativa), como el cociente entre Ksp*de diferentes péptidos del mismo organismo (47S/8S; 18S/8S;
47S/18S). En los experimentos de viscosidad el cociente de k.. €s el cociente de V. obtenida en
ausencia de viscogeno con respecto a la V.« obtenida en presencia de viscdégeno. Los datos de
este ensayo (cociente de k.at VS m/mo) ) fueron ajustados a funciones lineales. Se estimaron y

compararon las pendientes.

VII.15. Estadistica

Cada experimento fue realizado tres veces. En los experimentos del capitulo IV cada punto se
ensayo por duplicado. Se utilizo6 ANOVA de una via para evaluar el efecto del péptido 18-A-S sobre
la fosforilacién de la Pyk1 por Cs, el efecto de 10Nt-M sobre la fosforilacion de kemptido por Cy, y
el efecto de Ry sobre la fosforilacion de kemptido por Cy.. Se hicieron comparacién post hoc por
Tukey. a = 0.05.
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