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Mas sin entender el suefio,
De quimeras materializamos la existencia
En la incausable lucha de las fuerzas y la sustancia.
Un choque de éter da soplo a la voluntad,
Que ondulada de enaguas,
Gotea rutas de luz.
Anzuelos para los 0jos
Aprenden a tensar los hilos del pecho
- Sabueso de las telas en puntilla -
Cayendo de narices al impetuoso apetito de entendimiento.
Insaciable en sus entrafias
Deshoja el tacto de los ojos,
Embriagados de papel y tinta...
Y en un suspiro agobiado,
Aceptan con fatiga

Los suefios de los que esta hecha la materia.
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Abreviaturas

ADN acido deoxiribunucleico

AMPc adenosina 3', 5' monofosfato ciclico

ARN acido ribonucleico

ARNr ARN ribosomal

ARNSsn ARN del inglés: small nuclear

ATP adenosina 5’ trifosfato

B campo magnético

C subunidad catalitica de la PKA

EDTA acido etilen diamino tetracético

EGTA etilenglicol-bis(B-amino-etileter)-N,N,N", N"-tetraacético
GDP guanosina 5’ difosfato

GTP guanosina 5’ trifosfato

kDa kilo daltons

L litro

M Molar

MAPK del inglés Mitogen-activated protein (MAP) kinases
MALDI del inglés Matrix-assisted laser desorption/ionization
mM milimolar

ul microlitro

pm micrometro

PAGE electroforesis en gel de poliacrilamida

PKA proteina quinasa dependiente de AMPc

PVDF polifluoruro de vinilideno

R subunidad regulatoria de la PKA

rpm revoluciones por minuto

SDS dodecil sulfato de sodio



TOF del inglés time-of-flight
Tris 2-amino-2-hidroximetil 1,3 propanodiol

\Y Volts
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Resumen

La proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA) es una enzima que se encarga de transferir
grupos fosfato de un ATP a sus proteinas diana; su actividad se encuentra regulada por la

concentracion intracelular de AMPc.

En Yarrowia lipolytica, un hongo dimérfico de interés biotecnoldgico, se encontré que la PKA esta
involucrada en la morfogénesis, en el metabolismo celular y en la adaptaciéon a condiciones de
estrés, y que las subunidades regulatoria y catalitica de la misma se encuentran codificadas por

genes Unicos: RKAL y TPK1 respectivamente.

En este trabajo se pusieron a punto diversas técnicas de proteémica y biologia molecular con el fin
de identificar posibles proteinas diana de la PKA de Y. lipolytica. La estrategia utilizada se basé6 en
la comparacién de proteinas inmunoenriquecidas con un anticuerpo anti-fosfoSustrato de la PKA

de una cepa sin actividad PKA (Atpkl) y una salvaje.

En primera instancia se estandariz6 el protocolo de unién entre la resina proteina A-sefarosa y un
anticuerpo anti-fosfoSustrato de la PKA, con la cual, en segundo lugar, se enriquecieron las
fosfoproteinas provenientes de la cepa salvaje y la mutante, resolviéndose posteriormente por

electroforesis bidimensional 2D-PAGE.

Por Gltimo, se seleccionaron los spots diferencialmente encontrados en la cepa salvaje y se

identificaron las proteinas por espectrometria de masas MALDI-TOF.

Asi, se pudieron identificar 3 proteinas: la propia subunidad regulatoria de la PKA, Rkal; una
proteina putativa con homologia con la monooxigenasa de la biosintesis de ubiquinona Coqg6 de

Saccharomyces cerevisiae, Yy el factor de elongacién traduccional EF1-a.

Palabras clave: Yarrowia lipolytica;, PKA; AMPc; subunidad regulatoria; RKAI; subunidad

catalitica; TPK1; transicién levadura-micelio; dimorfismo fungico; fosforilacién; fosfoproteoma.



Summary

The cAMP-dependent protein kinase (PKA) is an enzyme that engages the transference of a
phosphate group of ATP to its target protein; its activity is regulated by intracellular cAMP

concentration.

In Yarrowia lipolytica, a dimorphic fungus of biotechnological interest, we found that PKA is involved
in morphogenesis, cell metabolism and adaptation to stress conditions. The regulatory and catalytic

subunits are encoded by sole genes, RKA1 and TPK1, respectively.

In this work different proteomics and molecular biology techniques were adapted to identify
potential target proteins of Y. lipolytica PKA. The strategy used was based on comparison of
immunoenriched proteins with an anti-phosphoPKA substrate antibody from a wild type strain and a

mutant strain without PKA activity (Atpk1).

First, we performed a binding protocol to link a protein A-Sepharose to a monoclonal anti-
phosphoPKA Substrate. Phosphoproteins were enriched from the wild type and mutant strains, and

were resolved by 2D-PAGE electrophoresis.

Finally, spots differentially found in the wild type strain were selected and the proteins were
identified by MALDI-TOF.

It was possible to identify three proteins: the self regulatory subunit of PKA, Rkal, a protein with
homology to Saccharomyces cerevisiae ubiquinone biosynthesis monooxygenase CoQ6 and the

translational elongation factor EF1-a.

Keywords: Yarrowia lipolytica, PKA, cAMP regulatory subunit; RKAL; catalytic subunit; TPK1,

yeast-mycelium transition; fungal dimorphism; phosphorylation; phosphoproteome.

10



Capitulo 1-Introduccion

1.1.Yarrowia lipolytica

1.1.1. Ubicacién filogenética

Yarrowia lipolytica es un hongo dimérfico del filo ascomycota (subfilo saccharomycotina), familia

dipodascaceae, género yarrowia. Y. lipolytica es la Unica especie conocida de su género.

Y. lipolytica fue clasificado como Candida en un principio por no conocerse su ciclo sexual, pero
finalmente a partir de observaciones por parte de distintos investigadores en su morfologia y

reproduccién fue identificado como Y. lipolytica (van der Walt & von Arx, 1980).

El alto contenido de GC en su ADN, la alta frecuencia de intrones (el 13% de los genes tienen uno
0 mas intrones) (Touriol et al., 2003), la estructura inusual de los genes ADNr, la pérdida de
homologia con otras levaduras en las secuencias de la ARN polimerasa | (van Heerikhuizen et al.,
1985), el tamafio de los snRNA (del inglés small nuclear RNA) (Roiha et al., 1989) y del ARN 7S
(Poritz et al., 1988); sugieren que Y. lipolytica divergié de otros ascomicetes. El nivel de similaridad
de genes homalogos tiende a ser bajo (tipicamente de entre 50-60% a nivel de aminoacidos) al ser
comparados con las contrapartes de Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis o Candida
albicans (Naumova et al, 1993). Varios é&rboles evolutivos basados en la comparacion de
secuencias de genes que codifican para funciones conservadas (enzimas glicoliticas, ARN
ribosomal) localizan a Y. lipolytca en una rama aislada, claramente separada de
Schizosaccharomyces pombe por un lado, y de todo el grueso de levaduras ascomicotas por otro
lado (Barns et al., 1991; Chirinos et al., 2010; Okuma et al., 1993).

Las cepas de Y. lipolytica pueden aislarse de alimentos como quesos, yogures y hasta carnes. Es
una levadura aerobia estricta lo que la diferencia del resto de los hemiascomicetes. Es considerado
por la FDA (Food and Drug Administration) como un organismo GRAS (del inglés Generally
Regarded As Safe “generalmente reconocido como seguro”) gracias a que no es patdgena y se
elimina facilmente de los alimentos proporcionando un medio de anaerobiosis. A su vez, la
temperatura maxima de crecimiento es de 32 a 34°C imposibilitando su desarrollo en animales
homeotermos. Diferentes experimentos realizados confirman su no patogenicidad: la inoculacién
intravenosa de Y. lipolytica en ratones no representd mortalidad alguna a la vez que no se

recuperaron levaduras viables luego de 6 dias post-inoculacion (Holzschuet al., 1979).

1.1.2. Perspectiva histérica de la investigacién en Y. lipolytica
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Se notd al principio de la década de 1940 que era mas frecuente aislar cepas de Y. lipolytica de
sustratos lipidicos o proteicos como quesos y embutidos que de medios azucarados como ocurre
con la mayoria de las levaduras. Tal es asi que Y. lipolytica solo asimila determinados azlicares
como fuente de carbono, presentando mayor afinidad en la asimilacién de acidos organicos, lipidos
y alcanos. Para fines de esa década se descubrié que poseia una alta actividad extracelular lipasa
y proteasa (Peters & Nelson, 1948a, 1948b). A mediados de 1960 se demostré que utilizando n-
parafinas como fuente de carbono era capaz de producir grandes cantidades de acidos organicos,
como a-cetoglutarato y acido citrico (Tsugawa et al., 1969). Hoy se la utiliza para la produccién de
acido citrico a partir de aceite de canola. Luego de afios de estudio para su produccién a gran
escala se acumulé informacion sobre Y. lipolytica que permite su utilizaci6n como modelo de
estudio. Sistemas de transformacion bien estandarizados, el conocimiento del camino de
procesamiento de una proteasa de secrecion, el conocimiento de su siclo sexual, son
caracteristicas que han ayudado a que se convierta en un organismo modelo para realizar estudios
sobre el metabolismo de acidos grasos, la biogénesis de peroxisomas, el desarrollo de la transicién

levadura-micelio, etc.
1.1.3. Dimorfismo

El dimorfismo en hongos es un fenédmeno reversible por el cual un hongo puede pasar de una
morfologia micelial a una levaduriforme. Es un proceso importante dado que en algunos hongos
patdégenos la morfogénesis se encuentra directamente ligada a su virulencia (D" Souzaet al., 2001;

Nemeceket al., 2006); tal como ocurre en C. albicans, un importante hongo patégeno humano.

Y. lipolytica es un hongo dimérfico (figura 1.1), puede crecer como célula levaduriforme,
pseudohifal o hifalseptada (Barnett et al., 1990; van der Walt & von Arx, 1980). El micelio
verdadero consiste en hifas septadas de 3 a 5 ym de espesor y varios mm de largo. Las células
apicales a menudo superan los 100 um de longitud, mientras que el resto de las células de la hifa
pueden medir de 50 a 70 ym. Existe un unico nucleo por célula micelial y la septa muestra un
pequefio poro central tipo ascomicete donde el reticulo endoplasmatico se extiende a través de él

desde una célula a la siguiente.

Por su cualidad dimérfica es capaz de revertir su estado de micelio a levaduriforme y viceversa
segun factores medioambientales como el pH, la disposicién de O,, la temperatura, la densidad
celular, la presencia de AMPc, etc. (Guevara-Olvera et al., 1993; Kim et al., 2000; Ota et al.,1984;
Rodriguez & Dominguez, 1984; Ruiz-Herrera & Sentandreu, 2002).
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Se ha descubierto que la morfogénesis en Y. lipolytica esta regulada por las vias de transduccion
de sefiales de las MAPK y del AMPc—PKA (Cervants-Chavez et al.; 2007, 2011; Kronberg et al.;
2011). Tales rutas metabdlicas estan implicadas opuestamente en la morfogénesis: mientras que la
via MAPK es necesaria para el estadio hifal, la ruta de la PKA promueve el estadio levaduriforme
(Cervantes-Chavez et al., 2009)

A B Figura 1.1.Dimorfismo en Y.
g lipolytica.

Morfologia celular en: (A) condiciones
inductoras de crecimiento
levaduriforme (medio YNBD citrato pH
3); (B, Cy D) micelial (YNBD citrato pH
7), en ausencia o presencia de AMPc

YNBD citrato pH 3 YNBD citrato pH 7 y/o Myr-PKI (inhibidor de la PKA).
C D (Imagen tomada de Kronberg. 2013)

YNBD citrato pH 7 YNBD citrato pH 7
AMPc 20mM AMPc 20mM + Myr-PKI 10uM

1.2. Transduccion de sefales

1.2.1. Generalidades

La célula esta influenciada constantemente por su contexto extracelular. A través de su membrana
y gracias a sus receptores es capaz de captar estimulos y traducirlos en una respuesta. Las
sefiales receptadas por la célula, ya sean fisicas o quimicas, requieren un proceso quimico en la
célula para que pueda reaccionar frente a estos estimulos. Esta conversién de informaciéon a un
intermediario molecular quimico es llamada “transduccion de sefal”. A pesar del gran nimero de
sefiales y respuestas bioldgicas a dichas sefiales, los mecanismos para detectar sefiales

extracelulares y transducirlas en cambios intracelulares son pocos y muy conservados.

Existen caracteristicas comunes en los distintos mecanismos de transduccion de sefiales: una
sefial interactlia con un receptor; el receptor activado interactia con la maquinaria celular

produciendo una segunda sefial o0 un cambio en la actividad de una proteina celular; la actividad
13



metabdlica de la célula diana experimenta un cambio; y finalmente el fendmeno de transduccion
culmina y la célula vuelve al estado anterior al del estimulo. Existen seis mecanismos de
sefializacion basicos: canales iénicos de la membrana plasmatica que se abren y se cierran en
respuesta a ligandos quimicos o cambios en el potencial de membrana; enzimas receptoras,
receptores de membrana que son a la vez enzimas que cuando receptan su ligando producen
segundos mensajeros; proteinas receptoras que activan indirectamente enzimas que producen
segundos mensajeros; receptores nucleares que alteran la velocidad a la que los genes son
transcritos y traducidos ante la sefial; receptores que carecen de actividad enzimatica pero atraen
otras enzimas; y receptores de adhesioén que interaccionan con componentes macromoleculares
de la matriz dando instrucciones de migracion o adherencia al citoesqueleto (Nelson D. L. — Cox M.
M. 2008). Gracias a los mecanismos que receptan los estimulos del entorno, la célula es capaz de
responder de diversas maneras garantizando su supervivencia o la del organismo (en caso de ser
pluricelular). De esta manera, una respuesta posible a la sefial estimulo puede ser la diferenciacion
en la embriogénesis o diferenciacién en los componentes celulares del sistema inmune, secrecién
de proteinas, proliferacion o muerte celular programada, etc. Resulta indispensable que el sistema
transductor de sefiales funcione sin fallas; de hecho, la existencia de errores en los sistemas de

informacién celulares pueden resultar en diversas enfermedades desde autoinmunes hasta cancer.
1.2.2. Proteina quinasas

Una quinasa es una enzima que cataliza la transferencia del grupo fosfato terminal y de un ATP a
un sustrato diana activdndolo o inactivdndolo. En las rutas de transduccion de sefiales es usual
que el estimulo captado por la célula desemboque en la fosforilacion de enzimas y diversas
proteinas diana. La fosforilacion es la modificacion covalente reguladora mas frecuente. Se trata de
la adicion covalente de un grupo fosfato, transformando una regién que era levemente polar, por
adicion de un grupo voluminoso y cargado negativamente, y provocando un cambio importante en

la estructura tridimensional de la proteina.

Las proteinas quinasas catalizan la union de grupos fosfato a residuos aminoacidicos especificos
S, T o Y; denominadas serina/treonina proteina quinasas, o tirosina proteina quinasas las Ultimas.
La remocion de estos grupos fosfato estd a cargo de enzimas conocidas como fosfatasas de

proteinas.
1.2.3. Via del AMPc-PKA

El camino del AMPc-PKA comprende fundamentalmente un receptor de la sefal extracelular
acoplado a una proteina G, la enzima adenililciclasa (AC), que al ser activada por la proteina G es
responsable de la sintesis de AMPc y la proteina quinasa PKA, que activada por el incremento
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intracelular de AMPc fosforila varias proteinas efectoras (ver figura 1.2.). La proteina G, estimulada
por el receptor activado, intercambia el GDP unido por GTP, de esta manera y por cambios
conformacionales se disocia del receptor ocupado y se une a una enzima proxima alterando su
actividad. El genoma humano codifica mas de 100 miembros de esta familia de receptores,
especializados en transducir mensajes como la luz, los olores, gustos y hormonas (Nelson D. L. —
Cox M. M. 2008).

Una vez captada la sefial, se promueve un cambio conformacional en el dominio intracelular del
receptor que afecta su interaccién con una proteina G estimuladora, la subunidad Ga intercambia
entonces GDP por GTP en su dominio de unién a nucleétido disociandose de GB y Gy adquiriendo
su forma libre y activa. Ga unida a GTP interacciona con la AC y la activa. La AC cataliza la
sintesis de AMPc a partir de ATP. La estimulacion en la sintesis de AMPc por Ga es autolimitante,
ya que por su dominio GTPasa al transformar su GTP unido en GDP revierte en su forma inactiva
perdiendo nuevamente afinidad por AC, reasocidndose con las subunidades B y vy, y el receptor

(ver figura 1.2.).

El mecanismo de sefializacion AMPc-PKA opera tanto en eucariotas superiores como en
organismos unicelulares. Es interesante notar que la activacion de este camino en eucariotas
inferiores es producido por estimulos mas diversos que en mamiferos. Por ejemplo, los activadores
en microorganismos incluyen factores de estrés, nutricionales, feromonas, etc. Los hongos utilizan
la sefializacion a través del AMPc para regular una gran variedad de procesos incluyendo el control
de la diferenciacién celular, el desarrollo sexual, y la virulencia ademéas de monitorear el estatus

nutricional y el estrés.
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Figura 1.2. Esquematizacion de la via AMPc-PKA

Inactive PKA

GTP cyclase
GHI

/S~ p

PKA
+ Regulated
Pathways

Active PKA

1.2.4. AMPc como segundo mensajero.

Se muestra la activacién de la AC por
Go. El intercambio de GDP por GTP
de la subunidad Gy resulta en su
conformacion activa.

AC cataliza la formaciéon de AMPc, y
éste se une a los sitios diana de las
subunidades regulatoria (R) de PKA
disocidndola y  activando las
subunidades cataliticas (C). Imagen
tomada de http://kugi.kribb.re.kr/

Las células captan sefiales hormonales, quimicas vy fisicas del medio exterior llamados “primeros

mensajeros” gracias a receptores especificos dispuestos sobre la superficie celular, los cuales

suelen promover la produccion de “segundos mensajeros” en el interior de la célula.

A menudo, los nucle6tidos funcionan como segundos mensajeros, siendo el AMPc uno de los més

comunes. Los nucleétidos guanosina monofosfato ciclico (GMPc) y guanosina 5" -difosfato 2°(3")-

difosfato (ppGpp) son también ejemplos de moléculas nucleotidicas con accion reguladora.

Algunos iones pueden actuar también como segundos mensajeros, tal es el caso de ca”*.

El AMPc actia como segundo mensajero en una cascada de sefializacion amplificando las sefales

originales que capta la célula. Generalmente las cascadas continian con la fosforilacién de alguna

enzima de manera que ésta adquiere la forma activa que a su vez puede fosforilar otra quinasa
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cuya diana incluso puede ser otra quinasa. En el cierre del proceso de transduccion de sefiales
existen al menos dos mecanismos conocidos: la hidrélisis del segundo mensajero llevado a cabo
por la fosfodiesterasa de AMPc o el bloqueo de la recepcién de la sefial a nivel del receptor ya sea
por inactivacion o por internalizacion del mismo haciéndose inaccesible al agonista. Por otro lado,
las fosfatasas de proteinas encargadas de remover el grupo fosfato de las proteinas fosforiladas
vuelven a las proteinas blanco a su estado basal desfosforilado. Este sistema de regulacién provee
a la célula de un mecanismo de control rapido, eficiente y flexible dandole la posibilidad de

responder a sefiales del medio a través de la modificaciéon de sus funciones metabdlicas.
1.3. Proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA)

En la mayoria de los organismos, la PKA es un heteotetramero compuesto por dos subunidades

cataliticas (C) y un dimero de subunidades regulatorias (R).

La holoenzima R,C, es cataliticamente inactiva gracias a la existencia de un dominio autoinhibidor
por cada R que ocupa el sitio de unién a sustrato de cada C. La unién de cuatro AMPc en las
subunidades R produce un cambio conformacional que lleva a la disociacion del complejo R,C,, de

manera que las subunidades C adquieren la forma libre y activa (figura 1.3.).

La comparacién de secuencias fosforiladas por PKA permitié establecer una secuencia consenso
que C reconoce en la proteina diana; asi, en el contexto aminoacidico RRXT/S o RXS/T, C fosforila
los residuos de S o T. Existen a su vez otros factores que influyen en el reconocimiento de la
enzima como ser caracteristicas estructurales de los sustratos y residuos que resulten
espacialmente cercanos al sitio consenso. También, en el mecanismo de accién de la quinasa se
ha demostrado que el ATP debe estar formando un complejo con Mg2+ para que su fosfato y sea

transferido a las proteinas.

Q@ o cAMP

Holoenzima inactiva Dimero de R Monémero
de C activo

v

Figura 1.3.Esquematizacién de la activacion de la PKA.
La union de 4 AMPc, 2 por cada R, provoca la disociacién de las C, adquiriendo su forma activa.
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1.3.1. Caracterizacién de la PKA en Y. lipolytica.

En Y. lipolytica, la subunidad catalitica (C) y regulatoria (R) de la PKA se encuentran codificadas
por genes unicos, TPK1 y RKA1L, respectivamente. Parametros hidrodindmicos indican que la
holoenzima tiene una estructura dimérica de 90 kDa, en contraposicion a la estructura tetraméria
generalmente encontrada; siendo R una subunidad de 42 kDa y C de 39 kDa (Kronberg et al.,
2011).

Las subunidades R de las PKA de eucariotas se clasifican en dos grandes tipos, Rl y RII;
dependiendo del comportamiento de las secuencias inhibitorias que contienen, las primeras actdan
como pseudosustratos (RRX[A/G]) y las segundas como sustratos (RRXS) (Canaves & Taylor,
2002). En ausencia de AMPc, solo el residuo de serina de la secuencia de la subunidad RIl se
encuentra fosforilado en el complejo holoenzima. La subunidad R de Y. lipolytica pertenece al tipo
Il dado que se encontr6 fosforilada in vivo por C en el residuo S124 (Kronberg et al., 2011). La
fosforilacién de la subunidad R provoca una disminucién en la afinidad entre Ry C en C. albicans y
en S. cerevisiae (Kuret et al., 1988; Zelada et al., 2002). Esta disminucién en la afinidad sefiala la
importancia del grupo fosfato en obstaculizar el correcto montaje de los dominios distales
implicados en la formacién de la holoenzima. Es probable que el efecto en Y. lipolytica sea similar
al que ocurre en las especies mencionadas, con lo cual, la existencia de la autofosforilacién de la
holoenzima permitiria a las células responder de una manera mas eficiente a pequefios cambios

en los niveles de AMPc debido a la afinidad més débil entre las subunidades Ry C.

Se determind que la actividad PKA de Y. lipolytica juega un rol importante en la adaptacién del
hongo a variaciones en las condiciones ambientales (Cervantes-chavez et al., 2009). Durante el
crecimiento vegetativo se encontré que la actividad PKA disminuye durante la fase exponencial y
aumenta conforme el cultivo ingresa a la fase estacionaria (Kronberg, 2013). Se observé también
que tanto la velocidad maxima de crecimiento como la biomasa final son menores en la cepa
mutante Atpkl, carente de actividad PKA, y que posee una mayor sensibilidad a condiciones de
estrés (que podria deberse a la debilidad de la pared celular o a la acumulacién de factores de
estrés) y que estaria implicada en el metabolismo de lipidos (Cervantes-Chavez et al., 2009;
Kronberg, 2013).

La expresion de la PKA estimula el desarrollo levaduriforme en Y. lipolytica, al contrario de lo que
ocurre con C. albicans. Se descubrioé que el AMPc inhibe el crecimiento micelial en medio liquido a
pH 7 y que es necesaria una fina regulacion de la actividad PKA para que ocurra el fenébmeno de

dimorfismo inducido por pH. Ademas, durante la induccién en medio liquido, la mutante Atpkl
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presento un crecimiento constitutivo en forma de hifas en condiciones en que la cepa parental no lo
hace, sugiriendo un efecto negativo sobre la transicion dimorfica (Figura 1.4) (Cervantes-Chavez et
al., 2009).

100+ Figura 1.4. Morfogénesis inducida
(=1 por pH neutro.
754 B3 sipk 1

Se observa la morfogénesis diferencial entre
la cepa mutante Atpkl y salvaje. El pH acido
favorece el estadio levaduriforme mientras
que el pH neutro estimula el estadio micelial
en cepas salvajes, mientras que en la cepa
mutante ambos pH estimulan el estadio
micelial (Cervantes-Chavez et al., 2009).

8

mycelial cells [%]
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1
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1.4. Protedmica

Considerando que el término proteoma (conjunto de proteinas expresado por un genoma) hace su
primera aparicion en la literatura en 1995; la proteémica es un area relativamente nueva. Esta
rama pretende focalizar el estudio de proteinas tanto en su funcion fenotipica, como celular o

molecular.

En cuanto al estudio de las proteinas, resulta en problemas de facil formulacion pero de una
solucién ardua; requiriendo de diversas técnicas, desde manipulacion génica a nivel pre-
transcripcional hasta electroforesis, o desarrollos de técnicas de purificacibn o enriquecimiento

protéico entre muchas otras.

Indudablemente el desarrollo de nuevas técnicas permiti6 el avance de esta materia; técnicas
como espectrometria de masas, electroforesis bidimensionales, y el acompafiamiento tecnolégico
en el desarrollo de softwares y programas de blsqueda y comparacion de secuencias, facilitan el

estudio y analisis de resultados en protedmica.
1.4.1. Electroforesis de proteinas bidimensional (2D-PAGE)

La electroforesis en dos dimensiones (2D-PAGE) es una técnica de separacion de proteinas mas
precisa que la electroforesis convencional, se obtiene una mayor resolucién proteica que ésta y

permite una menor mezcla proteica por banda o spot. En un primer paso se realiza un enfoque
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isoeléctrico, es decir se separan las proteinas en un gradiente de pH segln su punto isoeléctrico
(pl). Posteriormente, en un segundo paso, se realiza la electroforesis en gel en presencia de SDS,

permitiendo la resolucion de mezclas complejas de proteinas por su masa molecular.

Consecuentemente, este procedimiento permite separar proteinas de masa molecular idéntica pero

con diferente pl o bien proteinas con pl similares pero distintas masas moleculares.
1.4.2. Identificacion de proteinas por espectrometria de masas MALDI-TOF.

MALDI-TOF (de las siglas en inglés Matrix-Assisted Laser Desorption/lonizationy - Time Of Fligh)
es una técnica de ionizacidon suave analitica destructiva de impacto electrénico que permite el
andlisis de proteinas, azucares e inclusive otras moléculas orgénicas grandes. Para el caso, la
utilidad en protedmica radica en su utilizacion para la identificacion de proteinas por huella
peptidica. En resumen, el mecanismo consta de la uniéon de la muestra a una matriz sélida,
generalmente algin material organico y la posterior vaporizacion de dicha muestra. Por impacto
electrénico generado de la irradiacion de un laser pulsado, como ser un laser de nitrégeno, se
generan cationes radicales (ver ecuacion 1.1.) que en movimiento crean un campo magnético,
estos cationes y su campo son repelidos al pasar por un iman que los desvia haciéndolos impactar
contra un detector. Al poseer el iman un campo magnético fijo, las diferencias entre las distancias
en las que impacten las moléculas estan vinculada a la relaciobn masa/carga (m/z) de la molécula.
Cada fragmento por su relacion m/z posee una banda representativa, de las cuales existen otras
de menor intensidad correspondientes al mismo fragmento en cuanto a su composicién, pero que
por ser sus atomos isotopos, presentaran una masa levemente mayor o menor, dependiendo del

isé6topo de mayor abundancia segun el atomo.

Ecuacion 1.1.

1) M(g) + e~ =5 MY + 26 1)La ecuacién muestra la formacién de un cation

' radical inestable por el impacto electrénico. A
- 1 T . partir de la muestra (M) en estado gaseoso. 2)
2) M* > F 1+ FE Ecuacion de la formacion de los fragmentos (F)

de la muestra: F1 catién y F2 radical.

1.4.2. Fosfoprotedmica

La fosforilacion de proteinas es uno de los mecanismos regulatorios mas extendidos en los

organismos. Las proteinas quinasas y las fosfatasas juegan roles principales en la célula ya que
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ejercen un control estricto en procesos bioldgicos que involucran desde la diferenciacion celular
hasta la apoptosis (Thingholm et al.; 2009). La fosfoprotedmica engloba todas las técnicas que se
utilizan para el aislamiento, deteccién y analisis de fosfoproteinas. Estas técnicas involucran desde
inmunoprecipitacién, cromatografia de afinidad y derivatizacién quimica; y las diversas variantes
para cada una de ellas como por ejemplo cromatografia de intercambio i6nico o cromatografia de
dioxido de titanio, etc. Para una mejor revision, las metodologias se encuentran desarrolladas en
detalle por Thingholm et al. (2009).
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Capitulo 2-Objetivos

2.1. Competencias e interés de la investigacion.

El dimorfismo en hongos representa un fenémeno de interés, particularmente porque la
morfogénesis flngica esta relacionada directamente con la patogenicidad (D'Souza & Heitman,
2001; Nadal et al., 2008; Nemecek et al., 2006) tanto de patégenos humanos, como de plantas o
de otros mamiferos. Por ejemplo, C. albicans (patégeno oportunista humano), representa un caso
muy estudiado donde la reversibilidad de su morfogénesis se encuentra estrechamente

relacionada a su patogenicidad (D'Souza &Heitman, 2001; Nadal et al., 2008; Nemecek et al.,
2006). Algunas rutas metabdlicas estan involucradas en la regulacién de la morfogénesis. Estas

vias comienzan como respuesta a un mecanismo de transduccion de sefales, que en el caso de la

morfogénesis, se encuentra vinculado particularmente a la via metabdlica AMPc-PKA.

Como se detall6 en la Introduccién, Y. lipolytica resulta ser un organismo preferencial como modelo
de estudio para el estudio del dimorfismo flngico ya que existen sistemas eficientes de
transformacion para el mismo, a su vez posee un ciclo sexual conocido y se hallan dilucidados los

patrones de germinacion y tubo germinativo (Barth & Gaillardin, 1997).

En este sentido, una ampliacién en el conocimiento, dilucidacion y determinacion de la via AMPc-
PKA tiene implicancias inmediatas en la investigacion basica adicionando més peldafios en la base
de datos universal. Los estudios realizados pueden servir de base, siendo ampliados en un
examen minucioso y comparativo con el dimorfismo fungico de patégenos como el ya mencionado
C. albicans, pudiendo ayudar en el estudio morfogénico del mismo, para revertirlo o anularlo y

disminuir asi la patogenicidad de dicho hongo o cualquier otro.

Por otra parte, Y. lipolytica es un hongo de interés biotecnol6gico, se observé que utilizando n-
parafinas era capaz de producir grandes cantidades de acidos organicos, como a-cetoglutarato y
acido citrico (Tsugawa et al., 1969). De hecho, la produccién de acido citrico a partir de esta
levadura utilizando como sustrato aceite de colza es un proceso que aun es utilizado en USA (ADM
company, Decatur, IL, USA). A su vez puede utilizarse en la produccion de lipasas y lipidos,
proteasas, proteinas heterélogas, entre otros (Bankar et al.; 2009; Wache et al.; 2006;.Fickers et
al.; 2005; Fickers et al.; 2011 ; Ratledge ; 2004)

Consecuentemente, esta investigacion se basa en la busqueda e identificacién de los sustratos
diana de la PKA en Y. lipolytica. Para ello planteamos una estrategia de abordaje global que

requiere la puesta a punto de diversas técnicas de protedémica y biologia molecular. La estrategia
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global se basa en la posibilidad de contar con una cepa sin actividad fosfotransferasa dependiente
de AMPc, Atpkl, cuyo gen TPK1 se encuentra delecionado (a diferencia de lo que ocurre en la
mayoria de los hongos, donde la actividad PKA es esencial para la viabilidad del organismo). Esta
mutante representa una magnifica herramienta a los fines de este trabajo ya que permite el analisis

comparativo del fosfoprotedma especifico de la PKA.

2.2. Objetivo general

e Identificar proteinas blanco de la proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA) en el
hongo dimorfico Y. lipolytica por enriqueciemiento de fosfoproteinas y protedmica

comparativa.

2.3. Objetivos especificos

e Puesta a punto del acoplamiento covalente de un anticuerpo anti-fosfoSustrato de la PKA a
la resina proteina A-sefarosa.

e Desarrollo de un protocolo de inmunoenriquecimiento de fosfoproteinas.

e Separacion de las proteinas inmunoenriquecidas por 2D-PAGE y seleccion de proteinas
fosforiladas diferencialmente en cepa salvaje.

e Identificacién de proteinas por espectrometria de masas.
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Capitulo 3-Materiales y métodos

3.1. Materiales

Los siguientes compuestos: AMPc, ATP, anticuerpos anti-lgG de conejo acoplados a fosfatasa
alcalina provistos por Sigma Chemical Co y anticuerpos anti-fosfoSustrato de la PKA provistos por
Cell Signaling Tech. Las membranas de PVDF (Immobilon-P) fueron de Millipore Corp. Los
reactivos utilizados para electroforesis en geles de poliacrilamida (grado electroforético) fueron

provistos por BioRad. Todos los otros reactivos fueron de grado analitico.
3.2. Cepas y condiciones de cultivo de Y. lipolytica.

Las cepas (ver tabla 3.1) se mantuvieron a -80 °C en glicerol 20% v/v. Las levaduras se
propagaron en medio YPD (extracto de levadura 1%, peptona 2%, dextrosa 2%). En cada ensayo,
para la obtencion de masa celular, las células provenientes de cultivos frescos (48 h) en medio
sélido se incubaron en frascos erlenmeyer conteniendo el medio liquido necesario a 28 °C y 200
rpm de agitacion orbital manteniendo la relacion atmosférica volumen frasco:medio 5:1 durante 16

h. Estos cultivos se utilizaron luego como inéculos para cultivos liquidos de mayor tamafio.

Cepa Origen Genotipo Fuente o referencia
PO1A Salvaje (wt) MatA, ura3-52, leu 2-270 INRA (Institut National de Ia
Recherche Agroquimique), Francia
AC11 Mutante MatA, ura3-52, leu 2-270, (Cervantes-Chavez et al., 2009)
(Atpk1) Atpk1

Tabla 3.1. Cepas de Y. lipolytica utilizadas en este trabajo.

3.3. Anticuerpos utilizados

Los anticuerpos que se enumeran en la tabla 3.2. se utilizaron para la técnica Western blot asi

como para el inmunoenriquecimiento.
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Nombre Procedencia Fuente

Anti-Rkalp Conejo, policlonal Kronberg et al. 2011
é\ﬂtiA-fostSustrato de la Conejo, monoclonal Cell Signaling Tech.
Anti-IgG"™°" PA Cabra, policlonal, conjugado a fosfatasa alcalina  Sigma
Anti-IgG*"™* PA Cabra, policlonal, conjugado a fosfatasa alcalina ~ S19mMa

Tabla 3.2. Anticuerpos utilizados en este trabajo.

3.4. Técnica de union del anticuerpo a la proteina A-sefarosa

El acoplamiento covalente de anticuerpos a la resina proteina A-sefarosa se realiz6 por el método
del dimetilpimelimidato (DMP) (seccién 4.2.) (Harlow, 1988). Se incubé durante 1 h a temperatura
ambiente 1 mL de proteina A-sefarosa CL-4B (GE Healthcare) equilibrada en PBS con 1,2 mL del
anticuerpo diluido en PBS (20 mg de anticuerpo). A continuacién se lavé la resina dos veces con
solucién BN (borato de sodio 0,2 M pH 9), y se incubd 30 min con agitacidon suave con DMP 20 mM
en 10 mL de solucion BN. Se repitid el ultimo paso dos veces y se incubd la resina durante 2 h con
agitacion suave con etanolamida 0,2 M, pH 8. La resina anticuerpo-proteina A-sefarosa se trat
con glicina 0,1 M pH 2 para eliminar el anticuerpo sin unir covalentemente y se guardd en buffer
PBS con azida de sodio 0,1% a 4 °C hasta su utilizacion. El acoplamiento se chequed calentando
muestras de la resina antes y después del tratamiento con DMP a 100 °C en solucion de Laemmli y
analizandolas por SDS PAGE y Western blot. (Seccion 4.2.)

3.5. Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS

Las electroforesis desnaturalizantes se realizaron en minigeles de poliacrilamida siguiendo la
metodologia descripta por Laemmli (Laemmli, 1970). Las muestras se calentaron durante 5 min a
100 °C en presencia de solucién de Laemmli (Tris-HCI 0,0625 M; 3-mercaptoetanol 0,75 M, glicerol
5%; SDS 0,075 M; azul de bromofenol 0,0125 %). Las corridas se llevaron a cabo en buffer Tris-
Glicina-SDS (Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%, pH 8,3) manteniendo el voltaje
constante (100 voltios) y a temperatura ambiente utilizando una cuba Mini-PROTEAN Tetra Cell
(BioRad).

3.6. Western blot

Las proteinas separadas por SDS-PAGE se electrotransfirieron a una membrana de PVDF por

transferencia semi-seca (15-60 min a 3 mA/cm®) en buffer de transferencia (Tris-HCI 50 mM; glicina
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40 mM; SDS 0,040%, metanol 20%, pH 9,2) utilizando un equipo Trans-Blot SD (BioRad) segun las
recomendaciones del fabricante. Las proteinas transferidas se visualizaron por tincién reversible
con solucion Ponceau S 0,1% en acido acético 5% (Sigma). Posteriormente la membrana se
bloqued por incubacién con TBST-leche (buffer Tris-HCI 25 mM pH 7,5; NaCl 150 mM, Tween-20
0,05% y leche en polvo descremada 5%) durante 1 h a temperatura ambiente. La membrana se
incubd con el primer anticuerpo en la dilucién adecuada durante 16 h a 8 °C con agitacion de
balanceo. La membrana se lavo tres veces con TBST (Tris-HCI 25 mM pH 7,5; NaCl 150 mM,
Tween 20 0,05% v/v) y se incub6 durante 4 h a temperatura ambiente con el segundo anticuerpo
(anti-lgG acoplado a fosfatasa alcalina). Las membranas se revelaron utilizando BCIP (5-Bromo-4-
Cloro-3-indolil fosfato) y NBT (Nitro Blue Tetrazolium) en buffer de revelado TNM (Tris-HCI 100 mM
pH 9,5; CINa 100 mM; Cl,Mg 100 mM). El revelado se detuvo lavando la membrana con H,O milli-

Q durante 10 min.
3.7. Técnicas de tincion de geles.

3.7.1. Coomassie brilliant blue

Rutinariamente, se tifieron los geles de poliacrilamida por incubacion con solucién de marcacién de
proteinas (coomassie brilliant blue R250 0,1%, metanol 50%, acido acético glacial 10%) durante 2
h aproximadamente, y con solucién destefiidora (metanol 20%, acido acético glacial 15%) hasta

eliminar el fondo.
3.7.2. Coomassie brilliant blue coloidal

Para la tinciéon de geles de proteinas para analisis por espectrometria de masas se siguio el
método de coomassie brilliant blue coloidal (Neuhoff et al., 1990). Los geles se fijaron con solucién
de fijacién (metanol 50%, acido fosférico 2%) de 3-16 h, se lavaron 3 veces con agua Milli-Q
durante 10 min, se incubaron con solucién de equilibrio (metanol 33%, sulfato amdnico 17%, &cido
fosférico 3%) durante 1 h y se afiadié a esta soluciéon 0,06% de Coomassie Blue G250. Los geles

se incubaron asi 24-48 h y se eliminé el exceso de colorante con lavados con agua Milli-Q.
3.7.3. Tincién por plata

Para la tincién de geles de proteinas con plata se utilizo el kit comercial PlusOne (GE Healthcare)
siguiendo los protocolos recomendados por el fabricante ya sea para la tincién rutinaria o para

aquella compatible con espectrometria de masas.

3.8. Preparacion de extractos proteicos crudos
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Para la preparacion de los extractos crudos se agitaron 5 mL de pellet celular (proveniente de
cultivos de 24 h) con 5 mL de perlas de vidrio y 5 mL de buffer IP [Tris-HCI 20 mM pH 7,4, NaCl
150 mM, MgCl, 10 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, ATP 1 mM, AMPc 0,1 mM, NaF 10 mM,
inhibidores de proteasas (Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche), inhibidores de
fosfatasas (Phosphatase Inhibitor Cocktail set Il, EMD Millipore)]. Las células se rompieron por
agitacion con las perlas de vidrio en 5 ciclos de 1 min de vortex y 1 min de bafio en hielo. El lisado
obtenido se centrifugd en frio a 10.000 x g durante 30 min para separar los restos celulares
mayores, y a 100.000 x g durante 1 h. Durante todo el experimento la temperatura de las muestras

se mantuvo entre 0°y 4 °C.

3.9. Inmunoenriguecimiento de fosfoproteinas.

Los extractos de proteinas preparados segun 3.3.se clarificaron con dos pasos de centrifugacion,
uno de 10min a 5.000 rpm y otro de 1h a 100.000 rpm. Los extractos se limpiaron previamente por
incubacion con 1 mL de Sefarosa-proteina A equilibrada en buffer IP durante 1 h a 4 °C con

agitacion suave (precleaning).

Para el inmunoenriquecimiento se incubaron 0,5 mL de la resina proteina A-sefarosa acoplada a
anti-fosfoRRXS/T equilibrada en buffer IP, 5 mL del extracto y 50 uL de NP-40 10%, durante 16h a
4 °C con agitacion suave. La resina se lavd dos veces con 10 voliumenes de buffer IP mas NP-40
0,1% y se eluyé secuencialmente con los buffers detallados en cada ensayo. Los eluidos se
agruparon, se concentraron con Amicon 10k, se lavaron con buffer A (Tris-HCI 20 mM pH 7,4,
EGTA 1 mM, EDTA 1mM, B-mercaptoetanol 10 mM e inhibidores de proteasas) y se almacenaron
a -80 °C. La resina se regener6 con 10 lavados de 10 volumenes de buffer glicina 0,1 M pH 2, se

equilibré con buffer PBS y se guardé en presencia de azida de sodio 0,1%.
3.10. Precipitacion de proteinas con acido tricloroacético.

Para la remocién de sales y detergentes, las proteinas se precipitaron por incubacién de 1 mL de
muestra proteina (concentracion mayor a 0,1 mg/mL) con 139 pL de Triton X-100 1% y 278 uL de
acido tricloroacético 50% durante 16 h a 4 °C. Las muestras se centrifugaron a 15.000 rpm por 10
min a 4 °C y se descartd el sobrenadante. El precipitado se lavé dos veces con acetona 90%

(enfriada a -20 °C) y se sec0 al aire libre.

3.11. Electroforesis en gel de poliacrilamida en dos dimensiones (2D-
PAGE)
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Para la primer dimensién, las muestras proteicas se precipitaron segun 3.10, el pellet se
resuspendid en solucién de rehidratacion (urea 8 M, CHAPS 2%, IPG Buffer 1%, azul de
bromofenol 0,002%) y antes de ser utilizadas se les agregé6 DTT 20 mM. Se utilizaron tiras
comerciales con gradiente lineal de pH 3 a 10 (Immobiline Dry Strip, GE Healthcare) y los
volimenes y concentraciones de muestra fueron acordes a las especificaciones del fabricante. La
rehidratacién de las tiras para isoelectroenfoque se realiz6 por distribucién de las muestras
resuspendidas en solucion de rehidratacion e incubacion durante 16 h a temperatura ambiente
utilizando el dispositivo IPG-Box (GE Healthcare). El isoelectroenfoque se realizé utilizando un
equipo EttanlPGphor 3 (GE Healthcare) y el protocolo de corrida especificado por el fabricante

para cada tira. Una vez finalizado el isoelectroenfoque, las tiras se guardaron a -60 °C.

Antes de la segunda dimension, las tiras de isoelectroenfoque se equilibraron con solucién E (Urea
6 M, Tris-HCI 75 mM pH 8,8, glicerol 29,3%, SDS 2%, azul de bromofenol 0,002%) con DTT 10
mg/mL primero y iodoacetamida 25 mg/mL después, durante 15 min cada vez a temperatura
ambiente con agitacién suave. Las tiras se enjuagaron en buffer de corrida (Tris-HCI 25 mM, glicina
192 mM, SDS 0,1%, pH 8,3), se posicionaron sobre el gel de poliacrilamida y se sellaron con
solucién de agarosa (Tris base 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%, agarosa 0,5%, azul de
bromofenol 0,002%). Los geles de poliacrilamida se corrieron en una cuba Mini-PROTEAN Tetra
Cell (BioRad) o PROTEAN Il xi Cell (BioRad), dependiendo del tamafio requerido, a voltaje
constante de 50 V durante 30 min y 100 V hasta que el frente de azul de bromofenol alcance la el

borde inferior del gel.
3.12. Andlisis de 2D-PAGE

Para cada cepa se realizaron dos réplicas de cada gel. Dichas imagenes fueron analizadas con el
software Delta2D (DECODON GMBH, Alemania). Minimizando variables como el fondo y la forma
de los spots, se calificd spot por spot por la intensidad de los mismos. Asi se cuantificd el volumen

Atpk1

porcentual del spot (%V). Los spots cuya relacién %V"/%V***>2 y un valor P<0.05 utilizando el

test t de Student fueron considerados significativos.
3.13. Andlisis por espectrometria de masas MALDI-TOF

Los spots seleccionados se cortaron, se digirieron con tripsina en el gel y analizadas por
espectrometria de masas MALDI-TOF en la Unidad de Bioquimica Analitica del Instituto Pasteur de
Montevideo, Uruguay. Los picos seleccionados se sometieron a fragmentacion MS/MS para

verificar la secuencia de la proteina. Los espectros fueron analizados in silico con la maquinaria de
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busqueda MASCOT (www.matrix-science.com) y las busquedas se realizaron con tripsina y semi-

tripsina como enzimas y acetilacion N-terminal y de K como variable de modificacion.
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Capitulo 4-Resultados

4.1. Consideraciones preliminares.

En trabajos previos donde se estudid la influencia de la via del AMPc-PKA en el crecimiento y
morfogénesis de Y. lipolytica, se logro la obtenciéon de una cepa mutante Atpkl, delecionada en el
Unico gen que codifica para la subunidad C de la PKA (Cervantes-Chavez et al., 2009). La
importancia de dicha cepa radica en que al no poseer actividad fosfotransferasa dependiente de
AMPc, su fosfoprotebma se encuentra alterado, particularmente en las proteinas sustrato de la
PKA. Por lo tanto, la obtencién de esta mutante resulta un hecho interesante dado que en la
mayoria de los hongos las mutaciones que eliminan toda la actividad PKA son letales y representa

una herramienta muy util para el analisis de los blancos de esta via de sefalizacion.

La estrategia elegida para identificar los sustratos fosforilados por la PKA se basa en la realizacion
de un analisis comparativo de perfiles fosfoprotéicos entre la cepa salvaje y mutante. Para ello se
enriqueceran las proteinas fosforiladas de los extractos crudos de las cepas mutante y wt (del
inglés wild type) con el anticuerpo anti-fosfoSustrato de la PKA acoplado covalentemente a

proteina A-sefarosa.

Las proteinas se resolveran por electroforesis 2D-PAGE, revelandose posteriormente por tincion
con plata o coomassie blue coloidal y analizdndose los patrones obtenidos con programas
especificos. Se espera que haya proteinas presentes en el proteoma salvaje que no estén en el
proteoma de la cepa mutante (Atpkl). En caso de obtenerse estos resultados, se identificaran las
proteinas que diferencialmente se encuentren en el proteoma salvaje por espectrometria de masas
MALDI-TOF (Figura 4.1).
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W 3 W de las proteinas por electroforesis 2D-
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4.2. Acoplamiento covalente de anticuerpo anti-fosfoSustrato de la
PKA a la proteina A-sefarosa

Para realizar el enriquecimiento de proteinas fosforiladas sin contaminaciones por
inmunoglobulinas y proponiendo un sistema de fraccionamiento reutilizable, se realizo el

acoplamiento covalente entre el anticuerpo anti-fosfoSustrato de la PKA y la proteina A-sefarosa

(fase fija).

Para lograr la union covalente se utilizé el agente entrecruzador dimetilpimelimidato (DMP). El DMP

es un compuesto organico con dos grupos funcionales imidato que se unen a grupos aminos libres
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en el rango de pH=7,0 a 10,0 formando enlaces amidina entre la cadena pesada del anticuerpo y la

proteina A.

Luego de realizar ensayos con anticuerpos policlonales para garantizar la efectividad del protocolo,
se llevd a cabo la unién del anticuerpo comercial anti-fosfoSustrato de la PKA (Cell Signaling

Tech., #9624) a la proteina A-sefarosa.

Para probar la efectividad de la unién covalente anticuerpo-resina, se realiz6 un andlisis SDS-
PAGE. Se corrieron 4 carriles con fracciones resultantes de distintas etapas del proceso de unién.
Como se muestra en la imagen 4.2, la mayoria del anticuerpo se acopl6 efectivamente a la resina
dado que se observan bandas muy tenues luego del tratamiento con DMP (carrii M2), en
comparacion a la unién no-covalente IgG-proteina A (carril M1). A su vez, el anticuerpo residual
gue no se unié covalentemente a la resina pudo eliminarse por tratamiento con buffer glicina 0,1 M
pH=2 (carrii M3) evitando posibles contaminaciones posteriores por 1gG en la etapa de

enriquecimiento.

MM SN M1 M2 M3

198 S _— Figura 4.2. Prueba del
125 acoplamiento covalente entre
89 anticuerpo anti-fosfoSustrato de
PKA la resina proteina A-
«BSA y P
sefarosa.
<= |gG cadena
pesada La resina fue preparada segin 3.9.
37 tomandose muestras en las diversas fases
del protocolo de unién, hirviéndose y
32 analizando la unién por SDS-PAGE 12% y
- IgG cadena tincion por plata. Siendo MM el marcador
17 liviana de peso molecular; SN sobrenadante de la
7 incubacion resina-anticuerpo; M1

muestra pre-tratamiento con DMP; M2
— muestra post-tratamiento con DMP; y M3
muestra post-tratamiento con DMP y glicina 0,1 M pH 2. En la imagen se muestran las bandas
correspondientes a BSA e inmunoglobulinas.

4.3. Inmunoenriquecimiento de proteinas fosforiladas por PKA
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Habiendo desarrollado la inmunoresina y comprobando que la union para el anticuerpo y la
proteina A-sefarosa fue efectiva, se procedié a probar la capacidad de enriquecimiento para

proteinas fosforiladas.

Para ello se preparan extractos crudos de las cepas salvaje (PO1A) y mutante (Atpkl) a partir de
células crecidas en medio YPD hasta la fase estacionaria temprana. El enriquecimiento se realiz6

segun 3.9 siempre en presencia de inhibidores de fosfatasas y proteasas.

Las proteinas se eluyeron secuencialmente con buffer glicina 0,1 M pH 2, con buffer fosfato 0,1 M
pH 12 y finalmente se hirvié la resina en presencia de solucién de Laemmli con la intencién de

extraer aquellas proteinas que no hayan sido eluidas con el sistema de buffers.

Mediante un analisis Western blot revelado con el anticuerpo anti-fosfoSustrato de PKA de las
proteinas obtenidas por el inmunoenriquecimiento y el extracto crudo original, se comprobé la
efectividad del proceso de fraccionamiento. Como se muestra en la figura 4.3 la intensidad en las
bandas evidencia que el enriquecimiento funciona: los carriles correspondientes al extracto crudo
muestran unas pocas bandas con una intensidad mucho menor a los carriles del extracto
enriquecido. En segundo lugar es posible diferenciar bandas comunes a la elucién &cida y béasica
asi como bandas diferenciales; por lo que se asume la complementariedad de los eluyentes. A su
vez se muestra la efectividad —tratando la resina con ambos buffers- para la elucién de la mayoria
de las proteinas sin ser necesario el tratamiento con solucién de Laemmli y calor como se muestra
en los dos carriles correspondientes a la resina post-elucién: sélo unas pocas bandas de baja
intensidad son detectadas (confirmandose la complementariedad del sistema de eluyentes), que a
Su vez se encuentran presentes en los carriles correspondientes al tratamiento con ambos buffers

de elucion; no tratar la resina con solucién de Laemmli permite su reutilizacion.
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Figura 4.3. Evaluacién de inmunoenriquecimiento y rendimiento
de la elucion de proteinas con sistema de buffers.

Luego del inmunoenriquecimiento de fosfoproteinas las mismas fueron eluidas
secuencialmente con buffer glicina 0,1 M pH 2 y fosfato 0,1 M pH 12 hirviendo la
resina en solucién de Laemmli como tltimo paso. Las proteinas se separaron por
SDS-PAGE 12%, transfiriéndose a membrana de PVDF y revelandose con anticuerpo
anti-fosfoSustrato de PKA. MM marcadores de peso molecular. Las flechas sefialan
bandas halladas inicamente en la cepa wt (PO1A).

Para comprobar que las bandas obtenidas no son Unicamente el resultado de interacciones
inespecificas del anticuerpo y las proteinas, se reservaron fracciones de las muestras enriquecidas
de cada cepa para realizar un examen por Western blot revelado con un anticuerpo especifico anti-
Rkalp (subunidad R de la PKA de Y. lipolytica) sabiendo que la subunidad R es diana de la PKA
(Kronberg et al., 2011) y deberia encontrarse solamente en la muestra enriquecida correspondiente
a la cepa wt (PO1A). Como muestra la figura 4.4, solo pudo reconocerse la subunidad R en la

muestra de la cepa salvaje y no en la mutante, confirmandose asi la capacidad de unién especifica
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4.4. Separacion 2D-PAGE de las proteinas inmunoenriquecidas y

analisis comparativo de los perfiles de spots.

Luego de estandarizar la técnica de acoplamiento covalente entre la resina y el anticuerpo, y el
enriquecimiento y elucion de las proteinas, se procedid a realizar la separacién 2D-PAGE de las
fosfoproteinas. Para ello, segin los protocolos detallados en 3.8 y 3.9, se obtuvieron varios
extractos inmunoenriquecidos en proteinas fosforiladas en secuencia diana RRXS/T que reconoce
y fosforila la PKA. Estos se concentraron por centrifugacion con Amicon 10K y se eliminaron las

sales por precipitacion con acido tricloroacético (seccion 3.10).

Luego de la separacion por electroforesis bidimensional de los extractos inmunoenriquecidos se
obtienen 2 perfiles de spots distintos de sendas cepas Atpkl y wt. El andlisis comparativo de geles
se realiz6 con el software Delta2D 4.3 (DECODON GmbH) utilizando tres réplicas para cada cepa.
Asi se lograron identificar aquellos spots que corresponden a proteinas presentes en la cepa

salvaje y ausentes en la mutante.
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En primer lugar se realiz6 un ensayo analitico donde las muestras se resolvieron por
isoelectroenfoque utilizando tiras de 7 cm con un rango de pH de 3 a 10; y se termind su
separacién en la segunda dimension en geles de poliacriamida 12% de 14 cm de largo,
revelandose por tincidn con plata (ver 3.7.3.) compatible con espectrometria de masas (Figura 4.5).
Utilizando el software Delta2D 4.3 fueron detectados 1016 spots en total, de los cuales el 17%
poseia mayor volumen de spot en la cepa wt comparado a Atpk (%V"/ %V*"™!>2; P<0,05). De
ellos se seleccionaron los de mayor %V*™y mayor %V"/ %V**™ con el objeto de identificarse las
proteinas por espectrometria de masas MALDI-TOF. Obteniéndose por resultado que la cantidad

de proteina presente fue insuficiente para la técnica.
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Fig. 4.5. Resolucion 2D-PAGE de proteinas inmunoenriquecidas.

Luego del inmunoenriquecimiento de proteinas de las cepas wt PO1A (A) y mutante Atpkl
(B), se separaron por isoelectroenfoque (primera dimensién) y SDS-PAGE 12% (segunda
dimension), y se revelaron por plata. El andlisis de las réplicas de los geles realizados con el
programa Delta 4.3 (DECODON GmbH) permitié identificar los spots mas significativos
sefialados por las flechas. Marcadores de peso molecular a la izquierda

En una segunda tanda de ensayos, para aumentar la cantidad de proteina presente por spot y asi
garantizar la compatibilidad con la técnica identificativa, se repitié el procedimiento arriba descripto

con una mayor cantidad de proteinas (5 veces la cantidad de extracto crudo que en la primer ronda
37
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de experimentos); y se aumenté la resolucion por separacion isoélectrica utilizando tiras de mayor
rango de pH para la primera dimension. Con tiras de 13 cm de longitud y un rango de pH 3 a pH
10; y geles de poliacrilamida 12% de 20 cm de longitud para la segunda dimensién, se revelaron

los geles por tincion coomassie coloidal (3.7.2.) y se obtuvieron los resultados de la figura 4.6.

A B
3 Isoelectroenfoque de 10 3 Isoelectroenfoque de 10
pH 3-10 lineal, 13 cm pH 3-10 lineal, 13 cm
130 B s =
100 - S~
% W — ™ .
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40 B “, ‘.': v . 446 {‘%&436 b W, | Ve Q46 ,52
e § ¢ 8 ’ 8

35 W 20 ey 20
25 W [
15 W s “~e [ 56 ~e
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Fig. 4.6. Resolucion 2D-PAGE de proteinas inmunoenriquecidas.

Luego del inmunoenriquecimiento de proteinas de las cepas wt PO1A (A) y mutante Atpkl
(B), se separaron por isoelectrenfoque (primera dimension) y SDS-PAGE 12% (segunda
dimension); y se revelaron por tincidén coomassie coloidal. El andlisis de las réplicas de los
geles realizados en Delta 4.3 (DECODON GmbH) permiti6 identificar los spots que se detallan
en la figura 4.7. Marcadores de peso molecular a la izquierda.

Consecutivamente, y siguiendo la metodologia ya detallada, se realizd el analisis in silico de las
réplicas de los geles buscando los spots mas significativos de la cepa salvaje que no estén

presentes en la cepa mutante para su posterior identificacién por espectrometria de masas.
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Los spots seleccionado por cumplir con los parametros de %V requeridos para ser recortados y
enviados a analizar por espectrometria de masas se muestran en la figura 4.7. La comparacion de
los parametros antes mencionados de %V permite la identificacion de spots significativos
eliminando ruidos y optimizando la identificacién del spot que el ojo desnudo puede no percibir

como significativo y hasta pasar por alto por su baja intensidad.
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v vil identificados por analisis in silico
3 24 ¥ ¥ conDelta2D (DECODON GmbH).
» Vo | 2ol B Spots  identificados en 4.6. Por
5 » b 25 comparacion es apreciable las diferencias
de intensidad entre la cepa wt (PO1A) y
v - V4 Vi mutante (Atpkl). Estos spots fueron
8 36 seleccionados para ser identificados por
MALDI-TOF.
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4.5. Identificacion de proteinas diana de PKA por espectrometria de
masas.

La identificacion por mapeo peptidico de los espectros obtenidos por MALDI-TOF se muestran en
la tabla 4.1. La confirmaciéon de los mismos fue realizada por secuenciacion de novo de los

péptidos mas representativos por analisis MALDI-TOF-TOF.

La identificacion se realizé con el motor de busqueda MASCOT (técnica: Peptide Mass Fingerprint)
por comparacion de los espectros de masa obtenidos de la triptinizacion de las proteinas con los
espectros teodricos obtenidos de las bases de datos de las secuencias gendémicas del organismo
buscando un grado de homologia que permita aseverar la identidad de la proteina en cuestion

asignandole un score (http://www.matrixscience.com/help/pmf _help.html).
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De un total de 12 spots enviados a analizar, 8 resultaron ser el factor de elongacion 1-a (EF1-a),
dos no se identificaron, uno -el spot n° 3- contenia la subunidad R de la PKA, y finalmente el spot
n° 25 fue identificado como un proteina putativa con homologia a la monooxigenasa de la

biosintesis de ubiquinona COQ6 de S. cerevisiae.

Spot MMengel NUm. Deacceso’ MM tedrica Descripcion
(kDa) (kDa)
3 41 YALIOC04422g 40 Subunidad regulatoria de la PKA
5 44 YALIOC09141p 50 EFl-o
8 32 YALIOC09141p 50 EFl-a
10 45 YALI0C09141p 50 EFl-q
17 45 YALIOC09141p 50 EFl-a
20 28 YALI0C09141p 50 EFl-q
24 39 YALIOC09141p 50 EFl-a
25 41 YALIOC09042p 51 Putativa ubiquinona
monooxigenasa COQ6
36 35 YALIOC09042p 51 EFl-a
46 33 No identificada
52 36 YALIOC09042p 51 EFl-a
56 15 No identificada

Tabla 4.1. Identificacion de spots. 1Numero de acceso para base de datos
http://cbi.labri.fr/Genolevures/elt/YALI. MM, masa molecular.

4.6. Discusion

Durante los ensayos realizados en esta investigacién se lograron estandarizar y poner a punto
diferentes técnicas que permiten analizar el fosfoproteéma vinculado a la PKA. Se puso a punto la
técnica de acoplamiento covalente ente proteina A-sefarosa y el anticuerpo monoclonal anti-
fosfoSustrato de la PKA, se logro estandarizar el uso de la maquinaria 2D-PAGE, se
individualizaron spots diferenciales a partir del andlisis de réplicas de geles obteniéndose por

resultado la identificacion de un conjunto de proteinas en una primera tanda de ensayos.

Los spots 5; 8; 10; 17; 20; 24; 36 y 52 se encuentran en una misma region del gel y fueron

identificados como el EF1-a. Si bien fueron identificados como la misma proteina, cabe la
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posibilidad que sus variaciones isoeléctricas y/o masivas puedan deberse a modificaciones post-
traduccionales. A menudo EF1-a sufre modificaciones post-traduccionales como metilaciones

cuyos patrones no se encuentran conservados en las diferentes especies (Cavallius et al., 1993).

El EF1-a esta vinculado al transporte de los aminoacil-ARNt al sitio A de los ribosomas durante la
biosintesis de proteinas en su forma activa (con GTP unido en su dominio de uniéon a GTP). En
presencia de la hibridacién anticodon-codon correcta se hidroliza el GTP. EI GDP unido al factor se

inactiva y abandona el ribosoma para restituir nuevamente el GTP dentro de otro subcomplejo.

Teniendo en cuanta que el EFl-a esta involucrado en la biosintesis de proteinas no es
sorprendente que haya sido identificado como diana de la PKA. La fosforilacion del mismo
seguramente se vincule a cambios que afecten su actividad, favoreciendo o no la sintesis de
determinadas proteinas. Sabiendo que la morfogénesis, el metabolismo de fase estacionaria y la
respuesta a estrés estan influenciadas en parte por la via AMPc-PKA (Cervantes-Chavez et al.,
2009; Kronberg, 2013), parece probable que la actividad de dicho factor forme parte de la

regulacion de la sintesis de proteinas que ocurre durante estos procesos celulares.

El spot 25 fue identificado como la proteina putativa ubiquinona monooxigenasa Coqg6 de Y.
lipolytica (YALIOC09042p): una proteina relacionada con el metabolismo de la célula por estar
involucrada en la sintesis de ubiquinona y ésta formar parte de las reacciones de oxidacion-
reduccién que impulsa la sintesis de ATP en las mitocondrias. En S. cerevisiae cepas Acog6 son
viables pero no pueden crecer con fuentes de carbono no fermentables y son incapaces de
sintetizar coenzima Q acumulando uno de sus precursores. La proteina Coq6p se encuentra en la
matriz mitocondrial y estaria involucrada en algun paso de la sintesis de la coenzima Q (Gin et al.,
2003).

La ubiquinona (coenzima Q) es una benzoquinona liposoluble que contiene una larga cadena
lateral isoprenoide (6 unidades isoprenoides en este caso). Esta relacionada con el transporte de
electrones en la cadena respiratoria asociada a la membrana mitocondrial. Per se reduce oxigeno
molecular por incorporacién de un atomo de oxigeno en su sustrato y otro en agua. Al ser una
molécula pequeiia e hidrofébica funciona como lanzadera de equivalentes de reduccién
desplazandose libremente en la bicapa fosfolipidica de la mitocondria. Que su sintesis se
encuentre regulada por la PKA podria no solo vincularse a su influencia sobre alguna ruta

metabdlica sino también a la modificacién del metabolismo celular entero.

Una busqueda de sitios de fosforilacion utilizando las herramientas informaticas del ExPASy
(NetPhosK 1.0, NetPhosYeast 1.0, NetPhos 2.0) revelaron en las secuencias aminoacidicas de

EF1-a y de Coq6 de Y. lipolytica varios residuos putativos de serina y treonina susceptibles de ser
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fosforilados por la PKA (score>0,6). Sin embargo, es conveniente la realizacién de nuevos estudios
con el fin de confirmar que las proteinas identificadas son efectivamente sustratos de la PKA,
pudiéndose complementar con analisis in vivo/in vitro para tal fin.

Otra proteina identificada fue la subunidad R de la PKA, si tenemos en cuenta que ésta es
autofosforilada (ver 1.3.), el resultado es coherente con lo esperado. Inclusive fue nuestro control
positivo por conocer de antemano que se trata de una proteina blanco de PKA (Kronberg et al,
2011).

Finalmente, las técnicas aqui desarrolladas pueden ser utilizadas en otros trabajos de protedmica,
pues resultan ser una herramienta para el inmunoenriquecimiento de fosfoproteinas, pudiendo

aplicarse también a otros sustratos cambiando los anticuerpos que se acoplen a la resina.

Este trabajo es un aporte a la investigacion béasica de la via del AMPc-PKA en Y. lipolytica.
Recordando su homologia con otros hongos dimoérficos patdgenos esta investigacion puede
aportar algin dato que permita el desarrollo de tratamientos o aplicaciones biotecnolégicas con
fines industriales, farmacéuticos, o bien en otras investigaciones afines, pudiendo otorgar bases en
la comprension que paulatinamente se logra a través de la investigacion sistematica en el area de

la Biologia y las ciencias en general.
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Capitulo 5-Conclusiones vy perspectivas.

5.1. Conclusiones

e Fue puesta a punto la técnica para identificacion de sustratos fosforilados por la PKA
mediante protedmica comparativa.

e Se identificaron EF1-a; una proteina putativa con homologia a la monooxigenasa de la
biosintesis de ubiquinona Coq6 de S. cerevisiae Yy la subunidad regulatoria Rkal de la
PKA.

e Se demostré la posibilidad de utilizar anticuerpos contra fosfoserina/treonina para la
realizacion de un estudio global de las proteinas target de la PKA. Si bien el
inmunoenriquecimiento con este anticuerpo involucra interacciones inespecificas; al contar
con el modelo de cepas Atpkl/wt, se logra descartar las proteinas contaminantes por un

andlisis comparativo.

5.2. Perspectivas

A partir de la técnica puesta a punto en este trabajo podrian determinarse los sustratos de la PKA
especificos para cada proceso fisiolégico de via de transduccidon de sefiales AMPc-PKA

(crecimiento vegetativo, transicion levadura-micelio, respuesta a condiciones de estrés, etc)

La identificacion de EFl-a y la proteina putativa con homologia a la monooxigenasa de la
biosintesis de ubiquinona Cog6 de S. cerevisiae como posibles sustratos de la PKA, abre el
camino al estudio del papel que juega la fosforilacion en la regulacién de la actividad de estas

proteinas y su afluencia en las rutas metabdlicas en que éstas participan.

Retomando la investigacién realizada quedan a disposicion los resultados para continuar con el
estudio de la via AMPc-PKA de Y. lipolytica; recordando su rol en la morfogénesis y la implicancia
de ésta en la virtulencia de hongos patdgenos; resulta tentador realizar analogias para el control

morfogénico, con el cuidado y dedicacion que semejante comparacion requiere.
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Apéndice: Buffers, soluciones y geles.

Nota: Para todas las soluciones se utilizd H,O mili-Q

Buffers:

PBS 10X: Llevar a pH=7,4

= NG 80g
) P 29
= U NAZHPO . e 14,49
— KOHP O . 2,49
= H O 800mL
Llevar a pH=7,4
RIS e e 20mM
N . 150mM
MOC D e e 10mM
E D T A e 1mM
B G T e ImM
Adicion de inhibidores:
Inhibidores de proteinas (en pastillas).............cooeiiiiiiiiiiiiiniien. 1/25mL
Inhibidores de fosfatasas (en pastillas).............ccccooeiiiiiiiiinn.. 1/100mL
N aE 10mM
A P 1ImM
AP 0.1mM

GlICINA. .. e 144g
S DS e 10g
RIS o 309

Buffer Transferencia: pH=9,2

TIS-HC . .., 15mM
GlICINA. oottt e 40mM
S DS e 0.040%



Y (51721 1 o) D 20%

TBST:
e b 4 1o S [ O P 25mM
— NG 150mM
— U TWEEN- 20 . .. 0,05%
TBST-Leche:
— TBST

— Leche en polvo descremada 5%
Solucion de Bradford 10X:

— 100mg Coomassie Blue en 50mL CH3;0H
— Agregar 100MI de H3PO,4 85%
— Llevar a volumen final=200mL con H,0

Ponceau:

— Ponceau 0.1%
— Acético 5%

Revelado TNM:
= THS-HCLPH=O, 5. e 100mM
= NG 100mM
G g 100mM
Eluyentes:
— Gl PH= . 0,1M
— FOSTato PH=12. .o 0,IM
Geles:

Poliacrilamida 12%o:

— Buffer TRIS 1,5M pH=8,8. ... e 2,5mL



= SDIS 090 et 100uL
= U PSA 090 e 80uL
e =1 0=« 8uL

= HO 4,00mL
— Buffer TRIS 1,5M pH=8,8 ... e 2,5mL
— Acrilamida-Bisacrilamida 30% ..........ccooiiiiiii 3,3mL
—  SD S 1000, e 100puL
P S A 000 80uL
i K= 11 1<« B PR 8uL

= HO 4,00mL
— Buffer TRISO,SM pH=06,8 ..ot 2,5mL
— Acrilamida-Bisacrilamida 30% ......oovnniiii 3,3mL
— SIS 100 o e 100uL
= P S A L0 o 80uL
e =1 0=« 8uL

Otras soluciones utilizadas:

— NaBsO7. 10 H, O PH=9 Lo 0,2M
—  GlICINA PHE . 0,1IM
NP0 0,1% m/v
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