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Resumen

Uno de los objetivos de esta tesis de licenciatura fue investigar la localizacion subcelular de la subunidad
regulatoria (R) de la proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA). En C.albicans, la subunidad R esta
codificada por un Unico gen BCY1, mientras que la subunidad catalitica (C) esta codificada por dos genes,
TPK1y TPK2.

Resultados previos de nuestro laboratorio demostraron que en células carentes de subunidad R la protei-
na Tpkl esta distribuida en toda la célula, mientras que en células que expresan niveles normales de la
subunidad R la proteina se localiza predominantemente en el nicleo. Estos resultados sugieren, que al
menos para la isoforma Tpklp, su localizacién es dependiente de la localizacion de Beylp (Cassolay col.,
2004), infiriendo de este dato que uno de los posibles roles de R es localizar a C dentro del nicleo.

Con el objeto de evaluar la localizacion de la subunidad R en C.albicans se construyeron fusiones
gendmicas en las cuales se insertd el gen de la Proteina Verde Fluorescente (GFP) rio abajo del gen BCY1,
de manera que se expresara la proteina de fusion Bcy1-GFP. Estas construcciones se llevaron a cabo en las
cepas mutantes que carecen de: laisoforma Tpklp, o de laisoforma Tpk2p, o de laisoforma Tpk2p y de un
alelo de BCY1. Las nuevas mutantes generadas fueron denominadas respectivamente RG09, RG05 y RGO1.

La observacion por microscopia de fluorescencia de células en fase estacionaria mostrd que en todas las
cepas que portan la fusion, la proteina Bcy1-GFP esta distribuida tanto en el nlicleo como en el citoplasma.

Por otra parte, se midieron los niveles de proteina R en la cepa tpk2 (portadora de los dos alelos salvajes
de BCY1), en la cepa tpk2 BCY1/bcyl (un Unico alelo) y en la nueva cepa RGO1 (un Unico alelo de R
fusionado a GFP). Los resultados indicaron que la cantidad de proteina detectada se correlaciona con el
ndmero de alelos presentes en la célula. En cuanto a la cepa RG01, los niveles de expresion de R resultaron
menores que los de la cepatpk2 BCY1/bcyl, sugiriendo que la fusion dificulta la expresion y/o estimula la
degradacion de esta subunidad R modificada.

Al estudiar la actividad de fosfotransferasa en la cepa heterocigota para la delecién de BCY1, tpk2
BCY1l/bcyl, y en la cepa que presenta la fusion, RG01, se encontré que la ausencia de uno de los alelos
gue codifican para la subunidad R se traduce en una ligera disminucion de la actividad catalitica y en una
pérdida casi total de la dependencia de AMPc.

Resultados previos de nuestro laboratorio demostraron que las dos isoformas de la subunidad C, Tpklp
y Tpk2p, tienen un efecto positivo en la induccidn del crecimiento filamentoso en C. albicans; sin embargo
en un trabajo reciente, también del laboratorio, se encontré que la cepa tpk2 bcyl (carente de los dos alelos
de BCY1), a pesar de poseer actividad catalitica (Tpk1p) constitutivamente activa, resulté ser agerminativa.

En base a estos resultados nos propusimos analizar el comportamiento germinativo de la cepa mutante
gue posee un solo alelo de R (tpk2 BCY1/bcyl) y de la cepa derivada de ella en la cual el Gnico alelo BCY1
esta fusionado a GFP (cepa RGO01). Los resultados obtenidos mostraron que si bien la presencia de al
menos uno de los alelos que codifican para la subunidad R es necesaria para que la célula levaduriforme
germine en presencia de un inductor, la mutante tpk2 BCY1/bcyl presenta una morfologia levaduriforme
anormal, compuesta por células grandes que han perdido la forma ovoide caracteristica. En cuanto a la
aparicion de hifas verdaderas, este evento es minoritario en comparacion a la gran proporcion de pseudohi-
fasy a la formacién de hifas que apicalmente generan un engrosamiento y por ende una forma aberrante.
Estos resultados junto a aquellos que muestran una baja dependencia de AMPc de la actividad de PKA de
las cepas portadoras de un solo alelo de BCY1, sugieren que la presencia de una PKA regulada (mediante
la expresion de ambos alelos que codifican para R) es necesaria para que el fenotipo germinativo sea
normal. Las caracteristicas mencionadas anteriormente son compartidas por la cepa RGO01, la cual no
presenta otras alteraciones significativas, indicando que ni la fusién ni los menores niveles de R detectados
en esta cepa interfieren con la transicion dimarfica.

1. Candida albicans, generalidades

Candida albicans es un hongo patégeno oportunista de vertebrados homeotermos, causante de una de
las micosis mas comunes y con mayor incidencia mundial entre los seres humanos: la candidiasis. El
creciente interés médico por C. albicans como un agente causante de esta infeccién, trajo como conse-
cuencia un mayor interés en estudios basicos sobre la genética y virulencia de este patégeno. C. albicans
es un hongo diploide perteneciente a la familia Ascomicota, clase Saccharomycetes, orden Saccharomyce-
tales, subclase Saccharomycetales anamorficos, género Candida. Se reproduce asexualmente por gema-
cién con produccion de blastosporas. Dado que no se le conoce ciclo sexual es considerada una levadura
imperfecta.
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Figura 1 A. Morfologias de C. albicans. (a) blastosporas, células ovoides; (b) pseudohifas, las constricciones de la
pared celular muestran claramente que estas células son cadenas de blastosporas y no hifas verdaderas; (c) se observan
pseudohifas con mayor aumento; (d) micelio o hifa verdadera, las constricciones en los septos son minimas o no se observan
(tomado de Odds, 1988).

Figura 1 B. Representacion esquematica de las diferentes formas de C. albicans y su interaccion. Las lineas de
puntos indican a las células hijas y las regiones de expansion celular. La flecha en el primer cuadro marca la posicion de la
clamidospora (tomado de Ernst, 2000).

C. albicans es un organismo polimérfico capaz de desarrollarse como células esféricas simples: blas-
tosporas o clamidosporas, 0 como células alargadas que pueden ser hifas multicelulares verdaderas o
pseudohifas. Bajo ciertas condiciones ambientales las células sufren cambios morfogenéticos tendiendo a
adoptar alguna de las siguientes formas de crecimiento filamentoso: hifas verdaderas, formadas por células
muy alargadas y cilindricas que crecen por extension apical continua separadas por paredes septadas
perpendiculares, o pseudohifas que constituyen un estadio intermedio entre la levaduray el micelio, en el
cual las células que forman los filamentos son alargadas pero aun elipsoidales (Odds, 1988). La pseudohifa,
a diferencia de la hifa verdadera, crece por brotacion unipolar: el brote se desarrolla como célula alargada
permaneciendo unido a la célula madre, detiene su crecimiento y reanuda la brotacién, dejando una cons-
triccién entre una célula y otra. Las clamidosporas son células esféricas de pared engrosada que se desa-
rrollan a partir de pseudohifas (Joshiy col, 1993). En la Figuras 1 Ay B se pueden observar las distintas
morfologias de C. albicansy la relacion entre ellas.

C. albicans se encuentra como comensal habitual de los tractos respiratorios, gastrointestinal, genito-
urinario y menos frecuentemente de la piel. La mayoria de las personas son portadoras sanas pero cuando
el portador presenta una depresion de su sistema inmunolégico, C. albicans se transforma en infeccioso
provocando la candidiasis.

La enfermedad causada por este hongo puede presentarse con distintos grados de severidad, existiendo
tres tipos basicos de infecciones: superficiales, localmente invasivas y sistémicas. Como consecuencia de
ello aparecen infecciones cutaneas, candidiasis oral, aftas, candidiasis vulvovaginal, etc., en general acom-
pafiando a otras enfermedades y/o desordenes fisioldgicos tales como obesidad, trastornos endocrinos. La
candidiasis también suele aparecer en pacientes sujetos a tratamientos prolongados con antibiéticos de
amplio espectro o sometidos a terapias esteroidogénicas. A diferencia de las infecciones superficiales o
localmente invasivas, la infeccion sistémica aparece en pacientes inmundeprimidos y puede poner en riesgo
su vida. En los ultimos 20 afios el aumento de casos de pacientes inmunodeprimidos ya sea por tratamien-
tos de quimioterapia, por padecer del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) o por haber sido
transplantados, se ve reflejado en una mayor incidencia de la candidiasis sistémica. Esta enfermedad es la
causa de muerte de aproximadamente la tercera parte de los enfermos de SIDA, de un tercio de los pacien-
tes leucémicos terminales y de un tercio de los pacientes que recibieron transplante de médula 6sea. Por
medio de la protedmica se han descripto recientemente una serie de proteinas, las cuales podrian ser Utiles
para el desarrollo de una futura vacuna (Fernandez-Arenas, 2004).

En la mayoria de las lesiones establecidas como candidiasis, el hongo puede encontrarse en la forma
levaduriforme o miceliana, de forma tal que la descripcién cualitativa de la morfologia de C. albicans en un
tejido no prueba ni descarta la relacion entre la mofologia y la patogenia (Odds, 1988). La relacion entre los
cambios morfogenéticos y la virulencia en C. albicans ha sido objeto de intensos estudios. El uso de
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mutantes del hongo permitié establecer una correlacién entre defectos en el crecimiento filamentoso y
deficiencias en su virulencia. Se ha postulado que la habilidad de cambiar su morfologia esta directamente
relacionada con su virulencia, ya que mutantes defectivas en el crecimiento filamentoso son menos virulen-
tas que sus contrapartes salvajes en modelos de ratones (Leberery col., 1997; Loy col., 1997; Gale y col.,
1998). Sin embargo, las mutaciones que afectan la formacion de hifas pueden modificar otras caracteristi-
cas celulares como la tasa de crecimiento, adherencia y expresion de factores de virulencia- que también
juegan un rol importante en el crecimiento del patdgeno in vivo (Kobayashi y Cutler, 1998). Estas modifica-
ciones podrian contribuir al fenotipo de algunas cepas mutantes, deficientes en la formacién de hifas, que
son menos virulentas que sus controles en modelos de infeccidn in vivo, sugiriendo que la pérdida de
virulencia no puede ser atribuida simplemente a la incapacidad de formar filamentos (Riggle y col, 1999). Se
postula que la forma miceliana podria estar involucrada en los estadios tempranos de invasion, facilitando la
penetracion en los tejidos (Anderson y Odds, 1985), adhiriéndose al epitelio (Kimuray Pearshall, 1978), y
evitando la fagocitosis (Smith, 1985), mientras que la forma levaduriforme se diseminaria mas facilmente
dentro del hospedador. Asi ambas formas de crecimiento jugarian roles importantes en la patogénesis.

2. Dimorfismo en C. albicans

El dimorfismo levadura-micelio exhibido por una gran variedad de especies flngicas puede definirse
como el proceso reversible por el cual el habito de crecimiento levaduriforme o unicelular se transforma por
alguna alteracion en las condiciones ambientales o de cultivo, en un habito de crecimiento filamentoso o
hifal (Stewart y Rogers, 1978). Este tipo de diferenciacion no constituye un proceso esencial en el ciclo
celular, sino que es una respuesta a un cambio en el habitat en el cual se desarrolla el hongo.

Es de destacar que la mayoria de las especies fungicas de importancia clinica son dimorficas; por lo
tanto la dilucidacion de los mecanismos que regulan las transiciones dimérficas es de gran importancia para
el control de un grupo de micosis cada vez mas relevante que afecta tanto al hombre como a los animales.
En este sentido, C. albicans provee un modelo relativamente simple y facil de manejar para el estudio de las
bases moleculares de la morfogénesis y de la posible relacion entre patogenicidad y morfologia.

Numerosos factores ambientales promueven la transicion a la forma miceliana en C. albicans: tempera-
tura, disponibilidad de oxigeno y cantidad de inoculo, pH y composicién del medio de cultivo, entre otros.

In vitro, la transicion levadura-micelio puede ser inducida por incubacion de los cultivos a 37°C en presen-
cia de ciertos compuestos tales como algunos L-aminoacidos (Land y col., 1975), N-acetil glucosamina
(NAcGlc) (Simonetti y col., 1974) o suero. El pH del medio de incubacién también puede actuar como
inductor de la germinacion: un pH cercano a 6,5 favorece el desarrollo filamentoso mientras un pH por debajo
de 6 estimula el crecimiento levaduriforme (Evansy col., 1975; Pollack y Hashimoto, 1987). Aunque no se
han dilucidado ain en forma completa los mecanismos moleculares involucrados en la transduccion de las
sefiales extracelulares gatilladas por estos factores, muchos de los elementos de las vias de sefializacién
se conocen y los estudios actuales estan orientados a profundizar en éstos basandose en los senderos ya
conocidos en otros sistemas.

El avance en el conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en el dimorfismo de C. albi-
cans ha sido lento en relacion al de otras levaduras por la dificultad intrinseca que trae aparejada su diploi-
dia, la ausencia de ciclo sexual y la utilizacion inusual de algunos codones (Santos y col., 1996), lo cual
dificulta la manipulacion genética impidiendo la identificacion de factores que contribuyen a la transicion
dimorfica y al aislamiento e identificacion de las mutaciones que afectan su patogenicidad.

Estas dificultades en la manipulacion de C. albicans han sido subsanadas en parte debido a la gran
conservacion evolutiva de las vias de sefializacion entre los hongos. Muchos de los genes involucrados en
las rutas de sefializacion en C. albicans conocidos hasta hoy han sido identificados funcionalmente usando
complementaciones genéticas en la levadura Saccharomyces cerevisiae. Estas complementaciones explo-
tan la habilidad que presentan los genes que codifican para proteinas de sefializacion de C. albicans de
suprimir defectos en los correspondientes genes de S. cerevisiae (Liu y col., 1994; Clark y col., 1995), o
bien de interferir (Whiteway y col., 1992) o activar constitutivamente (Leberery col., 1996) las correspondien-
tes vias de sefializacion en esta levadura. Mas recientemente, la secuenciacion del genoma de C. albicans
(http://wvww-sequence.stanford.edu/group/candida/) ha facilitado el aislamiento directo de genes involucra-
dos en la transduccion de sefiales sobre la base de similitud de secuencia con otros previamente identifica-
dos en S. cerevisiae. Sin embargo, el andlisis funcional de esos genes aldn permanece ligado a S. cerevi-
siae dado que en esta levadura estan mejor caracterizadas las correspondientes vias de sefializacion.

Como se describié anteriormente, el desarrollo filamentoso en C. albicans es inducido por una variedad
de factores ambientales. Actualmente estan parcialmente caracterizados varios senderos de transduccion
de sefiales asociados a los cambios externos.
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Se ha encontrado tambien relacién entre ciertas hormonas y algunos factores tréficos de mamiferosy la
transicion dimérfica de este hongo. Asi, se ha informado un efecto estimulatorio sobre la transicion dimor-
fica, (esteroides y gonadotrofina coridnica humana (hCG) (Caticha y col. 1992), prostaglandina E2 y &-
endorfina (Kalo-Klein y Witkin, 1990)). En nuestro laboratorio se ha demostrado por fluorescencia indirecta
que las células levaduriformes son capaces de unir glucagon, sugiriendo la presencia de receptores para
esta hormona en la membrana del hongo (Zelada y col. 1996). También se demostr6 que C. albicans posee
una adenilato ciclasa dependiente de Mg?* y activable por glucagon y nucleétidos guanina (Paveto y col.
1991). Ademas se corroboro la existencia de proteinas G triméricas en membrana del hongo (Paveto y col.
1992).

Tomados en su conjunto estos resultados sugieren que C. albicans es capaz de sensar cambios hormo-
nales del hospedador, los cuales son transmitidos al interior de la célula a través de la via de sefializacion del
AMPc, desencadenando en ciertas circunstancias, la transicion dimarfica.

3. Transduccion de sefales

La célula eucariota es una entidad altamente regulada capaz de responder a estimulos generados en su
entorno que desencadenan procesos tan diversos como la diferenciacion celular, proliferacién y morfogéne-
sis. Estos eventos de estimulo-respuesta ocurren a través de una secuencia de reacciones quimicas que
involucran enzimas especificas, proteinas regulatorias y otros factores. El primer paso en estas vias meta-
bélicas es la transformacidon del estimulo externo en una sefial intracelular por interaccion directa de este
estimulo con receptores especificos situados en la membrana plasmatica. Luego el mensaje intracelular se
traduce en modificaciones de las proteinas involucradas en la respuesta bioldgica.

3.1. Viade las MAP quinasas

Dentro de los mecanismos moleculares que controlan diversas vias de transduccién de sefiales en
eucariotas tiene un rol preponderante la superfamilia de GTPasas monoméricas Ras, involucradas en el
control del crecimiento celular y la diferenciacion. Las proteinas Ras oscilan en la célula entre una forma
inactiva unida a GDP y en una forma activa unida a GTP. La conversion de la forma activa a la forma inactiva
es mediada por una actividad GTPasa intrinseca. Las mutaciones que anulan esta actividad llevan a la
activacion constitutiva de las proteinas Ras induciendo la transformacién celular. En células de mamiferos la
forma activa de las proteinas Ras es capaz de estimular la cascada de MAP quinasas (Mitogen Activated
Protein Kinases). En S. cerevisiae existen 2 proteinas funcionalmente homélogas, Raslp y Ras2p (Kataoka
y col., 1985; Toda y col. 1985). Las células de S. cerevisiae carentes de ambas formas de Ras no son
viables, hecho que se ha atribuido al rol de Ras en la estimulacién de la via del AMPc, esencial para la
progresion de las células a través de la fase G1 del ciclo celular (Toda y col, 1985). Ras2p tiene en comuin
con las proteinas Ras de mamiferos la capacidad de activar la cascada de MAP quinasas. Esta cascada se
requiere en la transicién morfologica levadura-pseudohifa (Gimeno y col., 1992; Méschy col., 1996).

3.2. Via del AMPc

Algunos estimulos externos operan intracelularmente a través de moléculas conocidas como segundos
mensajeros. Los segundos mensajeros son reconocidos por proteinas blanco las cuales a su vez modulan
a otras proteinas de importancia regulatoria. El AMPc es uno de estos segundos mensajeros y esta involu-
crado en la transduccién de una gran cantidad de sefiales extracelulares en organismos eucariotas.

El sendero del AMPc comprende fundamentalmente un receptor de la sefial extracelular, una proteina
transductora (proteina G) y la enzima (adenilato ciclasa), la cual una vez activada por la proteina G es
responsable de la sintesis de AMPc. Las proteinas G triméricas en su forma inactiva estan formados por la
subunidad a unida a GDP, y un complejo formado por las subunidades b y g asociadas. El proceso de
activacion del sendero se produce por unién de un ligando agonista a su receptor, que promueve el intercam-
bio del GDP unido a Ga por GTP. La unidn de GTP produce cambios conformacionales en la subunidad a que
provocan su disociacion del dimero bg y consecuentemente su activacion. Este estado se mantiene hasta
gue el GTP es hidrolizado a GDP por la actividad GTPasa intrinseca de Ga; Ga-GDP se puede reasociar con
las subunidades bg volviendo asi al estado basal inactivo (Gilman, 1987; Taussig y Gilman, 1995). La subu-
nidad Ga activada (Ga-GTP) estimula a la adenilato ciclasa y como consecuencia aumenta el nivel intrace-
lular de AMPc. La actividad de la adenilato ciclasa puede ser inhibida a través de un mecanismo en que
intervienen proteinas inhibitorias (Gi) pertenecientes también a la subfamilia de las proteinas G triméricas.

El AMPc puede cumplir diversas funciones dentro de la célula, ya sea modulando el sendero de MAP
quinasas a través de su union a Epac (Exchange protein activated by cAMP), uniéndose y regulando la
funcion de una familia de canales ionicos, o mediando la activacion de la quinasa de proteinas dependiente
de AMPc (PKA). La activacion de la PKA resulta en la fosforilacion de numerosas proteinas tanto estructu-
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rales como regulatorias que participan en diferentes caminos metabdlicos (Fimia y Sassone-Corsi, 2001).

En el cierre de este proceso de transduccion de sefiales existen varios mecanismos conocidos, uno es
la hidrélisis o recaptacion de la hormona, otro es el bloqueo de la recepcién de la sefial a nivel del receptor
ya sea por destruccion o por internalizacién del mismo haciéndose inaccesible al agonista, o bien la hidro-
lisis del segundo mensajero llevada a cabo por la fosfodiasterasa de AMPc. Por otro lado, las fosfatasas de
proteinas encargadas de remover el grupo fosfato de las proteinas fosforiladas vuelven a las proteina a su
estado basal. Este sistema de regulacién provee a la célula de un mecanismo de control eficiente, flexible y
sensible dandole la posibilidad de responder a sefiales del medio a través de la modificacion de sus funcio-
nes metabdlicas.

El mecanismo de sefializacion AMPc/PKA opera tanto en organismos eucariotas superiores como en
inferiores. En S. cerevisiae se ha demostrado la existencia de los componentes de este sendero y se ha
establecido la ubicacion relativa de los mismos dentro del camino de transduccion de sefiales. Los resulta-
dos obtenidos en S. cerevisiae han servido de base para el estudio del sendero del AMPc/PKA en otros
hongos, entre ellos C. albicans como se vera méas adelante (Item 5).

4. Quinasas de proteinas

Es bien conocido el importante rol de la fosforilacion proteica como modulador de la actividad de protei-
nasy el papel crucial de las quinasas de proteinas como mediadoras intracelulares de las sefiales externas.
Las quinasas de proteinas conforman una familia diversa que comprende receptores de factores de creci-
miento, proteinas quinasas que controlan el ciclo celular y otras que modulan infinidad de reacciones meta-
bélicas.

Las quinasas de proteinas pueden ser clasificadas en dos grandes grupos segun el aminoacido que
fosforilan: aquellas que transfieren el grupo fosfato del ATP a los aminoacidos serina o treonina (Ser/Thr
quinasas), entre las cuales se encuentra ala PKA, y aquellas que lo transfieren al aminoacido tirosina (Tyr
quinasas). Existe un tercer grupo, las histidinas-aspartico quinasas, las cuales se autofosforilan en residuos
de histidina y le transfieren este fosfato a un residuo de aspartico.

4.1. Quinasa de proteinas dependiente de AMPc

En casi todos los sistemas estudiados la PKA existe en la célula en forma de una holoenzima tetramé-
rica inactiva formada por un dimero de la subunidad regulatoria (R) y dos subunidades cataliticas (C). La
subunidad R posee dos sitios de alta afinidad para la union de AMPc. La unién de las dos moléculas del
nucledtido es cooperativa y disminuye la afinidad de R por C produciendo la disociacién de la holoenzima en
un dimero de la subunidad regulatoria que mantiene el ligando unido y dos subunidades cataliticas monomé-
ricas activas. Se muestra a continuacion un esquema de la holoenzima y de su disociacién post-activacion.

Figura 2. Activacion de la proteina kinasa dependiente de AMPc.
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Inicialmente se identificaron dos isoenzimas de PKA, isoformas | y Il, aisladas a partir de musculo
esquelético y cardiaco (Beavoy col., 1974 y Rubin y col., 1974). Estas se separan en columnas de DEAE
celulosa, diferencia que se debe a la asociacion de la subunidad C con dos tipos de subunidad R llamadas
Rly RIl. Posteriormente las modernas técnicas de clonado revelaron gran heterogeneidad en las subunida-
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des Ry C mostrando la existencia de multiplicidad de isoenzimas de la PKA. Asi, se han identificado dos
formas de la subunidad RI (Rla y RI4) y dos de la subunidad RIlI (Rlla y RIl4), todas ellas productos de
diferentes genes. También se han descripto variantes de Rla provenientes de splicing alternativo. Respecto
de la subunidad C se han identificado tres isoformas (Ca, Cay Ca) y variantes de splicing alternativo de Ca
y Ca. Las subunidades Rl y RIl contienen un dominio de dimerizacién en su extremo N terminal, una region
responsable de su interaccién con C (regién bisagra) y finalmente en el extremo C terminal dos sitios de
uniéon a AMPc (sitios Ay B), probablemente como resultado de duplicacion génica. La region bisagra de RI
interactia con el sitio catalitico de C en la holoenzima y en el caso de Rl resulta fosforilada por C en una
reaccion intramolecular. En la holoenzima tetramérica solo esta expuesto el sitio B de unién a AMPc; la
unién del nucledtido ciclico a este sitio promueve en forma cooperativa la union al sitio A como resultado de
un cambio conformacional de la molécula (para una revision ver Skalhegg y Tasken, 2000)

Para la mayoria de las PKAs caracterizadas, la masa molecular para la subunidad C es de alrededor de
40 kDa, la de RI 49 kDa y la de RII 55 kDa; la masa molecular estimada para las holoenzimas | y Il es de
aproximadamente 180-200 kDa que corresponde a los respectivos tetrameros RI,C, y RII,C,.

La PKA transfiere el grupo fosfato g del ATP aresiduos serina o treonina de diferentes sustratos protei-
cos. Las secuencias consenso reconocidas por la PKA son R-R-x-S/T y R-x-S/T, se caracterizan por la
presencia de uno o dos residuos basicos, separados por un aminoacido cualquiera respecto del aminoacido
aceptor. Para la medicion de la actividad fosfotransferasa de las quinasas de proteinas se utilizan péptidos
gue contienen la secuencia canénica respectiva; en el caso de la PKA se utiliza el kémptido, heptapéptido
sintético, que contiene el sitio de fosforilacion de la piruvato quinasa de higado porcino, LRRASLG, (Kempy
col., 1977). El reemplazo de un aminoécido fosforilable por otro amino&cido no fosforilable, como alanina, a
menudo resulta en pseudosustratos que se unen a la enzima pero no pueden ser fosforilados, y en conse-
cuencia actian como inhibidores competitivos.

5. Transduccioén de sefiales y dimorfismo en C. albicans

En C. albicans se han identificado vias de sefializacion relacionadas con las ya conocidas en S. cere-
visiae. Como se comento anteriormente, los genes que codifican para los distintos componentes de estas
vias fueron identificados por homologia con su contraparte en S. cerevisiae, o por su habilidad de comple-
mentar defectos asociados en mutantes de esta levadura.

Las vias de transduccion de sefiales relacionadas con el dimorfismo en C. albicans son complejas y
parecen no ser completamente independientes una de la otra. A nivel de proteinas transductoras, en C.
albicans se ha identificado una proteina homologa a Ras1p, CaRaslp. Raslp no es esencial para la super-
vivencia de las células de C. albicans, pero su eliminacion provoca un marcado defecto en la formacion de
hifas verdaderas en respuesta a suero y otras condiciones (Feng y col., 1999). Mas recientemente se ha
demostrado que Raslp es parte tanto del sendero de MAP quinasas como del AMPc/PKA (Leberery col.,
2001).

Otras proteinas transductoras de S. cerevisiae implicadas en el crecimiento pseudohifal han encontrado
su homoélogo en C. albicans. Este es el caso de CaCdc42p que pertenece también a la superfamilia Ras. La
funcién de Cdc42p en C. albicans parece ser importante en el crecimiento polarizado tanto de las células
levaduriformes como de la forma filamentosa (Ushinsky y col., 2002). Teniendo en cuenta la homologia
funcional con Cdc42p de S. cerevisiae se ha propuesto la ubicacién de CaCdc42p en un paso previo a la
cascada de las MAP quinasas (Sanchez-Martinez y Perez-Martin, 2002) (ver Figura 3).

Recientemente se ha encontrado en C. albicans el gen GPA2 que codifica para un homélogo de la
subunidad a de una proteina G (Sanchez-Martinez y Perez-Martin, 2002). Células de C. albicans nulas para
el gen GPA2 muestran defectos en la transicién morfogenética en respuesta a diversas condiciones, pero no
en respuesta a suero. Estos defectos no son revertidos por la adicion exégena de AMPc. Se ha encontrado
evidencia de que el producto del gen GPA2 es requerido para la regulacion de la via de sefializacion de MAP
guinasas (Sanchez-Martinez y Perez-Martin, 2002) (ver Figura 3).

5.1. Via de sefializacién por MAP quinasas

En C. albicans se han identificado homologos de practicamente todos los componentes que integran el
sendero de MAP quinasas en S. cerevisiae. Asi, el factor de transcripcion Cphlp, ultimo elemento de la
cascada, es homologo al factor de transcripcion Stel12p (Liu y col., 1994). Ste12p regula el apareamiento y
el crecimiento pseudohifal en S. cerevisiae (Madhaniy col., 1997). De la misma forma que Stel2p en S.
cerevisiae, Cphlp es regulado por una cascada de quinasas (Figura 3). Esta cascada consiste en las
quinasas Cst20p (homélogo a Ste20p), Hst7p (homdlogo a Ste7p) y Ceklp (homologo a Fus3p y Ksslp)
(Lengelery col., 2000). Todas las mutantes de C. albicans que carecen de estos genes (CST20, HST7 y
CEK1) son defectivas en el desarrollo filamentoso en medio sélido en respuesta a diferentes condiciones de
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induccion. Sin embargo, la eliminacion de estos genes no afecta la produccién de hifas inducida por suero
(Liu y col., 1994; Kohler y Fink, 1996; Leberer y col., 1996). Un componente homélogo a Stellp de S.
cerevisiae ha sido identificado en el secuenciamiento del genoma de C. albicans, pero esta putativa MAP
quinasa aln no ha sido ubicada formalmente en la cascada de sefializacion (Sanchez-Martinez y Perez-
Martin, 2002).

La cepade C. albicans mutante en el factor de transcripcion Cphlp es defectiva en la filamentacion y en
la induccidn de genes asociados con la elongacién celular en ciertos medios liquidos pero no en respuesta
a suero (Liu, 2001). En C. albicans el gen CPP1 codifica para una fosfoproteinfosfatasa de tirosina (Whi-
teway y col., 1993), similar a la MAP quinasa fosfatasa Msg5p de S. cerevisiae (Doi y col, 1994). La
eliminacion de CPP1 en C. albicans desrreprime la transicién levadura-micelio, sugiriendo que Cpplp tiene
una funcién inhibitoria de dicha transicidn. Se cree que Cpplp regula el estado de fosforilacion de Ceklp
(Csanky col., 1997) (Figura 3). Sin embargo, esta cepa mutante, constitutivamente filamentosa, no presen-
ta una mayor virulencia que la de su contraparte salvaje. Estos resultados refuerzan la idea de que no hay
una correlacion biunivoca entre crecimiento filamentoso y virulencia.

5.2. Via de sefializacion por AMPc-PKA

El rol del AMPc en el desarrollo y morfogénesis de los hongos ha sido intensamente estudiado. Existen
numerosas evidencias de la intervencion del AMPc en la diferenciacion de distintos hongos (Kronstad y col.,
1998; Madhaniy Fink, 1998).

En C. albicans Niimiy col. (1980), Sabie y Gadd (1992) y Niimi (1996) encontraron que la germinacion
esta relacionada con altos niveles intracelulares de AMPc. También observaron que se incrementa la forma-
cion de tubos germinativos por aumento de la concentracion intracelular del nucleétido ciclico provocada por
la inhibicion de su diesterasa especifica o por el agregado de dbAMPc al medio de cultivo.

Resultados previos de nuestro laboratorio mostraron una caida de los niveles de AMPc en un estadio
temprano de la morfogénesis seguido de un aumento gradual a lo largo del proceso de formacion de micelio
(Egidy y col., 1990). Posteriormente se demostro que el agregado al medio de cultivo de compuestos que
llevan a un aumento de los niveles de AMPc, vg. teofilina (inhibidor de la fosfodiesterasa de AMPc), dbAMPc
(andlogo permeable del AMPc) o glucagon producen una marcada estimulacion en la formacién de tubos
germinativos cuando las células son inducidas con NAcGIlc o con suero (Zelada y col., 1996). Asi también,
mostramos que in vivo dos inhibidores permeables de la PKA, myrPKI y H-89, bloquean el crecimiento
filamentoso inducido por NAcGlc, pero no por suero (Castilla y col., 1998). En conjunto, estos resultados
indican que el sendero del AMPc/PKA cumple un rol central en la morfogénesis de C. albicans, asi como de
la existencia de una via alternativa, probablemente independiente de PKA en la induccién por suero.

En afios recientes se han identificado en C. albicans genes homélogos a los involucrados en la via de
sefializacion por AMPc descripta en S. cerevisiae. Esta via es muy similar a la encontrada en S. cerevisiae
en cuanto a localizacion y funcion (actividad) de los componentes homélogos. Recientemente se ha aislado
y caracterizado funcionalmente el gen CaCDC35 que codifica un homologo de la adenilil ciclasa en C.
albicans. La ciclasa no es esencial para el crecimiento de C. albicans, pero es necesaria para el desarrollo
filamentoso. Mediante experimentos de epistasis se ha propuesto que CaCdc35p actla rio abajo de Raslp
(Rochay col., 2001) (Figura 3). Aln no se ha establecido si el producto del gen GPA2 puede estar implicado
en la activacion directa de CaCdc35p en respuesta a sefiales externas.

En C. albicans, existen sdélo dos genes, TPK1y TPK2 (Sonneborn y col., 2000) que codifican para las
subunidad catalitica de la PKA y un tnico gen, BCY1 (Cassolay col., 2004) que codifica para la subunidad
regulatoria. A diferencia de S. cerevisiae, en donde sdlo una de las tres isoformas de la subunidad catalitica
(Tpk2p) es un activador y las otras dos (Tpklp y Tpk3p) son inhibidoras del crecimiento pseudohifal (Rober-
tson y Fink, 1998), ambas isoformas de la PKA de C. albicans son reguladores positivos de la morfogénesis
(Bockmhtil'y col., 2001; Cloutier y col., 2003) (Figura 3). Si bien Tpk1py Tpk2p tienen roles redundantes en
la induccién de la germinacion, el uso de mutantes que carecen de uno u otro gen ha permitido establecer
diferencias en cuanto a la importancia relativa de la intervencion de una u otra isoforma en la formacion de
hifas en distintos medios. Asi, Tpk1lp parece intervenir especialmente en la formacion de hifas en medios
inductores solidos, mientras que Tpk2p lo haria en la induccién de hifas en medio liquido (Bockmhdil y col.,
2001).

El factor de transcripcion Efglp es el tltimo componente de la cascada que lleva a la regulacion de genes
relacionados con la morfogénesis dependiente de AMPc. Este factor de transcripcion es una proteina basica
del tipo hélice-giro-hélice equivalente a Sok2p y Phd1p de S. cerevisiae. La cepa mutante efgl/efgl no
forma hifas verdaderas en la mayoria de las condiciones inductoras de la germinacién, incluyendo suero,
aungue si presenta formacion de pseudohifas en esta Gltima condicién (Lo y col., 1997). Esta cepa también
es defectiva en la induccion de genes relacionados con el crecimiento filamentoso. Sin embargo, en ambien-
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tes especiales estas mutantes son capaces de desarrollar hifas verdaderas, sugiriendo que Efglp es parte
de una via de sefializacion, pero no de la maquinaria celular involucrada en la formacion de las hifas (Brown
y Gow, 1999; Riggle y col., 1999; Sonneborn y col., 1999; Ernst, 2000). Hasta el momento sélo la cepa
doble mutante cphl/cphl efgl/efgl esincapaz de producir hifas y/o pseudohifas en presencia de suero.
Este resultado sugiere que el suero desencadenaria multiples vias de sefializacion en C. albicans, cada una
de las cuales seria capaz de inducir la morfogénesis (Lo y col., 1997).

En lainduccion de la germinacion, los niveles de ARN mensajero de EFG1 decrecen significativamente
antes de la aparicion de tubos germinativos, sugiriendo que Efglp es requerido en eventos tempranos
durante la formacion de hifas, por ejemplo, creando un estado de competencia para iniciar el crecimiento
filamentoso (Stoldt y col., 1997). Efglp posee un putativo sitio de fosforilacién para la PKA en la treonina
206. La sustitucion de la treonina 206 por alanina, lleva a un bloqueo en la formacion de hifas verdaderas,
mientras que la sustitucidn de la treonina 206 por glutamato (simulando un grupo fosfato) causa hiperfila-
mentacion (Bockmiihly Ernst, 2001). Aln se desconoce si Efglp es directamente fosforilado por alguna de
las isoformas de PKA de C. albicans (ver Figura 3).

5.3. Via de sefializaciéon por pH

En C. albicans la respuesta al pH esta mediada por una via de transduccién de sefiales conservada en
otros hongos. Como ocurre en S. cerevisiae y en Aspergillus nidulans la protedlisis del factor de transcrip-
cién RIM101 (PRR2) media la respuesta por pH (Porta y col, 1999; Ramony col., 1999; Davis y col., 2000).
La forma truncada de Rim101p causa la filamentacion y la expresion de genes inducidos por pH alcalino,
independientemente del pH del medio (El Barkani y col., 2000). Efglp es requerido para la filamentacion
inducida por Rim101p, pero no para la expresion de genes inducida por pH alcalino. Por lo tanto, Efglp
actuaria debajo de Rim101p o los dos factores actuarian en paralelo en la regulacién de la filamentacion (Liu,
2001) (ver Figura 3).

6. Represion de la filamentacion en C. albicans

Estudios del gen TUP1 de C. albicans indican que la filamentacion puede ser también reprimida. TUP1
codifica para un represor transcripcional que controla negativamente el crecimiento filamentoso. Es muy
probable que Tuplp sea parte de un complejo represor de la transcripcién que es llevado hasta los promoto-
res por proteinas de unidn a ADN especificas de secuencia. La mutante tupl/tupl de C. albicans muestra un
crecimiento pseudohifal constitutivo pero no es infectiva, mostrando nuevamente que el crecimiento pseudo-
hifal per se no implica una mayor virulencia de las células. Sorprendentemente, esta mutante no forma hifas
verdaderas frente a la induccién con suero, sugiriendo que la iniciacion de la via de transicion levadura-hifa
verdadera requiere la forma levaduriforme (Braun y Johnson, 1997). Braun y Johnson (2000) demostraron
mediante mutaciones simples, dobles y triples de los genes EFG1, CPH1 y TUP1, que los productos de
estos genes actlan en vias diferentes de la filamentacion, pero de manera aditiva (ver Figura 3).
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Componentes conocidos de la viade las MAP quinasas, de la via de AMPc/PKA y de la via de
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Figura 3. Vias de sefializacion en C. albicans.

7. Localizacion subcelular de la PKA en eucariotas superiores

La via de sefializacion del AMPc esta involucrada en la transduccién de una gran variedad de sefales
extracelulares en las células eucariotas. Es importante entonces comprender de qué manera se establece
una respuesta celular especifica a una sefial determinada. Uno de los mecanismos propuestos para explicar
esta especificidad es la localizacién de la PKA en membranas y organelas celulares en organismos eucario-
tas superiores a través de la interaccion con una familia de proteinas de anclaje (A Kinase Anchoring Pro-
teins, AKAPS) distintas pero funcionalmente homologas (Edwards y Scott, 2000; Dodge y Scott, 2000). Se
han identificado méas de 25 AKAPs, algunas de las cuales son productos de una compleja familia de genes
gue varian en el procesamiento de su ARNm (Colledge y Scott, 1999). Las AKAPs inmovilizan la PKA a
través de su union a las subunidades Rl y RIl. El médulo molecular que media la unién AKAP con RIl esta
altamente conservado; la secuencia de aminoacidos en este médulo es tal que adopta la estructura de una
hélice anfipatica, con residuos hidrofébicos alineados a lo largo de una de las caras de la hélice y residuos
cargados a lo largo de la otra cara (Carr y col., 1991). Los primeros 30 aminoéacidos de RII participan en la
unién a AKAP y promueven la dimerizacién de las subunidades RII, prerrequisito para la union a una AKAP
(Hausken y col., 1996). Las AKAPs ademas poseen una secuencia que dirige al complejo PKA-AKAP a
determinados compartimentos celulares ya sea por interaccién proteina-proteina que lo ubica en elementos
estructurales o por interaccién lipido proteina que lo ancla a las membranas. Algunas AKAPs tienen la
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capacidad de asociarse con otras quinasas y fosfatasas formando un complejo transductor de sefiales (para
una revision ver Griffioen y Thevelein, 2002).

Respecto a la localizacién celular de las subunidades de la PKA una vez disociada la holoenzima, se ha
demostrado que la subunidad C se transloca al nicleo mientras que la subunidad R permanece en el
citoplasma. Cuando se microinyecta en el citoplasma subunidad C marcada con un fluorocromo se observa
gue también se transloca rapidamente al nicleo (Fantozziy col, 1992). El mecanismo de translocacién no
se conoce con exactitud; la mayoria de las proteinas con destino nuclear poseen secuencias especificas
de localizacién que no fueron detectadas en C. El hecho de que C pueda regresar al citoplasma al bajar los
niveles de AMPc lleva a pensar que muy probablemente la translocacién de C ocurra por difusién. En
eucariotas superiores se sabe que la actividad de la PKA es regulada negativamente por el inhibidor ter-
moestable especifico PKIl ademas de serlo por la subunidad R. Se conacen tres isoformas del PKI (a, by g),
codificadas por distintos genes, cada uno de los cuales tiene distinto patron de expresion. El PKI también
ingresa al nicleo y se propone que podria actuar como una chaperona en la exportacion nuclear de la
subunidad C y por lo tanto influenciar la disponibilidad de PKA en el ndcleo (Fimia y Sassone-Corsi, 2001).

Si bien no se puede descartar la posibilidad de que la subunidad C tenga influencia en eventos nucleares
en forma indirecta mediante la fosforilaciéon en el citoplasma de factores que luego puedan ser transportados
al ndcleo, la translocacion de C al ndcleo parece representar en si un importante paso en la transduccién de
sefiales que regulan la actividad génica (Meinkoth y col., 1993).

Se ha probado que también RIIb es capaz de translocarse al nlicleo en células tumorales, y se postula
que podria cumplir una funcién como factor de transcripcion capaz de interaccionar fisica y funcionalmente
con un elemento CRE (Srivastavay col., 1998).

El mecanismo por el cual el AMPc afecta eventos nucleares tales como la actividad transcripcional de
genes eucariotas ha sido motivo de estudio desde hace muchos afios (Nigg, 1990). El control transcripcio-
nal de la expresion de genes involucra interacciones proteina-ADN y proteina-proteina. En células eucario-
tas la respuesta transcripcional a un aumento en los niveles de AMPc producido por diferentes estimulos es
mediada por una familia de secuencias especificas en el ADN llamadas secuencias CRE. Estas secuencias
se encuentran ubicadas en la regién promotora de varios genes y contienen la secuencia consenso TGACG-
TCA (Borrelliy col, 1992). A su vez, en células que responden al AMPc se encontr6 un grupo de proteinas
(CREB, CREM) que se unen a esas secuencias. Se encontré que CREB fosforilada por la subunidad C
estimula la transcripcién de genes que responden al AMPc (Hagiwara y col, 1993).

¥ -' PREC

Figura 4. Localizacién de la PKA en eucariotas superiores. Se muestra la interaccién con
proteinas de anclaje (A Kinase Anchoring Proteins, AKAPS).
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8. Localizacién subcelular de la PKA de S. cerevisiae

En S. cerevisiae se ha demostrado, mediante la expresion ectopica de proteinas fusionadas a la proteina
verde fluorescente (GFP), que la subunidad R de la PKA (Bcylp) y una de las isoformas de C (Tpklp)
asociada a ella estan localizadas predominantemente en el ntcleo de células en fase de crecimiento loga-
ritmico (Griffioen y col., 2000). En mutantes que no sintetizan el nucleétido ciclico la disociacion de la PKA
nuclear por el agregado exdégeno de AMPc permite observar la aparicion de una fraccion significativa de
Tpklp en el citoplasma, mientras que Bcylp permanece en el niicleo. Este resultado muestra que Tpklp no
posee la capacidad intrinseca de concentrarse en el ndcleo y que su acumulacion nuclear es dependiente
de la interaccién con la subunidad R. Se ha encontrado también que el extremo N terminal de Bcylp es
necesario y suficiente para su localizaciéon nuclear. En células en fase estacionaria o crecidas en fuentes de
carbono no fermentables, tanto Bcylp como Tpklp estan distribuidas en nudcleo y citoplasma. Estos resul-
tados indican que la localizacion subcelular de la PKA de S. cerevisiae depende de la fase de crecimiento y
de la fuente de carbono utilizada. Se ha observado un retardo en la proliferacion de células mutantes que
son incapaces de concentrar en el nlicleo Becylp, denotando que seria de suma importancia la remocion de
Bcylp del citoplasma, ya que podria interferir con procesos metabolicos necesarios para retomar el creci-
miento rapido (Griffioeny col., 2000).

Se ha propuesto un modelo para explicar el mecanismo que regula los cambios en la distribucién subce-
lular de la PKA en el cual juega un rol fundamental el estado de fosforilacion de R por una quinasa especifica
(Griffioeny col., 2001).

9. PKA de C. albicans

En un trabajo previo de nuestro laboratorio se purificé y caracterizé la PKA de C. albicans (Zeladay col,
1998). La holoenzima purificada a partir de células levaduriformes posee una estructura tetramérica (de 287
kDa) formada por dos subunidades cataliticas que presentan una masa molecular inusualmente alta (aproxi-
madamente 78 kDa) y de dos subunidades regulatorias de 64 kDa. La holoenzima es completamente
dependiente de AMPc. Las Kms calculadas para el ATP y el kemptido son de 30 y 60 mM respectivamente.
La subunidad R es del tipo Il, es fosforilada por C en una reaccién intramolecular y une 2 moles de AMPc por
mol de mondémero. Utilizando la subunidad R expresada en E. coli, tanto en su forma nativa como mutage-
nizada en el sitio de autofosforilacion, demostramos que la autofosforilacion de R modula, in vitro, su interac-
cién con C (Zeladay col., 2002).

Como se menciond anteriormente, existen dos isoformas de la subunidad catalitica de la PKA que estan
codificadas por los genes TPK1y TPK2 (Bockmuhl y col., 2001; Cloutier y col., 2003). La mutante que
carece de ambos alelos del gen TPK2 (mutante tpk2) presenta una germinacion atenuada en presencia de
NacGilc, la cual es bloqueada completamente por myrPKI, un derivado permeable del PKI, indicando la
presencia de actividad de PKA involucrada en la morfogénesis pese a la eliminacion de TPK2. Esta actividad
medida in vitro es de solo un 10 % de la medida en la cepa salvaje. Se presentaron evidencias bioguimicas
y moleculares mostrando la existencia de un segundo gen que codifica para una subunidad catalitica de
PKA gue se expresa en células salvajes y en la mutante tpk2 (Cloutier y col., 2003). La existencia de este
gen, llamado TPK1, habia sido predicha por los resultados del Proyecto Genoma de C. albicans. Con
respecto a la subunidad R, existe una Unica isoforma codificada por el gen BCY1, nombrado de esta manera
por su homologia con su par en S. cerevisiae (Cassolay col., 2004).

10. Mutantes en C. albicans

Como se mencioné anteriormente la manipulacién genética de C. albicans se ve dificultada por su
diploidia y por la ausencia de ciclo sexual. Las mutaciones recesivas no son expresadas en estados de
heterocigosis y las mutaciones indeseables introducidas en el curso de mutagénesis al azar no pueden ser
eliminadas por cruzamiento genético. Sin embargo en los Ultimos afios la aplicacion de las técnicas moder-
nas de genética molecular y de un sistema de transformacion, inicialmente desarrollados en S. cerevisiae,
han subsanado algunos de estos problemas (Kurtz y col., 1990).

Aligual que en S. cerevisiae, la transformacion integrativa de C. albicans ocurre a través de recombina-
cién homologa y esta propiedad ha sido explotada para la mutagénesis dirigida de su genoma. Dado que C.
albicans es diploide, los alelos mutantes introducidos por transformacién deben presentarse en homocigo-
sis de manera de desenmascarar fenotipos recesivos. Esto ha sido logrado por transformaciones sucesivas
usando dos marcadores de seleccion diferentes (Kurtz y Marrinan, 1989) y mas recientemente por transfor-
macion secuencial usando el mismo marcador de seleccién (Gorman y col., 1991). Este ultimo método,
originalmente desarrollado en S. cerevisiae, ha sido aplicado a C. albicans usando el cassette Ura-blaster
(Fonzi e Irwin, 1993). Este cassette lleva repeticiones directas de genes bacterianos como HISG o CAT
separados por una copia del gen URA3 de C. albicans. A este cassette se le agregan regiones flanqueantes
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homologas al gen a eliminar que median la integracion de este cassette por recombinacion. La insercién de
este cassette es seleccionada a través de la funcién del gen URAS3 en cepas ura-. La utilidad de este
cassette reside en que la escision del gen URA3 ocurre frecuentemente a través de la recombinacion
homologa entre las regiones flanqueantes, y también a la existencia de un sistema de contra-seleccion. La
seleccién de los segregantes que han sufrido la escision se realiza en un medio conteniendo acido fluororo-
tico (5-FOA), toxico para aquellas levaduras que no eliminaron el gen URA3. De esta manera se recuperan
mutantes ura-. Una segunda ronda de transformacion es usada para eliminar el segundo alelo del gen en
cuestion (para unarevision ver Play col., 1996). Para identificar los transformantes en los cuales el cassette
se ha insertado correctamente en la secuencia blanco del genoma se utiliza tanto la técnica de PCR como
la de Southern blot.

El uso de estas técnicas de eliminacién de genes en C. albicans ha permitido crear cepas mutantes para
diversos genes, entre ellos algunos de los involucrados en la transicion morfogenética. La homologia funcio-
nal de los productos de estos genes con los ya conocidos en otras especies fungicas, principalmente S.
cerevisiae, ha permitido adjudicar la funciéon de cada uno de ellos. Los experimentos de epistasis en las
diferentes mutantes han permitido asignarle a los productos de estos genes una ubicacién dentro de las
cascadas de sefializacion antes descriptas.

11. Objetivos de este trabajo

En un trabajo previo se demostr6 que la localizacién de la isoforma Tpklp de la subunidad catalitica es
predominantemente nuclear en una cepa portadora de los dos alelos de BCY1, mientras que en la cepa tpk2
bcyl, carente de ambos alelos, la Tpklp se encuentra distribuida homogéneamente en toda la célula (Cas-
sola y col., 2004). Estos resultados sugieren que uno de los posibles roles de Bcylp es localizar a la
subunidad C dentro del nicleo.

Con el objeto de analizar la localizacién subcelular de la subunidad regulatoria de la PKA (Bcylp) se
encaro la construccion de la proteina de fusion Bcylp-GFP. Para ello se modificé a nivel genémico uno de
los alelos de BCY1, en el contexto del gen, de tal manera que resultase en la expresion de la proteina de
fusién Bcy1-GFP, a partir de su propio promotor, en distintas cepas de C. albicans (tpk1, tpk2 y tpk2 BCY1/
bcyl, ésta Ultima portadora de un Unico alelo de BCY1). La observacién por microscopia de fluorescencia de
las cepas portadoras de la fusion (RG09, RG05 y RG01) permitié determinar la localizacion de la proteina
Beyl.

Un segundo obijetivo consistio en el analisis del comportamiento germinativo de la cepa mutante tpk2
BCY1/bcyl, la cual carece de uno de los alelos de BCY1. Resultados previos de nuestro y otros laboratorios
demostraron que la PKA posee un rol positivo en la induccion del crecimiento filamentoso, permitiendo
suponer que la ausencia de subunidad R en la doble mutante tpk2 bcyl promoveria la aparicién de un
fenotipo constitutivamente germinativo, debido a la presencia de actividad enzimatica desregulada. Inespe-
radamente la doble mutante tpk2 bcy1 resulté en un fenotipo agerminativo (Cassola y col., 2004). Por lo
tanto procedimos a analizar el comportamiento germinativo de las cepas tpk2 BCY1/bcyl y RG01, lo cual
nos permitio establecer una correlacion entre los niveles de expresion de la subunidad R, dependiente del
namero de alelos presentes en la cepa, y el patron de germinacién de la misma.

1. Organismos y condiciones de cultivo

1.1. Candida albicans
1.1.1. Cepas

En este trabajo se utilizaron las cepas de C. albicans que se muestran en la Tabla 1. Las cepas fueron
mantenidas en placas de petri en medio YPD (extracto de levadura 1 %, Bacto peptona 2 %, glucosa 2 %)
agarizado suplementado con uridina 50 mg/litro (YPD + Uri) (cepas CAl4, H2D, tpkl y tpk2 BCY1/bcyl), 0
medio SD (Yeast Nitrogen Base 0,67 %, Glucosa 2 %) agarizado suplementado con aminoacidos (cepas
RG09, RG05 y RG01), y se repicaron cada 30 dias en medio fresco. Stocks de cada cepa se conservaron a
—70°C en medio YPD liquido conteniendo 15 % glicerol.
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Tahla 1. Cepas de & albicans utilizadas en este trabajo

Cepas Senotipo Fuente
CAl4 wradsh imm 43 uras; h imm 434 Fonzi e lrwin, 1993
tpki Lradon imm 434 ural o imm 434 Cloutier w cal., 2003

tokin Catltpkin Cat

H2D#* Lradoh imm 434 ura3 o imm 434 Cassolay col., 2004
tok2h Clatliph2i Cat

tpks BOYI beyi wradhimm 434fural; imm 434 Giagson, L., 2003
tok2i Cabitpk2 p Catf
beyid Cat/BCYI

RG09 wradod imm 434 wral 3 imm 434 Este trabajo
tokiA; Cabitpkl A Cat
BOVIIBCYI-GRFFP URAZ

RGOS wradhoimm 434 ural himm 434 Este trabajo
tok2A: Cabitpkz A Cat
BOYI/BCYI-GFP UURA3

RGOl urad himm d3duralhimm 434 Este trabajo
tok2h Cabtpk2 b Catf Boyi A Catf
BCOYI-GFP URAS

* De aqui en mas referida como tpk2

1.1.1. Cultivos

Para la obtencion de cultivos levaduriformes de las cepas CAl4, tpkl, tpk2 y tpk2 BCY1/bcyl las
células provenientes de cultivos en medio sélido se inocularon en medio liquido YPD + Uri. Los cultivos se
crecieron a 28°C con agitacion orbital de 200 rpm manteniendo una relacién atmdsfera medio de cultivo de
4:1. Estos cultivos se utilizaron como preinéculos para cultivos liquidos de volumenes variables de medio
YPD + Uri.

1.2. Escherichiacoli
1.2.1. Cepas

Para amplificar el plasmido conteniendo la secuencia utilizada como sonda en los experimentos de
Northern blot se utiliz6 la cepa E. coli DH-5a (F- de o R recAl end hsd R17 (r -, m +) supE44l- thil gyrA96
rel Al).

1.2.2. Cultivos

Las células se cultivaron en medio liquido LB (CINa 1 %, triptona 1 %, extracto de levadura 0.5 %). Para
crecer las bacterias en medio sélido se utilizé medio LB agarizado al 2%. Cuando fue necesario se agrega-
ron los siguientes antibiéticos: kanamicina (30 mg/ml) o ampicilina (50 mg/ml).

2. Condiciones de formacién de tubos germinativos

Las células levaduriformes provenientes de un cultivo en fase estacionaria se cosecharon por centrifuga-
cién a 5.000 rpm durante 5 minutos, se lavaron 2 veces con H,O destilada y se resuspendieron a una
densidad final de 2 x 10° células/ml en el medio descripto por Shepherd y col., (1980) cuya composicion es:
buffer imidazol 20 mM, pH 6.6; CI,Mn 0.2 mM, y NAcGlc 10 mM como inductor de la germinacion. El cultivo
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se incubo a 37°C con agitacién y la evolucién de formacién de tubos germinativos se monitored por micros-
copia de campo claro.

3. Manipulacion del plasmido GFP-URA3

3.1. Caracteristicas del plasmido GFP-URA3

Este plasmido posee un mddulo de amplificacién para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
formado por la secuencia de la proteina verde fluorescente (GFP) modificada para su éptima expresién enC.
albicans, seguido de la region terminadora de la transcripcion del gen de la alcohol deshidrogenasa (T, ,,,) ¥
del gen de la orotidina-5'-monofosfato decarboxilasa (URA3), ambos de C. albicans, este Gltimo conservan-
do su propio promotor. La amplificacion de este médulo por PCR con primers especificos da un producto de
3.200 pares de bases. Ademas este plasmido posee un origen de replicacion en bacterias y un gen de
resistencia a ampicilina como marcador de seleccion en bacterias (Gerami-Nejad y col. 2001). Este plasmi-
do fue cedido gentilmente por la Dra. Cheryl Gale.

3.2. Preparacion de bacterias electrocompetentes

Se inocularon 500 ml de medio LB con 5 ml de un preinoculo de células de E. coli DH-5a. El cultivo se
incubd a 37°C con agitacion hasta alcanzar una DO, de 0.5-0.7. Se dejo el cultivo en hielo durante 10
minutos y para los pasos subsiguientes se mantuvieron las células a 4°C. El cultivo se centrifugd durante 15
minutos a 4.000 rpm. Las células se lavaron tres veces con 500 ml de glicerol 10 % frio, y finalmente se
resuspendieron en 2 ml de glicerol 10 % frio. Las células se guardaron inmediatamente a —70°C.

3.3. Transformacion de bacterias electrocompetentes

Alicuotas de 40 ml de bacterias electrocompetentes se mezclaron con 25-50 ng del plasmido GFP-
URAS3 en frio. Las bacterias fueron transformadas por electroporacion usando un MicroPulser (BioRad, #
165-2100), y la seleccion de las transformantes se realizé en medio LB sélido con ampicilina (50 mg/ml). A
partir de colonias que crecieron en el medio de seleccion se obtuvieron cultivos liquidos en LB ampicilina, a
partir de los cuales se purificé el plasmido pGFP-URA3.

3.4. Mini preparacion de ADN plasmidico

Para las preparaciones de ADN plasmidico se utilizé el sistema Wizard Plus SV de Promega siguiendo
las instrucciones del fabricante. El plasmido purificado se guardé a —70°C, y una alicuota de 10 ml fue
sometida a digestién con BamHI y EcoRI para verificar que el plasmido purificado fuera el correcto.

4. Fusion de GFP a BCY1en C. albicans

Para lograr la fusién de GFP al gen BCY1 se utiliz6 la técnica desarrollada por Gerami-Nejad y col.
(2001). Este método utiliza primers para PCR con extremos 5 que corresponden a la secuencia blanco del
gen deseado, y extremos 3" que dirigen la amplificacion de GFP seguida por el marcador de seleccion URA3
a partir del médulo presente en el vector pPGFP-URAS. El ADN asi amplificado posee una secuencia 5’ con
homologia al gen, seguido de la secuencia de GFP en el marco de lectura correcto, un marcador de
seleccion (URA3), y una region de homologia 3’ corriente abajo del gen.

La amplificacion del médulo GFP-URAS, se realiz6 por la técnica de PCR utilizando como molde el
plasmido pGFP-URA3, y los primers:

5 GTTGTGGAGGTATTGAAAGAACAAGACCCTACAAAGAGTCAAGACCCAACTGCTGGTCATGGTGGT-
GGTTCAAAGGTGAAGAATTATT 3’ (directo)

5'CACGGCCGGATAACTTCAATAATGTTCAACCCATGGGAAGCTCGTTCATGCTGCCATCTCGTATCTAGA-
AGGACCACCTTTGATTG 3' (reverso).

El ADN para las transformaciones fue generado por PCR usando una mezcla de Taq ADN Polimerasa
(Promega)/Vent ADN Polimerasa (New England Biolabs) en una relacién 2:1. La mezcla de 50 pl estaba
compuesta por Cl,Mg 3.5 mM, buffer de PCR 10 X 5 pl, 0.4 mM de cada dNTP, 0.6 uM de cada primer, 4 U
de mezcla Tag ADN polimerasa y 0.1 pg de plasmido molde. Las reacciones fueron incubadas durante 4
minutos a 94°C, posteriormente sometidas a 25 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 60°C, 3 minutos a
72°C, seguidos de 10 minutos a 72°C. Los productos de 10 reacciones de amplificacién (aproximadamente
2 mg de ADN) se reunieron, se precipitaron con etanol y se resuspendieron en 50 ml de H,0 MilliQ. EI ADN
asi obtenido se utiliz6 para transformar células levaduriformes de C. albicans de las cepas CAl4, tpk2, tpkl
y tpk2 BCY1/bcyl utilizando la técnica descripta por Wilson y col. (1999).
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5. Transformacioén de levaduras

Se utilizo el protocolo descripto por Wilson y col. (1999). Se utilizaron como inéculos 2 ml de las cepas
CAl4, tpk2, tpklytpk2 BCY1l/bcyl crecidos en medio YPD + Uri durante una noche a 28°C, para 50 ml
de medio de cultivo YPD + Uri. Estos cultivos se incubaron a 28°C hasta una OD,  de 0.7. Las células se
cosecharon, se lavaron con 5 ml de buffer LATE estéril (AcOLi 0.1 M; Tris-CIH 10 mM, pH 7.5; EDTA 1 mM)
y se resuspendieron en 0.25 ml de buffer LATE estéril. Una alicuota de 0.1 ml de esta suspension se incubd
a 28°C por 30 minutos con 50 mg de ADN de esperma de salmén y 2 mg del producto de amplificacion GFP-
URA3 (ver item 4). Terminada la incubacion se agregé 0.7 ml de buffer PLATE estéril (polietilenglicol 3350 40
% en buffer LATE) y se resuspendio en vortex por 2 segundos. La suspension de células se incubd toda la
noche a 28°C, luego de lo cual se realiz6é una incubacion a 42°C por 1 hora. Las células se cosecharon, se
lavaron con 1 ml de buffer TE estéril (Tris-CIH 10 mM, pH 8; EDTA 1 mM, pH 8) y se resuspendieron en 0.1
ml de buffer TE. Estas células se plaquearon en medio SD-Uri sélido suplementado con aminoacidos y las
cajas se incubaron a 28°C hasta la visualizacion de colonias.

6. Verificaciéon de la correcta integracion del médulo en el genoma

Los transformantes fueron seleccionados plagueando la mezcla de transformacién en medio sintético
SD-Uri (Sherman y col.,1983) suplementado con aminoacidos. Se hicieron al menos dos pasajes de las
colonias obtenidas a nuevo medio sdlido sintético. Para identificar las cepas en las cuales el moédulo se
insertd correctamente en la secuencia blanco del genoma, el ADN gendmico fue usado como molde en una
reaccion de amplificacion, usando un primer con homologia en el médulo de transformacion, y un segundo
primer fuera de la region alterada

5'CCACCACCAACCAAGAGCCA 3' (directo)

5'GCCACGAATACTTCCAACAG 3 (reverso)

Esta reaccion, desarrollada en las condiciones anteriormente descriptas, excepto que se usé 2 mM de
cada primer, 1 ml de ADN genémico como molde y 30 segundos de amplificacion a 50°C, amplificé un
fragmento de 1.334 pb.

6.1. Purificacion de ADN gendémico

Los clones de C. albicans transformados que crecieron en el medio de seleccion se crecieron en 2.5 ml
de medio YPD a 28°C hasta alcanzar la fase estacionaria (3 dias). Las células se cosecharon, se lavaron
con H,O destilada y se resuspendieron en 0.2 ml de: Tris-CIH 10 mM, pH 8; CINa 100 mM; EDTA 1 mM;
Triton X-100 2%; SDS 1 %. A las células resuspendidas se les agregé 0.2 ml de fenol/cloroformo (1:1) y 0.3
g de perlas de vidrio. Las células se rompieron por agitacion durante un minuto en vortex; el tratamiento se
repitié cuatro veces con intervalos de 1 minuto a 0°C entre cada tratamiento. A la suspension se le agregé
0.2 ml de buffer TE y se centrifug6 por 5 minutos a 10.000 rpm. La fase acuosa se transfirié a un tubo limpio.
A estos tubos se les agreg6 1 ml de etanol 100 % y se mezclaron por inversion seguido de centrifugacion
a 10.000 rpm por 2 minutos. Se recupero el precipitado, el cual se resuspendié en 0.4 ml de buffer TE mas
10 mg de RNAsa A, y se incubd6 por 15 minutos a 37°C. Luego de la incubacion se realizé una extraccion
con 0.4 ml de fenol/cloroformo (1:1) y a la fase acuosa recuperada se le agregé 40 ml de AcONa3My 1 ml
de etanol 100 %. Las preparaciones se guardaron a -20°C por un dia, luego de lo cual se centrifugaron a
10.000 rpm por 5 minutos. Los precipitados obtenidos se secaron al vacio y se resuspendieron en 40 mlde
buffer Tris-CIH 20 mM, pH 8. Se utilizaron 2 ml de esta preparacion para la PCR de verificacion.

6.2. PCR de célula entera

En esta técnica adaptada de Kirkpatrick (1998), se transfirié a 6 ul de H,O MilliQ una colonia aislada de
placa. El tubo se calent6 a 94°C por 6 minutos en el termociclador e inmediatamente se colocd a -70°C
durante 5 minutos. Se agregaron 19 pl de la mezcla de PCR, compuesta por Cl,Mg 25 mM, buffer de PCR
10 X, 10 mM de cada dNTP, 1 uM de cada primer y 1.5 U de Taq ADN polimerasa. Las reacciones se
incubaron por 3 minutos a 94°C, se sometieron luego a 40 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a
55°C, 2 minutos a 72°C y finalmente 5 minutos a 72°C. Los productos amplificados se sometieron a electro-
foresis en gel de agarosa 1%.

7. Preparacion de extractos celulares

Aproximadamente 1 x 108 células provenientes de los diferentes cultivos en medio liquido se cosecharon
y lavaron dos veces en frio con H,O destilada y se resuspendieron en 300 ml de buffer de ruptura (buffer
PO,NaH, 20 mM, pH 6.8; EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, b-mercaptoetanol 10 mM, e inhibidores de proteasas:
antipaina 20 mg/ml; leupeptina 20 mg/ml; pepstatina A 20 mg/ml; PMSF 1 mM). Las células se rompieron
por agitacion durante un minuto en vortex en presencia de 200 ml de perlas de vidrio; el tratamiento se repitio
siete veces con intervalos de 1 minuto a 0°C entre cada tratamiento. La temperatura se mantuvo entre O y
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4°C. El extracto obtenido se centrifugé en frio a 10.000 rpm durante 30 minutos para separar restos celula-
res, las perlas de vidrio y células no rotas. El sobrenadante (S-10) se utilizé inmediatamente en los ensayos
enzimaticos.

8. Determinacién de proteinas
La cantidad de proteina en las preparaciones se midio por el método de Bradford (1976) utilizando
seroalbimina bovina como estandar, o bien por el método de Lowry (1951).

9. Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS

Las electroforesis en geles de poliacrilamida se realizaron siguiendo la metodologia descripta por Lae-
mmli (1970) utilizando minigeles. Las muestras se mezclaron con ¥z de volimen de solucion de Laemmli 4
X (Tris base 0.25 M; b-mercaptoetanol 3 M; glicerol 20 %; SDS 0.3 M; azul de bromofenol 0.05 %) y se
calentaron durante 5 minutos a 100°C. Las corridas se llevaron a cabo manteniendo un voltaje constante de
100 voltios y a temperatura ambiente.

10. Técnicas inmunolégicas

10.1. Western blot

Las proteinas separadas por SDS-PAGE se transfirieron a una membrana de PVDF por transferencia
semi seca durante 90 minutos a 2.5 mA/cm? en una solucion de Tris base 50 mM; glicina 40 mM; SDS 0.04
% y metanol 20 %. Las proteinas transferidas se visualizaron por tincion reversible con soluciéon Ponceau S
0.1% en acido acético 5%. Posteriormente la membrana se bloque6 por incubacion con PBST-leche (buffer
PO,NaH, 10 mM pH 6.8; CINa 0.9 %; Tween-20 0.05 %y leche en polvo descremada 5 %) durante 1 hora a
temperatura ambiente. A continuacién la membrana se incub6 con una dilucion 1/4.000 del antisuero anti-
subunidad R de C. albicans, o con una dilucion 1/500 del anticuerpo monoclonal de raton anti-GFP (9996-
Santa Cruz Biotechnology) durante 2 horas a temperatura ambiente. Finalizada la incubacion las membra-
nas se lavaron e incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente en presencia del segundo anticuerpo (anti
IgG de conejo o ratdon conjugado a fosfatasa alcalina) y los inmunocomplejos se revelaron utilizando BCIP (5-
Bromo-4-Cloro-3-indolil fosfato) y NBT (Nitro Blue Tetrazolium) en buffer de revelado TNM (Tris-CIH 100 mM,
pH 9.5; CINa 100 mM; CI.Mg 100 mM). La reaccion se detuvo por inmersion de la membrana en H,O
destilada.

10.2. Inmunoprecipitacion

Una alicuota de la fraccién S-10 conteniendo 30 mg de proteinas totales (aproximadamente 1 ml) se
preadsorbié sobre proteina A Sepharosa incubandola con 100ml de resina durante 1 hora a 10°C. Finalizada
la incubacién la mezcla se centrifugd a 1.000 rpm por 3 minutos y al sobrenadante se le agregé 160 ml de
proteina A Sepharosa previamente unida al anticuerpo anti-R, y se incub6 toda la noche a 10°C. La suspen-
sion se centrifugd a 1.000 rpm durante 3 minutos y el precipitado obtenido se lavo 2 veces con 1 ml de una
solucion conteniendo PO,NaH, 10 mM; CINa 75 mM. El precipitado final se resuspendié en 100 ml de buffer
de Laemmli (1970), se hirvié 5 minutos y el sobrenadante obtenido se sometié a electroforesis y Western
blot como se describi6 en los items 9y 10.1.

11. Deteccion de ARNm
11.1. Extraccion de ARN total de C. albicans

Para la extraccion del ARN total de C. albicans se utilizé la técnica de calentamiento con fenol acido. Se
procedio como se explica a continuacion: 1-2 x 102 células se cosecharon y lavaron dos veces con H,O mili-
Q estéril. Las células se resuspendieron en 400 ml de buffer TES (Tris-CIH 10 mM pH 7.5; EDTA 10 mM,;
SDS 0.5%), se agregaron 400 ml de fenol acido y se agit6 vigorosamente durante 10 segundos. Posterior-
mente, la suspensioén se incubé a 65°C durante 1 hora con agitacion cada 5 minutos. Al final de la incuba-
cién los tubos se colocaron en hielo durante 5 minutos y se centrifugaron a 10.000 rpm durante 5 minutos.
La fase acuosa superior se transfirio a otro tubo, al cual se le agregaron 400 ml de fenol acido, la mezcla se
agito vigorosamente, se dejo en hielo durante 5 minutos y se centrifugd a 10.000 rpm durante 5 minutos.
Sobre la fase acuosa se repiti6 el tratamiento anterior.

A la fase acuosa de la Ultima extraccion se le adicionaron 40ml de AcONa 3 M pH 5.3y 1 ml de etanol
100% para precipitar el ARN. La mezcla se centrifugd a 10.000 rpm durante 5 minutos y el pellet obtenido se
lavé con etanol frio 70%. El pellet se resuspendié en 50 ml de H,O Milli-Q estéril. La concentracion de ARN
se determiné espectrofotométricamente por medicion de la absorbancia a 260 y 280 nm, manteniendo la
relacién 1.8-2 como parametro de calidad.
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11.2. Electroforesis de ARN

Se utilizaron geles de agarosa 1% desnaturalizantes con 6% formaldehido en buffer MOPS 1X pH 7
(buffer MOPS 10 X: MOPS 0.2 M, AcONa 0.5 M pH 7, EDTA 0.01 M). Las muestras a sembrar se llevaron a
10 ml con H,O Milli-Q y se les agrego igual volumen de buffer de siembra (se emplearon 10 ml de la siguiente
mezcla cada 10ml de muestra: 5 ml de MOPS 10 X, 9 ml de formaldehido, 25 ml de formamida y 1 ml de
bromuro de etidio (BrEt) 1 mg/ml). Las muestras se calentaron a 65°C por 15 minutos y se colocaron en
hielo. La corrida electroforética se realiz6 en buffer MOPS 1X a 5 V/cm. Los geles fueron visualizados con
luz UV y fotografiados con el equipo Kodak DC 120.

11.3. Preparacion y marcacion de sondas radiactivas

El ADN correspondiente a la sonda de GFP utilizada en el ensayo de Northern blot se escindid del
plasmido que portaba este inserto (descripto previamente en el item 3.1) por medio de las enzimas de
restriccion Pstl y Hindlll, se lo aislé en gel de agarosay se lo extrajo por medio del kit QIAEX Il (Qiagen). Se
procedid de igual manera para aislar y purificar el producto de 687 pb amplificado por la técnica de PCR,
correspondiente a la sonda del 18S ARNr (ver Bahny col., 2001).

Los primers utilizados fueron:

5-ACTTTCGATGGTAGGATAG-3’ (directo)

5 -TGATCATCTTCGATCCCCTA-3" (reverso)

Las sondas radiactivas se marcaron con el kit Random Primers DNA Labeling System (Invitrogen) si-
guiendo las instrucciones del fabricante. La marcacion se realizé utilizando 25 ng de templado por extension
de una bateria de hexdmeros generados al azar utilizando el fragmento de Klenow de la ADN polimerasa.
Como nucleétido radiactivo se uso [*2P]-dCTP (3.000 Ci/mmaol).

11.4. Ensayos de Northern blot

Aproximadamente 30-50 mg de ARN total aislado de células en fase de crecimiento estacionario se
corrieron en un gel de agarosa-formaldehido (1%). Luego de la separacion electroforética, el ARN se trans-
firid por capilaridad toda la noche a una membrana Hybond N+ (Amersham) usando SSC 10 X (SSC 20 X:
CINa 3 M, citrato de sodio 0.3 M, pH 7). Previamente, para aumentar la eficiencia de la transferencia del ARN
del gel a la membrana, el mismo se trato con las siguientes soluciones: a) 30 minutos con OHNa 0.05 M,
CINa 0.15 M, b) 20 minutos con Tris-CIH 0.1 M pH 7.5, CINa 0.15 M y ¢) 30 minutos con 10x SSC. EI ARN
se fijo a la membrana por calentamiento a 80°C durante 2 horas.

La membrana se incub6 en solucion de hibridizacion Northern Max (Ambion) a 42°C durante 1 hora en
horno de hibridizacion con cilindro rodante. Posteriormente se agregé a la misma solucion la sonda corres-
pondiente previamente desnaturalizada a 100°C durante 5 minutos. Se incubd toda la noche a 42°C con
rotacion constante. Al dia siguiente, la membrana se lavo sucesivamente con 2x SSC, 0.1% SDS a tempe-
ratura ambiente durante 30 minutos y con dos lavados con 2x SSC, 0.1% SDS a 55°C de 15 minutos. Por
ultimo la membrana se expuso a una placa fotografica X-Omat (Kodak) a —70°C durante 2-3 dias, en un
cassette con pantalla amplificadora. Alternativamente se registro la sefial empleando un Phosphorimager
Storm 820 (Pharmacia-Biotech). Las diferencias se cuantificaron empleando el software Image Quant.

12. Ensayos Enzimaticos
12.1. Medicién de la actividad de PKA

La actividad de PKA se midié de acuerdo a Zelada y col. (1998). El ensayo estandar se llevo a cabo en
un volumen final de 60 ml conteniendo Tris-CIH 20 mM, pH 7.5; CI,Mg 10 mM; b-mercaptoetanol 1 mM,
kemptido 0.1 mM; [g-*2P] ATP 0.1 mM (0.1-0.5 Ci/mmol), y AMPc 10 mM cuando fue necesario. Después de
incubar a 30°C por 10 minutos, la reaccion se detuvo sembrando la mezcla de reaccién en papeles de
fosfocelulosa, los cuales se lavaron con  PO,H, 75 mM segln Roskoski (1983); la radioactividad retenida
en los mismos se determin6 en un contador de centelleo liquido.

12.2. Ensayo de autofosforilacion

Los ensayos de fosforilacion intramolecular se llevaron a cabo en un volumen final de 60 ml en una
mezcla de reaccion conteniendo: Tris-CIH 20 mM, pH 7.5; CI,Mg 10 mM; b-mercaptoetanol 1 mMy [g-*P]
ATP 1iM (150 uCi/mmol), en ausencia de AMPc y sustrato exégeno.

La mezcla de reaccion se incub6 durante 15 minutos a 4°C, la reaccion se detuvo por el agregado de
solucion de Laemmli 2x y posterior calentamiento a 100°C por 2 minutos. Las proteinas fueron separadas
en SDS-PAGE 12%, reconocidas en Western blots (items 9y 10.1) y sometidas a autorradiografia.
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13. Microscopiade fluorescencia

La proteina de fusion se visualizé por microscopia de fluorescencia en células levaduriformes sin fijacion.
Los nucleos se visualizaron por tincion con 1mg/ml 4,6-diamino-2-phenylindol (DAPI). Se utiliz6 un micros-
copio de fluorescencia Olympus BX50. Las imagenes se tomaron con una Camara digital color CoolSNAP-
Pro_, usando el software Image Pro Plus (Media Cybernetics).

14. Materiales

Inhibidores de proteasas, kémptido, AMPc, ATP, DAPI, anticuerpos anti-IlgG de conejo y de ratén acopla-
dos a fosfatasa alcalina fueron provistos por Sigma Chemical Co. Yeast Nitrogen Base y Bacto Peptona se
adquirieron en Difco. Se utilizé papel de fosfocelulosa p-81 Whatman. Las membranas de PVDF (Immobi-
lon-P) fueron provistas por Millipore Corp y las membranas para acidos nucleicos de Hybond N+ (Amers-
ham). [g-*?P]ATP y [*P]CTP fueron adquiridos de New England Nuclear. Los reactivos utilizados para elec-
troforesis en geles de poliacrilamida fueron de grado electroforético y provistos por BioRad. Todos los otros
reactivos fueron de grado analitico.

1. Expresion y localizacion subcelular de la proteina de fusion Bcy1-GFP en C. albicans

Para estudiar la localizacion subcelular de Bcylp en las cepas mutantes tpk1, tpk2 y tpk2 BCY1/bcyl,
se insertd en los respectivos genomas el gen de la Proteina Verde Fluorescente (GFP) de manera que la
célula expresara la proteina de fusion Bcy1l-GFP.

1.1. Construccion de la fusion BCY1-GFP a nivel genémico

Para lograr la fusién de GFP al gen BCY1 en las cepas mencionadas anteriormente se utilizo la técnica
desarrollada por Gerami-Nejad y col. (2001), que utiliza una variante de GFP modificada especialmente para
su correcta expresion en C. albicans. La construccion de la fusion se realizé seguin se detalla en Materiales
y Métodos, item 4. En la Figura 5 se esquematiza el procedimiento utilizado para lograr la fusion. Este
método utiliza para la reaccién de PCR dos primers de 60 bases con extremos 5° que corresponden a de la
secuencia blanco del gen BCY1y extremos 3" que dirigen la amplificacion de GFP seguida por el marcador
de seleccion URA3 a partir del mddulo presente en el vector pPGFP-URAS3. EI ADN asi amplificado posee una
secuencia 5’ con homologia al gen, seguida de la secuencia de GFP fusionada en fase al tltimo codén de
Bcylp, de un marcador de seleccion (URA3) y una region de homologia 3’ corriente abajo del gen. Este
ADN fue utilizado para transformar células de C. albicans. La seleccion de los clones transformantes se
realizé en medio SD-Uri, y sobre estos clones se verificd por PCR que el médulo se hubiera insertado en la
posicién correcta del genoma.

Es importante aclarar que la fusion se realiz6 en el extremo carboxilo terminal de Bcylp, que la expre-
sion de la proteina de fusion Bcy1-GFP queda bajo el control del propio promotor del gen BCY1, y que enel
caso de las cepas tpkl y tpk2 sélo uno de los dos alelos del gen BCY1 posee la fusion.
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Figura 5. Esquema de la construccién de la fusion a nivel genémico.

1.2. Amplificaciéon del médulo de transformacion

Se obtuvo un fragmento de aproximadamente 3.200 pares de bases mediante la amplificacion por PCR
del moédulo presente en el plasmido GFP-URAS3, utilizando los primers disefiados especialmente para lograr
la fusion rio abajo del gen BCY1.
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Figura 6. Amplificacién del médulo de transformacion por PCR. La amplificacion del médulo de
realiz6 como se detalla en Materiales y Métodos, item 4, y el producto de amplificacion fue sometido a
electroforesis en gel de agarosa 1,2 %. Calles 1 y 5: estandares de tamafio de ADN de diferente rango.
Calles 2y 3: 20 ul de la amplificacién usando pGFP-URA3 como molde. Calle 4: 20 pl del control sin molde.
En el margen izquierdo la flecha indica la banda amplificada del tamafio esperado.

1.3. Seleccidn de las cepas que integraron el médulo correctamente y verificacion de las
mismas por PCR

Para las transformaciones de cada una de las cepas se utilizaron los productos de 10 PCR individuales.
Los transformantes fueron seleccionados plagueando la mezcla de transformacion en medio sintético SD
completo -Uri. Los transformantes en los cuales el modulo se insert6 correctamente en la secuencia blanco
del genoma fueron identificados utilizando el ADN gendémico o bien colonias aisladas para la técnica de
célula entera, como se detalla en Materiales y Métodos, item 6. Se utilizé un primer con homologia en el
maédulo de transformacion y un segundo primer fuera de la regién alterada, como se indica en la Figura 5.
Todos los clones aislados en medio SD-Uri fueron analizados por PCR y dieron una banda esperada de
1.334 pb. A modo de ejemplo se muestran los resultados para la cepa tpk2 utilizando ambas técnicas (fig.
7'y 8 respectivamente).

1 2 3 4 5 6 7

1.384 pb —p

Figura 7. Verificacion por PCR de clones positivos paralafusiéon de GFP al genBCY1en lacepa
tpk2, utilizando ADN genédmico como molde. Los productos de amplificacién obtenidos fueron someti-
dos a electroforesis en gel de agarosa 0,8 %. Calle 1: control sin molde. Calles 2, 6 y 7: clones que poseen
la insercion y amplifican el fragmento de 1.334 pb. Calles 3y 5: clones que no poseen la insercion. Calle 4:
5 ml del estandar de tamafio de ADN. La flecha a la izquierda indica la posicion esperada para el fragmento
amplificado.
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Figura 8. Verificacion de clones positivos derivados de la cepa tpk2 mediante la técnica de PCR
de célula entera. De la misma manera los productos de amplificacidn obtenidos se sometieron a
electroforesis en gel de agarosa 0,8 %. Callel: 5 ml del estandar de tamafio de ADN. Calles 2, 3y 4:
clones que presentan la insercion y amplifican el fragmento de 1.334pb. Calle 5: clon sin insercion. La
flecha a la izquierda indica la posicion esperada para el fragmento amplificado.

De los clones positivos que integraron correctamente el médulo a su genoma, se seleccionaron tres que
fueron nombrados RG09, RG05 y RGO1, los cuales poseen los genotipos de las cepas tpk1, tpk2 y tpk2
BCY1/bcyl respectivamente (ver Tabla 1, Item 1.1. de Materiales y Métodos).

2. Andlisis de la expresién de la proteina de fusion Bcyl-GFP

El andlisis de la expresion de la proteina de fusion en las cepas transformadas que llevan la construccion
BCY1-GFP se realizo en extractos crudos (S-10) por la técnica de Western blot utilizando un antisuero anti-
Ry un anticuerpo monoclonal anti-GFP. Se usé en cada caso la respectiva cepa original como control.

tpkT clon1 clon2 tpkT clon1 clon2
kDa
92 | — -
— —
63 I —
b 4 ¥

Figura 9. Andlisis por Western blot de proteinas de extractos crudos provenientes de la cepa
tpkly de dos clones positivos paralafusion. Alicuotas de extractos crudos de células levaduriformes en
fase de crecimiento estacionario conteniendo la misma cantidad de proteina (100 mg) fueron sometidas a
SDS-PAGE 10 %. Las proteinas fueron posteriormente transferidas a una membrana de PVDF. La inmuno-
detecion de la subunidad R se realiz6 con un antisuero anti-R de C. albicans (panel izquierdo) generado en
el laboratorio y la proteina Bcy1-GFP con un anticuerpo monoclonal anti-GFP (panel derecho). En el margen
izquierdo se indica la posicién de la subunidad R y de R-GFP y sus respectivas masas moleculares relati-
vas.

Como puede observarse (figura 9, panel izquierdo) ambos alelos, el normal y el fusionado se expresan
correctamente en la cepa transformada, y sus masas moleculares son las esperadas, ya que la masa
molécular de GFP es de aproximadamente 30 kDa. Es de notar que la expresién de estas proteinas se
detectd como un doblete, este evento aleatorio podria deberse a modificaciones post-traduccionales (fosfo-
rilacién) o protedlisis limitada. Uno de los clones positivos analizados fue llamado RG09 y fue el utilizado a
lo largo de este trabajo.
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Figura 10. Andlisis por Western blot de proteinas de extractos crudos provenientes de la cepa
tpk2 y de dos clones positivos para la fusién. Ver detalle del procedimiento en figura 9. En el margen
izquierdo se indica la posicién de la subunidad R y de R-GFP y sus respectivas masas moleculares relati-
vas.

Los clones analizados también expresan la proteina de fusién Bcy1l-GFP de 92 kDa y la proteina Bcyl
de 63 kDa codificada por el alelo no modificado. Nombramos a uno de ellos RG05. En este caso no se
observa la presencia de dobletes.
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Figura 11. A) Andlisis por Western blot de proteinas de extractos crudos provenientes de la
cepatpk2 BCY1l/bcyly deun clon positivo nombrado RGO1. Ver detalles del procedimiento en figura 9.
En el margen izquierdo se indica la posicion de la subunidad R y de R-GFP y sus respectivas masas
moleculares relativas.

B) Northern blot para detectar el ARNm de BCY1-GFP. Se llevo a cabo la deteccion de ARNm (ver
Materiales y Métodos, item 11). Se extrajo el ARN total de células en fase estacionaria, se separ6 en un gel
1% de agarosa-formaldehido y se transfiri6 a la membrana. En el panel superior se muestran los ARN
ribosomales por fluorescencia del bromuro de etidio. Calle 1: cepa tpk2. Calle 2: cepa tpk2 BCY1/bcyl.
Calle 3: cepa RGO1. En el panel intermedio se muestra la deteccién del mensajero de BCY1-GFP mediante
una sonda para GFP. El panel inferior muestra el control de carga de ARN total detectado con una sonda
especifica de ADN para la subunidad ribosomal 18S.
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Como se puede ver en lafigura 11 A, la proteina de fusion también se expresa en la cepa tpk2 BCY1/bcyl
modificada (RG01), mostrando la masa molecular esperada. La figura 11 B muestra que, como era de
esperar, al utilizar una sonda para GFP se detecté el mensajero BCY1-GFP solo en la cepa RGO1.

2.1. Estudio de la expresion de R

Se examiné la expresion de R en las cepas: tpk2 (cepa original portadora de los dos alelos salvajes que
codifican para R), tpk2 BCY1/bcyl (posee un Unico alelo) y RGO1 (un unico alelo fusionado a GFP). Se
utilizo la técnica de inmunodeteccion por Western blot con antisuero anti-R. Los resultados pueden verse en
lafigura 12:
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Figura 12 A). Analisis de los niveles de expresién de R en las cepas tpk2, tpk2 BCY1l/bcyly
RGO01 mediante Western blot. Alicuotas de extractos crudos (S-10) de células levaduriformes en fase de
crecimiento estacionario conteniendo cantidades decrecientes de proteina fueron sometidas a SDS-PAGE
10 %. Las proteinas fueron posteriormente transferidas a una membrana de PVDF. La inmunodetecion fue
realizada con antisuero anti-R. En el margen derecho se indica la posicion de la subunidad Ry de R-GFP y
sus respectivas masas moleculares relativas.

B). Cuantificaciéon de las bandas inmunoreactivas. La cuantificacion de R se realiz6 por densitome-
tria, relativizando los valores al doblete de 10 pg de la cepatpk2. Se utilizé el programa GELBASE&SOL;
GELBLOT PRO PROGRAM (UVP Inc.).

Como puede observarse los niveles de R en la cepa tpk2 BCY 1/bcyl son aproximadamente la mitad de
los de la cepa original tpk2 (posee los dos alelos salvajes de R), mientras que para la cepa que solo posee
un alelo de R fusionado a la GFP (RGO0L1) la expresién que se estima es de un cuarto de la medida en la cepa
original, sugiriendo que los menores niveles de esta proteina artificial en la célula podrian deberse a inesta-
bilidad del mensajero, a mayor degradacion de la proteina, o ambas.

2.2. Inmunoprecipitacion de la proteina Bcy1-GFP en las cepas transformadas

Como se describié en Materiales y Métodos, item 10.2, se utilizé el antisuero anti-subunidad R para
inmunoprecipitar alicuotas provenientes de la fraccion S-10 de las cepas RG09, RG05, RG01 y de la cepa
tpk2 como control. Los inmunoprecipitados se analizaron por Western blot utilizando un anticuerpo anti-
GFP.
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Figura 13. Inmunoprecipitacién de Bcylp-GFP. Cantidades iguales de los inmunoprecipitados obte-
nidos usando el antisuero anti-R fueron analizados por Western blot utilizando el anticuerpo anti-GFP. La
flecha a la izquierda marca la posicion de la banda de 92 kDa reconocida por el anticuerpo anti-GFP.

Como puede observarse en la figura, el anticuerpo anti-GFP permitié el reconocimiento de una banda
con movilidad esperada para la proteina de fusién Bcy1l-GFP (92 kDa) en todas las cepas transformadas,
como consecuencia de la inmunoprecipitacion de ésta por medio del antisuero anti-R. Este tipo de técnica
se utilizé como una herramienta para evaluar la interaccion entre R y C en experimentos subsiguientes.

3. Analisis de la dependencia de AMPc de la actividad de PKA en extractos crudos

Se evalud la actividad de PKA y dependencia de AMPc en extractos crudos (S-10) de la cepa tpk2
(portadora de los dos alelos salvajes que codifican para R), tpk2 BCY1/bcyl (posee un Unico alelo) y RG0O1
(un Unico alelo fusionado a GFP), con el objeto de analizar si la interaccién entre la subunidad Ry C varia en
las distintas cepas.

Cabe recordar que la actividad fosfotransferasa de la cepa tpk2 es fuertemente dependiente de AMPc
(Cloutier y col., 2003), mientras que en la cepa mutante tpk2 bcyl, carente de ambos alelos del gen BCY1,
la actividad de PKA es independiente del agregado de AMPc, evidenciando la presencia de subunidad
catalitica (Tpk1lp) constitutivamente activa (Cassolay col., 2004).
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Figura 14. Actividad de PKA en extractos crudos de las cepas tpk2,tpk2 BCY1l/bcyly RGO1. La
actividad fosfotransferasa fue medida en extractos crudos (S-10) provenientes de células en fase de creci-
miento estacionario como se detalla en Materiales y Métodos, item 15, en ausencia o presencia de AMPc
10 mM.
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Los datos de la figura muestran que la ausencia de uno de los alelos de BCY1 (cepas tpk2 BCY1/bcyl
y RGO01) se tradujo en una ligera disminucién de la actividad fosfotransferasa y en un marcado descenso de
la dependencia de AMPc, especialmente en la cepa RGO1. Los experimentos mostrados anteriormente en
el item 2.1, indican que los niveles de R son menores en estas Ultimas dos cepas, por lo cual se puede inferir
que la pérdida de dependencia se debe a un exceso de C (Tpklp) que no forma parte de la holoenzima, ya
gue al medir actividad en presencia de AMPc se mide tanto la C unida a la subunidad R como la C libre.

3.1. Ensayo de fosforilacion intramolecular de la subunidad R
Teniendo en cuenta los resultados anteriores era dable esperar que la cantidad de subunidad C que
interactda con R fuera menor en las cepas tpk2 BCY1/bcyl (la cual posee un Gnico alelo de R) y RGO1 (un
Unico alelo fusionado a GFP), comparada con la cepa tpk2, la cual expresa el doble de subunidad R.
Hasta el momento no contamos con un anticuerpo anti-C, por consiguiente la fosforilacion intramolecu-
lar de R por C en los inmunoprecipitados de las tres cepas se tom6 como una evidencia de la interaccion
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Figura 15. A) Fosforilacion de la subunidad R. Inmunoprecipitados de las cepas tpk2, tpk2 BCY1/
bcyl y RGO1 fueron fosforilados como se indica en Materiales y Métodos, item 11.2 y analizados por
Western blot, usando antisuero anti-R y anticuerpo anti-GFP. Las calles flanqueantes sefialadas con un
asterisco indican los estandares de masa molecular de proteinas. B) Autorradiografia. Se muestra la
autorradiografia del Western blot revelado con el antisuero anti-R. En el margen izquierdo se sefiala el patron
de fosforilacion de R y de R-GFP.

Como puede verse en la figura B, si bien la proteina R es fosforilada por la subunidad C en la cepa
mutante tpk2 BCY1/ bcyl, la sefial es notoriamente menor que la de la cepa parental tpk2. Este resultado
concuerda con el hecho de que la expresion de R en esta cepa es menor y por lo tanto refuerza la idea de
gue hay una mayor proporcién de C libre, cataliticamente activa.

En el caso del clon RGO1 la proteina de fusion no parece haber sido fosforilada. Inferimos entonces que
en esta cepa la fusién podria interferir con la interaccion de R con C, debilitando la asociacién de las
subunidades que conforman a esta quinasa.
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4. Estudio de lalocalizacién subcelular de la proteina de fusién Bcy1-GFP

La evaluacion de la localizacion de la proteina de fusion Bcy1-GFP en células levaduriformes de las tres
cepas que llevan la construccién BCY1-GFP (RG09, RG05y RGO01), se realizé por microscopia de fluores-
cencia de células crecidas en medios YPD o SD-Uri liquidos y sélidos. La expresion de la proteina de fusién
fue detectada en células en fase de crecimiento logaritmico, sin embargo, la fluorescencia fue mas intensa
en células de fase estacionaria crecidas en medio liquido o sélido. Este resultado parece indicar que en C.
albicans la expresion de Bcylp esta regulada por la fase de crecimiento, al menos en medio conteniendo
glucosa. En la Figura 16 se puede apreciar la localizacion subcelular de la proteina de fusién Bcyl-GFP en
células de fase estacionaria crecidas en medio SD-Uri sdlido.

GFP DAPI

o --
o --

Auto-
fluorescencia

Figura 16. Localizacion subcelular de Bcylp-GFP. Células levaduriformes de las cepas RG09, RG0O5y
RGO01 expresando la construccion genémica BCY1-GFP crecidas en medio SD-Uri sélido, se analizaron por
microscopia de fluorescencia directamente sin fijacion. Los nucleos fueron tefiidos por el agregado de DAPI
1ig/ml a la suspension celular. Barra: 5mm.

34



Tesinas Localizacion subcelular de la subunidad regulatoria de la PKA de C. albicans mediante...

Como se comento en la Introduccién, en S. cerevisiae la localizacion de R es dependiente de la fase de
crecimiento y de la fuente de carbono utilizada. En células en fase estacionaria o crecidas en fuentes de
carbono no fermentables, Bcylp se encuentra distribuida tanto en niicleo como citoplasma (Griffioen y col.,
2000). Nuestros resultados concuerdan con estos datos, ya que se puede observar que en C. albicans
Bcylp-GFP también se localiza tanto en el ndcleo como en el citoplasma (panel izquierdo).

5. Capacidad germinativa de la cepa mutante tpk2 BCY1/bcyl

Como se comento en la Introduccion, resultados previos de nuestro laboratorio y de otros mostraron que
ambas isoformas de la subunidad catalitica (Tpklp y Tpk2p) tienen un efecto positivo en la induccidn del
crecimiento filamentoso de C. albicans (Castilla y col., 1998; Sonneborn y col., 2000; Bockmuhl y col.,
2001; Cloutier y col., 2003). Este dato permitia suponer que la ausencia de la subunidad R promoveria la
aparicién de un fenotipo constitutivamente filamentoso en la doble mutante tpk2 bcyl debido a la presencia
de subunidad C (Tpklp) desregulada, independiente de la presencia de AMPc. Sin embargo se encontrd que
la doble mutante tpk2 bcyl en presencia de inductores como NAcGIc o suero es agerminativa, indicando
gue la carencia absoluta de regulacion conlleva a un fenotipo incapaz de formar hifas verdaderas. (Cassola
y col., 2004).

En este trabajo probamos que la PKA de la cepatpk2 BCY1/bcyl, carente de uno de los alelos de BCY1
es muy poco dependiente de AMPc, sugiriendo la existencia de C libre, por consiguiente procedimos a
estudiar la capacidad germinativa de la mutante tpk2 BCY1/bcyl. Los ensayos se realizaron en medio
Shepherd a 37°C utilizando como inductor NAcGIc.

Los resultados se muestran en la figura 17. Como puede observarse al tiempo cero, tanto la mutante
tpk2 BCY1/bcyl como la cepa RG01 muestran una morfologia heterogénea compuesta por una mezcla de
células anormalmente grandes, reflejando un defecto en la regulacion osmética, y cadenas cortas de célu-
las alargadas y de forma aberrante. En cuanto a la formacion de hifas verdaderas, este es un evento que se
da en un porcentaje bajo de células, ya que una gran proporcién de éstas generan pseudohifas e hifas
engrosadas apicalmente (panel derecho, tiempo dos horas). RG01 no presentd otras alteraciones, demos-
trando que la fusion de GFP con la subunidad R no interfiere con la morfogénesis.

Se puede concluir que si bien la presencia de al menos uno de los alelos que codifican para la subunidad
R es necesaria para que la célula pueda dar hifas verdaderas en presencia de un inductor, la desregulacion
de la PKA producida por la ausencia de un alelo da lugar a un fenotipo anormal y a una marcada tendencia
al crecimiento pseudohifal.
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Figura 17. Comportamiento germinativo de las cepas tpk2, tpk2 BCY1/bcyly RGO1. Células prove-
nientes de fase estacionaria fueron lavadas 2 veces con H,0O destilada y resuspendidas a una densidad de
2x10° células/ml en medio Shepherd liquido en presencia del inductor NAcGlc 10 mM, e incubadas por 2
horas a 37°C. Las flechas sefialan células con hifas emergentes.
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En Candida albicans y en muchos otros hongos, el uso de mutantes deficientes en uno o mas de los
genes involucrados en una determinada ruta metabélica ha permitido investigar en detalle la funcién de cada
uno de los componentes de la via en estudio. Trabajos previos de nuestro y otros laboratorios demostraron
que la PKA cumple un rol importante en la transicion levadura-micelio (Niimi y col., 1996; Zelada y col.,
1996; Castilla y col., 1998). En un trabajo reciente del laboratorio se demostré6 que una cepa mutante
carente de R presenta un fenotipo agerminativo y una localizacion subcelular alterada de la subunidad
catalitica (C) (Cassolay col., 2004). Por consiguiente, nos resulté de sumo interés investigar la localizacion
subcelular de la subunidad regulatoria codificada por BCY 1. Con este objetivo encaramos la fusion de GFP
al gen BCY1. Hasta el momento se lograron tres nuevas cepas portadoras de la fusion: RG09, RG05 y
RGO1, que corresponden a los genotipos de las cepas mutantes tpk1, tpk2 y tpk2 BCY1/bcyl.

La fusién gendémica BCY1-GFP permitio la deteccién de una proteina de fusion de 92 kDa, capaz de ser
inmunoprecipitada por un antisuero anti-R en todas las cepas transformadas. Es importante destacar que
los ensayos de Western blot nos permitieron visualizar tanto a la proteina de fusion Bcy1l-GFP como a la
proteina normal en las cepas RG09 y RG05, en las cuales solo uno de los alelos del gen BCY1 lleva la
fusién, indicando que ambos alelos que codifican para la subunidad R se expresan. Los niveles de R en la
cepa mutante tpk2 BCY1/bcyl (carente de un alelo de BCY1) fueron significativamente inferiores compara-
dos con los de la cepa original tpk2, indicando que la expresion de esta proteina se correlaciona con el
nimero de alelos presentes en la célula. Los niveles de R detectados en la cepa RGO1 resultaron ain
menores. Se podria pensar que la fusion dificulta la expresion de la subunidad R modificada, o bien que el
mensajero de esta proteina artificial es mas inestable y/o que la proteina quimera es mas susceptible a la
degradacion.

Se observo una muy baja dependencia de AMPc de la actividad de quinasa en las cepas tpk2 BCY1/
bcyl y RG01, comparada con la de la cepa original tpk2, en coincidencia con los niveles de R, sugiriendo
gue la ausencia de uno de los alelos genera un aumento en la proporcién de subunidad catalitica libre.

Como se comento en la Introduccion, la subunidad regulatoria de C. albicans es de tipo Il, por lo tanto es
fosforilada por C en una reaccion intramolecular que no requiere de AMPc. Mediante un ensayo de fosforila-
cion intramolecular de R en inmunoprecipitados observamos que la ausencia de un alelo de BCY1 (tpk2
BCY1/bcyl) se tradujo en un patron de fosforilacién sensiblemente menor comparado con el de la cepa
original tpk2. Estos datos concuerdan con el hecho de que la expresién de R y la dependencia de AMPc es
menor en la cepa mutante tpk2 BCY1/bcyl, reforzando la idea de la existencia de una mayor proporcién de
C que no forma parte de la holoenzima. En el caso del clon RGO01 la proteina de fusién no parece haber sido
fosforilada, sugiriendo que la fusion con GFP podria interferir en la interacciéon de R con C.

En células eucariotas, la existencia de varias vias de sefializacion en las cuales esté involucrada la PKA
lleva a la pregunta de como se logra la fosforilacién sendero-especifica de los sustratos. Como se comentd
en laintroduccion, en eucariotas superiores la especificidad esta dada en parte por la compartimentaliza-
cion de la PKA en diferentes ubicaciones subcelulares a través de su interaccion con proteinas de anclaje
(AKAPSs). Estas proteinas interaccionan con las subunidades R de la PKA y mantienen a la holoenzima en
sitios discretos dentro de la célula (ver Feliciello y col., 2001). Hasta el momento no se han identificado
AKAPs en eucariotas unicelulares.

La localizacion nuclear de R fue demostrada previamente en S. cerevisiae en células en fase logaritmi-
ca, asi como también la distribucidn nuclear y citoplasmatica en el estadio estacionario (Griffioen y col.,
2000). Los resultados de microscopia de fluorescencia presentados en este trabajo coinciden con las obser-
vaciones hechas en S. cerevisiae, ya que la proteina de fusion de C. albicans, también se encuentra
distribuida en nucleo y en citoplasma en el estadio estacionario.

Esta ampliamente aceptado que la localizacidn de R podria ser un mecanismo de anclaje de la PKA,
contribuyendo asi a la especificidad de esta quinasa. En el caso de C. albicans el analisis de secuencia de
las subunidades de la PKA (Tpklp, Tpk2p y Bcylp) no mostré ninguna sefial consenso de localizacion
nuclear o de exportacion nuclear. Sin embargo no podemos descartar la posible existencia de otra(s) proteina(s)
con la capacidad de localizar a la PKA dentro de la célula a través de su interaccién con la subunidad R o de
modificaciones post-traduccionales de la misma como fosforilaciones, ya que se ha informado que en S.
cerevisiae la localizacion nuclear de Bcylp esta a su vez modulada por la fosforilacion de su extremo N-
terminal por la quinasa Yak1p (Griffioen y col., 2001). La biusqueda en la base de datos Prosite indica que la
subunidad R de la PKA de C. albicans posee sitios adicionales de fosforilacién por otras quinasas (Zelada y
col., 2002). Todos estos resultados sugieren que la subunidad R podria cumplir un rol fundamental regulando
no solo la actividad enzimatica sino también la disponibilidad de la PKA en el nicleo o en el citoplasma
dependiendo de sus propias modificaciones. En este sentido es importante sefialar, que en un trabajo del
laboratorio se demostré que la ausencia de proteina R causa la deslocalizacién de la subunidad catalitica
(Cassolay col., 2004).
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Evidencia proveniente de nuestro y otros laboratorios indican que las isoformas Tpklp y Tpk2p de la PKA
juegan un rol positivo en la filamentacion de C. albicans (Castilla y col., 1998; Sonnerborn y col., 2000;
Bockmihl y col., 2001; Cloutier y col., 2003). Estos resultados indican que células con una subunidad
catalitica constitutivamente activa deberian presentar un fenotipo germinativo alin en ausencia de inducto-
res, sin embargo, en nuestro laboratorio se encontré que la doble mutante tpk2 bcyl, carente de ambos
alelos de BCY1 resulté agerminativa en presencia de NAcGlc o suero (Cassola y col., 2004). En nuestro
caso, el analisis de la capacidad germinativa de la cepa mutante tpk2 BCY1/bcyl mostro que la presencia
de al menos uno de los alelos que codifican para la subunidad R es necesario para que la célula levadurifor-
me germine y genere hifas verdaderas, aunque estas Ultimas son minoritarias en comparacion a la gran
proporcion de pseudohifas y de hifas engrosadas apicalmente. Es importante sefialar que las células levadu-
riformes de esta cepa estan agrandadas y no presentan la estructura ovoide caracteristica. La cepa RG01
comparte estas caracteristicas, sin presentar otras alteraciones significativas. Estos resultados indican que
la proteina de fusidn no modifica apreciablemente el fenotipo de estas células y que los niveles de R, alin
menores que los detectados en la cepa que le dio origen, son suficientes para que la célula produzca hifas
verdaderas, aunque el fenotipo germinativo no sea el normal. Es posible que la eliminacion de un alelo de R
no solamente conduzca a una actividad de PKA parcialmente desregulada, sino que ademas promueva una
deslocalizacion de la subunidad catalitica, la cual contribuiria al defecto en la germinacion.
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