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Prologo

Hace un tiempo un tio le regald a mi hijo Bruno dos puzles con la tematica de granja.
Desde ese dia Bruno desarrollo fascinacion por los puzles, hemos armado todos los que
tenemos en casa una y otra vez y lo he visto armar los puzles de granja muchas veces.
También en estos Gltimos dias sacamos con mi hija Agus el primer cuento de su coleccion
(asi lo describe ella) titulado “Perla y el cocodrilo” siendo ella la autora e ilustradora 'y yo
la editora. Asi es que entre tanto puzle y cuento me dieron muchas ganas de contarles la
historia de mi doctorado en términos del cuento “Mariana y el puzle de granja”.

Cuando Mariana terminé su Maestria tenia todas las piezas de un puzle de granja y habian
salido publicados varios articulos donde armaban puzles similares y con eso mostraban
el rol de diferentes partes del puzle. Una linda continuacion del trabajo de maestria de
Mariana implicaba entender el rol de las diferentes piezas del puzle de granja ya que hasta
ese momento nadie habia armado uno igual. Asi fue que Mariana y su orientadora (que
no sabian armar puzles) compararon las piezas del puzle de granja con las piezas de otros
similares (que tampoco estaban armados) y observaron que habia muchas piezas que
estaban en todos (partes de animales, partes de sol), otros que estaban en muchos (partes
de un establo, partes de nubes) otros que estaban solo en algunos y seleccionaron algunas
piezas que solo estaban en los puzles de granja como el de ellas (tallos de alguna plantas,
pétalos de alguna flor, el pico de algiin animal ). Pensaron que les seria muy util conseguir
la ayuda de alguien que supiera armar puzles y que Mariana podria mediante su
Doctorado probar la funcion de algunas piezas del puzle de granja. A Mariana al principio
no le convencia mucho el hecho de no saber armar puzles, pero mucha gente exitosa
utilizaba la estrategia de conseguir “armadores de puzles” asi que contactaron uno y
escribieron un proyecto. Cuando el proyecto resulto financiado Mariana se convencio de
que tenia que hacer su Doctorado en ese tema. El trabajo del armador de puzle permitié
encastrar varias piezas, muchas figuras de granja ya se dejaban ver (La vaca, el chancho),
pero las piezas que habian seleccionado seguian estando sueltas. Por ese tiempo otro
equipo publico el armado de un puzle de granja muy similar y habian probado la funcion
de algunas piezas claves que estaban en todos los puzles similares como las patas de la
vaca, los rayos del sol, el ojo del chancho, pero nada decian sobre otras partes que no eran
tan evidentes como los tallos de plantas, pétalos de flores o el pico de algin animal que

se veia en un lago. Asi fue que Mariana decidid que no importaba que ya hubieran



publicado el armado de ese puzle que en el doctorado tenia que hacer foco en las otras
piezas del puzle, aunque eso implicara trabajar con partes del puzle que no eran tan faciles
de armar. Con el trabajo de Mariana llegaron a concluir que algunas de las piezas que
habian seleccionadas son indispensables para el puzle de granja y que cuando se cambian
por otras, la granja cambia, pero eran piezas que el armador de puzle no pudo encastrar.
En ese momento Mariana se sentia muy desilusionada con sus resultados mientras veia
que otros armaban puzles de sillas, de autos y eso les permitia asignar la funciéon de cada
una de sus partes. Y entre todo esto sinti6 la necesidad de encontrar la manera de que las
piezas encastraran para sentirse feliz. Prob6 con otros armadores, con otras formas de
armado, hizo un curso donde ensefiaban estrategias para armado de puzles, pero las piezas
seguian sin encastrar. Mariana se sentia muy triste hasta que AL FIN logré entender que
armar un puzle de 50 piezas no es lo mismo que armar uno de 500, que proponer la
funcién que cumple una pieza de la rueda en un puzle de auto no es lo mismo que proponer
la funcién que puede tener el tallo de una planta en un puzle de granja. Hasta que un dia
entendid que los puzles con paisajes como el de granja eran mucho mas dificil de armar
que los que solo tienen un objeto como un auto, y asi se convencio de que tenia muy
buenos resultados. Que no importaba que las piezas no encastraran del todo, que con sus
resultados habia podido llegar a concluir muchas cosas. Habia concluido que el tallo que
veian era de una planta de tomate que era indispensable para el granjero, que el pétalo
formaba parte de una flor que les podria servir a las abejas para hacer miel y que el pico
es parte de un pato que, aunque no tienen idea de porque es tan importante, cuando el
pato no esté la granja es otra. Asi Mariana se sintio feliz de que sus resultados permitian
explicar muchas cosas de piezas que no encastran en los puzles y que tal vez algin dia
algun armador de puzles que pueda dedicarse tiempo completo a armar el puzle de granja

pueda llegar a encastrar todas las piezas de Mariana.



Resumen

Las purinas son compuestos nitrogenados esenciales para la célula. Componen los acidos
nucleicos, son necesarios para la sintesis de algunos aminoacidos y coenzimas e
intervienen en el mantenimiento del pool energético bajo la forma de ATP y GTP.
Ademas, muchos microorganismos pueden utilizarlas como fuente de nitrogeno para lo
cual cuentan con las enzimas catabodlicas correspondientes y transportadores especificos
que permitan su entrada a la célula. La importancia de estos transportadores radica no
solo en proveer al organismo de compuestos esenciales, sino también en que son
determinantes de la sensibilidad de los mismos frente a citotoxicos y analogos de purinas

mutagénicos.

Para la captacion de purinas, los hongos poseen dos sistemas principales agrupados en
familias funcional y evolutivamente distintas: NAT y AzgA-like. Ambas familias se han
definido histéricamente a través de las permeasas de Aspergillus nidulans. La familia
NAT esta ampliamente caracterizada, y el analisis de una amplia gama de mutantes ha
permitido identificar residuos claves que respaldan un modelo estructural con una
proteina cristalizada. La familia AzgA-like, es la menos estudiada. El presente trabajo
contribuye al conocimiento de los determinantes estructurales de la funcion de estos
transportadores, especialmente de las proteinas de la familia AzgA-like utilizando como
modelo los transportadores de los Basidiomycotas degradadores de madera
Phanerochaete chrysosporium (organismo modelo) y Punctularia atropurpurascens

(grupo filogenético més distante y hasta ahora no explorado).

Ambos Basidiomycotas tienen un transportador perteneciente a la familia AzgA-like y
otro perteneciente a la familia NAT. Mediante modelado por homologia se determiné que
la estructura tridimensional de los dos transportadores de P. chrysosporium consiste en
14 segmentos transmembrana que se agrupan espacialmente en dos dominios entre los
cuales se encuentra la cavidad donde se uniria el sustrato. Esta estructura es muy similar
a la que esta planteada para los homologos de A. nidulans si bien este trabajo propone que
las permeasas de P. chrysosporium tienen diferentes sitios de union al sustrato.

En el presente trabajo se analizaron variantes de estos transportadores mutados en
residuos seleccionados en base a analisis comparativo de secuencias, modelado

estructural por homologia y mutagénesis al azar. Las versiones silvestres y mutantes se



expresaron en un mismo contexto genético: cepa de A. nidulans que carece de los
principales transportadores de purinas propios. De cada variante se seleccion6 una cepa
monocopia (nimero de copias determinado por gPCR) y se analizé: ubicacion subcelular
(mediante la fusion a GFP), el transporte de diferentes sustratos mediante crecimiento y
ensayos de captacion con purinas marcadas radioactivamente (uptakes), y nivel proteico
producido (western blot). Algunas de las mutaciones analizadas provocaron que las
proteinas perdieran totalmente la capacidad de transportar mientras que otras aumentaron
o disminuyeron la eficiencia de transporte. Los resultados obtenidos se analizaron junto
a los modelos tridimensionales construidos y se identificaron residuos claves para la
funcion y para el transito hacia la membrana celular. Respecto al transportador AzgA-like
de P. atropurpurascens en este trabajo se completd la secuencia del transportador de
purinas perteneciente a esta familia mediante amplificacion con primers degenerados,
RACE-PCR, secuenciado y analisis transcriptomicos. De la secuencia obtenida se deduce
una proteina de 575 residuos aminoacidicos que posee los 35 residuos invariantes y los
cuatro motivos conservados que caracterizan a la familia AzgA-/ike. Esta presenta alta
similitud con el homoélogo de P. chrysosporium y a nivel estructural las principales
diferencias se encontrarian en el dominio carboxilo terminal.

Este trabajo contribuye al estudio de estas proteinas, caracterizando transportadores de
purinas en hongos cuyo habitat natural es muy limitante en lo que refiere a disponibilidad
de nitrégeno, y por lo tanto es una contribucion al conocimiento de las adaptaciones que

permiten a microorganismos Basidiomycotas responder a la limitacion de nitrégeno.



Abreviaturas

ADN Acido desoxiribonucléico

ADNc Acido desoxiribonucléico copia producto de la transcripcion reversa de ARNm
ADNg Acido desoxiribonucléico genémico
ARN Acido ribonucleico

ARNm Acido ribonucleico mensajero
ARNr Acido ribonucleico ribosomal

ARNt Acido ribonucleico de transferencia
ATP Trifosfato de adenosina

CMAC 7-amino-4-clorometil coumarin

Ct Ciclo umbral

DEPC Diethyl pyrocarbonate

DMSO Dimetil sulfoxido

DNAsa Desoxiribonucleasa

dNTPs 2-Deoxinucleétidos 5 trifosfato

DO Densidad optica

DTT Ditiotreitol

DMSO Dimetilsulfoxido

EDTA Acido etilendiamino-tetra-acetico
GFP Proteina verde fluorescente

GTO Trifosfato de guanosina

Paba p-Amino Benzoico

Kb Kilobases

MVB Cuerpos multivesiculares

Pb Pares de bases

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
Pyro Piridoxina HCI

RT-qPCR Transcripcion reversa-PCR cuantitativa
RACE Amplificacion Réapida de extremos de ADNc
RE Reticulo endoplasmatico

Ribo Riboflavina

RNAsa Ribonucleasa A

Rpm Revoluciones por minuto

RT Transcripcion reversa

SDS Dodecilsulfato de sodio

STM Segmento transmembrana

TBE Buffer Tris Borato

TE Buffer Tris EDTA
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Introduccion general

1.1 Transportadores de membrana plasmatica

Toda célula necesita comunicarse con su entorno, esta comunicacion se logra mediante
el control de la captacion y salida de pequefias moléculas. Para ello son necesarias
proteinas transmembrana especializadas que median la translocacion de los solutos
(nutrientes, metabolitos e iones) y se clasifican en dos tipos principales: transportadores
de solutos y canales ionicos (Figura 1-1). Las proteinas de transporte estan constituidas
por un numero variable de dominios hidrofébicos que se insertan en la membrana
plasmatica, denominados dominios o segmentos transmembrana (STM). El nimero de
STM puede ir desde uno pocos hasta hasta alrededor de veinte (Gouaux, 2005; Rudnick,
2013).

Transporter Channel
(alternating access or (gating and filtering)
rocker-switch)

Trends in Genetics

Figura 1-1: Esquema transportadores y canales. Extraido de (Diallinas, 2016)

Los transportadores (carriers, porters o permeasas) realizan un transporte selectivo de
solutos. Poseen un sitio de union principal que interactiia con los sustratos en un lado de
la membrana y esta unién provoca un cambio conformacional que expone el sitio de union
ocupado por el sustrato en el otro lado de la membrana donde finalmente se liberan los
sustratos. La base de este modelo (“acceso alterno™) se establecio en la década del 1950
y en aflos mas recientes obtuvo el apoyo experimental que le da sustento. En su forma
conceptual mas simple, el mecanismo del modelo de acceso alterno es el de un interruptor
basculante (Abramson, 2003; Huang, 2003; Mitchell, 1957; Patlak, 1957). Los
transportadores se asemejan a las enzimas, su funcionamiento depende de interacciones

especificas de sustratos con residuos de un nico sitio de union y, por lo tanto, su actividad
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se caracteriza por la cinética de Michaelis-Menten (Klingenberg, 2007; Mirza et al.,
2006). Los transportadores son estructural y funcionalmente distintos de los canales
16nicos, que son proteinas transmembrana que forman poros selectivos controladas por la
apertura y cierre simultaneos de "compuertas". Este mecanismo opera en respuesta a
diversas sefiales bioquimicas, biofisicas, eléctricas y mecanicas. La selectividad del canal
se controla mediante "filtros moleculares" que restringen el tamafio de los poros que se
encuentran cerca de la compuerta que mira hacia afuera. No poseen un sitio de union de
sustrato (i6n) especifico y no sufren cambios conformacionales durante el pasaje de
sustratos. Cuando estan abiertos, los canales trasladan rapidamente los iones impulsados
por su un gradiente electroquimico sin requerimiento de energia metabolica (Gouaux,

2005).

Los transportadores pueden ser facilitadores (transporte independiente de la energia,
similar a los canales), transportadores activos primarios (requieren hidrélisis de ATP para
su funcion), o transportadores activos secundarios (Figura 1-2). Estos altimos acoplan el
transporte energéticamente desfavorable del sustrato, con un simportador o antiportador
de iones energéticamente favorable o un segundo sustrato. Los simportadores transportan
el sustrato e iones en la misma direccion y los antiportadores transportan el sustrato e

iones en direcciones opuestas (Saier, 1999).

Transportadores y canales median la translocacion de solutos a través de las membranas,
cumpliendo funciones relacionadas con la nutricién, sefalizacion, comunicacion,
neurotransmision, resistencia al estrés, defensa, homeoestasis, desintoxicacion y
resistencia a farmacos. Su mal funcionamiento esta relacionado con varias enfermedades
humanas (por ejemplo, fibrosis quistica, diabetes y defectos de la neurotransmision)
(César-Razquin et al., 2015; DiFrancesco & DiFrancesco, 2015; Wong et al., 2014). Su
importancia para el funcionamiento celular también se refleja en que un 8-10% de los
genes de la mayoria de los genomas codifican para proteinas transportadoras (Ren et al.,
2007). En el caso de los hongos filamentosos este porcentaje asciende a 10-12%, por esta
razon estos organismos se consideran los “campeones” de los transportadores (Diallinas,

2016).
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sustrato ion co-transportado

\LE:IE rgia
sustrato

Transportador Facilitador Simportador Antiportador
Activo Primario  (Transportador :
Pasivo) Transportador

Activo Secundario

Figura 1-2: Tipos de transportadores de membrana. Se esquematizan los distintos tipos de
transportadores de membrana. Los transportadores activos primarios utilizan la energia liberada por una
fuente primaria (por ejemplo hidrolisis de ATP) para translocar su sustrato. Los transportadores activos
secundarios utilizan la energia almacenada en un gradiente electroquimico de iones para translocar el
sustrato, pudiendo ser simportadores o antiportadores segun si el transporte del i6n y sustrato ocurre en la
misma direccion o en direcciones opuestas. El facilitador es capaz de transportar solamente si el sustrato se
encuentra a favor de su gradiente de concentracion. Extraido y modificado de (Alberts 2008).

Analisis in silico realizados con los genomas disponibles de Aspergillus, indican que
poseerian mas de 120 familias diferentes de transportadores. Entre los cuales algunos son
especificos de Aspergillus, algunos especificos de hongos, algunos especificos de
microbios y otros ubicuos en todos los dominios de la vida (Diallinas, 2016). La mayoria
de los transportadores de metazoos tienen proteinas fungicas homologas y mecanismos
aparentemente similares para su expresion subcelular y regulacion del recambio. Por esta
razon los hongos son utilizados como modelo para el estudio de transportadores, y las
metodologias para su analisis (estudios fisiologicos, genéticos clasicos y bioquimicos)
tienen una larga historia (Diallinas, 2008a; Pantazopoulou & Diallinas, 2007). De hecho,
los primeros transportadores eucariotas, especificos de aminoacidos, bases nucleotidicas
o amonio fueron identificados en Saccharomyces cerevisiae (revision Barnett, 2008),
Aspergillus nidulans (Darlington & Scazzocchio, 1967; Kinghorn & Pateman, 1975;
Pateman et al., 1974) y Neurospora crassa (Kappy & Metzenberg, 1967).
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1.2 Sintesis y regulacion del trafico intracelular

de transportadores

Los transportadores eucariotas, son translocados co-traduccionalmente de los ribosomas
a la membrana del reticulo endoplasmatico (RE), a través del complejo proteico
translocon Sec61 (Nyathi etal., 2013; Voorhees & Hegde, 2016). Esta translocacion
directa al entorno hidrofébico de la membrana del RE permite que los transportadores se
plieguen correctamente y adquieran su conformacion funcional. Este proceso de
translocacion co-traduccional que acopla traduccion y plegamiento proporciona un punto
de control de calidad primario ya que las proteinas de membrana mal plegadas son
retenidas en la membrana del RE y se desencadenan mecanismos que conducen a su
degradacion, como la degradacion asociada al RE (ERAD) (Christianson & Ye, 2014;
Preston & Brodsky, 2017; Wu & Rapoport, 2018) o la autofagia selectiva mediada por

chaperonas (Evangelinos et al., 2016).

En todos los casos, los ribosomas que sintetizan transportadores (u otras proteinas de
membrana) necesitan adherirse al complejo translocon en el RE. La evidencia ha sugerido
que el primer segmento transmembrana (STM) traducido interactia con la particula de
reconocimiento de sefial (SRP) y probablemente otras chaperonas, y guia los ribosomas
al translocon (Aviram & Schuldiner, 2017; Patterson et al., 2015). Posteriormente, otros
STM también parecen actuar como sefiales para un plegado adecuado durante la
translocacion al RE (Aviram & Schuldiner, 2017; Patterson et al., 2015; Skach, 2009).
Versiones truncadas de transportadores que carecen del STMS o varios otros STM, se
pueden insertar en el RE, pero nunca salir de ¢l, y a menudo son degradados por ERAD
(Juanes et al., 2010; Vlanti et al., 2006). Por tanto, parece que la entrada no requiere de
sefiales especificas, sino un grado minimo de hidrofobicidad proporcionada por al menos
dos STM, mientras que la salida es mucho mas exigente, ya que requiere interacciones
multivalentes especificas de los transportadores con proteinas de la maquinaria de salida
del RE (como el complejo de recubrimiento COPII) y lipidos de membrana especificos,
necesarias para promover la curvatura de la membrana del RE y, la formacion y liberacion
de vesiculas secretoras recubiertas (Borgese, 2016; Klinkenberg et al., 2014; Sato &
Nakano, 2007; Zanetti et al., 2012). Para que se den estas interacciones se requiere un
plegado adecuado del transportador, que en varios casos también es necesario para una

adecuada homo-oligomerizacion (Martzoukou et al., 2015; Springer et al., 2014). En
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resumen, los transportadores se insertan co-traduccionalmente en la membrana del RE y,

si se pliegan correctamente, salen del RE incrustados en las vesiculas COPII (Figura 1-3).

Después de la formacion de vesiculas, los pasos posteriores conducen al desrevestimiento
de las vesiculas de transporte y al reciclaje de componentes de COPII. El proceso de salida
del RE a menudo requiere un contexto especifico dependiente de motivos de secuencia
en los transportadores, localizados cominmente en sus extremos citosolicos (Mikros &
Diallinas, 2019). Las sefiales suelen ser secuencias cortas variables, como diacido (D/E-
X-D/E), hidréfobico y aromatico (FF, YY, LL, FY, ®X®XD — @ indica residuo
aromatico y X cualquier aminodcido) u otros motivos cortos mas variables. Estos motivos
son esenciales para el reconocimiento por Sec24, la proteina adaptadora de COPII (Miller

et al., 2003; Otsu et al., 2013; Peng et al., 1999; Springer & Schekman, 1998).

En células de mamiferos, se sabe que después de la salida de RE, vesiculas COPII
trasladan las proteinas de membrana a un compartimento intermedio RE-Golgi (ERGIC),
formado por una red de membranas que funciona como una puerta al Golgi (Ito et al.,

2012). El transporte de RE a ERGIC depende de los microtibulos (Tomas et al., 2010).

El mecanismo descrito en S. cerevisiae es diferente, este mecanismo denominado "abrazo
y beso" implica que luego de la salida de los transportadores del RE, el cis-Golgi se
aproxima y contacta con los sitios de salida del RE (ERES), provocando el colapso de la
capa COPII, y permitiendo asi la entrada de las proteinas al cis-Golgi (Kurokawa et al.,
2014). Este mecanismo garantiza una eficiencia y transporte dirigido. Después de la
translocacion en el cis-Golgi, los transportadores se mueven a la red trans-Golgi y desde
aqui se cree que las proteinas de membrana son secretadas hacia la membrana plasmatica,
ya sea indirectamente a través de compartimentos endosoémicos o directamente en
vesiculas secretoras recubiertas de AP-1/clatrina, con la participacion del citoesqueleto
de microtubulos (Hernandez-Gonzalez et al., 2018; Martzoukou et al., 2018). Para los
transportadores sintetizados de novo las teorias actuales plantean que no seguirian las
rutas convencionales dependientes del Golgi (Bouris et al., 2019; Dawicki-McKenna
et al., 2012; Hesse et al., 2010; Rabouille, 2017; Takazawa et al., 2008). En este sentido
se demostro recientemente (Dimou et al., 2020) que después de la salida de RE la ruta
que dirige el transportador UapA sintetizado de novo hacia la membrana plasmatica evita
el Golgi, asi como la necesidad de microtibulos y endosomas. Esta ruta requiere una red
de actina funcional y la clatrina (esta red es distinta a la de la ruta de trafico convencional

utilizada para la secrecion polar apical relacionada con el crecimiento de hongos). Al
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parecer, la via convencional dependiente de los microtibulos/Golgi opera principalmente
para la clasificacion de proteinas de membrana especificas que deben dirigirse de manera
polar a la region apical de crecimiento activo de hongos filamentosos o a la region de
gemacion de las células de levadura (Amold & Gallo, 2014; Feyder et al., 2015; Gumy
& Hoogenraad, 2018; Guo et al., 2017).

Transporter
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Figura 1-3: Representacion esquematica de trafico de transportadores en células de Aspergillus. Para
mayor detalle referirse al texto. Extraido de (Mikros & Diallinas, 2019).

Asi, la mayoria de los transportadores son dirigidos a la membrana plasmatica embebidos
en vesiculas exociticas, pero frente a determinadas condiciones los transportadores son
re-dirigidos a las vacuolas para su degradacion ya sea directamente a través de la via de

MVB (cuerpos multivesiculares, endosomas tardios) o reciclados entre la membrana
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plasmatica, los endosomas y el Golgi (Figura 1-3) (Becuwe & Léon, 2014; Foley et al.,
2011; Jaldin-Fincati etal., 2017; Laidlaw & MacDonald, 2018). En algunos
transportadores de S. cerevisiae (Eising et al., 2019; MacDonald & Piper, 2017) ha sido
demostrado que después de la endocitosis, estos pueden ser dirigidos nuevamente a la
membrana plasmatica (reciclados) en lugar de ser degradado en la vacuola. Aunque en
las células de levadura, el reciclaje endocitico generalmente requiere del aparato de Golgi,
también se sabe que existe una via mas directa que lo evita (Maxfield & McGraw, 2004;
Wiederkehr et al., 2000). Muy poco se sabe sobre el reciclaje de transportadores en

hongos filamentosos.

Este recambio proteico (endocitosis del transportador) que ocurre como mecanismo de
regulacion, opera a través de ubiquitinacion especifica mediada por ubiquitina ligasas de
tipo HECT (tipo Nedd4 / Rsp5), reclutadas en los sitios de ubiquitinacién por proteinas
adaptadoras, conocidas como o-arrestinas (Dupré et al., 2004; Foley et al., 2011; Foot

et al., 2016; Hicke & Dunn, 2003; Sorkin & von Zastrow, 2009).

La forma en que las proteinas adaptadoras reconocen secuencias o motivos estructurales
y reclutan las ubiquitin-ligasas, aun es poco conocido. Las sefiales que conducen a la
endocitosis del transportador incluyen cambios en las fuentes de carbono, nitrogeno, el
pH o temperatura del medio, estrés, la presencia de algin sustrato en exceso o la presencia
de farmacos que afectan la membrana u otras funciones celulares basicas (azoles,
anfotericina B, rapamicina, cicloheximida, DMSO o DTT). Estas sefiales disparan la
activacion y reclutamiento de las proteinas adaptadoras que conduce a un aumento en la
ubiquitinacion y el recambio endocitico de los transportadores (Crapeau et al., 2014;
Gournas et al., 2016; Merhi & André, 2012; Talaia etal., 2017). En particular, la
ubiquitinacion y el recambio endocitico también dependen de los cambios
conformacionales de los propios transportadores. Se demostr6 que varios transportadores
de A. nidulans y S. cerevisiae son mas accesibles a la ubiquitinacion y endocitosis cuando
transportan activamente sus sustratos, un fendmeno conocido como endocitosis
dependiente de sustrato (Gournas et al., 2010, 2016, 2017; Talaia et al., 2017). Esta
observacion apoyo la idea de que las conformaciones particulares, desencadenadas
después de la union del sustrato (por ejemplo, topologias ocluidas por sustrato o que miran
hacia adentro), aumentan la accesibilidad de los adaptadores tipo arrestina (Gournas et al.,
2010, 2016, 2017). En este sentido también los cambios de pH, temperatura o la

composicion de los lipidos de la membrana puede afectar la conformacion del
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transportador, y modificar dominios expuestos citoplasmaticamente, lo que hace que los
extremos del transportador sean mas accesibles para las arrestinas y el recambio

endocitico (Keener & Babst, 2013; Zhao et al., 2013).

En casi todos los casos estudiados, la ubiquitinacién de transportadores de hongos tiene
lugar en uno o dos residuos de Lys especificos localizados en los extremos amino 6
carboxilo terminal, en una region distal del STM mas proximo. No se han encontrado
dominios universales de unioén a arrestinas pero algunos motivos relevantes tienen
elementos comunes que han sido reconocidos recientemente en varios transportadores
(Mikros & Diallinas, 2019). Por ejemplo, en los transportadores UapA y FurE de A.
nidulans, se demostré que un motivo acido corto (E/D-X-E-E) ubicado cerca del tltimo
STM y 23-25 residuos corriente arriba de los residuos de Lys modificados por
ubiquitinacion en el extremo carboxilo terminal son cruciales para la endocitosis mediada
por arrestina (Karachaliou et al., 2013; Papadaki et al., 2019). Estos motivos sefial 4cidos
también se describieron en S. cerevisiae, en el extremo amino de los transportadores de
metionina y arginina y en el extremo carboxilo del transportador de monocarboxilato
(Fujita et al., 2018; Guiney et al., 2016; Nikko & Pelham, 2009). Por lo tanto, parece
haber un mecanismo comun para el reconocimiento de transportadores por a-arrestinas
probablemente basado en interacciones de la region C-terminal bésica de la arrestina con
los residuos acidos presentes en las regiones citosolicas amino y/o carboxilo terminales
de los transportadores. Curiosamente, en algunos casos, como en el transportador FurE
de A. nidulans y el transportador Gapl de S. cerevisiae, tanto los extremos amino como
carboxilo contienen elementos necesarios para la ubiquitinacion y endocitosis
dependientes de arrestina (Crapeau et al., 2014; Mikros & Diallinas, 2019; Papadaki
etal., 2019).

Para transportadores de A. nidulans se ha demostrado que esta endocitosis desde la
membrana plasmatica es dependiente de clatrina e independiente del complejo de proteina
adaptadora AP-2. Este complejo actiia en la endocitosis de proteinas de membrana que
son polarmente localizadas en la region apical en crecimiento de hifas de Aspergillus

(Martzoukou et al., 2017).
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1.3 Acercamiento a las relaciones estructura -
funcion de un transportador

Los transportadores son proteinas complejas desde el punto de vista técnico. El bajo nivel
de expresion, la naturaleza hidréfoba, el gran tamafio y la topologia transmembrana de
los transportadores son razones por las que, hasta hoy en dia, estas proteinas no pueden
ser estudiadas mediante enfoques biofisicos o estructurales en su entorno de membrana
natural. El uso de detergentes durante la purificacion para métodos cristalograficos u otros
métodos biofisicos, o la reconstitucion en proteoliposomas para ensayos funcionales, no
tiene en cuenta el papel significativo de especies de lipidos especificas en el plegamiento,
funcionamiento o recambio del transportador. Este problema se agrava ain mas cuando
se trata de transportadores eucariotas, donde los lipidos desempefian funciones
reguladoras adicionales relacionadas con el trafico de membranas y la expresion de un

transportador en la membrana plasmatica (Diallinas, 2014).

La mayor parte del conocimiento sobre la funcion de los transportadores procede de
enfoques genéticos y bioquimicos. En los ultimos afios, la disponibilidad de estructuras
2D y 3D obtenidas por cristalografia por rayos X y crio-EM, asi como las contribuciones
de enfoques computacionales y teoricos, han mejorado enormemente la comprension de
las relaciones estructura-funcion de los transportadores (Abramson, 2003; Abramson

et al., 2004; Murakami et al., 2002).

El auge de la cristalografia de transportadores ha cambiado la vision sobre las relaciones
estructura-funcion y el mecanismo de catdlisis del transporte, pero cabe aclarar que en la
mayoria de los casos los estudios estructurales demostraron estar de acuerdo con los
resultados obtenidos mediante aproximaciones genéticas y bioquimicas. Los residuos que
mediante analisis puramente genéticos y bioquimicos se identificaron como responsables
de la unién o translocacion del sustrato concuerdan con su ubicacion en las estructuras

cristalinas y viceversa.

La gran mayoria de los transportadores consta de 10 a 14 segmentos transmembrana o-
helicoidales (TMS) conectados a través de loops intracelulares y extracelulares y regiones
citoplasmaticas N- y C-terminales. Estos transportadores parecen funcionar como
monomeros, aunque algunos también forman dimeros u oligomeros. Los transportadores
mas simples, de 3-6 STM, parecen formar complejos funcionales homo o hetero-

oligoméricos. Sorprendentemente, los transportadores de familias de proteinas funcional
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y evolutivamente distintas, sin similitud de secuencia de aminoacidos (estructura
primaria) y diferentes especificidades de sustrato, parecen exhibir plegamientos similares

(Diallinas, 2014).

La mayoria de las estructuras transportadoras conocidas se encuentran dentro de dos tipos
de plegamientos; el tipo 6 + 6 de Superfamilia Facilitadora Mayor (MFS) (Abramson
et al., 2004; Kaback et al., 2011; Madej et al., 2014), y el entrelazado 5 + 5 tipo LeuT /
Mhpl (Forrest et al., 2011; Penmatsa & Gouaux, 2014b; Shi, 2013; Weyand et al., 2008;
Yamashita etal., 2005). 6 + 6 o 5 + 5 representan los segmentos transmembrana o
helicoidales presentes en cada tipo de pliegue transportador. Una variacion del tipo 5 + 5
esta ejemplificada por los transportadores 7 + 7 de la familia NAT/NCS2. De hecho,
varios de los transportadores 5 + 5 contienen 2 o 4 hélices adicionales, con un total de 12
o 14 STM, pero estos dominios adicionales probablemente estén involucrados en la
oligomerizacion, el trafico o la rotacion, mas que en la actividad de transporte (Lu et al.,
2011; Vistermark & Saier, 2014). Los plegamientos estructurales comunes que se
encuentran en los simportadores, facilitadores y antiportadores sugieren fuertemente que
la arquitectura proteica general no determina el modo de transporte. A pesar de las
importantes diferencias estructurales, como por ejemplo el sitio principal de union del
sustrato y el mecanismo de transporte, todos los tipos comparten algunos puntos comunes,
como una aparente simetria estructural interna- doble o la presencia de a-hélices de
membranas discontinuas que albergan residuos involucrados en la unién del sustrato y/o
launion de iones. Esto sugiere algunos origenes ancestrales comunes (Forrest et al., 2011;
Krishnamurthy & Gouaux, 2012; Penmatsa & Gouaux, 2014b; Shi, 2013; Vistermark &
Saier, 2014).

El analisis de las estructuras de transportadores disponibles actualmente propone que los
transportadores se pueden encontrar en una serie de conformaciones intermedias
interrelacionadas y no simplemente en topologias orientadas hacia afuera o hacia adentro.
El transportador recorre un conjunto de estados conformacionales definidos que
proporcionan un marco estructural necesario para el transporte eficiente del sustrato. El

principio de un ciclo de transporte se ilustra en la Figura 1-4.
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Figura 1-4: Modelo de estados conformacionales. (1) mirando hacia afuera con la compuerta extracelular
abierta (compuerta citoplasmatica ocluida), (2) mirando hacia afuera con la compuerta extracelular ocluida
(la compuerta citoplasmatica permanece ocluida), (3) intermedia con ambas compuertas ocluidas, (4)
mirando hacia adentro con las compuertas ocluidas, (5) mirando hacia adentro con solo la compuerta
citoplasmatica abierta. Las compuertas, que se muestran en rojo, pueden estar formadas por unos pocos
aminoacidos flexibles o dominios mas grandes formados por partes de hélices a. A partir de la union de
Na* o H" (estrellas verdes) en la compuerta extracelular o mas profundamente en el sitio principal de union
al sustrato, se estabiliza el estado abierto que mira hacia afuera, creando un sitio de union al sustrato de alta
afinidad (ubicado en el cuerpo del transportador). El sustrato (hexdgono amarillo) también pueden unirse
selectivamente a la compuerta extracelular. Después de la union del sustrato y de los iones, la compuerta
extracelular se cierra y este cierre promueve una transicion de ajuste hacia el estado ocluido intermedio o
orientado hacia adentro. Esta transicion implica importantes movimientos conformacionales de hélices o
flexibles o partes de hélices (mostradas en azul oscuro). En el estado orientado hacia adentro, la liberacion
de Na" o H estabiliza la apertura de la compuerta intracelular y desencadena la liberacion del sustrato. El
transportador abierto que mira hacia adentro vacio puede entonces regresar al estado que mira hacia afuera
y, por lo tanto, completar el ciclo de transporte. El diagrama muestra una transicion de un solo paso de
"abierto hacia adentro" a "abierto hacia afuera", mientras que esto puede requerir varios pasos intermedios.
El esquema muestra un simportador, pero el mismo modelo se puede adaptar facilmente a facilitadores y
antiportadores. Extraido de (Diallinas, 2014).

El sustrato (s) se une primero al transportador vacio en la conformacion que mira hacia
afuera, donde el sitio de union solo es accesible desde el lado extracelular (Figura 1-4).
A esto le sigue el cierre (u oclusion) de las puertas moleculares externas para dificultar la
difusion del sustrato. El cierre de la puerta se facilita por el reordenamiento (inducido por
el sustrato) de cadenas laterales de un solo aminoacido o por la flexiéon de hélices a

individuales, partes de hélices u horquillas helicoidales. Posteriormente se da un cambio
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conformacional de la conformacion ocluida (cerrada) que mira hacia afuera a la
conformacion ocluida que mira hacia adentro. Durante este cambio estructural, el
transportador pasa a través de la forma intermedia ocluida, donde el sustrato queda
inaccesible tanto al medio intracelular como extracelular. A esto le sigue la apertura de
las puertas moleculares internas, lo que permite la liberacion del sustrato al citosol. El
ciclo de transporte se completa cuando el transportador cambia de la forma interna vacia
a la conformacion externa vacia, lo que permite que la proteina comience un nuevo ciclo
de transporte (Diallinas, 2008b; Forrest et al., 2011; Forrest & Rudnick, 2009; Made;j
etal., 2012, 2014; Reyes et al., 2009).

En el caso de un antiportador, se transporta solamente el sustrato durante la conversion
de la conformacion ocluida orientada hacia afuera a la conformacion ocluida orientada
hacia adentro, mientras que el co-sustrato se transporta en la etapa de retorno desde la
conformacion hacia adentro hacia afuera. En resumen, la idea actual es que los
transportadores funcionan a través de una cascada de alteraciones conformacionales,
algunas de las cuales son “pequefias” (apertura y cierre de la compuerta), otras mas
dramaticas (transicion de afuera hacia adentro de la trayectoria de translocacion
principal).

Se han propuesto varios modelos para explicar estos mecanismos de alteracion
conformacional: “interruptor basculante con compuerta”, “haz oscilante”, “abrazadera e
interruptor” y los mecanismos “elevadores” (Figura 1-5) (Colas et al., 2016; Diallinas,
2008b; Drew & Boudker, 2016; Penmatsa & Gouaux, 2014a; Quistgaard et al., 2016).
Todos consideran la existencia de varios tipos de "elementos de gating" que operan
alternativamente a ambos lados de los transportadores. La accesibilidad alterna se puede
lograr solo a través del acoplamiento alostérico con compuerta extracelular e intracelular.
La evidencia actual apoya la sugerencia de que el cierre de compuerta parece preceder a

la alteracion del cambio de conformacion afuera-adentro.

29

En los modelos de “interruptor basculante con compuerta”, “abrazadera e interruptor” y
“haz oscilante”, los transportadores comprenden dos dominios, en donde el sustrato se
une en la interfaz (aproximadamente en la mitad de la membrana). Las transiciones entre
los estados que miran hacia afuera y hacia adentro involucran movimientos de los
dominios entre si. La union del sustrato estd mas asociada con reordenamientos locales
de los elementos de activacion. Los mecanismos de “interruptor basculante con

compuerta” y de “abrazadera e interruptor” difieren del “haz oscilante” ya que los
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dominios “méviles” son estructuralmente simétricos en los primeros pero asimétricos en
los haces oscilantes, donde solo un dominio parece moverse. Ademas, existen diferencias
importantes en sus eventos de activacion (Colas et al., 2016; Drew & Boudker, 2016;

Penmatsa & Gouaux, 2014b; Quistgaard et al., 2016).

En el mecanismo de acceso alterno del “elevador”, el sitio de union al sustrato esta
confinado a un solo dominio que atraviesa la membrana a lo largo de un armazoén
relativamente rigido, inmévil o dominio de dimerizacion. Este dominio proporciona la
mayoria de los elementos de activacion y participa en la oligomerizacion del
transportador. Los transportadores que utilizan el mecanismo “elevador” son
evolutivamente distintos, lo que sugiere que este mecanismo ha evolucionado varias
veces de forma independiente (Colas et al., 2016; Drew & Boudker, 2016; Penmatsa &
Gouaux, 2014a; Quistgaard et al., 2016). También se ha propuesto otro mecanismo
multimodal més complejo que asume multiples sitios de unioén secundarios y que abarca

elementos en forma de canal (Naftalin, 2010).

Gated
rocker-switch

Rocking-bundle
Clamp-and-switch

Two-domain
elevator

Figura 1-5: Esquema de diferentes modelos para la alternancia entre la conformacién abierta y
cerrada de un transportador. En el panel de arriba se representan los modelos de “interruptor basculante
con compuerta”, “abrazadera e interruptor” y “haz oscilante” y en el panel de abajo el modelo de “elevador”.
En rojo se representa el sustrato, en amarillo los elementos considerados externos y en verde lo elementos
considerados internos. i) conformacion abierta hacia afuera; ii) conformacion cerrada hacia afuera; iii)
conformacion cerrada con el sustrato unido; iv) conformacion cerrada hacia adentro; v) conformacion

abierta hacia adentro. Extraido de (Diallinas, 2016).
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En suma, més alla de las diferencias, el “viejo mecanismo” de acceso alterno, sigue siendo
valido, en sus principios basicos, para los transportadores de tipo 6 + 6 y 5 + 5/7 + 7
(Abramson et al., 2004; Forrest & Rudnick, 2009; Kaback et al., 2011; Shi, 2013). Lo que
es “nuevo” en estos mecanismos de cambios de conformacion es la presencia de
compuertas topologicamente independientes que controlan el acceso selectivo de los
sustratos al sitio principal de union al transporte. La presencia de estas puertas selectivas
se evidenciaron primero mediante la caracterizacion funcional de mutaciones que afectan
la especificidad del transportador de purinas UapA y se confirmaron luego mediante la

estructura cristalina (Alguel et al., 2016; Diallinas, 2014).

1.4 Transportadores de purinas

Las purinas son compuestos organicos (heterociclico aromatico) cuya estructura esta
compuesta por dos anillos fusionados, uno de seis atomos (pirimidina) y otro de cinco

(imidazol), en total estos anillos presentan cuatro nitrogenos (Figura 1-6).

kji'? J\)t I\Ji? &\m&» 2 §>‘°

Ademna Guamna Hlpoxantma PURINA Xantina Acido Urico
Figura 1-6: Estructura quimica de purinas.

Estos compuestos nitrogenados, ademas de ser precursoras de la biosintesis de acidos
nucleicos participan en la sefalizacion celular, la homeostasis, la nutricion y la respuesta
al estrés y, por ultimo, pero no menos importante, el metabolismo energético. El
suministro externo de purinas puede ser vital para las células que utilizan las vias de
salvataje para la sintesis de nucledtidos o utilizan purinas como fuentes de nitrogeno o
carbono a través del catabolismo. La entrada de estos solutos esta regulada por diferentes
sistemas de transporte de membrana segun el tipo de célula. Las células microbianas en
todos los dominios poseen transportadores de bases nucleotidicas especificos,
normalmente distintos de los implicados en la captacion de nucleodsidos (Lu et al., 2011;

Lucic et al., 2008; Shimamura et al., 2010; Yamamoto et al., 2010).
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Los hongos poseen tres familias estructural, funcional y filogenéticamente distintas de
simportadores (H") de purinas y / o pirimidinas (Lucic et al., 2008; Pantazopoulou &
Diallinas, 2007). Estas son la familia NCS1 (Nuceobase: Cation Symporter-1 family), 1a
familia NAT/NCS2 (Nucleobase/Ascorbate transporter o Nuceobase: Cation Symporter-
1 family) y la familia AzgA-like. Los transportadores NCS2 estan presentes en todos los
principales taxones de organismos, incluidos los mamiferos, los transportadores NCS1 y
los transportadores AzgA-like no tienen homologos estructurales en los animales

(http://www.tcdb.org/).

La mayor cantidad de datos sobre la funcion de los transportadores de bases nucleotidicas
provienen de estudios genéticos y bioquimicos realizados en el hongo filamentoso
Aspergillus nidulans. En este organismo se han caracterizado cinco genes que codifican
transportadores especificos de nucleobase pertenecientes a las tres familias evolutivas,
denominados AzgA, UapA, UapC, FcyB y FurD (http://www.membranetransport.org/).
De hecho, la familia AzgA-like se ha definido a partir de la permeasa homoénima de A.

nidulans AzgA (Cecchetto et al., 2004).

AzgA es un transportador dependiente del gradiente H + de alta afinidad y alta capacidad,
especifico para adenina-hipoxantina-guanina y no puede reconocer las purinas oxidadas
xantina y acido trico ni pirimidinas. También reconoce, con afinidad moderada, analogos
de purina especificos, algunos de los cuales son citotoxicos, como la 8-azaguanina
(Cecchetto et al., 2004; Darlington & Scazzocchio, 1967; Goudela et al., 2006). Hasta la
fecha, otras proteinas de la familia AzgA-like con actividad verificada son las del
Ascomycota Aspergillus fumigatus (AfAzgA), del Basidiomyota Phanerochaete
chrysosporium (PhZ), de la planta Arabidopsis thaliana (AtAzgl y AtAzg2), de la
espiroqueta Borrelia burgdorferi (BBB22 y BBB23) y de Escherichia coli (PurP, YicO,
YjcD e YgfQQ) (Barraco-Vega etal.,, 2017; Goudela etal., 2008; Jain etal., 2012;
Mansfield et al., 2009; Papakostas et al., 2013).

UapA y UapC, son prototipos de la familia NAT/NCS2 (Darlington y Scazzocchio, 1967;
Diallinas y Scazzocchio, 1989; Diallinas et al., 1995). Ambos reconocen la xantina
igualmente bien, pero UapA también es un transportador eficiente de acido urico y sus
analogos, mientras que UapC muestra una afinidad significativamente reducida por el
acido urico y una afinidad moderada por el oxipurinol. (Koukaki et al., 2005; Krypotou
& Diallinas, 2014). Hasta la fecha, se han caracterizado funcionalmente

aproximadamente 20 miembros de esta familia. La mayoria de éstos son simportadores

23



Introduccion general

acoplados de H" (bacterias, hongos y plantas) o Na* (mamiferos) especificos para la
captacion celular de xantina, acido urico o uracilo y analogos relacionados. Curiosamente,
en los primates, los homodlogos de NAT/NCS2 (SVCT1 y SVCT2) tnicamente
transportan acido L-ascorbico (Frillingos, 2012; Goudela et al., 2008).

Respecto a la familia NCS1, FcyB, el homologo més cercano a la permeasa de
Saccharomyces cerevisiae Fcy2p es un transportador menor de purina (solo adenina e
hipoxantina) y citosina. La proteina FurD, como Furdp de S. cerevisiae, reconoce y
transporta con alta afinidad y alta capacidad uracilo y 5-fluorouracilo. Por tanto, respecto
a la absorcion de purinas estos transportadores contribuyen muy poco (FcyB) o nada
(FurD) (Amillis et al., 2007; Jund et al., 1988; Vlanti & Diallinas, 2008; Weber et al.,
1990).

1.5 Aspergillus nidulans: Modelo para el estudio

de transportadores

Emericella nidulans (Aspergillus nidulans) es un ascomycota ampliamente utilizado
como modelo de investigacion. Su genoma haploide, crecimiento rapido y requerimientos
nutricionales simples son caracteristicas que facilitan su utilizacién en el laboratorio.
Desde la década de 1990 se ha utilizado como sistema modelo para el estudio de varios
aspectos de la biologia de los transportadores, como la regulacion de la expresion, el
trafico intracelular, la relacion estructura-funcion, la especificidad por el sustrato y la
evolucion molecular. En este organismo modelo se pueden utilizar herramientas simples
como ensayos de captacion, construccion de cepas knockout de multiples genes que
permiten la evaluacion directa de un transportador dado en un contexto genético “limpio”
que carece de otros transportadores similares, y el seguimiento subcelular in vivo de la
expresion y el recambio del transportador mediante la fusion a proteinas fluorescentes.
Estas herramientas simples, combinadas con mutagénesis racional in vitro, cribados
genéticos aleatorios (mutaciones espontaneas o inducidas), modelado in silico y, mas
recientemente, cristalografia, han llevado a la caracterizacion funcional de versiones de
transportadores de tipo salvaje o mutante y, finalmente, a conceptos novedosos sobre

coémo funcionan los transportadores.
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1.5.1 Ciclo de vida de A. nidulans

El ascomycota Emericella nidulans (Aspergillus nidulans) presenta un ciclo de vida

compuesto por tres fases de desarrollo: asexual, sexual y parasexual (Figura 1-7).

La fase asexual muestra crecimiento vegetativo de las hifas para dar una colonia de
aspecto filamentoso. Esta fase “comienza” con la germinacion de una espora asexual
(conidia) que da lugar a la formacion de hifas tubulares que crecen de manera
hiperpolarizada por extension apical y ramificacion lateral, formando una malla de hifas
interconectadas denominada micelio. Una vez alcanzada la plena competencia se forman
los conidioforos, donde se producen conidias uninucleadas (haploides). Esto facilita la
obtencion de colonias aisladas mediante siembra de conidias (diluciones sucesivas) cada
una de las cuales dara lugar a una colonia. La produccion masiva de conidias uninucleadas
y haploides constituye una ventaja en los estudios de mutagénesis ya que permite analizar
los efectos provocados por mutaciones “recesivas”. Durante el crecimiento vegetativo,
pueden formarse heterocariontes por un mecanismo de anastomosis: dos hifas de cepas
diferentes (diferentes nucleos), se fusionan permitiendo el intercambio de nucleos y
dando lugar a una colonia con nticleos haploides diferentes entre si. Las conidias de estos

heterocariontes tendran uno u otro nucleo.
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Figura 1-7: Ciclo de vida de A. nidulans. Extraido de (Lee et al., 2010).

En la fase de reproduccion sexual se forma un cuerpo de fructificacion de forma esférica
llamado cleistotecio, en su interior se encuentran una gran cantidad de sacos denominados
ascos, que contienen las esporas sexuales o ascosporas. El proceso de formacion del
cleistotecio comienza cuando dos nicleos haploides se congregan para dar lugar a la hifa
ascogénica. Luego del evento de fertilizacion, una meiosis y dos mitosis se suceden para
dar lugar a la formacion del asco maduro. Los cuatro ntcleos producidos por meiosis se
dividen mitdticamente para generar 8 nucleos haploides que se dividen de nuevo (mitosis
sin division celular) para dar lugar a 8 esporas binucleadas (haploides). Cada cleistotecio
se forma a partir de un Unico evento de fertilizacion, por lo que en las ascoesporas se
segregan los caracteres parentales. 4. nidulans es homotalico por lo que todos los pasos
del ciclo sexual pueden ocurrir en un solo micelio sin necesidad de un “compafiero
sexual”, esto permite que una Unica cepa pase por un ciclo de automeiosis. Por otro lado,

si dos cepas de A. nidulans entran en contacto, se anastomosan facilmente y forman
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filamentos heterocarioticos. Durante el ciclo sexual, la fusion puede tener lugar entre dos
nucleos diferentes (cleistotecio cruzado) o entre dos nticleos de un mismo progenitor. La
proporcion de cleistotecios cruzados varia segun las cepas. La utilizacion de cepas con
auxotrofias complementarias aumenta la proporcion de cleistotecios provenientes de la
fecundacion de nucleos distintos.

Este organismo también tiene un ciclo parasexual con alternancia de fases haploides y
diploides. El micelio heterocaridtico puede dar lugar espontaneamente a una espora
diploide, el micelio diploide crece como la cepa haploide, pero no es una forma estable y
vuelve facilmente al estado haploide. El proceso de haploidizacion se inicia con el
diploide que durante la formacion de nuevas conidias segrega cromosomas y termina con
la formacion de haploides recombinantes. Esta fase, permite asignar genes a los distintos
cromosomas usando mutaciones e identificar translocaciones (Kifer, 1958; Pontecorvo

et al., 1953).

1.5.2 Ensayos de transporte

Los ensayos de captacion (“uptakes”) permiten el andlisis cinético directo de un
transportador especifico midiendo la afinidad de sustrato (K aparentes) y capacidad de
transporte (Vm aparente). También permiten la caracterizacion de perfiles de sustratos
mediante ensayos de competicion. Estos ensayos se pueden realizar facilmente utilizando
sustratos radiomarcados en microorganismos unicelulares, principalmente bacterias y
levaduras, pero también protozoos, algas o con tipos especificos de células animales tales
como ovocitos de Xenopus o eritrocitos, que se puede cultivar como suspensiones
celulares homogéneas (Desai, 2012; Sigel, 1990; Thomas et al., 2011). En organismos
multicelulares como los hongos filamentosos presentan algunas dificultades técnicas. En
A. nidulans, los problemas asociados con el desarrollo del micelio y la diferenciacion
celular se resolvieron mediante el uso de conidiosporas recolectadas en la fase isotropica
de germinacion (antes de la emergencia del tubo germinativo). En esta etapa de desarrollo,
la mayoria de los transportadores analizados hasta ahora estan altamente expresados a
través de la transcripcion de novo independientemente de las condiciones fisiologicas
impuestas. Las conidiosporas de A. nidulans se asemejan a las células de levadura
unicelulares, las actividades se pueden expresar por nimero de conidiosporas vivas, en
lugar de masa seca (Amillis et al., 2004; Krypotou & Diallinas, 2014; Tazebay et al.,
1997).
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Debido a que los transportadores tienen un sitio principal de union al sustrato que en cada
ciclo de transporte interacciona especificamente con una unica molécula de sustrato
(similar a enzimas), el transporte puede ser analizado mediante cinética de Michaelis-
Menten y determinar los parametros Kim y V. La constante Ky, da una idea de la afinidad
del transportador por su sustrato, cuanto mayor es Ky menor es la afinidad. La Vi
aparente refleja el nimero de moléculas transportadoras funcionales presentes en una
membrana y, por tanto, depende del nivel de expresion y recambio del transportador, que
a su vez depende de las condiciones fisiologicas utilizadas para hacer crecer las células
analizadas. La capacidad de transporte es la velocidad o eficiencia mediante la cual un
transportador cataliza el transporte de un sustrato expresado por el valor de Vi, aparente
medido; en otras palabras, es la concentracion de sustrato acumulada dentro de un nimero

especifico de células en un periodo de tiempo especifico (corto).

En células vivas, un transportador dado generalmente se estudia en presencia de otros
transportadores con funciones superpuestas, por lo que la cinética de transporte aparente
y los perfiles de sustratos observados podrian representar resultados de varios
transportadores. A pesar de esta aparente desventaja, los ensayos de transporte en células
vivas son la forma mas rigurosa y sencilla de determinar las caracteristicas fisiologicas

de un transportador (Krypotou & Diallinas, 2014).

1.5.3 Contexto genético

Los hongos poseen una multitud de transportadores de especificidades superpuestas y
diferentes caracteristicas cinéticas. Caracterizar un determinado transportador en este
contexto tiene limitaciones ya que no es posible asignar rigurosamente las caracteristicas
cinéticas y especificidad de sustrato de un unico transportador si en la célula en estudio
estan funcionando en paralelo otros transportadores similares. La posibilidad de generar
mutantes nulos (pérdida de funcion) de éstos facilita la generacion de un contexto

genético "limpio", donde el unico transportador funcional sea el que esté en estudio.

Los transportadores de purinas de A. nidulans son un sistema modelo en este sentido.
A. nidulans es el organismo donde se ha estudiado en mayor detalle tanto el catabolismo
como el sistema de captacion de purinas. Todos los genes estructurales y reguladores
involucrados incluyendo los cinco genes que codifican para las permeasas de purinas
(uapA, uapC, azgA, fcyB y furD) han sido estudiados (ver seccion 1.4). Las herramientas

genéticas y moleculares desarrolladas en este organismo y posteriormente la
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disponibilidad de su secuencia genémica, han permitido, a través de la modificacion y
cruzamiento de cepas, la construccion de multiples cepas que contienen diferentes
combinaciones de estos transportadores (algunos funcionales y otros deletados o
inactivados). Generando este contexto genético "limpio" se han caracterizado
funcionalmente cada uno de estos transportadores (Amillis et al., 2004; Cecchetto et al.,
2004; Vlanti & Diallinas, 2008). También, utilizando cepas que carecen de los tres
transportadores de purinas principales (UapA, UapC y AzgA) se han podido caracterizar
funcionalmente transportadores de otros organismos: AfUapC y AfAzgA de Aspergillus
fumigatus, (Goudela et al., 2008), AbUapC y AbUapD de Aspergillus brasilienses
(Krypotou, Scazzocchio, etal., 2015); PhU y PhZ del Basidiomycota Phanerochaete
chrysosporium (Barraco-Vega et al., 2017) y LPE1 de la planta de maiz (Argyrou et al.,
2001).

Por tanto, en principio, este sistema se podria utilizar para expresar y caracterizar
funcionalmente cualquier transportador relacionado de cualquier organismo eucariota, si

el transportador puede plegarse y dirigirse correctamente a la membrana plasmatica.

1.5.4 Seguimiento in  vivo mediante marcado
fluorescente

Desde 1999, el marcado con la proteina verde fluorescente (GFP) se ha convertido en una
herramienta estdndar para seguir in vivo la expresion subcelular (y por ende el trafico
intracelular) de las versiones de tipo salvaje y mutante de los transportadores de hongos.
Los transportadores normalmente se etiquetan en el extremo C-terminal, ya que la region
N-terminal es fundamental para la translocacion cotraduccional adecuada en la membrana
del reticulo endoplasmatico. Los transportadores marcados con GFP que alcanzan la
membrana plasmatica marcan de forma homogénea la periferia de las hifas y pueden
observarse en los septos. Los resultados de un analisis de 20 transportadores de hongos
diferentes muestran que no existe una forma a priori de predecir si marcar un
transportador afectara su localizacion o funcion. Por ejemplo, en los transportadores de
purinas de 4. nidulans (AzgA, UapA y UapC) el marcado con GFP es absolutamente
“silencioso” con respecto a la funcion del transportador (Pantazopoulou et al., 2007,
Valdez-Taubas et al., 2000), mientras que en otros como el transportador de prolina
(PrnB) el marcado afecta la cinética de transporte. En este caso como en otros similares
la adicion de un /inker de aminoacidos entre el transportador y la GFP puede resolver o
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minimizar los problemas de funcionalidad (Tavoularis etal., 2001). Es importante
destacar que los sistemas fungicos permiten probar la funcionalidad de cualquier
transportador etiquetado con GFP mediante la comparacion de los valores de afinidad del
sustrato (Km) y los perfiles de especificidad de los transportadores etiquetados y no
etiquetados. El etiquetado de GFP también proporciona una herramienta valiosa para
clasificar las mutaciones del transportador en dos clases principales: las que afectan
expresion subcelular, estabilidad y localizacion en la membrana y las criticas para la
actividad de transporte propiamente. Esta fusion también es 1til para determinar, por
western blot, si la sintesis/estabilidad del transportador se ve afectada por las mutaciones

generadas.
1.5.5 Via de degradacion de purinas

Como resultado de la via de degradacion de las purinas se obtiene un compuesto que varia
segin el organismo. En 4. nidulans al igual que en numerosos microorganismos el
producto final es amonio que puede ser utilizado como fuente de nitrégeno. De esta forma
A. nidulans puede usar las purinas naturales (adenina, guanina, hipoxantina, xantina,
acido Urico) y sus metabolitos (alantoina, acido alantéico y urea) como fuente de
nitrégeno pero no de carbono. La via de degradacion de las purinas de A. nidulans (Figura
1-8) es una de las vias metabolicas mejor caracterizadas desde el punto de vista genético,
fisiolégico y molecular (Darlington & Scazzocchio, 1967; Gournas etal., 2011;

Scazzocchio, 1994; Scazzocchio & Darlington, 1968).
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Figura 1-8: Via de degradacion de las purinas en A. nidulans. Sobre la izquierda se indican los
transportadores involucrados en la captacion de cada uno de los metabolitos. En gris se indican los genes
involucrados en la sintesis de cofactores o modificaciones. La actividad de guanina desaminasa carece de
sustento experimental. Extraido de Gournas et al., 2011.

La adenina desaminasa, codificada por el gen nadA cataliza la hidrdlisis de adenina en
hipoxantina y amonio (Ribard et al., 2003). La hidrolisis de hipoxantina en xantina y de
xantina en acido urico la realiza la enzima codificada por el gen hxA4 (Glatigny &
Scazzocchio, 1995; Scazzocchio & Darlington, 1968), llamada xantina deshidrogenasa o
purina hidroxilasa I. La purina hidroxilasa II, codificada por el gen AxnS forma parte del
metabolismo del nicotinato y también puede convertir la hipoxantina en xantina pero no
actua sobre la xantina (N. J. Lewis et al., 1978). Ambas purinas hidroxilasas necesitan de
un cofactor codificado por AxB (Amrani et al., 1999). La conversion de xantina en acido
urico también es posible a través de una via alternativa en la cual actiia la enzima
codificada por el gen xanAd (Cultrone et al., 2007). La oxidacion de acido trico a alantoina
Opticamente activa esta a cargo de tres enzimas: la urato oxidasa codificada por el gen
uaZ (Oestreicher et al., 1993; Oestreicher & Scazzocchio, 1993), la HIU hidrolasa
codificada por el gen uaX'y la OHCU descarboxilasa codificada por el gen ua (Gournas

etal., 2011). La conversion de alantoina en urea involucra la accion de tres enzimas, la
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alantoinasa, la alantoicasa y la ureidoglicolasa. La primera, codificada por el gen alX
convierte la alantoina en 4cido alantoico. La segunda, codificada por el gen aaX es la
enzima responsable de catalizar la conversion de &cido alantoico en urea o en
ureidoglicolato, el cual puede ser convertido en urea mediante la ureidoglicolasa. Por
ultimo, la conversion de urea en amonio y diéxido de carbono, es catalizada por la enzima

ureasa (Mackay & Pateman, 1982; Scazzocchio & Darlington, 1968).

1.6 Regulacion transcripcional de los
transportadores de fuentes nitrogenadas

Los hongos pueden utilizar una amplia variedad de compuestos como fuente de carbono
y / o nitrégeno. Una regulacion coordinada del metabolismo del carbono y nitrégeno es
crucial para una rdpida adaptacion de su fisiologia en respuesta a la calidad y
concentracion de los nutrientes disponibles. Generalmente, estos procesos catabdlicos
estan bajo el control de dos sistemas reguladores globales principales, la represion
catabolica por carbono y la represion metabolica por nitrogeno, ademas de la induccion
especifica de la via en cuestion. Estos sistemas regulatorios son responsables de una
utilizacion preferencial de la fuente energéticamente mas econdmica de carbono o
nitrégeno disponible, lo que permite que los hongos optimicen la utilizacion de una

amplia variedad de compuestos (Chudzicka-Ormaniec et al., 2019; Wong et al., 2008).

Variedad de compuestos pueden ser usados como fuente de nitrogeno por los hongos
siendo capaces de expresar las enzimas necesarias para poder llevar a cabo su
catabolismo. El amonio y la glutamina son los compuestos preferidos por los hongos pero
cuando estas fuentes de nitrogeno primarias no estan disponibles o estdn presentes en una
concentracion tan baja que limita el crecimiento, compuestos como nitrato, nitrito,
purinas, amidas, aminoacidos y proteinas pueden ser utilizados como fuente de nitréogeno
alternativa. La utilizacion de estas fuentes secundarias estd altamente regulada y casi
todas requieren la sintesis de las enzimas catabolicas especificas y de las permeasas en
cuestion. Su utilizacion normalmente implica la induccion de genes, que no se activan en
presencia de fuentes preferenciales (represion catabdlica por nitrégeno). La sintesis de
novo de permeasas y enzimas catabolicas de una via particular estd controlada
transcripcionalmente y usualmente requiere de dos sefiales positivas distintas: una sefial

indicadora global de desrepresion del catabolismo del nitrogeno (también llamada
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represion por amonio) y una induccion o activacion de aquellos genes que intervienen en
una ruta particular debido a la presencia de un sustrato o intermediario especifico de la
misma. Estos dos requerimientos permiten la expresion selectiva de la enzima que
interviene en una ruta catabolica cuando su sustrato esta presente y no hay una fuente
primaria disponible. Sin embargo otros sistemas, estan controlados unicamente por una
sefal de desrepresion global sin tener en cuenta ningtn tipo de induccion (Arst & Cove,

1973) (Morozov et al., 2001).

En A. nidulans, 1a represion del metabolismo del nitrogeno esta mediada principalmente
por el factor GATA, AreA (Kudla et al., 1990; Ravagnani et al., 1997). AreA actia como
activador transcripcional mediante la remodelacion de cromatina, aumenta la acetilacion
de histonas y estimula directamente la unioén de activadores transcripcionales especificos

(Berger et al., 2006, 2008; Muro-Pastor et al., 1999).

La actividad de AreA estda modulada por mecanismos postranscripcionales y
postraduccionales, en respuesta a la fuente y disponibilidad de nitrégeno. La estabilidad
del transcripto areA refleja los niveles intracelulares de glutamina, lo que resulta en
inestabilidad y bajos niveles del factor de transcripcion en condiciones de suficiencia de
nitrégeno. Esta sefializacion esta mediada por la proteina RrmA, que regula la tasa de
desadenilacion del transcripto ared (Krol et al., 2013; Morozov et al., 2000, 2001; Platt
et al., 1996). La actividad de AreA también esta regulada a nivel de proteinas por un co-
represor, NmrA, y un co-activador TamA. En la presencia de amonio o glutamina NmrA
interactua con el dedo de zinc y el extremo carboxilo terminal altamente conservado de
AreA, reprimiendo su actividad (Andrianopoulos et al., 1998; Kotaka et al., 2008; Lamb
et al., 2004; Platt et al., 1996). TamA interactiia con la misma parte de AreA y coactiva
la expresion de genes diana (Downes etal., 2014; Small etal., 1999, 2001). La
transcripcion de nmrA esta parcialmente regulada por el factor de transcripcion bZIP
(MeaB). MeaB y AreA coordinadamente median la represion metabolica del nitrégeno,
aunque también pueden funcionar de forma independiente (Polley & Caddick, 1996;

Wagner et al., 2010; Wong et al., 2007).

AreA esta uniformemente distribuido en la célula, excepto bajo carencia de nitrogeno,
cuando se acumula en el nucleo. Cuando se agrega una fuente primaria de nitrogeno al
medio de crecimiento AreA sale del nicleo, y esto estd mediado por multiples sefiales de
localizacion nuclear (Hunter et al., 2014; Todd et al., 2005). AreB es el segundo factor
GATA que participa en la represion del metabolismo del nitrogeno en A. nidulans. Este
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factor contiene un dominio N-terminal de union a ADN de tipo GATA y un dominio de
dimerizacion de cremallera de leucina C-terminal (Conlon et al., 2001; Tollervey & Arst,

1982).

No inducido-desreprimido: urea Induccién: dcido drico
(ausencia del inductor y del represor) (presencia del inductor y ausencia del represor)
- ORF = ORF

AreA AreA Uay

Represion: amonio

, Induccidn-represion: dcido Urico + amonio
(presencia del represor)

(presencia del inductor y del represor)

ORF ORF

o .y

AreA AreA Uay

Figura 1-9: Esquema regulacion transcripcional de transportadores de purinas. Extraido de Richero,
2010.

La expresion de los transportadores de solutos que se utilizan como fuente de nitrogeno
o carbono es un blanco primario de los circuitos de control transcripcional. Un excelente
ejemplo de este tipo de regulacion lo constituyen los tres transportadores de purinas de
A. nidulans. La expresion de los genes azgA, uapA y uapC esta regulada a nivel de la
transcripcion en respuesta a una represion metabolica por nitrogeno y a la induccion
especifica por purinas. El mismo mecanismo regula la expresion de la mayor parte de los
genes que codifican las enzimas involucradas en el catabolismo de las purinas
(Scazzocchio, 1994; Scazzocchio et al., 1982). En ausencia de un inductor (acido urico,
otras purinas) y en presencia de una fuente de nitrégeno no represora (urea, prolina), azgA,
uapA y uapC se transcriben a un nivel basal (bajo). Frente a induccién por purinas la
acumulacion de ARNm de azgA, uapA y uapC aumenta en el entorno de siete, quince y

tres veces respectivamente (Amillis et al., 2004; Cecchetto et al., 2004). La presencia de
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amonio o glutamina reprime la expresion de las tres permeasas a través de AreA

independientemente de la presencia de un inductor (Figura 1-9).

Debido a la expresion basal de la via del catabolismo de purinas, la presencia de cualquier
purina deriva en acido urico, que es el inductor de la mayoria de los genes de la via. Esta
induccion es mediada por UaY, activador transcripcional (de regulacion positiva) que se
expresa constitutivamente. Al igual que muchos activadores transcripcionales
identificados en hongos, UaY pertenece a una familia de proteinas que se caracterizan por
presentar en el extremo amino terminal un motivo de union al ADN del tipo complejo
binuclear de zinc, uniéndose a los promotores como dimero (Cecchetto et al., 2012;

Scazzocchio, 1994; Suarez et al., 1995).

1.7 UapA: un transportador modelo

Uno de los primeros transportadores eucariotas analizados mediante “genética inversa”
para el entendimiento de la relacion entre estructura y funcion fue la permeasa de acido
urico de A. nidulans, UapA. Se han generado mas de 100 mutaciones que han sido
analizadas funcionalmente y han permitido determinar cudles son los aminoacidos
criticos para su funcion (Diallinas, 2014; Diallinas & Gournas, 2008; Gournas et al.,
2008). En el 2016 se publico la estructura cristalografica de esta proteina, pero previo a
esto numerosos trabajos permitieron no solo identificar los residuos criticos para la union
del sustrato y el transporte del mismo sino también encontrar residuos implicados en la
especificidad del transportador (Alguel et al., 2016; Kosti et al., 2012; Papageorgiou
et al., 2008). Un trabajo fundamental es este sentido fue el realizado por Diallinas y
colaboradores a fines de los noventa. Construyeron transportadores quiméricos UapA-
UapC y UapC-UapA y determinaron que todas las quimeras que contienen una parte
central de 70 aminoacidos de UapA o UapC funcionaron como UapA o UapC,
respectivamente (Diallinas et al., 1998). De esta forma se pudo concluir que este
segmento central, que ahora sabemos que contiene los STM8, STMO y la primera parte
de STM10 (Alguel et al., 2016), alberga el sitio de union al sustrato. Ademas, la primera
parte de STM10 contiene un motivo de firma caracteristico conservado en todas las
proteinas similares a UapA/C (Koukaki et al., 2005), que en ese momento ya definian la
familia NAT/NCS2 (Diallinas & Gournas, 2008; Gournas et al., 2008). Posteriormente,
mediante analisis mutacionales racionales relacionados en su mayoria con residuos

conservados o parcialmente conservados en STMS8-STM10, STM1 y STM3; se
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identificaron 11 residuos criticos para la funcion: GIn85 e His86 en el STM1; Ser154 en
el STM3; Glu356 y Asp360 en el STM8; Asp388 en el STM9; y GIn408, Asn409,
Gly411, Thr416 y Argd17 en el STM10 (Figura 1-10).

Out

In

574

Figura 1-10: Residuos criticos del transportador UapA. En el esquema se marcan en rojo y amarillo los
residuos implicados en la interaccion con el sustrato, los criticos para la uniéon en rojo. En verde los
implicados en la velocidad de transporte que no afectan las afinidades de unidén a sustratos. Todas las
mutaciones funcionales se encuentran en los STM1, STM3, STMS8, STM9 y STM10. Las flechas
representan hojas beta, los cilindros alfa hélices, los segmentos transmembrana aparecen numerados.
Extraido de (Diallinas, 2016).

Mutaciones en cuatro de estos residuos (GIn85, Asp360, Asp388 y Asn409) afectan las
tasas de transporte del sustrato (Vm aparente) mientras que cambios en Glu356 y GIn408,
afectan la K de UapA para todos los sustratos. Todos los mutantes funcionalmente
interesantes también se analizaron por su capacidad para reconocer un gran conjunto de
analogos de purinas y pirimidinas y se compararon con UapA salvaje (Amillis et al.,
2007; Goudela et al., 2005; Papageorgiou et al., 2008; Vlanti et al., 2006). Esto confirmé
que el sitio de unioén al sustrato de UapA comprende residuos especificos en los STM3,
STM8 y STM10 y condujo a un modelo de estructura-actividad en el cual GIn408 y
Glu356 se unen directamente a sustratos a través de interacciones de enlace H con el N1,
C2=0, N7, 0 N9 del anillo de purina (Figura 1-11). El analisis mutacional de las proteinas
NAT de E. coli homoblogas condujo a conclusiones casi idénticas con respecto a las
funciones de los residuos implicados en la unién y el transporte del sustrato (Frillingos,
2012; Georgopoulou et al., 2010; Karatza et al., 2006; Karena & Frillingos, 2009, 2011;
Mermelekas et al., 2010).
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Figura 1-11: Interacciones UapA-sustrato. Representacion esquematica de interaccion xantina-UapA.
Extraido de (Kosti et al., 2012).

Es importante destacar que el modelo 3D de UapA publicado en 2011 construido en base
al transportador de uracilo de E. coli, UraA (primera proteina NAT cristalizada)(Lu et al.,
2011), apoy? plenamente las predicciones genéticas relativas a los residuos involucrados
en la unién y transporte del sustrato y confirmé que los residuos criticos para la

especificidad se localizan fuera del sitio de union al sustrato (Kosti et al., 2012).

Si bien el analisis mutacional racional sistematico de UapA llevo a la identificacion del
sitio putativo de union al sustrato, dejo abierta la forma en como se determinaba la
especificidad del mismo por el acido urico y la xantina, ya que ninguna mutacion
analizada conducia a una version de UapA capaz de transportar otras purinas. Los
mutantes que respondieron esta pregunta fueron obtenidos utilizando cribados genéticos
de cepas que expresaban UapA (salvaje o mutantes seleccionadas) pero que carecian de
los transportadores principales de otras purinas y se seleccionaron colonias que podian
crecer en hipoxantina o adenina (Amillis et al., 2001; Kosti et al., 2010; Papageorgiou
et al., 2008). De esta forma se identificaron varios residuos que, al mutarse, convierten a
UapA en una proteina capaz de transportar todas las purinas. Sorprendentemente, casi
todas las mutaciones de especificidad obtenidas se localizaron fuera del sitio de union al
sustrato propuesto (STM1, STM3 o STMS8-STM10) ubicandose dentro del loop
extracelular que une STM1/2 (GIn113), STM11 (Ala441), STM12 (Val463, Ala469) vy,
con mayor frecuencia, STM13 (Arg481) y STM14 (Thr526 y Phe528) (Figura 1-12). Una
unica excepcion fue la mutacion F406Y, que afecto a un residuo dentro del sitio de union
al sustrato (Kosti etal., 2010). Todas estas mutaciones mostraron una capacidad de
transporte relativamente alta, pero una afinidad de union extremadamente baja por
sustratos "nuevos" como hipoxantina, adenina o uracilo, y conservaron caracteristicas de

transporte a nivel del salvaje para los sustratos fisiologicos acido urico y xantina. Ademas,
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como el sitio de unioén de estos mutantes no se vio afectado se apoyo la idea de que las
mutaciones de especificidad debian definir otros dominios que actuaban como "filtros
moleculares" o elementos de "compuerta". Ademas, dado que algunas de las mutaciones
de especificidad obtenidas con mayor frecuencia se referian a residuos ubicados tanto
hacia el lado extracelular (como Thr526) como citoplasmatico (como Arg481) de los
STM, se concluy6 que los filtros o compuertas debian estar presentes en ambos lados de

los principales sitios de union al sustrato (Kosti et al., 2010; Papageorgiou et al., 2008).
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Figura 1-12: Residuos criticos para la especificidad del sustrato. En el esquema se marca en azul los
elementos de compuerta ubicados dentro de los segmentos transmembrana STM12, STM13 y STM14,
mientras que en turquesa se representan los elementos de compuerta en las bisagras flexibles STM1-STM2
y STM11-STM12. Extraido de (Diallinas, 2016).

La existencia de estos dominios “compuerta” comenzé a hacerse evidente cuando
diferentes transportadores se cristalizaron en conformaciones orientadas hacia afuera o
hacia el citoplasma en estados "ocluidos" o "abiertos"; es decir, en estados donde una
compuerta esta cerrada o abierta. Desde entonces, se han cristalizado decenas de
estructuras transportadoras y se ha demostrado que existen en estados abiertos u ocluidos,

lo que ayuda a definir la dinamica de las alteraciones de las diferentes conformaciones

(Diallinas, 2016).

La expresion y purificacion de cantidades suficientes de UapA para ser cristalizada se
logré en cepas de S. cerevisiae que carecen de peptidasas vacuolares (Leung et al., 2010).
Ensayos de microscopia de epifluorescencia revelaron que la proteina UapA marcada con
GFP se localizaba predominantemente en la membrana plasmatica de S. cerevisiae y los
ensayos de captacion confirmaron que estaba completamente activo. Sin embargo, la

proteina purificada era extremadamente inestable frente a los intentos de cristalizacion.
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El cribado de varios mutantes de UapA, que parecian mas estables teniendo en cuenta la
reduccion de la actividad de transporte y el aumento de la fluorescencia de GFP en la
membrana plasmatica, condujo a la identificacion del mutante G411V, que es
significativamente mas estable (especialmente en presencia de xantina). La cristalizacion
de UapA se logro mediante una version de la proteina que incluye esta mutacion y ademas
esta truncada en el N-terminal (G411V Al-11), y aunque no es capaz de transportar
xantina resultd ser excelente para la cristalizacion (Alguel et al., 2016; Leung et al.,

2013).

Con la estructura cristalina se definid6 que UapA tiene dos dominios clave, un dominio
central compacto (STM1-4, STM8-11) que contiene el sitio de unién al sustrato y, un
dominio de puerta (STMS-7 y STM12-14) que alberga la mayoria de los residuos que
afectan la especificidad. En los cristales, la proteina se encuentra en forma de dimero que
se forma exclusivamente a través de interacciones del dominio puerta (Alguel et al.,
2016). Por otra parte, el cristal proteina-sustrato también confirm6 la orientacion de la
xantina dentro del sitio de union de UapA y sus interacciones con residuos especificos
previamente predichas mediante enfoques genéticos, bioquimicos e in silico (Kosti et al.,
2012). Un punto sumamente interesante fue la reevaluacion de todas las
mutaciones/residuos de especificidad a la luz de la estructura cristalina. La topologia de
casi todos los residuos que afectan la especificidad (excepto Arg481) apoy6 el mecanismo
propuesto de tipo elevador de transporte de dos dominios. Estos residuos podrian
clasificarse en tres tipos: los ubicados dentro o muy cerca del sitio de union (Phel55 y
Phe406 en los STM3 y STM 10, respectivamente); los que se encuentran en la interfaz del
dominio central y el dominio puerta, sobre (Thr526 y Phe528 en el STM14) o debajo
(Val463 y Ala469 en el STM12) del sitio de union al sustrato; y residuos ubicados en
regiones de bisagra flexibles que afectan el movimiento relativo de los dominios de
nacleo y puerta (GInl13 en STM1/2 y Ala441 en STMI11) (Figura 1-13). En otras
palabras, la especificidad podria verse afectada por la modificacion del sitio de union al
sustrato en si (tipo I), por elementos que actian como filtros especificos a lo largo de la
trayectoria de translocacion del sustrato formada entre los dominios de puerta y ntcleo
(tipo 1), o por mutaciones en 'bisagras' que controlan el deslizamiento del dominio central
que aloja el sitio de union del sustrato contra el dominio puerta (el llamado “elevador”).
Dado que UapA forma dimeros exclusivamente a través del dominio puerta, el dominio

central es el mas flexible para moverse, en comparacion con el dominio puerta. Esto
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también fue fuertemente apoyado por dinamica molecular y calculos de factores de

flexibilidad B (Alguel et al., 2016).

14
- vae3 ¥ RagiB
F528 A469

Figura 1-13: Estructura del dimero UapA. El dominio central (STM1-4 y STM8-11) que aloja el sitio
de unidn al sustrato se representa en cintas rojas (mondémero a la izquierda) o rosadas (mondmero a la
derecha). En el dominio nticleo, las medias hélices discontinuas de los STM3 y STM10 que "sostienen" el
sustrato, se muestran de color amarillo y verde, respectivamente. El andamio o dominio de dimerizacion
(STM5-7 y STM12-14) que alberga la mayoria de los residuos de activacion se muestra en azul (mondémero
a la izquierda) o celeste (mondémero a la derecha). Los residuos de especificidad criticos se representan
mediante esferas en el monoémero izquierdo. En amarillo se marcan residuos del sitio de union al sustrato
que afectan la especificidad (F406 y F155; elementos de activacion de tipo I). En verde se marcan residuos
de especificidad que se encuentran a lo largo de la ruta de translocacion del sustrato en la interfase del
nucleo y los dominios de dimerizacion (L459, V463, A469, T526 y F528; elementos de activacion de tipo
II). En negro se marcan residuos de especificidad ubicados en bisagras flexibles que afectan el
deslizamiento del nticleo (el denominado "elevador") a lo largo del dominio de dimerizacion (Q113 y A441;
elementos de compuerta de tipo IIT). Extraido de (Diallinas, 2016).

Arg481, parece ser distinto a los residuos mencionados anteriormente que afectan la
especificidad. Su posicion esta distante del sitio de union y la trayectoria de la
translocacion del sustrato. Su papel funcional se hizo evidente al considerar la estructura
dimérica de UapA. En el dimero, la cadena lateral de Arg481 correspondiente al
monomero B se extiende hacia el sitio de union al sustrato del mondémero A y viceversa
(Figura 1-13). Ademas, la dindmica molecular muestra que Arg481 del mondémero B se
acerca mas a la cavidad de union central del monémero A, donde la xantina permanece
unida por Asp356 y GIn408. Este movimiento de Arg481 permite una interaccion directa
a través del enlace H y el apilamiento 7-m con xantina. Posteriormente ocurre un cambio
conformacional de la cadena lateral Arg481 y la interaccion Arg481-GIn408 que “tira” la
xantina hacia el interior celular. En esta trayectoria de translocacion, la xantina interactia

con Leud59, Val463, Val469 y Ser466 (los residuos que se ha demostrado genéticamente
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que afectan la especificidad). Por tanto, la dimerizacion explica el papel bastante

misterioso de Arg481 en la funcion y especificidad de UapA (Alguel et al., 2016).

La importancia funcional de la dimerizacion fue apoyada experimentalmente a través del
analisis cinético de cepas que co-expresan versiones de tipo salvaje y mutante de UapA
(Alguel etal., 2016). También se demostr6 mediante técnicas moleculares (co-
inmunopreicipitacion y ensayos de complementacion bimolecular de fluorescencia), que

esta dimerizacion es importante para la salida del RE (Martzoukou et al., 2015)

1.8 Otros transportadores de A. nidulans

Varios transportadores de A. nidulans se han analizado mediante analisis mutacionales y
modelados in silico, y se ha propuesto que aunque pertenecen a familias de proteinas
estructural, funcional y evolutivamente distintas, tendrian una estructura 3D y un
mecanismo de accion similar a UapA. Los residuos identificados como criticos se
encuentran ubicados en una posicion topologica similar, tienen STMs topologicamente

analogos y utilizan cadenas laterales similares para cumplir con su funcion.

Los modelos de todas estas proteinas se han construido basandose en las estructuras
cristalinas de sus homologos estructurales mas cercanos y se han correlacionado con datos
experimentales (Gournas et al., 2015; Krypotou et al., 2012, 2014, 2015). En todos los
casos se han identificado residuos funcionalmente importantes que estan implicados
directamente en la unidon del sustrato y que en las estructuras modeladas se encontrarian

en cavidades del sitio de unién principal.

Los estudios realizados con AzgA proponen varios residuos criticos para la funcion de
este transportador ubicados en el STM3, STM8 y STM10. Entre ellos se propone que
Asnl31 (STM3), Asp339 (STMS) y Glu394 (STM10) interacciona directamente con el
sustrato, mientras que Asp342 (STMS) estaria involucrado en la translocacion del

sustrato.

Respecto a las mutaciones que modifican la especificidad, en algunos de los
transportadores estudiados se ha encontrado que se encuentran tanto dentro como fuera
del sitio de uniéon principal. Ademas, las mutaciones analizadas no afectan
significativamente las afinidades por los sustratos fisioldgicos, por lo que al igual que lo

que se propone en UapA actuarian como elementos de activacion (Diallinas, 2016).
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Un ejemplo es la mutacion M389A del transportador de uracilo FurD, mutacion de
especificidad disefiada racionalmente que se encuentra en el STM10 fuera del sitio de
unién al sustrato propuesto. La misma, provoca que la proteina adquiera la capacidad de
transportar acido urico, xantina, alantoina e hipoxantina. Para explicarlo se ha propuesto
que el STM10 tiene una inclinacion flexible que funciona como una compuerta hacia el
exterior (en el homologo bacteriano Mhp1 sobre el que se construy6 el modelo de FurD
existe este dominio flexible) (Krypotou et al., 2015; Simmons et al., 2014). Por tanto, en
FurD, una mutacién en una puerta que mira hacia afuera afecta la especificidad del
sustrato. Ademas, las combinaciones de M389A con mutaciones en residuos del sitio de
union al sustrato propuesto (N249A, Y250A e Y250F) muestran efectos aditivos, que
conducen a versiones modificadas de FurD con diferentes especificidades de sustrato

(Krypotou et al., 2015).

De manera similar, el analisis genético de PrnB ha demostrado que la especificidad esta
determinada por los residuos del sitio de unién al sustrato principal (como Lys245 en
STM6), pero también por elementos de activacion ubicados periféricamente o distantes
del sitio de union (Ser130 en STM3, Phe252 y Ser253 en STM6, Trp351 en STMS y
Thr414 en STM10) (Gournas et al., 2015).

La funcion y la especificidad de los transportadores estan determinadas por interacciones
sinérgicas de sitios de union a sustrato y elementos de activacion genéticamente
distinguibles; dos transportadores pueden tener residuos practicamente idénticos en los
sitios de union al sustrato, pero transportar sustratos diferentes (Diallinas, 2016; Krypotou
et al., 2015). Las compuertas o filtros funcionan en conjunto con el sitio de union al
sustrato principal para catalizar la translocacion selectiva de un soluto especifico y excluir
otros compuestos quimicamente similares. A diferencia de los residuos del sitio de unién
al sustrato, que son facilmente identificables por similitud a nivel de la secuencia
aminoacidica primaria, los elementos de activacion y su funcidn en la especificidad no

pueden predecirse a priori, ya que estos elementos no estan conservados.

1.9 Transportadores de purinas de

basidiomicetes

Basidiomycota y Ascomycota representan los principales filos del Reino Fungi, que se

estima que tienen mas de 1,5 millones de especies (Blackwell, 2011). Se han descrito
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alrededor de 100.000 especies y, de ellas, solo una décima parte se ha caracterizado en
profundidad. El filo Ascomycota es el que ha recibido mayor atencion, mientras que el
filo Basidiomycota, que comprende mas del 30% de las especies de hongos descritas,
sigue siendo muy poco estudiado a pesar de su importancia en el reciclaje de carbono, el
funcionamiento de los ecosistemas y las propiedades medicinales. Durante la ultima
década, la afluencia constante de datos gendomicos ha facilitado estudios comparativos
que ayudan a comprender la evolucion, fisiologia y funcidon de estos hongos (Eastwood
etal., 2011; Floudas et al., 2012; J.-J. Liu et al., 2015; Morin et al., 2012; Riley et al.,
2014). El nimero de genomas secuenciados de estos hongos ha aumentado notoriamente
en los ultimos afios. Actualmente hay disponibles 594 genomas de basidiomicetes
(http://jgi.doe.gov/fungi) en comparacion con los aproximadamente 200 que habia hace
menos de una década o los unicos 10 disponibles solo algunos afios antes (Grigoriev et al.,
2014). Los avances de mineria gendmica sugieren un tesoro de actividades novedosas que
esperan ser descubiertas y proporcionan una mayor comprension de su estilo de vida
particular (Alfaro et al., 2014; Chen, 2012; Lu et al., 2014; Wawrzyn et al., 2012; Yap
etal., 2014).

Nuestro grupo viene trabajando desde hace afios con los basidiomicetes degradadores de

madera Phanerochaete chrysosporium y Punctularia atropurpurascens.

P. chrysosporium, tiene una variedad de aplicaciones potencialmente ttiles para la
industria debido a su capacidad de degradar la lignina y otros compuestos organicos
recalcitrantes. Constituye el organismo modelo para los hongos degradadores de madera
siendo el primer Basidiomycota secuenciado (Martinez et al., 2004; Wymelenberg et al.,
2005, 2006) P. atropurpurascens es un organismo aislado de nuestra region, también es
capaz de degradar la lignina y su sistema ligninolitico presenta similitudes y diferencias

con el de P. chrysosporium (Alborés et al., 2014).

Nuestro grupo demostré que ambos basidiomicetes son capaces de utilizar purinas como
unica fuente de nitrégeno y que P. chrysosporium posee dos transportadores especificos
de purinas funcionales (PhU y PhZ), siendo hasta la fecha los tnicos transportadores de
purinas de basidiomicetes caracterizados (Barraco-Vega, 2014; Barraco-Vega et al.,

2017).

La proteina PhU (593 aminoacidos) pertenece a la familia NAT/NCS2, su secuencia
presenta alta similitud e identidad con UapA de A. nidulans (69% y 50% respectivamente,
valor e = 0.0, cobertura 92%). PhU tiene los residuos conservados correspondientes al
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motivo de firma NAT (Q425-N426-N427-G428-X4-T433-R434) y demas aminoacidos
absolutamente conservados en dicha familia. La proteina PhZ (578 aminoacidos)
pertenece a la familia AzgA-like, su secuencia presenta alta similitud e identidad con
AzgA de A. nidulans (72% y 58% respectivamente, valor e = 0.0, cobertura 98%) y tiene
el motivo y aminodcidos altamente conservados de los transportadores AzgA-like.
Debido a que el genoma de P. atropurpurascens no se encuentra secuenciado, para
evidenciar la presencia de transportadores de purinas se utilizaron primers degenerados
(disefiados a partir de las zonas conservadas de las proteinas conocidas) y se identifico la
presencia de un transportador tipo AzgA-like, denominado PuZ (Barraco-Vega, 2014;

Barraco-Vega et al., 2017).

La regulacion de la expresion génica de phU, phZ'y puZ se analizo por la acumulacion de
ARNm medida mediante RT-qPCR relativa. Se uso el gliceraldehido fosfato
deshidrogenasa (gpd) como gen de referencia y nitrato (fuente de nitrogeno, expresion
basal) como condicion calibradora. Determinamos que la expresion de phU es inducida
por purinas (adenina, hipoxantina, xantina, acido Urico), prolina y ausencia de nitrégeno,
y reprimida por amonio, urea y algunos aminoacidos (valina, leucina, metionina, cisteina,
glicina, alanina y arginina) (Figura 1-14). Este perfil es similar al observado para genes
que codifican transportadores o enzimas involucradas en muchas vias catabodlicas, cuya
induccion depende tanto de la presencia de un metabolito de la via (a través de un factor
especifico) como de la ausencia de cualquier fuente preferencial de nitrogeno (controlado
por un factor de represion de nitrogeno general). Para una revision mas completa de este

tema referirse a (Barraco-Vega, 2014).

En el genoma de P. chrysosporium se identificaron dos secuencias con dominio de dedo
de zinc C2C2 (Phchrl 2079 y Phchrl 43861) que son similares a los reguladores
positivos GATA de Ascomycotas. Se encontraron otras dos secuencias (Phchrl 3510y
Phchrl 2760) con un grupo binuclear de zinc C6Zn2, tipicamente presentes en
activadores transcripcionales especificos de las vias de utilizacion de purinas. Cabe
sefalar que en la secuencia promotora de phU se identificaron sitios de union para este

tipo de factores (Barraco-Vega et al., 2017).

Respecto a phZ se determin6 que es claramente inducido por sus sustratos (hipoxantina y
adenina), inducido muy levemente por xantina y reprimido por urea y aminodcidos
(Figura 1-14). Este gen se expresa a un nivel casi basal cuando el acido trico, el amonio

o la prolina son utilizados como fuente de nitrogeno, o cuando el micelio carece de
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nitrégeno. Dado que la expresion de phZ es inducida por las purinas implicadas en la
biosintesis, pero no por el acido turico ni por la falta de nitrégeno, su expresion parece
estar mas vinculada al anabolismo, que al catabolismo. Respecto a puZ se determind que
los maximos niveles de acumulacion de ARNm se dan en ausencia de nitrogeno (Barraco-

Vega, 2014; Barraco-Vega et al., 2017).
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Figura 1-14: Expresion relativa de phZ y phU en respuesta a las diferentes fuentes de nitrégeno. R
representa el coeficiente calculado utilizando gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (gpd) como gen de
referencia y nitrato como condicion de calibrador (Pfaffl, 2001). Las fuentes de nitrégeno son: adenina
(AD), hipoxantina (HX), xantina (X), acido trico (UA), privacion de nitrogeno (N/s), prolina (PR), urea
(UR), tartrato de amonio (NH4) y aminoacidos (AA). AA representa el valor medio obtenido para los
aminoacidos valina, leucina, metionina, cisteina, glicina, alanina, prolina y arginina. Extraido de (Barraco-
Vega et al., 2017).

A diferencia de lo que ocurre con el filo Ascomycota, existen pocos reportes sobre los
mecanismos y factores involucrados en la regulacion del uso de una fuente secundaria de
nitrégeno en Basidiomycota. La presencia de amonio reprime la expresion transcripcional
de enzimas del metabolismo del nitrato en Hebeloma cylindrosporum y Ustilago maydis
(Banks et al., 1993; Jargeat et al., 2000, 2003; C. M. Lewis & Fincham, 1970). En U.
maydis, Cryptococcus neoformans 'y Ganoderma Lucidu existen proteinas funcionales
tipo factor GATA que actiian como reguladores positivos en la represion del catabolismo

del nitrégeno (Horst et al., 2012; Kmetzsch et al., 2011; Lee et al., 2012).

Los genes phU 'y phZ fueron clonados e introducidos en 4. nidulans entre el promotor y
el terminador de azgd lo que permitid verificar su funcionalidad, determinar la
especificidad de sustratos y evaluar semicuantitativamente la capacidad transporte de

cada uno. Una cepa de 4. nidulans que es deficiente en genes transportadores purinas, se
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transformo con cassettes 5'UTR_azgA::trpX::gfp::riboB-AF::3 ' UTR _azgA (siendo tprX
el ADNc de phZ o phU). Como esta cepa es incapaz de utilizar purinas como fuente de
nitrégeno la complementacion funcional (crecimiento en purinas) indico el transporte de
la purina proporcionada en el medio a través del transportador evaluado. Las cepas
AN::phZ no pudieron crecer en xantina y acido Urico mientras que si mostraron cierto
crecimiento con adenina o hipoxantina. Mientras que las cepas AN::phU pudieron crecer
con xantina o acido urico pero no con adenina o hipoxantina (Figura 1-15) (Barraco-Vega,

2014; Barraco-Vega et al., 2017).
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Figura 1-15: Ensayos de crecimiento de cepas de A. nidulans que expresan PhZ, PhU, AzgA y UapA
fusionados a GFP. Como control se utiliz6 una cepa de A. nidulans de tipo salvaje (wt) y una cepa
mutante azgAA uapA4 uapCA (MV60). Las cepas se cultivaron a 37 © C, en MM en pressencia de adenina
(AD), hipoxantina (HX), xantina (X), acido urico (UA) y tartrato de amonio (NH4) como fuente de
nitrégeno.

46



Introduccion general

induction repression

GFP

Figura 1-16: Microscopia de epifluorescencia de cepas que expresan fusiones PhZ-GFP y PhU-GFP.
Cepas cultivadas en condiciones inductoras (hipoxantina, acido urico) y represoras (amonio). La
localizacion AzgA-GFP se muestra como control. Los paneles de la izquierda muestran la fluorescencia de
GFP; paneles intermedios, tincion vacuolar con CMAC; paneles derechos, campo claro. Extraido de
Barraco-Vega et al. 2017

La fusion con GFP permiti6 verificar que ambos transportadores, PhZ-GFP y PhU-GFP,
se localizaron en la membrana plasmatica de esporas germinadas cultivadas en los
sustratos adecuados (hipoxantina o acido Urico respectivamente). También se observaron
en compartimentos globulares intracelulares que coinciden con el marcador de tincion
vacuolar CMAC (Figura 1-16). En condiciones de represion (presencia de amonio), la
cantidad de proteinas de fusion en las vacuolas aumenté notablemente, mientras que
disminuy¢ drasticamente la asociacion a la membrana. AzgA-GFP mostrd casi la misma
topologia e internalizacion. Este fenomeno, donde el amonio conduce a la internalizacion
de los transportadores en estudio por endocitosis, también se ha observado para otros
transportadores quiméricos en A. nidulans (Amillis et al., 2004; Pantazopoulou et al.,
2007; Valdez-Taubas etal., 2004). Sin embargo, se observaron algunas pequefias
diferencias con las quimeras transportadoras de P. chrysosporium. En presencia de sus
sustratos, PhZ-GFP y PhU-GFP presentaron un mayor nivel de fluorescencia vacuolar en
comparacion con el control AzgA. La cantidad de transportador en estas vacuolas fue,
por lo tanto, notoriamente mayor. También se observd fluorescencia de PhZ-GFP en
anillos citoplasmicos que podrian corresponder al RE. Como todos los genes se clonaron

bajo el mismo promotor, no se espera ninguna diferencia en la expresion génica. Por lo
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tanto, las mayores cantidades de proteinas que no alcanzaron la membrana podrian ser
indicativas de diferencias en el procesamiento y/o transito de proteinas relacionadas con
la estructura de los transportadores de P. chrysosporium. Estos resultados sugieren que
PhZ y PhU podrian presentar un mecanismo de regulacion similar al de UapA. En
presencia de sustratos, la proteina es endocitada, siguiendo la via de cuerpo
multivesiculares, para ser degradada en vacuolas. Como se describié anteriormente, la
endocitosis de UapA depende de la ubiquitinacion de un residuo de lisina (K572) mediado
por HulA®P> y ArtA (Gournas et al., 2010; Karachaliou et al., 2013). Usando un predictor
(PDM-PUB) encontramos residuos de lisina en PhZ y PhU que podrian ubiquitinizarse,
K576 y K591 respectivamente (Barraco-Vega, 2014; Barraco-Vega et al., 2017)

Las medidas semicuantitativas de transporte permitieron determinar que: PhZ transporta
las purinas mas reducidas, adenina, hipoxantina y guanina, y analogos (2-aminopurina,
6-tioguanina y 8-azaguanina); PhU, transporta todas las purinas y analogos (oxipurinol,
uracilo, uridina y 2-aminopurina). Ambas comparten sustratos con los homoélogos de
A. nidulans, pero tanto PhZ como PhU presentan diferencias en los procesos de transporte
y/o reconocimiento de sustratos con AzgA y UapA, respectivamente, cuando son
expresadas en el mismo contexto genético y por tanto metabolico (Barraco-Vega, 2014;
Barraco-Vega et al., 2017). En base a estos resultados se planted la hipotesis de que
existen residuos claves directamente implicados en la conformacion de la estructura y
funcion (especificidad, cinética) de estos transportadores, que explicarian las diferencias
observadas entre los transportadores de P. chrysosporium y sus homoélogos de A.

nidulans.
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2 Analisis de PhZ

Transportador de purinas tipo AzgA-like de
Phanerochaete chrysosporium
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2.1 Introduccion

La familia de transportadores AzgA-like se ha definido historicamente a través de la
permeasa AzgA de Aspergillus nidulans. A diferencia de lo que ocurre con UapA vy las
proteinas de tipo NAT, poco se sabe a nivel de los determinantes estructurales de la
funcion de proteinas AzgA-like. Estos transportadores presentan una baja similitud de
secuencia primaria con las proteinas NAT y los analisis filogenéticos las posicionan en
clusters separados (Cecchetto et al., 2004). Sin embargo, estudios méas recientes proponen
que a pesar de esta distancia filogenética los transportadores AzgA-like son
estructuralmente similares a los NAT, tienen STMs topologicamente analogos y utilizan
cadenas de aminoacidos similares para cumplir con su funcion (Krypotou et al., 2014;
Papakostas etal.,, 2013). Es por esta razon que se propone agruparlos como dos
subfamilias dentro de una gran familia (Gavriil et al., 2018). Asi la familia NAT incluiria
a la subfamilia UapA/C-like compuesta por transportadores especificos de acido urico y
xantina y la subfamilia AzgA-like comprendida por proteinas que transportan
especificamente hipoxantina, adenina y guanina. Los mutantes analizados hasta la fecha
en AzgA y las dos permeasas AzgA-like de Escherichia coli respaldan la hipotesis
planteada, pero seria necesario estudiar un mayor niimero de residuos para sustentar que
dos grupos de proteinas funcional y evolutivamente distintos como son los

transportadores AzgA-like y NAT sean tan similares desde el punto de vista estructural.

Previamente se identificaron 35 residuos invariantes y cuatro motivos conservados en
todas las proteinas AzgA-like (Barraco-Vega, 2014). Se analizaron todas las proteinas
AzgA-like de funcidn verificada (incluida PhZ) y 144 secuencias de proteinas hipotéticas
(29 de procariotas, 35 de plantas, 54 de hongos Ascomycotas y 26 de Basidiomycotas).
Estos motivos no estan presentes en proteinas de otras familias de transportadores, siendo
caracteristicos de esta familia. Paralelamente Papakostas y colaboradores (2013)
publicaron un trabajo similar en base a nueve secuencias (7 bacterianas, 2 de plantas y 2
de hongos Ascomycotas) y describieron la presencia de 45 residuos invariantes y seis
motivos conservados, tres de los cuales solapan completamente con los motivos que
nuestro grupo denomind 1, 2 y 4 y otro solapa parcialmente con el que se denominé
motivo 3 (a nivel del submotivo GIG) (Barraco-Vega, 2014) (Figura 2-1). Es importante
destacar que la utilizacion de un mayor niimero de secuencias y la inclusion de secuencias

de hongos Basidiomycotas, explican la reduccion a nivel de la cantidad de residuos

50



Analisis de PhZ

invariantes y de motivos conservados; también explica la menor conservacion en cada
posicion dentro de los motivos que nuestro grupo describié previamente. El analisis de
mutantes en los residuos de estos motivos podria contribuir al conocimiento de la relacion

estructura-funcion de las proteinas AzgA-like.

El modelo tridimensional de AzgA construido en base al cristal del transportador de
uracilo de E.coli (UraA) plantea una estructura muy similar a la de UapA: 14 STM
topologicamente agrupadas en un dominio nicleo compacto formado por STM1-4y STM
8-11 y un dominio de entrada mas flexible formado por los STM 5-7 y 12-14. Se propone
que entre estos dominios se encuentra la cavidad donde se une el sustrato. En el modelo
(Figura 2-2), AzgA interactua con sus sustratos fisiologicos (hipoxantina, adenina y
guanina) a través de enlaces de hidrogeno formados por las cadenas polares de los
residuos N131 (TMS3), D339 (TMSS) y E394 (TMS10) y el grupo amida del esqueleto
de V393 (TMS10) que interactiian con N1(H) y C6=0 (hipoxantina y guanina), C6-NH2
(adenina) del anillo pirimidinico y N7(H) y N9(H) del anillo imidazol. Una red de enlaces
de hidrogeno entre D339-E394-D342 estaria implicada en la unién de protones y la
translocacion de sustratos. Ademas, el grupo C2-NH: de la guanina interactiia con N131
y T390 mediante un doble enlace de hidrégeno, y una interaccion débil n-n (apilamiento)
con F392 estabilizaria la union con hipoxantina y guanina (Figura 2-2). Cuando se
introducen los cambios, D339N/E/A, D342N/A, T390A o E394Q/A se produce pérdida
total o reduccion del transporte, mientras que con las mutaciones N131D/A la proteina se
comporta como la version silvestre. Cambios en otros dos residuos (G129F y G402A)
producen pérdida total o reduccion del transporte. Los residuos identificados como
criticos para la funcion de los transportadores homologos de E. coli (PurP y YjcD)

coinciden con los de AzgA (Krypotou et al., 2014; Papakostas et al., 2013).
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VAIVPPYATAGALIE ITS RVNWDDFTESVPAFITTVMMPFTFSITERIALGFMSYCIMKVCTGRWF
SYLVPGYATAPALMYYGLUYMLSNVAKI DFADFVDAMAGLVTAVFIVLTCNI IMIGFATLVIGRLVSGEWR:
SFLIPGYATAPALIMYYILUMLSNVSKLDENDFI DAMAGLVCAVE IVLTCN IVIJIMLGFVTLVVGRVFAREWQ
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Figura 2-1 Analisis de PhZ, y homélogos AzgA-like con funcién conocida. Alineamiento mediante
ClustalW de PhZ; AzgA de A. nidulans (GI: 67903094); AfAzgA de Aspergillus fumigatus (GI: 70997864);
Atzgl y Atzg2 de Arabidopsis thaliana (GI: 9759032, 9759032); PurP, YicO, YjcDy YgfQ de E. coli (GI:
16131582, 161784317, 84028043, 55977858); BBB22 y BBB23 de Borrelia burgdorferi (GI: 11497023,
364556795). Se omitio region 541-610 del alineamiento por no presentar datos relevantes. Los recuadros
azules indican los motivos conservados definidos seglin (Barraco-Vega, 2014) y los grises los definidos
segun (Papakostas et al., 2013). Los residuos invariantes en todas las AzgA-/ike analizadas (incluidas las
144 proteinas hipotéticas) se muestran recuadrados en rojo. Sobre el alineamiento se esquematiza la
estructura secundaria propuesta para PhZ segun el modelo tridimensional construido (ver Seccion 2.3.7).
Los segmentos transmembrana (STM) se representan mediante rectdngulos rojos y azules, las hojas f
mediante flechas y las hélices internas mediante rectangulo grises. Segtin el modelo planteado la proteina
se dispone en dos dominios, un dominio flexible denominado entrada, cuyos STM se representan en azul y
un dominio compacto denominado nticleo cuyos STM se representan en rojo. En amarillo y verde se marcan
los segmentos que forman el motivo B antiparalelo.

Figura 2-2: Interacciones AzgA-sustrato. Representacion esquematica de la interaccion AzgA-
hipoxantina en A, AzgA-guanina en B y AzgA-adenina en C. Extraido de Krypotou et al., 2014.

La secuencia de PhZ (578 aa) presenta alta similaridad con AzgA (58% identidad, 72%
de similitud, 98% cobertura). PhZ transporta los mismos sustratos que AzgA y presenta
la misma regulacion postraduccional (responden al mecanismo de endocitosis en
respuesta a una fuente primaria de nitrogeno) pero presentan diferencias en los procesos
de transporte y/o reconocimiento de sustratos ya que cuando son expresados en el mismo
contexto genético (y por tanto metabolico) se obtienen diferentes eficiencias de
transporte. Por ejemplo PhZ transporta 8-azaguanina (analogo toxico de purina) de forma
menos eficiente que AzgA (Barraco-Vega, 2014; Barraco-Vega et al., 2017). En base a
estos resultados planteamos la hipdtesis de que analizando las diferencias en residuos

claves se podrian explicar las diferencias observadas en el transporte.
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2.2 Objetivos del capitulo

2.2.1 Objetivo general:

Aportar a la consolidacion de un modelo estructural de proteinas de la familia AzgA-/ike

sustentado en evidencias biologicas.

2.2.2 Objetivos especificos:

1) Identificacion de residuos criticos para PhZ
ii) Validacion del rol de residuos seleccionados.

1ii) Modelado de la proteina PhZ.

La estrategia planteada para cumplir con estos objetivos fue el analisis del transportador
AzgA-like de P. chrysosporium (PhZ), analizando mutantes en residuos seleccionados de
este transportador y correlacionando los resultados obtenidos con la estructura
tridimensional. La seleccion de los residuos a mutagenizar se realizdé mediante analisis
comparativo de secuencias (proteinas AzgA-like de funcion verificada e hipotéticas) y
modelado estructural por homologia. También se analizaron mutaciones generadas al azar
(producidas por errores de la ADN polimerasa).

La proteina silvestre y variantes mutantes se expresaron en un mismo contexto genético:
cromosoma 8, en el locus azgA. Para dirigir la integracion en dicho locus, cada secuencia
de phZ (silvestre o mutante), fusionada a la secuencia codificante de la proteina verde
fluorescente (gfp) y junto a un gen de seleccion (riboB, complementa la mutacion riboB2,
que provoca la auxotrofia por riboflavina) (phZ::gfp::riboB), fue introducida entre
secuencias 5'y 3' UTR del gen azgA4 de A. nidulans y transformada en una cepa de 4.
nidulans carente de los transportadores de purinas principales y por lo tanto incapaz de
utilizar purinas como fuente de nitrégeno (Barraco-Vega et al 2017). Las secuencias 5’ y
3’ UTR de azgA dirigen la integracion al locus por recombinacion homologa, evento que
se ve favorecido ya que la cepa receptora porta ademas una delecion en el gen nkud (ver
Seccion 6.5.18) (Nayak et al., 2006).

Una vez seleccionados los transformantes, se analizo la integracion descartando todos

aquellos que presentaron mas de una copia o que no se integraron correctamente en el
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locus azgA. El efecto de las mutaciones generadas se evaluo por crecimiento en presencia
de purinas y analogos, ensayos de transporte (uptakes), seguimiento in vivo de la
localizacion subcelular mediante microscopia de fluorescencia, y analisis de la expresion

y estabilidad proteica (western blot).

2.3 Resultados

2.3.1 Seleccion de residuos candidatos mediante analisis

comparativo de secuencias

La primera estrategia utilizada para la identificacion de posibles residuos determinantes
para la funcionalidad de las proteinas AzgA- like comenz6 con el analisis de los motivos
caracteristicos. Se realizo un analisis comparativo (alineamiento de secuencias) con todas
las proteinas AzgA-like de funcion verificada (incluida PhZ) y 144 secuencias de
proteinas hipotéticas deducidas de genomas secuenciados (29 de procariotas, 35 de
plantas, 54 de hongos Ascomycotas y 26 de Basidiomycotas) (Barraco-Vega, 2014).

Mediante este analisis identificamos (Figura 2-1):

- 35 residuos invariantes (numeracion segun PhZ): F22 (amino terminal); E41, T48, M52,
Y54 y V58 (STM1); T99 (STM2); P117 (loop STM2-3); A128 (STM3); R168 (hélice
interna); P176 (STMS5); G186, 1187 y G188 (STMS5); G340 (STMS); D369 (STM9); G380
(loop STM9-10); E389, S390 y G393 (STM10); G397, G398 y T400 (loop STM 10-11);
G401 (STM 11); F411 y F416 (STM11); P418 (hélice interna); P425 y A428 (loop hélice-
STM12); L433, V436, G437 y M440 (STM12), G474 y G478 (STM 14).

- cuatro motivos sumamente conservados que no estan presentes en otras familias de

transportadores (X representa cualquier aminoacido):
Motivo 1: E-X2-[AG]-[GA]-X-[ATV]-T-[FW]-X-[ATS]-M-X-Y-[IS]-[ILV]-X-V-N

Motivo 2: P-X-[AGS]-X-[AG]-[PSC]-[GA]-[MLI]-[GS]-X-[NT]-A-[YF]-X-[AT]-[YF]-
X2-V

Motivo 3: G-I-G-X-[FY]-[LI]-X3-[GA]

Motivo 4: [FY]-[IV]-E-S-X-[AST]-G-X2-[EAV]-G-G-[RKA]-T-G.
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La mayor diversidad de residuos en estos cuatro motivos se encuentra en secuencias de
origen procariota; si se consideran solo las secuencias de hongos y plantas los motivos
tienen mayor grado de conservacion (Figura 2-3).

Bajo la hipotesis de que analizando residuos de estos motivos se encontrarian residuos
claves en la funcion de las proteinas AzgA-like, inicialmente se decidié analizar uno de
los motivos que segun los predictores de estructura secundaria (TMHMM, (Moller et al.,
2001) se encuentra orientado hacia el exterior (motivo 2) y otro orientado hacia el interior
celular (motivo 4). Los modelos tridimensionales generados (ver Secciones 2.3.2y 2.3.7)
apoyarian la ubicacion de ambos motivos y su orientacion: el motivo 2 en el STM3
orientado hacia el exterior de la célula y el motivo 4 en el STM10 orientado hacia el
interior (Figura 2-1).

Para seleccionar los residuos dentro de estos motivos, se descartaron: i) los residuos de
mayor variabilidad, ya que probablemente tuvieran menor incidencia en la estructura y la
funcion; y ii) los residuos invariantes y residuos conservados en las secuencias de plantas
y hongos (con el objetivo de generar mutaciones de cambio de funcidn, en particular en
lo que refiere a especificidad de sustrato y capacidad de transporte, y minimizar aquellas
de pérdida total de funcion). Entre los restantes, se eligio mutar aquellos residuos que, al
comparar las secuencias de las proteinas de funcion conocida, PhZ presenta un
aminoacido diferente a los presentes en las secuencias de hongos (AzgA y AfAzgA). Asi,
PhZ es el tnico que en el motivo 2 presenta leucina en la posicion 124 (L124) en lugar
de metionina, tiene treonina en la posicion 131 (T131) en lugar de alanina y en la posicion
133 tiene serina (S133) en lugar treonina. Respecto al motivo 4, PhZ es el inico que tiene
isoleucina en la posicion 388 (I1388) en lugar de valina, posee alanina en la posicion 391
(A391) en lugar de glicina y es el unico que tiene treonina en la posicion 392 (T392) en
lugar alanina. Se decidié entonces, sustituir cada uno de estos residuos de PhZ por el
correspondiente en sus homologos fungicos y generar las versiones de PhZ con los
cambios: L124M, T131A, S133T, I388V, A391G y T392A (Figura 2-1 y Figura 2-7).
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Motivo 1 Motivo 2 Motivo 3 Motivo 4
AA | Asc. Bas. | Plan. | Proc. AA | Asc. Bas. Plan. Proc. | AA | Asc. Bas. | Plan. | Proc. | AA | Asc. Bas. Plan. Proc.
41 E E E E 117 | P P B P 186 | G G G G 387 | F/'Y FY FY F/Y
42 X X X X 118 | VIL | VI LF X 187 | I I I I 388 | I'V w v bAYS
43 R R R X 119 | A/G/S | A/G AG A/G/S | 188 | G G G G 389 | E E E E
44 | AIG A A A/G 120 | X LVM | L X 189 | L1 L LM L 39 [ S S S S
45 G G G/A G 121 | A A A AG 190 | F'Y FiY F 3 391 | G/A G/A S/T X
46 X X T/A X 122 | P P P P/SIC 191 | L La LI L1 392 | A/S AT AT A/SIT
47 ATV | AIT | AT i 123 | G G G G/A 192 | AT AT | A ATL | 393 | G G G G
48 T 1y T T 124 | ML ML M MLA | 193 | FLA FALA | F X 394 (I I L VT
49 F FW | F F 125 | G G G G/S 194 | I I UT/V | MV | 395 | X S/A RK X
50 | F/A F/A L LM | 126 | L'V L X L 195 [ G G G G/A 39 | E E E E/ANV
51 A A T AT/S | 127 | N N N N/T 397 [ G G G G
52 M M M M 128 | A A A A 398 [ G G G G
53 AlS A A X 129 | Y ¥ Y Y/F 399 | RK/A | K RK RK
54 | Y Y iy 2 130 | F F/L FLA F/T 400 [ T i T T
55 I I I s 131 | AT AT AT AT 401 | G G
56 | L I L v 132 | YF Y/F D' YF
57 S/A S/A S/AT | X 133 | T/N/Q | ST TN SITIV
58 Vi \V Vi IV 134 | VI via VML | VIL
59 | N N N NV 135 | V v v v

Figura 2-3: Aminoacidos presentes en los motivos AzgA-like. Se muestra el analisis realizado a partir
del alineamiento obtenido mediante ClustalW de las proteinas AzgA-like de funcion conocida y 144
hipotéticas (Barraco-Vega, 2014). La numeracion de los aminoacidos marcados se corresponde con la
secuencia de PhZ. X representa cualquier aminoacido.

2.3.2 Seleccion de residuos candidatos mediante analisis

de la estructura tridimensional

Para seleccionar los residuos candidatos se buscaron aquellos que, segun la estructura de
PhZ, pudieran interaccionar con el sustrato. La estructura tridimensional fue modelada
por homologia en base a la estructura cristalografica de UapA de A. nidulans (ver Seccion
6.7.3). Para identificar los residuos candidatos se analizé el modelo obtenido mediante
dos abordajes. El primer abordaje implico el analisis de los residuos que quedan entorno
a la molécula de sustrato cuando las coordenadas de la molécula de xantina, presente en
la estructura cristalografica de UapA, son trasladadas al modelo de PhZ. El segundo
abordaje consistio en abordar aspectos del reconocimiento del sustrato mediante calculos
de acoplamiento molecular in silico (docking), utilizando el programa Autodock tools
(Morris et al., 2009).

Mediante el primer abordaje (Figura 2-4) se pudo ver que varios de los residuos que
quedan en torno a la molécula de sustrato serian los mismos que en UapA: D337/D360,
T385/T404, F387/F406 (numeracion PhZ/UapA) pero otros son diferentes como: Y54,
E389 y A386 que en UapA son sustituidos por G, Q y T, respectivamente). Y54 es un
residuo invariante en todas las proteinas AzgA-like, segin el modelo, este residuo esta

localizado proximo al oxigeno de la xantina (sustrato de UapA), que no esta presente en

57



Analisis de PhZ

la hipoxantina (sustrato de PhZ). Con esto planteamos la hipotesis de que el carbonilo de
la tirosina podria reemplazar el oxigeno de la xantina y reducir la afinidad de PhZ por
esta purina. Para explorar esta hipotesis se decidié construir el mutante Y54G de PhZ.
Otra de las diferencias que se observa al analizar el modelo, es el oxigeno del glutamato
en PhZ respecto al nitrogeno de la glutamina en UapA. Aunque el mutante E389Q se
determinaba como un buen candidato se decidi6é no analizarlo ya que analisis similares
ya han sido abordados tanto en UapA como en AzgA (ver Discusion, Seccion 2.4).

En el segundo abordaje, con la estructura modelada para PhZ se realizaron distintos
docking utilizando como ligandos los sustratos hipoxantina y 8-azaguanina que se
acoplaron a la estructura modelada (ver Seccion 6.7.5). Las diez mejores conformaciones
generadas con cada sustrato fueron analizadas y ordenadas en base al criterio de energia
de interaccion. Con hipoxantina las 7 conformaciones con menor energia (-2,64 a -2,53
kcal/mol) definieron el cluster mayoritario (cluster 1). Las otras tres conformaciones
conformaron 2 clusters: una con dos conformaciones (-2,51 y -2,46 kcal/mol, cluster 2)
y otra con una unica conformacion (0,67 kcal/mol, cluster 3). Con 8-azaguanina las 10
conformaciones con menor energia de interaccion quedaron agrupadas en dos clusters
con 5 conformaciones cada uno, las 5 conformaciones de menor energia (-1,57 a -1,53
kcal/mol) conformaron el cluster 1y las otras 5 conformaciones (-0,83 a -0,73 kcal/mol)
conformaron el cluster 2 (Figura 2-5 y Figura 2-6).

Los residuos de PhZ que participarian de la interaccidon con el sustrato se analizaron
mediante el programa LigPlotplus (Wallace et al., 1995) para las conformaciones de
menor energia obtenidas para cada cluster, tanto con hipoxantina como con 8-azaguanina.
Con hipoxantina el analisis de los clusters con menor energia propone que los residuos
que interaccionan con el sustrato formando enlaces de hidrogeno son N59 y P122 (cluster
1) o L124 y G125 (cluster 2). Con el tercer cluster los residuos candidatos son A128,
Y129, D334 y P383 (Figura 2-5). Con 8-azaguanina el analisis propone que los residuos
que interaccionan con el sustrato formando enlaces de hidrogeno serian N127 y T66 segiin
el cluster 1 y L126, A128, Y129, D334, P383 segun el cluster 2 (Figura 2-6).

Se seleccionaron para continuar con el andlisis las interacciones que aparecian
representadas con ambos sustratos (cluster 3 para hipoxantina y cluster 2 para 8-
azaguanina). Para explorar este posible esquema de interacciéon se seleccionaron 2
residuos invariantes en todas las proteinas AzgA-like fingicas: A128 e Y129.
Sustituyendo el primero por fenilalanina (A128F) ya que es el residuo topolégicamente

analogo de UapA y el segundo por aspartato (Y129D) (Figura 2-7).
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Figura 2-4: Identificacion de residuos candidatos en base al modelado tridimensional de PhZ: A) En
celeste se muestran los residuos de PhZ que podrian interaccionar con el sustrato cuando se trasladan las
coordenadas de la molécula de xantina cristalizada junto a UapA (Alguel et al., 2016). B) En amarillo se
muestran los residuos de UapA, homologos a los descriptos en la parte A, entorno a la molécula de xantina.
Los residuos Y54, E389, D337, A386, T385y F387 de PhZ se corresponden con G93, Q408, D360, T405,
T404 y con F406 de UapA, respectivamente.
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Figura 2-5: Interaccion PhZ-hipoxantina. Analisis obtenido mediante el programa Ligplotplus de las
conformaciones de xantina que interaccionan con PhZ obtenidas mediante Autodock. A) Cluster 1,
representado por 7 de 10 conformaciones con energia de interaccion -2,64 a -2,53 kcal/mol B) Cluster 2
representado por dos conformaciones con -2,51 y -2,46 kcal/mol de energia de interaccion. C) Cluster 3
representado por una conformacion con 0,67 kcal/mol de energia de interaccion. Los enlaces de hidrogeno
y su distancia se representan mediante lineas punteadas verdes. Mediante lineas curvas rayadas rojas se
representan otras interacciones.
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Figura 2-6: Interacciéon PhZ-8-azaguanina. Analisis obtenido mediante el programa Ligplotplus de las
conformaciones de 8-azaguanina que interaccionan con PhZ obtenidas mediante Autodock. A) cluster 1,
representado por 5 de 10 conformaciones con energia de interaccion -1,57 a -1,53 kcal/mol. B) Cluster 2
representado por 5 de 10 conformaciones con -0,83 y -0,73 kcal/mol de energia de interaccion. Los enlaces
de hidrogeno y su distancia se representan mediante lineas punteadas verdes. Mediante lineas curvas rojas
rayadas se representan se representan otras interacciones.

2.3.3 Generacion y analisis de mutantes de PhZ

Los cambios en la secuencia codificante de phZ se introdujeron por mutagénesis dirigida
mediante el método de QuickChange (Ishii et al., 1998; Munteanu et al., 2012). Los
plasmidos resultantes fueron secuenciados y una vez verificados se utilizaron como
molde para la amplificacion de la totalidad del ADNc (ver Seccion 6.5.17). De esta forma
se obtuvieron secuencias de phZ que se diferencian de phZ silvestre en uno de los residuos
que codifican (mutaciones puntuales simples). Para expresar las variantes mutantes y la
proteina silvestre en el mismo contexto genético, para cada mutacion se construyd un
cassette fusionando la secuencia codificante de phZ con el 5' y 3'UTR de azgA. En la
construccion del cassette también se incluyo la fusion al gen que codifica para la GFP y
al gen que complementa la auxotrofia por la riboflavina (para la posterior seleccion de
los transformantes). Cada cassette se construy6é mediante 3 PCR independientes y una
PCR de fusion (Fusion-PCR). El primer fragmento (region 5’UTR azgA) se amplifico
usando un primer reverso que ademas de 20 nucleotidos especificos de la secuencia
contiene los primeros 20 nucledtidos de phZ. La secuencia gfp-riboB-3’UTR azgA
(previamente clonada) se amplifico usando un primer forward que incluye 20 nucleé6tidos

adicionales que complementan con el final de la secuencia codificante del transportador
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sin incluir el codon de terminacion. De esta forma se generaron amplicones 5’ y 3’ que
solapan en 20 nucleotidos al gen phZ'y por tanto los tres fragmentos actian tanto de ADN
molde como de primers en la PCR final. Este ultimo paso de construccion es la
amplificacion con primers desde los bordes, obteniéndose como resultado una tnica
molécula integrada: 5’UTR_azgA-phZ mutado-gfp-riboB-3’UTR_azgA de 6487pb (Para

mas detalles ver Seccion 6.5.18).

Estos cassettes se usaron para transformar la cepa AZAC de A. nidulans dirigiendo la
integracion al locus azgA. De esta forma se generaron las cepas de A. nidulans que
expresan PhZ con los cambios: L124M, T131A, S133T, 1388V, A391G y T392A
(seleccionados mediante analisis comparativo de secuencias); Y54G, A128F e Y129D
(seleccionados mediante analisis de la estructura tridimensional) (Figura 2-7).
Adicionalmente se analizaron las mutaciones V58A, A148V, A418V y T429P (Figura
2-7), las cuales fueron obtenidas al azar por error de la ADN polimerasa durante la
construccion de los cassettes para transformacion. En un primer screening (fenotipico) se
evaluaron como mutantes dobles junto a otro de los cambios seleccionados y luego dado
los resultados obtenidos se construyeron los mutantes simples siguiendo el mismo

esquema de trabajo que con el resto de los residuos seleccionados.

Para los 13 cassettes construidos se verifico la ubicacion de la insercion en el locus azgA
por PCR en tiempo final y el nimero de copias por qPCR (ver Seccion 6.5.16). Se
continuo solo con los mutantes que tenian una unica insercion en el locus correcto. De
esa forma las 13 cepas construidas son idénticas entre si y solo se diferencian en la
proteina en estudio. El gen phZ de los transformantes seleccionados fue secuenciado para

verificar la presencia de los cambios deseados en la secuencia del gen de interés.
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Figura 2-7: Localizaciéon de residuos de PhZ analizados: Extracto del alineamiento mostrado en Figura
2-1. Se esquematiza la ubicacién de las 13 mutaciones realizadas en este trabajo y los residuos que
conforman el sitio de unién principal. En amarillo y verde se marcan los segmentos que forman el motivo
B antiparalelo. Con estrellas se marcan los residuos de PhZ que fueron mutados en este trabajo. En rojo se
marcan las mutaciones con las que se obtiene pérdida de funcion del transportador, en azul las mutaciones
que provocan disminucion del transporte, en verde las que provocan aumento de transporte y en negro
aquellas mutaciones para las que no se observo efecto. El circulo blanco en la estrella que marca el residuo,
indica aquellas mutaciones que fueron obtenidas por mutagénesis al azar. Con triangulos naranjas se marcan
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los residuos que conforman el sitio de union segiin el modelo planteado (ver Seccion 2.3.7). Para ver mas
referencias dirigirse a Figura 2-1.

2.3.4 Analisis del transporte en mutantes PhZ

Las cepas seleccionadas se evaluaron mediante test de crecimiento en presencia de
purinas y analogos. El crecimiento sirve como medida cualitativa de transporte ya que
con el sistema utilizado la capacidad de utilizar una purina, cuando es la tnica fuente de
nitrogeno disponible, indica si la proteina en estudio transporta o no la purina evaluada.
Cuando la mutacion disminuye el transporte, el crecimiento de la colonia en el mutante
es menor que la del silvestre, y si la colonia mutante muestra un mejor crecimiento que
la del silvestre, el cambio esta provocando un aumento en el transporte. Por el contrario,
pero en el mismo sentido, la ausencia de crecimiento en presencia del analogo toxico 8-
azaguanina indica que la proteina en estudio transporta el toxico, y la resistencia a este
compuesto indica que la proteina en estudio no es capaz de transportarlo.

Se evaluo el crecimiento de todas las cepas usando como tUnica fuente de nitrogeno:
hipoxantina, adenina, guanina, xantina, acido Urico, o amonio (fuente de nitrégeno no
relacionada con purinas) y en presencia del analogo toxico 8-azaguanina. Como controles
se incluyeron las cepas: i) AZAC: carece de los genes que codifican para los tres
principales transportadores de purinas, por lo que es incapaz de crecer en presencia de
¢éstas como fuente de nitrogeno; ii) AZAC::phZwt; expresa el transportador PhZ en su
version silvestre y por tanto es capaz de crecer usando hipoxantina, adenina y guanina,
no es capaz de crecer usando acido urico o xantina y es sensible a la 8-azaguanina; y iii)
AZAC::azgA: igual a la anterior, pero expresa AzgA. A nivel fenotipico las diferencias
entre estas cepas se encuentran en que la hipoxantina y 8-azaguanina se transportan mas
eficientemente a través de AzgA, reflejandose en que la cepa AZAC::phZwt crece menos
en hipoxantina y mas en 8-azaguanina que la cepa AZAC::azgA. Todas las cepas
evaluadas, tanto controles como mutantes, son variantes de la cepa AZAC
diferenciandose inicamente en el transportador que expresan.

La Figura 2-8 muestra un resumen de los resultados obtenidos. Ninguno de los mutantes
adquirio la capacidad de crecer en &cido Urico o xantina y todos presentaron resistencia
al oxipurinol, otro analogo téxico que es no es transportado por PhZ ni AzgA (si por PhU
y UapA). Algunos de los mutantes mostraron diferencias en el crecimiento en hipoxantina

y 8-azaguanina respecto al control que expresa PhZ silvestre.
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Figura 2-8: Analisis de crecimiento de
mutantes PhZ. Se muestra el
crecimiento en  amonio  (NHa),
hipoxantina (Hx) y 8-azaguanina +
amonio (0,8 mM) (8-azg) a 37°C por 48
hs. Todos los medios fueron
suplementados con p-aminobenzoico,
piridoxina y/o riboflavina, segiun las
auxotrofias de cada cepa (ver Seccion
6.1). Como controles se incluyeron las
cepas: AazgA AuapA AuapC (AZAC),
AZAC::phZ (PhZ:wt) y AZAC:azgd
(AzgA). Los resultados obtenidos en
adenina y guanina fueron omitidos por
ser equivalentes a los que se muestran en
hipoxantina. Los mutantes evaluados se
muestran agrupados en 4 grupos segun
su fenotipo de crecimiento en
hipoxantina/8-azaguanina, denominados
-/+++ (r0jo); -/++ (azul); +/+ (negro), y
++/- (verde).
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A partir de los resultados obtenidos, los mutantes evaluados fueron agrupados en 4 grupos
fenotipicos: 1) aquellos que mostraron un fenotipo equivalente a la cepa AZAC: Y54G,
V58A, A128F, Y129D, A148V y T429P (fenotipo -/+++); ii) los mutantes L124M y
S133T que mostraron un fenotipo intermedio entre las cepas AZAC y AZAC::phZwt
(fenotipo -/++); iii) los mutantes que mostraron un crecimiento equivalente a la cepa que
expresa PhZ silvestre: T131A, 1388V y A391G (fenotipo +/+); y iv) T392A y A418V que
en hipoxantina pueden crecer mas que el control que expresa PhZ silvestre y en el toxico
8-azagunina crecen menos (fenotipo ++/-) (Figura 2-8). Estos resultados sugieren que las
mutaciones evaluadas en el primer grupo provocan que el transportador pierda su
capacidad de transporte; las mutaciones L124M y S133T reducirian la actividad de
transporte; las mutaciones del tercer grupo no provocarian variaciones respecto a la
proteina silvestre; y las mutaciones T392A y A418V podrian modificar la eficiencia con

la que se transportan los sustratos (en particular la 8-azaguanina).
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Figura 2-9: Velocidad inicial de transporte de *H-hipoxantina en mutantes de PhZ y cepas controles:
AazgA AuapA AuapC (dZAC), AZAC::phZ (wt) y AZAC::azgA (AzgA). 100% se considera como la tasa
de transporte en la cepa que expresa PhZ silvestre. Los resultados son el promedio de por lo menos tres
experimentos independientes, cada uno medido por triplicado. En todos los casos la desviacion estandar
fue <20%. En rojo se marcan los mutantes con los que se obtuvo una medida equivalente a la obtenida con
la cepa AZAC, en azul los mutantes que tienen la captacion disminuida respecto a PhZ silvestre, en negro
los que su captacion es equivalente a PhZ silvestre y en verde los que su captacion de hipoxantina es
superior a la de PhZ silvestre.

Como medida cuantitativa del transporte se realizaron ensayos de transporte
(determinando V, la tasa de transporte inicial) con hipoxantina marcada radioactivamente
(*H-hipoxantina) en todas la cepas mutantes y controles. Los resultados de este anélisis
(Figura 2-9) concuerdan con los obtenidos mediante andlisis de crecimiento y los

mutantes nuevamente se pueden agrupar en cuatro grupos. El primer grupo conformado
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por: Y54G, V58A, A128F, Y129D, A148V y T429P muestra una tasa de transporte de
hipoxantina que puede considerarse despreciable ya que es equivalente a la de la cepa
AZAC, considerado como ruido de fondo. En el segundo grupo se encuentran los
mutantes L124M y S133T que presentan una disminucion del transporte de
aproximadamente 70% y 50%, respectivamente. Los mutantes T131A, 1388V y A391G
no presentaron diferencia significativa con respecto al transportador silvestre. Por tlltimo,
T392A y A418V mostraron una tasa de captacion de hipoxantina mayor a PhZ silvestre

y equivalente a la del transportador AzgA.
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Figura 2-10: Caracterizacion cinética de mutantes PhZ: Se muestran las curvas de dosis respuesta para
hipoxantina. La captacion de [*H]-hipoxantina fue medida en presencia de concentraciones crecientes de
hipoxantina no marcada (0,1-1 mM). El valor de Ky se determind como se describe en la Seccion 6.5.6.
Las graficas muestran el promedio de por lo menos dos experimentos independientes, en los cuales se
realizo triplicado para cada concentracion. La desviacion estandar fue <20% en todos los casos. Se muestran
los datos para PhZ silvestre en A, y para los mutantes L124M (B), S133T (C), T392A (D) y A418V (E).
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A todos los mutantes que presentaron diferencias de transporte con respecto a PhZ
silvestre (L124M, S133T, T392A y A418V) se les determind la K de hipoxantina
(Figura 2-10). Ninguno mostr6 variaciones significativas respecto al valor de Ky de PhZ
silvestre. El tinico mutante que present6 un valor de K levemente inferior fue L124M
Por lo que si bien este mutante tiene menor capacidad de transporte de hipoxantina tendria

una afinidad por la misma ligeramente aumentada respecto a PhZ silvestre.

2.3.5 Perfil de sustratos en mutantes PhZ

Una buena aproximacion para elucidar el perfil de sustratos de un transportador, implica
evaluar la capacidad de otras purinas de competir con el transporte de un sustrato
previamente demostrado (en este caso *H-hipoxantina). Si bien es un método indirecto
que en algunos casos requiere ser verificado por la medida directa, tiene la ventaja de que
con un Unico sustrato marcado se pueden descartar aquellos sustratos que no compitan.
De esta manera se evalu6 la capacidad de adenina, guanina, purina, 8-azaguanina, acido
Girico y xantina de competir con el transporte de *H-hipoxantina, en todos los mutantes
que presentaron actividad de transporte de hipoxantina detectable (L124M, T131A,
S133T, 1388V, A391G, T392A y A418V, Figura 2-11).

Generalmente, en las condiciones de estos ensayos con los sustratos que no son
transportados, se obtiene un porcentaje de captacion del sustrato marcado mayor al 50%
y con los sustratos que son transportados al nivel del sustrato marcado se obtiene un
porcentaje de captacion de ~1-5% (Krypotou & Diallinas, 2014). Los resultados
obtenidos muestran que en los mutantes que no presentan diferencias de transporte con
PhZ silvestre tampoco se encontraron diferencias en la competencia por el transporte de
3H-hipoxantina por los sustratos evaluados.

Al comparar PhZ con AzgA (Figura 2-12) se observa que el transportador de P.
chrysosporium presenta mayor inhibicion de transporte de *H-hipoxantina en presencia
de guanina, acido urico y xantina que el transportador de 4. nidulans y menor inhibicién

por el toxico 8-azaguanina.
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Figura 2-11: Ensayos de transporte de [°H]-hipoxantina en mutantes PhZ en presencia de otros
sustratos no marcados: Se muestran los graficos del porcentaje de velocidad inicial de transporte de H-
hipoxantina en presencia de 1 mM de los sustratos competidores que se indican en el grafico. Como 100%
se indica el transporte obtenido en ausencia de sustrato competidor (ver Seccion 6.5.6). Como control se
incluy6 la competencia con hipoxantina sin marcar, cuyo porcentaje de inhibicién es maximo (~95-99%).
Los graficos muestran el promedio de por lo menos dos experimentos independientes, en los cudles se
realizo triplicado para cada punto. La desviacion estandar fue <20% en todos los casos. En A se muestran
los datos de T131A, I388V y A391G comparado con PhZ silvestre. En B se muestran los datos de L124M
y S133T comparado con PhZ silvestre. En C se muestran los datos de T392A y A418V comparado con PhZ
silvestre. Con * se marcan los valores que presentaron diferencias significativas respecto a PhZ silvestre.

El transporte de *H-hipoxantina en los mutantes T131A, 1388V y A391G presenta un

porcentaje de inhibicion similar al de PhZ silvestre en presencia de adenina, guanina,
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purina, 8-azaguanina (Figura 2-11). Con los mutantes L124M y S133T (que muestran una
menor eficiencia de transporte de hipoxantina) se observa que todos los sustratos inhiben
la captacion de *H-hipoxantina al nivel de PhZ excepto la 8-azaguanina donde L124M,
presentan un mayor porcentaje de inhibicion (Figura 2-11). Este resultado indica que esta
sustitucion produce un aumento en la competencia del toxico 8-azaguanina por la union
a PhZ. Un resultado similar se obtiene con T392A y A418V (Figura 2-11). Estos
resultados, y los observados en el analisis de crecimiento en placa (Figura 2-8) indican
que los residuos L124, T392 y A418 tendrian un rol en el transporte cuando el sustrato es

8-azaguanina.
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Figura 2-12: Ensayos de transporte de H-hipoxantina en PhZ vs AzgA: Se muestran los graficos del
porcentaje de velocidad inicial de transporte de *H-hipoxantina en presencia de 1 mM de los sustratos
competidores que se indican en el grafico. Como 100% se indica el transporte obtenido en ausencia de
sustrato competidor (ver Seccion 6.5.6). Como control se incluy6 la competencia con hipoxantina cuyo
porcentaje de inhibicion es maximo (~95-99%). Los graficos muestran el promedio de por lo menos dos
experimentos independientes, en los cuales se realiz6 triplicado para cada punto. La desviacion estandar
fue <20% en todos los casos.

Respecto a la xantina, PhZ silvestre y todos los mutantes muestran un grado de inhibicion
superior a la proteina AzgA. Con estos resultados se podria pensar que PhZ a diferencia
de AzgA transporta esta purina pero las cepas que expresan el transportador de P.
chrysosporium no son capaces de crecer utilizando xantina como fuente de nitrogeno. A
modo de corroboracion se realizaron ensayos de captacién de *H-xantina, en los cuales
no se detectd transporte, por lo que la inhibicidon que se obtiene con xantina se debe a que
este sustrato compite muy bien con la hipoxantina por la uniéon a PhZ aunque no puede

ser transportado.
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2.3.6 Expresion y localizacion de versiones mutantes de

PhZ

Las diferencias observadas en las tasas de transporte y en los ensayos de crecimiento en
placa podrian implicar problemas en: el trafico hacia la membrana plasmatica, aumento
en la tasa de recambio proteico, un verdadero aumento o disminucion en la actividad de
transporte de PhZ, o un defecto en la sintesis de las versiones mutantes de PhZ. Para
distinguir entre estas posibilidades se realizaron analisis de localizacion subcelular
mediante la observacion microscopica de la proteina verde fluorescente, y western blots
con anticuerpos anti-GFP y anti-actina (para la deteccion de actina como control de
carga).

Es importante destacar que la version silvestre de PhZ, ademas de localizarse en la
membrana y en vacuolas, puede observarse en anillos citoplasmaticos, que se
corresponderian con el RE (Barraco-Vega et al., 2017).

Los analisis de microscopia de fluorescencia (Figura 2-13) revelaron que la mayoria de
los mutantes muestran una localizacion similar a la version silvestre. Mientras que, de los
6 mutantes que mostraron un fenotipo de ausencia de transporte (equivalente a cepa
AZAC) en los ensayos de crecimiento y captacion de hipoxantina, solo PhZ V58A es
capaz de alcanzar la membrana plasmatica. En los otros 5 mutantes (Y54G, A128F,
Y129D, A148V y T429P) no se observa fluorescencia en la membrana, sino que la
proteina aparece localizada principalmente en vacuolas. En el caso de Y54G también se
observa que gran parte de la proteina queda retenida en los anillos que se corresponderian
con el RE. Estos resultados indicarian que el residuo sustituido en estos cinco mutantes
tiene un efecto sobre el plegamiento, lo que evitaria que la proteina alcance su sitio de
accion, la membrana plasmatica.

Para todos los demas residuos, su sustitucion no afecta la localizacion en la membrana
plasmatica significativamente. So6lo en el mutante S133T se puede observar que la
cantidad de proteina asociada a vacuolas aumenta levemente respecto a la localizada en
la membrana plasmatica. Con el fin de determinar si los fenotipos observados en los
mutantes que mostraron una localizacion similar a PhZ silvestre (L124M, T131A, S133T,
1388V, A391G, T392A, A418V y V58A) se correspondian a cambios en la cantidad de

proteina expresada y/o en su estabilidad proteica, se evaluaron estos parametros por
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western blot. Es importante mencionar que en esta técnica es normal observar una banda
correspondiente a la fusion PhZ-GFP y otra correspondiente a la GFP libre, ya que la GFP
es refractaria a la protedlisis (Chiang et al., 2001). Por otra parte, la deteccion de GFP
libre es una medida indirecta estandar de la degradacion vacuolar de proteinas de

membrana fusionadas a GFP (Pinar et al., 2013; Shintani & Klionsky, 2004).

Los resultados muestran que en la mayoria de los mutantes el nivel proteico es similar o
con muy pocas diferencias respecto a PhZ silvestre (Figura 2-14). Los mutantes T131A
y T392A presentan niveles de expresion de PhZ significativamente diferentes al silvestre
(tomando en cuenta la sefial de la banda correspondiente a la actina, utilizada como
control de carga). En el caso del mutante T131A, éste presenta un nivel de proteina
disminuido, ya que la banda correspondiente a PhZ-GFP es significativamente menos
intensa que la del silvestre (y no se observa GFP libre). Por el contrario, T392A presenta
un mayor nivel proteico, ya que la banda correspondiente a PhZ-GFP es
significativamente mas intensa que la del silvestre. Cabe senalar que en el caso del
mutante [388V también se observa una banda de PhZ-GFP que es mas intensa que la del
silvestre pero, al tomar en cuenta la intensidad de la actina, se considero el nivel proteina

semejante al de PhZ silvestre.
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V58A A128F Y129D A148V
L124M S133T T131A 1388V A391G T392A A418V

Figura 2-13: Localizacion subcelular in vivo de mutantes de PhZ por microscopia de epifluorescencia.
Como control se incluy¢ la cepa AZAC::phZ (PhZwt) que también expresa el transportador fusionado a la
proteina verde fluorescente. En el control se observa fluorescencia en membrana, vacuolas y anillos
citoplasmaticos que se corresponderian con el RE (patron ya determinado en Barraco et al. 2017). Para cada
mutante se analizaron 10-15 campos, para todos los casos se observd un mismo comportamiento,
seleccionando por lo tanto una imagen representativa. Las flechas indican la ausencia de fluorescencia a
nivel de la membrana.

Con respecto a la estabilidad proteica de los distintos mutantes analizados, la GFP libre
es significativamente menos intensa en los mutantes T131A e [388V y mas intensa en
S133T y T392A. Si bien es dificil de determinar cualitativamente, consideramos que en
el caso de T131A y T392 la diferencia en la cantidad de GFP libre respecto al silvestre se
debe al nivel proteico (T131A: menor y T391: mayor). En el mutante S133T
consideramos que la intensidad de GFP libre es consecuencia de un mayor nivel de
degradacion proteica y en el caso de 1388V que la proteina mutante tiene menor
degradacion que PhZ silvestre. Por lo tanto, los mutantes que presentan diferencias de

estabilidad respecto a PhZ silvestre son S133T e [388V.
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Figura 2-14: Western blot de proteinas totales de mutantes PhZ-GFP. Como control se incluyo la cepa
AZAC::phZ (PhZwt) que también expresa el transportador fusionado a la proteina verde fluorescente. En
todos los casos se cargaron 50 pg de proteinas totales, se transfirieron a membrana de nitrocelulosa y se
hibridaron con anticuerpos monoclonales anti-GFP y anti-actina (esta Ultimo como control de carga).
Debajo de la figura se indica cualitativamente la relacion PhZ-GFP/actina, se indica con = todos aquellos
carriles que presentan un nivel semejante al silvestre, con — donde el nivel de PhZ es significativamente
menor y con + donde el nivel es significativamente mayor al del carril PhZwt.

2.3.7 Modelado del transportador PhZ

Para correlacionar los resultados obtenidos mediante el andlisis mutacional con la
estructura de PhZ se plante6 la construccion de un modelo tridimensional de PhZ. El
primer modelo fue realizado por homologia en base a la estructura cristalografica de
UapA (ver Seccion 2.3.2) por ser la tUnica estructura cristalina fungica de esta
“superfamilia” disponible. La metodologia de modelado por homologia esta fuertemente
limitada por el porcentaje de identidad que en el caso de UapA y PhZ es bajo (16 %
identidad, 50% similaridad). Por lo tanto, antes de avanzar en el analisis de la estructura,
se decidio hacer un nuevo modelo de PhZ con refinado mediante dinamica molecular y
posteriormente validar los resultados obtenidos mediante técnicas bioinformaticas que
identifiquen residuos proximos en la estructura modelada.

La busqueda de templates para el nuevo modelo se realizéo mediante la base de datos del
SWISS-PROT seleccionando como candidatos todos aquellos que presentaran un valor
de cobertura mayor a 0,6. Nuevamente se selecciond UapA como proteina molde por ser
la proteina cristalizada con mejores valores de cobertura e identidad respecto a PhZ,
ademas de ser una proteina fingica con similaridad funcional.

Para obtener el mejor alineamiento, las secuencias de PhZ y UapA, fueron alineadas
mediante 4 programas: Blast, HHBlist, Aligme (especifico para proteinas de membrana)

y Sspred (Khafizov et al., 2010; Stamm et al., 2013, 2014) y posteriormente corregidas
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Anélisis de PhZ

manualmente. En el alineamiento utilizado para el modelo (Figura 2-15) se puede ver que
la region N-terminal de PhZ (hasta G35), al igual que la region desde R493 hasta el
extremo C-terminal, no tienen una porcion analoga en UapA, por lo que estas regiones
no fueron consideradas en el modelo. Otras tres regiones (G68-L85; Y222-N229 y F297-
N312) tampoco tienen una region analoga en el alineamiento por lo que fueron modeladas
mediante modelado ab-initio (ver Seccion 6.7.3).

El 10% de los modelos que mejor puntuaron en relacion a las restricciones espaciales del
programa Modeller (menor energia potencial) fueron luego ordenados segun la funcion
de GA341 y QMEANBrane, especialmente disefiada para proteinas de membrana (Melo
& Sali, 2007; Studer et al., 2014). Se seleccionaron los 9 mejores modelos y se realizo el
refinamiento de /oops en funcion de la energia potencial de cada residuo y comparacion
con el template. Se selecciond el modelo de menor energia potencial, el cual fue
posteriormente refinado por dinamicas moleculares. Las simulaciones mostraron que la

estructura fue estable en el tiempo (500 ns).

. 1
1 SRFLTELRAGLTTWAAMAYIISVNASI
1 PFFGLNEKIPVLLAFILGLQHALAMLAGVVTPPLI
E “ STM3
| E::)
63 ISDTGGTCVCTQPDLCVNDETYLSCVADVRRDLITSTAAVSALASFLMGLL-—————————— ANLPVGMAPGLGLNAYFTYSVVGFHGSG————————— I
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s ] m
143 ITYREALAAVF----LEEWFFFFLSLLGLRQWLARIMPQSLVMAVGAGIGLFIAFIGLSGGGLGVIGGDTTNLVGLGGCLPQYYTSPDLPNYCASHVLQS
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Figura 2-15: Alineamiento de PhZ vs UapA utilizado para el modelado. Las regiones comprendidas
entre A192-Q220 y P419-G430 (secuencias en rojo) fueron modificadas manualmente. En gris se marcan
las regiones de secuencia que no fueron consideradas en el modelo y en celeste las regiones que fueron
modeladas mediante la técnica de ab-initio (G68-L85; Y222-N229 y F297-N312). Sobre el alineamiento
se esquematiza la estructura secundaria propuesta para PhZ, seglin el modelo tridimensional realizado en
este trabajo. En colores oscuros y en colores claros se muestra la estructura propuesta para el cristal de
UapA (Alguel et al., 2016). Los segmentos transmembrana (STM) se representan mediante rectangulos
rojos y azules, las hojas B mediante flechas y las hélices internas mediante rectangulos grises (sin borde).
Segtin el modelo planteado la proteina se dispone en dos dominios, un dominio flexible denominado
entrada, cuyos STM se represen en azul y un dominio compacto denominado ntcleo cuyos STM se
representan en rojo. En amarillo y verde se marcan los segmentos que forman el motivo B antiparalelo.
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El modelo obtenido propone una estructura tridimensional de PhZ que consiste en 14
segmentos transmembrana, tres hélices internas y un motivo P antiparalelo formado por
una hoja f proxima al STM3 y otra proxima al STM10 (Figura 2-15 y Figura 2-16). El
modelo se corresponde con una conformacion ocluida hacia el citoplasma. La estructura
proteica queda topoldgicamente dividida en dos dominios, formados por dos repetidos
invertidos. El dominio denominado nucleo involucra 8 STM y esta formado por los
STM1-4 y STMS8-11 y el denominado entrada involucra 6 STM y estd formado por los
STMS5-7 y STM12-14.

nucleo

Figura 2-16: Modelo de PhZ Representacion esquemadtica de la estructura tridimensional obtenida
mediante modelado por homologia con UapA como molde. En rojo se representan los STM que constituyen
el dominio denominado ntcleo y en azul se representan los STM del dominio denominado entrada. En
verde y amarillo se representa las hojas § y STM que forman el motivo  antiparalelo. Los STM se
representan mediante cintas (la numeracion se indica en la figura). En gris se marcan las hélices internas.
Las hojas B se representan mediante flechas. En amarillo y verde se indica en motivo beta antiparalelo. Para
la figura se omitieron los loops entre los STM.

Mediante el analisis del perfil electroestatico se observd que la distribucion de los
residuos ionizados en la superficie de la proteina es bastante razonable: la mayoria se
colocan en el lado citoplasmatico o lado extracelular o a lo largo del poro de la proteina
en el interior de ésta. En el lado exterior se observa una distribucion levemente negativa,
el lado citoplasmatico se observa cargado positivamente y la region intermedia es neutral,
consistente con la posicion en la bicapa lipidica. Se puede observar un “parche”

fuertemente negativo en la zona interior comprendida entre los STM8, STMS5 y hélice

interna 1, que formaria parte del poro de la proteina (Figura 2-17).
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exterior

citoplasma

Figura 2-17: Perfil electroestatico de PhZ. Con una flecha se marca una zona de color rojo intenso de
carga negativa que formaria parte del poro de la proteina.

La estructura de PhZ propuesta por el modelo es, en términos generales, similar a la
estructura tridimensional deducida para UapA, sin embargo presenta las siguientes
diferencias: i) la longitud de los STM y hélices internas, en general son mas cortos en
PhZ que UapA; ii) el STM4 en PhZ se encuentra dividido en dos segmentos, uno de 8
residuos (R146-F153) y otro de 9 residuos (E155-S163) mientras que en UapA este
segmento es una hélice transmembrana entera de 16 residuos (P186-L201); y ii) el STM14
en PhZ es un tnico segmento de 12 residuos (G471-G485) mientras que en UapA es una

hélice discontinua formada por dos segmentos (Figura 2-15).

Como una forma de validar el modelo propuesto se utilizaron técnicas bioinformaticas
que permiten identificar residuos proximos en su estructura tridimensional. Para ello se
buscaron variantes correlacionadas de los residuos de PhZ en un alineamiento de
multiples secuencias. En estos estudios la interaccion entre residuos esta representada por
una alta correlacion entre las dos posiciones en la secuencia. Al analizar el mapa de
variantes altamente correlacionadas (Figura 2-18) se puede ver que aquellas que
involucran dos residuos cercanos en estructura primaria se localizan en la diagonal del
mapa (cerca del borde con la zona gris) y no son muy informativas para comprender la
estructura tridimensional de la proteina. En cambio, se observan varios pares
correlacionados entre la zona amino y carboxilo terminal de la secuencia de PhZ que
sefialan una posible interaccion entre los residuos de la zona ~20 a ~110 con los residuos
de la zona ~360 a ~410. En la estructura planteada por el modelo se corroboran estas
interacciones: la primera zona estd comprendida por STM1-STM2 y la segunda por

STM9-STM10-STM11. El STM11 esta ubicado entre el STM1 y STM2, varios residuos
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de STM1 se ubican a distancia de enlace de residuos del STM10 y varios del STM2
podrian interaccionar con residuos del STM9. Aunque estos datos no adicionan
informacion a la estructura propuesta, dada la poca identidad que existe entre PhZ y la
proteina utilizada como molde (UapA), el hecho de que los datos obtenidos con esta
metodologia (completamente independiente) se correlacionen con la estructura propuesta
por el modelo es util para validar la estructura planteada. Se analizaron las 60 variantes
mas correlacionadas (ordenadas seglin el puntaje de correlacion) y se midid la distancia
de los residuos en la estructura planteada por el modelo. Se observd que mas de un 80%
de los residuos correlacionados estan a una distancia menor a 10 A y todos los residuos
que se encuentran a mayor distancia se localizan en loops sin estructura definida o en las
regiones terminales de la proteina. En la tabla de la Figura 2-18 se detalla el analisis de
los 20 pares con mayor puntaje de correlacion, en la misma se puede ver que solo el par
L484-V250 queda a una distancia mayor a 20 A (el residuo L484 se encuentra en el

extremo C-terminal PhZ).

R1 R2 Puntaje Distancia

1274 F246 0,40393 9

$36 L24 0,37307 nc

L439  M256 0,31836 13
T406 L42 0,31642 6

R33 H23 0,31482 nc
N 5372 A106 0,30586 4
g T271 G248 0,29776 5

3 G213 D207 0,28417 12*
3 1405 G111 0,2754 7
g EE5 G19 0,27439 nc
3 1394  M345 0,26894 7
z L270 F251 0,26564 E
3 5481 L460 0,26393 5
V456 V253 0,26315 4

L484 V250 0,26054 >20
L402 F38 0,25867 6

" " f F38 124 0,25575 nc
5 L149 F130 0,25273 5

0 5 10 150 200 250 300 350 400 1234 G228 O 2 S
V434 G249 0,23828 4

Nimero de residuo de PhZ

Figura 2-18: Mapa de variantes correlacionadas. Se muestran las 60 variantes mds correlacionadas de
PhZ ordenadas en base a su puntaje de correlacion. Se omite la parte en gris, ya que es simétrica a la region
en blanco. En rojo estan indicadas las primeras 50 variantes (puntaje de correlacion 0,40393-0,18379) y en
azul las siguientes 10 (puntaje de correlacion 0,18237-0,17367). En la tabla se indican las 20 variantes mas
correlacionadas con el respectivo puntaje de correlacion y la distancia de los residuos medida en A en la
estructura tridimensional modelada. nc marca aquellas distancias que no pudieron ser medidas porque
alguno de los residuos del par esta localizado en la una region no incluida en la estructura modelada.
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Con la estructura planteada por el modelo validado se procedi6 a indagar sobre el sitio de
unién al sustrato. Para ello se abordaron aspectos del reconocimiento de sustratos
mediante calculos de acoplamiento molecular in silico (docking), utilizando el programa
Autodock tools. Los sustratos hipoxantina y 8-azaguanina se acoplaron a la estructura
modelada (ver Seccion 6.7.5). Las diez mejores conformaciones generadas con cada
sustrato fueron analizadas y ordenadas en base al criterio de energia de interaccion.

Con hipoxantina las 9 conformaciones con menor energia (-4,25 a -4,19 kcal/mol)
definieron el cluster mayoritario (cluster 1). El segundo cluster quedé representado por
una unica conformacion (-4,2 kcal/mol, cluster2). Con 8-azaguanina las mejores
conformaciones también quedaron agrupadas en dos clusters: el mayoritario representado
por las 7 conformaciones de menor energia (-5,5 a -5,42 kcal/mol) y otro representado
por 3 conformaciones (-5,38 a -5,31 kcal/mol, cluster 2) (Figura 2-19).

Los residuos de PhZ que participarian de la interaccion con el sustrato se analizaron
mediante el programa LigPlotplus para las conformaciones obtenidas para cada cluster,
tanto con hipoxantina como con 8-azaguanina.

Con hipoxantina el anélisis de las conformaciones del cluster 1 propone que los residuos
que interaccionan con el sustrato formando enlaces de hidrégeno son D337, 1388, E389
y R442. Con la conformacion que definio el cluster 2 los residuos candidatos son P122,
D337 y R442 (Figura 2-19). Con 8-azaguanina el analisis propone que los residuos que
interaccionan con el sustrato formando enlaces de hidrogeno serian L124, D337, E389 y
R442 (cluster 1) y P122 con D337 (cluster 2) (Figura 2-20).

Con ambos sustratos el analisis de las conformaciones del cluster mayoritario involucran
cuatro residuos: tres de ellos coinciden (D337, E389 y R442) el cuarto es 1388 cuando el
sustrato es hipoxantina y L124 cuando el sustrato es 8-azaguanina. Con las
conformaciones del segundo cluster hay dos residuos que se proponen con ambos
sustratos (P122 y D337) y otro residuo que solo interaccionaria cuando el sustrato es

hipoxantina (R442).
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Leul24

c
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Figura 2-19: Interaccion PhZ-hipoxantina. Analisis obtenido mediante el programa Ligplotplus de las
conformaciones de hipoxantina (Hx) que interaccionan con PhZ obtenidas mediante Autodock. A) Cluster
1, representado por 9 de 10 conformaciones con energia de interaccion -4,25 a -4,19 kcal/mol B) Cluster 2
representado por una conformacion con -4,2 kcal/mol de energia de interaccion. Los enlaces de hidrogeno
y su distancia se representan mediante lineas punteadas verdes. Mediante lineas curvas rayadas rojas se
representan otras interacciones.
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Figura 2-20: Interaccion PhZ-8-azaguanina. Analisis obtenido mediante el programa Ligplotplus de las
conformaciones de 8-azaguanina (8azGu) que interaccionan con PhZ obtenidas mediante Autodock. A)
Cluster 1, representado por 7 de 10 conformaciones con energia de interaccion -5,5 a -5,42 kcal/mol B)
Cluster 2 representado por tres conformaciones con -5,38 a -5,31 kcal/mol de energia de interaccion. Los
enlaces de hidrogeno y su distancia se representan mediante lineas punteadas verdes. Mediante lineas
curvas rayadas rojas se representan otras interacciones.
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Estos resultados proponen dos posibles orientaciones para la interaccion PhZ-hipoxantina
(Figura 2-21) y PhZ-8-azaguanina (Figura 2-22).

Segtin la orientacion mas favorable (desde el punto de vista de energia de interaccion)
PhZ interaccionaria con la hipoxantina a través de enlaces de hidrégeno mediados por las
cadenas laterales de los residuos E389 (STM10), D337 (STM8) y R442 (STM12) y el
grupo amino del esqueleto de 1388 (STM10). Segtn el modelo propuesto estos residuos
interaccionan con N1 (H), N3 (H) y C6=0 del anillo pirimidinico y N9 (H) del imidazol.
Cuando el sustrato es 8-azaguanina E389, D337 y R442 interaccionan con N6 (H) y C3=0
del anillo pirimidinico y la interaccion de 1388 se cambia por la del grupo amino del
esqueleto de L124 (STM3) que interacciona con N4 del imidazol. Ademas, el anillo
aromatico de F387 (loop entre hoja beta y STM10) estabilizaria la interaccion con los
sustratos mediante interaccion (débil) de apilamiento tipo 7t-m.

La otra orientacion propuesta para ambos sustratos implica la interaccion del grupo
carbonilo de P122 (STMS8) y la cadena lateral de D337 (STM10), agregandose la de la
cadena lateral de R442 cuando el sustrato es hipoxantina. Segun los modelos propuestos
estos residuos forman enlaces de H con N1 (H) y C6=0 del anillo pirimidinico y N9 (H)
del imidazol cuando de la hipoxantina. Cuando el sustrato es 8-azaguanina los enlaces se
forman con N6 (H) y C3=0 del anillo pirimidinico. En este caso también se formaria la

interaccion de apilamiento tipo - con F387.

Respecto a la localizacion de los 13 residuos analizados en este trabajo (Figura 2-23): 1)
dos se encuentran en STM1 (Y54, V58); ii) 5 en el STM3 (L124, A128, Y129, T131,
S133); iii) uno es STM4 (A148); iv) tres en STM10 (1388, A391, T392), v) uno en la
hélice interna entre el STM11 y STM12 (A418), y vi) uno en el loop entre STM11 y
STM12 (T429). De esta forma 8 de los 13 residuos forman parte del motivo  antiparalelo.
Entre ellos 1124 ¢ 1388 son dos de los residuos que segin el modelo planteado
interaccionarian con 8-azaguanina e hipoxantina, respectivamente (Figura 2-22 A 'y

Figura 2-21A).
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Figura 2-21: Interaccion PhZ-hipoxantina. Obtenida mediante calculos de acoplamiento molecular in
silico (docking). En amarillo se marcan los residuos que interaccionan con el sustrato mediante enlaces de
hidrégeno. Los enlaces de hidrogeno se marcan mediante lineas punteadas amarillas, con la correspondiente
distancia de enlace. Los residuos involucrados en otras interacciones se representan en verde. A) La
disposicion de la molécula de hipoxantina representa el cluster 1, definido por 9 de 10 conformaciones con
energia de interaccion -4,25 a -4,19 kcal/mol B) La disposicion de la molécula de hipoxantina representada
por la tinica conformacion del cluster2 con -4,2 kcal/mol de energia de interaccion. Los STM se representan
como cintas y las hojas B como flechas.
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Figura 2-22: Interaccion PhZ-8-azaguanina. Obtenida mediante calculos de acoplamiento molecular in
silico (docking). En amarillo se marcan los residuos que interaccionan con el sustrato mediante enlaces de
hidrégeno. Los enlaces de hidrogeno se marcan mediante lineas punteadas amarillas, con la correspondiente
distancia de enlace. Los residuos involucrados en otras interacciones se representan en verde. A) La
disposicion de la molécula de 8-azaguanina representa el cluster 1, definido por 7 de 10 conformaciones
con energia de interaccion -5,5 a -5,42 kcal/mol B) La disposicion de la molécula de hipoxantina
representada por una conformacion del cluster2, definido por 3 de 10 conformaciones con -5,38 a -5,31
kcal/mol de energia de interaccion. Los STM se representan como cintas y las hojas f como flechas.
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Figura 2-23: Localizaciéon de residuos mutagenizados en estructura 3D modelada de PhZ: Los
residuos mutagenizados en este trabajo se marcan en colores seglin el efecto que la mutacion sobre el
transporte: Rojo pérdida de funcion del transportador, azul disminucion del transporte, verde aumento de
transporte y negro no se determind efecto. A) Vista de lado de la proteina, el sustrato se representa como
una molécula de hipoxantina en la configuracion especificada en la Figura 2-21A; B) Acercamiento a STM1
con Y54y V58; STM3 con L124, A128,Y129, T131 y S133; STM4 con A148; C) Acercamiento a STM10
con 1388, A391 y T392; D) Acercamiento a STM11-STM12 con A418 en hélice interna y T429 en loop
antes de STM12.

2.4 Discusion y perspectivas

En este trabajo se presenta un modelo tedrico estructural del transportador de purinas PhZ
que consiste en 14 segmentos transmembrana, en su mayoria hélices a, que se agrupan
espacialmente en dos dominios. Un dominio mas compacto que incluye los STM 1-4 y
STM 8-11 al que se lo denominé nucleo y otro mas flexible que incluye los STM 5-7 y
STM12-14 al que se lo denomind entrada. Esta estructura es muy similar a la que esta
planteada para UapA y AzgA (Alguel et al., 2016; Krypotou et al., 2014). Para definir el
sitio de union al sustrato se analizo la estructura modelada en complejo con el sustrato
hipoxantina y 8-azaguanina. De los dos posibles sitios de unién propuestos por el modelo,
uno destaca por estar definido por el cluster mayoritario para ambos sustratos

(conformaciones mas representadas) y por tener las conformaciones mas favorables desde
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punto de vista energético (Figura 2-21 A y Figura 2-22 A). De esta forma se propone que
en el sitio principal de unidén cuatro residuos interaccionan con el sustrato: E389
(STM10), D337 (STMS), R442 (STM12) e 1388 (STM10, cuando se trata de hipoxantina)
o L124 (STM3, cuando se trata de 8-azaguanina).

Segun el modelo generado, las cadenas laterales de los residuos E389, D337, R442 y el
grupo amino de [388 (o L124) interaccionarian con: N1 (H), N3 (H) y C6=0 del anillo
pirimidinico y N9 (H) del imidazol cuando el sustrato es hipoxantina. Cuando el sustrato
es 8-azaguanina la interaccion seria con N6 (H) y C3=0 del anillo pirimidinico y N4 del
imidazol. Ademas, interacciones de apilamiento tipo m-m con F387 contribuirian a la
estabilizacion del sitio de union. Estas interacciones no covalentes también sirven para
dar sustento al sitio de union planteado, ya que todos los transportadores similares que
han sido modelados tienen uno o dos residuos de fenilalanina formando este tipo de
interaccion estabilizadora: F335 en AzgA; F144 y F406 en UapA (Alguel et al., 2016;
Krypotou etal., 2014). Se postula que las cadenas voluminosas de estos residuos
aromaticos aislan el sustrato en la conformacion ocluida y se mueven para liberarlo en la
conformacion abierta (Shi, 2013).

Al comparar este sitio de union al sustrato con el propuesto para AzgA se puede observar
que tienen otras semejanzas: ambos modelos proponen que un glutamato del STM10
(E389 en PhZ, E394 en AzgA) y un aspartato del STM8 (D337 en PhZ, D339 en AzgA)
interaccionan con el sustrato. La importancia de estos dos residuos fue verificada
mediante analisis mutacional tanto en AzgA como en los transportadores AzgA-like de
E. coli (PurP e YjcD, (Krypotou et al., 2015; Papakostas et al., 2013)). Al igual que lo
planteado con E389 de PhZ, la cadena lateral de E394 (analogo de E389) en AzgA
también interaccionaria con el sustrato en el modelo propuesto para AzgA-hipoxantina.
Con las mutaciones de AzgA E394Q y E394A se obtiene pérdida de funcion del
transportador mientras que con la mutacion E394D se obtiene un transportador funcional,
pero con la afinidades de union modificadas (Krypotou et al., 2014). Este glutamato es
un residuo absolutamente conservado entre las proteinas AzgA-like. Respecto al
aspartato, si bien segun el alineamiento estructural el residuo analogo a D337 en AzgA
seria D342, y no D339, en el modelo planteado para esta proteina de A. nidulans se
propone que el que interacciona con el sustrato seria D339. Los autores también
identifican a D342 como un residuo absolutamente critico para la funcion de AzgA debido
a que la mutacion D342E modifica la afinidad de unién por adenina y guanina, (Krypotou

et al., 2014). Este es un residuo que se conserva dentro de los transportadores AzgA-like,
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entre las proteinas de funcion verificada, excepto AtAzg2, todas tienen aspartato en esta
posicion (Figura 2-7).

1388 tiene como residuo analogo en AzgA a V393 cuyo grupo amino también interacciona
con la hipoxantina en el modelo propuesto para esta proteina de A. nidulans. Al observar
los residuos analogos en otras proteinas AzgA-like se puede ver que en esta posicion
algunos tienen isoleucina al igual que PhZ y otros tienen valina al igual que AzgA. Este
fue uno de los residuos analizados en este trabajo y los resultados obtenidos concuerdan
con el sitio de unioén propuesto ya que el cambio 1388V en PhZ no produce variaciones
significativas respecto a la proteina silvestre.

Una de las diferencias que tiene el sitio de union al sustrato que se propone para PhZ y el
reportado para AzgA, es respecto a la interaccion del sustrato con el grupo amino de la
cadena lateral de R442. En el sitio propuesto para la proteina de A. nidulans no hay
ninguna arginina ni ninguin aminodcido basico. R442 se encuentra ubicado en la region
carboxilo terminal del STM12. Observando el alineamiento de todas las proteinas AzgA -
like se puede ver que si bien es un residuo con cierto grado de variabilidad, esta dentro de
los motivos propuestos por Papakostas y colaboradores (Papakostas et al., 2013) (Figura
2-1). Arginina y lisina son los residuos que prevalecen, pero también hay otros
transportadores que tienen serina, glicina o glutamina en esa posicion. Los
transportadores de A. nidulans y Aspergillus versicolor son los unicos que tienen histidina
es esta posicion. La interaccion de R442 con el sustrato es particularmente interesante ya
que es la primera vez que un residuo del STM12 se propone como parte del sitio principal
de union en este tipo de transportadores y destaca la importancia de realizar un analisis
mas detallado de esta zona. Si bien en proteinas NAT se ha identificado la importancia
funcional de residuos del STM12, es la primera vez que un residuo de este segmento se
propone como parte del sitio de union al sustrato en este tipo de transportadores. Hasta la
fecha todos los modelos proponen que los residuos que forman parte del sitio de union al
sustrato se encuentran en STM1, STM3, STM8 y STM10. Mediante mutaciones en varios
residuos del STMI12 en UapA (A441, V463, A469) se lograron versiones del
transportador con la especificidad de sustratos extendida y se propone que algunos
residuos del STM12 estarian implicados en la trayectoria del sustrato (Alguel et al., 2016;
Kosti etal., 2010, 2012). Seria interesante evaluar diferentes sustituciones en R442 y
combinarlas con sustituciones en D337, E389, 1388 y L124.

Otra de las diferencias (con el sitio de union de AzgA) es respecto a L124, en donde el

residuo analogo en la proteina de A. nidulans es M128. Al observar los residuos analogos
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en otras proteinas AzgA-like se puede ver que al igual que AzgA la mayoria tienen
metionina en esta posicion y el resto tienen leucina al igual que PhZ, excepto algunos
transportadores bacterianos (YjcD e YgfQ) que tienen isoleucina. Este fue uno de los
residuos mutagenizados en este trabajo. Con la sustitucion L124M de PhZ se obtiene un
transportador que disminuye la captacion inicial de hipoxantina y presenta una afinidad
aparente ligeramente aumentada (K disminuye). Si bien esto a priori puede parecer una
contradiccion, en AzgA se ha visto que mutaciones que provocan un aumento en la
afinidad provocan que el sustrato quede “parcialmente atrapado” afectando la capacidad
de transporte (Krypotou et al., 2014). Los ensayos de crecimiento en placa indican que
L124M tiene déficit de transporte de 8-azaguanina ya que es mas resistente al toxico que
PhZ silvestre. En los ensayos de competencia frente a este sustrato, L124M presenta
mayor porcentaje de inhibicion que el transportador silvestre lo que indicaria que la 8-
azaguanina se une mejor. Estos resultados sugieren que la mutacion L124M podria estar
afectando la translocacion del sustrato y nos permite concluir que L124 es un residuo
critico para la actividad de PhZ. L124 podria interaccionar directamente con el sustrato o
estar muy proximo (a distancia de enlace) de los residuos que interaccionan con el mismo.
Ademas, los resultados concuerdan con el modelo de interaccion planteado para PhZ-8-
azaguanina (Figura 2-6). En el modelo propuesto para AzgA se propone que G129,
residuo contiguo a M 128, forma enlaces de hidrogeno con el sustrato so6lo cuando éste es
guanina (grupo amino) y no cuando el sustrato es hipoxantina o adenina (si bien la
mutacion G129A afecta la afinidad de uniéon por guanina, hipoxantina y adenina). En
AzgA la mutacion G129F provoca pérdida de funcion del transportador, aunque los

niveles de proteina y su localizacion son normales.

En suma, tanto los resultados experimentales como el modelo estructural indican que la
proteina PhZ y su homologa de A. nidulans (AzgA) son muy similares, tienen la misma
estructura, transporta los mismos sustratos y tienen diferencias en los sitios principales de
unién. Un resultado que respalda esta diferencia en la union al sustrato es que, si bien
ninguno es capaz de transportar xantina, PhZ podria interaccionar con la xantina en su
sitio de union principal lo que explicaria porque en los ensayos de competencia esta
purina es capaz de inhibir significativamente el transporte de hipoxantina marcada.

Durante este trabajo se obtuvieron dos modelos por homologia de PhZ que plantean la
misma estructura general. Ambos fueron construidos de manera similar, utilizando la

misma proteina como molde y, dado el bajo porcentaje de homologia con el template, los
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dos fueron realizados en base a un alineamiento curado manualmente usando la
informacion disponible en las bases de datos. Para definir el sitio de unioén aqui presentado
se utilizaron los resultados de los docking obtenidos con el segundo modelo (refinado
mediante dindmica molecular), los obtenidos con el primer modelo (utilizado para la
seleccion de residuos a mutar) proponen que el sustrato interaccionaria con otros residuos
(Figura 2-5 y Figura 2-6). A la hora de definir el sitio de union al sustrato las diferencias
entre ambos modelos toman importancia porque el corrimiento en unos pocos A puede
determinar que un residuo se encuentre o no a la distancia necesaria para que la formacion
del enlace de hidrogeno sea o no sea favorable. Esto aclara la importancia de acompafiar
el modelado por homologia con refinado mediante dinamica molecular cuando la
identidad entre la proteina objetivo y el molde es baja, como es el caso de PhZ con UapA.
Cabe destacar que este tipo de abordaje es valido y aporta informacién muy valiosa para
ser contrastada con datos experimentales, sobre todo cuando se trata de proteinas que por
ubicarse en la membrana y por su tamafio dificultan otras aproximaciones como la

obtencion de cristales y el modelado ab initio.

Expresar los transportadores de P. chrysosporium en A. nidulans permitid trabajar en un
contexto conocido. A. nidulans, ademas de tener caracteristicas que favorecen la
expresion de proteinas heterdlogas y que permiten el desarrollo de numerosas
herramientas moleculares para el estudio de transportadores, es el organismo donde se ha
estudiado en mayor detalle tanto el catabolismo como el sistema de captacion de purinas.
Todas las versiones de PhZ (silvestre y mutantes) se expresaron en un mismo contexto
genético, y por tanto metabolico, por lo que las diferencias de transporte pueden atribuirse

a los residuos sustituidos.
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Tabla 1: Resumen del analisis funcional de mutantes PhZ. STM indica la ubicacioén de cada mutacion en la
estructura tridimensional planteada por el modelo. V(%) es el porcentaje de captacion inicial de
hipoxantina. % Proteina indica la estimacion cualitativa de la intensidad relativa de PhZ-GFP/actina que se
muestra en el western blot de la Figura 2-14. En los datos * indica que en el mutante S133T se observa
mayor cantidad de proteina asociada a vacuolas; nd: no determinado; nc: no corresponde ;(E): diferencias
de estabilidad; no (< />): diferencias de expresion proteica. Las mutaciones se muestran agrupadas en 4
grupos segun el fenotipo de transporte que provocan: rojo: pérdida de transporte; azul: disminucion del
transporte; negro: transporte equivalente a PhZ silvestre y verde: aumento del transporte.

. Localizacion .
Crecimiento en Crecimiento subcelular % Proteina
Mutacion STM . . en 8- V(%) . equivalente
hipoxantina azaguanina equivalente a 2 PhZwt
PhZwt

Y54G 1 - +++ 4 no nd
V58A 1 - +++ 3 Si si
A128F 3 - +++ 2 no nd
Y129D 3 - +++ 2 no nd
A148V 4 - +++ 3 no nd
T429P 1112 - 4+ 3 no nd
L124M 3 - ++ 27 si si

$133T 3 - ++ 52 si* no (E)

T131A 3 + + 97 Si no (<)

1388V 10 + + 87 Si no (E)
A391G 10 + + 79 si si

T392A 10 ++ — 131 Si no (>)
A418V 1112 ++ - 130 Si Si

Controles

PhZwt + + 100 nc nc
AzgA wt + — 152 nc nc
AZAC - +H+ 8,5 nc nc

En este trabajo se analizaron trece mutaciones, tres de las cuales (T131A, 1388V y
A391G) presentaron un comportamiento equivalente a la version silvestre del
transportador (Tabla 1). Estas mutaciones no afectan el trafico hacia la membrana
plasmatica ni la actividad de transporte (crecimiento en placa y captaciéon de *H-
hipoxantina) por lo que las diferencias en el nivel proteico observadas en T131A e [388V
no alcanzan a afectar el transporte. Los resultados del western blot mostraron que,
respecto a PhZ silvestre, el mutante 1388V presenta un aumento de estabilidad y el
mutante T131A presenta un menor nivel de expresion proteica. Si bien estas diferencias
no afectan el funcionamiento del transportador en ninguno de los parametros evaluados,
seria interesante determinar la constante de afinidad ya que el menor nivel proteico podria
estar siendo contrarrestado con una mayor afinidad por el sustrato. En AzgA se han
analizado mutaciones (T49A) que provocan aumento de afinidad por hipoxantina con
menores niveles de expresion proteica (Krypotou et al.,, 2014). Los tres residuos se

encuentran en la periferia del sitio de unién principal pero, como se describid
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previamente, [388 es el tnico que interaccionaria con el sustrato segun el modelo
propuesto. En las demas proteinas conocidas de la familia AzgA-/ike las variantes en la
posicion de T131 son treonina como PhZ o alanina. Lo mismo ocurre con la posicion 1388
donde la otra variante es valina, el residuo por el que fue sustituido en el mutante
analizado. En la posicion correspondiente a A391 esto mismo se cumple si se consideran
solo los transportadores fungicos (las variantes en esta posicion son alanina o glicina) ya
que en el caso de los procariotas es un residuo altamente variable. Seria interesante
analizar otras sustituciones en estas posiciones.

Con diez de los mutantes analizados se obtuvieron diferencias de transporte respecto a
PhZ silvestre, ya sea porque provocaron pérdida total de la capacidad de transporte
(Y54G, V58A, A128F, Y129D, A148V y T429P), disminucion (L124M y S133T) o
aumento del mismo (T392A y A418V).

La estructura tridimensional propuesta por el modelo permitiria explicar el resultado de
nueve de estas diez mutaciones ya que se encuentran en regiones a las que ya les ha sido
asignada importancia funcional: T429P y A418V se encuentran entre el STM11y STM12
y el resto son sustituciones en residuos que se encuentran ubicados en STM1, STM3 y
STM10, la mayoria formando parte del motivo B antiparalelo. El analisis de mutantes y
modelos de otros transportadores relacionados con PhZ plantea que los residuos de estos
STM cumplen funciones relacionadas con la trayectoria del sustrato, la especificidad del
transportador o la formacion de interacciones polares criticas (Alguel et al., 2016; Kosti
et al., 2012; Krypotou et al., 2014; Papakostas et al., 2013). Cinco de las seis mutaciones
de pérdida total del transporte se encuentran en estos STM: Y54G y V58A en STMI,
Al128F e Y129D en STM 3 y T429P en el loop SMT11-12, mientras que la mutacion
A148V del STM4 se ubica en una region para la que no hay reportes que asignen un rol
relacionado al transporte. Las respectivas cepas son incapaces de crecer utilizando
hipoxantina como fuente de nitrégeno, son resistentes al toxico §-azaguanina y tienen una
tasa de captacion de hipoxantina equivalente a la cepa AZAC. Los mutantes Y54G,
AI128F, Y129D, A148V y T429P, no alcanza la membrana plasmatica, probablemente
debido a problemas en el plegamiento. Estos resultados nos permiten concluir que Y54
(STM1), A128 (STM3), Y129 (STM3) y Al148 (STM4) son importantes para el
mantenimiento de la arquitectura del transportador. En el caso de T429 la sustitucion por
prolina genera un cambio a nivel estructural. La prolina se considera un terminador de las

hélices ya que su Cq no tiene libertad de giro y al estar integrado en un anillo interfiere en
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la formacion de puentes de hidrogeno. Por esto la sustitucion por prolina explicaria los
resultados obtenidos, independientemente del rol de T429. Todos estos residuos tienen
alto grado de conservacion entre las proteinas AzgA-like. En el caso de V58A, la proteina
alcanza la membrana, no se observa modificaciones en el trafico o aumento en la tasa de
recambio proteico por lo que las diferencias observadas en la captacion de hipoxantina y
en los ensayos de crecimiento en placa reflejan una verdadera disminucion en la actividad
de transporte y se puede concluir que V58 del STM1 es clave para la funcionalidad de
PhZ (ver mas adelante). Este residuo se ubica dentro de uno de los motivos AzgA-like
definidos previamente (motivo 1, Barraco-Vega, 2014) y es uno de los residuos
absolutamente conservados. Segun nuestro modelo se encontraria en la periferia del sitio
de unioén principal, a menos de 10 A del sustrato. La importancia funcional de los residuos
del STM1 ya se ha probado mediante el andlisis de otros residuos invariantes del motivo
1 (Krypotou et al., 2014; Papakostas et al., 2013).

La mutacion T49A en AzgA provoca una disminucion de la captacion de hipoxantina y
aumento de afinidad por la misma con menores niveles de expresion proteica (Krypotou
et al., 2014). La misma sustitucion en el transportador YgfD de E. coli (T35A) provoca
disminucién de la afinidad de sustrato (Papakostas et al., 2013), mientras que en el otro
transportador AzgA-like de E.coli esta sustitucion (PurP: T38A) no modifica la afinidad
ni captacion del sustrato natural de este transportador (adenina) (Papakostas et al., 2013).
En transportadores tipo NAT la histidina invariante del STM1 que es analoga
estructuralmente a esta treonina fue asignada como importante para la unién de alta
afinidad del sustrato en XanQ (E. coli), estrictamente insustituible para el transporte en
UacT ( E. coli ) e importante para el correcto plegado y localizacion en membrana en
UapA (Amillis et al., 2011; Karena & Frillingos, 2009; Krypotou et al., 2014; Papakostas
et al., 2013; Papakostas & Frillingos, 2012). Esta histidina es el Unico residuo invariante
que presentan los transportadores tipo NAT en el STM1 mientras que las proteinas AzgA-
like presentan 5 residuos invariantes en este STM: E41, T48, M52, Y54 y V58
(numeracion PhZ). T48 es la treonina que fue analizada mediante mutaciones en AzgA
(T49A y T49S), YgtD (T35A) y PurP (T38A). En este trabajo se analizaron los mutantes
Y54G y V58A. Los resultados obtenidos indican que V58 es indispensable para el
correcto funcionamiento de PhZ, como se mencion6 previamente, e Y54 es importante
para el mantenimiento de la estructura del transportador. Se selecciond la sustitucion de
tirosina a glicina en la posicion 54 (Y54G) trasladando las coordenadas de la molécula de

xantina cristalizada junto a UapA al modelo de PhZ. Con este abordaje se planteaba la
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hipotesis de que Y54 podia formar parte del sitio de union y el carbonilo de esta tirosina
podria reemplazar el oxigeno de la xantina y reducir la afinidad de PhZ por esta purina.
Los resultados del docking molecular muestran que Y54 no formaria parte del sitio de
unidn al sustrato principal y su sustitucion a glicina provoca pérdida de transporte que se
asociaria a dificultades en el plegamiento. Respecto a V58, ya que en UapA a aquellos
residuos del STM1 que interaccionan con residuos del STM3 y STM10 se les ha atribuido
la funcion de mantenimiento de la arquitectura del sitio de union, se podria pensar que el
efecto de pérdida de funcion provocado por VS58A sea atribuible a una funcion semejante
(Alguel et al., 2016). En este sentido, V58 (STM1) se encuentra en la periferia del sitio
de unidn e interaccionaria con residuos del motivo [ antiparalelo, sin embargo no estaria
incluido entre los residuos que interaccionan con los STM3 y STMI10 (segin los
resultados obtenidos con el docking molecular). Por lo que, mas que en el mantenimiento
de la arquitectura del sitio de union, podria tener un rol en el proceso de translocacion del

sustrato.

Las dos mutaciones (L124M y S133T) que producen una disminucion del transporte se
encuentran en el STM3, siendo L124 el primer residuo de este STM y S133 el ultimo. En
el mutante L124M se observa una disminucion de la captacion inicial de hipoxantina
acompanada de un leve aumento de la afinidad aparente por este sustrato, la proteina
alcanza la membrana plasmatica y no se observan diferencias respecto al recambio ni
nivel proteico. Estos resultados, como se describid previamente, concuerdan con el
modelo planteado, ya que L124 seria uno de los residuos que interaccionarian con el
sustrato. Con la sustitucion S133T se obtiene un transportador que disminuye la captacion
inicial de hipoxantina sin modificar la afinidad de union por esta purina. Indicando que
esta mutacion no afecta el plegado ni la capacidad de union del sustrato. Los resultados
del western blot muestran que la banda correspondiente a GFP libre de S133T es mas
intensa que la del transportador silvestre lo que indicaria que en el mutante hay mayor
nivel de degradacion proteica. Los resultados de localizacion subcelular indican que
S133T tiene un comportamiento similar al silvestre, diferenciandose en que hay menor
cantidad de proteina asociada a la membrana y mayor cantidad en vacuolas. Estas
diferencias en la estabilidad y recambio proteico podrian explicar la disminucion en la
tasa de captacion de hipoxantina. Esta modificacion en la estabilidad provocada por el
cambio de serina por treonina en esta posiciéon no fue un resultado esperado. S133 se

encuentra dentro de uno de los motivos AzgA-like definidos (motivo 2) y al observar el
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alineamiento se puede ver que la treonina es un residuo presente en esta posicion en
transportadores de esta familia en todos los grupos (bacterias, plantas, hongos
Basidiomycotas y hongos Ascomycotas) por lo que si bien a priori es dificil explicar el

resultado, tal vez el cambio genere alguna diferencia a nivel estructural.

Finalmente, las mutaciones T392A y A418V, generan un aumento de la captacion inicial
de hipoxantina sin modificar la afinidad de unién por esta purina. Segiin el modelo
planteado ninguno de estos residuos formaria parte del sitio de uniéon principal. Esto
explica porque las mutaciones no afectarian la afinidad de union, pero el modelo no
permite explicar el aumento en la tasa de captacion. Respecto al transporte de 8-
azaguanina cabe sefialar que en los ensayos de crecimiento en placa las cepas con estas
mutaciones son mas sensibles, y en los ensayos de competencia presentan mayor
porcentaje de inhibicion, que el transportador silvestre. Estos resultados sugieren que
T392A y A418V podrian tener mayor afinidad de unién por 8-azaguanina que por
hipoxantina. Para verificar esta hipotesis seria necesario determinar la constante de
afinidad por el sustrato toxico. Los resultados del western blot muestran que en el caso
de T392 el fenotipo de aumento de transporte obtenido podria explicarse por un aumento
en la cantidad de proteina, pero en el caso de A418 no se observa ninguna diferencia con
respecto al transportador silvestre. T392 se encuentra en el STM10, en la periferia del
sitio de unién principal, y si bien no forma parte del sitio se encuentra a menos de 10 A
del sustrato. En UapA a residuos del STM10 (G411, T416, R417) que no forman parte
del sitio de unidn al sustrato pero se encuentran en su periferia, se les ha asignado un rol
relacionado a la trayectoria del sustrato (Kosti et al., 2012). A418 es el primer residuo de
la hélice interna que se encuentra entre el STM11 y STM12. Al residuo A441 de UapA,
que se encuentra en esta hélice interna alejado del sitio de union al sustrato (al igual que
A418 de PhZ), se le ha atribuido un rol relacionado a la selectividad de sustrato ya que
mutaciones en este residuo (A441V) dan como resultado un transportador con diferencias
de especificidad debida a un aumento en la capacidad de transporte sin modificacion de
la afinidad de union (Kosti et al., 2010, 2012). La evidencia experimental aqui obtenida
indica que A418 de PhZ tiene un rol clave en el transporte. Cabe destacar que este es el
primer trabajo que identifica en un transportador AzgA-like residuos criticos para el
transporte en la hélice interna entre los STM11-STM12. Dado que el modelo estructural
no permite explicar el rol que tienen en el transporte del sustrato T392 y A418, para

determinar si estos residuos podrian estar implicados en la trayectoria del sustrato, en la
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via de translocacion o actuar como filtros de selectividad seria interesante poder realizar
simulaciones de dinamica molecular. Otro posible abordaje seria realizar un modelo
estructural de PhZ en la conformacion abierta, por homologia con algun transportador
cristalizado en esta conformacion. Esto podria servir para determinar si estos residuos
tienen algin rol en los cambios conformacionales que acompafian el proceso de

translocacion del sustrato.

De acuerdo con la idea de que las proteinas AzgA-/ike forman un grupo funcional y
evolutivamente distinto al de los transportadores NAT, todos los residuos determinados
como funcionalmente criticos para PhZ mediante el analisis mutacional al igual que los
determinados para AzgA (Krypotou et al., 2014) tienen alto grado de conservacion en la

familia AzgA-like pero ninguno se conserva en la familia NAT.

2.5 Conclusiones

Este trabajo propone que el transportador AzgA- like de P.chrysosporium tiene una
estructura tridimensional compuesta por 14 segmentos transmembrana, tres hélices
internas, y un motivo f antiparalelo formado por una hoja B proxima al STM3 y otra
proxima al STM10. Se distinguen dos dominios: uno mas compacto que incluye los STM
1-4 y STM 8-11; y otro mas flexible que incluye los STM 5-7 y STM12-14. Entre estos
dominios se encuentra la cavidad donde se uniria el sustrato. El sitio principal de unién
al sustrato de PhZ estaria formado por: D337 (STMS), E389 (STM10), R442 (STM12) e
1388 (STM10, cuando se trata de hipoxantina) o L124 (STM3, cuando se trata de 8-
azaguanina). Las cadenas laterales de los residuos E389, D337, R442 y el grupo amino
de 1388 (o L124) interaccionarian con: N1 (H), N3 (H) y C6=0 del anillo pirimidinico y
N9 (H) del imidazol cuando el sustrato es hipoxantina. Cuando el sustrato es 8-azaguanina
la interaccion seria con N6 (H) y C3=0 del anillo pirimidinico y N4 del imidazol.

El modelo presentado indica que PhZ y su homologo de A. nidulans (AzgA) tendrian la
misma estructura tridimensional con diferentes sitios de union al sustrato. La interaccion
de R442 con el sustrato es particularmente interesante ya que es la primera vez que un
residuo del STM12 se propone como parte del sitio principal de unioén en este tipo de
transportadores.

Mediante el andlisis experimental se determind que otros residuos que no forman parte

del sitio principal de union al sustrato predicho por el modelo son claves para la actividad
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de transporte: V58 (STMI1), S133 (STM3), T392 (STM10) y A418 (hélice interna
STM11-STM12) ya que sustituciones en estos residuos provocan disminucién o aumento
de la captacion de hipoxantina sin modificar la afinidad de union por esta purina (V58A,
S133T, T392A y A418V). Los resultados también indican que Y54 (STM1), A128
(STM3), Y129 (STM3) y A148 (STM4) son importantes para el mantenimiento de la
arquitectura del transportador ya que con sustituciones en estos residuos se obtienen
versiones de PhZ que no alcanzan la membrana. En particular este es el primer trabajo
que identifica en un transportador AzgA-like residuos criticos para el transporte en la
hélice interna entre STM11-STM12.

Como era de esperar el conjunto de resultados experimentales y modelados tedricos,
reflejan que si bien PhZ y su homologo de 4. nidulans (AzgA) son muy similares en lo
referente a su estructura global y a los sustratos que transportan, presentan diferencias en
los sitios de union al sustrato y en los procesos de transporte en los cuales intervienen
varios residuos que no forman parte del sitio principal de unién y algunos estan
topologicamente alejados del mismo.

Los resultados obtenidos en este capitulo, utilizando como modelo el transportador de
purinas AzgA-like del Basidiomycota P. chrysosporium es un aporte a la consolidacion
del modelo estructural de proteinas de esta familia y contribuye mediante evidencia

experimental al conocimiento de su relacion estructura-funcion.
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3 Analisis de PhU

Transportador de purinas tipo NAT de
Phanerochaete chrysosporium
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3.1 Introduccion

La permeasa NAT de A. nidulans, UapA es uno de los transportadores eucariotas mas
estudiados en cuanto a la relacion estructura/funcion. Mediante la construccion de mas de
100 mutantes se establecieron los residuos de importancia funcional (Amillis et al., 2011;
Diallinas & Gournas, 2008; Kosti et al., 2010). Estos estudios permitieron identificar
residuos implicados en el plegamiento y correcta ubicaciéon en membrana y regulacion
postraduccional. También se han encontrado residuos implicados en la especificidad del
transportador mediante mutantes que transportan sustratos que no son transportados por
la proteina silvestre, como hipoxantina y adenina (Kosti et al., 2010; Papageorgiou et al.,
2008).

La estructura cristalografica de UapA logro obtenerse a partir de un mutante, que logra
unir xantina aunque su transporte es inactivo. La estructura del complejo transportador-
xantina fue resuelta mediante scattering. UapA contiene 14 STM, organizados en un
nucleo formado por STM1-4 y STM 8-11 y un dominio de entrada formado por los STM
5-7 y 12-14 (Figura 3-1). El loop extracelular entre los STM 3 y 4 contiene un puente
disulfuro entre las C174 y C185; estos residuos se encuentran altamente conservados en
hongos y son indispensables para el correcto plegamiento y localizacion subcelular de la
proteina. También se probo que el STM 13 esté estrechamente asociado a la formacion
del dimero, insertaindose en un hueco formado en el mondémero opuesto (Alguel et al.,
2016).

El sitio de union del sustrato se encuentra en un motivo 3 antiparalelo formado entre los
STM 3y 10. La unién a la xantina se da mediante enlaces de hidrogeno con los residuos
Q408 (STM10), E356 (STMS8), A407 (STM10), V153 (STM3) y F155 (STM3), todos
pertenecientes al nucleo de la proteina. Los residuos identificados como responsables de
la especificidad de union al sustrato son: F406, (sitio de union), V463 y A469 (STM12),
y T526 y F528 (STM14). Estos ultimos cuatro se encuentran ubicados en la interfase entre
el dominio de entrada y el nucleo de la proteina cerca del sitio de union. El residuo R481
es indispensable para la formacion del dimero (Alguel et al., 2016).

Muchos de los residuos implicados en el sitio de union fueron identificados previamente
por analisis mutacionales. Entre estos residuos, se proponia que E356 formaba contactos
directos con el anillo purinico, en base al hecho de que una mutacion especifica (E356D)
aumentaba dramaticamente la union a los sustratos fisioldgicos pero reducia su transporte

(Papageorgiou et al., 2008). El rol del aminodcido parcialmente conservado, Q408, ya
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habia sido propuesto como involucrado en el contacto directo con los sustratos, porque
su sustitucion por prolina reducia dramaticamente la union a los sustratos fisiologicos,
pero principalmente porque su sustitucion por glutamato le conferia la capacidad de
reconocer otros sustratos como hipoxantina y guanina (Koukaki et al., 2005). Otros cuatro
residuos absoluta o parcialmente conservados (H86, G411, T416 y R417) han sido
también identificados como determinantes de la actividad de transporte de UapA
(Goudela et al., 2005; Koukaki et al., 2005; Pantazopoulou & Diallinas, 2006). Es
importante destacar que muchos de estos residuos que son esenciales para la funcion de
UapA son también criticos para la actividad de transportadores homologos (Frillingos,
2012). También se determind que mutaciones en nueve residuos que no se conservan o
estan parcialmente conservados (N71, Q113, F406, A441, V463, A469, R481, T526 y
F528) distribuidos en varias regiones de UapA, aumentan el perfil de sustratos del
transportador. Sin embargo, ninguno de estos residuos es critico para la union o eficiencia
del transporte (Amillis et al., 2001; Kosti et al., 2010; Papageorgiou et al., 2008; Vlanti
et al., 2000).

Gate

Figura 3-1: Diagrama topolégico de UapA. Las hélices a son representadas como cilindros y las hojas 3
como flechas. El sitio de union al sustrato se encuentra entre la parte N terminal de los segmentos 3 y 10.
La proteina se encuentra dispuesta en dos dominios, el dominio de entrada representado en azul y el nticleo
representado en rojo. Extraido de (Alguel et al., 2016).

Mediante simulaciones de dindmica molecular derivadas del analisis de la estructura se
sugiere una via de translocacion del sustrato desde el sitio de union al interior de la célula
que, si bien debe tratarse con precaucion dada la resolucion del cristal, tiene consistencia
con datos experimentales. Inicialmente, la xantina permanece fuertemente ligada a Q408

mientras gira dentro de la cavidad que forma el sitio de union. Interactiia con L459, V463
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y S466 cerca del sitio de union mientras que R481 del monomero opuesto se acerca a la
cavidad central de union. Esto efectivamente crea una barrera de especificidad en el
camino hacia el citoplasma con la xantina formando un enlace de hidrégeno transitorio e
interacciones tipo apilamiento m-n con R481, antes de pasar finalmente al citosol con
cambios conformacionales de la cadena lateral de R481 y la interaccion R481-Q408.
Durante este proceso se propone ademas que hay un desplazamiento gradual del STM 10,

que puede ser necesario para la salida del ligando (Alguel et al., 2016).

PhU (593 aa) presenta alta similaridad e identidad con UapA (79% y 50%,
respectivamente, con una cobertura del 93%) y con el resto de las proteinas NAT de
funcion conocida. Presenta los residuos altamente conservados en las proteinas de esta
familia destacandose: los 13 residuos invariantes y el motivo caracteristico “NAT
signature motif”: Q*-N*6-N*7_-G*8_X4-T*3-R¥4, que es idéntico al de UapA.

PhU transporta los mismos sustratos que UapA y presentan la misma regulacion
postraduccional (responden al mecanismo de endocitosis en respuesta a una fuente
primaria de nitrégeno) pero presentan diferencias en los procesos de transporte y/o
reconocimiento de sustratos ya que cuando son expresados en el mismo contexto genético
(y por tanto metabodlico) se obtienen diferentes eficiencias de transporte (i.e. diferente
crecimiento con los mismos sustratos). Por ejemplo, las cepas que expresan UapA
transportan xantina y acido rico al mismo nivel, mientras que las que expresan PhU
transportan xantina con mayor eficiencia que acido urico. Ademas las cepas de 4.
nidulans que expresan PhU tienen cierta capacidad de crecer en hipoxantina que no se
observa cuando la misma cepa expresa UapA (Barraco-Vega, 2014; Barraco-Vega et al.,
2017). En base a estos resultados se plantea la hipotesis de que analizando las diferencias

en residuos claves se podrian explicar las diferencias de transporte.

3.2 Objetivos del capitulo

3.2.1 Objetivo general

Aportar al modelo existente de proteinas de la familia NAT, utilizando como modelo el
transportador PhU de Phanerochaete chrysosporium.
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3.2.2 Objetivos especificos:

i.  Modelado de la proteina PhU.
ii.  Identificacion de residuos criticos para PhU

iii.  Analisis del rol de residuos seleccionados por mutagénesis dirigida.

La estrategia planteada para cumplir estos objetivos fue la generacion de modelos
estructurales in silico de PhU por homologia con proteinas cristalizadas y el analisis de
los mismos poniendo especial atencion en 8 residuos (A120, V157, T159, S421, 1422,
S458, R486 y P546) que fueron seleccionados por presentar diferencias con los residuos
reportados como criticos en UapA (Q113, M151, V153, T404, T405, A441, A469, G527).
Ademas, se propuso la construccion de mutantes puntuales en tres de estos residuos
(A120, S458 y P546), por ser los residuos que se ubican en la misma posicion que
aquellos en los que en UapA se le ha asignado un rol relacionado a la especificidad. Nos
planteamos construir versiones de PhU que en estos residuos fueran sustituidos por el
aminoacido correspondiente de UapA (A120Q, S458A y P546G). Para generar estos
mutantes se utilizé el mismo sistema de trabajo que el descripto en el capitulo anterior:
transformacion de una cepa receptora carente de transportadores principales de purinas
(AZAC) con cassettes que dirigen la integracion al locus del gen azgA. La estrategia
utilizada para la construccion de los cassettes que contienen los genes mutantes fue
diferente, en este caso las mutaciones se generaron in vitro sobre ADNg de una cepa de
A. nidulans portadora del cassette con phU silvestre fusionado a gen que codifica para la
proteina verde fluorescente. El efecto de las mutaciones generadas se evalud por
crecimiento en presencia de purinas y andlogos, ensayos de transporte (uptakes) y

seguimiento in vivo de localizacion subcelular mediante microscopia de fluorescencia.

3.3 Resultados

3.3.1 Identificacion de residuos criticos para PhU

A partir de alineamientos de secuencia de la proteina PhU con UapA y el resto de las
proteinas NAT de funcién verificada, se observo que de los 29 residuos identificados
como criticos para la funcion de UapA (Alguel et al., 2016; Kosti et al., 2012), PhU

difiere solo en ocho (Figura 3-2):
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- QIl13, A441 y G527 (A120, S458 y P546 en PhU, respectivamente), identificados
como criticos para la especificidad de UapA,

- MI51 (V157 en PhU) al que se le ha asignado un rol de interaccion con los
segmentos transmembrana,

- V153 (T159 en PhU), el cual es uno de los residuos que interacciona con el
sustrato segun el modelo que se ha propuesto para UapA.

- A469 (R486 en PhU), residuo implicado en la via de translocacion del sustrato en
el modelo propuesto para UapA.

- T404 y T405 (S421 y 1422 en PhU), dos residuos que forman parte del motivo 3
y que segun el modelo propuesto contribuyen con la arquitectura del sitio de union
de UapA.

Los aminoacidos presentes en estas posiciones en la secuencia de PhU estan también
presentes en otros transportadores NAT de funcion verificada: XanQ, YgfU y Lpel
también tienen alanina en la posicion de Q113YA; YgfU, PyrP y Lpel tienen valina en
la posicion de M151Y%A; UapC y XanP tienen treonina en la posicion de V153Y%P4; UapC
y XanP tienen serina en la posicion de T404Y%4; XanP y SVCT?2 tienen serina a en la

posicion de A441VA;

XanQ, XanP, YgfU, UraA y RutG tienen arginina en la posicion
de A469Y%A; XanQ y Lpel tienen prolina en la posicién de G527, La tinica excepcion
se encuentra al comparar la treonina 405 de UapA, donde PhU es el tnico entre los
transportadores de funcion verificada que presenta una isoleucina en esta posicion
(1422"1Y), este residuo esta en una region que presenta mayor variabilidad, la mayoria
tiene treonina o serina en esta posicion, pero UapC tiene valina, XanP tiene cisteina y
LpEl tiene alanina (Figura 3-2).

Con estas observaciones planteamos la hipotesis de que analizando los cambios en estos
residuos se podria llegar a explicar las diferencias observadas entre PhU y UapA
(Barraco-Vega et al., 2017). Nos propusimos realizar el modelado tridimensional de PhU
para evaluar si los cambios en estos residuos pueden explicar las hipotesis planteadas, y
construir mutantes en los tres residuos a los que se le ha asignado un rol relacionado a la

especificidad sustituyendo el residuo de PhU por el correspondiente en UapA (generando

las mutaciones A120Q, S458A y P546QG).
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PhU  GGVITFLEASVAVS{IRVLSYCRET 3FFDSITIVLSTPFLVAGIVAAVIINQILPQEDKEEED
XanQ GGAMTLMFSMIAI IRIIITNGLK ______ V-LVENPICAGGLTAI INT ILPGGYRQENV
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Figura 3-2: Analisis de PhU, y homologos NAT de funcion conocida. A) Alineamiento mediante
ClustalW de PhU; UapA y UapC de 4. nidulans (GI: 88984992, 790973); Lpel de Zea mays (GI:
162462794); SNBT1 de Rattus norvegicus (GI: 284010030); SVCT1 y SVCT2 de Homo sapiens (GI:
6652824, 6048257); XanQ, XanP, YgfU, UraA y RutG de E. coli (GI: 161784262, 84028014, 85675700,
187775829, 89107857, respectivamente); Pucl de Bacillus subtilis (G1: 16080296) y PyrP de Lactococcus
lactis (GI: 15673585). Se omitieron las regiones 1-100 y 661-740 del alineamiento por no presentar datos
relevantes. Sobre el alineamiento se esquematiza la estructura secundaria propuesta por los modelos PhU
realizados en este trabajo: PhUV%A en oscuro y PhUY™A en colores claros. Los segmentos transmembrana
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(STM) se representan mediante rectangulos rojos y azules, los que forman hojas B mediante flechas y las
hélices intracelulares mediante rectangulo grises. La proteina se encuentra dispuesta en dos dominios, el
dominio de entrada representado en azul y el nicleo representado en rojo. En amarillo y verde se marcan
los segmentos que forman el motivo B antiparalelo. Los residuos invariantes se muestran recuadrados en
rojo. El motivo NAT (Q/E/P)-N-X-G-X4-T-(R/K/G) se muestra recuadrado en negro y sombreado en gris.
Los aminoacidos criticos para la funcion y especificidad de UapA se marcan con estrellas de color y los
que son diferentes en PhU con estrellas de color y centro blanco: rojo los que interaccionan con el sustrato;
violeta los que contribuyen con la arquitectura del sitio de union; naranja los implicados en la via de
translocacion, verde los que amplian la especificidad y negros los implicados en la interaccion de los
segmentos transmembrana segun (Alguel etal., 2016; Kosti etal., 2012). La numeracion de los
aminoacidos marcados se corresponde con la secuencia de UapA. B-F) Se muestra en detalle la porcion del
alineamiento de la parte A donde estd ubicado el residuo: Q113 de UapA que se corresponde con A120 de
PhU (B), M151 y V153 de UapA que se corresponden con V157 y T159 de PhU (C); T404, T405 y A441
de UapA que se corresponde con S421, 1422 y S458 de PhU (D); A469 de UapA que se corresponde con
R486 de PhU (E) y G527 de UapA que se corresponde con P546 de PhU.

3.3.2 Modelado del transportador PhU

Al inicio de este trabajo se modeld la estructura tridimensional de PhU por homologia en
base a la estructura cristalografica de UraA de E. coli (modelo PhUY™). Pero dado que
el porcentaje de identidad entre PhU y UraA es bajo (26% identidad, 50%, similitud, 69%
cobertura) era esperable que el modelo obtenido no fuera completamente correcto, por
esta razon cuando la proteina UapA de A4. nidulans fue cristalizada (Alguel et al 2016) se
realiz un nuevo modelo de PhU (modelo PhUY#%) utilizando como molde esta proteina
fungica que presenta mayor similitud e identidad con PhU (79% similitud, 50% identidad)
y se compararon los resultados obtenidos con ambas aproximaciones. Los modelos
obtenidos en ambos casos proponen una estructura tridimensional de PhU que consiste
en 14 segmentos transmembrana, tres hélices internas, y un motivo 3 antiparalelo formado
por una hoja beta proxima al STM3 y otra proxima al STM10 (Figura 3-2). Mediante
ambos modelos se puede observar que la proteina queda dividida en dos dominios
(entrada y nucleo) (Figura 3-3). Al comparar ambos modelos se observa que presentan
muy pocas diferencias: i) en PhUY™ Jos STM 1, STM 2, STM3, STM5 y STM9 son mas
cortos que en PhUY** mientras que el STM 7 tiene mayor longitud; ii) STM13 y STM14
en modelo PhUY#A se encuentran divididos en dos segmentos mientras que en el modelo
PhUVY™ se presentan como hélice transmembrana enteras de 13 (Ra9s-Gsos) y 15 residuos

(Ps46-Lse1), respectivamente.
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entrada

Figura 3-3:Modelo PhU. En rojo se representan los STM que constituyen el dominio denominado niicleo
y en azul se representan los STM del dominio denominado entrada. En verde y amarillo se representan las
hojas By STM que forman el motivo 3 antiparalelo. Los STM se representan como cintas y las hojas 3
como flechas. Para mayor claridad se omitieron los loops entre los STM. En la figura se representa
solamente el modelo PhUY#A ya que los resultados obtenidos con PhUY™ son equivalentes.

Mediante el analisis del perfil electroestatico se observd que para ambos modelos la
distribucion de los residuos ionizados en la superficie de la proteina es bastante razonable,
la mayoria se colocan en el lado citoplasmatico o lado extracelular o a lo largo del poro
de la proteina en el interior de la proteina. Las cargas positivas se concentran

principalmente en los bucles que miran hacia el citoplasma (Figura 3-4).

extracelular

Figura 3-4: Perfil electroestatico PhUYPA Se destaca una zona de color rojo intenso de carga negativa
que forma parte del poro de la proteina.

Cabe aclarar que tanto la region N-terminal de PhU (hasta P72), como los 29 residuos

mas C-terminales, no tienen una porcioén analoga en los extremos terminales de UraA ni
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de UapA, por lo que estas regiones no fueron consideradas en los modelos. Respecto al
modelo PhUY™A también es importante sefialar que, debido a la cantidad de inserciones
necesarias para alinear las dos secuencias, la incerteza del modelo es mayor en la primera
region (hasta P280) y en la porcidon que va desde, aproximadamente, Y490 hasta el C-
terminal. Sin embargo, la mayoria de estas inserciones se encuentran en las regiones de
loop que conectan los diversos STM, por lo tanto, es esperable que los STM estén

razonablemente descriptos.

Los 29 residuos identificados como criticos (para la funcion de UapA) presentan la misma
ubicacion en el modelo de PhU que en UapA. Entre ellos analizamos en detalle los ocho
residuos que al comparar PhU y UapA no estan conservados (Figura 3-2). A120 de PhU
(A120™Y) al igual que Q113 de UapA (Q113V%4) se encuentra en STM2, cerca de
S458""V que al igual que A441Y%A se encuentran en la hélice interna entre STM11 y
STM12 (Figura 3-5a). En las hojas  anteriores a STM3 y STM10 que forman el motivo
B antiparalelo se encuentran V157, T159, S421 y 1422 al igual que los respectivos
residuos de UapA: M151, V153, T404 y T405 (Figura 3-5b y c). El residuo R486™Y se
encuentra en el STM12 al igual que su analogo A469Y%* (Figura3-5d). P546™Y se
encuentra en el extremo del STM14b (region C-terminal de STM14; este segmento es una
hélice transmembrana discontinua), lo mismo ocurre en UapA y el residuo G527
(Figura3-5e). En el modelo realizado utilizando como molde UraA, todos estos residuos
estan ubicados en la misma posicion, excepto A120 que se encuentra en un loop entre

STM1 y STM2 (Figura 3-2).

Como es de esperar la estructura propuesta por el modelo PhUY#A presenta pocas
diferencias respecto a la estructura tridimensional deducida para el transportador de A.
nidulans cristalizado. Las diferencias se encuentran en: i) STM13 en modelo PhU se
encuentra dividido en dos segmentos, uno de 20 residuos (R23-L43) y otro de solo 3
residuos (I437-Da3o), mientras que en UapA este segmento es una hélice transmembrana
entera de 18 residuos (R47s-Lage); y ii) la primer parte del STM14 en UapA es de 13
residuos (Ls13-Es2s) y en PhU es de 9 residuos (Fae3-La71).
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Figura 3-5: Se muestra un acercamiento a los residuos destacados. Alineamiento estructural, en verde
se representa la estructura de PhU (PhUY#P4) y en amarillo la de UapA. A) A120 en STM2 y S458 en hélice
interna 3 vs Q133 y A441. B) V157 y T159 en motivo beta antiparalelo vs M151 y V153. C) S421 e 1422
en motivo beta antiparalelo vs T404 y T405. D) R486 en STM12 vs A469. E) P546 en STM14 vs A469.
Los STM se representan mediante cintas y las hojas  mediante flechas.
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Usando el modelo PhUY»* se abordaron aspectos del reconocimiento de sustratos
mediante calculos de acoplamiento molecular in silico (docking), utilizando el programa
Autodock tools (Morris et al., 2009). Los dos sustratos principales de PhU, xantina y
acido urico, se acoplaron a la estructura modelada (ver Seccion 6.7.5). Las diez mejores
conformaciones generadas con cada sustrato fueron analizadas y ordenadas en base al
criterio de energia de interaccion. Con xantina las 8 conformaciones con menor energia
(-5,14 a -5,03 kcal/mol) definieron el cluster mayoritario (cluster 1). Las otras dos
conformaciones conformaron un cluster cada una (-4,69, cluster 2 y -4,31 kcal/mol,
cluster 3). Con acido trico las 10 conformaciones con menor energia de interaccion
quedaron agrupadas en dos clusters, el mayoritario integrado por las 8 conformaciones
de menor energia (-5,42 a -5,36 kcal/mol, cluster 1) y otro cluster integrado por las 2
conformaciones de mayor energia (-4,35 y -4,34 kcal/mol, cluster 2). Los residuos de
PhU que participarian de la interaccion con el sustrato se analizaron mediante el
programa LigPlotplus (Wallace et al., 1995) para las conformaciones de menor energia
obtenidas para cada cluster, tanto con xantina como con acido urico (Figura 3-6 y Figura
3-7). Con ambos ligandos el analisis de la conformacion del c/uster mayoritario propone
que los residuos que interaccionan con el sustrato formando enlaces de hidrogeno son
E373, T159 y S160, agregandose A162 cuando se trata de acido urico. Con el segundo
cluster los residuos candidatos son Q425, E373 y D377 con ambos sustratos. El analisis
de la conformacion obtenida con el tercer cluster de xantina propone que el sustrato
interaccionaria con Q425, A96 y V429. Dado que estos ultimos residuos no aparecieron
representados en el caso de la interaccion con acido urico esta conformacion fue
descartada y se seleccionaron para continuar con el analisis las otras conformaciones de
xantina y acido urico obtenidas (clusters 1y clusters 2).

La Figura 3-8 y Figura 3-9 muestran las interacciones de PhU con sus sustratos
fisiologicos principales en el modelo generado (PhUY#%), proponiéndose dos posibles
orientaciones tanto para xantina como para acido urico. Segin la orientacion mas
favorable (desde el punto de vista de energia de interaccion) PhU interaccionaria con sus
sustratos a través de enlaces de hidrogeno mediados por las cadenas laterales de los
residuos E373 (STMS8) y S160 (motivo B), y el grupo carbonilo de T159 (motivo ).
Segun los modelos propuestos estos residuos interaccionan con N1 (H), N3 (H) y C2=0
del anillo pirimidinico y N9 (H) del imidazol cuando el sustrato es xantina. Con acido

urico estos tres residuos interaccionan con N3 y C6=0 del anillo pirimidinico y N2 (H)
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del imidazol. En el caso del acido trico se agrega la interaccion del grupo amino de A162
(STM3) que interacciona con C8=0 del imidazol. Ademas, los anillos aromaticos de
F161 (STM3) y F423 (loop entre hoja B y STM10) se situan “empaquetando” los
sustratos (Figura 3-8 A y Figura 3-9 A).
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Figura 3-6: Interaccion PhU-xantina. Analisis obtenido mediante el programa Ligplotplus de las
conformaciones de xantina que interaccionan con PhU obtenidas mediante Autodock. A) Cluster 1,
representado por 8 de 10 conformaciones con energia de interaccion -5,14 a -5,03 kcal/mol B) Cluster 2
representado por una conformacion con -4,69 kcal/mol de energia de interaccion. C) Cluster 3 representado
por una conformacion con -4,31 kcal/mol de energia de interaccion. Los enlaces de hidrogeno y su
distancia se representan mediante lineas punteadas verdes. Mediante lineas curvas rayadas rojas se
representan otras interacciones que participarian del mantenimiento de la arquitectura del sitio de union.
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Figura 3-7: Interaccion PhU-acido urico. Analisis obtenido mediante el programa Ligplotplus de las
conformaciones de acido urico que interaccionan con PhU obtenidas mediante Autodock. A) Cluster 1,
representado por 8 de 10 conformaciones con energia de interaccion -5,42 a -5,36 kcal/mol. B) Cluster 2
representado por 2 de 10 conformaciones con -4,35 y -4,34 kcal/mol de energia de interaccion. Los enlaces
de hidrégeno y su distancia se representan mediante lineas punteadas verdes. Mediante lineas curvas rojas
rayadas se representan los residuos involucrados en interacciones hidrofobicas.

La otra orientacién propuesta tanto para xantina como para acido urico implica la
interaccion de los sustratos con las cadenas laterales de Q425 (STM10), E373 (STMS) y
D377 (STMS8) que segiin los modelos propuestos forman enlaces de H con N1 (H) y N3
(H) del anillo pirimidinico y N9 (H) del imidazol. En este caso también los anillos
aromaticos de F161 y F423 quedarian “empaquetando” los sustratos (Figura 3-8 B y

Figura 3-9 B).
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A

i
Figura 3-8: Interaccion PhU-xantina obtenida mediante calculos de acoplamiento molecular in silico
(docking). En amarillo se marcan los residuos que interaccionan con el sustrato mediante enlaces de
hidrégeno. Los enlaces de hidrogeno se marcan mediante lineas punteadas amarillas, con la
correspondiente distancia de enlace. Los residuos involucrados en interacciones hidrofobicas se
representan en verde. A) La disposicion de la molécula de xantina representa el cluster 1, definido por 8
de 10 conformaciones con energia de interaccion -5,14 a -5,03 kcal/mol. B) La disposicion de la molécula
de xantina representa el cluster 2 definido por una conformaciéon con -4,69 kcal/mol de energia de
interaccion. Los STM se representan como cintas y las hojas f como flechas.
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Figura 3-9: Interaccién PhU-4dcido urico obtenida mediante calculos de acoplamiento molecular in
silico (docking). En amarillo se marcan los residuos que interaccionan con el sustrato mediante enlaces de
hidrogeno. Los enlaces de hidrogeno se marcan mediante lineas punteadas amarillas, con la
correspondiente distancia de enlace. Los residuos involucrados en interacciones hidrofobicas se
representan en verde. A) La disposicion de la molécula de acido trico representa el cluster 1, definido por
8 de 10 conformaciones con energia de interaccion -5,42 a -5,36 kcal/mol. B) La disposicion de la molécula
de acido trico representa el cluster 2 definido por 2 de 10 conformaciones con -4,35 y -4,34 kcal/mol de
energia de interaccion. Los STM se representan como cintas y las hojas f como flechas.
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3.3.3 Generacion de cepas de A. nidulans que expresen

versiones mutantes de PhU.

Para generar las cepas de 4. nidulans con los cambios de PhU: A120Q, S458A y P546G
cada mutacion se genero in vitro, y se introdujo en A. nidulans utilizando un cassette de
transformacion que contiene: el gen phAU mutado fusionado a la secuencia codificante
para la proteina verde fluorescente (gfp), un gen de seleccion (riboB),y secuencias 5'y 3'
UTR de azgAd de A. nidulans (5'UTR_azgA::phU_mutado::gfp::riboB::3'UTR _azgA),
para dirigir la integracion al locus azgA. Para la construccion de los cassettes se unieron
mediante PCR de fusion dos fragmentos amplificados sobre ADNg de una cepa de 4.
nidulans portadora del cassette con phU silvestre (ver Seccion 6.5.18).

El cassette portador de la mutacion que codificaria la version de PhU con la sustitucion
S458A no se pudo sintetizar ya que en este caso solo fue posible obtener uno de los dos
fragmentos necesarios para la fusion (fragmento 3’ de =4400 pb). Se ensayaron varias
condiciones de amplificacion: tiempo de elongacion, gradiente de temperatura de
annealing (58°C, 60°C y 65°C) y diferentes concentraciones de DMSO (3%, 6%, 10%)
para obtener el fragmento con el 5’UTR y parte del gen phU, pero no fue posible obtener
el amplicon deseado. Otras variables como la calidad del ADN molde, los dNTPs y la
enzima utilizada no fueron consideradas como posibles causas de la ausencia de
amplificacion ya que se utilizaron las mismas en las reacciones de PCR que si
funcionaron. Se analizaron y compararon las caracteristicas termodinamicas de los
primers utilizados (longitud, Tm, % G+C, AG de formacion de dimeros y horquillas,
distancia de la mutacion con el extremo 3 ) pero no se encontrd nada que pudiera explicar
los resultados obtenidos.

Los cassettes sintetizados (A120Q y P546G) fueron purificados y utilizados para
transformar la cepa AZAC::pyrG Anku::argB riboB2 pyroA4 pabaAl (MV60). Los
transformantes se seleccionaron en medio carente de riboflavina, en presencia de acido
p-aminobenzoico, piridoxina y amonio (este ultimo como fuente de nitrogeno). Se
obtuvo un total de 10 transformantes: 3 para el mutante P546G y 7 para el mutante
A120Q. Se verifico que las colonias aisladas fueran transformantes mediante la
evaluacion de auxotrofias: la incorporacion del cassette complementa el requerimiento

de riboflavina pero no de acido p-aminobenzoico ni piridoxina). De esta forma se
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verificaron los 3 transformantes P546G y se descartd uno de los transformantes A120Q
(A120Q _5), por presentar un crecimiento mas lento.

El anélisis de crecimiento en distintas purinas y analogos toxicos de las mismas (Figura
3-10), mostrd que todas las cepas con la mutacion P546G muestran un comportamiento
similar a la cepa receptora (AZAC): no pueden crecer utilizando purinas como fuente de
nitrégeno y crecen en presencia tanto de analogo toxico 8-azaguanina como de
oxipurinol. Los transformantes con la mutacion A120Q, mostraron un comportamiento
similar al de la cepa con PhU silvestre (pueden crecer utilizando acido urico como fuente
de nitrégeno, en hipoxantina crecen mejor que la cepa receptora y son resistentes a la 8-
azaguanina), con la excepcion de que presentan resistencia parcial al oxipurinol (similar

a la observada para UapA) y crecen mejor en acido Urico.
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Figura 3-10: Andlisis de crecimiento en placa de los transformantes obtenidos: Las cepas de A.
nidulans se crecieron por 48 hs a 37°C en distintas fuentes de nitrogeno: amonio (NH4), acido urico (AU),
hipoxantina (Hx), y andlogos de purinas téxicos: Oxipurinol + nitrato (Oxy) y 8-azaguanina + amonio
(8azg). Todas las condiciones se evaluaron en presencia de 4acido p-aminobenzoico, piridoxina y
riboflavina. Wt: pabaAl (control); AZAC: AZAC::pyrG Anku::argB riboB2 pyroA4 pabaAl (control);
PhU: AZAC::phu::gfp::riboB (control); PhZ AZAC::phz::gfp::riboB (control, ); UapA AZAC:uapA
(control, ); P546G_1-3: transformantes para la mutacion P546G ; A120Q 1-7: transformantes para la
mutacion A120Q.

La presencia de la mutacion deseada en los transformantes que incorporaron el cassette

se analiz6 mediante la amplificacion y secuenciado de todo el gen phU (ver Seccion 6.4).
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El analisis de las secuencias mostré que las 3 cepas P546G incorporaron el cambio
deseado. En el caso de las cepas A120Q este analisis mostro que todas tenian la mutacion
deseada pero ademas en los 6 transformantes analizados se encontré una mutacion
adicional en el nucléotido 1706 (adenina a guanina) que cambia el aminodcido 569 de
glutamato a glicina debido a la mutacion. Por tanto, las 6 cepas analizadas son dobles
mutantes A120Q/E569G.

Se determind el nimero de copias del gen phU presente en cada mutante mediante gPCR
(ver Seccion 6.5.16), corroborandose que todos los mutantes analizados poseen una unica

copia del gen phU.

El hecho de que las distintas variantes de PhU generadas se encuentran fusionadas a la
GFP permitié seguir su localizacion subcelular por microscopia de fluorescencia. Se
analizaron las 6 cepas con las mutaciones A120Q/E569G y las 3 cepas con la mutacion
P546G luego de la germinacion, (Figura 3-11).

Las cepas que presentan la mutacion A120Q mostraron el mismo patron del
transportador silvestre: La fluorescencia se localiza en la membrana plasmatica y
también se observa fluorescencia en vacuolas. Sin embargo, en el caso de las cepas con
la mutacion P546G el transportador no alcanza la membrana, la fluorescencia se ve

asociada a vacuolas y anillos citoplasmaticos que se corresponderian con el RE.

PhUwt P546G A120Q

Figura 3-11: Localizaciéon subcelular in vivo de mutantes de PhU por microscopia de
epifluorescencia. Como control se incluy6 la cepa AZAC::phU (PhUwt) que también expresa el
transportador fusionado a la proteina verde fluorescente. En el control se observa fluorescencia en
membrana y vacuolas (patron ya determinado en Barraco et al. 2017). Las 6 cepas con la mutacion A120Q
y las 3 cepas con la mutacion P546G mostraron el mismo patrén que se ejemplifica en la figura. Para cada
mutante se analizaron 10-15 campos, para todos los casos se observé un mismo comportamiento,
seleccionando por lo tanto una imagen representativa. La flecha indica membranas intracelulares que se
corresponderian con el reticulo endoplasmatico.
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A partir de estos resultados se selecciond una cepa con la mutacion P546G y una con las
mutaciones A120Q/E569G y se realizaron ensayos de transporte con xantina marcada
radioactivamente (*H-xantina, Figura 3-12). Estos resultados muestran que el doble
mutante A120Q/E569G transporta xantina al mismo nivel que la proteina silvestre y en
el mutante P546G no se detecta transporte de xantina ya que el valor de velocidad inicial

obtenido queda por debajo del valor de fondo determinado con la cepa AZAC.
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Figura 3-12: Velocidad inicial de transporte de *H-xantina en mutantes de PhU y cepas controles.
100% se considera como la tasa de transporte en la cepa que expresa PhU silvestre. Los resultados son el
promedio de dos experimentos independientes cada uno medido por triplicado. En todos los casos la
desviacion estandar fue <20%.

3.4 Discusion y Perspectivas

Se analizaron y compararon dos modelos tridimensionales para la proteina PhU uno
utilizando como molde el cristal del transportador de E. coli UraA (PhUY™) y otro
utilizando el cristal de UapA (PhUY#%). Se verificd que ambos plantean una estructura
con muy pocas diferencias a pesar de haber sido construidos en base a proteinas que
presentan diferentes porcentajes de similitud con el transportador de P. chrysosporium.
Dado que PhU presenta mayor similitud de secuencia con UapA que con UraA se decidio
continuar con el modelo PhUY* para analizar los residuos seleccionados. Mediante este
modelo se plantea una estructura tridimensional de PhU que, a pesar de las pocas
diferencias con la estructura de UapA, presenta un sitio principal de unién al sustrato

diferente al de la proteina de A. nidulans. De los dos posibles sitios de unién analizados

116



Analisis de PhU

en este trabajo (cluster 1y cluster 2), el cluster I parece ser el sitio principal de uniéon por
ser la conformacion mas favorable desde punto de vista energético, la mas representada
(clusters mayoritarios) y por ser la que plantea una conformacion del sustrato donde la
interaccion con el acido turico y la xantina son diferentes, lo que respalda los resultados
experimentales previamente obtenidos. En Barraco-Vega, 2017 se determind que las
cepas AN::phU al igual que AN::uapA pueden crecer en xantina y acido urico, lo que es
indicativo de que PhU transporta estos sustratos. Mediante experimentos de crecimiento
donde se estudid la capacidad de estas purinas de proteger frente a la toxicidad del
oxipurinol (analogo transportado por PhU y UapA) se determino que: 7 M de xantina es
suficiente para lograr proteccion total con ambos transportadores, mientras que con 70
UM de acido trico se logra proteccion total con UapA pero con PhU sélo se logra
proteccion parcial. Estos resultados indicarian que PhU transporta mejor la xantina que
el acido urico. A partir del conjunto del conjunto de estos resultados se propone que el
sitio principal de unién al sustrato estaria formado por E373 (STMS8), T159 y S160
(motivo PB), agregandose A162 (STM3) cuando se trata de acido trico. Segun nuestro
modelo cuando el sustrato es xantina (Figura 3-8 A) las cadenas laterales de los residuos
E373 y S160, y el grupo carbonilo de T159 formarian enlaces de hidrogeno con N1, N3
y C2=0 del anillo pirimidinico y N9 del imidazol. Cuando el sustrato es el acido trico
(Figura 3-9 A) E373, T159 y S160 interaccionan con N3 y C6=0 del anillo pirimidinico
y N2 del imidazol y el grupo amino de A162 interacciona con C8=0 del imidazol.
Ademas, los anillos aromaticos F161 y F423 se sittian “empaquetando” los sustratos.

Al comparar este sitio de union al sustrato con el propuesto para UapA se puede observar
que tienen semejanzas. El residuo analogo a E373 de PhU en UapA es E356, cuya cadena
lateral también interacciona con el sustrato en el modelo propuesto para UapA-xantina
(Alguel et al., 2016). Este glutamato es un residuo absolutamente conservado entre las
proteinas NAT (Figura 3-2).

La T159 tiene como residuo andlogo en UapA a V153, cuyo grupo carbonilo también
interacciona con la xantina en el modelo propuesto para esta proteina de 4. nidulans. Al
observar los residuos analogos en las otras proteinas NAT de funcién verificada se puede
ver que hay otras que como PhU tienen treonina en esta posicion (UapC, XanP), otras al
igual que UapA tienen valina (XanQ y YgfU), otras tienen glicina (SNBT1 y Lpel), si
bien la mayoria tienen serina (Figura 3-2).

El analogo en UapA de la S160 de PhU es la S154. En el modelo actual propuesto para

UapA a este residuo se le atribuye un rol relacionado a la interaccion de los STM (Alguel
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etal.,, 2016). Anteriormente se le habia asignado un rol como determinante de la
especificidad del transportador (Amillis et al., 2011), ya que la sustitucion de este residuo
por alanina (S154A) provocaba una reduccion en la afinidad por el acido urico y la
sustitucion por asparagina (S154N) conferia un aumento de la afinidad por xantina y
uracilo. Al observar el resto de las proteinas NAT de funcion verificada se puede ver que
al igual que PhU y UapA la mayoria tienen serina en esta posicion; en unas pocas puede
observarse en esta posicion asparagina (XanQ), treonina (YgfU, SNBT1) o alanina
(SVCT1, SVCT2) (Figura 3-2).

A162 tiene como residuo analogo en UapA a S156. La mutacion S156A en UapA no
presentd cambios con respecto a la proteina silvestre (Amillis et al., 2011). Al observar
las otras proteinas NAT de funcion verificada se puede ver que al igual que PhU la
mayoria tienen alanina en esta posicion. El modelo presentado propone que el grupo
amino de este aminoacido es el que interacciona con el sustrato. Pareceria que en este
caso cualquier aminoacido relativamente poco voluminoso podria interaccionar con el
sustrato.

Respecto a la otra conformacion de xantina y acido urico que se plante6 en la interaccion
PhU-sustrato (cluster 2, Figura 3-8 B y Figura 3-9B), nuestra hipdtesis es que, en algun
momento de la trayectoria del sustrato, tanto la xantina como el acido urico quedan
ubicados adoptando esta otra conformacion donde el sustrato interacciona con E373,
Q425 y D377. De esta forma si bien Q425 y D377 no formarian parte del sitio principal
de unidn al sustrato, participarian en la via de translocacion del mismo. El residuo analogo
a Q425 en UapA es Q408 el cual forma parte del sitio principal de unién al sustrato
propuesto para esta proteina de A. nidulans. El analogo de D377 es D360 de UapA, al que
se le ha asignado un rol relacionado a la via de translocacion del sustrato (Alguel et al.,
2016). Analizando diferentes mutaciones en los residuos E373, T159, S160 y A162 se
podra validar el sitio principal de union al sustrato que aqui se propone. Para indagar
sobre la trayectoria del sustrato y determinar los residuos que participan en la via de
translocacion seria deseable realizar simulaciones de dindmica molecular. Con estos
resultados y el andlisis de mutantes en los residuos Q425 y D377 se podra verificar la

hipotesis planteada por la segunda conformacion PhU-sustrato.

La T159, que segtn el sitio de unidn al sustrato propuesto interacciona con el sustrato
mediante enlaces de hidrégeno, fue uno de los ocho residuos seleccionados para analizar

en este trabajo (Figura 3-13). Tres residuos de estos ocho: V157, S421 y 1422 también
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estan ubicados en el motivo B antiparalelo (Figura 3-13) y aunque no interaccionan con
el sustrato mediante enlaces, el modelo plantea que S421 e 1422 formarian interacciones
necesarias para el mantenimiento de la arquitectura del sitio de union. Las otras
interacciones hidrofobicas que propone nuestro modelo es mediante F161 y F423 que al
igual que en el sitio de union UapA-xantina (F155 y F406) se posicionan empaquetando
el sustrato. El residuo V157 al igual que T159 se encuentra en la hoja  proxima al STM3.
Al observar los residuos analogos en las otras proteinas NAT de funcion verificada se
puede ver que PhU y UapC son las tnicas que tienen valina en esta posicion; en los otros
transportadores hay metionina, lisina o glutamina. En UapA M151 se encuentra en el
motivo B antiparalelo y versiones con este residuo mutado (M151V y M151I) tienen
afectada la capacidad de transporte (Amillis et al., 2011; Kosti et al., 2012). Actualmente
se le ha asignado un rol relacionado a la interaccion de los STM (Alguel et al., 2016). Los
mutantes de UapA en este residuo surgieron como mutaciones supresoras del efecto
provocado por la mutacion H86D, restableciendo la capacidad de crecimiento en acido
urico que habian perdido las cepas con la histidina mutada (Amillis et al., 2011). Al
analizar la estructura tridimensional propuesta para UapA se puede observar que si bien
H86 y M151 estan cerca, no estan dentro de las distancias que explicarian una interaccion.
Esto podria indicar que la supresion del efecto provocado por la mutacion H86D por las
mutaciones M151V o M1511 se da a través de una modificacion topologica indirecta. Los
residuos S421 e 1422 se encuentra en la hoja B proxima al STM10. Los residuos analogos
en UapA son T404 y T405 los cuales segiin el modelo planteado contribuyen con el
mantenimiento de la arquitectura del sitio de union. Al observar los residuos analogos en
las otras proteinas NAT de funcion verificada encontramos que en la posicion de S421 la
mayoria tienen treonina (como UapA), UapC y XanP tienen serina al igual que PhU
(Figura 3-2). En la posicion de 1422 la mayoria de los transportadores tienen treonina o
serina aunque en esta posicion la variabilidad es mayor y hay otros residuos que estan
representados por una sola proteina (e.g. PhU es el inico que tiene isoleucina en esta

posicion).
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Figura 3-13: Se esquematiza la ubicacion de los residuos de PhU analizados en este trabajo. Los STM
se representan mediante cintas y las hojas § mediante flechas. Los residuos se muestran en turquesa.

Los otros 4 residuos seleccionados para analizar en este trabajo (A120, S458, R486 y
P546) se encuentra ubicados en otras regiones del transportador, alejados del sitio de
union al sustrato propuesto (Figura 3-13).

El residuo A120 de PhU se encuentra en el STM2, en una posible region bisagra entre los
dominios nucleo y puerta. Entre las proteinas NAT de funcion verificada hay algunas que
como PhU tienen alanina en esta posicion (XanQ, YgFU y Lpel), otras que tienen
glutamina (UapA, UapC y XanP) y otras tienen serina (PucJ, SVCT1, SVCT2 y SNBT1).
En UapA el residuo andlogo es Q113, al que se le ha asignado un rol relacionado a la
especificidad de reconocimiento de sustratos. Cepas que expresan versiones mutantes con
el cambio Q113L, aunque presentan afinidades de uniéon muy bajas (en condiciones no
detectables) pueden transportar hipoxantina y, a determinadas concentraciones pueden
crecer utilizando esta purina, sin verse afectado el transporte de xantina o acido turico.
Cuando la mutacion Q113L se combina con otras en residuos de diferentes regiones se
logran versiones de UapA que transportan hipoxantina y adenina muy eficientemente
(Q113L con Q408E, F406Y, F528S 6 T526L) (Alguel et al., 2016; Kosti et al., 2010,
2012; Papageorgiou et al., 2008). Se han analizado otros cambios en este residuo: i) la
mutacion Q113K provoca pérdida de funcion del transportador ya que la proteina no
pueda alcanzar la membrana, pero cuando la misma se sobreexpresa las cepas adquieren
la capacidad de crecer en adenina y crecen minimamente en acido Urico o xantina; ii) la
mutacion Q113E genera una version de UapA que tiene afectado el transporte de acido

urico pero no de xantina (Papageorgiou et al., 2008).
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En este trabajo se analizaron 6 cepas que expresan la version mutante de PhU con la
sustitucion A120Q, y verificamos que todas tienen una Unica copia del gen. Todas las
cepas A120Q analizadas presentan una mutacion adicional (ES69G) que se encuentra en
el loop mas carboxilo terminal. Estos dobles mutantes A120Q/E569G, se localizan en
membrana, tienen un nivel de transporte de H*>-xantina y crecen en esta purina como la
cepa que expresa el transportador silvestre, pero en acido urico crecen mejor y poseen
resistencia parcial al oxipurinol (equivalente a la cepa que expresa UapA). Si bien no
puede descartarse que una mutacion suprima el efecto de la otra, parece muy poco
probable que un residuo tenga incidencia sobre el otro: este residuo se encuentra proximo
al extremo carboxilo terminal, zona de gran variabilidad que no fue considerada en el
modelo (Figura 3-2). Si bien para descartar un efecto de modificacion topologica indirecta
seria necesario analizar las mutaciones por separado, para el andlisis de este trabajo
consideramos que el fenotipo de los mutantes puede atribuirse a la mutacion A120Q. Por
tanto, nuestros resultados indicarian que la mutacion A120Q tiene un efecto en el
transporte de 4cido urico y oxipurinol pero no afecta el transporte de xantina. Similar a lo
que se obtiene con la mutacion Q113E de UapA (Papageorgiou et al., 2008). Esto indica
que Al120 de PhU tiene un rol relacionado al reconocimiento de sustratos.
Particularmente, este residuo determinaria la eficiencia con la que se transporta acido
urico: si el mismo es glutamina el transporte de esta purina sera mejor que si el mismo es
alanina. Esto podria explicar porque en el mismo contexto metabdlico las cepas que
expresan UapA (tienen glutamina) transportan xantina y acido urico al mismo nivel,
mientras que las que expresan PhU (tienen alanina) transportan xantina con mayor
eficiencia que acido trico (Barraco-Vega et al., 2017). Para dar sustento a esta hipotesis

seria interesante evaluar otras sustituciones en este residuo de PhU.

Respecto al residuo S458, el modelo propuesto para PhU lo localiza en la hélice interna
entre STM11 y STMI12 cerca de A120 en la posible region bisagra entre los dominios
nucleo y puerta. En UapA el residuo homologo es alanina (A441) al que se le ha asignado
un rol relacionado a la especificidad de reconocimiento de sustrato. Al observar los
alineamientos entre las proteinas NAT de funcion verificada se puede ver que en la
posicion de S458 hay algunas que como PhU tienen serina en esta posicion (XanP,
SVCT2), otras que como UapA tienen alanina (UapC, YgfU, Pucl, UraA) y otras que
tienen glicina o treonina. Mutando este residuo en UapA se ha logrado ampliar el espectro

de sustratos de UapA. Las cepas que expresan una version de UapA con A441V no tienen
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afectado el transporte de sus sustratos fisioldgicos y pueden crecer en hipoxantina, aunque
presenta una baja afinidad por esta purina. Sin embargo, el mismo mutante no tiene
afinidad por la adenina, a pesar de presentar capacidad para crecer en esta purina. Esto
pareceria indicar que la capacidad de transportar los sustratos no fisiologicos de este
mutante se debe a un aumento en la capacidad de transporte per se, en lugar de un aumento
en las afinidades de union (Kosti et al., 2010). Si bien el analisis experimental del mutante
S458A queda pendiente de verificacion, nuestra hipdtesis es que la diferencia en este
residuo podria llegar a explicar por qué las cepas de A. nidulans que expresan PhU
silvestre pueden crecer en hipoxantina.

El residuo R486 se localiza en STM12 segun el modelo propuesto, en UapA el residuo
homologos es alanina (A469) al que se le ha asignado un rol en la via de translocacion
del sustrato (Alguel et al., 2016). Al observar los alineamientos entre las proteinas NAT
de funcion verificada se puede ver que en la posicion R486, la arginina es el residuo mas
habitual pero también hay otros transportadores que tienen lisina (Pucl y PyrP) y otros
que tienen serina (SVCT1, SVCT2, SNBT1 y Lpel). UapA es el unico transportador que
tiene una alanina es esta posicion (A469). Mutando este residuo en UapA se ha logrado
ampliar el espectro de sustratos de este transportador. Las cepas que expresan una version
de UapA con A469E/V pueden crecer en hipoxantina (aunque presentan una baja afinidad
por este sustrato), pero también el transporte de acido urico se ve afectado ya que la
mutacion afecta la afinidad de union por este sustrato (K; aumenta 8 veces) (Kosti et al.,
2010). Si bien en este trabajo no nos planteamos el andlisis experimental del mutante
R486A una posible hipotesis es que las diferencias en estos residuos también podrian
llegar a explicar porque la proteina de A. nidulans transporta xantina y acido trico al
mismo nivel, mientras que la de P. chrysosporium transporta xantina con mayor eficiencia
que acido urico (Barraco-Vega et al., 2017). En suma los datos bibliograficos sugieren
que S458 podria incidir en la interaccion con hipoxantina y R486 incidir en el transporte
diferencial xantina-acido trico. Mediante el analisis experimental de los mutante S458A

y R486A se podra indagar sobre el rol de estos residuos de la proteina PhU.

Segun el modelo el residuo P546 se encuentra en el STM14, en la interfase entre el
dominio puerta y nucleo. Cuando se observan los alineamientos entre las proteinas NAT
de funcion verificada se puede ver que esta zona presenta mayor variabilidad, la mayoria
tienen glicina en esta posicion (UapA, UapC, XanP, YgfU, Pucl, UraA, RutG y SNBT1),
otros transportadores, al igual que PhU, tienen prolina (XanQ y Lpel) pero también hay
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otros que tienen serina, glutamato o alanina. La G527 que es el residuo andlogo en UapA
se encuentra entre T526 y F528, dos residuos claves para la especificidad de
reconocimiento de sustratos. Mutando estos dos residuos se lograron versiones de UapA
con el espectro de sustrato extendidos (Papageorgiou et al., 2008). La hipotesis inicial era
que esta prolina en PhU (P546) podria provocar una arquitectura local diferente a la
obtenida con T545 y F547 (andlogos a T526 y F528 de UapA), de forma tal que se
“relajara la especificidad” del transportador y esto llegara a explicar porque las cepas de
A. nidulans que expresan PhU silvestre crecen mejor en hipoxantina que las cepas que
expresan UapA. Analizamos 3 cepas con la mutacion P546G y en todas se obtuvo pérdida
de funcion del transportador. La mutacion impide la localizacion de la proteina en la
membrana plasmatica, quedando retenida en lo que parece ser el RE (localizacion tipica
de transportadores que presentan defectos en su plegamiento (Diallinas, 2008a)). Este
resultado va en concordancia con lo obtenido con el mutante G527V de UapA con el cual
también se obtiene pérdida de funcion y retencion en el RE cuando la expresion es a 37°C.
Mientras que la cepa que expresa esta version de UapA puede crecer en acido urico cuando
la temperatura es 25°C (fenotipo criosensible) (Kosti etal., 2012). Seria interesante
evaluar el crecimiento del mutante P546G de PhU a 25°C para determinar si el fenotipo
observado es dependiente de la temperatura. Por otro lado, cabe aclarar que teniendo en
cuenta el mecanismo de elevador propuesto para UapA si bien el STM 14 no forma parte
de los cambios conformacionales claves, se plantea que es posible que este segmento deba
flexionarse para que el nucleo se mueva (Alguel et al., 2016). P546, entonces, seria clave

para el mantenimiento de la arquitectura del transportador PhU.

3.5 Conclusiones

Se construyeron dos modelos tridimensionales de PhU por homologia con dos
transportadores cristalizados (UraA y UapA). Ambos proponen una estructura
tridimensional de PhU que consiste en 14 segmentos transmembrana, tres hélices
internas, y un motivo f antiparalelo formado por una hoja B proxima al STM3 y otra
proxima al STM10. Topoldégicamente la proteina se presenta agrupada en dos dominios
uno mas compacto (nicleo) y otro mas flexible (puerta).

El modelo aqui presentado propone que PhU y UapA tienen la misma estructura

tridimensional y diferentes sitios de union al sustrato. El sitio principal de union al
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sustrato de PhU estaria formado por E373 (STMR), T159 y S160 (motivo B), agregandose
A162 (STM3) cuando se trata de acido urico. Cuando el sustrato es xantina las cadenas
laterales de E373 y S160 y el grupo carbonilo de T159 formarian enlaces de hidrogeno
con N1, N3 y C2=0 del anillo pirimidinico y N9 del imidazol. Cuando el sustrato es el
acido urico E373, T159 y S160 interaccionan con N3 y C6=0 del anillo pirimidinico y
N2 del imidazol y el grupo amino de A162 interacciona con C8=0 del imidazol.

Con la estructura tridimensional modelada se analizaron ocho residuos (A120, V157,
T159,S421, 1422, S458, R486 y P546) que fueron seleccionados por presentar diferencias
con los residuos reportados como criticos en el transportador de 4. nidulans UapA. Entre
estos ocho, cuatro estan ubicados en el motivo P antiparalelo: uno (T159) interaccionaria
directamente con el sustrato y dos (S421 e 1422) formarian interacciones necesarias para
el mantenimiento de la arquitectura del sitio de union. Los otros cuatro residuos de PhU
analizados se encuentra ubicados en otras regiones del transportador, alejados del sitio de
unién al sustrato propuesto: A120 en el STM2, S458 en la hélice interna del STM11-
STM12, R486 en STM12 y P546 en STM14. Los resultados obtenidos muestran que
A120 se encuentra, en una posible region bisagra entre los dominios nucleo y puerta y
tiene un rol relacionado al reconocimiento de sustratos. Ademads, la evidencia
experimental obtenida con el mutante A120Q permite suponer que la presencia de alanina
o glutamina en esta posicion determina la eficiencia con la que se transporta acido urico
en estas proteinas.

Respecto a P546 se determind que se encuentra en la interfase entre el dominio puerta y

nucleo y seria clave para el mantenimiento de la arquitectura del transportador PhU.

Los resultados obtenidos en este capitulo utilizando como modelo el transportador de
purinas tipo NAT del Basidiomycota P. chrysosporium son un aporte al modelo existente

de esta familia de proteinas.
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4 Analisis de PuZ

Transportador de purinas tipo AzgA-like de
Punctularia atropurpurascens
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4.1 Introduccion

Punctularia atropurpurascens (Division Basidiomycotina, Orden Aphyllophorales,
Familia Corticiaceaea), es un hongo de pudricion blanca, nativo de nuestra region,
productor de artroconidias, cuya temperatura de crecimiento varia entre 20 y 37 °C. Al
igual que P. chrysosporium puede crecer sobre madera aunque presentan diferencias
respecto a las enzimas ligninoliticas y a la fase de crecimiento en que se producen (P.
atropurpurascens no presenta el funcionamiento tipico de las enzimas ligninoliticas).
Ambos hongos pueden utilizar purinas como fuente de nitrogeno si bien presentan
diferentes niveles de crecimiento en diferentes purinas (Figura 4-1). P. atropurpurascens
crece mejor en adenina e hipoxantina que P. chrysosporium. Estos niveles de crecimiento
podrian indicar diferencias en las enzimas del catabolismo, y también podrian ser
consecuencia de transportadores especificos con diferente espectro de sustrato, afinidad
y/o capacidad de transporte. P. atropurpurascens tiene un transportador de purinas
homologo a PhZ, al cual se lo denominé PuZ. Debido a que el genoma de este organismo
no se encuentra secuenciado, el gen que codifica para PuZ (puZ) fue clonado mediante la
amplificacion con primers degenerados y RACE PCR (Barraco-Vega, 2014)
obteniéndose la secuencia parcial del mismo (Figura 4-2), a partir de la cual se dedujo

una secuencia aminoacidica de 494 residuos.

o

Ad Hx X AU  Gu S/N NH4

Figura 4-1: Crecimiento en purinas de P. chrysosporium (A) y P. atropurpurascens (B). Se muestra el
crecimiento en el medio YCB en adenina (Ad), hipoxantina (Hx), Xantina (X), acido urico (AU), guanina
(Gu) como fuentes de nitrogeno. Como control se incluye el crecimiento en amonio (NHy) y sin fuente de
nitrogeno (S/N). Tomado de (Barraco-Vega, 2014).
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Figura 4-2: Secuencia parcial de PuZ. La region marcada con la linea continua es la obtenida mediante
primers degenerados y ST-PCR (Semi-random, Two-step PCR), donde los motivos pie de introén se
indican con subrayado. La region marcada con linea punteada es la obtenida mediante RACE 3’(Barraco-
Vega, 2014).

Se determiné que la secuencia parcial de PuZ deducida presentaba alta similitud con las
proteinas AzgA-like de funcion verificada: 84%/75% con PhZ, 73%/57% con AzgA,
71%/55% con AfAzgA, 69%/50% con AtAzgl y 64%/44% con AtAzg2

(similitud/identidad). Se identificaron 29 de los 34 residuos invariantes y tres de los cuatro

motivos conservados caracteristicos de la familia AzgA-like y se determiné que el motivo
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1 y los residuos invariantes F22, E41, M52, Y54, V58 se ubicarian en la region de la
proteina sin determinar (Barraco-Vega, 2014).

En base al alto grado de similitud de la secuencia parcial con el transportador de
P. chrysosporium se planted la hipotesis de que, comparando el perfil de sustratos
transportados por ambas proteinas en el mismo contexto genético y por tanto metabolico,
se podrian identificar residuos candidatos como criticos para la funcion de las proteinas

AzgA-like.
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Figura 4-3: Alineamiento PuZ y homologos AzgA-like. Alineamiento mediante Clusta/W de la
secuencia parcial de la proteina de P. atropurpurascens (PuZ), AzgA-like de funcidén
conocida y 144 proteinas hipoéteticas. (Barraco-Vega, 2014). Para mejor visualizacion solo se muestra
la secuencia de PuZ, proteinas AzgA-like de funcion conocida y 4 proteinas hipotéticas de Basidiomycotas:
Schizophyllum commune, Laccaria bicolor; Coprinopsis cinerea, y Punctularia strigosozonata. Los
residuos invariantes se muestran en rojo. Los motivos conservados se muestran recuadrados en negro. En
recuadro gris se indica el motivo ubicado en la region de PuZ no determinado y en negro los residuos F22,
E41, M52, Y54, V58. En la figura se omitieron los residuos de la posicion 526-631 del alineamiento por
no presentar datos relevantes. Tomado de (Barraco-Vega, 2014).
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4.2 Objetivos del capitulo

4.2.1 Objetivo general:

Aportar a la consolidacion de un modelo estructural de proteinas de la familia AzgA-/ike

sustentado en evidencias biologicas.

4.2.2 Objetivos especificos:

1. Identificacion de la secuencia completa del gen puZ de P. atropurpurascens 'y
clonado de la secuencia codificante.

1i. Expresion de PuZ en A4. nidulans (mismo contexto genético que PhZ).
iil. Analisis del perfil de sustratos transportados e identificacion de residuos
criticos para la funcion de las proteinas AzgA-like.

El analisis de la proteina PuZ de P. atropurpurascens se planted con el objetivo de
determinar si los pocos residuos en que se diferencia de PhZ podrian ser responsables de
diferencias observadas en el transporte de purinas (Barraco-Vega, 2014; Figura 4-1).
Nuestra hipotesis era que en funcion de los resultados obtenidos se podrian seleccionar
nuevas mutaciones a introducir en PhZ. Al comienzo de este trabajo disponiamos de una
secuencia codificante parcial de PuZ (aproximadamente 500 residuos), obtenida por
amplificacion con primers degenerados y RACE PCR (Rapid amplification of cDNA
ends). Para el clonado de la secuencia correspondiente a los aproximadamente 100
residuos del extremo N terminal faltantes, se utilizaron primers especificos de la
secuencia conocida y primers degenerados dirigidos a la region ATG desconocida. Estos
ultimos se disefiaron con mayor sesgo en funcion de la secuencia de un gen de otra especie
de Punctularia (P. strigosozonata) cuya secuencia gendmica estd disponible y presenta
muy alta homologia con puZ. El ADNc completo del gen silvestre se introdujo en
A. nidulans utilizando el sistema de cepa receptora y de construccion de cassettes

explicado en los capitulos anteriores.
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4.3 Resultados

4.3.1 Identificacion de la secuencia del gen puZ

El clonado de la region 5° de los genes AzgA-like fue un desafio ya observado con el
primer gen de la familia, azg4 de A. nidulans, y luego con phZ. Estos presentan mayor
dificultad a la hora del clonado, secuenciado, amplificacion de la region 5°, y puZ no fue
la excepcion. La primera estrategia utilizada para completar la secuencia del gen puZ fue
la técnica de RACE que permite amplificar el extremo 5 (Yeku & Frohman, 2011)
utilizando primers disefiados a partir de la secuencia de puZ conocida (puZ-qR6, puzZ-
qR16, puZ-qR17, puZ-qR18) (Figura 4-4). Ninguno de los clones obtenidos mediante
RACE coincidi6 con el amplicon esperado y por eso fue necesario cambiar de estrategia.
Se amplifico a partir de ADNg y ADNc (sintetizado a partir de ARNm producidos en
condiciones de induccion del gen puZ: medio minimo, quimicamente definido sin fuente
de nitrogeno), combinando primers especificos de la secuencia conocida y primers
degenerados dirigidos a la region desconocida. Para el disefio de los primers degenerados
se realizaron alineamientos con secuencias de otros transportadores hipotéticos deducidos
del genoma de basidiomicetes secuenciados. Ademas, se disefiaron otros primers en base
a la secuencia del gen homoélogo a puZ del Basidiomycota Punctularia strigosozonata
(cercanamente relacionado a P. atropurpurascens). Debido a que el primer exon de este
gen en P. strigosozonata es de 5 pares de bases de longitud (ATGGA) se disefiaron 2
primers (PsZF1 y PuZdegF11) considerando la secuencia del segundo exon de 25 pb de
longitud y otros 2 primers (PsZF2 y PuZdegF17) considerando la secuencia del tercer
exon de 85 pb. De modo que el fragmento amplificado no incluiria el ATG inicial ni los
2-3 nucleoétidos de secuencia codificante corriente abajo (primers PsZF1 y PuZdegF11).
Para el disefio de los primers se analizé y consider6 la frecuencia del uso de codones en
la secuencia conocida del gen. Se probaron diferentes combinaciones entre los cuatro
primers forward (PsZF1, PsZF2, PuZdegF17 y PuZdegF11) y cuatro primers reversos
disefiados en la zona de puZ conocida (puZ-qR11, puZ-qR12, puZ-qR17 y puZ-qR18).
Para las diferentes combinaciones de primers se optimizaron las condiciones de

amplificacion incluyendo diferentes: polimerasas y buffers, concentraciones de molde,
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temperatura de annealing, concentraciones de DMSO y MgCly, utilizando como molde
tanto ADNg como ADNc.

Entre las combinaciones que mostraron una banda del tamafio esperado se selecciond la
amplificacion de ADNg con los primers PsZF1 y puZ-qR18 por ser la que mostraba
mayor especificidad. En estas condiciones se obtuvo un tnico producto de amplificacion
de aproximadamente 1700 pb que fue purificado y secuenciado con los mismos primers
utilizados para su amplificacion. A partir de la secuencia obtenida se disefid un nuevo
primer reverso en el extremo 5 dilucidado (puZseq-20) que fue utilizado para completar
la secuencia del amplicon. El analisis de la secuencia consenso obtenida mostrd que
aproximadamente 400 pb solapaban con la secuencia conocida y en los 1300 pb restantes
se dedujeron 255 pb de secuencia que codifican para 85 residuos amino-terminales y 1091
pb de secuencia no codificante distribuidos en 5 intrones (189 pb, 174pb, 57 pb, 222pb y
449 pb). La secuencia obtenida muestra una estructura génica compleja con numerosos
intrones mas extensos de los cominmente observados en estos organismos (Figura 4-4).
Este analisis sumado a la secuencia que ya conociamos, completd la secuencia de una
proteina, la cual comprende 583 residuos aminoacidicos.

Con la informacion obtenida se disefiaron los primers para el clonado total de la secuencia
codificante usando como molde ADNc sintetizado partir de ARNm producido en
condiciones de induccion. Debido a la metodologia utilizada para dilucidacion de la
secuencia (primer forward diseiiado en base a la secuencia de P. strigosozonata, sin ATG
inicial ni los proximos 2-3 nucledtidos de secuencia codificante) se desconocia la
identidad del segundo residuo aminoacidico y restaba confirmar los residuos
correspondientes a la secuencia del primer PsZF1, ya que existia la posibilidad de que
algunos nucléotidos fueran diferentes a los de P. strigosozonata en esta region y aun asi
el primer hibridara. Como primer forward para el clonado total se utilizo un primer de
23 pb (PuZcF2) cuya secuencia es la del primer PsZF1con ATGGA en el extremo 5°, de
esta forma el producto clonado codificaria una version de PuZ con la secuencia N-

terminal MEPAITKL (igual que el transportador de P. strigosozonata, ver Figura 4-4).
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M X P A I T K I8

ATGXXGCCGGCGATAACGAAACTCTGATCG
PsZF1/PuzdegFl11/PuzcF2
N D All
TGCARCGATGCGCGACGC

VAS§FVGRWFKLDGSGIERE31
CAGGTGGCGAGCTCCTTCGTCGGTCGTTGGTTCAAGCTCGACGGCTCAGGTATAGAACGGGAA
PsZF2/PuzdegF17/Puzseq-R20

R.E G S R F L37 TEIRAGTITTWAAS
GTGAAGGCTCTCGATTCCTGETECET! CAGACGGARATTCGTGCTGGARTCACGACATGGGCGGCTA

M A Y IS53
GTACGT

IAVNASILSGSGGTCVCTQSDMCVHEDTYLTCSS
CGAAGATCGCGGTCAACGCCTCGATCCTGTCCGACTCGGGCGGAACATGCGTCTGCACCCAGAGCGACATGTGCGTCCATGAAGATACCTACCTGACCTGCGTGAGT

V.E E V R

TAGGTTGAGGAGGTCCG
Puz-R11

QDLITTTAAVSALASCLHGLLANLPIGLAPGLGLNAYIZS

GCAGGATCTAATTACGACCACCGCGGCCGTGTCGGCACTGGCGTCGTGCTTGATGGGCTTGTTAGCCAACTTGCCGATCGGACTCGCGCCCGGTTTGGGCCTGAACGCATACET

Puz-R12
GAGT
F.T Y S IV GFHGSGOQTITTYOQEA ATLA AZTVTFTLE G155
TAGTTCACGTATAGCATCGTGGGTTTCCATGGCTCGGGCCAGATARCATATCAGGAAGCGCTCGCAGCCGTTTTCCTCGRAGGGCACET
WVFVIILSTILLGIELRU OWILARTIMEPOQSTILV LA VI8
GAGCTGGGTGTTCGTCATATTGTCGCTCCTGGGTCTTCGACAATGGCTAGCGCGTATCATGCCGCAGTCCTTGGTATTGGCCGT
Puz-R18
G A GIGILFIATFTIG LI1% s N G198
TGGCGCTGGCATCGGCTTGTTTATCGCCTTCATCGGCCTATGTGAGE TAGCARATGG

G L FVIGGDU QTNTFVGTLGG GCZKT E219
CGGTCTTTTCGTGATCGGTGGCGACCAGACGARTTTCGTTGGCCTTGGAGGTTGCARAACGGAAGETACEE

D Q FANILSGYCEHGVTILOQLZPTMWILGTITFTCGGTITIL T L2I1
CAGATCAATTCGCGAACCTCTCTGGCTATTGCGAGCATGGCGTGCTCCAGCTTCCARCGATGTGGCTCGGCATCTTCTGCGGCGGAATCCTGACATTGC
Puz-R17
L L ML YRV KGATITZLTIGTITFTULVSITISWZPRTPTSVTA ATFT®PHTT®PT G 28

TCCTCATGCTCTACCGCGTTAAAGGCGCGATCCTCATCGGCATCTTCCTCGTCTCCATCATCTCCTGGCCCCGTCCGACGTCCGTTACCGCCTTCCCGCATACGCCCACCGGTG

DT A F EF F K XKV VT FRZPILIEKIRVYVGNVYVILDYHYGNUGRVWYATLUVT 32
ACACCGCCTTCGAGTTCTTCAAGAAGGTCGTCACCTTCCGCCCGTTGARACGCGTCGGCAACGTGCTCGACTACCACTACGGCAACGGCCGGGTCTGGTACGCGCTCGTCACGT

FLYVDILDT:!',GTLYSMAKFAGLRDPVTLDFERSTVAYC365
TCCTCTACGTCGACATCCTCGACACGACGGGCACTCTCTACTCGATGGCCAAGTTTGCCGGCTTGCGCGACCCGGTCACGCTCGATTTCGAGAGGAGCACGGTCGCGTACTGCG
Puz-R16

v DA F S I S M GALMGTSU?PUVTATFTIESA ATG I S 393
TCGACGCGTTCTCGATCAGTATGGGCGCGTTGATGGGCACCAGCCCTGTGACGGCTTTCATCGAGAGCGCCACCGGCATTTCCGGTATGT
Puz-R6

EGGRTGTITA ATITTGILMTFTEV SV FFEATZPTITF AA40
TAGAGGGTGGACGGACAGGTATCACCGCGATCACGACGGGGCTCATGTTCTTCGTCAGCGTCTTCTTCGCGCCCATCTTCGCGT

s.I P P WATSGSALV VIV VS GCTILMTIURNYVIE KETINWDT YV GDATIZPATF Li458
CGATACCCCCTTGGGCGACCGGAAGTGCGCTCGTCATCGTCGGCTGCTTGATGATCCGCAACGTCAAGGAGATCAACTGGGACTACGTCGGTGACGCGATACCCGCGTTCCTGA

r I I I I P L S Y NTIAYGTITIAGULSGS Y TIATINGZ®PAWTITILMIZKTIS G GA4%
CCATCATCATTATCCCTCTGTCGTACAACATCGCGTACGGCATCATCGCCGGCCTGGGCTCCTACATAGCCATCARCGGCCCGGCTTGGATCCTCATGAAGATTTCCGGCGGAC

R I I PAHYEYSEEWTIVZPPGOGILVYVZPTIWT FOQIKTILTSGHRYQDPHTIL DS534
GTATTATCCCCGCGCATTACGAATACTCGGAAGAGTGGATCGTCCCACCGGGCGGTCTTGTACCCATCTGGTTTCAAAAGCTCACGGGGAGATATCAAGACCCACACTTGGACC

PP QEILCQSROQEHSTIUDMAESA AHEGDH RLHZ RO OQIKTFEHUDUDJVSV RS S G572
CGCCGCAGGAGCTGCAGAGCCGACAAGAACACTCGATCGATATGGCCGAGTCTGCGCACGGGGACGCGCTCCGGCAGAAGTTCGAGGACGACGTTTCGGTGCGGTCATCCGGAC
PuzcR1l

Q H H *
AACATCATTGA.
PuzcRc2

Figura 4-4: Secuencia de puZ. La secuencia mostrada es el resultado de los datos obtenidos mediante
amplificacion con primers degenerados, RACE PCR y RNA-seq. En linea punteada se marca la secuencia
previamente conocida y en linea continua la secuencia identificada en este trabajo. Los exones se marcan
en negro y los intrones en gris, los motivos pie de intron se indican en letra cursiva con sombreado gris. En
la region 3" no se indican los intrones (ver Figura 4-2). La ubicacion de los primers utilizados se marca en
la secuencia con negrita-subrayado y con el nombre debajo. Por informacion de la secuencia de los primers
dirigirse a Seccion 6.4. Con X se marca el residuo y los nucledtidos desconocidos. Los numeros indican la
numeracion del residuo aminoacidico que se encuentra a la izquierda. Las modificaciones aportadas por los
datos transcriptomicos se marcan en sombreado gris. Para datos de la secuencia previa referirse a la Figura
4-2. Los residuos con identidad dudosa se marcaron sin negrita (ver texto para mas detalles).
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El primer forward PuZcF2 se utiliz6 en combinacion con el primer reverso PuZcRc2
(Figura 4-4). Se probaron diferentes condiciones de amplificacion incluyendo diferentes:
polimerasas y buffers, concentraciones de molde, temperatura de annealing,
concentraciones de DMSO y MgCla. En ninglin caso se obtuvo una banda del tamafio
esperado (1728pb) y se decidio verificar la secuencia obtenida de puZ mediante el analisis
del transcriptoma de P. atropurpurascens. Las lecturas del RNA-seq fueron depuradas y
ensamblados mediante la herramienta Trinity (Grabherr et al., 2011). Los datos aportados
por este analisis permitieron verificar la secuencia codificante deducida. Se corrigieron
las bases en todas las posiciones donde el 100% de las lecturas (reads-RNA-seq) fue
diferente a la secuencia original. De esta forma se defini6 una nueva secuencia consenso
que difirié de la original en 12 bases nucleotidicas: C29A, C30T, C31G, A32C, A413G,
T684C, C1248G, T1251C, T1260G, C1263G, A1359G y la insercion de una A luego de
G1690 (Figura 4-4). Estas sustituciones nucleotidicas implicaron s6lo 3 cambios a nivel
proteico: C29A y C30T provocaron el cambio del codon de GCC que codifica para
alanina a GAT que codifica para aspartato (D10). Andlogamente C31G y A32C
introdujeron el cambio de glutamina a alanina (A11) ya que el codén cambi6 de CAG a
GCG y A413G introdujo el cambio de aspartato (GAC) a glicina (GGC, G64). La
insercion de adenina en la posicion 1691 provocod un cambio en el marco de lectura, se
modificé el codon de terminacion predicho y los ultimos 12 residuos se reasignaron a: D-
D-V-S-V-R-S-5-G-Q-H-H (Figura 4-4 y Figura 4-2).

En la secuencia obtenida del analisis transcriptomico se encontraron 26 nucledtidos que
diferian de la secuencia clonada en el 50% de las lecturas (reads de RNA-seq). Si bien
esto es algo inherente a las técnicas de secuenciacion masiva se analizaron los cambios
que implicarian si fueran considerados. Se determin6 que los 26 cambios nucleotidicos
solo implicarian 4 cambios aminoacidicos: 128V, D64A, A150V y AS557V que se
encuentran en una region de la proteina de alta variabilidad y ademas el residuo que se
traduce de la secuencia clonada es mas frecuente (Figura 4-5).

Respecto al extremo 5" los datos transcriptomicos confirmaron la dificultad de
amplificacion que presentan esta zona del gen. La resolucion obtenida en esta zona
permitié obtener datos confiables a partir de la posicion 22 y si bien la identidad de los
21 nucleotidos aportados por la secuencia del primer de amplificacion (PsZF1) no pudo
ser completamente verificada, las lecturas revelaron el cambio de C22 por A, cambiando
el codon que codifica para el residuo 8 de: CTC (Leucina) a ATC (Isoleucina) (Figura
4-6).
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a2/a1 57/56
Puz M0ra1TRIN-DAVASSFVGR DGSGizgREREGSRFL IRAGIT] 11Av]
B3z --MEPAITKL--LIVARSFVGR DGSGAEREREGSRFLYEIRAGIT T1AV]
Bhz --MPIALTHRINAFVADSPVGRWFHLEGSGHPRERVGSRFLYELRAGLT 115V}
AzgRAf MGITQAVDRIN-LWVAQSPVGRWERLENSGOPKERKGSYFFYEI RAGLATIFF 115V}
2AzgA MGYAEWIGRTN-AAVARSPVGRWERLEGSGHPRERKGAY FFTELRAGLATIFFAMAYIT ISV
Burp --MSHOHTTQT---SGQGMLERVFKLREHG--TTAR VIAGFTTFL v
- = =t
Buz NASILSDSGGTCVCT---QSDMCVHEDTYLTCVEEVRODLITTIIRAVSALASCLMGLLAN
232 NASILSDSGGTCVCT---QSDMCVNDDVYLTCVEEVRODLITTTRAVSALASCLMGLLAN
Ehz NASIISDTGGTCVCT---QPDLCVNDETYLSCVADVRRDLITSTRAVSALASFLMGLLAN
AzgRAL NSNITSESGGTCVCPPENQADLCNSNTEYLLCVOEVRRDLVTATRATAALSTFCMGLESN
Azg2 NANITSDTGGTCVCPAEDLATACDNNTEYLLCKQEVNRDLVTATRATAATASFFLGLLAN
BurP NPQILGVAGMDTSAV FVTTCLIAAFGSIMMGLFAN
118/11, w50 -
Puz FHGSGQITYQEALAAVFLEGWVFVILSLLGIROWLARIM
sz FHGSGQITYQEALAAVFLEGWVFVILSLLGIROWLARIM
Bhz FHGSGIITYREALAAVFLEEWFFFFLSLLGIROWLARIM
BzgRAL YHGSGMIPYSLALTAVFVEGFVFLGLTLLG LARAL
2zga HHGTGLIPYSLAVTAVFVEGWIFLGLTLLGIROWLARAT
Purp G---LPWQVGMGAIFWGAIGLLLLTIFR IANT
Puz S-NGGLFVIGGDOTNFVGLGGCKTEDQFA-NLSGYCEHG
BszZ S-NGGLFVIGGDOTNFVGLGGCKAEDYVE-NLSGYCARG
Bhz S-GGGLGVIGGDTTNLVGLGGCLPQYYTSPDLPNYCASH
AzgRAf SYSAGIGLVTGSTETPLELAGCISSLRDP--TTGMCPSD
BzgA SYSAGLGVVQGGTSSPIQLAGCASDTFG---DDGLCPSS
Burp SLRVGITS K---NAGVIVANPETLVSIG--NLTSHS-——-———————
Puz ~VLOLPTMWLGIFCGGILTLLLMLYRVKGAILIGIFLVSIISWPRPTSVTAFPHTPTGDT
Paz ~VLRLPTMWLGIFCGGILTLLLMLYRVRGAILIGIFLVSIISWPRPTSVTAFPHTPTGDA
BhZ -VLOSPTMWLGIFVGGVFTVFLMLYRVKGAILIGIFLTSIISWPRPTSVTYFPHTDTGDQ
AzgRAf ARMRNPTMWVGIFCGGVFTALLMLYRIKGAVIIGILLVSIISWPRPTPVTYFPHTELGDS
Azgh ERMRNPTMWIGIFCGGVFTVFLMMYRVRGAVIAGILLVSIISWPRPTPVTYFPHTETGDS
PurP -=VLL----- GILG-FFIIAILASRNIHAAVLVSIVVTTLLGWMLG-DVHYNGIVSAPPS
Puz AFEFFRKVVTFRPLKRVGNVLDYHYG--NGRVWYALVTFLYVDILDTTG[LYSMAKFAGL
Baz AFDYFRRVVTFRPLORVGDVLDYHYG--NGRVWYALVTFLYVDILDT TG LYSMAKFAGL
BhZ AFDFFRQVVTFRPLRRIGNALDYNYS--NGRVWYALITFLYVDILDT TG LYSMAKFAGL
AzgBAf MFDFFRQVVTFHPIRHTLVAQEWSLSGHGGOFGLAFITFLYVDILDTT'LYSMARFAGT
Azgh SFDFFRRVVTFHPIQHTLVAQEWNISSNGGQFGLALITFLYVDILDATSILY SMAKFAGA
ey 000 smmmeeeee VMTVVGHVDLAGSFNLG————~ LAGVIFSFMLVNLFDSSGILIGVTDRAGL
) _ 399397
Puz PVTLDFERSTVAYCVDAFSISMGAIMGTSPVTAFIEFRTGLS TAITTG
ey PVTLDFERSTVAYCVDAFSISMGALMGTSPVTHFI ET SHC TAITTG
PRz PVTLDFENSTIAYCVDAFSISMGALMGTSPVTAFIEBATIGISEG TAITTGE.
AzZaRAL RTODFEGSALAYMVDAISISIGSLEGSPPVTAFVEBGAGT SHA TSCVTGI
Azah RTODFEGSAMAYMVDAICISIGSLEGSPPVTHFV SHg TSCMTGI
R KGK-FPRMKQALYVDSISSVTGSFIGTSSVTAYIEBESEVS TAVVVGL
Puz FVSV] FASI TGS MeCIMIRNVRE INWDYVGDAI PAFLTIITIPLSYNI
Paz FVSV FASI TGS, GCLMIRNVRKEINWDYVGDAIPAFLTIIIIPLSYNI
Bhe FISVFFAP[IFASI TGGALVIYGSIMIRNVRDINWDYVGDSVPAFLTLIIIPLTYNI
AzaRAf FIAVFFAP[IFASI rGC GALMCKAAAEINWRYYGDAIPAFLTIAIMPFTYSI
Azgh FIAVFFAPIFAST TGSTLVIVG HATLEINWRYLGDAVPAFLTISLMPFTYSI
Purb LLVIFLSPLAGMY R AGHLT YYGVIMI SSLARVNWQDLTESVPAFITAVMMPFSFSI
Puz AYEIIAGLGSYIAINGPAWILMKI SGGRIIPAHYEY-SEEWIVPP-GGLVPIWFQRLTGR
P2z AYGIIAGLGSY IAINGTAWILMKI SGGRIVPAHYEY-SEEWVVPP-GGLVPINFQKLTGR
Phz AYGVIAGQIISFVLINGLAWALRKVSGERFAPPNYDA-SEPWVIPP-GSIVPAWMRFIAGR
BzgRAL AYGLIAQILSYVLINTTARLIEKGSVGRVVPPNKDE-SDPWSYRVPGGFLPPWLRRAARG
Azgh ADGILIAGILSYILINGGVWIVARLTGGRISPPNREEEHEPWTWRIPGGFFPPWLVRAVHG
PurP I |GF ISYCVMRIGTGRLRDLSPCVIIVALLFILKIVFIDAH-~——=-=-=—-=-—=
557
Puz YODPHLDPPQELQSRQEHSIDMAESAHGDALROKFEDDVSVRS SGOHH-——~
Psz YODPHMDPPQELQSRQEHSIDMAESAHGDALROKFEDEVSVRS SGOHH-——~
BhZ -TGLARDAARER-PADADVLEMEQHAHDAASASSLGKHVPAVAEPVTEKDDX
BzgRAf KKDFWR-EDEEESVDMGVVPGGSVSSHDRPEGEKSQVGVGNRSL-———====
BzgA KRDFWRAEDDANDLSLGVMPHGSLSSQDR-AGERLASSKEQVTER-————-—
D i s e .

Figura 4-5: Alineamiento PuZ y otras proteinas AzgA-like. Alineamiento mediante ClustalW de los
transportadores PuZ, PhZ, AzgA, AfAzgA, PurP y la proteina hipotética del Basidiomycota
P.strigosozonata (PsZ). Los residuos invariantes de todas las AzgA-/ike se muestran en rojo y los motivos
conservados se muestran recuadrados en azul. Con un circulo azul se marca la posicion de residuo
desconocido y con un rectangulo azul los 5 residuos que quedaron por confirmar. Con estrellas azules se
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marcan los residuos de los motivos que son diferentes en PuZ y PhZ, indicandose la numeracién PhZ/PuZ.
En triangulos naranjas se marca la posicion de los residuos que variarian si se tuvieran en cuenta los cambios
que en el 50% de los reads de RNA-seq difirieron de la secuencia original.

En suma, mediante las distintas metodologias abordadas se confirm6 una secuencia
consenso que predice una proteina PuZ con 575 residuos aminoacidicos (Figura 4-4). En
la secuencia se identificaron los 35 residuos invariantes y los cuatro motivos conservados
que caracterizan la familia AzgA-/ike. PuZ presenta alta homologia de secuencia con PhZ
(89% similitud y 75% de identidad). A nivel de los motivos caracteristicos de la familia
AzgA, solo presentan 5 diferencias. Dos en el motivo 1: L42 de PhZ que es [ en PuZ (41)
y S57 que es A (56); dos en el motivo 2: V118 de PhZ que es [ (117) y M120 que es L
(119); y una en el motivo 4: K399 de PhZ que es R (397). Respecto a la proteina hipotética
deducida del genoma de P. strigozonata se puede decir que ambos transportadores son

casi idénticos (98,6% similitud y 95,6% de identidad).
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Figura 4-6: Analisis del extremo 5” de puZ. Se muestra una captura del analisis de RNA-seq obtenido
mediante el programa Trinity. En gris se indican las similitudes que los transcriptos tienen con la secuencia
query'y en colores las diferencias. En el extremo superior de la figura se marcan con recuadros grises los 4
codones que codifican para los residuos I8, N9, D10 y A11. El cambio de C22 a A22 fue considerado en la
secuencia que se muestra en la Figura 4-4 a pesar de que el nimero de lecturas en esta zona fue bajo (13
reads) porque se corresponde con la secuencia aportada por el primer de amplificacion (PsZF1).

La estructura de la proteina PuZ se analizd mediante el servidor MemBrain
(http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/MemBrain/) desarrollado especialmente para la
prediccion de estructuras de proteinas de membrana (Yin et al., 2018). La estructura
predicha consiste en 13 STM, y una localizacion citoplasmatica tanto para el extremo
amino como para el carboxilo terminal (Figura 4-7 A). La estructura que predice
MemBrain para PhZ es muy similar, las unicas diferencias se encuentran en: el STM 12

que en PuZ es una hélice media, que los STM 10y 11 en PhZ serian back to back (estarian
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conectados por un /oop corto de no mas de 3 residuos lo que provocaria que estén muy
préximos), y que el extremo carboxilo terminal en PhZ estaria orientado hacia el medio

extracelular (Figura 4-7 Ay B).

Figura 4-7 : Estructura PuZ. Se muestra la estructura predicha mediante MemBrain (Yin et al., 2018)
para PuZ (A), PhZ de P. chrysosporium y UapA de A. nidulans. TMH indica hélice transmembrana (o
STM), en azul se marcan las TMH back to back.
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4.3.2 Construccion de A. nidulans::puZ

Con el objetivo de expresar PuZ en el mismo contexto genético que PhZ se utilizo el
sistema de trabajo descripto en los capitulos anteriores: transformacion de una cepa
receptora de 4. nidulans carente de transportadores de purinas (AZAC) con un cassette
que dirigiera la integracion de puZ al locus del gen azgA. El cassette 5’UTR _azgA-puZ-
gfp-riboB-3’UTR _azgA se construyd mediante 3 PCR independientes y una PCR de
fusion (Fusion-PCR). En este caso dada las dificultades encontradas en la amplificacion
del extremo 5’puZ, los 1725 pb de secuencia codificante (Figura 4-4) se sintetizaron en
la empresa Macrogen junto a 36 pb que se corresponden con los ultimos nucleotidos del
5’UTR de azgA y se disenaron primers para amplificar la totalidad del fragmento.
Paralelamente se amplifico el extremo 5’UTR azgd usando un primer reverso sin
nucleotidos adicionales (5AZR1, Figura 4-8) ya que el final de este amplicon
complementa con el inicio del amplicon anterior. La secuencia gfp-riboB-3 'UTR azgA
se amplifico al igual que en el capitulo 2 usando un primer forward que incluye 20
nucleotidos adicionales que complementan con el extremo 3 de la secuencia codificante
del transportador (sin incluir el codon de terminacion). De esta forma se generaron
amplicones 5’ y 3’ que solapan en 20-36 nucleétidos con el amplicon que contiene el
ADNCc y por tanto los tres fragmentos actiian tanto de ADN molde como de primers en la
Fusion-PCR (con los primers P2ANSZF2 y PSAN3ZR?2). El resultado es tinica molécula
integrada: 5'UTR_azgA-puZ-gfp-riboB-3"UTR azgA (6475 pb) (Figura 4-8).

El cassette sintetizado fue purificado y utilizado para transformar la cepa de 4. nidulans
AZAC::pyrG Anku::argB riboB2 pyroA4 pabaAl. Los transformantes se seleccionaron
en medio carente de riboflavina, en presencia de acido p-aminobenzoico, piridoxina y
amonio (este ultimo como fuente de nitrégeno). Posteriormente, la cepa transformante
seleccionada fue purificada y se verifico que la incorporacion del cassette complementara

el requerimiento por riboflavina pero no por acido p-aminobenzoico ni piridoxina.

137



Anélisis de PuZ
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Figura 4-8: Esquema de la construccion del cassette 5"UTR_azgA-puZ-gfp-riboB-3'UTR _azgA. A) Se
muestran los 3 fragmentos amplificados independientemente que fueron utilizados como molde para la
PCR de fusion que se esquematiza en B. Ai) region 5°’UTR del gen azgA (850pb) amplificada con los
primers PIANSZ-R1(P1 en figura) y 5ZF13. Aii) secuencia codificante de puZ (sin codén de stop)
fusionada a 36 pb del 5° UTR azg4 (1761 pb) amplificada con los primers 5ZZF13 y puZc-R1, Aiii) region
3’UTR del gen azg4, riboB y gfp (3900pb) amplificada con los primers P4-gfp-puZ (P4-t en figura) y
P6AN3ZR1. B) Esquema de los moldes utilizados con los primers P2ZANSZF2 y PSAN3ZR2 en la PCR de
Fusion para obtener el producto 5 'UTR_azgA-puZ-gfp-ribo-3 'UTR_azgA. Para mas detalles ver Seccion
6.5.18.

El analisis de crecimiento en distintas purinas y andlogos toxicos de las mismas (Figura
4-9), mostrd que la cepa que expresa PuZ tiene un comportamiento similar a la cepa
receptora (AZAC): no puede crecer utilizando purinas como fuente de nitrogeno y crece
en presencia tanto de analogo toxico 8-azaguanina como de oxipurinol. Los ensayos de
localizacion subcelular por microscopia de fluorescencia mostraron que el transportador
no alcanza la membrana plasmatica, sino que la fluorescencia se ve asociada a vacuolas
y anillos citoplasmaticos (probablemente perinucleares) que se corresponderian con el
RE. El gen puZ del transformante evaluado fue amplificado y se verific6 la secuencia del

cassette incorporado.
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A B
AZAC  Phz

control control

Figura 4-9: Evaluacion de cepa A. nidulans::puZ. A) Analisis de crecimiento en placa: Las cepas de 4.
nidulans se crecieron por 48 hs a 37°C en distintas fuentes de nitrégeno: amonio (NHy), acido trico (AU),
hipoxantina (Hx), y analogos de purinas toxicos: OxIpurinol + nitrato (Oxy) y 8-azaguanina + amonio (0,8
mM) (8-azg). Todas las condiciones se evaluaron en presencia de acido p-aminobenzoico, piridoxina y
riboflavina. AZAC: AZAC::pyrG  Anku::argB riboB2 pyroA4 pabaAl (control) y PhZ:
AZAC::phz::gfp::riboB (control). B) Localizacion subcelular in vivo de A. nidulans::puZ (PuZ) por
microscopia de epifluorescencia. Como control se incluyd la cepa AZAC::phZ (PhZ) que expresa el
transportador PhZ fusionado a la proteina verde fluorescente. En el control se observa fluorescencia en
membrana, vacuolas y anillos citopldsmaticos (ver Figura 1-16). Se analizaron 10-15 campos, para todos
los casos se observo un mismo comportamiento, seleccionando por lo tanto una imagen representativa

4.4 Discusion y Perspectivas

Debido a que el genoma del Basidiomycota P. atropurpurascens no se encuentra
secuenciado, el gen homologo a phZ de P. chrysosporium fue clonado mediante la
amplificacion con primers degenerados, RACE PCR y datos transcriptomicos. Se obtuvo
una secuencia del gen (puZ), a partir de la cual se deduce una secuencia aminoacidica de
575 residuos. El desafio que implica la amplificacion del extremo 5’ de estos genes
determind que la identidad de los primeros 5 residuos posteriores a la metionina inicial
fuera asignada en base a la secuencia de P. strigosozonata (metodologia utilizada para
amplificacion de extremo 5’). Dado el grado de similitud encontrado entre los
transportadores de ambos basidiomicetes (98,6% similitud y 95,6% de identidad) y
teniendo en cuenta que el primer PsZF1 (P. strigosozonata) hibridé con el ADN
genoémico de P. atropurpurascens es esperable que si existen diferencias estas sean
minimas. Ademas, dado que observando otras proteinas AzgA-/ike se puede ver que estos
residuos se encuentran en una zona de gran variabilidad, la posibilidad de que la secuencia
codificante analizada se diferencie de la original en 5 residuos no parece ser relevante.

En la secuencia de PuZ deducida se identificaron los 35 residuos invariantes y los cuatro

motivos conservados que caracterizan la familia AzgA-/ike. La proteina PuZ presenta alta
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similitud con PhZ (89% similitud y 71% de identidad), pero cuando fue puesta en el
mismo contexto genético que esta ultima, el transportador se localiza en vacuolas y lo que
parece ser el RE (lo que indicaria un defecto en el plegamiento del transportador). Esto
coincide con el hecho de que la cepa de 4. nidulans que expresa PuZ es incapaz de crecer
utilizando purinas, ya que el transportador no alcanza la membrana plasmatica. Si bien
este es un resultado posible, tomando en cuenta que se trata de una expresion heterologa,
dada la similitud que presentan ambas proteinas no era un resultado esperado. Una posible
explicacion puede ser la frecuencia de uso de codones y el rol que estos tienen en el
plegamiento (Kimchi-Sarfaty et al., 2007; Y. Liu, 2020) y que P. chrysosporium tenga
una frecuencia de uso de codones mas similar a lo de A. nidulans que
P. atropurpurascens. Este resultado imposibilitd perseguir el ultimo objetivo de este
capitulo que era comparar el perfil de sustratos transportados por ambas proteinas ¢
identificar posibles residuos criticos para seleccionar nuevas mutaciones a introducir en
PhZ.

Respecto a la estructura, considerando la similitud de secuencias de PuZ y PhZ y los
resultados obtenidos mediante MemBrain es posible suponer que el transportador de
P. atropurpurascens se ajuste al modelo tridimensional de PhZ (construido en base al
cristal de UapA). Segun este modelo, el transportador estd formado por 14 segmentos
transmembrana, tres hélices internas y un motivo 3 antiparalelo formado por una hoja f3
proxima al STM3 y otra proxima al STM10. Si bien MemBrain no predice el STM10
continuo a la hoja  que forma el motivo beta antiparalelo, esto mismo ocurre con UapA
(Figura 4-7 C). Si bien los resultados muestran que el alcance de este tipo de programas
es limitado (la estructura predicha para UapA y PhZ es diferente a la proteina cristalizada
y al modelo tridimensional) nos permiten suponer que el transportador PuZ al igual que
PhZ estaria formado por 14 STM vy las principales diferencias entre ambos
transportadores se encontrarian en el dominio carboxilo terminal. Para confirmar esta
hipotesis se propone realizar un modelo tridimensional por homologia utilizando la

proteina UapA como molde.
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4.4.1 Analisis in silico de posibles proteinas de la ruta

catabolica de las purinas y proteina reguladoras

Si bien en principio no formaba parte de los objetivos de esta tesis, los datos obtenidos
del analisis transcriptomico se utilizaron para identificar posibles proteinas de la via
catabdlica de las purinas en P. atropurpurascens. Se identificaron transcriptos que
presentan similitud significativa con las correspondientes enzimas de A. nidulans: purina
hidroxilasa I (hxA), xantina dioxigenasa (xanA), urato oxidasa (uaZ) y urea amido
hidrolasa (ureB) (Gournas etal., 2011) (Ver Figura 1-8) . No se encontré ninguna
secuencia con similitud significativa a adenina desaminasa (nadA), alantoina
amidohidrolasa (al/x) ni a alantoato amidohidrolasa (aaX). En el genoma de
P. chrysosporium y P. strigosozonata si se encuentran secuencias con homologia a estas
enzimas (Barraco-Vega, 2014) por lo que el resultado obtenido puede deberse a que en la
condiciones del ensayo tengan baja expresion y por eso no pudieron ser detectadas. Otra
posibilidad es que P. atropurpurascens utilice vias alternativas para oxidar la adenina a
hipoxantina y la alantoina a urea. Tampoco se encontraron secuencias con similitud a la
purina hidroxilasa II (4xnS), esto indicaria que la oxidacioén de hipoxantina a xantina se
podria dar mediante la ruta que implica la utilizacion de la purina hidroxilasa I (hxA). Este
fue un resultado que llamo la atencion ya que en los genomas de P. chrysosporium y
P. strigosozonata no se encontraron secuencias con homologia a ninguna de las purinas
hidroxilasas. Esto podria deberse a alguna limitante impuesta por las herramientas de
blisqueda o podria estar indicando que P. atropurpurascens utiliza diferentes mecanismos
para catabolizar las purinas. Podria ser que, mientras adenina e hipoxantina se
metabolizan por vias alternativas en P. chrysosporium, en P. atropurpurascens la
oxidacion de hipoxantina a xantina sea a través de la enzima homologa a la purina
hidroxilasa I de A. nidulans (hxA). La ausencia de la enzima tipo purina hidroxilasa II en
ambos basidiomicetes podria explicar porque adenina e hipoxantina son fuentes de
nitrogeno mas pobres que xantina o acido urico. La presencia de la enzima tipo purina
hidroxilasa I (hxA4) en P. atropurpurascens podria explicar porque este hongo presenta
diferentes niveles de crecimiento en adenina e hipoxantina que P. chrysosporium.
Estudiando la expresion de estos genes en diferentes purinas se podra obtener informacion

interesante respecto al metabolismo de las purinas de estos hongos Basidiomycotas.
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Respecto a la expresion del gen puZ, en trabajos anteriores determinamos que ninguna
purina parece inducir el gen (alterna entre un estado reprimido y un estado desreprimido
en ausencia de fuente de nitrogeno) (Barraco-Vega, 2014). Utilizando los datos del RNA-
seq de P. atropurpurascens se identificaron transcriptos que podrian codificar proteinas
reguladoras del tipo de AreA y UaY (4. midulans, ver Introduccion general). Se
obtuvieron transcriptos que presentan similitud significativa con AreA (consenso 87% de
cobertura, 65,6 % de identidad promedio) a partir de los cuales se identifica el dominio
que se corresponde con la region esencial del dedo de zinc (83% de identidad respecto al
dominio de AreA). También se obtuvo un transcripto que presentan similitud significativa
con UaY (95,7% de identidad) y en el mismo se identifica el dominio cluster de zinc.
Dado que en cierta medida estos resultados no acompafian los resultados de expresion
pensamos que la induccion por purinas podria no haber sido detectada ya que el gen gpd
(gliceraldehido fosfato deshidrogenasa) que fue utilizado como referencia en los estudios
de expresion puede no ser constitutivo en P. atropurpurascens. En base a los datos del
transcriptoma se seleccionaron genes constitutivos candidatos para realizar la validacion
de genes de referencia (RT-qPCR) y con estos resultados podremos reevaluar la expresion
del gen puZ. Ademas, analizando el genoma (recientemente secuenciado por nuestro
grupo de trabajo) se podran indagar las secuencias promotoras del gen puZ e identificar
motivos WGATAR que podrian ser sitios de union de proteinas como AreA, y secuencias
con los repetidos CGG invertidos, directos o divergentes posibles blanco de accion de
proteinas de la familia de reguladores con cluster binuclear de zinc (Cecchetto et al.,
2012).

Por ultimo, con la informacion obtenida del analisis transcriptomico se determind que
P. atropurpurascens también tiene un transportador de purinas tipo NAT homologo a
PhU de P. chrysosporium (91% similitud y 77% identidad), el cual seria interesante de

analizar.
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4.5 Conclusiones

Se obtuvo la secuencia génica a partir de la cual se deduce que el transportador PuZ de
P. atropurpurascens tiene una secuencia aminoacidica de 575 residuos donde se
identifican los 35 residuos invariantes y los cuatro motivos conservados que caracterizan
la familia AzgA-like.

La proteina PuZ presenta alta similitud con PhZ y a nivel estructural las principales
diferencias se encontrarian en el dominio carboxilo terminal.

En el transcriptoma de P. atropurpurascens se identificaron transcriptos que podrian
codificar proteinas reguladoras del tipo de AreA y UaY y deferencias con
P. chrysosporium respecto a la via catabolica de las purinas que podrian explicar la

diferencia de crecimiento que ambos hongos tienen en adenina e hipoxantina.

Los resultados obtenidos en este capitulo con el transportador de purinas PuZ del
Basidiomycota P. atropurpurascens son un aporte al conocimiento de las proteinas de la

familia AzgA-like.
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El presente trabajo contribuye al conocimiento de los determinantes estructurales de la
funcion de proteinas fungicas transportadoras de purinas, especialmente de las proteinas
de la familia AzgA-like que son las menos estudiadas. Utilizar como modelo los
transportadores de Phanerochaete chrysosporium 'y Punctularia atropurpurascens
(grupo filogenético mas distante y hasta ahora inexplorado) también permitié avanzar en
el conocimiento del sistema de captacion de purinas de estos Basidiomycotas
degradadores de madera. Esto constituye un aporte hacia el entendimiento de los
mecanismos de respuesta a las limitaciones de nitrégeno en estos hongos de importancia
biotecnologica.

P. chrysosporium y P. atropurpurascens pueden utilizar purinas como fuente de
nitrogeno. En este trabajo determinamos que ambos tienen un transportador perteneciente
a la familia AzgA-like y otro perteneciente a la familia NAT. Haciendo énfasis en las
proteinas AzgA-like se analizo el transportador de P. atropurpurascens (PuZ) y se
determino que presenta alta similitud de secuencia con el de P. chrysosporium (PhZ).
Respecto a los transportadores de P. chrysosporium se determind que la estructura
tridimensional de ambos (PhZ tipo AzgA-like y PhU tipo NAT) consiste en 14 segmentos
transmembrana, tres hélices internas y un motivo B antiparalelo formado por hojas f
proximas al STM3 y STM10 que se agrupan espacialmente en dos dominios: uno mas
compacto que incluye los STM 1-4 y STM 8-11 (dominio ntcleo) y otro mas flexible que
incluye los STM 5-7 y STM12-14 (dominio entrada). Esta estructura es muy similar a la
que esta planteada para los homologos de A. nidulans AzgA y UapA si bien este trabajo
propone que las permeasas de P. chrysosporium tienen diferencias en los procesos de
transporte y reconocimiento de sustratos que las de 4. nidulans. Con el modelo de PhU
se analizaron ocho residuos que presentan diferencias con los residuos reportados como
criticos en UapA. Entre estos S421, 1422, V157 y T159 estan ubicados en el motivo 3
antiparalelo, los dos primeros formarian interacciones necesarias para el mantenimiento
de la arquitectura del sitio de union y el ultimo interaccionaria con el sustrato mediante
la formacion de enlaces de hidrogeno. Con respecto a los otros cuatro residuos analizados:
A120 (STM2), S458 (STM11-STM12), R486 (STM12) y P546 (STM14), éstos se
encuentran alejados del sitio de union al sustrato propuesto, y mediante el analisis de los
mutantes A120Q y P546G determinamos que A120 tiene un rol relacionado al
reconocimiento de sustratos y P546 es clave para el mantenimiento de la arquitectura del

transportador PhU.
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Respecto a la relacion estructura-funcion de PhZ, mediante docking molecular y analisis
mutacional se identificaron varios residuos criticos para la union y el transporte del
sustrato. Entre estos se propone que L124 (STM3), D337 (STMS), 1388 (STM10), E389
(STM10) y R442 (STM12) interaccionarian con el sustrato mediante la formacion de
enlaces de hidrégeno con el anillo pirimidinico e imidazol. Mediante la evidencia
experimental se demostré que Y54 (STMI1), A128 (STM3), Y129 (STM3) y Al48
(STM4) son importantes para el mantenimiento de la arquitectura de PhZ y que residuos
que no forman parte del sitio principal de union al sustrato son claves para la actividad de
transporte de PhZ. Sustituciones en V58 (STM1), S133 (STM3), T392 (STM10) y A418
(hélice interna entre STM11-STM12) provocan disminucion o aumento de la captacion
de hipoxantina sin modificar la afinidad de union por esta purina. Es importante destacar
que este es el primer trabajo que identifica residuos criticos para el transporte en el
STM12 y hélice interna entre STM11-STM12 en una proteina AzgA-like.

De acuerdo con la idea de que las proteinas AzgA-/ike forman un grupo funcional y
evolutivamente distinto al de los transportadores NAT, todos los residuos que mediante
el analisis mutacional fueron determinados como funcionalmente criticos para PhZ tienen
alto grado de conservacion en la familia AzgA-like, pero ninguno se conserva en la
familia NAT. Esto lleva a pensar que, aunque las proteinas AzgA-like y NAT parecen
compartir una ascendencia molecular comin, que se refleja en la similar topologia de su
estructura (general y local), también parecen haber divergido significativamente con
respecto a sus especificidades empleando diferentes residuos para unir y transportar sus

sustratos.
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6 Materiales y Métodos
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6.1 Cepas

Escherichia coli: genotipo TOP10 [F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15
AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL endAl nupG]

Phanerochaete chrysosporium: 1556, DZM

Punctularia atropurpurascens: H2126

Aspergillus nidulans (son todas veAl):

A excepcion de la cepa silvestre todas las cepas fueron construidas en (Barraco-Vega,

2014).
Wt: pabaAl
AZAC: AazgAAuapAMuapC: :pyrGA AnkuA::argB pabaAl riboB2 pyroA4 pyrG (argB?)

PhZ(wt): AazgA::phZ::gfp::riboB AuapAAuapC::pyrGA* AnkuA::argB pabaAl riboB2
pyroA4 (pyrG?) (argB?)

PhU(Wt): AazgA::phU::gfp::riboB AuapAAuapC::pyrG** AnkuA::argB pabaAl riboB2
pyroA4 (pyrG?) (argB?)

AzgA: azgA::gfp::riboB AuapAAuapC::pyrG*t AnkuA::argB pabaAl riboB2 pyroA4
(pyrG?) (argB?)

UapA: AazgA AuapA::uapA::pabaA AuapC::pyrG*f pabaAl riboB2

Descripcion de los genotipos

e pabaAl: mutacion en el gen pabad que codifica la sintasa del acido para-
aminobenzoico, genera auxotrofia por el mismo.

e pyroA4: mutacion del gen pyroA que codifica una enzima necesaria en la
biosintesis de piridoxina (vitamina B6), genera auxotrofia por la piridoxina.

e riboB2: mutacion en el gen riboB, que codifica una enzima necesaria en la
biosintesis de riboflavina (vitamina B2), genera auxotrofia por la riboflavina.

e pyrG89: mutacion en el gen pyrG, que codifica la orotidina 5'-fosfato carboxilasa,
genera auxotrofia por la uridina y el uracilo.
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6.2

argB2: mutacion en el gen argB que codifica la ornitina carbamil transferasa la
cual cataliza la conversion de ornitina en citrulina, un precursor de arginina,
genera auxotrofia por la arginina.

veA I: mutacion en el gen ved que codifica una proteina involucrada en el control
de la diferenciacion provocando una conidiacion mas profusa y por lo tanto una
mayor facilidad de réplicas.

AazgA: delecion en el gen azgA que codifica el transportador AzgA, genera
deficiencia en el crecimiento en hipoxantina como unica fuente de nitréogeno y
resistencia a la 8-azaguanina.

AuapA: delecion en el gen uapA que codifica el transportador UapA, genera
deficiencia en el crecimiento en acido urico y xantina como Unica fuente de
nitrégeno y resistencia al oxypurinol.

AuapC::pyrG** : gen uapC que codifica el transportador UapC interrumpido por
el gen pyrG de Aspergillus fumigatus.

AnkuA::argB : gen nkuA interrumpido por el gen argB. El gen nku codifica la
subunidad 1 de la helicasa II, implicada en procesos de recombinacion heterdloga,
la delecion de este gen reduce considerablemente la frecuencia de integracion de
las secuencias foraneas en otros lugares del genoma y por tanto favorece la
recombinacion homologa (Nayak et al., 2006).

AazgA::phU::gfp::riboB: es el gen phU que codifica el transportador PhU de
P. chrysosporium fusionado al gen gfp que codifica la proteina verde fluorescente
y al gen riboB, integrado en el sitio cromosomico de azgA.
AazgA::phZ::gfp::riboB: es el gen phZ que codifica el transportador PhZ de
P. chrysosporium fusionado al gen gfp que codifica la proteina verde fluorescente
y al gen riboB, integrado en el sitio cromosomico de azgA.

azgA::gfp.:riboB: gen azgA fusionado al gen gfp que codifica la proteina verde

fluorescente y al gen riboB.

Medios de cultivo

Para cultivos sélidos a los medios se les agrega 1.5 % de agar.

Esterilizacion por calor himedo: 15 minutos a 121°C.
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Esterilizacion por filtracion: filtro de 0,25 um.
6.2.1 Aspergillus nidulans

Los medios se preparan y se utilizan segtin lo recomendado en Pontecorvo et al., 1953.

Solucion de sales:

26 g de cloruro de potasio

26 g de sulfato de magnesio heptahidratado

76 g fosfato de potasio monobésico

50 ml de solucion de elementos traza

Se lleva a un litro con agua destilada. Se esteriliza mediante calor humedo y luego se le

agrega 2 ml de cloroformo como conservante. Se almacena a 4°C.

Solucion de elementos traza:

40 mg borato de sodio decahidratado

400 mg sulfato de cobre pentahidratado

800 mg fosfato férrico dihidratado

800 mg sulfato de manganeso dihidratado

800 mg molibdato de sodio dihidratado

8 g sulfato de zinc heptahidratado

Se lleva a un litro con agua destilada. Se esteriliza mediante calor himedo y se conserva

a4 °C.

Solucién de casaminoacidos:
150 g caseina hidrolizada
Se lleva a un litro con agua destilada. Se esteriliza mediante calor himedo y se conserva

a4°C.

Solucion de vitaminas:

50 mg de tiamina-HCl

10 mg de biotina

100 mg acido nicotinico

200 mg pantotenato de calcio

50 mg piridoxina-HCl
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100 mg riboflavina
500 mg acido p-aminobenzdico

Se lleva a un litro con agua destilada. Se esteriliza por filtracion y se conserva a 4 °C.

Medio minimo sin nitréogeno (MM):

20 ml de solucion de sales

10 g de glucosa

Se lleva a un litro con agua destilada, se ajusta el pH a 6.8 con NaOH vy se esteriliza
mediante calor himedo.

Observacion: debe complementarse con una fuente de nitrogeno y con los suplementos

nutricionales requeridos segun las auxotrofias de la cepa cultivada.

Medio minimo sin nitrogeno y sin fosfato (MM-P):

Igual que MM pero la solucion de sales y elementos traza se prepara sin fosfato.

Medio completo (MC):

20 ml de solucion de sales

10 ml de solucion de vitaminas

10 ml de solucion de casaminodcidos

10 g de glucosa (dextrosa)

2 g peptona

1 g de extracto de levadura

Se lleva a un litro con agua destilada, se ajusta el pH a 6.8 con NaOH y se esteriliza
mediante calor humedo (20 minutos a 121 °C).

Observacion: para cepas auxotrofas para arginina, o uracilo y uridina, es necesario

agregar estos suplementos al medio completo.

Medio para la regeneracion de protoplastos (isosmotico):

20 ml solucién de sales

10 g de glucosa

342.3 g de sacarosa

Se lleva a un litro con agua destilada, se ajusta el pH a 6.8 con NaOH vy se esteriliza
mediante calor humedo.
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Observacion: debe complementarse con una fuente de nitrogeno y con los suplementos

nutricionales requeridos segun las auxotrofias de la cepa cultivada.

Suplementos para A. nidulans:

Se esterilizan mediante calor himedo y se conservan a 4°C salvo que se especifique lo

contrario.

Fuente de nitrégeno:

Purinas y andlogos de purinas: se agregan directamente al medio antes de usar
(0.1 mg/ml).

Urea: 3.03 g en 100 ml de agua destilada. Se esteriliza mediante filtracion. Uso
1:100.

Tartrato de amonio: 92 gen 1 L de agua destilada. Uso 1:100.

Nitrato de sodio: 81 g en 100 ml de agua destilada Uso: 1:100.

Acido 6-hidroxinicotinico: 13.9 g en 100 ml de agua destilada alcalinizada .Uso:

1:100.

Suplementos auxotréficos

Ac. p-aminobenzoico: 20 mg en 100 ml de agua destilada. Uso 1:100.
Pantotenato de calcio: 20 mg en 100 ml de agua destilada. Uso 1:100.

Piridoxina HCI: 500 mg en 100 ml de agua destilada. Uso 1:100.

L-arginina: 526 mg en 10 ml de agua destilada. Uso 1:100.

Biotina: 10 mg en 100 ml de agua destilada. Uso 1:100.

Riboflavina: 25 mg en 100 ml de agua destilada. Se almacena en oscuridad. Uso

1:100. Se esteriliza por filtracion.

Analogos de purinas toxicos

Oxipurinol: 0.152g en 100 ml de agua destilada. Uso 1:100 Observacion: se utiliza
con nitrato como fuente de nitrogeno.
8- azaguanina: 1g en 100 ml de agua destilada alcalinizada con NaOH. Uso 1:100

Observacion: se utiliza con amonio como fuente de nitrogeno (0,8 mM).
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6.2.1.1 Phanerochaete chrysosporium y Punctularia atropurpurascens

Extracto de Malta:
20 g de extracto de malta en 1000 ml de agua destilada agua destilada. Se esteriliza

mediante calor humedo.

6.2.2 Escherichia coli

Medio Luria-Bertani (LB):

10 g bacto-triptona, 5 g de extracto de levadura, 10 g de NaCl. Se lleva a un litro con agua
destilada, se ajusta el pH a 7. Se esteriliza mediante calor himedo.

Ampicilina: 50 pg/ml (Stock = 100 mg/ml).

Para seleccion blanco-azul (por placa): 40 uL X-gal (2%) y 4 uL de IPTG (20%).

Medio Luria-Bertani (LB) para células competentes:

10 g de bacto-triptona, 5 g de extracto de levadura, 5 g de NaCl. Se lleva a 950 ml con
agua destilada, se ajusta el pH a 7 y se completa hasta 1 L con agua destilada. Se esteriliza

mediante calor himedo.

Medio SOB:
20 g de bacto- triptona, 5 g de extracto de levadura, 0.5 g de NaCl. Se lleva 950 ml con
agua destilada, se ajusta el pH a 7 y se completa hasta 1 L con agua destilada. Se esteriliza

mediante calor himedo.

Medio SOC:
A 10 ml de SOB esterilizado y enfriado a menos de 60°C se le agregan 50 puL de MgCl»
(2M) y 200 uL glucosa (1M).

6.3 Plasmidos
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Tabla 6-1:Plasmidos utilizados en esta tesis

Nombre Tamafio Descripcion Origen
(pb)

pGemT 3015 Vector T Promega

Easy

pMBO1 4800 pGemT::phUc (Barraco-Vega,
2014)

pMB02 4752 pGemT::phZc (Barraco-Vega,
2014)

pMBO03 5030 pGemT::azgA (Barraco-Vega,
2014)

pPuz 4792 pGemT::puZ::5'UTR azg4 Esta tesis

pS'azgA 3865 pGemT:: S'UTR azgA4 (Barraco-Vega,
2014)

p3'azgA 7826 pHL82:: 3'UTR azg4 (Barraco-Vega,
2014)

6.4 Primers

Tabla 6-2: Primers utilizados. La secuencia se representa de 5’ a 3’. Todos los primers fueron disefiados
en esta tesis y en (Barraco-Vega, 2014) a excepcion de los marcados con *: *1(Ibafiez, 2010), *2(Barraco
Vega, 2010) y *3 (Dourron, 2017). Todos los primers para mutagénesis fueron disefiados teniendo en
cuenta el uso de codones de A. nidulans (Iriarte et al., 2012), en su secuencia con letra mintiscula se indica
el cambio introducido. Todos fueron sintetizados por Macrogen Korea. Para ver ubicacion de primers en
secuencia phZ, phU 'y puZ dirigirse Figura 6-1 y Figura 4-4.

Nombre Secuencia Uso
PhZ-cF1 ATGCCTATCGCCCTCAC Gen phZ
PhZ-cR1 TCAGTCGTCCTTCTCGGTGAC

PhU-cF2 ATGTCTGACCACTCGATTGTGA Gen phU
PhU-cR2 TCAATCCCTGTCCTTCTCTTTC
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PIANSZF1 TGTAGACCATTCTGATTGATTGAA Fusion-PCR
ANS5ZR1/5AZR1 | GCTGTCTGTGAGGTCAAATAGG Fusion-PCR
P2ANSZF2 GTGAGTTTGCGCTAGCAATG Fusion-PCR
AN3ZF CCAACGTGACCGGTATAGTATAGA Fusion-PCR
P6AN3ZR1 TCCCGACCGTTCGTATAGAG Fusion-PCR
P3-phZ GTGAGGGCGATAGGCATGCTGTCTGTGAGGTCAAAT | Fusion-PCR
AGG phZ
P3-phU TCACAATCGAGTGGTCAGACATGCTGTCTGTGAGGT | Fusion-PCR
CAAATAGG phU
P5AN3ZR2 ATGGTTTGGCATTCTCTTGG Fusion-PCR
P4GFPphZ1 GGTCACCGAGAAGGACGACGGAGCTGGTGCAGGCG FZ;iOH_PCR
p
PAGFPphUI TGAGAAAGAGAAGGACAGGGATGGAGCTGGTGCAG | Fusion-PCR
GCG phU
GGTCATCCGGACAACATCATGGAGCTGGTGCAGGC | Fusion-PCR
P4-GFP-puZ G iz
Fusion-PCR
ANSZF13 CGTCTTTGCACCTCCTATTTG
puZ
ANS5Zseq-F1 ATGCGCCTCGATCGTTG Secuenciado
ANS5Zseq-F2 TGTGAGCTTCTGGAATGTCG transformantes
ANgfpseq-R1 ACCTTCACCCTCTCCACTGA A. nidulans con
Rib82seq-R2 CTGTTGCCAGGTGAGGGTAT cassette
Rib82seq-F3 CCATTTGCTCCAATGAACCT
ANactin_gF1 TCCCGCCTTCTACGTCTCTA acnA (4.
ANactin_qR1 TGGGTAACACCATCACCAGA nidulans) qPCR
PhZ-qF2 (*2) ATCCTCGACACGACTGGAAC phZ en qPCR
PhZ-qR2 (*2) GTTCTCAAAGTCGAGCGTCA
PhU-qF7 (*2) GCTGCATGTTCCTCATCCTC phU en qPCR
PhU-gR5 (*2) CCACCAAGGACGGGATTC
puZ-qF6 CTCGATTTCGAGAGGAGCAC clonado puZ
puZ-qF16 TGTGACGGCTTTCATCGAG
puZ-qR6 TCTCGATGAAAGCCGTCAC
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puZ-R11 CTGCCGGACCTCCTCAAC
puZ-R12 ATCGGCAAGTTGGCTAACAA
puZ-R16 GTGCTCCTCTCGAAATCGAG
puZ-R17 TCGCAATAGCCAGAGAGGTT clonado puZ
puZ-R18 CAGGAGCGACAATATGACGA
psZ-F1 GCCGGCGATAACGAAACT
puZdeg-F11 GCCGGCGATMACGAARYT
puZ-cF2 ATGCAGCCGGCGATAAC
psZ-F2 GTGGCCAGATCGTTCGTC
puZdeg-F17 GTGGCSAGATCSTTCGTB
puZc-R1 ATCGGCAAGTTGGCTAACAA
PuZ-cRc2 GCCCAAAAATTGTTCAATGATG
PuZseqR20 CTTCGTCGGTCGTTGGTT secuenciado
puZ

mphZ L124M _F1 | ATGGCGCCCGGAaTgGGGTTGAACGCATAC Mutacién PhZ
mphZ L124M R1 | TATGCGTTCAACCCcAITCCGGGCGCCATG L124M
mphZ TI131A F2 | AACGCATACTTCgCcTACTCGGTTGTTGGTTTCCAC | Mutacion PhZ
mphZ T131A R2 | TGGAAACCAACAACCGAGTAcGeGAAGTATGCGTTC |T131A
mphZ S133T F3 |GTTGAACGCATACTTCACATACaCtGTTGTTGGTTTCC | Mutacién PhZ

AC S133T
mphZ S133T R3 | GTGGAAACCAACAACaGtGTATGTGAAGTATGCGTTC

AAC
mphZ 1388V _F5 |TGTCACCGCGTTCgTCGAGTCCGCG Mutacién PhZ
mphZ 1388V _R5 | GGACTCGAcGAACGCGGTGACAGGG 1388V
mphZ A391G_F6 | GTTCATCGAGTCCGgtACCGGTATCTCCGAG Mutacién PhZ
mphZ A391G R6 | TCGGAGATACCGGTACCGGACTCGATGAACG A391G
mphZ T392A F7 | ATCGAGTCCGCGgCCGGTATCTCCG Mutacién PhZ
mphZ T392A R7 | GGAGATACCGGcCGCGGACTCGATG T392A
mphZ Y54G F1 |TGGGCCGCCATGGCGggCATCATCTCGGTG Mutacién PhZ
mphZ Y54G R1 | CACCGAGATGATGecCGCCATGGCGGCCCA Y54G
mphZ V58A F | CGTACATCATCTCGGeGAACGCCTCCATCATCTCG  |Mutacién PhZ
mphZ V58A R | CGAGATGATGGAGGCGTTCgCCGAGATGATGTACG | V58A

mphZ A128F F2

GGACTCGGGTTGAACttcTACTTCACATACTCGGTTGT
TGGT
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mphZ_A128F R2 | ACCAACAACCGAGTATGTGAAGTAGAAGTITCAACC |Mutacién PhZ
CGAGTCC A128F
mphZ_Y129D F3 | GACTCGGGTTGAACGCAgACTTCACATACTCGGTTG |Mutacion PhZ
mphZ_Y129D R3 | CAACCGAGTATGTGAAGTcTGCGTTCAACCCGAGTC |Y129D
mphZ_A148V_F | CATCACGTACCGCGAGGCICTCGCTGCGGTCTTCCTT | Mutacion PhZ
G A148V
mphZ A148V R | CAAGGAAGACCGCAGCGaGAGCCTCGCGGTACGTG
ATG
mphZ_A418V_F | CTTCATCAGCGTGTTCTTCGICCCGATCTTTGCGAGC | Mutacion PhZ
AT A418V
mphZ_A418V R | ATGCTCGCAAAGATCGGGaCGAAGAACACGCTGATG
AAG
mphZ_T429P F | CATCCCCTCCTGGGCTeCAGGCGGTGCCCTCG Mutacion PhZ
mphZ T429P R | CGAGGGCACCGCCTGgAGCCCAGGAGGGGATG T429P
A120Q F (*3) TCGATGCGGAGACGTCTcaGTATATGATCTCGGCCT |Mutaciéon PhU
A120Q R (*3) AGGCCGAGATCATATACtgAGACGTCTCCGCATCGA | A120Q
P546G _F (*3) GATTGTTCTTAGCACAggCTTTCTGGTCGCTG Mutacién PhU
P546G_R (*3) CAGCGACCAGAAAGecTGTGCTAAGAACAATC P546G
S458A_F(*3) CGTGCTTGGCAAGATCgCeGGTGTCTTCCTC Mutacién PhU
S458A R(*3) GAGGAAGACACCgGeGATCTTGCCAAGCACG S458

pCR21_ampF1(*2)

GAGCGGATAACAATTTCACACAGG

Verificacion de

pCR21 _ampR1(*2) | GATGTGCTGCAAGGCGATTAAG insertos en
pGemT Easy

pCR21 seqF1(*2) GGATAACAATTTCACACAGG Secuenciacion

pCR21 seqR1(*2) |GGCGATTAAGTTGGGTAAC de insertos en

pGemT Easy
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T AT T GAT GTO AR CCATCACACTCCRCT T GAGRAACACRACCACACCOATTCA
FEO—cR=
v I b v E A HH S PLEUEKTEZHETUDHRTD ™

Figura 6-1: Secuencia genes phZ'y phU. En las secuencias se marcan en negrita y subrayado la
ubicacion de los primers que se describen en Tabla 6-2. Por informacién de secuencia y primers puZ
dirigirse a Figura 4-4. En sombreado gris se marcan los residuos aminoacidicos que fueron
mutagenizados.
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6.5 Técnicas empleadas con A. nidulans

6.5.1 Analisis de crecimiento en placa

Las cepas a analizar se inoculan por picadura junto con cepas controles (silvestre,
parentales, etc) en una misma placa de medio completo o medio minimo (agregando una
fuente de nitrogeno y los suplementos que permitan el crecimiento de todas las cepas) y
se incuba a 37°C por 48 hs. Esta placa, denominada placa maestra, es la que se utiliza
para inocular mediante un replicador las placas de medio minimo (con diferentes fuentes
de nitrogeno y suplementos). Para sembrar las colonias de la placa maestra se debe tener
en cuenta el molde del replicador. Luego de la incubacion se realiza la lectura de los

fenotipos observando las caracteristicas de cada colonia.

6.5.2 Obtencion de cultivo monosporico (siembra por

suspension de esporas)

Se hace una suspension de esporas en 1 ml de Tween 80 (0,01%) con punta
(escarbadiente) a partir de un cultivo en medio s6lido. Se homogeniza por vortex durante
1-2 minutos y se hace recuento de esporas en camara de Neubauer. Se siembran dos
diluciones correspondientes a 1-10 esporas/100 ml. Se incuba 2 dias a 37°C. Se considera

aislada aquella placa que tenga una tnica colonia.
6.5.3 Cultivo en medio liquido

Se recolectan las conidias en Tween 80 (0,01%), y se inocula cada erlenmeyer con medio
minimo, fuente de nitrégeno y suplementos (segiin cepa). Se incuba con agitacion (100-

150 rpm) tiempo y temperatura necesarios segun la finalidad del cultivo
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6.5.4 Transformacion de A. nidulans

Produccion de protoplastos: Se sigui6 el protocolo descripto en (Tilburn et al., 1983) con

algunas modificaciones.

Se inoculan 400 ml de medio minimo y los suplementos correspondientes con una
suspension de conidias (generada a partir de 2 placas confluentes en 15 ml de Tween 80
(0,01%)). Se incuba a 28°C y 150 rpm durante 12 horas, se sigue el cultivo al microscopio
y se detiene cuando las esporas comienzan a germinar. El micelio se filtra a través de
blutex, se lava con agua estéril y se seca entre hojas de papel estériles. El micelio seco se
pesa por diferencia en un falcon estéril y se resuspende en soluciéon B (10 ml/g de
micelio), se homogeiniza por vortex y se transfiere a un matraz estéril agregando por cada
gramo de micelio 3-7 mg de albumina de suero bovino (BSA) y 300-400 mg Glucanex
(Novozyme). Se incuba durante 1-2 horas a 30°C y 100 rpm, siguiendo la formacion de
protoplastos al microscopio. La suspension de protoplastos se transfiere a tubos corex
estériles se homogeiniza por vortex suavemente y se le agrega lentamente por la pared
del tubo un volumen igual de solucion D. Los tubos deben mantenerse en hielo y se debe
observar la formacion de 2 capas. Se centrifuga 10 min. a 6000 rpm a 14°C. Los
protoplastos forman una capa blanca en la interfase que se transfiere con pipeta Pasteur a
otro tubo corex estéril, se lava agregando 5 ml de solucion E y se centrifuga 10 min. a
4000 rpm. Los protoplastos se resuspenden en 5 ml de solucion G para realizar el recuento
en camara de Neubauer. Se centrifugan 10 min. a 4000 rpm y se resuspende la cantidad

de solucion G necesaria para obtener una concentracion de 2-5 x 107 protoplastos/100 pL.

Transformacién: Se sigui6 el protocolo descripto en (Szewczyk et al., 2006).

A 100 pL se le agrega no menos de 250 ng de ADN (volumen menor a 15 pL). Se
homogeiniza por vortex 6-8 veces por 1 segundo a méaxima velocidad y se agrega 50 pL
de solucion de PEG (recién filtrada) se homogeiniza por vortex 3-4 veces por 1 segundo
a maxima velocidad y se deja en hielo durante 25 minutos. Luego se agrega 1 ml de
solucion PEG, se mezcla con micropipeta por lo menos 10 veces y se deja a temperatura

ambiente durante 25 minutos. El volumen total de transformacion se plaquea (150
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pL/placa) en medio minimo 1 M de sacarosa con los suplementos adecuados. Se incuba

a 37° hasta la visualizacion de colonias (3-5 dias).

Soluciones de transformacion:

B:1.2 M MgS04, 10 mM ortofosfato (se ajusta el pH a 5.8). Se esteriliza por filtracion.
D: 0.6 M sorbitol, 100 mM Tris Cl pH 7.5.

E: 1 M sorbitol, 10 mM Tris Cl pH 7.5.

G: 0.6 M KCl, 50 mM CaCl..

PEG: 0.6 M KCl, 50 mM CacCl,, 75 mM polietilenglicol (= 25% w/v). Se filtra antes de

usar. Las soluciones D, E, G y PEG se esterilizan por calor himedo.
6.5.5 Microscopia de fluorescencia

Las cepas a observar se crecen sobre la superficie de un cubreobjetos. Se utilizan
cubreobjetos de vidrio redondo de 14mm de diametro (esterilizados mediante flameado)
que son colocados en placas de 12 pocillos. A cada pocillo se le agrega 3 ml de medio
minimo sin fosfato (MM-P), con 25 mM NaH,PO4, los suplementos correspondientes y la
fuente de nitrogeno elegida. Cada pocillo se inoculd con 10 pL de una suspension en
Tween 80 (0,01%) de la cepa de interés de 10° esporas/ml y se incub6 a 28°C durante 14
horas. Para la observacion, el exceso de medio del cubreobjetos se escurre sobre una
servilleta y se dispone sobre un portaobjetos. Las muestras se observaron mediante un
microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse 80i, equipado con un filtro B-2E/C
(Nikon) para visualizar la fluorescencia emitida por GFP y un filtro B-2A para visualizar
la fluorescencia emitida por CMAC. Las imdgenes fueron obtenidas con una cédmara
digital DS-Fil (Nikon) y se utilizaron los programas de obtencién y tratamiento de

imagenes NIS- Elements F3.0 y Adobe Fireworks CS4.
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6.5.6 Ensayos de captacion de purinas radiomarcadas

(uptakes)

Los ensayos de captacion de [2,8-*H]-hipoxantina y [8-*H] xantina (19,5 Ci/mmol y 7 Ci/
mmol, respectivamente; Moravek Biochemicals.) se realizaron con esporas de las cepas
de A. midulans en germinacion siguiendo el protocolo recomendado en (Krypotou &
Diallinas, 2014). 25 mL de Medio Minimo con nitrato y los suplementos nutricionales
correspondientes se inocularon con 10 esporas y se incubaron durante 3 horas y media a
37 ° C, 140 rpm. Para la determinacion de este tiempo se evalud microscopicamente la
germinacion de las cepas PhZwt y PhUwt a los 120, 180, 195, 210 y 240 minutos. 210
minutos fue el tiempo justo antes de la aparicion del tubo germinal. Las conidias se
centrifugaron durante 5 minutos a 3000g y se resuspendieron en 3 mL de Medio Minimo.
75 pL de esta suspension de conidias se incub6 a 37° durante 5-10 minutos antes de
agregar el sustrato radioactivo. Luego del agregado de éste (0,7 uM) se cronometrd 1
minuto y se detuvo la reaccion agregando una concentracion en exceso (100 pL de
solucion 4 mM) del sustrato no marcado e incubando inmediatamente en hielo. Las
reacciones se llevaron a cabo a 37°C y cada condicion se ensayd por triplicado. Se
centrifugd a 11.000g durante 3 minutos a 4°C y se elimind el sobrenadante mediante
pipeta Pasteur con cuidado de no perder células. Se lavéd el pellet con 1 mL de medio
minimo y se enfrié en hielo. Se vortexeo y se centrifug6 a 11.000g durante 3 minutos a
4°C. Se elimino el sobrenadante igual que en caso anterior y se resuspendio en ImL de
liquido de centelleo Ultima Gold XR (Perkin Elmer). Se midi6 en contador de centelleo
Microbeta Trilux registrando el promedio de cuentas obtenidas en 1 minuto. A cada
medida se le resto el valor de fondo determinado en cada ensayo mediante el valor de
captacion determinado en una muestra con el radioactivo y en simultdneo un exceso de
sustrato no radioactivo. El valor de fondo ademas, fue validado mediante la determinacion
de la captacion obtenida con la cepa AZAC. Ambos enfoques condujeron al mismo nivel
de captacion de fondo el cual fue menor al 5% de los conteos totales obtenidos con las
que expresan la version silvestre del gen. La determinacion del tiempo de reaccion se
determind evaluando diferentes tiempos de reaccion (15 segundos, 30 segundos, 1
minuto, 2 minutos, 4 minutos, 8 minutos y 16 minutos). Se determind que al minuto de
reaccion la captacion era lineal. Los valores de K se obtuvieron mediante la realizacion
y el andlisis de captaciones utilizando una concentracion fija de hipoxantina marcada (0,2
uM) y varias concentraciones de hipoxantina no marcada (0,1 uM -1 mM) de sustratos
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no marcada. Los valores de K; se calcularon a partir del valor de IC50 (concentracion
necesaria para obtener un 50% de inhibicion) utilizando el Software GraphPad Prism a
partir de curvas de dosis-respuesta. En todos los casos el coeficiente de Hill fue cercano
a -1 (compatible con la presencia de un sitio de union). Se consider6é K; equivalente a
IC50. a partir de la ecuacion K = IC50 / 1 + [S] / Km, donde [S] es la concentracion fija
de sustrato radiomarcado utilizado (por lo menos 10 veces mas baja que el valor de Km).
Para la puesta a punto se determind el valor de K/ para AzgA obteniéndose un IC50 de
que coincide con el publicado (Cecchetto et al., 2004). Todos los ensayos de transporte
se llevaron a cabo en al menos dos experimentos independientes, con tres réplicas para
cada concentracion o condicion La desviacion estandar fue <20%. El valor de cuentas
obtenidos se convirtié en moles de sustrato/min/ 10® conidias, a partir de la concentracion

y actividad especifica del stock del sustrato radioactivo utilizado.

6.5.7 Técnicas empleadas con acidos nucleicos

Salvo en los casos donde se especifica lo contrario se utilizaron los procedimientos

estandares descriptos en Sambrook & Russell (2001) con algunas modificaciones.

6.5.8 Preparacion de las muestras para aislamiento de

acidos nucleicos.

Se tritura el micelio en mortero con N> liquido hasta obtener un polvo fino, se alicuota
(50-100 mg) en eppendorf de 2 mL y se guarda a -70°C o se continua con el protocolo de

extraccion.
6.5.9 Extraccion de ADN genomico de hongos

A cada eppendorf con micelio pulverizado se le agregan 900 uL de buffer de extraccion,
se homogeiniza por vortex y se incuba 5-10 minutos en hielo. Posteriormente se adiciona
1 volumen de fenol: cloroformo:isoamilico (25:24:1), se homogeiniza por vortex y se
centrifuga durante 5 minutos a 12000 rpm. Se recupera la fase acuosa y se agrega 1
volumen de cloroformo: isoamilico (24:1), se homogeiniza por vortex, se centrifuga
5 minutos a 12000 rpm y se recupera la fase acuosa. La precipitacion se realiza con 1/10

volumen de NaAc 3M pH 5.2 y 2 volumenes de EtOH 95% durante 20 minutos en hielo.
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Se centrifuga 15 minutos a 12000 rpm a 4°C, se lava el pellet con EtOH 70%, se
resuspende en 50-100 pl de TE-ARNasa y se incuba durante 30 minutos a 37°C.

Buffer de extraccion: 0.2 M Tris HC1 pH7.5, 1% de SDS y ImM de EDTA

TE-ARNasa: 1 mL de TE (10 mM Tris-HCI pH 7.6 y 1 mM de EDTA pH 8) y 10 uL
ARNasa (10 mg/mL).

6.5.10 Extraccion de ARN total

Se utilizé el kit RNeasy Plant mini kit (Qiagen) siguiendo las recomendaciones del

fabricante a partir de 50-100 mg de micelio pulverizado.
6.5.11 Extraccion de ADN plasmidico

Para realizar la extraccion de ADN plasmidico se realizan minipreparaciones partiendo
de un cultivo de cada colonia aislada en 3 mL de LB ampicilina incubado toda la noche
a 37°C y 200 rpm. Se centrifugan 1,5 mL a 12000 rpm durante 2 minutos y se agregan
200 pL de solucion I, 200 pL de solucion 11y 200 pL de solucion IIT dejandolo 15 minutos
en hielo. Se centrifuga durante 10 minutos a 12000 rpm y se recupera el sobrenadante. Se
realiza una extraccion con fenol: cloroformo: isoamilico (25:24:1) y se centrifuga durante
6 minutos a 9000 rpm. Posteriormente se agrega 1 volumen de cloroformo: isoamilico
(24:1) y se centrifuga durante 6 minutos a 9000 rpm. La precipitacion se realiza con 2
volumenes de EtOH 96% y 1/10 de volumen de NaAc 3M centrifugando durante 15
minutos a 12000 rpm a 4°C. El pellet obtenido se resuspende en 30 pul de agua mQ.

TE: 10 mM Tris-HCl pH7.6 y 1 mM de EDTA pHS. Se esteriliza mediante calor himedo
(15 minutos a 121°C).

Solucioén I: 100 pl de ARNasa (10 mg/mL) en 10 mL de TE.

Solucién II: 1% SDS y 0,2 M de NaOH. Se prepara en el momento antes de usar.

Soluciéon II: 60 mL de KAc 5M, 11,5 mL de HAc glacial y 28,5 mL de H20. Se

esteriliza mediante calor himedo (15 minutos a 121°C).
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6.5.12  Sintesis de ADNc

La sintesis de ADNc se realizo con algunas modificaciones del protocolo recomendado
por el fabricante de la ADNasa y la transcriptasa reversa (Invitrogen). La eliminacion del
ADN presente se realiza en un volumen de reaccion de 9,4 pL con 1 pL de buffer 10x,
0,4 uL de ADNasa (Invitrogen), 1 ug de ARN y agua DEPC. La enzima se deja actuar
durante 17 minutos hasta la preinactivacion con 1 pL de EDTA. Finalmente, la
inactivacion se realiza durante 10 minutos a 65°C. La reaccion de RT-PCR se realiz6 con
primers especificos segiin cada caso (Tabla 6-2). A los 10,4 uLL de la muestra tratada con
ADNasa se le agregé 1 pmol de cada primer especifico y 1 pL de dNTPs 10 mM c/u
(Promega), la mezcla se incubd por 5 minutos a 65°C y se enfrié rapidamente en hielo.
Luego se le adicionaron 4 pL buffer 5x, 2 uL dTT (0.1M) y 1 uL. de RNAsa OUT (40
U/uL, Invitrogen) y se incubd durante 2 minutos a 37°C, por ultimo se agregd 1 pL
MMLYV (200U, Invitrogen) se incub6 durante 50 minutos a 37 °C y luego 15 minutos a
70°C. Al ADNCc sintetizado se le agreg6 2 unidades de ARNasa H (Fermentas) y se incubd

durante 20 minutos a 37°C.

6.5.13 RACE (Rapid amplification of cDNA ends)

La técnica de RACE que se utiliz6 para la amplificacion del extremo 5 de puZ se sigud
segin el protocolo descripto por el fabricante del kit 5' RACE System for Rapid
Amplification of cDNA Ends, version 2.0 (Life Technologies). E1 ADNc se sintetiz6 con
un primer especifico (puZ-R6, puZ-R16). Al ADNc obtenido se le adicionan citosinas en
el extremo 5 mediante una una transferasa terminal de desoxinucledtidos. Posteriormente
se amplifica con un primer oligodG que hibrida (con cola adaptadora) y un primer reverso
especifico (puZ-qR17, puZ-R16). El producto obtenido se amplificé en una segunda
ronda con un primer que hibrida con la secuencia adaptadora y un primer reverso
especifico mas interno (puZ-qR18, puZ-qR17). Para ver detalles de los primers (Tabla
6-2.).

6.5.14 Amplificacion mediante PCR convencional

Las amplificaciones para verificacion de clones con inserto se realizaron con la enzima

Taq Pol (Invitrogen) en un volumen final de 25 puL con: 2,5 pL de buffer de Taq Pol, 1
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puL de MgClp, 2,5 uL de dNTPs (10 mM) (Promega), 1,5 pL de cada primer (10 pM),
0,25 uL de Taq Pol y 10-100 ng de ADN. Se utilizé un programa de: 5 minutos a 94°C,
30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 58°C y 2-5 minutos a 72°C, y por Gltimo

5 minutos a 72°C

Las amplificaciones de genes (completos), amplificaciones para Fusion-PCR vy
verificacion de cassette se realizaron con la enzima Phusion High-Fidelity (Thermo
Scientific 2U/ pL) en un volumen final de 50 puL con: 10 pL de buffer de enzima, 2 pL
de MgCly, 5 pL de dNTPs (10 mM) (Promega), 2,5 pL de cada primer (10 pM), 0,5 uLb
de enzima y 10-100 ng de ADN. Para las amplificaciones de phZ y puZ se agregd 5 pL
de DMSO (Sigma). El programa utilizado involucra una desnaturalizacion inicial de 30
segundos a 98°C, y 30 ciclos de: 10 segundos a 98°C, 30 segundos a 50-62°C (segln el
caso) y 2-3 minutos a 72°C (segun el caso), por Gltimo 3 minutos a 72°C. La temperatura
de hibridacion utilizada fue: 52°C (phZ), 50°C (phU), 62°C (puZ), 57°C (5'UTR de azgA)
y 58°C (3'UTR de azgAd). El tiempo de extension fue: 45 segundos (5° UTR azgA), 2
minutos (3" UTR azgA4), 1 minuto (phZ, phU'y puZ). Todas las amplificaciones se llevaron
a cabo en termociclador Corbett (CG1-96). Para verificacion de la integracion del cassette
en las cepas se utilizé el programa pero con 4 minutos de extension y 59°C de hibridacion

para el cassette de phZ'y phU'y 62°C para puZ.

6.5.15 Fusion-PCR

Los cassettes 5 'UTR azgA-transportador-gfp-ribo-3'UTR azgA se construyeron

mediante el protocolo descripto por Szewczyk et al., 2007 con algunas modificaciones.

Tanto para amplificar los componentes del cassette como para fusionarlos se utilizo la
enzima Phusion High-Fidelity (Thermo Scientific 2U/ pL) en un volumen final de 50 pL,
con los mismos componentes de reaccion que los descriptos para PCR convencional con

esta enzima.

Para amplificar los componentes se utilizo el programa descripto en PCR convencional a
excepcion de la amplificacion de gfp-ribo-3" de azgA para lo cual se utilizé un programa
con una desnaturalizacion inicial de 30 segundos a 98°C, luego 10 ciclos de 10 segundos
a 98°C, 30 segundos a 58°C y 2 minutos y medio a 72°C, seguidos de 15 ciclos de 10

segundos a 98°C, 30 segundos a 58°C y 2 minutos y medio mas 10 segundos en cada
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ciclo a 72°C, por ultimo una extension final de 2 minutos y medio a 72°C. Para fusionar
los componentes del cassette se utilizo el mismo programa pero con 4 minutos de
extension y 59°C de hibridacion para el cassette de phZ y phU 'y 62°C para puZ. Todas
las amplificaciones se llevaron a cabo en termociclador Corbett (CG1-96) y fueron

purificadas (ver Seccion 6.5.19).

Para ver detalles de la estrategia de construccion de cassettes dirigirse a la seccion 6.5.18.
6.5.16 Amplificacion mediante PCR en tiempo real

Los ensayos de qPCR para determinacion del nimero de copias se realizaron utilizando
QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix (2x) (Qiagen) en un volumen final de reaccion
de 10 pL conteniendo 0,5 pL de cada primer (6 uM) y 2 uL. de ADNg (5 ng/pL). Las
amplificaciones se llevaron a cabo (termociclador Corbett Rotor Gene™ 6000) utilizando
un programa con una desnaturalizacion inicial a 95°C durante 15 minutos y luego 30
ciclos de 15 segundos a 94°C (desnaturalizacién) y un minuto a 59°C (hibridacion-
extension). Las reacciones se realizaron por duplicado. Como gen de referencia se utilizo
el gen de la gamma actina de 4. nidulans (actA), como calibrador se utilizo el ADN
genomico de las cepas de A. nidulans PhZ::wt y PhU::wt (seccion 6.1) con una Unica
copia del gen phZ y phU respectivamente (Barraco-Vega et al., 2017; Solomon et al.,
2008). Para determinar el nimero de copias se utilizé el método delta-delta Ct (Rao et al.,
2013).

6.5.17 Mutagénesis sitio dirigida

Las mutaciones en el gen phZ se introdujeron en el plasmido pMBO02 (Tabla 6-1) mediante
el método descripto en (Ishii etal., 1998; Munteanu etal., 2012) con algunas
modificaciones del protocolo. Los primers se disefiaron de forma tal de que el Forward
y el Reverse tuvieran un solapamiento total o casi total, que el cambio a introducir quedara
situado en la parte central de los primers y que la longitud fuera de 25-45pb (Ver Tabla
6-2). Las amplificaciones se realizaron con Phusion High-Fidelity (Thermo Scientific
2U/uL) en un volumen final de 50 uLL con: 10 pL de buffer de enzima, 5 ul. de MgCl», 5
uL de dNTPs (10 mM) (Promega), 5 uL. de DMSO (Sigma), 2,5 uL de cada primer (10
uM), 0,5 pL de enzima y 200 ng de vector. Se utilizé un programa de 30 segundos a 94°C

y 20 ciclos de 30 segundos a 94°C, 1 minuto a 65°C y 6 minutos a 72°C. Para eliminar la
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hebra parental del plasmido el producto obtenido se tratd6 con Dpnl (Fermentas) en un
volumen de reaccion de 20 pL se agregaron: 2 pL de buffer Tango (10x), 10 pL del
producto amplificado y 2 uLL de enzima (20 unidades) se incub6 a 37°C durante 2 horas.
El volumen total de digestion se dializo para eliminar sales y se transformaron células
TOP10 de E.coli segin el protocolo descripto en la Seccion 6.5.4 Mediante
secuenciacion se verificO que los vectores seleccionados hubieran incorporado la
mutacion. Estos plasmidos se utilizaron como molde para la construccion del cassette de

transformacion.

6.5.18 Cassette de transformacion

En esta seccion se describe la estrategia utilizada para la construccion de los cassettes de
transformacion, para ver detalles de las PCRs dirigirse a la seccion 6.5.15. Los plasmidos
resultantes de la seccion 6.5.17 se utilizaron como molde para amplificar con los primers
PhZc-F1y PhZc-R1 (Aii en Figura 6-2). El producto obtenido fue purificado y fusionado
al extremo 5’UTR del gen azgA y gfp -riboB- 3’UTR de azgA4. Laregion 5 UTR’ del gen
azgA (850 pb hasta el codon de iniciacion) se amplificod a partir del plasmido p5'azgA
desarrollado en (Barraco-Vega, 2014) usando el primer reverso P3-phZ que ademas de
20 nucleotidos especificos de la secuencia contiene los primeros 20 nucledtidos de phZ ,
junto al primer forward PIANS5ZF1 (Ai en Figura 6-2). La secuencia gfp-riboB-3 azgA
se amplifico a partir del plasmido p3'azgA desarrollado en (Barraco-Vega, 2014) usando
el primer forward PAGFPphZ1 que incluye 20 nucledtidos adicionales que complementan
con el final de phZ sin incluir el codéon de terminacion, junto al primer reverse
P6AN3ZR1 (A iii en Figura 6-2). De esta forma se generaron amplicones 5’ y 3’ que
solapan en 20 nucledtidos con el gen phZ mutado y por tanto los tres fragmentos actuan
tanto de ADN molde como de primers en la PCR final con los primers P2ANSZF1 y
P5AN3ZR1 (Figura 6-2 B). El producto obtenido consiste en tnica molécula integrada:
5 azgA-phZ mutado-gfp-riboB-3’azgA (Figura 6-2). Este procedimiento se realizo para
las 13 mutaciones y con cada uno se transformo la cepa de A. nidulans AZAC segin el

protocolo descripto en 6.5.4.
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Figura 6-2: Esquema de la construccién del cassette 5'UTR_azgA-phZ_mutado-gfp-riboB-
3’UTR _azgA. A) Se realizan tres PCR individuales: i) se amplificé p3'azgA con P1ANSZF1 (P1) y P3-
phZ (P3-phZ), ii) los plasmidos con cada mutacion se amplificaron con PhZc-F1 y PhZc-R1, iii) p3'azgA
se amplificé con P4AGFPphZ y P6AN3ZR1. B) Unién de los fragmentos obtenidos mediante Fusion-PCR
con los primers P2ZANSZF2 y PSAN3ZR2 C) El producto esperado (6487pb) tras la fusion tiene la mutacion
introducida. Para las secuencias de los primers ver Tabla 6-2.

Para generar las variantes de PhU con los cambios A120Q, S458A y P546G se realiz6
una mutagénesis sitio dirigida durante la construccion del cassette. Los cassettes también
se construyeron mediante Fusion-PCR, pero en este caso la mutacion se introduce al unir
los dos fragmentos que se solapan en la region de la mutacion (Figura 6-2). Uno de los
fragmentos (denominado Bi en Figura 6-3) comprende el 5’UTR del gen azg4 de 4.
nidulans seguido de parte del gen phU de P. chrysosporium hasta la mutacion que se
quiere insertar. El segundo fragmento (denominado Bii en Figura 6-3) comienza con la
otra parte del gen phU (mutado) unido al gen gfp, lo sigue el marcador de seleccion riboB
y el 3’UTR de azgA.

Ambos fragmentos se obtuvieron a partir del ADN gendémico de la cepa PhU(wt). Esta
cepa contiene en el locus del gen azgA el cassette que se quiere introducir, pero con el
gen phU silvestre. Asi el fragmento 5° se obtuvo utilizando un primer forward
(P1ANSZF1) que hibrida con el extremo 5’ del cassette y un primer reverse que es
complementario a la region de phU que se quiere mutar y contiene el cambio a introducir.
El fragmento 3’ se obtuvo utilizando un primer forward que contiene la mutacion y un
reverse (P6AN3ZR1) que hibrida con el extremo 3’ del cassette. Los primers (31-36 pb)
que contienen las mutaciones fueron disefiados complementarios a la region a

mutagenizar, quedando la mutacion centrada y siendo totalmente solapantes entre ellos
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(Tabla 6-2). Los fragmentos obtenidos mediante estas PCRs (portadores de la mutacion
en cuestion) fueron purificados y fusionados mediante PCR utilizando los primers
P2ANSZF2 y PSANS5SZR2 que se ubican en los extremos 5°Z y 3’Z del cassette pero son
mas internos que los de la primera amplificacion. El producto obtenido de 6537 pb se
purificé mediante kit Qiagen. Con cada uno de los productos transformo la cepa de A.
nidulans AZAC segun el protocolo descripto en 6.5.4. Las mutaciones de phU fueron
realizadas en el marco de la tesina para la obtencion del titulo de Licenciada en
Bioquimica de Juliette Dourron bajo la tutoria de Gianna Cecchetto y Mariana Barraco

(Dourron, 2017).

P1 mut F
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C P5
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Figura 6-3: Esquema de la construccion del cassette 5'UTR azgA-phU mutado-gfp-riboB-
3’UTR_azgA. A) Se realizan dos PCR individuales usando como molde ADN genémico de la cepa PhU:wt
una con el primer PIANSZF1 (P1) y el primer reverso que contiene la mutacion y otra con el primer forward
que contiene la mutacion y el primer POAN3ZF6 . Los primers que contienen la mutacion a introducir se
nombran mut_F y mut R a modo ilustrativo (ver Tabla 6-2). B) Union de los fragmentos obtenidos
mediante PCR de fusion con los primers P2ZAN5SZF2 y PSAN3ZR2 y ademas las regiones con la mutacion
(*) se solapan y también actian como “primers”. C) El producto esperado (6537 pb) tras la Fusion-PCR
tiene la mutacion introducida.

6.5.19 Purificacion de productos de PCR

Los productos de amplificacion utilizados como componentes a fusionar para la
construccion del cassette se purificaron mediante QIlAquick PCR Purification Kit
(Qiagen) segun el protocolo recomendado por el fabricante. Los productos se eluyeron en

30 uL de buffer TE (1X).

6.5.20 Electroforesis de ADN

Para visualizar ADN genomico, plasmidico y productos de amplificacion se realiz6 una

electroforesis en gel de agarosa 1 % en buffer TBE 0,5x con 0,2 pL/mL_de Goodview ™.
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Las muestras se sembraron con ayuda del buffer de carga 5x. La corrida se realizé a 100-
150 V durante 30-60 minutos. Como marcador de peso molecular se utilizo 1 kb DNA

Ladder Thermo Scientific

Buffer Tris Borato (TBE) (10X): 108 g de Tris base, 55 g de acido boérico y 40 mL de
EDTA 0.5 M (pH 8) en 1 L de agua destilada.

Buffer de carga (5x): 0,25% de azul de bromofenol y 30% de glicerol en agua.

6.5.21 Clonado en vector T

Los productos de PCR se corren en un gel de agarosa para escindir las bandas y
purificarlas. Para llevar a cabo la purificacion mediante minicolumnas Wizard (Promega),
las bandas se cortan en trozos y se introducen en las columnas y se centrifuga a 13000
rpm durante 10 minutos a 4°C. Posteriormente se realiza la precipitacion con 1/10 de
volumen de NaAc y 2 volumenes de EtOH absoluto durante toda la noche a —20°C. Luego
se centrifuga durante 15 minutos a 4°C a 13000 rpm, se lava con 1 mL EtOH 70% y se
centrifuga 15 minutos a 4°C a 13000 rpm. El pellet se seca y se resuspende en 10-20 pL
de agua mQ. El clonado en los vector pCR 2.1 (Invitrogen) y pGemT Easy (Promega) se
llevaron a cabo segln las recomendaciones de los fabricantes Los productos de ligacion
se precipitaron con ARN-t y se transformaron células TOP10 de E .coli. mediante
electroporacion. Las PCR para clonado en vector T se realizaron con enzima Kapa 2G

segun indicaciones del fabricante.

6.5.22  Precipitacion de los productos de ligacion con
ARN-t

La mezcla de precipitacion se realiza con 5 uL. del producto de ligacion, 5 ul. de ARN-t

(0,2 pg/uL) (Invitrogen), 10 uLde H2O mQ y 50 pL de EtOH absoluto. Se centrifuga a

14000 g durante 20 minutos a 4°C. El pellet se lava con 100 ul de EtOH 70% y se

centrifuga a 14000 g durante 20 minutos a 4°C, se deja secar y se resuspende en 2 pL de

H>0 mQ (Zhu & Dean, 1999).
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6.5.23 Transformacion de células de E. coli mediante

electroporacion

Para llevar a cabo un proceso de transformacion mediante electroporacion en primer lugar
se descongelan las células en hielo y se agregan a la ligacion precipitada con ARN-t. Se
transfiere la mezcla a la celda (0,2 cm), se electropora (modo Ec2, equipo MicroPulser™
BIO-RAD) y se agrega 1 mL SOC. Los parametros de pulso deben ser de
aproximadamente 5 milisegundos y entre 2,5 y 3 Kv. La mezcla de transformacion se
incuba con agitacion durante 1 hora a 37°C. Se plaquea 1/10 del producto de

transformacion en placas de LB ampicilina con X-gal e IPTG y se incuba a 37°C no mas

de 20 horas.
6.5.24  Preparacion de células electrocompetentes

Para la preparacion de las células electrocompetentes de E. coli Top 10 se realiza un
precultivo en 3 mL de LB que se incuba toda la noche a 37°C. Con 1 mL de precultivo se
inoculan 250 mL de LB y se incuban a 37°C a 300 rpm donde se dejan crecer las células
hasta obtener una DOgoo entre 0,5 y 0,7. Posteriormente se transfiere el cultivo a tubos de
centrifuga y se deja en hielo durante 20 minutos. Se centrifuga durante 15 minutos a 4°C
a 4000 g, se elimina todo el sobrenadante, se resuspende en 1 volumen de glicerol 10% y
se centrifuga en las mismas condiciones. Se resuspende en ¥ volumen de glicerol 10% y
se vuelve a centrifugar. Posteriormente se resuspende en 1/25 volumen de glicerol 10%
y se vuelve a centrifugar en las mismas condiciones. Por ltimo se resuspenden en 1 mL
de glicerol 10%. Se alicuotan 50 pL de las células en eppendorf, se congelan en N2 liquido
y se guardan a —70°C. La evaluacion de las células competentes se realiza mediante
electroporacion con 10 pg del plasmido pUC19. Se debe obtener una eficiencia de

transformacion igual o mayor de 10® tansformantes por pg de vector electroporado.

6.5.25  Sintesis génica

Los 1725 pb de secuencia codificante de puZ se sintetizaron en la empresa Macrogen
(Corea del Sur) junto a 36 pb que se corresponden con los ultimos nucledtidos del 5S’UTR

de azgA. Con el plasmido recibido se transformaron células TOP10 de E. coli mediante
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electroporacion. Los plasmidos resultantes fueron purificados y utilizados como molde

para la amplificacion con 5ZF13 y puZ-cR1 (Tabla 6-2).
6.5.26  Secuenciacion de ADN

El secuenciado fue realizado por la empresa Macrogen (Corea del Sur) con los primers

descriptos para ese uso en Tabla 6-2.

Secuenciacion de ARN (RNA-seq).

Se utilizd6 ARN extraido de un cultivo de P. atropurpurascens de 3 dias en 1,25% de
Extracto de Malta y 1,5% de peptona. La calidad del ARN total se comprobd con un
bioanalizador Bioanalyzer RNA 6000 Nano (Plataforma de secuenciacion Masiva
IIBCE). El niimero de integridad del ARN (RIN) fue de 7,7. Tanto la preparacion de la
biblioteca como la secuenciacion fue realizada por la empresa Macrogen (Corea del Sur).
Se utilizaron 10 pg de ARN total para la construccion de la biblioteca de ADNc. Se uso
el kit TruSeq stranded mRNA LT Sample Prep de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. La biblioteca se secuenci6 utilizando el secuenciador Illumina HiSeq 2000 en

una ejecucion de 100 pb de extremos emparejados.

6.6 Técnicas de estudio de proteinas

6.6.1 Extraccion de proteinas totales

Se inocularon 200 mL de MM liquido (con nitrato como fuente de nitrégeno y los
suplementos nutricionales necesarios) con una suspension de esporas de una placa de
conidias de la cepa en cuestion en 7.5 mL de 0.01% Tween 80. Se incubd 14 horas a 32°C
140 r.p.m. Se filtro el cultivo y se moli6 el micelio en presencia de nitrégeno liquido. Se
tomaron 200 mg del micelio molido y se resuspendieron en 1 mL Buffer de Precipitacion.
Se vortexeod por 10-20 segundos y luego se incub6 10 minutos en hielo. Se centrifugd por
10 minutos a 4 °C (maxima velocidad, 15800g). Se removidé el sobrenadante y se
resuspendio en 1 mL EtOH 100% helado. Se centrifugd por 5 minutos a 4 °C (maxima
velocidad, 15800g) y se removi6 el sobrenadante. Se lavo el pellet 2 veces con 1 mL de

acetona helada. Luego de lavado se dejo secar el pellet a 60 °C por 30 minutos para luego
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resuspenderlo en 400 pL de Buffer de Extraccion. Se centrifugd 15 minutos a 4 °C
(méxima velocidad, 15800g) y se tom¢ el sobrenadante. El extracto proteico obtenido fue
cuantificado por el método de BCA con el kit Pierce BCA Protein Assay kit (Thermo

Fisher) siguiendo las recomendaciones realizadas por el fabricante.
Soluciones:

Buffer de Precipitacion: 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 50 mM NaCl, 12.5 % TCA.
Buffer de Extraccion: 100 mM Tris-HCI pH 8.0, 50 mM NaCl, 1% SDS, 1 mM EDTA,
Inhibidores de proteasas SIGMA para hongos (1:500).

6.6.2 Analisis de la calidad de los extractos proteicos por
SDS-PAGE

Para el andlisis de proteinas en condiciones desnaturalizantes se realizd6 un gel
concentrador al 6% de poliacrilamida y un gel separador de poliacrilamida al 12%. Previo
al cargado de las muestras se agregd a las mismas buffer de carga a concentracion final
1Xy se las hirvié durante 5 minutos, enfriandolas en hielo. Se cargaron 4 uL. del marcador
de peso molecular AccuRuler RGB Prestained Protein Ladder (Maestrogen). Se realizd
la electroforesis en buffer de corrida 1X a 15 mA por gel durante la corrida en el gel
concentrador y a 30 mA por gel durante la corrida en el separador.

Se realiz6 la visualizacion de proteinas mediante tincion con Coomassie Blue R-250
(Sigma-Aldrich) incubando el gel en la solucién de tincion de un dia para el otro. Luego

se decolor6 con solucion decolorante hasta la visualizacion de las bandas.

Soluciones y reactivos

Buffer de carga 4X: Tris-HCI 0,25 M pH 6,8; Glicerol 40%; SDS 4%; 2-Mercaptoetanol
4%:; Azul de bromofenol 0,02%

Buffer de corrida 1X: Tris 25 mM; Glicina 192 mM; SDS 0,1% pH 8,3

Solucién de Coomassie Blue: Coomassie Blue R-250 0,2%; Etanol 30%; Acido acético
7%

Solucién decolorante: Etanol 30%; Acido acético 7%
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6.6.3 Western blot

50 pg de proteinas totales fueron separadas por SDS-PAGE (10%). Previo al cargado de
las muestras se agregd a las mismas buffer de carga a concentracion final 1X y se las
incub6 a 37 °C durante 15 minutos. Una vez finalizada la electroforesis se transfirieron
las proteinas por 1 hora a 120 V (Mini Trans-Blot®Electrophoretic Transfer Cell BioRad)
a una membrana de nitrocelulosa (0.45 Micron, Thermo Scientific). La membrana fue
luego incubada en Stripping Buffer (10 mM Tris-HC1 pH 6.8, 2% SDS y 100 mM-
mercaptoetanol) por 30 minutos a 55-60 °C (Kaur & Bachhawat, 2009). Luego de realizar
3 lavados de 10 minutos en TBST, se incub6 la membrana O.N en Soluciéon de Bloqueo
y se procedid a la inmunodetection de las proteinas
de interés. Para la inmunodeteccion de PhZ-GFP y GFP libre se utilizé un anticuerpo
primario monoclonal anti-GFP de raton (clones 7.1 y 13.1, Roche Applied Science), y
para la deteccion de la a-actina un anticuerpo primario anti-actina de raton (clon C4, MP
Biomedicals). En ambos casos se utilizo un anticuerpo secundario anti-IgG_raton de
oveja conjugado a la peroxidasa de rabano (GE-Healthcare). La membrana fue revelada
con un reactivo quimioluminiscente (Novex ® ECL HRP, Invitrogen ) y las imagenes
fueron tomadas utilizando el software Genesys del sistema GBox (Syngene) registrandose

la sefial luego de seis exposiciones de 10 segundos cada una.
Soluciones:

Buffer de Transferencia: 48 mM Tris Base, 39 mM Glicina, 20% Etanol, 0.037% SDS,
H>0 mRo c.s.p. 1000 mL
TBST: 20 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NacCl, 0.1% Tween 20.

Solucion de bloqueo: 5% leche descremada en polvo disuelta en TBST

6.7 Analisis Bioinformaticos

6.7.1 Ensamblaje del transcriptoma

Los alineamientos se analizaron usando como referencia el genoma de P. strigosozonata.
Las lecturas sin procesar se filtraron con Trimmomatic (Bolger et al., 2014) y las lecturas

de buena calidad resultantes se ensamblaron utilizando Trinity (Grabherr et al., 2011). La
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calidad del transcriptoma ensamblado se verifico con Transrate (Smith-Unna et al., 2016).
Para cada transcripto, se obtuvieron todos los marcos de lectura abiertos de mas de 90
nucleotidos usando getorf (Rice et al., 2000). El analisis de RNA-seq fue realizado por el
Lic. Andrés Milano y el Dr. Pablo Smircich (Departamento de Genomica del Instituto de
investigaciones Clemente Estable) en marco del proyecto CSIC “Dilucidando el sistema
ligninolitico: del transcriptoma a la actividad enzimatica” (Responsable: Dra. Gianna

Cecchetto).

6.7.2 Analisis de secuencias in silico

Bases de datos utilizadas: “Aspergillus Comparative Database” (Broad Institute,
http://www.broad.mit.edu/annotation/fungi/aspergillus), Joint Genome Institute
(http://genome.jgi-psf.org/), “National Center for Biotechnology Information”
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y “Transporter Classification Database”

(http://www.tcdb.org/).
Programas utilizados:

Alineamiento de secuencias:

e (ClustalW:

http://npsa-pbil.ibep.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_clustalw.html
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/

e Blast: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Predictor de estructura secundaria de proteinas:

e MemBrain: Transmembrane protein structure prediction:

http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/MemBrain/ (Yin et al., 2018).
e Sosui: http://harrier.nagahama-i-bio.ac.jp/sosui/sosui_submit.html

Secuencias analizadas:
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Proteinas NAT: UapA y UapC de A. nidulans (GI: 88984992, 790973); Lpel de Zea mays
(GI: 162462794); SNBT1 de Rattus norvegicus (GI: 284010030); SVCT1 y SVCT2 de
Homo sapiens (GI: 6652824, 6048257); XanQ, XanP, YgfU, UraA y RutG de E. coli (GI:
161784262, 84028014, 85675700, 187775829 y 89107857, respectivamente); Puc] de
Bacillus subtilis (GI: 16080296) y PyrP de Lactococcus lactis (Gl: 15673585).

Proteinas AzgA-like: AzgA de A. nidulans (GI: 67903094); AfAzgA de A. fumigatus (GI:
70997864); Atzgl y Atzg2 de A. thaliana (GI: 9759032, 9759032); PurP, YicO, YjcD y
YgfQ de E. coli (GI: 16131582, 161784317, 84028043, 55977858); BBB22 y BBB23 de
B. burgdorferi (GI: 11497023, 364556795).

Hipotéticas: GI: 358370293 (A.kawachii), GI: 189191058 (P.tritici), GI: 169622172
(P.nodorum), GI: 396492637 (L. maculans), GI: 116193889, GI: 367034109
(M.thermoph), GI: 596709773 (C.gloespor), GI: 453080163 (S.musiva), GI: 590012949
(C.coronata), Gl: 358393328 (T. atrovir), GI: 119479369 (N.fischeri), GI: 512189572
(O. piceae), GI: 494830282 (C.apollin), GI: 398388717 (Z. tritici), GI: 451854940 (B.
sorok), GI: 576917527 (B. zeicola), Gl. 578485511 (B. victoriae), GI. 452001101 (B.
maydis9, Gl: 573991943 (C. militaris), Gl: 443411638 (A. versicolor), GI: 589991804
(C. psammophila), GI: 350639049 (4. niger), GI: 576930940 (B. oryzae), G1: 576035558
(C. thermophil), Gl: 615469318 (C. fioriniae), Gl: 402077590 (G. graminis), GI:
599156565 (A. ruber), GI: 315055049 (4. gypseum), GI: 213408273 (S. japonicus), GI:
400596682 (B. bassiana), Gl: 472239713 (B. fuckeliana), GI: 310793980
(C.graminicola), Gl: 584145752 (F. verticillioides), Gl: 401882702 (T.asahii), GIL:
156048879 (S. sclerotiorum), G1: 517318811 (F. fujikuroi), GI: 565936782 (C. carrionii),
GI: 471559286 (E. utyplata), GI: 320589670 (G. clavigera), GI: 500251892 (T. minima),
GI: 58997366 (C. yegresii), GI: 302884187 (N. haematococca), GI: 528062016 (S.
octosporus), Gl: 225556475 (A. jellcapsulatus), Gl: 407920054 (M. phaseolina), Gl:
501307230 (P. hubeiensis), GI: 521584086 (P.flocculosa), G1: 573065280 (P. fici), GI:
557998249 (P. brasiliensis), GI: 440468906 (M. oryzae), Gl: 343428447 (S. reilianum),
GIL: 573029754 (P. aphidis), GIL: 443899388 (P. antarctica), GIl: 521722925
(Gloeophyllum trabeum), Gl: 595781246 (Fomitiporia mediterranea), Gl: 597992433
(Dichomitus squalens), GI336369088 (Serpula lacrymans), GI: 599122090 (Punctularia
strigosozonata), Gl: 618806649 (Stereum hirsutum), Gl: 392588600 (Coniophora
puteana), Gl: 554914259 (Moniliophthora roreri), Gl: 353235156 (Piriformospora
indica), GI: 590011739 (Capronia epimyces) GI: 330906269 (Pyrenophora teres), GI:
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(Setosphaeria turcica), Gl: 477525551 (Colletotrichum orbiculare), GI: 599397707
(Phanerochaete carnosa), Gl: 575060964 (Heterobasidion irregulare),Gl: 597992433
(Dichomitus  squalens), GIl: 302683160  (Schizophyllum  commune),  GI:
449544940(Ceriporiopsis subvermispora), Gl: 636625831 (Trametes versicolor), GI:
170109364 (Laccaria bicolor), GI: 299738341 (Coprinopsis cinerea okayama), GI:
597994313 (Agaricus bisporus), Gl: 598048335 (Auricularia delicata), Gl: 326499876
(Hordeum vulgare),Gl: 125551859 (Oryza sativa), Gl: 502136834 (Cicerarietinum), GI:
302796270 (Selaginella moellendorffii), Gl: 147819656 (Vitis vinifera), GI: 567886708
(Citrus clementina), Gl: 565391207 (Solanum tuberosum).

6.7.3 Modelos estructurales

La estructura tridimensional de PhU (PhUuyra) modelada por homologia en base a la
estructura cristalografica de la proteina UraA (transportador de uracilo de E. coli, PDB
ID: 5xlIs, (Lu etal., 2011). El alineamiento entre los transportadores PhU y UraA fue
realizado en primera instancia con HHblits (Remmert et al., 2012) y posteriormente fue
corregido manualmente de manera de evitar la ruptura de hélices (especialmente en la
zonas transmembranas) al afadir inserciones entre los alineamientos. La estructura
secundaria de UraA fue calculada a partir de la estructura tridimensional (PDB ID: 5xls;
resolucion cristalografica 2.78 A)(Lu et al., 2011) utilizando el software DSSP (Kabsch
& Sander, 1983; Touw et al., 2015). Las regiones transmembranas de UraA se asignaron
a partir de la base de datos UniProt. La estructura secundaria de PhU fue predicha con el

algoritmo de PsiPred (Jones, 1999).

La estructura tridimensional de PhZ utilizada para la seleccion de residuos candidatos a
mutagenizar fue modelada por homologia en base a la estructura cristalografica de la
proteina UapA (PDBS5i6c, resolucion cristalografica 3.7 A, Alguel etal., 2016). Las
secuencias de PhZ y UapA, fueron alineados con Aligme (Khafizov, 2014; Stamm et al.,
2013; Khafizov, 2011) y luego este alineamiento fue usado para generar 2000 modelos
de homologia con el programa Modeller (Sali & Blundell, 1993). El 10% de los modelos
que mejor se ajustaron a las restricciones espaciales del programa Modeller (en términos
de la funcion de puntaje de Modeller) fueron luego ordenados segun la funciéon de ProQM
(Ray et al., 2010), especialmente diseflada para proteinas de membrana. Este puntaje

adopta valores desde 0 a 1, siendo las estructuras con valores cercanos a 1 aquellas mas
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parecidas a proteinas de membrana. Como el valor de este puntaje depende también de
las proteinas utilizadas para entrenarlo, se calculo el puntaje de ProQM para UapA como
referencia. Para la estructura cristalografica se obtuvo un valor de 0.71 y para los modelos
analizados de PhZ se obtuvieron valores desde 0.60 a 0.65 (razonable para ser una
proteina de membrana). Ambos modelos fueron realizados por la Dra. Vanessa Loene
(NIDS-NIH, USA) en el marco del proyecto FCE “Relacionando estructura-funcion de
tansportadores AzgA- [like mediante modelado y analisis mutacional in vivo”.

(Responsable: Mariana Barraco).

La estructura cristalina del transportador UapA (PDBS5i6c, resolucion cristalografica 3.7
A, Alguel et al., 2016) se utilizd como template para realizar el modela por homologia
que dio como resultado la estructura tridimensional de PhZ (final) y PhUY*A, El template
seleccionado, corresponde la estructura homodimérica en conformacion ocluida que mira
hacia afuera, para el modelo se utilizo la estructura monomérica. La busqueda del
template mas adecuado se realizo mediante la base de datos del SWISS-PROT. Para PhU
se seleccion6 UapA y para PhZ dada la baja identidad se seleccionaron como candidatos
todos aquellos que presentaran un valor de cobertura mayor a 0,6: UapA (PDB 5i6c),
UraA (PDB 5xls), transportador murino (PDB 6rtc) y transportador de bicarbonate de
cyanobacteria (PDB 6kil). Para obtener la coincidencia mas satisfactoria PhZ-UapA,
PhU-UApA se realizaron alineamientos mediante cuatro algoritmos (BLAST, HHBLIST,
ALIGNME y MODELER). Las regiones de PhZ G68-L85; Y222-N229 y F297-N312)
fueron modelada de novo con MODELER 9.24 (Bowie & Eisenberg, 1994) debido a que
estas regiones carecian de homologia con UapA y las regiones N-terminal de PhZ hasta
G35 y R493 hasta el extremo C-terminal no fueron consideradas en el modelo.

Con el alineamiento curado a mano, se generaron 2000 estructuras con MODELER 9.24
(Fiser & Sali, 2003). Se seleccionaron las 20 conformaciones con menor "energia interna"
(puntuacion DOPE en MODELER) y fueron analizadas mediante PROQM vy
QMEANBRANE para evaluar la similitud de los modelos como proteinas transmembrana
(Melo & Sali, 2007; Studer et al., 2014). Se seleccionaron los 9 mejores modelos y se
realiz6 el refinamiento de loops en funcion de la energia potencial de cada residuo y
comparacion con el template. Los modelos se realizaron teniendo en cuenta el estado de
protonacion de los aminoacidos a pH 6,8. Se seleccioné el modelo de menor energia
potencial, el cual fue posteriormente refinado por dinamicas moleculares a temperatura y

presion ambiente, ubicandose en una caja de solvente (agua TIP3P) en condiciones
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fisiologicas durante 500 ns (AMBER18S). Se utilizaron parametros del campo de fuerza
ff14SB-ILDN (Maier et al., 2015). Ambos modelos fueron realizados en colaboracion
con la Mag. Gabriela da Rosa y Pablo D. Dans (DCB, CENUR, Litoral Norte).

6.7.4 Analisis de variantes correlacionadas

El analisis de variantes correlacionadas de PhZ fue realizado en colaboracion con Vanessa
Loene Para ello se buscaron variantes correlacionadas de los residuos de PhZ en un
alineamiento de multiples secuencias. El alineamiento fue generado con HHblits
(Remmert etal.,, 2012), con dos iteraciones para buscar secuencias homologas,
obteniéndose ~900 secuencias con un E-value de -10. Las variantes correlacionadas
fueron extraidas utilizando el algoritmo EVcouplings (Hopf et al., 2012; Marks et al.,
2011)

6.7.5 Ensayos de acoplamiento molecular in silico

(docking)

Para los ensayos de docking molecular se utilizé el programa Autodock tools (Morris
et al., 2009). La estructura generada mediante el modelado por homologia (PhUuapa y
PhZ final) fue cargada en Autodock tools, donde se agregaron los atomos de hidrogeno y
se asignaron cargas parciales a los atomos de proteina. Las estructuras de las purinas
utilizadas como ligandos (xantina, acido urico, hipoxantina y 8-azaguanina fueron
obtenidas de la base de datos del Protein Data Bank. Estas estructuras también se cargaron
al programa Autodock tools se afiadieron las cargas parciales de sus atomos y para la
definicion de la rotacion de sus enlaces (ningun enlace rotable). Una vez preparada la
proteina y los ligandos, se centrd una grilla cabica de 20 A en la cavidad visible entre el
dominio nucleo y puerta. El docking se realizé utilizando el algoritmo genético de
Lamarck. Entre numerosas conformaciones generadas, las diez mejores fueron analizadas
y ordenadas en base al criterio de energia de interaccion, y se visualizaron mediante los

programa Pymol (Schrodinger, LLC) y LigPlot (Wallace et al., 1995).
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