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Neste trabalho, uma colecédo de linhagens mutantes de N. crassa em proteinas quinases
foi adquirida pelo nosso laboratorio e estas linhagens foram utilizadas a fim de identificar as
proteinas envolvidas no controle do metabolismo do glicogénio no fungo. Estas proteinas foram
anotadas como pertencentes a diferentes classes de proteinas quinases devido as
caracteristicas dos seus dominios quinases. Inicialmente foram identificadas as quinases que
estdo envolvidas no controle do metabolismo do carboidrato através da quantificagdo do
conteudo de glicogénio, tanto em uma situacéo de crescimento vegetativo (30 °C), como sob a
condicao de estresse térmico (45 °C). Nesta parte, as linhagens mutantes que mostraram perfis
de acumulo de glicogénio diferente da linhagem selvagem, nas condigbes avaliadas foram
selecionadas. Posteriormente, foram realizadas quantificacbes de atividade da enzima
glicogénio sintase de N. crassa (GSN), sob as mesmas condi¢cdes experimentais, na presenca
e auséncia do modulador alostérico glicose-6-fosfato (G6P). Foi verificado que a enzima GSN
presente em algumas linhagens mutantes provavelmente estaria diferentemente fosforilada,
quando comparada a proteina presente na linhagem selvagem. Por este motivo, uma anélise
das diferentes isoformas de fosforilagcdo foi realizada em algumas das linhagens mutantes
combinando os ensaios 2D-PAGE e Western blot. Através destas analises foi possivel verificar
quais proteinas quinases estdo envolvidas no controle do metabolismo do glicogénio e que
atuam mais especificamente na regulacao por fosforilagdo da enzima GSN. Das 55 linhagens
inicialmente utilizadas, 6 linhagens apresentaram diferencas no acumulo de glicogénio, na
atividade GSN e no estado de fosforilacdo da enzima GSN, quando comparadas com a
selvagem. Portanto, caracterizam proteinas quinases que regulam o metabolismo através da
regulacédo da enzima GSN. A linhagem nocauteada na ORF NCUO07580 que codifica a proteina
Pho85-like (uma proteina quinase dependente de ciclina) apresentou diferengas no conteudo
de glicogénio, aumento da relagéo -/+ G6P de GSN e alteracdo no estado de fosforilagdo de
GSN, em relagdo a selvagem. Devido aos resultados obtidos, a proteina Pho85-like foi
identificada como uma forte candidata a atuar diretamente na fosforilagdo da enzima GSN. Sua
provavel ciclina parceira (Pcl10-like), a qual pode direcionar para a fosforilacdo de GSN foi
identificada através de analises de Blast. As ORFs que codificam Pho85-like e Pcl10-like foram
clonadas, as proteinas foram produzidas na forma recombinante em E. coli e purificadas por
cromatografia de afinidade para realizagdo de ensaios de fosforilagéo in vitro, para confirmar a

fungéo desta quinase e de sua ciclina parceira na fosforilagcao direta de GSN.

Palavras-chave: Neurospora crassa, proteinas quinase, fosforilagao, glicogénio.
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In this work, a collection of N. crassa strains mutated in genes encoding protein kinases was
used to identify proteins involved in the control of glycogen metabolism in this fungus. These
proteins were annotated as belonging to different classes of protein kinases due to their kinase
domains. Initially, we identified the proteins involved in the metabolism control by quantifying the
glycogen accumulated under vegetative growth (30 °C) and under a stress condition such as
heat stress (45 °C). The mutant strains showing glycogen accumulation profiles different from
the wild-type strain under the conditions evaluated were selected. The selected mutant strains
were used to quantify glycogen synthase activity (GSN), under the same experimental
conditions, in the presence and absence of the allosteric modulator glucose-6-phosphate (G6P).
From this assays, it was observed that GSN in some mutant strains would be differently
phosphorylated when compared to the enzyme present in the wild-type strain. Therefore, an
analysis of the GSN phosphorylation isoforms was performed in such mutant strains by
combining 2D-PAGE and Western blot. Through these analysis, it was possible to identify which
protein kinases are involved in the control of glycogen metabolism and specifically act in the
GSN phosphorylation. Of the 55 strains initially used six strains showed differences in the
glycogen accumulation, in the GSN activity, and in the state of GSN phosphorylation, compared
to the wild-type strain. Therefore, they characterize putative protein kinases that regulate
glycogen metabolism by regulating the GSN enzyme. The strain knocked-out in the ORF
encoding the protein PHO85-like (a cyclin-dependent protein kinase) showed differences in the
glycogen content, increased -/+ G6P ratio, and changes in the GSN phosphorylation state.
Thus, the PHO85-like protein was identified as a strong candidate to directly phosphorylate the
GSN enzyme. Its putative cyclin partner (Pcl10-like), which directs PHO85-like protein to GSN
phosphorylation was identified through Blast analysis. The ORFs encoding PHO85-like and
Pcl10-like proteins were cloned, produced in E. coli as recombinant proteins and the proteins

were purified by affinity chromatography for future GSN in vitro phosphorylation assays.

Keywords: Neurospora crassa, kinase protein, phosphorylation, glycogen.
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1. O fungo Neurospora crassa como modelo de estudo

Os organismos pertencentes ao reino dos fungos tém exercido um papel fundamental no
avanco da compreensdao dos mecanismos moleculares de organismos eucariotos, devido as
suas facilidades de manipulacdo e o conhecimento das caracteristicas genéticas e bioquimicas
envolvidas em seu ciclo de vida. Este reino possui aproximadamente 1,5 milhdes de espécies,
sendo a maioria delas pertencente ao grupo dos fungos filamentosos (HAWKSWORTH, 2001).
Estes microrganismos apresentam grande importancia biotecnoldégica nos ramos alimenticio e
farmacéutico, pois sdo capazes de sintetizar uma grande variedade de compostos, como
enzimas e antibidticos, além disso, os fungos s&o fundamentais para a decomposicao de
matéria orgéanica e reciclagem de nutrientes (AZEVEDO, 1997).

Neurospora crassa é um fungo filamentoso, cujos mecanismos genéticos e bioquimicos
basicos sdo bem compreendidos. Conhecido inicialmente nas padarias da Franca por “bolor
laranja”, este fungo foi descrito no século XVII como contaminante comum de paes, hoje é
classificado como pertencente a classe dos Eumicetos, subclasse Ascomiceta, familia
Sordariacea, subfamilia Sphaeriales (ESSER & KUENEN, 1967). Tem nutricao simples e se
desenvolve bem em meios de cultura contendo apenas alguns sais e uma fonte de carbono,
sendo sua Unica exigéncia nutricional a biotina (DAVIS & SERRES, 1970).

O ciclo de vida de N. crassa (figura 1) compreende duas fases, uma fase vegetativa onde
aparecem as estruturas denominadas conidios destinada a propagacado do fungo e a fase
sexual, onde se observa a presenca dos corpos de frutificagcdo (FINCHAM et al., 1979). Os
conidios podem ser produzidos por duas vias distintas a macroconidiagdo e a microconidiago.
A macroconidiagdo é controlada pelo ciclo circadiano e promovida por estruturas apicais
denominadas conidioéforos, os quais se encontram localizadas nas extremidades das hifas
aéreas que permitem a formagdo de cadeias de macroconidios multinucleados. Na
microconidiag&o, os esporos mononucleados sdo formados dentro das hifas basais e expelidos
a partir da parede quando o processo de maturacdo se completa (PERKINS; TURNER;
BARRY, 1976).

Sendo um fungo heterotalico, N. crassa possui dois tipos de compatibilidade sexual,
chamados de mating type A e a. Nenhuma diferenca morfolégica é observada em linhagens de
mating type diferentes e quaisquer das linhagens de tipos sexuais opostos sdo competentes
para o cruzamento, sendo que tanto um tipo quanto o outro pode se comportar como “macho”
exercendo a fungdo de doador de nucleos ou “fémea” que exerce a fungdo de receptora de
nucleos (FINCHAN et al., 1979). A fase sexual acontece quando dois micélios de tipos opostos
crescem juntos (A e a), sob condigbes limitantes de nitrogénio. Em resposta a privacéo deste

nutriente, sdo originados corpos de frutificagcao (protoperitécios). A fertilizagdo ocorre quando
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Figura 1. Ciclo de vida do fungo Neurospora crassa. (BORKOVISH et al., 2004).
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uma célula de tipo oposto, que pode ser um macroconidio, microconidio ou até mesmo um
pequeno pedagco de micélio, entra em contato com o tricégino (hifa especializada para
plasmogamia) presente no protoperitécio. Quando o contato acontece, ocorre plasmogamia e
um ou mais nucleos da célula fertilizante migrardo através do tricogino até atingir a ascogénia.
Nesse estagio ainda ndo ocorre fusdo nuclear, mas apenas uma associagdo de nucleos aos
pares, que comegam a se dividir. O produto destas divisdes resulta na formagao de numerosas
hifas. Enquanto isso acontece, a capa micelial que envolve a ascogdnia comeca a desenvolver
uma espécie de parede, que vai abrigar as hifas recém-formadas originando uma estrutura
denominada peritécio. Os nucleos de tipos opostos localizados na extremidade da hifa
comecam a se dividir, ha formacao de septos nesta regido da hifa, com uma célula central
contendo dois nucleos de tipos opostos, a qual é denominada asco inicial. Apés a formacao do
asco inicial, os dois nucleos se fundem (cariogamia) e ocorre meiose, originando quatro
nucleos haploides. Estes quatro nucleos haploides sofrem agora mitose, originando oito
nucleos dentro do asco maduro, sendo quatro nucleos de cada tipo de acasalamento (A e a).
Esses nucleos originarao esporos (ascosporos), que sob eventuais circunstancias germinarao
originando novo micélio (FINCHAN et al.,1979).

N. crassa é também um fungo que responde a uma variedade de mudangas ambientais.
Os fatores mais proeminentes sdo a luz e a temperatura, os quais afetam o sistema circadiano
do organismo. A luz é conhecida por afetar a expressdo de genes que influenciam os eventos
como carotenogénese e conidiacao. O efeito da luz deriva de seu papel central no estado do
reldgio circadiano, que mesmo na auséncia de luz pode influenciar na expressdo de grande
parte do genoma. Em relagédo a resposta a temperaturas, N. crassa apresenta uma classe de
proteinas de choque térmico, as quais funcionam como chaperona que orientam e estabilizam
a conformacéo de outras proteinas (SCHULTE et al., 2002).

O genoma de fungo esta organizado em sete cromossomos que variam entre 4 a 10 Mb
de tamanho (SCHUTLE et al., 2002) e foi seqlienciado por Galagan et al. (2003) revelando ser
constituido por cerca de 40 Mb, muito maior se comparado com outros fungos com genomas ja
conhecidos como Sacharomyces cerevisiae e Schizosacharomyces pombe. N. crassa possui
um total de 10.082 genes codificadores de proteinas que cobrem 44% do genoma, sendo que
do total de genes anotados 9.200 codificam proteinas com mais de 100 residuos (GALAGAN et
al., 2003). Na época em que o genoma foi seqlenciado 41% dos genes que codificam
proteinas ndo possuiam ortélogos conhecidos depositados nos bancos de dados, refletindo o
baixo conhecimento dos genomas dos fungos. Além disso, 57% das proteinas de N. crassa
ndo possuem relacdo a proteinas conhecidas de leveduras. Quando comparado com genomas
conhecidos de eucariotos, 1.421 genes de N. crassa apresentaram as melhores correlagcbes
em relagdo a proteinas de plantas ou animais (GALAGAN et al., 2003), o que sugere uma

relagdo mais estreita entre fungos filamentosos e eucariotos superiores, se comparado com
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leveduras e eucariotos inferiores. O fato de N. crassa ser um organismo multicelular faz com
que uma grande quantidade de seus genes ndo possua homologos em S. cerevisiae,
sugerindo que N. crassa pode ser um organismo mais adequado para a compreensdo dos
aspectos de regulagéo celular dos eucariotos superiores (DUNLAP et al., 2007). A presenca de
um grande numero de genes no genoma de N. crassa ainda com fungbes desconhecidas
aponta este organismo como um promissor modelo para o estudo de novos mecanismos
genéticos e bioquimicos, os quais podem possivelmente representar genes com novas fungoes
ou novos genes desempenhando fun¢des conhecidas de maneiras diferentes (DUNLAP et al.,
2007).

Em eucariotos existem dois mecanismos de recombinacdo génica, a homodloga que
envolve a quebra do DNA, seguida da troca entre seqliéncias homdlogas e a recombinacgéo
ndo homologa, que envolve a ligagao direta das extremidades da fita de DNA, independente da
homologia. A recombinagdo homologa € o mecanismo predominante em S. cerevisiae,
representando o método mais eficiente pelo qual se pode inativar um gene de interesse.
Apesar de ocorrer com muita freqiéncia em leveduras, o mecanismo de recombinagao
homodloga ocorre em rarissimas ocasides tanto em N. crassa como nos demais eucariotos,
dependendo do gene e do tamanho da regido nucleotidica homologa que flanqueia o gene de
interesse (DUNLAP et al.,, 2007). Em N. crassa, dois processos de geracdo de linhagem
mutantes estdo bem descritas, sendo eles a mutacao por RIP (Repeat Induced Point Mutation)
e a técnica de knockout. A inativacao por RIP baseia-se na introdu¢cdo de uma cépia extra do
gene alvo no fungo. Os transformantes, contendo uma cépia adicional do gene, introduzem
mutacgdes pontuais na seqléncia gendmica quando submetidos ao cruzamento seguido de
meiose (SELKER, 1990). Esta técnica foi bastante utilizada no passado, e embora seja um
método util e eficaz, demanda muito tempo para ser desenvolvido.

O procedimento de knockout baseia-se no mecanismo de recombina¢gao homéloga, onde
ocorre a troca do gene alvo por outro a partir das extremidades de sequéncias homologas e foi
mais recentemente padronizado para N. crassa (NINOMIYA et al., 2004). Na recombinagéo
nao-homologa, o DNA exdgeno é integrado em qualquer regido do genoma, sendo um
mecanismo conservado evolutivamente em humanos, plantas e insetos. Dentre as proteinas
envolvidas nesse processo, destacam-se as proteinas Ku70 e Ku80, as quais formam um
heterodimero que se liga nas extremidades do DNA, compondo um complexo de reparagéo
das fitas (WALKER; CORPINA; GOLDBERG, 2001). As proteinas Ku70 e Ku80 sao
conservadas tanto em leveduras quanto em humanos, e em N. crassa, seus homélogos foram
nomeados como mus-51 e mus-52, respectivamente. Dessa forma, Ninomiya et al. (2004)
desenvolveram um procedimento, baseado em PCR, para a inativagdo desses genes e, desta
maneira, construir linhagens de N. crassa nas quais o processo de recombinacdo nao-

homologa é bloqueado, favorecendo a recombinagdo homoéloga. A técnica de knockout permitiu
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a construgao de linhagens mutantes de N. crassa nos genes codificadores de proteinas.
Atualmente, tais linhagens encontram-se depositadas no Fungal Genetics Stock Center (FGSC,
Kansas City, Missouri, USA) e estédo disponiveis para a comunidade cientifica. Estas linhagens
mutantes se tornaram um material interessante para o inicio dos estudos acerca dos
mecanismos regulatérios envolvidos em um determinado processo celular e, em nosso
laboratério, algumas colegcbes de linhagens vem sendo utilizadas para investigar os

mecanismos moleculares que participam na regulacdo do metabolismo de glicogénio.

2. Uma visao geral sobre o metabolismo do glicogénio

O glicogénio é a principal forma de armazenamento de carboidratos em diferentes tipos
de células e sempre que necessario € degradado para a producdo de energia. Este
polissacarideo encontra-se amplamente distribuido na natureza, desde bactérias até o ser
humano. Esta molécula é uniforme e compacta, onde os residuos de glicose s&do unidos
covalentemente por meio de ligagdes glicosidicas a-1,4, as quais sdo responsaveis pela
formacado de sua cadeia linear; e por ligagdes glicosidicas a-1,6, que formam as ramificagcdes
do polimero. (ROACH, 2002).

A sintese do glicogénio (figura 2) € bem conservada nos eucariotos sendo que existem
trés proteinas envolvidas na biossintese deste polissacarideo: (i) a glicogenina, uma proteina
auto-glicosilavel que funciona como uma molécula iniciadora para o inicio da biossintese do
glicogénio; (ii) a glicogénio sintase (GS) que catalisa a extensédo da cadeia pela formagéo das
ligagbes a-1,4 lineares da molécula e (iii) a glicosil-(4—6)-transferase que catalisa as ligagbes
a-1,6 ramificadas (BERTOLINI et al., 2012).

Uma vez dentro da célula, a glicose é convertida em glicose-6-fosfato (G6P), numa
reagdo catalisada pela hexoquinase. A G6P pode participar da glicélise para produgédo de
energia via fermentacdo ou oxidacdo, também pode seguir para o ciclo das pentoses para
producao de pentoses e equivalentes redutores (NADPH), ou entdo, ser convertida em
glicogénio e servir como reserva de unidades de glicose. Na sintese do glicogénio, G6P ¢é
primeiramente transformada em glicose-1-fosfato (G1P) pela enzima fosfoglicomutase, a qual
serve como substrato para a producdo de UDP-glicose pela acdo da UDP-glicose
pirofosforilase. Dessa forma, as moléculas de UDP-glicose se tornam doadoras diretas de
residuos de glicose para a sintese inicial do glicogénio, a qual envolve a acdo da enzima
glicogenina, assim como para o processo de elongacio, efetuado pela enzima glicogénio

sintase. A sintese global se completa pela atuacdo da enzima ramificadora, a qual transfere um
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Figura 2. Via metabdlica do glicogénio em Neurospora crassa. Inicialmente as moléculas de
glicose entram na célula, sofrem fosforilagdo e sdo convertidas a G1P pela agédo da enzima
fosfoglicomutase (PGM2). A G1P é ligada a unidades de UDP, formando UDPG através da
catalise realizada pela enzima UDPG-glicofosforilase (UDPG-PP), formando assim as unidades
doadoras de glicose na sintese do glicogénio. A sintese do glicogénio comega com a
autoglicosilagédo da glicogenina (GNN), produzindo uma cadeia a(1,4)-glicosil, a qual sofre
elongacéo pela glicogénio sintase (GSN). A degradacdo do glicogénio ocorre pela agéo da
glicogénio fosforilase (GPN), a qual libera G1P (BERTOLINI et al., 2012).
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fragmento de seis a sete residuos de glicose da cadeia nascente para pontos de ramificagéo
(BERTOLINI et al., 2012).

O processo contrario a biossintese, ou seja, a degradagéo do glicogénio é realizado pela
enzima glicogénio fosforilase que desfaz as ligagbes glicosidicas a-1,4 lineares por meio de
uma reacgéo de fosfordlise, e isto leva ao encurtamento do polimero e o residuo terminal de
glicose é removido da molécula como G1P. A “desramificagéo” € catalisada pela enzima oligo
(1,6)—(1,4) glicotransferase (ou enzima desramificadora) que remove o residuo de glicose
a(1—6), resultando num polimero linear que sera novamente substrato para a enzima
fosforilase. Os residuos de G1P, produtos finais da degradacao do glicogénio, sdo novamente
convertidos em G6P que podem ser usados na glicélise (BERTOLINI et al.,, 2012). As duas
principais enzimas envolvidas na regulagdo do metabolismo do glicogénio sdao a glicogénio
sintase que catalisa a etapa regulatéria na sintese e a glicogénio fosforilase que catalisa a
etapa regulatéria na quebra da molécula de glicogénio. Essas enzimas sao reguladas por
alosterismo e por modificagdo covalente, via fosforilagéo pela agéo de proteinas quinases.

Uma vez fosforilada a enzima GS tem a sua atividade diminuida, esta regulagéo ocorre
de acordo com a quantidade de sitios de fosforilados. Além de modificagdo pos-traducionais
sua atividade é regulada também pela acao da G6P, que atua como um modulador alostérico,
tornando a enzima novamente ativa mesmo fosforilada. Sendo assim, a atividade medida na
auséncia e na presencga deste modulador (-/+ G6P) serve como um indice cinético do estado
de fosforilagdo da enzima. Este indice varia de valores muito baixos (o que correlaciona a uma
proteina altamente fosforilada) até valores ao redor de 0,9 representando formas da proteina
completamente desfosforiladas. Além disso, a atividade na presenca de G6P é diretamente
proporcional a concentragdo da enzima. Ja a glicogénio fosforilase é regulada de maneira
reversa, quando desfosforilada a enzima se encontra inativa. Na auséncia de fosforilagao e na
presenca de seu modulador alostérico AMP a enzima se encontra ativa novamente
(BERTOLINI et al., 2012).

Nos microrganismos, as variagbes no conteudo celular de glicogénio em resposta a
diferentes situacdes ambientais indicam que seu metabolismo é controlado por um sistema
regulatério complexo. Diversos trabalhos relatam importantes variagdes no conteudo de
glicogénio em Saccharomyces cerevisiae. Foi visto que durante a situagdo de crescimento
vegetativo, as células de leveduras acumulam glicogénio quando a cultura inicia sua fase de
crescimento estacionario (THEVELEIN, 1984). Outros exemplos de situagdes onde células de
S. cerevisiae acumulam glicogénio incluem exposi¢do de uma cultura de levedura ao choque
térmico (NI & LAPORTE, 1995), crescimento sob limitagdo de nutrientes (LILLIE & PRINGLE,
1980) e indugao a esporulagdo e germinacao de esporos (KANE & ROTH, 1974).

No fungo N. crassa, organismo onde o metabolismo do glicogénio vem sendo estudado

de maneira detalhada em nosso laboratério, Noventa-Jordao et al. (1996) e De Paula et al.
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(2002) demonstraram que durante a situagédo de crescimento vegetativo do fungo, o glicogénio
é acumulado nas células no final da fase exponencial de crescimento e que o mesmo é
degradado quando a cultura atinge a fase estacionaria de crescimento. Entretanto, células do
fungo submetidas a diferentes condi¢des de cultivo também apresentam variagdes no conteudo
de glicogénio. Em situagbes como a indugao de uma cultura do fungo a conidiagéo, os niveis
de glicogénio apresentam-se drasticamente reduzidos (DE PAULA et al. 2002). Quando
submetidas a uma situagcéo adversa como choque térmico, as células de N. crassa mostraram
degradar glicogénio e acumular trealose, sendo que exatamente o oposto é observado quando
as células sdo re-incubadas na temperatura fisiologica de crescimento (NOVENTA-JORDAO et
al., 1996). Com essas analises fenotipicas estabelecidas é de suma importancia desvendar

quais proteinas atuam na regulacéo dessas modificagdes.

3. Regulagao da enzima glicogénio sintase por fosforilagao

As enzimas glicogénio sintases, além de serem reguladas alostericamente pela glicose-6-
fosfato, possuem diversos sitios de fosforilagdo os quais funcionam como alvos para as
enzimas quinases. As enzimas melhor caracterizadas em relagédo aos sitios de fosforilagdo sao
as sintases de musculo de coelho e de S. cerevisiae (figura 3). A enzima de musculo de coelho
possui nove sitios de fosforilagdo, sendo dois N-terminais e sete C-terminais, designados de
1a, 1b, 2, 2a, 3a, 3b, 3c, 4 e 5 (ROACH, 1990). Enquanto os sitios 2 e 2a (Ser’ e Ser')
encontram-se na extremidade N-terminal da molécula, a regido C-terminal abriga um
importante dominio regulatorio, contendo os sitios de fosforilagao restantes 3a, 3b, 3c, 4,5, 1 e
1a (Ser®, Ser®®, Ser®®, Ser®®? Ser®® Ser®’ e Ser’'). A fosforilagdo de alguns sitios ocorre
de maneira hierarquica em ambas as extremidades da molécula. O sitio 2a somente é
fosforilado pela caseina quinase | (CKIl) ap6s a formacgéao do sitio de reconhecimento -S(P)-XX-
S- (FLOTOW et al., 1990), o qual é dado pela fosforilagdo prévia do sitio 2 por diferentes
proteinas quinases. Na regido C-terminal, a proteina quinase glicogénio sintase quinase 3
(GSK3) fosforila sequencialmente os sitios 4, 3c, 3b e 3a (PICTON et al., 1980), sendo sua
acao enzimatica dependente da formagéo prévia do sitio de reconhecimento -S-X-X-X-S(P)-
através da fosforilagédo do sitio 5 pela caseina quinase Il (CKIll) (FIOL et al, 1987). Os sitios 2,
2a, 3a e 3b sdo os que mais contribuem para inativagdo da enzima por mecanismos de
fosforilagdo enquanto que os sitios 3a e 3b podem ser fosforilados por mecanismos
independentes da fosforilacdo prévia do sitio 5, sem a participacdo da dupla GSK3/CKII
(SKURAT; WANG; ROACH, 1994).
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AMPK, CcK1 Gsk3 CK2 PKA

Figura 3. Caracteristicas dos sitios de fosforilagdo da GS. Acima estdo representadas as
arquiteturas gerais das enzimas GS de mamiferos (Muscle e Liver) e de levedura (Gsy1p e
Gsy2p). Em verde estao os polos ricos em arginina (sitio de ligagédo de G6P) e em azul claro
estédo os residuos de serina e treonina fosforilados e conservadas entre as diferentes enzimas
(ROACH et al., 2012).

25



Comparado a enzima de musculo de coelho, a isoforma predominante Gsy2p de S.
cerevisiae apresenta apenas os sitios C-terminais 3a, 3b e 4 (Ser®®, Ser®® e Thr®), sendo
conservados somente os sitios 3a e 3b (HARDY & ROACH, 1993). A proteina Pho85 foi
identificada como sendo uma das quinases que controlam a atividade glicogénio sintase
diretamente em S. cerevisiae. Mutantes no gene pho85 apresentam uma alta atividade
glicogénio sintase acompanhada de um hiperacimulo de glicogénio. (TIMBLIN; TATCHELL,
BERGMAN, 1996). Esta quinase pertence a familia das proteinas quinases dependentes de
ciclina (CDK — Cyclin Dependent Kinase), apresentam multiplas fungdes celulares e necessitam
estar ligadas a uma ciclina parceira ao qual direciona o alvo a ser fosforilado. As ciclinas Pcl8p
e Pcl10p interagem com Pho85p tornando-a especifica para agir no metabolismo do glicogénio
em S. cerevisiae. Foi demonstrado que o complexo quinase Pcl10-Pho85 interage e fosforila a
enzima glicogénio sintase 2 (Gsy2p) (HUANG et al., 1998). A deleg&o destas duas ciclinas bem
como do gene PHOS85, levaram ao mesmo fenétipo de hiperacumulo de glicogénio, assim
como, a uma hiperativagdo da enzima Gsy2p (HUANG et al., 1998). Além das ciclinas Pcl8p e
Pcl10p, um trabalho mais recente mostrou que as ciclinas Pclép e Pcl7p também estéo
envolvidas no metabolismo de glicogénio (WILSON; WANG; ROACH, 2005). A proteina Psk1p
também exerce uma regulagdo direta na atividade da enzima glicogénio sintase. Em S.
cerevisiae esta proteina é responsavel pela regulagdo da sintese de proteinas na fase de
traducdo e atua também regulando o metabolismo de varios carboidratos (RUTTER et al.,
2002). Foi observado que o duplo mutante em S. cerevisiae psk1/psk2 acumula de 3 a 4 vezes
mais glicogénio e trealose que a linhagem selvagem, apresentam a atividade glicogénio sintase
aumentada e a proteina Psk2p fosforila diretamente a enzima glicogénio sintase in vitro,
fazendo parte do controle do fluxo de carboidratos através de fosforilagdo (RUTTER et al.,
2002).

Outras proteinas quinases também demonstraram estar envolvidas no processo de
regulacéo da fosforilacdo da enzima GS, mas de maneira indireta neste microrganismo. A
proteina quinase dependente de AMPc (PKA) também controla do estado de fosforilagdo da
Gsy2p in vivo indiretamente (HARDY & ROACH, 1993). Quando a via da PKA esta
constitutivamente ativa a expressdo da enzima Gsy2p se apresenta muito baixa e o acumulo
de (glicogénio ndo ocorre por que a enzima se apresenta altamente fosforilada e
consequentemente inativa, porém o mecanismo pela qual PKA regula a fosforilagdo de Gsy2p
nao esta bem elucidado (WILSON et al., 2010). De maneira indireta a quinase Snf1p também
esta envolvida na regulagéo do controle do metabolismo do glicogénio. Esta proteina é ort6loga
a proteina quinase dependente de AMP (AMPK) de mamiferos (CARLING et al., 1994), a qual
€ requerida para a expressdo de genes que codificam enzimas necessarias para o
metabolismo de fontes de carbono alternativas, tais como glicerol e galactose. Esta quinase

parece controlar de maneira indireta e positiva 0 metabolismo do glicogénio, provavelmente
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devido a regulacdo do estado de fosforilagdo da isoforma Gsy2p, uma vez que células
mutantes snf1, as quais se caracterizam por ndo acumular glicogénio (THOMPSON-JAEGER,
1991) quando transformadas com a forma truncada da enzima Gsy2p (auséncia da
extremidade C-terminal) sdo capazes de restaurar o acumulo de glicogénio (HARDY; HUANG;
ROCH, 1994). Linhagens duplo-mutante snf1 pho85 séao capazes de suprimir o acumulo de
glicogénio defectivo dos mutantes snf7, indicando que Snf1p e Pho85p agem antagonicamente
com relacéo ao acumulo de glicogénio na levedura. (WANG et al., 2001). Estudos de epistasia
mostraram que estas quinases podem fazer parte de uma mesma via, onde a Snf1p estaria
regulando negativamente a Pho85p na mesma via ou entdo, em uma via distinta. No entanto,
mutantes snf1 pcl8 pcl10 sdo capazes de recuperar a atividade glicogénio sintase sem,
contudo, restaurar o acumulo de glicogénio, sugerindo outras maneiras de controlar a atividade
Snf1p independente da Pho85p (HUANG et al., 1998).

Em N. crassa, apenas os sitios C-terminais 3a, 3b, 4 e 5 da enzima de musculo de coelho
estdo conservados na glicogénio sintase (GSN) e correspondem aos residuos Ser®*? (3a),
Ser®® (3b), Tyr*"' (4) e Tyr®® (5) (DE PAULA et al., 2002). Mutacdes sitio-dirigidas nestes
residuos mostraram que eles sdo fosforilados in vitro (BARBOSA, 2007). Ensaios de
fosforilagdo utilizando extratos celulares de linhagens de N. crassa apresentando atividade
adenilato ciclase deficiente (mutantes cr-1 ou mcb) demonstraram que a fosforilagdo da GSN é
dependente em grande parte de AMPc, embora outros mecanismos de fosforilagcao
independentes de AMPc também devam ocorrer (DE PAULA et al., 2002; FREITAS et al.,
2010). Estudos posteriores a estes estdo sendo realizados em nosso laboratério para identificar

quais proteinas quinases realizam a fosforilagdo destes sitios previamente caracterizados.

4. Proteinas Quinases

As proteinas quinases s&o enzimas que catalisam a fosforilacdo de proteinas através da
transferéncia de um grupo fosfato do ATP e, em casos excepcionais de GTP, para treonina,
serina (quinase especifica para serina/treonina) ou residuos de tirosina (quinase especifica
para tirosina). Essas enzimas sdo a chave central da comunicagdo no controle intracelular,
regulagéo e transdugéo de sinais (SILVA et al., 2009).

Dentre as maneiras pelas quais as vias de sinalizagdo sao capazes de controlar as
respostas biol6gicas em um organismo, a fosforilagdo reversivel de proteinas, catalisada por
diferentes proteinas quinases e fosfatases, pode ser considerada a principal (JOHNSON,
2009). Em humanos, a fosforilagdo destes residuos corresponde, respectivamente, a 86,4% em
serinas, 11,8% em treoninas e 1,8% em tirosinas (OLSEN et al., 2006). As quinases podem
existir nas formas ativa e inativa, as quais sao reguladas por uma variedade de mecanismos

incluindo fosforilagdo, modulacéo alostérica e interagdes proteina-proteina (JOHNSON, 2009).
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A primeira demonstragéo de que a fosforilagdo atua como um mecanismo regulatério foi
descrita com a ativacao da glicogénio fosforilase da sua forma menos ativa (forma b) para sua
forma ativa (forma a) na presenca de ATP (FISCHER & KREBS, 1955). A glicogénio sintase foi
a segunda enzima cujo controle por fosforilagdo foi descoberto e durante anos este foi
considerado o principal mecanismo de regulagdo do metabolismo de glicogénio. Algum tempo
depois, o isolamento e a purificagdo de uma quinase dependente de AMPc (PKA) demonstrou
que os eventos de fosforilagdo de proteinas dentro das células eram bem mais amplos do que
se imaginava (WALSH; PERKINS; KREBS, 1968).

A finalizagc&o recente do Projeto Genoma Humano permitiu reunir as proteinas quinases
em duas categorias principais, segundo seus dominios cataliticos: as quinases tipicas e as
atipicas. As atipicas sdo aquelas que apresentam atividade quinase, mas ndo possuem
similaridade com o dominio quinase tipico. As quinases tipicas sdo aquelas que compartilham
de um dominio quinase caracteristico e estéo classificadas em sete familias: a) a familia AGC,
que inclui as quinases PKA, PKG e PKC; b) a familia CAMK, que inclui as quinases reguladas
por Ca?*/calmodulina; c) a familia CK1, que inclui a caseina quinase 1; d) a familia CMGC, que
inclui as quinases dependentes de ciclinas (CdKs), as quinases ativadas por mitdgenos
(MAPKSs) e a glicogénio sintase quinase 3 (GSK3); e) a familia de quinases STE de leveduras;
f) a familia das tirosina quinases; g) e a familia das quinases tipo tirosina quinases (MANNING
et al., 2002). Dentre estas, as principais quinases que participam da regulacdo de inUmeras
vias metabdlicas na maioria dos organismos sao as: PKAs, PKCs, MAPKs, CAMKs e CdKs.

A PKA altera as atividades de proteinas-alvo fosforilando grupos especificos de serina e
treonina. E ativada por concentracdes de AMP ciclico (AMPc) e, por isso, & também conhecida
como proteina quinase dependente do AMP ciclico (PKAc). Esta enzima é formada por duas
subunidades: uma reguladora (R), com alta afinidade pelo AMPc, e uma catalitica (C). Na
auséncia de AMPc, a subunidade C torna-se inativa pela formagdo de um complexo
tetramérico R2C2. A ligacdo do AMPc a subunidade R induz mudangas conformacionais que
resultam na dissociagdo da haloenzima inibida (YU et al., 2004). A PKA existe em todas as
células animais e acredita-se que seja responsavel pelos efeitos do AMP ciclico na maioria
delas. Os substratos da PKA diferem nos diferentes tipos celulares, o que explica por que os
efeitos do AMP ciclico variam tanto dependendo do tipo celular (ALBERTS et al., 2004). Em N.
crassa esta bem caracterizado o gene que codifica PKA quando comparado com a sequéncia
de S cerevisiae, ele apresenta a subunidade regulatéria mcb e um fenétipo caracteristico de
acumulo de AMPc quando este gene esta ausente (BORKOVICH et al., 2004).

O célcio (Ca®*) & um importante sinalizador celular e, por isso, sua concentragdo
intracelular livre é estritamente regulada. Nos mamiferos, as células contém um grande namero
de proteinas que se complexam ao calcio com diferentes afinidades e especificidades.

Algumas dessas proteinas possuem baixa afinidade e atuam principalmente como “tampdes”
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que limitam a difusdo de Ca*. Outras proteinas ligam-se ao calcio com alta afinidade e
especificidade e sdo responsaveis por varios eventos bioquimicos e outras proteinas sio
reguladas indiretamente através de um sinal de transducéo. E o caso da calmodulina (CaM)
que possui dois dominios globulares que contém, cada um, dois sitios de ligacdo ao Ca?,
ligados por uma alfa hélice flexivel. A ligagdo com o Ca?* induz uma mudanca conformacional
na CaM, expondo residuos hidrofébicos que promovem a interagdo do complexo Ca?*/CaM
com diversas proteinas, incluindo a familia de serina/treonina quinases CaMK (SILVA et al.,
2009). As primeiras CaMK a serem descobertas foram as quinases da cadeia leve da miosina,
que ativa a contracdo da musculatura lisa e a fosforilase quinase, resultando na degradacgéo do
glicogénio. Muitas CaMK, contudo tem especificidade mais ampla e parecem ser responsaveis
pela medigdo de muitos dos efeitos do Ca®* nas células animais. O exemplo melhor estudado
de CaMK multifuncional é o da CaMKIl, encontrada em todas as células animais,
especialmente no sistema nervoso. Com a ativacdo advinda do Ca®" ela se torna ativa e se
auto fosforila, continuando ativa mesmo quando os nives de Ca®' intracelular diminuem,
prolongando assim a atividade quinase exercida em seus alvos (ALBERTS et al., 2004).

A PKC também é uma quinase que se liga ao Ca®*, mas neste caso a ligagdo é direta,
onde ocorre a translocagao do citosol para a membrana da célula. Esta proteina € uma das trés
principais quinases serina/treonina e esta envolvida em eventos de transdugdo de sinais,
respondendo a estimulos especificos hormonais, neuronais e de fatores de crescimento. A
familia PKC inclui 12 isoformas, as quais sdo produtos de diferentes genes e sao distribuidas
em varios tecidos, demonstrando diferencas de acordo com sua localizagdo (ALBERTS et al.,
2004). Por analise de homologia de sequéncias foram identificadas 25 proteinas possivelmente
envolvidas com as vias de sinalizagdo que utilizam o Ca?* como mediador em N. crassa, isto
indica que este fungo apresenta uma complexa maquinaria intracelular regulada por este
mediador (BORKOVICH et al., 2004).

As MAPK sao proteinas que respondem a estimulos extracelulares regulando varias
atividades, tais como: expressao génica, mitose, diferenciagdo celular e apoptose. A partir da
ativagdo advinda de um estimulo, a “cascata MAPK” é ativada. Cada cascata € composta por
trés MAPKs, sendo elas: MAP quinase quinase quinase (MKKK, MEKK ou MAP3K), MAP
quinase quinase (MKK, MEK, ou MAP2K) e MAP quinase (MAPK), que s&o ativados em série.
Uma MAP3K que é ativada a partir de estimulos extracelulares, fosforila a MAP2K no seu
residuo de serina e treonina, e esta MAP2K activa uma MAPK através da fosforilagdo em seus
residuos de treonina e tirosina (ALBERTS et al., 2004). A cascata MAPK transmite informacgées
aos efetores, coordena as informagdes recebidas de outras vias de sinalizagdo, amplifica os
sinais, e permitem uma variedade de padrbes de resposta. Elas respondem a diferentes
estimulos por fosforilar componentes do citoplasma e fatores de transcricdo nucleares,

dependendo do contexto celular (COOB, 1999). O exemplo bem caracterizado em eucariotos
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de uma cascata MAPK esta na via de Hog1p de S. cerevisiae. Ssk2/22p (MAPKKK) ativa,
fosforila Pbs2p (MAPKK) assim se tornando ativa e fosforilando Hog1p (MAPK) levando ao
feno6tipo de aumento da osmolaridade celular (BORKOVICH et al., 2004).

Dentre as proteinas quinases, as Cdks merecem destaque especial, pois constituem
componentes centrais do controle do ciclo celular e sdo responsaveis por controlar outros
mecanismos celulares. As Cdks sao especificamente serina/treonina quinases e sio ativadas e
desativadas dentro das células sucessivamente, na medida em que o ciclo celular progride.
Para que seus dominios quinase sejam ativados, é necessario que durante o ciclo celular elas
se associem as suas ciclinas parceiras, as quais aparecem e desaparecem ao longo do ciclo
celular (HUANG et al., 1998). Porém, a ativagdo das Cdks ndo depende apenas da ligacdo com
suas ciclinas parceiras; € necessario também a fosforilacdo subsequiente de um residuo de
treonina e a desfosforilagdo de um residuo de tirosina na sua sequéncia polipeptidica
(JOHNSON, 2009). Além da interacdo com suas parceiras e dos eventos de fosforilagdo
reversivel, a atividade das Cdks é regulada negativamente pela interacdo com subunidades
inibitérias conhecidas como inibidores das Cdks ou Ckls (GOLIAS; CHARALABOPOULOS;
CHARALABOPOULOS, 2004). Porém as Cdks nao estdo envolvidas apenas com o cliclo
celular, algumas delas sdo multifuncionais, onde dependendo da sua ciclina parceria ela exerce
uma funcgéo especifica, sendo que uma mesma Cdk pode estar envolvida em varios processos
celulares.

Em N. crassa foram anotados 107 genes codificadores de proteinas quinases. Destes
107, 32 foram analizados por diversos autores relacionando com algum processo celular.
Nesta lista inclui-se varias denominagdes, classificando-as em familias ou denotando um nome
especifico de acordo com sua funcgéao, alguns deles sdo: MAPK, PKA, PKC, checkpoint kinase
2, ATM (Ataxia telangiectasia mutated, mus-21) ATR (ATM e Rad3-related homologs (mus-9),
NDR (Nuclear Dbf2-related) cot-1 e dbf-2. Essas quinases estdo envolvidas na regulagdo de
varios processos, incluindo: crescimento celular, fuséo das hifas, conidiagéo, desenvolvimento
sexual feminino, modificagbes ocasionadas por estresse, reparo de danos no DNA e ciclo
circadiano (PARK et al., 2011). Recentemente, Park et al. (2011) publicaram os primeiros
resultados de morfologia e resisténcia a antimicrobianos relacionados as linhagens mutantes
nos genes codificadores de proteinas quinases. Estas linhagens mutantes se tornaram um
material interessante para o inicio dos estudos acerca dos mecanismos regulatérios das vias

de sinalizacao reguladas por proteinas quinases em nivel pés-traducional.
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De uma maneira geral, o objetivo do trabalho foi realizar uma busca de proteinas
quinases que atuam regulando o metabolismo de glicogénio no fungo Neurospora crassa. Para
isto, uma coleg¢do de linhagens mutantes do fungo contendo genes que codificam proteinas
quinases, individualmente nocauteados foi utilizada. Especificamente, este trabalho foi

realizado com os seguintes objetivos:

¢ Avaliar o conteudo de glicogénio nas linhagens mutantes. Nesta parte o conteudo de
glicogénio foi quantificado antes e ap6s choque térmico (transferéncia de 30 para 45°C). E
conhecido que a linhagem selvagem apresenta uma diminui¢do do conteudo de glicogénio
apo6s choque térmico. O objetivo é selecionar linhagens mutantes que apresentarem perfis

diferentes ao da selvagem nas duas condi¢des experimentais utilizadas.

¢ Quantificar a atividade da enzima glicogénio sintase nas linhagens selecionadas. Uma vez
identificadas as proteinas que atuam na regulacdo do metabolismo do carboidrato, o
objetivo do trabalho foi identificar as provaveis proteinas que poderiam fosforilar a enzima
GSN, uma vez que é uma enzima contendo multiplos sitios de fosforilagdo. A medida de
atividade foi realizada na presenga e auséncia do modulador alostérico G6P, uma vez que a
relagdo -/+ G6P é um indicativo do grau de fosforilagdo da enzima. Os resultados obtidos
foram importantes para definir quais proteinas quinases poderiam atuar diretamente na

fosforilagdo da enzima.

e Analisar as diferentes isoformas de fosforilagdo da enzima GSN das linhagens mutantes
selecionadas. O objetivo foi identificar quais proteinas quinases poderiam atuar diretamente
na fosforilagdo da enzima utilizando 2D-PAGE seguida de Western blot e anticorpos anti-
GSN.

e Produzir em E. coli e purificar as proteinas PHO85-like e PCL10-like. A proteina quinase
PHO-85-like foi identificada como uma provavel quinase que fosforila GSN. Esta quinase
atua regulando o metabolismo de glicogénio dependendo de sua ciclina parceira. Portanto, o
objetivo foi clonar, produzir em E. coli e purificar as proteinas na forma recombinante. As
proteinas purificadas serdo utilizadas, futuramente, em ensaios de fosforilagéo in vitro com a

enzima GSN.
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1. Linhagens utilizadas

1.1. Neurospora crassa

Para realizar os estudos propostos, foi utilizada a linhagem de N. crassa FGSC#09718

(mat a mus-51::bar+) e linhagens mutantes do fungo individualmente nocauteadas em genes

codificando proteinas quinases através da insergcdo de uma marca de selecao, as quais foram

obtidas junto ao Fungal Genetics Stock Center (FGSC, Kansas City, Missouri, USA). Essas

linhagens foram submetidas ao choque térmico, e aquelas que apresentaram alteracdo no

fenétipo para acumulo do glicogénio, tendo como pardmetro a linhagem selvagem, foram

selecionadas.

A relacdo das linhagens analisadas encontra-se listada na Tabela 1.

Tabela 1. Linhagens mutantes analisadas.

#FGSC ORF ANOTACAO*
11164 NCU08346 serine/threonine protein kinase
11169 NCU02814 serine/threonine-protein kinase chk2
11170 NCU02814 serine/threonine-protein kinase chk2
11252 NCUQ07378 serine threonine protein kinase
11316 NCU04096 serine/threonine-protein kinase 3
11317 NCU04096 serine/threonine-protein kinase 3
11319 NCU06419 MAP kinase kinase
11322 NCU00406 protein kinase CHM1
11323 NCU00406 protein kinase CHM1
11324 NCU03894 serine/threonine-protein kinase ste-20
11326 NCU02234 MAP kinase kinase kinase
11327 NCU02234 MAP kinase kinase kinase
11338 NCUQ09064 conserved hypothetical protein
11433 NCU00682 serine/threonine-protein kinase PRKX
11434 NCUO00682 serine/threonine-protein kinase PRKX
11523 NCUO00772 serine/threonine-protein kinase 24
11479 NCU03071 MAP kinase kinase kinase SskB
11480 NCUO00587 mitogen activated protein kinase kinase
11481 NCU04612 mitogen activated protein kinase kinase 2
11482 NCU02393 mitogen-activated protein kinase 2
11513 NCU06240 cAMP-dependent protein kinase type 3
11841 NCU03187 G2-specific protein kinase nimA
11989 NCU06422 conserved hypothetical protein
12000 NCUQ9071 serine/threonine-protein kinase cot-1
12018 NCU02751 serine/threonine-protein kinase
12019 NCU02751 serine/threonine-protein kinase
13416 NCU07280 serine/threonine-protein kinase gad8
13515 NCU09258 serine/threonine protein kinase
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14065 NCUO03571 serine/threonine protein kinase
14525 NCUQ07296 serine/threonine-protein kinase orb6
14539 NCUQ7580 cyclin-dependent protein kinase
15734 NCU06544 protein kinase C-like protein
16077 NCU04326 protein kinase

16736 NCU04990 protein serine/threonine kinase
16737 NCU06202 serine/threonine protein kinase
16738 NCU06249 serine/threonine protein kinase
16739 NCU09189 conserved hypothetical protein
16741 NCUO01335 cell division control protein 15
17940 NCU03242 serine/threonine-protein kinase cbk1
17942 NCU04335 protein kinase

17943 NCU04335 protein kinase

17944 NCU04426 cell division protein kinase
17945 NCU04426 cell division protein kinase
17948 NCU05638 conserved hypothetical protein
17954 NCU06179 serine/threonine-protein kinase hal4
17955 NCU06230 serine/threonine protein kinase
17956 NCU06421 conserved hypothetical protein
17957 NCU06486 conserved hypothetical protein
17958 NCU06583 conserved hypothetical protein
17959 NCU06626 phosphoinositide 3-kinase regulatory subunit 4
17961 NCU06685 protein kinase

17963 NCU07399 serine/threonine kinase 16
17964 NCUQ7872 protein kinase Yak1

17965 NCUQ7880 protein kinase

17966 NCU08177 protein kinase

*http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/neurospora/Home.html

1.2. Escherichia coli

As linhagens de E. coli foram utilizadas para a amplificagdo dos plasmidios e para a
realizacao dos ensaios de produgédo das proteinas recombinantes de N. crassa investigadas

neste trabalho.

As linhagens utilizadas foram:

DH10B: (F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcerBC) ®80d/lacZAM15 AlacX74 endA1 recA1 deoR
A(ara,leu)7697 araD139 galU galK nupG rpsL A-)

BL21(DE3) pLys-S: (F- ompT hsdSB(rB m ) (DE3) pLysSRARE2 (Cam ))

BL21(DE3)pLys-S Rosetta: (F- ompT hsdSB(rB m ) (DE3) pLysSRARE2 (Cam ))
ArticExpress(DE3): (F- ompT hsdS(rB— mB-) dcm+ Tetr gal A(DE3) endA Hte [cpn10 cpn60
Gentr].
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2. Meio de cultivo para Neurospora crassa

O meio de cultivo utilizado para o crescimento, manutengéo das linhagens do fungo N.
crassa e experimentos de choque térmico, foi o meio minimo de Vogel (VM) (Vogel, 1956),
acrescido de sacarose 2% e biotina (0,1 mg/mL). Para as culturas realizadas em meio sélido, o
meio VM foi acrescido de sacarose 2%, biotina (0,1 mg/mL) e agar 2%.

O meio VM é um meio quimicamente definido, preparado a partir da diluicdo de uma
solugdo estoque 50x concentrada. Esta solugdo estoque é feita a partir da dissolugdo dos
seguintes sais, na ordem indicada, em 700 ml de agua destilada:

510 g de citrato de s6dio.H,O

250 g de KH,PO,

100 g de NH4;NO;

10 g de MgS0O,.7H,0

5 g de CaCl,.2H,0 (pré-dissolvido em agua destilada)

5 mL de soluc&o de elementos tracos

Apbs a dissolugdo completa dos sais, o volume é ajustado para 1 L com agua destilada,
s&o adicionados 300 pul de cloroférmio como agente conservante e a solugéo € armazenada a
4°C.

A solucdo de elementos tragos utilizada para o preparo do meio VM é obtida pela
dissolugéo completa dos compostos citados a seguir, em 90 mL de agua:

5 g de MgS0,.7H,0

5 g de acido citrico.H,O

5 g de ZnS0O,.7H,0

1 g de F(NH,),.(S0O4),.6H,0

0,25 g de CuS0O,4.5H,0

0,05 g de MnS0O,4.H,O

0,05 g de H3;BO;

0,05 g de NaMo00O,.2H,0

As linhagens foram mantidas em meio VM contendo o antibiético higromicina, na

concentragéo de 0,2 mg/ml e estocadas a -20 °C.
3. Propagacao das linhagens, obtencao dos conidios e preparo das culturas
permanentes

Para a propagacdo das linhagens e obtencdo de conidios, inéculos das linhagens
mutantes rejuvenescidas foram realizados em meio VM solido, as culturas foram incubadas a

30°C em caémara BOD durante 2 dias e em seguida, transferidas para a luz a temperatura
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ambiente por mais 8 dias, totalizando 10 dias de cultivo. Ap6s esse periodo, os conidios foram
coletados em 10 mL de agua destilada estéril, filtrados em gaze estéril para retengéo das hifas,

contados em camara de Neubauer e utilizados para os experimentos de choque térmico.

4. Choque térmico

Para os experimentos de choque térmico, uma suspensdo de conidios contendo
aproximadamente 10’ células/mL foi inoculada em 100 mL de meio VM liquido e incubada a
30°C/250 rpm/24 h. Apds esse periodo, os micélios foram coletados por filtracdo e as amostras
foram rapidamente divididas em duas partes iguais. Uma das partes foi congelada em
nitrogénio liquido e armazenada a -80°C (amostras ndao submetidas ao choque térmico;
amostras ZERO) e a outra parte foi transferida para um frasco contendo meio VM liquido
fresco, pré-aquecido a 45°C, e incubado nesta temperatura a 250 rpm, durante 30 minutos
(amostras submetidas ao choque térmico; amostras HS30). Apés o choque térmico, as
amostras foram coletadas por filtragdo, rapidamente congeladas em nitrogénio liquido e

armazenadas a -80°C para utilizagao futura.

5. Preparo do extrato celular bruto e determinagao do conteudo de glicogénio

Para o preparo do extrato celular bruto, uma pequena quantidade de cada uma das
amostras congeladas foi totalmente pulverizada em nitrogénio liquido, em gral de porcelana.
Em seguida, aproximadamente 200 mg de cada uma das amostras pulverizadas foi transferida
para um tubo eppendorf de 1,5 mL contendo 1 mL de um tampéao de lise gelado (Tris-HCI 50
mM, pH 8,0; NaF 50 mM; EDTA 1 mM; PMSF 1 mM; benzamidina 1 mM; TLCK 2 mM;
aprotinina e pepstatina, 1 pg/mL de cada) e homogeneizada em vortex. As fragbes
sobrenadantes foram isoladas apds centrifugagéo (10.000 x g/10 min/4°C), recolhidas em tubos
eppendorf novos e usadas para a determinagcdo do conteudo de glicogénio e de proteinas
totais (HARTREE, 1972), utilizando BSA como padréo.

O conteudo de glicogénio foi determinado nas linhagens selvagem e mutantes do fungo,
submetidas ou ndo ao choque térmico, através da digestdo do glicogénio com a-amilase e
amiloglicosidase ap6s precipitagdo com etanol, de acordo com protocolo descrito por Hardy &
Roach (1993). Para isto, as proteinas contidas em 100 pL de cada uma das amostras foram
precipitadas com 25 pL de uma solugdo TCA 50% a 10.000 x g, 4°C, 15 min. Os
sobrenadantes foram entdo transferidos para novos tubos, misturados com 4 volumes de
etanol absoluto gelado durante 30 min a -80°C e centrifugados a 20.000 x g, 15 min, 4°C. Os
precipitados contendo glicogénio foram dissolvidos em 400 yL de uma solugao tampéo (acetato

de sbédio 50 mM pH 5,2; CaCl, 5 mM) contendo 1 pL de cada uma das enzimas
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amiloglicosidase (30 mg/mL, em tamp&o acetato de sédio 50 mM pH 5,2; CaCl, 5 mM) e o-
amilase (10 mg/mL, no mesmo tampao) e incubados a 37°C durante 12 h. Um volume de 12,5
ML de cada uma das amostras digeridas foi tomada para a determinagdo do conteudo de
glicose livre, utilizando o kit Glicose PAP Liquiform (Labtest) num comprimento de onda de 550
nm. O conteudo de glicogénio das amostras foi expresso em pg glicogénio/mg de proteinas

totais.

6. Ensaio de atividade da enzima glicogénio sintase de Neurospora crassa

As amostras para a realizacdo do ensaio de atividade da enzima glicogénio sintase (GS)
foram as mesmas utilizadas para a quantificacdo de glicogénio diferindo no tampao utilizado
(descrito em detalhes no item 5). Para o preparo do extrato celular bruto, uma pequena
quantidade de cada um dos micélios congelados foi totalmente pulverizada em nitrogénio
liguido, em gral de porcelana. Em seguida, aproximadamente 200 mg de cada uma das
amostras pulverizadas foi transferida para um tubo eppendorf de 1,5 mL contendo 1 mL de um
tampao de lise gelado (HEPES 50 mM, pH 7,4; KCI 137 mM; glicerol 10% acrescido de
inibidores de proteases (PMSF 10 mM; leupeptina 1 ug/ml) e homogeneizada em vortex. As
fracdes sobrenadantes foram isoladas apés centrifugacao (7.000 x g/10 min/4°C), recolhidas
em tubos eppendorf novos e usadas para a determinacgéo da atividade GS e de proteinas totais
(HARTREE, 1972), utilizando BSA como padrio.

A atividade GS foi dosada através do método de Thomas (1968), com modificacbes. A
atividade glicogénio sintase € medida pela incorporacao de unidades glicosil a partir da UDP-
[U-14C]-glicose a moléculas de glicogénio. O ensaio é realizado na auséncia e presenca de 7,2
mM de glicose-6-fosfato (G6P), o qual constitui o ativador alostérico da enzima glicogénio
sintase. Uma aliquota de 15 uL de extrato bruto total foi incubado com 30 uL da mistura de
reagéo (Tris-HCI 50 mM pH 7,8, UDPG 4,44 mM, glicogénio 0,67%, EDTA 2 mM, NaF 25 mM,
1 yL 14C-UDPG (265 mCi/mmol), concentracao final). Quando presente, G6P foi adicionada na
concentragdo final de 7,2 mM por reagao. A mistura foi incubada a 30°C por 30 min, ao final
dos quais uma aliquota de 35 L foi depositada em pedacgos de papel (2 x 2 cm) Whatman P81,
e imediatamente mergulhados em solugao de etanol 66% gelado, sob agitagdo. Trés lavagens
sucessivas em etanol 66% foram realizadas para a remogéo de UDP-[U-14C]-glicose livre e os
papéis foram secos a temperatura ambiente. Ap6s secagem, a radioatividade incorporada ao

glicogénio foi medida por cintilagao liquida em um cintilador Beckman LS6500.

7. Identificacao de isoformas fosforiladas da enzima GSN por Western blot

7.1. Extragdo de proteinas totais para a eletroforese bidimencional
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Para os experimentos de eletroforese bidimensional, uma suspensdo de conidios
contendo aproximadamente 10’ células/mL foi inoculada em 100 mL de meio VM liquido e
incubada a 30°C/250 rpm/24 h. Apos esse periodo, os micélios foram coletados por filtragéo e
as amostras foram rapidamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C.
Para o preparo do extrato celular bruto, uma pequena quantidade de cada uma das amostras
congeladas foi totalmente pulverizada em nitrogénio liquido, em gral de porcelana. Em seguida,
aproximadamente 200 mg de cada uma das amostras pulverizadas foi transferida para um tubo
eppendorf de 1,5 mL contendo 1 mL de um tamp&o de lise gelado (HEPES 50 mM, pH 7,4;
NaCl 137 mM; glicerol10%) acrescido de inibidores de proteases (PMSF 100 mM; leupeptina 1
mM e pepstatina 1 mM) e dos inibidores de fosfatases (NaF 25 mM; EDTA 1 mM e Na,P,O; 10
mM) e homogeneizada em vortex. O rompimento celular foi finalizado com a utilizagéo de glass
beads (Sigma, 1.180 uy) em 8 ciclos de homogeneizacdo em vortex por 30 seg e intervalos de
30 seg em gelo. As fracdes sobrenadantes foram isoladas ap6s centrifugacéo (10.000 x g/10
min/4°C) e recolhidas em tubos eppendorf novos.

As fragcdes do sobrenadante recolhidas foram limpas utilizando o kit 2-D clean-UP
(Amersham Biosciences) segundo as instru¢des do fabricante e foram quantificadas utilizando

o kit 2-D Quant (Amersham Biosciences) também seguindo as instru¢des do fabricante.

7.2. Separagao por eletroforese bidimensional

As amostras de proteinas totais foram separadas por 2D-PAGE usando o sistema de
isoeletrofocalizagéo IPGphor™ (GE Healthcare) e tiras Immobiline ™ DryStrip (13 cm, linear, GE
Healthcare) na faixa de pH 4-7, conforme especificacées do fabricante.

Um volume de solugéo protéica correspondente a 250 ug foi adicionado a 250 uL de
solugéo contendo tamp&o de amostra (uréia 7 mM; tioréia 2 mM; CHAPS 4%; Tris-HCI 30 mM;
azul de bromofenol 0,001%), 1,25 uL de IPGbuffer (GE Healthcare), 50 uL de DeStreak™
Rehydration Solution (GE Healthcare) e DTT 2,8 mg/ml. Para evitar evaporagéo foi adicionado
IPG Cover Fluid (GE Healthcare) sobre cada tira. Depois de 24 horas de rehidratagdo (sem
aplicacdo de potencial), a isoeletrofocalizacédo foi conduzida com corrente de 50 pA por tira a
20°C por 100 V (10 h), 500 V (500 Vh), 1000 V (750 Vh), 8000 V (11325 Vh), 8000 V (5067 Vh)
e 100 V (10 h), totalizando 19642 Vh.

Apo6s a isoeletrofocalizagéo, a tira foi equilibrada por duas vezes durante 15 minutos cada
com 3 mL do tampé&o de equilibrio (Tris-HCI 50 mM (pH 8,8); uréia 6 mM,; glicerol 30%; SDS
2%; azul de bromofenol 0,001%; DTT 10 mg/ml) (GIANAZZA et al., 1985; BJELLQVIST et al.,
1993). A tira também foi equilibrada uma vez durante 15 minutos com 3 mL do tampé&o de

equilibrio contendo iodoacetamida 25 mg mL™ ao invés de DTT.
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As proteinas foram separadas na segunda dimens&o em gel SDS-poliacrilamida 9% (18 x
16 cm) utilizando o sistema Hoefer'™ SE600 (GE Healthcare). A corrida foi realizada a 10 mA
por 30 minutos e 45 mA por gel em tampé&o de corrida Tris-glicina (LAEMMLI, 1970). O gel foi

corado com Coomassie Brilliant Blue R-250.

7.3. Western blot

Ensaios de Western blot foram realizados utilizando o anticorpo primario anti-glicogénio
sintase de N. crassa (anti-GSN) produzido em coelho e o anticorpo secundario anti-lgG de
coelho conjugado com peroxidase, conforme protocolo descrito por Sambrook & Russell
(2001). Para isto, os extratos protéicos foram separados por eletroforese bidimensional
(descrito em detalhes no item 7.2) e as proteinas contidas nos mesmos foram transferidas para
membranas de nitrocelulose, com o auxilio do sistema de transferéncia TE 62 Transfer Unitl
(GE Healthcare), em tampao de transferéncia gelado (Tris-HCI 20 mM, pH 8,0; glicina 150 mM,
de metanol 200 mL/L), durante 16 horas a 100 V. As membranas foram bloqueadas com TBST
1x gelado (Tris-HCI 20 mM, pH 7,5; NaCl 500 mM, Tween-20 0,05%), contendo 6% de leite em
pd desnatado, sob suave agitagdo, a 4°C durante 4 horas. Apos o bloqueio, a membrana foi
lavada 3 vezes, durante 5 min, a temperatura ambiente, com TBST 1x e em seguida, incubada
com o anticorpo primario anti-GSN (1:1.000) em TBST 1x acrescido de 3% de leite em pd
desnatado, durante 16 h a 4°C, sob suave agitacdo, a membrana foi lavada novamente 3
vezes, durante 5 min, a temperatura ambiente, com TBST 1x e em seguida, incubada com o
anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado com peroxidase (1:10.000; Sigma) em
TBST 1x acrescido de 3% de leite em p6 desnatado, durante 4 h a 4°C, sob suave agitagédo. As
membranas foram novamente lavadas 3 vezes com TBST 1x e as proteinas foram reveladas
em 10 mL de tampé&o de revelagdo para peroxidase (Tris-HClI 100 mM, pH 8,5; acido p-
cumarico 1,5 pL, adicionado de 50 pL de luminol (125mM) e 1,5 uL peroxido de hidrogénio
(100%).

8. Clonagem das ORFs NCU07580 e NCU08772 por RT-PCR

Para a clonagem das ORFs NCUQ7580 e NCUQ8772, oligonucleotideos apresentando os
respectivos cddons de iniciagdo (AUG) e de terminagcédo (UAG e UGA) da tradugdo foram
desenhados (Tabela 2) baseados nas seqléncias nucleotidicas das ORFs depositadas no
banco de dados de N. crassa
(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/neurospora/Home.html) e adicionados de sitios
para as enzimas de restricdo Ndel, Nhel e BamHlI, para a amplificacdo das ORFs e posterior

subclonagem das mesmas no vetor de expressao pET28a (Novagen).
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Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados para a clonagem molecular.

ORF PARES DE OLIGONUCLEOTIDEOS SiTIO DE RESTRIGAO

Nc7580-F: 5'-gTACATATggACggCAggAAACACCC-3’
NCU07580 g 9A-99-Agg Ndel e BamHI
Nc7580-R: 5-CgggATCCCTAGTAGCCCTCGTAGTTG-3°

Nc8772-F: 5"-CATATgTCACCCAATCCCgAACAC-3
NCU08772 9 Nhel e BamHI
Nc8772-R: 5-ggATCCTCACgCCTCGGCGGCAGCTTC-3

Os cddons de iniciagdo (AUG) e de término (UAG e UGA) da sintese protéica estdo representados em negrito e

sublinhados na seqiiéncia. Os sitios para as enzimas de restricdo encontram-se em negrito na tabela.

8.1. Extragao de RNA total

O RNA total foi extraido de micélio obtido a partir da linhagem selvagem do fungo, apés
crescimento vegetativo, pelo método de cloreto do litio (SOKOLOVSKY et al., 1995). Para isto,
o0 micélio foi pulverizado em gral de porcelana com nitrogénio liquido e o pé resultante foi
transferido para tubo eppendorf contendo uma mistura de 750 pyL de tampéo de lise: 750 pL
fenol saturado em Tris-HCI 100 mM, pH 8,0 (DEPC) e homogeneizado em vortex durante 20
min, em temperatura ambiente. A fase aquosa foi coletada a 9.300 x g,10 min, 4°C e os RNAs
contidos na mesma foram precipitados com 0,75 volumes de uma solugao LiCl 8 M (DEPC) a
4°C, durante 2 h e coletados a 15.700 x g, 10 min, 4°C. Os precipitados contendo os acidos
nucléicos foram solubilizados em 300 pL de 4gua DEPC e novamente precipitados com acetato
de sédio 3 M (DEPC) e etanol absoluto gelado a -80°C, durante 30 min. Os RNAs totais foram
coletados a 15.700 x g, 15 min, 4°C, lavados duas vezes com uma solugéo de etanol 70%
(DEPC) gelada a 15.700 x g, 5 min, 4°C, secos, dissolvidos em 50 a 100 yL de agua DEPC e
quantificados por espectrometria a 260 nm. A qualidade das preparagdes foi avaliada pela
relacédo 260/280 nm.

8.2. Clonagem por RT-PCR

Os cDNAs correspondendo as ORFs NCU07580 e NCUQ8772 foram amplificados por
RT-PCR, usando o RNA total obtido, conforme descrito anteriormente. Para isto, cerca de 4 ug
de RNA total foram tratados com DNase RQ1 RNase-Free DNase (Promega), conforme
instrugdes do fabricante, a fim de eliminar contaminagdes por DNA genémico.

A sintese da primeira fita de cDNA (sscDNA) foi efetuada utilizando o oligonucleotideo
oligo-dT (Invitrogen) e o kit comercial Superscript® Il First-strand Systhesis for RT-PCR
(Invitrogen). As reagdes de amplificagéo foram realizadas combinando os oligonucleotideos F e
R das respectivas ORFs, em um termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf), no volume

final de 50 pl. Nestas reagdes, 2 yL de sscDNA foram adicionados de 0,5 pyL (1,25 U) da
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Enzima Phusion DNA Polimerase (Finnzymes), 1 pL de cada um dos respectivos
oligonucleotideos F e R (100 pmol/uL), 10 yL de 5x Phusion Buffer GC, 1 yL de uma solugéo
de dNTPs (10 mM cada) e 1,5 yL de DMSO, num volume final de 30 pyL. A mistura foi
homogeneizada e submetida a uma reagéo de PCR convencional.

Os produtos das reagdes de amplificagdo foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1%, em tampéo TAE 1x (Tris-HCI 400 mM, pH 8,0; acido acético glacial 200 mM,;
EDTA 10 mM), contendo brometo de etidio 0,5 g/mL. Os fragmentos de DNA foram
removidos do gel, purificados utilizando o kit GeneClean (MP Biomedicals) e clonados no vetor
pMOS-Blue (Blunt Ended PCR Cloning kit, GE Healthcare). Para isto, os fragmentos de DNA
purificados foram incubados juntamente com o vetor pMOS, nas concentrac¢des indicadas pelo
kit, a 15°C, 15 h e os produtos das reagdes de ligacao foram usados para transformar células
competentes da linhagem de E. coli DH10B. Os transformantes foram selecionados em meio
de cultura 2YT contendo glicose 2% (triptona 1,6%; extrato de levedo 1,0%; NaCl 0,5%; glicose
0,2%), contendo 100 pg/mL de ampicilina, na presenca de 40 yL de uma solugédo de X-GAL (40
mg/mL). As colonias resultantes foram inoculadas em meio 2YT contendo glicose, os DNAs
plasmidiais dos transformantes foram extraidos e analisados por digestdo com endonucleases
de restricdo. Culturas permanentes dos clones positivos carregando as construgdes plasmidiais
pMOS-7580 e pMOS-8772 foram preparadas e armazenadas a -80°C.

9. Mini-extragcao de DNA plasmidial

O DNA plasmidial foi extraido pelo método de boilling prep descrito por Holmes & Quigley
(1981). As colbdnias bacterianas isoladas foram inoculadas em 5 mL de meio 2YT acrescido de
glicose 0,2% e incubados a 37 °C durante uma noite. Células das culturas bacterianas foram
coletadas em tubos eppendorf de 1,5 mL e suspensas em 350 pL de solugdo STET (Tris 10
mM, pH 8,0; sacarose 8%; Triton X-100 0,5%; EDTA 50 mM, pH 8,0) contendo lisozima 30
mg/mL. As suspensbes celulares foram submetidas a um choque térmico em banho-maria
fervente durante 40 segundos e imediatamente resfriadas a -20 °C, 10 min. Os restos celulares
foram isolados ap6s centrifugacao (23.700 x g/10 min/4 °C) e os acidos nucléicos contidos no
sobrenadante foram precipitados pela adicdo de 40 uL de acetato de sédio 3 M pH 5,2 e 420
ML de isopropanol, a -20°C, 15 min e coletados por centrifugacao (23.700 x g/15 min/4 °C). Os
precipitados foram dissolvidos em 100 pyL de agua estéril e as proteinas contidas na mistura
foram extraidas pela adicdo de fenol saturado em tampéo TE a 9.300 x g, 5 min, 4°C. Os
acidos nucléicos contidos na fase aquosa foram novamente precipitados pela adigdo de 40 pL
de acetato de aménio 7,5 M e 300 yL de etanol absoluto gelado a -20°C, 15 min, coletados por
centrifugagéo (23.700 x g/15 min/4°C), lavados 2 vezes com 750 pL de uma solug&o de etanol

70% gelada, secos e dissolvidos em 20 pL de agua estéril gelada.
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10. Preparo e transformacgao das células competentes de E. coli

Para o preparo das células competentes da linhagem DH10B de E. coli, células nao
competentes foram rejuvenescidas em 5 mL de meio 2YT e incubadas a 37 °C a 250 rpm,
durante uma noite. Apés a obtencdo de células jovens, 500 pL deste crescimento foram
inoculados em 100 mL de meio 2YT e a cultura incubada a 37 °C a 250 rpm até uma densidade
otica a 600 nm de aproximadamente 0,7. As células foram coletadas em tubos Falcon (50 mL)
estéreis a 700 x g/4 °C/15 min. Os concentrados celulares foram lavados com 40 mL de uma
solugédo de CaCl, 100 mM gelada e estéril e dissolvidos em 8 mL de CaCl, 100 mM estéril. As
células competentes foram utilizadas para as rea¢des de transformacgéo.

Para a transformacao, aproximadamente 5 uL da reacdo de ligacdo de cada uma das
construcdes foram incubados em gelo por 30 minutos com 100 pL de células competentes. Em
seguida, as suspensbes foram submetidas ao choque térmico pela transferéncia para um
banho a 42 °C por 2 minutos. Apos o choque térmico, as suspensdes foram adicionadas de 400
ML de meio 2YT e novamente incubadas a 37 °C, 60 min. Apds este periodo as células foram

plagueadas em meio 2YT contendo o antibidtico especifico.

11. Ensaios de produgédo das proteinas recombinantes

As proteinas codificadas pelas ORFs NCU07580 e NCU08772 foram produzidas na forma
recombinante, fusionadas a uma cauda de poli-His na regido N-terminal e purificadas através
de cromatografia de afinidade, utilizando Ni*? e Co*?. Para isto, as ORFs foram primeiramente
subclonadas no vetor de expressao pET28a, as constru¢des foram utilizadas para transformar
células de E. coli competentes e as proteinas recombinantes foram induzidas na presenca de
IPTG. A seguir, encontram-se descritas, de maneira detalhada, todas as etapas da producéo e

purificacdo das mesmas.

11.1. Subclonagem das ORFs no vetor de expressao

O vetor de expressao utilizado foi o pET-28a (Novagen), o qual produz as proteinas
recombinantes fusionadas a uma cauda contendo seis residuos de histidina na por¢do N-
terminal. Para o preparo da construgéo plasmidial pET28a-7580, um cassete de DNA de 1.014
pb foi removido do plasmideo pMOS-7580 através da digestdo com as enzimas Ndel e BamHI
e sucblonado no vetor de expressao pET28a, nos mesmos sitios. A construgdo plasmidial
pET28a-8772 foi preparada, removendo-se um fragmento de DNA do vetor pMOS-8772 de
1.110 pb através de digestdo com as endonucleases de restricado Nhel e BamHI e subclonados

no vetor de expresséo pET28a, nos mesmos sitios.
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Os fragmentos de DNA foram incubados com o vetor pET28a digerido, os produtos das
reagbes de ligagdo foram usados para transformar células competentes de E. coli DH10B e os
transformantes foram selecionados em meio contendo canamicina 100 pug/mL. As colbnias
resultantes foram inoculadas em meio 2YT contendo glicose, os DNAs plasmidiais foram
extraidos e as construgbes foram checadas primeiro por digestdo com enzimas de restricao
utilizando as endonucleases Ndel/BamH| para a construgdo plasmidial pET28a-7580 e as
endonucleases Nhel/BamHI para a construgéo plasmidial pET28a-8772 e, posteriormente por
sequenciamento de DNA utilizando os oligonucleotideos listados na Tabela 2. Culturas

permanentes dos clones positivos foram realizadas e armazenadas a -80°C.

11.2. Ensaio de indugao e analise de solubilidade

Os DNAs plasmidiais das construcdes pET28a-7580 e pET28a-8772 foram utilizados
para transformar células competentes de trés linhagens produtoras diferentes de E. coli, a
linhagem BL21(DE3)pLys-S, a linhagem BL21-Rosetta(DE3)pLys-S e a linhagem
ArticExpress(DE3). A selegdo dos transformantes foi realizada em meio de cultura 2YT + 0,2%
glicose, suplementado com 100 ug/mL de canamicina e cloranfenicol 34 ug/mL para as células
produtoras BL21(DE3)pLys-S e BL21-Rosetta(DE3)pLys-S ou 100 pg/mL de canamicina, 20
pg/mL gentamicina e 75 pg/mL de espectinomicina para as células produtoras
ArticExpress(DE3).

Como controle negativo dos ensaios de expresséo, as células competentes das diferentes
linhagens foram transformadas com o vetor de expressao pET28a vazio. Como controle positivo
dos ensaios de expresséo utilizando a linhagem E. coli BL21(DE)pLys-S, foi usada a construgéo
plasmidial pET-XAC2369, a qual expressa uma proteina de Xanthomonas axonopodis pv. citri
com aproximadamente 24 kDa. Como controle positivo dos ensaios de expresséo utilizando as
linhagens produtoras BL21Rosetta(DE3)pLys-S e ArcticExpress(DE3), foi usada a construgéo
pET-CopB, a qual também codifica uma proteina de X. citri com aproximadamente 65 kDa. As
amostras controles foram ensaiadas paralelamente aos transformantes pET-7850 e pET-8772.

Para a identificagdo dos melhores clones produtores das proteinas recombinantes,
colbnias isoladas de cada transformacao com as linhagens BL21 e/ou Rosetta foram utilizadas
em ensaios de produgéo das proteinas recombinantes, apds indugcdo com IPTG. Pré-inéculos
dos transformantes foram realizados em 5 mL de meio 2YT acrescido de glicose 0,2% mais os
antibioticos adequados para cada linhagem produtora. Um mL de cada pré-inoculo fresco foi
incubado em 50 mL de meio 2YT acrescido de glicose 0,2% e dos respectivos antibidticos, a
37°C, 250 rpm até uma D.O.gp0nm de aproximadamente 0,6 — 0,8. Aliquotas de 2 mL de cada
cultura foram coletadas (amostras nao induzidas; NI), as células foram isoladas por

centrifugacao a 23.700 xg/4°C/2 min e mantidas em gelo. O restante das culturas foi adicionado

44



de IPTG numa concentracao final de 0,4 mM e as proteinas recombinantes foram induzidas a
37°C, 250 rpm, 4 h. Apo6s a indugao, as células foram coletadas por centrifugagao (9.300 x g/4
°C/10 min) e mantidas em gelo.

Para a identificacdo dos melhores clones produtores de proteinas recombinantes a partir
da linhagem E. coli ArcticExpress(DE3), a produgdo de proteinas recombinantes seguiu o
protocolo descrito pelo fornecedor da linhagem. Pré-in6culos foram realizados em 5 mL de meio
2YT suplementado de glicose 0,2% na presenca de canamicina, gentamicina e espectinomicina
e as culturas foram incubadas durante 16 horas a 37 °C, 200 rpm. Ap6s o crescimento, 1 mL
das culturas foi inoculado em 50 mL de meio 2YT acrescido de glicose 0,2% na presenca dos
antibioticos até atingir uma DOggonm= 0,4 — 0,6. Aliquotas de 2 mL de cada amostra ndo induzida
foram removidas (amostras NI) e as células foram coletadas por centrifugacéo a 23.700 x g/4
°C/2 min e reservadas em banho de gelo. O restante das culturas foi adicionado de IPTG numa
concentracao final de 0,4 mM e as proteinas recombinantes foram induzidas a 12°C/200 rpm/24
horas e ao final da indug&o as células foram coletadas por centrifugagéo (9.300 x g/4°C/ 10 min)
e mantidas em gelo.

Os precipitados celulares foram suspensos em 10 mL de um tampao de lise gelado (Tris-
HCI 50 mM, pH 8,0; NaCl 20 mM; glicerol 5%; Tween-20 0,5%; Triton X-100 0,5%, acrescido de
EDTA 5 mM, PMSF 1 mM e benzamidina 10 mM como inibidores de proteases) e as células
foram lisadas em sonicador (SONICS, Vibra Cell), na poténcia de 30%, com 3 pulsos de 30
segundos, em intervalos de 30 segundos em gelo. Os lisados celulares foram centrifugados a
48.300 x g/4 °C/10 min e os sobrenadantes recolhidos em tubos limpos (fracdes soluveis; S).
Os precipitados foram completamente suspensos em 3 mL do tampado de lise (fragcbes
insollveis ou precipitados; P) e as células n&o-induzidas foram suspensas em 300 pL do
mesmo tampéo. As proteinas totais de cada uma das amostras foram quantificadas por Hartree
(1972), utilizando BSA como padréo. Aproximadamente 20 ug de cada uma das amostras
foram analisados por SDS-PAGE 12% (LAEMMLI, 1970), a 200 V em sistema de eletroforese

vertical Mini-Protean Ill (Bio-Rad) e reveladas com Coomassie-Blue Brillant R-250.

11.3. Analise da expressao das proteinas recombinates por Western blot

A fim de confirmar a produgédo das proteinas recombinantes, ensaios de Western blot
foram realizados, utilizando o anticorpo anti-His conjugado com fosfatase alcalina, conforme
protocolo descrito por Sambrook & Russell (2001). Para isto, os extratos protéicos foram
fracionados por SDS-PAGE 12% e as proteinas contidas nos mesmos foram imobilizadas em
membranas de nitrocelulose, com o auxilio do sistema de transferéncia Mini Trans-Blot
Eletrophoretic Transfer Cell (BioRad), em tamp&o de transferéncia gelado (Tris-HCI 20 mM, pH
8,0; glicina 150 mM, de metanol 200 mL/L), durante 2 horas a 100 V, 250 mA. As membranas
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foram bloqueadas com TBST 1x gelado (Tris-HCI 20 mM, pH 7,5; NaCl 500 mM, Tween-20
0,05%), contendo 6% de leite em p6 desnatado, sob suave agitagédo, a 4°C durante 16 horas.
Apbs o bloqueio, a membrana foi lavada 3 vezes, durante 5 min, a temperatura ambiente, com
TBST 1x e em seguida, incubada com o anticorpo monoclonal anti-His conjugado com
fosfatase alcalina (1:10.000; Sigma) em TBST 1x acrescido de 3% de leite em p6 desnatado,
durante 2 h em temperatura ambiente, sob suave agitagdo. As membranas foram novamente
lavadas 3 vezes com TBST 1x e as proteinas recombinantes produzidas foram reveladas em
10 mL de tampé&o bicarbonato (NaHCO3; 100 mM, pH 9,8; MgCl, 1 mM), adicionado de 100 L
de NBT (cloreto p-nitroazul de tetrazélio; 30 mg/mL em DMF 70%; BioRad) e 100 yL BCIP (5-
bromo-4-cloro-3-indol-fosfato de p-toluidina; 15 mg/mL em DMF; BioRad).

12. Purificagao da proteina recombinante codificada pela ORF NCU07580

Um pré-inéculo fresco, contendo células de E. coli linhagem BL21 Rosetta (DE3) pLys-S
transformadas com a construgédo pET-7580, foi preparado e inoculado em 200 mL de meio 2YT
suplementado com glicose 0,2%, acrescido de canamicina 100 ug/mL e cloranfenicol 34 pg/mL.
A cultura foi mantida a 37°C/250 rpm durante 4 h, até uma DOgy.m de aproximadamente 0,6 —
0,8. Em seguida, a producdo da proteina recombinante foi induzida nas mesmas condi¢cdes
apos a adicao de IPTG, as células foram coletadas a 9.300 x g/4°C/20 min e suspensas em 2
mL de tampéao de lise gelado (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0; NaCl 300 mM; Imidazol 20 mM; glicerol
10%; Triton X-100 0,01%) acrescido de uma mistura de inibidores de proteases (PMSF 0,5 mM,;
DTT 1 mM; benzamidina 25 mM; 5 uyg/mL de cada antipaina, pepstatina A e leupeptina). As
células foram submetidas a trés ciclos de choque térmico, alternando entre congelamento em N,
liquido e agua fria. O rompimento celular foi finalizado em sonicador, ap6s 5 ciclos de 10 seg,
com intervalos de 1 min em banho de gelo, os restos celulares foram removidos por
centrifugacao a 23.700 x g/4 °C/20 min e o sobrenadante contendo a proteina recombinante na
forma soluvel foi coletado e submetido a uma cromatografia de afinidade sequencial em
bancada, usando resina de Ni*? e Co*?.

Para isto, as proteinas recombinantes contidas no sobrenadante em 2 mL foram
inicialmente incubadas com 300 upl da resina Ni**-NTA-agarose (Qiagen), previamente
condicionada em tampao de lavagem (Tris-HCI 50 mM pH 8,0; NaCl 300 mM, imidazol 20 mM,
glicerol 10% v/v) contendo inibidores de proteases (PMSF 0,5 mM; DTT 1 mM; benzamidina 25
mM; 5 yg/mL de cada antipaina, pepstatina A e leupeptina) a 4°C sob suave agitacao, durante
1 h. Apés o periodo de incubagéo, o sobrenadante (amostra FT1 — flow through) foi removido
por centrifugagédo a 100 x g/2 min/4°C. A resina contendo a proteina recombinante foi lavada 4
x com tampao de lavagem gelado acrescido de inibidores de proteases e todas as lavagens

foram coletadas e combinadas em uma unica fracdo (FT2 — flow through) para verificar uma
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possivel perda da proteina recombinante durante a etapa de lavagem. Depois de lavada a
resina, as proteinas foram eluidas 2 x em 300 pL tampao de elui¢ao (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0;
NaCl 300 mM; Imidazol 100, 200, 300 ou 500 mM, glicerol 10%, PMSF 0,5 mM; DTT 1 mM;
benzamidina 25 mM; 5 uyg/mL de cada antipaina, pepstatina A e leupeptina) contendo 100, 200,
300 e 500 mM de imidazol, respectivamente (fragbes E1, E2, E3 e E4), totalizando 600 L para
cada fragcdo. As fragdes coletadas foram dialisadas contra um 1 L de um tampao de dialise
(Tris-HCI 10 mM, pH 7,9; KCI 300 mM; glicerol 20%; EDTA 1 mM e DTT 0,5 mM) durante uma
noite, a 4°C. As proteinas dialisadas foram centrifugadas a 23.700 x g/15 min/4°C para remover
provaveis precipitados protéicos, aliquotas destas fragbes foram reservadas para futura analise
por SDS-PAGE e o restante das fracdes foi combinado e novamente submetido a uma
cromatografia de afinidade em bancada utilizando 300 pL da resina His-Select Cobalt Affinity
Gel (Sigma). O procedimento da cromatografia com resina de Co*? foi 0 mesmo adotado para a
resina contendo Ni*2. As proteinas totais contidas em todas as fragées coletadas a partir das
resinas de Ni*? e Co* foram analisadas por SDS-PAGE 12% (LAEMMLI, 1970) e a eletroforese
foi realizada a temperatura ambiente a 200 V durante 1 h, no sistema de eletroforese Mini-
Protean Ill (Bio-Rad).

13. Purificagao da proteina recombinante codificada pela ORF NCU08772

Um pré-inéculo fresco, contendo células de E. coli linhagem BL21 Rosetta (DE3) pLys-S
transformadas com a construgao pET-8772, foi preparado e inoculado em 1000 mL de meio 2YT
suplementado com glicose 0,2%, acrescido de canamicina 100 ug/mL e cloranfenicol 34 pg/mL.
A cultura foi mantida a 37°C/250 rpm durante 4 h, até uma DOggom de aproximadamente 0,6 —
0,8. Em seguida, a producao da proteina recombinante foi induzida pela adicdo de IPTG, nas
condigbes de 12°C/180 rpm durante 22 h e as células foram coletadas a 9.300 x g/4°C/20 min e
suspensas em 100 mL de tampao de lise gelado (Tris-HCI 100 mM, pH 8,0; NaCl 300 mM,;
Imidazol 20 mM; glicerol 10%; Triton X-100 0,01%) acrescido de uma mistura de inibidores de
proteases (PMSF 0,5 mM; DTT 1 mM; benzamidina 25 mM; 5 yg/mL de cada antipaina,
pepstatina A e leupeptina).

As células foram submetidas a trés ciclos de choque térmico, alternando entre
congelamento em N, liquido e agua fria. O rompimento celular foi finalizado em sonicador, ap6s
8 ciclos de 30 seg, com intervalos de 1 min em banho de gelo, os restos celulares foram
removidos por centrifugacao a 23.700 x g/4 °C /20 min. As proteinas recombinantes contidas
no sobrenadante foram purificadas por cromatografia de afinidade em coluna de niquel His-
Trap (1 mL) (GE Healthcare) no aparelho de purificagdo Akta Prime (Amersham). As proteinas
fusionadas a cauda de histidina foram eluidas em um gradiente linear de imidazol na

concentragdo de 100mM a 1000mM, preparado no mesmo tampéo de homogeneizagdo sem os
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detergentes. Os produtos purificados foram analisados em gel de poliacrilamida SDS-PAGE
12% (LAEMMLI, 1970) e a eletroforese foi realizada a temperatura ambiente a 200 V durante 1

h, no sistema de eletroforese Mini-Protean Il (Bio-Rad).
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Resultfados e Discussao
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1. Determinacgao do conteudo de glicogénio nas linhagens mutantes

As linhagens mutantes analisadas neste trabalho sado linhagens contendo ORFs
codificadoras de proteinas quinases individualmente nocauteadas pela inser¢ao de uma marca
de resisténcia ao antibiético higromicina. Estas linhagens foram analisadas, juntamente com a
linhagem selvagem, portanto, a possivel diferenca no fenétipo apresentado € uma correlagéo
da fungdo da proteina quinase ausente na linhagem mutante. Todas as linhagens mutantes,
juntamente com a linhagem selvagem foram analisadas durante o crescimento na temperatura
normal (30°C) e apds submissdo ao choque térmico (transferéncia de 30°C para 45°C). Os
micélios obtidos de cada linhagem, nas diferentes condigbes, foram utilizados para a
quantificacdo do conteudo de glicogénio. A dosagem de glicogénio presente nos extratos
celulares foi feita por meio da determinagdo da glicose liberada pela digestdo com
amiloglicosidase e a-amilase em relacdo a quantidade de proteina presente no extrato protéico.
As familias das quinases, as quais as proteinas quinases pertencem, bem como a
porcentagem de cada uma delas, estao representadas na figura 4.

As 55 linhagens mutantes foram analisadas em 4 experimentos independentes e
comparadas ao padrao ja conhecido da linhagem selvagem, ou seja, uma redu¢éo do conteudo
de glicogénio quando o micélio € submetido ao choque térmico (DE PAULA et al., 2002). Como
resultado das analises, 27 linhagens foram selecionadas por apresentarem um perfil diferente
da linhagem selvagem, tanto na condi¢gdo normal de crescimento quanto apés choque térmico.
Estas 27 linhagens foram reanalisadas nas mesmas condi¢cdes e os valores de conteudo de
glicogénio estéo representados na figura 5.

Analisando os perfis obtidos, verificamos que doze linhagens (seguindo a ordem dos
gréficos na figura 5) (NCU02814, NCU09064, NCU3071, NCU04612, NCU09071, NCU01335,
NCU04426, NCU06421, NCU06179, NCUO08346, NCU00406 e NCU06240) mostraram uma
reducdo bastante acentuada do conteldo de glicogénio apés choque térmico, oito linhagens
(NCUO07280, NCU09189, NCU04335, NCU05638, NCU06626, NCU06685, NCCUO04096 e
NCUO07880) apresentaram o mesmo perfil da linhagem selvagem, ou seja, diminuicdo no
conteudo de glicogénio apds o choque térmico, mas apresentando diferencas nas quantidades
de acumulo de glicogénio, trés linhagens (NCU06544, NCU00682 e NCU07872) apresentaram
conteudos de glicogénio aumentados em relacdo a selvagem ap6s o choque térmico, duas
linhagens (NCU03187, NCUO08177) apresentaram o conteludo de glicogénio antes e apods
choque térmico muito semelhantes e duas linhagens (NCUQ07580, NCU02234) apresentaram o
conteudo de glicogénio aumentado apds o choque térmico. Apds a avaliagdo dos resultados,
as linhagens que apresentaram alteragdes mais acentuadas foram selecionadas para a
realizacdo do ensaio de atividade da enzima glicogénio sintase. Estas linhagens estédo

apresentadas na Tabela 3, a qual mostra os produtos génicos codificados pelas ORFs
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(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/neurospora) e algumas caracteristicas

bioquimicas, tais como MM e pl tedricos, preditas de cada uma delas.

H Serine/threanine proteinkinase H Mitogenactivated protein kinase
M Cydin-dependent proteinkinase W cAMP-dependent protein kinase
M Conserved hypothetical pratein M Cell dnvision control protein kinase

H Protein kinase C-like protein H Phosphoinositide 3-kinase

 Pratein Kinase

Figura 4. Representacdo esquematica da porcentagem de linhagens mutantes utilizadas,
agrupadas de acordo com as familias das proteinas quinases cuja ORF foi nocauteada.

Dentre as ORFs selecionadas, algumas delas estdo anotadas no banco de dados do
fungo como codificadoras de proteinas que desempenham fungdes ja conhecidas participando
de alguma via de sinalizagéo. O produto da ORF NCU03071 denominado OS-4, uma quinase
da familia MAPK, esta relacionado com o equilibrio celular frente ao estresse osmoético em N.
crassa. O nocaute nesta ORF levou a um aumento na susceptibilidade a morte na condicao de
estresse osmético (FUJIMURA et al., 2003). Além do estresse osmoético esta proteina esta
envolvida em uma via de sinalizagcdo de resposta a estimulo luminoso, a qual é ativada em N.
crassa a partir da agdo do complexo WCC (White Color Complex) (LAMB et al., 2011). O
complexo WCC é formado pela associagao dos fatores de transcricao WC-1 e WC-2, os quais
sdo ativados por luz e regulam a expressao de genes responsivos a luz. Estudos prévios em
nosso laboratério mostraram que alguns fatores de transcricdo que estdo envolvidos na
regulagéo do metabolismo de glicogénio sdo também responsivos a luz e/ou regulam o relégio
biolégico no fungo (GONCALVES et al., 2011).

O produto da ORF NCUO03187 foi anotado como NIMA, uma proteina envolvida na
sinalizacdo da fase G2 do ciclo celular em Aspergillus nidulans, um fungo da classe dos
ascomicetos assim como N. crassa (PU et al., 1995). O produto da ORF NCUQ7872 foi
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Figura 5. Concentracdo de glicogénio nas linhagens selvagem e mutantes selecionadas. O
conteudo de glicogénio foi quantificado antes e apds choque térmico, como descrito em

Materiais e Métodos.
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Tabela 3. Dados bioquimicos obtidos por predigdo tedrica e classificagdo das proteinas
quinases selecionadas

FGSC NCU# Produto Génico* Classificagao** Residuos MM pl
de AA

11169 02814 serine/threonine-protein kinase chk2 SITK 703 78,1 6,6
11317 04096 serine/threonine-protein kinase 3 SITK 829 92,2 94
11318 06419 MAP kinase kinase MAPK 518 55,5 7,6
11322 00406 protein kinase CHM1 CHP 833 91,7 9.1

11326 02234 MAP kinase kinase kinase MAPK 2178 23,5 7,2
11338 09064 conserved hypothetical protein CHP 1233 13,8 9,9
11434 00682 serine/threonine-protein PRKX SITK 416 47,8 6,2
11479 03071 MAP kinase kinase kinase SskB MAPK 1367 15,5 6,1
11481 04612  mitogen activated protein kinase kinase MAPK 392 43,9 59
11841 03187 G2-specific protein kinase nimA CDCPK 858 94,3 9.4
12000 09071 serine/threonine-protein kinase cot-1 SITK 701 79,8 9,0
13416 07280 serine/threonine-protein kinase gad8 SITK 644 71,5 8,3
14539 07580 cyclin-dependent protein kinase CDK 337 38,8 7,3
15734 06544 protein kinase C-like protein PKC 1142 12,7 7,7
16739 09189 conserved hypothetical protein CHP 651 73,1 52
17942 04335 protein kinase CHP 757 83,7 8,7
17944 04426 cell division protein kinase CDCPK 390 43,6 5,0
17948 05638 conserved hypothetical protein CHP 815 91,7 8,9
17954 06179 serine/threonine-protein kinase hal4 S/ITk 497 55,0 8,8
17956 06421 conserved hypothetical protein CHP 306 34,1 6,8
17958 06583 conserved hypothetical protein CHP 1266 14,3 6,5
17959 06626 phosphoinositide 3-kinase subunit 4 P3K 1563 17,5 7,8
17961 06685 protein kinase CHP 1151 12,6 10,1
17964 07872 protein kinase Yak1 SITK 937 10,4 9.4
17965 07880 protein kinase CHP 492 54,7 9,2
17966 08177 protein kinase CHP 763 84,7 6,8

*http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/neurospora. **S/T K, serine/threonine protein kinase; MAPK,
mitogen activated protein kinase; CHP, conserved hypothetical protein; CDCPK, cell-division control protein
kinase; CDK, cyclin-dependent protein kinase; PKC, protein kinase C; P3K, phosphoinositide 3-kinase. MM,
massa molecular teérica. pl, ponto isoelétrico tedrico. As predigbes tedricas de MM, pl e o numero de residuos

de AA foram realizadas utilizando a ferramenta Psortll (http:/psort.nibb.ac.jp/cgi-bin/runpsort.pl).

anotado como YAK1, ortéloga a proteina Yak1p de S. cerevisiae, a qual mostrou ser uma
quinase que fosforila os fatores de transcricdo Hsf1p e Msn2/4p de levedura, atuando na
resposta celular em condicbes de estresse térmico (LEE et al., 2008). O produto da ORF
NCUO07580 corresponde ao homélogo da proteina quinase dependente de ciclina Pho85p de S.
cerevisiae, uma proteina quinase de multiplas funcdes dependendo da ciclina parceira. Foi
mostrado que esta quinase atua diretamente no controle do metabolismo do glicogénio,
regulando por fosforilagdo a atividade da enzima glicogénio sintase quando ligada
principalmente as ciclinas Pcl6p, Pcl7p, Pcl8p e Pcl10p (HUANG et al., 1998; WANG et al.,
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2001). Uma proteina homoéloga a ciclina Pcl10p foi identificada no banco de dados de N. crassa
e corresponde ao produto da ORF NCU08772.

Outra linhagem que apresentou alteragbes no conteudo de glicogénio e que apresenta
uma fungdo previamente estabelecida € a mutante na proteina codificada pela ORF
NCUO06544, cujo produto, denominado NPKC, modula respostas a estimulos provenientes da
luz, regulando o fotorreceptor de luz azul WC-1 (FRANCHI et al., 2005).

2. Dosagem da atividade da enzima glicogénio sintase nas linhagens

selecionadas

A atividade GS foi quantificada nos extratos celulares das linhagens mutantes
selecionadas na presenga e na auséncia do modulador alostérico G6P. A medida da atividade
na presenga do modulador reflete a atividade total da enzima, tanto no estado fosforilado
quanto desfosforilado e a atividade na auséncia reflete apenas a enzima no seu estado
desfosforilado. Portanto, a razdo de atividade na auséncia e presenca de G6P (taxa -/+),
representa um indice cinético do estado de fosforilagdo da enzima, onde valores préximos a
zero sdo correlacionados a proteina altamente fosforilada e valores préximos a 1 refletem o
baixo estado de fosforilagdo da enzima (THOMAS, 1968). A Tabela 4 mostra os valores da
razdo de atividade -/+ G6P para as linhagens mutantes e selvagem para este ensaio. Os
valores apresentados correspondem a média de trés experimentos independentes.

Para a linhagem selvagem os valores encontrados foram aumentados quando a mesma
foi exposta ao choque térmico, o que significa fosforilagdo menor do que na auséncia do
estresse térmico, sendo estes os primeiros relatos de atividade glicogénio sintase nesta
linhagem de N. crassa. As linhagens mutantes que apresentaram valores aumentados em
relacdo a linhagem selvagem antes e/ou apds o choque térmico foram selecionadas (estéo
destacadas em cinza na Tabela 4). Os valores aumentados sugerem que a auséncia da
proteina quinase influencia de maneira direta ou indireta na fosforilagdo da enzima GSN,
podendo ser uma quinase que fosforila GSN diretamente ou uma enzima atuante em alguma
via regulatoéria que controla a sintese de glicogénio.

Um extenso estudo envolvendo 89 linhagens de N. crassa nocauteadas em ORFs
codificadoras de serina/treonina quinases foi realizado por Park et al. (2011), no qual grande
parte das 55 linhagens utilizadas neste trabalho foram analisadas. Neste estudo, foram
mostradas anormalidades fenotipicas de crescimento e desenvolvimento sexual em um terco
das linhagens e parte das linhagens mostrou ser sensivel a determinados agentes quimicos.
Através deste estudo, podemos observar que as quinases relatadas no trabalho de Park et al.
(2011) mostraram estar envolvidas em vias que sinalizam o desenvolvimento morfologico,

sexual e resisténcia a agentes quimicos. Algumas proteinas analisadas no trabalho de Park e
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colaboradores, também foram analisadas neste trabalho. Estas proteinas mostraram estar
envolvidas no controle do acumulo de glicogénio (figura 5), mais especificamente, e algumas
mostraram regular o estado de fosforilagdo da enzima GSN (Tabela 4). Portanto, algumas das
proteinas quinases analisadas neste trabalho, devem estar envolvidas em multiplos processos
celulares.

A linhagem nocauteada na ORF NCU09071, a qual codifica a proteina quinase DBF2,
mostrou alteragdes tanto no acumulo de glicogénio e na atividade GSN. Esta proteina foi
previamente demonstrada estar envolvida na regulacdo do processo de mitose,
desenvolvimento conidial e no acumulo de glicogénio, demonstrado por exposi¢cdo das células
a vapores de iodo e andlise do glicogénio por ressonancia magnética nuclear (DVASH et al.,
2010). Portanto, os nossos resultados confirmaram o papel regulatério, desta proteina, na
manutencao dos niveis de glicogénio em N. crassa, descrito neste trabalho.

Em N. crassa a proteina codificada pela ORF NCU02234 é pertencente a familia das
MAPK e é denominada MIK-1, sendo a primeira proteina de uma cascata MAPK que culmina
na regulacao do desenvolvimento celular e regula a produg¢do do metabolito secundario [-DOPA
melanina (PARK et al., 2008). A proteina codificada pela ORF NCUQ7280 ¢ ort6loga a proteina
Phk1p de S. cerevisiae que regula o processo de manutengdo da integridade celular em
leveduras (ROELANTS et al., 2002).

Outra proteina muito bem caracterizada em varios processos celulares de S. cerevisiae é
a proteina Pho85p. Esta proteina pertence a familia das Cdks e apresenta multiplas fungdes
celulares de acordo com a sua ciclina parceira. A primeira fungédo atribuida a ela foi na
regulacdo do metabolismo de fosfato, onde Kaffman et al. (1995) mostraram que a interacéo de
Pho85p com a ciclina Pho80p resulta na fosforilagdo do fator de transcricdo Pho4p inibindo a
sua fungdo no envolvimento no metabolismo do fosfato. Mais tarde outras fungdes foram
atribuidas a esta proteina quando ligada a diferentes ciclinas parceiras. Quando ligada as
ciclinas Pclép e Pcl7p, Pho85p regula a utilizagdo de variadas fontes de carbono, quando
ligada a Pcl1p, Pcl2p, Pcl5p, Pcl9p e Clg1p coordena o desenvolvimento morfolégico, quando
ligada a Pcl1p e Pcl2p a progressao do ciclo celular e quando ligada a Pcl1p também fosforila o
fator de transcricdo Gcndp estabilizando-o. Este fator de transcricdo regula os genes da
biossintese de purinas e de aminoacidos (CARROL & O’SHEA, 2002).

A funcdo de Pho85p mais bem caracterizada até o momento é o seu envolvimento na
regulagéo da sintese do glicogénio. Quando esta quinase esta ligada as ciclinas Pcl6p, Pcl7p,
Pcl8p e Pcl10p (WILSON; WANG; ROACH, 2005; HUANG et al., 1998) ela esta envolvida na
regulagcdo do metabolismo deste carboidrato. Este resultado foi observado, pois quando os
genes que codificam esta ciclinas foram nocauteados, foram observadas alteragcdes no
acumulo de glicogénio e na atividade glicogénio sintase. Além disso, o complexo Pho85p-

Pcl10p fosforila diretamente a enzima Gsy2p, reduzindo sua atividade (HUANG et al., 1998).
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Tabela 4. Atividade glicogénio sintase nas linhagens mutantes selecionadas.
Atividade GSN**

NCU# Produto Génico* Total -1+ G6P
30° 45° 30° 45°

- selvagem 1.35+-0,81 1.58 +-0,49 0.25+-0,01 0.69 +-0,01
02814 serine/threonine-protein kinase chk2 2.75 +0,73 1.67 +-0,21 0.19 +-0,02 0.85 +-0,03
04096 serine/threonine-protein kinase 3 1.79 +-0,18 0.66 +-0,32 0.81 +-0,06 0.62 +-0,03
06419 MAP kinase kinase 1.06 +-0,08 0.57 +-0,56 0.60 +-0,06 0.64 +-0,01
00406 protein kinase CHM1 0.90 +-0,56 1.17 +-0,06 0.60 +-0,06 0.87 +-0,01
02234 MAP kinase kinase kinase 2.56 +-0,16 1.84 +-0,34 0.45+-0,01 0.90 +-0,05
09064 conserved hypothetical protein 2.07 +0,53 1.23 +-0,23 0.20 +-0,06 0.41 +-0,03
00682 serine/threonine-protein PRKX 1.83 +-0,23 1.51+-0,49 0.35+-0,03 0.61+-0,01
03071 MAP kinase kinase kinase SskB 2.31+-0,63 1.62+-0,25 0.30+-0,02 0.77 +-0,03
04612 mitogen activated protein kinase kinase  1.75 +-0,36 1.08 +/-0,40 0.24 +-0,01 0.58 +-0,01
03187 G2-specific protein kinase nimA 1.43 +-0,12 0.89 +-1,52 0.35+-0,01 0.44 +-0,00
09071 serine/threonine-protein kinase cot-1 1.30 +-0,19 1.08 +-0,33 0.32 +-0,05 0.82 +-0,06
07280 serine/threonine-protein kinase gad8 0.96 +-0,01 1.34 +-0,49 0.46 +-0,06 0.80 +-0,07
07580 cyclin-dependent protein kinase 1.89 +-0,22 1.88 +-0,35 0.27 +-0,01 0.48 +-0,05
06544 protein kinase C-like protein 1.39 +-0,38 1.63 +-0,49 0.29 +-0,03 0.42 +-0,03
09189 conserved hypothetical protein 1.48 +-0,04 1.25+-0,29 0.39 +-0,07 0.67 +-0,11
04335 protein kinase 0.71 +1,16 1.44 +-0,16 0.35+-0,04 0.45 +-0,03
04426 cell division protein kinase 1.39+-0,83 1.87 +-0,11 0.39 +-0,03 0.49 +-0,04
05638 conserved hypothetical protein 1.37 +-0,21 1.00 +-1,03 0.33 +-0,02 0.62 +-0,05
06179 serine/threonine-protein kinase hal4 1.44 +-0,23 1.72 +-0,08 0.27 +-0,01 0.59 +-0,02
06421 conserved hypothetical protein 1.72 +-0,15 1.30 +-0,18 0.30 +-0,04 0.42 +-0,06
06583 conserved hypothetical protein 1.78 +-0,01 2.14 +-0,20 0.34 +-0,02 0.80 +-0,03
06626 phosphoinositide 3-kinase subunit 4 0.98 +0,02 1.70 +-0,51 0.39 +-0,02 0.60 +-0,01
06685 protein kinase 1.22 +0,05 241 +-0,84 0.23+-0,02 0.45+-0,07
07872 protein kinase Yak1 0.85+-2,01 1.64 +-0,56 0.31+-0,03 0.55 +-0,05
07880 protein kinase 3.88 +-1,07 2.14 +-1,23 0.36 +-0,02 0.74 +-0,06
08177 protein kinase 1.44 +-0,28 2.12+-0,48 0.22 +-0,05 0.91 +-0,02

As linhagens mutantes que apresentaram valores aumentados na relagéo -/+ G6P estdo destacadas em cinza.
*http://lwww.broadinstitute.org/annotation/genome/neurospora. **A atividade glicogénio sintase foi expressa por
nmol/min/mg proteina.

3. Analise das isoformas fosforiladas da enzima GSN

Para demonstrar se as quinases que apresentaram relagado -/+ G6P aumentada (as
salientadas em cinza na Tabela 4) atuam diretamente na fosforilagdo da enzima GSN, foi
realizado uma andlise das isoformas fosforiladas da enzima nas linhagens mutantes
selecionadas. Esta analise foi realizada através de 2D-PAGE seguida de Western blot. Através
da combinacao destes ensaios € possivel identificar as isoformas fosforiladas de uma proteina
alvo de fosforilagdo. Resultados prévios em nosso laboratério mostraram que a enzima GSN

apresenta 4 potenciais sitios de fosforilagdo, uma vez que quando os residuos dos

56



aminoacidos serina/treonina correspondentes a tais sitios foram mutados por mutagénese sitio-
dirigida, o indice de incorporagéo in vitro de fosfato radioativo foi reduzido em relagéo a
proteina selvagem (BARBOSA, 2007). Além disso, foi verificado que a enzima contendo o 4
provaveis sitios mutados e a enzima truncada na regido C-terminal (a qual contém os sitios de
fosforilagdo) ainda mostrou incorporacao de fosfato radioativo. Estes resultados sugeriram que
a enzima GSN possa apresentar sitio(s) de fosforilagdo adiciona(is) fora da regido C-terminal.

A partir desses resultados prévios foi realizado um ensaio de eletroforese 2D-PAGE
separando as proteinas do extrato total da linhagem selvagem e das selecionadas mutantes
seguido de Western blot com anticorpos anti-GSN. Durante a focalizacdo isoelétrica as
proteinas migram de acordo com os seus pontos isoelétricos (pl). A adicdo de fosfato a
proteina resulta no aumento de duas cargas negativas, isto faz com que a proteina desloque o
seu pl para o lado acido (+). Como a proteina GSN tem varios sitios de fosforilagéo foi possivel
identificar as varias isoformas de acordo com o pl de cada uma delas, ja que os eventos de
fosforilagdo sdo dindmicos, de acordo com as condigbes ambientais que a célula se encontra.
Como as linhagens selvagem e mutantes foram submetidas as mesmas condigbes
(crescimento por 24 h/30°C/250 rpm), foi possivel observar se a auséncia das proteinas
quinases influencia na formacgéo das isoformas fosforiladas da enzima GSN, sob as condigbes
estabelecidas.

Dentre as linhagens que apresentaram alteragdo no conteudo de glicogénio (figura 5) e,
posteriormente, apresentaram o indice de fosforilagdo aumentado quando comparado com a
selvagem (Tabela 4), selecionamos para este experimento as linhagens com modificagbes
mais pronunciadas e com indicagbes na literatura de proteinas ortélogas que atuam
diretamente na fosforilagdo da enzima GS em outros organismos. As linhagens mutantes
analisadas foram as que codificam os produtos das ORFs: NCU0406, NCUQ7280, NCU03187 e
NCU02234, NCU08177, NCU09064 e NCUO7580 e NCUO04096 (figura 6). Os resultados
mostraram que a proteina GSN na linhagem selvagem apresentou 5 isoformas de fosforilagéo.
As linhagens NCU0406, NCUQ07280, NCU03187 e NCU02234 apresentaram um perfil de
fosforilagdo levemente modificado mostrando uma isoforma de fosforilagdo adicional no lado
acido (+), podendo sugerir um aumento na fosforilagdo da enzima GSN nestas linhagens
mutantes. Estes resultados s&o intrigantes, pois séo inconsistentes com os dados da Tabela 4,
a qual mostrou uma relagéo -G6P/+G6P aumentada nestas linhagens, um perfil caracteristico
da enzima GSN menos fosforilada.

As linhagens mutantes nas ORFs NCU09064, NCUQO7580 e NCU03187 mostraram um

aumento no tamanho dos spots do lado basico, sugerindo que a auséncia destas quinases
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SDS-PAGE

Figura 6. |dentificacdo das isoformas fosforiladas da enzima GSN por Western blot. Extratos
celulares totais de N. crassa linhagem selvagem e mutantes foram submetidos a eletroforese
bidimencional seguido de Western blot com anticorpos anti-GSN. As linhagens foram crescidas
a 30°C, durante 24 h. Os extratos proteicos foram fracionados de acordo com as condigbes
descritas em Materiais e Métodos e as proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose e analisadas por Western blot utilizando anticorpo anti-GSN. Os numeros
correspondentes de cada ORF sdo provenientes da sua anotagédo que se inicia com NCUO.
IEF, focalizagao isoelétrica.
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levou a um aumento na formas menos fosforiladas da enzima GSN, sob as condigbes
estudadas. As linhagens mutantes que apresentaram um perfil semelhante ao da selvagem
foram as mutantes nas ORFs NCU04096 e NCU08177, sugerindo que a enzima GSN nao
apresenta modificagdes nas suas isoformas de fosforilagao.

Como salientado anteriormente, em S. cerevisiae a proteina Pho85p quando ligada a
ciclina Pcl10p fosforila diretamente Gsy2p (HUANG et al., 1998). Em N. crassa, a proteina
ortéloga a Pho85p (ORF NCUQ07580) também foi mostrada regular os niveis de glicogénio
(figura 5), a atividade GSN (Tabela 3) e o estado de fosforilagdo da GSN (figura 6), sugerindo
fortemente que esta proteina deve ser uma proteina quinase candidata a fosforilagcao direta da
enzima GSN. Considerando estes resultados decidimos produzir, na forma recombinante, as
proteinas ortélogas a Pho85p e Pcl10p de N. crassa para a realizagdo de ensaios futuros de
fosforilagdo in vitro, visando comprovar se estas proteinas foram um complexo ativo na

fosforilagédo direta de GSN.

4. Clonagem das ORFs codificadoras das proteinas ortélogas as ciclinas Pcl8p e

Pcl10p e subclonagem em vetores de expressao

Utilizando a ferramenta Blast iniciamos a busca no banco de dados de N. crassa por
proteinas ortélogas as ciclinas Pcl8p e Pcl10p. Utilizando essas sequéncias como query,
apenas a sequéncia da proteina Pcl10p resultou em uma uUnica ORF de N. crassa, a
NCU08772 com e-value de 1.28653E-11. Andlises adicionais foram realizadas com a
sequéncia codificadora da ORF NCUO08772 contra os bancos de dados do fungo N. crassa e do
NCBI (National Center for Biotechnology Information) utilizando varios parametros que a matriz
propicia, e nenhuma proteina adicional foi encontrada com valores melhores de e-value. A
proteina identificada no banco dados de N. crassa esta anotada como cyclin-dependent protein
kinase complex component, sugerindo que se trata de uma ciclina parceira de proteina
quinase. Além disso, o produto da ORF NCU08772 apresentou 32% de identidade a Pcl10p de
S. cerevisiae.

Alinhamentos de sequéncias de aminoacidos das proteinas de N. crassa semelhantes a
Pho85 e Pcl10p de S. cerevisiae estdo mostrados na figura 7. Como podemos verificar na
figura 7A, o produto da ORF NCUO07580 corresponde a proteina Pho85, baseado na alta
identidade de aminoacidos entre as duas proteinas e devido a presenga de alguns dominios
conservados caracteristicos de Cdks. Este resultado havia sido obtido em outro trabalho no
laboratério (Avaca, 2007). Em relagcdo a proteina codificada pela ORF NCU08772, o
alinhamento de sequéncias mostrou a presenga de alguns aminoacidos conservados mais

préoximos da extremidade C-terminal, como demonstrado na figura 7B. A clonagem desta ORF
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Figura 7. Alinhamento multiplo de sequéncia polipeptidicas. A. Sequéncias polipeptidicas da
proteina codificada pela ORF NCU07580 de N. crassa com a proteina Pho85p de S.
cerevisiae (Ypl031cp). *Dominio rico em glicina, **Dominio PSTAIRE e ***Dominio T-Loop. B.
Sequéncias polipeptidicas da proteina codificada pela ORF NCUQ8772 de N. crassa com a
proteina Pcl10p de S. cerevisiae (Ygl134wp). Em preto estdo representados os residuos de
aminoacidos idénticos e em cinza as trocas conservativas. O alinhamento das seqiiéncias foi
realizado com o programa ClustalW2 e a identificacdo foi realizada com o programa
Boxshade Server 3.21.
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foi realizada através da amplificagao utilizando oligonucleotideos especificos para a posterior
produgao da proteina recombinante. Como a proteina quinase homoéloga a Pho85p (produto da
ORF NCUO07580) de S. cerevisiae, a qual foi demonstrada como uma das quinases que
fosforila a enzima GS em levedura foi identificada em nosso screening, também realizamos a
clonagem desta ORF visando a produgao da proteina recombinante.

A amplificagcdo dos cDNAs foi realizada por RT-PCR a partir de RNA total. De uma forma
resumida, este processo se baseia na reacdo de sintese de cDNA utilizando a enzima
transcriptase reversa, a partir do RNA total, seguido por uma reacdo de amplificacdo por PCR
onde o cDNA foi utilizado como molde. Pares de oligonucleotideos especificos para cada ORF
foram utilizados nas reacbes de amplificacdo, os quais estdo apresentados na Tabela 2
(Materiais e Métodos). O produto da amplificagdo da ORF NCUO08772 (1.110 pb) foi purificado
e confirmado por analise de restricdo com a enzima Ndel que gerou dois fragmentos de DNA
de 305 pb e 805 pb (resultados ndo mostrados). O fragmento inteiro da ORF NCUQ07580 (1.014
pb) foi amplificado e confirmado por analise de restricdo utilizando a enzima Hindlll que cliva a
ORF em um sitio gerando 2 fragmentos de tamanhos diferentes 238 pb e 776 pb (resultados
ndo mostrados). Os fragmentos amplificados apds purificagdo foram clonados no vetor de
clonagem pMOS-Blue originando os plasmideos pMOS-7580 e pMOS-8772. Os cassetes de
DNA correspondentes aos insertos foram transferidos das construgbes pMOS-7580 e pMOS-
8772 para o vetor de expressdo pET28a. O inserto correspondente a ORF NCU07580 (1.014
pb) foi transferido para o vetor pET28a através da digestdo com as enzimas Ndel e BamHI, em
duas etapas descritas em Materiais e Métodos. O inserto correspondente a ORF NCUQ8772
(1.110 pb) foi transferido para o vetor de expressdo pET28a por digestdo com as enzimas Nhel
e EcoRI. As construgbes plasmidiais resultantes foram pET-8772 e pET-7085. Amostras das
construgdes plasmidiais de clones considerados positivos foram confirmadas através de

sequenciamento de DNA e armazenados a -80°C para a continuidade do trabalho.

5. Ensaios de produgao e analise de solubilidade das proteinas recombinantes

Para a producéo das proteinas recombinantes os plasmideos pET-7580 e pET-8772,
foram utilizados para transformar diferentes linhagens de E. coli. As culturas celulares de E. coli
BL21(DE)pLys-S e E. coli BL21Rosetta(DE3)pLys-S foram induzidas com uma concentragdo
final de 0,4 mM de IPTG e amostras foram coletadas antes e depois de 4 h de indugéo a 37 °C.
A linhagem ArcticExpress(DE3) foi induzida com uma concentracao final de 0,4 mM de IPTG e
as amostras foram coletadas antes e depois de 24 h de indugdo a 12 °C. Células das culturas
induzidas foram coletadas e lisadas em tampéao de lise e centrifugadas para a separagdo do
sobrenadante (S) e do precipitado (P) para verificar a solubilidade das proteinas. Os

experimentos de indugédo das proteinas recombinantes foram realizados juntamente com os
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controles negativo (pET28a vazio) e positivo (pET-XAC3091 e pET-XAC3631). Os controles
positivos produzem as proteinas CutC (Massa Molecular esperada de 29 kD) e CopB (Massa
Molecular esperada de 40 kD), respectivamente, de Xanthomonas citri subsp. citri, ambas
fusionadas a cauda poli-His. As figuras 8, 9 e 10A mostram os resultados das analises da
expressao das proteinas His-8772 e His-7580 em SDS-PAGE, gel 12%. A proteina His-8772
(Pcl10p-like) (indicada pelas setas nas figuras) se mostrou presente tanto na fragéo soluvel e
no precipitado, embora em pequena quantidade em todas as linhagens de bactéria testadas.
Além disso, o resultado de Western blot confirmou a presenca da banda referente a proteina
His-8772 (Pcl10-like), com aproximadamente 40 kD, como mostrado na figura 10B. Embora
produzida em pequena quantidade, na forma soluvel, esta proteina devera ser posteriormente
purificada por cromatografia de afinidade.

As figuras também mostram os resultados da expressao da proteina His-7580 (Pho85-
like), revelando a presenca de uma banda correspondente a Massa Molecular esperada da
proteina (37 kD). A identificacdo da proteina por Western blot comprovou que a proteina His-
7580 (Pho85-like) se apresenta na forma soluvel e em alta concentracdo nas condi¢des de
inducao utilizadas, como mostrado na figura 10B. A partir desses resultados, optou-se por
seguir os ensaios de purificagdo com as proteinas Pho85-like e Pcl10-like que apresentaram

alta solubilidade.

6. Purificagdo da proteina recombinante Pho85-like

Com o objetivo de obter a proteina recombinante pura para posteriormente dar inicio aos
ensaios de fosforilagdo in vitro, a purificacdo da proteina Pho85-like foi realizada por
cromatografia de afinidade utilizando as resinas de Ni*-NTA agarose e His-Select Cobalt
Affinity Gel, a qual nos permite purificar uma proteina rapidamente e de maneira simplificada
utilizando centrifuga de bancada. Para isso, a proteina foi produzida em pequena escala (200
mL de cultura partindo do pré-inéculo) através da inducdo a 37 °C com 0,4 mM de IPTG
durante 4 h e purificada como descrito em Materiais e Métodos. As figuras 11 e 12 mostram
trés géis de SDS-PAGE 12% da proteina Pho85-like nas diferentes etapas da purificagdo com
resina de Ni**-NTA agarose e His-Select Cobalt Affinity Gel. Podemos observar que mesmo
nas fragbes de lavagem (FT, flow through) ocorreu a perda da proteina recombinante. Com o
aumento na concentracao de imidazol aumentou, consequentemente, o grau de pureza como
demonstrado na figura 11. A repurificacdo com a resina His-Select Cobalt Affinity Gel, das
fracbes apos a didlise, esta mostrada na Figura 12. Pode ser observado que a proteina esta

livre de contaminantes aumentando consideravelmente a eficiéncia da purificacdo. Pode-se
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Figura 8. Analise da expressao em E. coli BL21(DE)pLys-S das proteinas His-8772 e His-7580.
NI, amostra nao-induzida; S, sobrenadante, P, precipitado. Extratos de células transformadas
com o plasmideo pET-8772, clones 1 e 2 [NCU08772(1) e NCU08772(2)], o plasmideo pET-
7580, clones 1 e 2 [NCU07580(1) e NCU7580(2)] e pET-28a [controles positivo (CutC) e
negativo]. As setas indicam as bandas correspondentes as proteinas recombinantes com as
MM aproximadas de 40 kD (His-8772) e 37 kD (His-7580). Eletroforese em gel SDS-PAGE 12%
corado com Coomassie Brilliant Blue R-250. Os numeros a esquerda do gel expressam as
Massas Moleculares em kD.
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Figura 9. Anadlise da expressado em E. coli BL21Rosetta(DE3)pLys-S das proteinas His-8772 e
His-7580. NI, amostra nado-induzida; S, sobrenadante, P, precipitado. Extratos de células
transformadas com o plasmideo pET-8772, clones 1 e 2 [NCU08772(1) e NCU08772(2)], o
plasmideo pET-7580, clones 1 e 2 [NCU07580(1) e NCU7580(2)] e pET-28a [controles positivo
(copB) e negativo]. As setas indicam as bandas correspondentes as proteinas recombinantes
com as MM aproximadas de 40 kD (His-8772) e 37 kD (His-7580). Eletroforese em gel SDS-
PAGE 12%, corado com Coomassie Brilliant Blue R-25. Os numeros a esquerda do gel
expressam as Massas Moleculares em kD.
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Figura 10. Analise da expressdo em E. coli ArcticExpress(DE3) das proteinas His-8772 e His-
7580. NI, amostra nao-induzida; S, sobrenadante, P, precipitado. Extratos de células
transformadas com o plasmideo pET-8772, clones 1 e 2 [NCU08772(1) e NCU08772(2)], o
plasmideo pET-7580, clones 1 e 2 [NCU07580(1) e NCU7580(2)] e pET-28a [controles positivo
(copB) e negativo]. As setas indicam as bandas correspondentes as proteinas recombinantes
com as MM aproximadas de 40 kDa (His-8772) e 37 kDa (His-7085). Eletroforese em gel SDS-
PAGE 12% corado com Coomassie Brilliant Blue R-250. (B) Analise por Western blot. As
proteinas, apos eletroforese, foram transferidas para membrana de nitrocelulose e incubadas
com anticorpo anti-His. As setas indicam as bandas correspondentes as proteinas
recombinantes com aproximadamente 40 kD (Pcl10-like2), 37 kDa (Pho85-like2) e a proteina
controle positivo CopB. Os numeros a esquerda do gel expressam as Massas Moleculares em
kD.

64



MM S FT1 FT2 E1 E2 E3 E4

97 —
66 —

45— /

31—

Figura 11. Purificacdo da proteina Pho85-like produzida em E. coli utilizando resina de Ni?*-
NTA. MM- massa molecular, S- sobrenadante, FT1 e FT2- flow through. Eluicdo com E1, 100
mM de imidazol, E2, 200 mM de imidazol, E3, 300 mM de imidazol e E4, 500 mM de imidazol.
SDS-PAGE 12%. A seta aponta a banda correspondente a proteina recombinante. Os numeros
a esquerda do gel expressam a Massa Molecular das proteinas em kD.
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Figura 12. Repurificagédo da proteina Pho85-like produzida em E. coli a partir das fragbes
purificadas com resina de Ni?**-NTA (Figura 11) utilizando a resina His-Select Cobalt Affinity
Gel. (A) Jungdo das fragées E1 e E2 da purificagdo com resina de Ni?* apés dialise. Eluigdo
com E1, 100 mM de imidazol, E2, 200 mM de imidazol, E3, 300 mM de imidazol e E4, 500 mM
de imidazol. (B) Jungao das fragdes E3 e E4 (Figura 11). Eluigdo com E1, 100 mM de imidazol,
E2, 200 mM de imidazol, E3, 300 mM de imidazol e E4, 500 mM de imidazol. MM- massa
molecular, S- sobrenadante, FT1 e FT2- flow through. SDS-PAGE em gel de poliacrilamida
12%. A seta aponta a banda correspondente a proteina recombinante. Os numeros a esquerda
do gel expressam a Massa Molecular das proteinas em kD.
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afirmar que a proteina estd com um grau de pureza elevado, e em quantidades suficientes para

a execugao dos ensaios de fosforilagéo in vitro que serao realizados futuramente.

7. Purificagao da proteina recombinante Pcl10-like

Com o objetivo de obter a proteina recombinante com alto grau de pureza para
posteriormente dar inicio aos ensaios de fosforilagéo in vitro junto com a proteina Pho85p-like,
a purificacdo da proteina Pcl10-like foi inicialmente realizada por cromatografia de afinidade
utilizando-se uma resina de NiNTA agarose, como realizado para a proteina Pho85p-like. Para
isso, a proteina foi produzida em pequena escala (200 mL de cultura partindo do pré-in6culo)
através da inducédo a 37 °C. Apos inducdo, as células foram coletadas e ressuspensas em
tampao de lise conforme descrito em Materiais e Métodos. Entretanto, esta metodologia ndo se
mostrou adequada para a purificacdo desta proteina devido a perda da mesma durante o
procedimento e, portanto, foi descartada. Pode-se afirmar que € um método simples de
purificacdo, entretanto para esta proteina néo foi possivel de ser utilizado. A purificagdo por
cromatografia de afinidade utilizando o sistema de purificagdo AKTA Prime e cultura de 1 L
(grande escala) foi utilizado.

Para a purificagéo das proteinas em maior escala, as condi¢ées de indugéo apresentadas
na analise da solubilidade foram mantidas e um gradiente linear de concentragéo de imidazol
foi aplicado na fase de eluigéo. O perfil de eluigdo da proteina Pcl10-like € mostrado na figura
13A. A figura 13B mostra as fragdes da cromatografia obtidas ap6s eluigéo, na qual foi possivel
observar que a proteina foi purificada com bom grau de pureza e concentragdo a partir da
fracdo 10 e a proteina purificada foi mantida até as fragbes eluidas finais. Com essa
concentracdo e grau de pureza sera possivel executar futuramente os ensaios de fosforilagdo
in vitro utilizando as proteinas recombinantes e a proteina GSN recombinante inteira e

mutantes nos diferentes sitios de fosforilagéo.
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Figura 13. Purificagcao da proteina Pcl10-/ike produzida em E. coli em grande escala. (A) Perfil
de elui¢do da proteina recombinante. (B) Analise das fragbes da cromatografia em SDS-PAGE
12%. A seta indica as bandas correspondentes a proteina recombinante com aproximadamente
40 KDa. Os numeros a esquerda do gel expressam as Massas Moleculares aproximadas das
proteinas em kDa.
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As principais conclusdes deste trabalho foram:

Dentre as 55 linhagens nocauteadas em proteinas quinases analisadas neste trabalho,
27 apresentaram alteracdo no conteudo de glicogénio na condi¢do normal de crescimento e/ou
quando submetidas ao choque térmico. As proteinas ausentes nas linhagens mutantes podem
estar envolvidas no controle da sintese e/ou degradacdo deste carboidrato através da
fosforilagdo direta ou indireta das enzimas regulatérias glicogénio sintase e/ou glicogénio

fosforilase.

Das 27 proteinas identificadas, apenas 8 delas correspondem a proteinas com fungdes ja
descritas na literatura e apenas uma proteina foi descrita no controle do metabolismo do

glicogénio até o presente momento.

Das 27 linhagens mutantes selecionadas, 14 linhagens apresentaram a relacdo de
atividade GSN -/+ G6P aumentada quando comparada com a linhagem selvagem na mesma
condicao de crescimento. Isto indica que o estado de fosforilagdo da enzima GSN é modificado
quando as proteinas quinases estdo ausentes, sugerindo serem provaveis quinases que

regulam o estado de fosforilagdo da GSN.

Das 14 linhagens que apresentaram relagdo de atividade aumentada, 8 linhagens foram
selecionadas para a analise das isoformas fosforiladas da enzima GSN presentes nestas
linhagens. Foi mostrado que 6 apresentaram alteragdes no perfil de fosforilagdo da enzima
GSN indicando que estas quinases estdo envolvidas ou diretamente ou através de outras vias

no controle da fosforilagdo da enzima GSN na situagdo ambiental estudada.

Como resultado da analise das linhagens que apresentaram alteragbes no estado de
fosforilagdo da enzima GSN, a proteina Pho85-like mostrou ser uma forte candidata a uma

quinase que fosforila diretamente a enzima GSN.

Uma proteina ortéloga a ciclina Pcl10p, a qual é a ciclina parceira da proteina quinase
Pho85p em S. cerevisiae foi identificada através de anadlises de Blast. A linhagem mutante

nesta proteina devera confirmar o papel da mesma na regulagdo do acumulo de glicogénio.

Tanto a proteina Pho85-like como Pcl10-like ligadas a His-Tag foram produzidas na
forma recombinante em E. coli e purificadas utilizando cromatografia de afinidade. Com as
proteinas puras sera possivel realizar futuramente ensaios de fosforilagéo in vitro para verificar

a agao do complexo na fosforilagcao direta de GSN.
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