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RESUMEN

Las protein-quinasas de serina/treonina (STPKs por sus siglas en inglés “Serine/Threonine
Protein Kinases™) son moléculas ubicuas involucradas en la transduccion de senales. Actuan
como “interruptores moleculares”, presentando al menos 2 conformaciones extremas: el
estado activo y el inactivo. Distintas STPKs son blancos de medicamentos para combatir
varias enfermedades (cancer, inflamacion, infecciones parasitarias, etc), algunos ya aprobados
y a la venta, otros en diferentes etapas de investigacion clinica. El objetivo de esta tesis se
centra en comprender los mecanismos moleculares implicados en la regulacion de las SPTKs,
usando como modelo las STPKs de Leishmania, agente etioldgico de la leishmaniasis. Se
seleccionaron las MAPK (“Mitogen Activated Protein Kinases™), pues constituyen una
familia de quinasas importante en estos protozoos parasitos, asi como la CK1 (casein-quinasa
1) otra STPK para la que se cuenta con evidencias preliminares muy promisorias en cuanto a
su relevancia bioldgica y como blanco terapéutico. Una de las hipotesis centrales por detras de
nuestros estudios enfocados en proteinas candidatas como blancos terapéuticos, es que la
informacion estructural detallada serd util en una estrategia de descubrimiento/desarrollo de
compuestos lideres hacia drogas anti-leishménicas, actualmente muy necesarias para combatir
esta dolencia.

LmaMPK10 es una MAPK de Leishmania que es fosforilada especificamente en el pasaje de
estadio promastigote/amastigote, por ende potencialmente reguladora de procesos vinculados
a la capacidad infectiva de estos parasitos. Ademads, en el curso de esta Tesis, LmaMPK10
resulto ser relevante para la sobrevida de los parésitos en el estadio amastigota. LmaMPK10
presenta caracteristicas atipicas en sitios muy conservados de su secuencia. LmaMPK10 de L.
major fue producida en forma recombinante y purificada a homogeneidad. La proteina entera
se cristalizo, y permitié colectar datos de difraccion de rayos X a partir de monocristales. La
estructura cristalina se pudo resolver utilizando una variante truncada en los ultimos 46
residuos C-terminales (LmaMPK10AC), resultando en un modelo atomico refinado a 1.9A de
resolucion. Este es el primer reporte de una estructrura 3D de una MAPK de
Trypanosomatidos

LmaMPK10 resulté ser similar a la STPK humana p38, con mayores indices de similitud
estructural que a otras MAPKs humanas. Sin embargo, se identificaron diferencias
significativas en el sitio de unién al nucleotido asi como en potenciales sitios reguladores,
fundamentalmente en el dominio N-terminal de LmaMPK10. Un elemento de particular
relevancia en este sentido refiere al motivo DFG, al inicio del bucle de activacion, muy
conservado en todas las STPKs, y asociado centralmente al mecanismo regulatorio por
fosforilacion del bucle de activacion y rearreglo del sitio catalitico. En LmaMPK10 este
motivo estd mutado por DFN, y esa sustitucion de una glicina impide el movimiento tipico
denominado “DFG-in / DFG-out” que se observa en el pasaje entre conformacion inactiva a
activa de las MAPKs, por rearreglo de la cadena lateral de la fenilalanina del motivo.
LmaMPK10 parece estar asi bloqueada en un estado pre-activado. Este trabajo de Tesis
también resultd en la determinacion de la estructura cristalina de LmaMPK10AC en complejo
con un inhibidor especifico de p38, el SB203580. Dicha estructura, asi como el estudio
biofisico de la asociaciéon de ligandos a LmaMPKI10, reveld un mecanismo regulatorio de
autoinhibicion mediado por el extremo C-terminal, singular de estas enzimas MPKI10
presentes en Leishmania y otros Trypanosomatidos, pero ausentes en mamiferos.

Denodados esfuerzos fueron invertidos en la identificacion del(de los) sustrato(s) y/o



interactor(es) natural(es) de LmaMPK10, evidencias que sin dudas avanzan en esta direccion,
sin ser aun concluyentes. Se abren asi perspectivas de gran interés, bien concretas, para definir
los detalles bioquimicos y celulares de la(s) via(s) de sefializacion en la(s) que estd implicada
LmaMPK10 en Leishmania. Esta tesis contribuye al conocimiento de las vias de sefializacion
en Trypanosomatidos, aporta centralmente al andlisis detallado de las SPTKs en estos
protozoos, con eventuales elementos de valor en las estrategias racionales de descubrimiento
de farmacos.



Introduccion

La funcién de las proteinas depende esencialmente de su estructura tridimensional. La
cristalografia de rayos X ha contribuido significativamente a determinar la estructura
molecular de un nimero importante de proteinas que hoy conocemos. Ademas del interés en
definir la posicion de los &tomos componentes de una macromolécula, la Biologia Estructural
moderna ha realizado aportes sustanciales al reconocimiento de las proteinas como polimeros
flexibles. Esta plasticidad suele ser moderada (excepto en ejemplos extremos de proteinas
intrinsecamente desestructuradas), conduciendo al polimero a adoptar una serie de estados
conformacionales precisos. La conformacion de una proteina esta asi dada por el arreglo
espacial de sus atomos, y abarca todos los estados conformacionales cinéticamente accesibles
que no impliquen la ruptura de enlaces covalentes. La existencia de distintos estados
conformacionales de una proteina ha sido estudiada por distintas técnicas experimentales
como resonancia magnética nuclear, fluorescencia y cristalografia de proteinas (Carlson &
McCammon, 2000, Rejto & Freer, 1996) y permiti6 resaltar la flexibilidad estructural como
un atributo esencial, sin el cual muchas proteinas carecerian de los mecanismos funcionales
y/o regulatorios.

Esta tesis procura contribuir al avance en el entendimiento de como la flexibilidad de las
proteinas estd asociada a su funcion al nivel molecular y atomico, desde una perspectiva
estructural, con particular apoyo en el uso de la cristalografia de macromoléculas.

Nos centramos en el estudio de las protein-quinasas como modelo, dado que son proteinas
ampliamente caracterizadas, que presentan varias conformaciones correspondientes a distintos
estados de regulacion de su funcidon bioquimica y celular. Las protein-quinasas son enzimas
muy importantes desde el punto de vista bioldgico, ubicuas, participan en una asombrosa
variedad de vias de transduccion de senales reguladoras de procesos celulares fundamentales
como el control de la transcripcion, la progresion del ciclo celular y la diferenciacion, entre
muchos otros. La plasticidad estructural de estas enzimas, con mas claridad actualmente en
las serin/treonin-quinasas, se ha reconocido como una propiedad central en la modulacion de
su actividad biologica.

El estudio de las protein-quinasas ademds de estar estimulado por su participacion en
importantes procesos celulares, se debe a su demostrada relevancia como blancos
terapéuticos. La cristalografia de distintas protein-quinasas ha permitido el desarrollo de

drogas eficaces o de compuestos lider de potencial relevancia terapéutica para diversas
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enfermedades como el cdncer, enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas,
asociadas a procesos inflamatorios, e incluso, enfermedades infecciosas (Noble et al., 2004,
Naula et al., 2005).

Esta tesis se enmarcod en un consorcio internacional multicéntrico, LEISHDRUG, cuyo
principal objetivo fue comprender a las moléculas de sefializacidon asociadas a la virulencia
del parasito intracelular Leishmania, con particular interés en la exploracion del quinoma de
Leishmania spp., de utilidad para el desarrollo de nuevas drogas antiparasitarias.

A continuacion se describira el contexto y antecedentes pertinentes que enmarcan este
trabajo. Se destacara la relevancia del parasito a nivel sanitario mundial y la importancia de la
busqueda de nuevas drogas antiparasitarias desde el abordaje de la biologia estructural. A
continuacion se introducirdn las principales caracteristicas de las protein-quinasas, las
particularidades de las quinasas de Leishmania, y mas especificamente, las proteinas

seleccionadas como modelos de estudio concretos para este trabajo.

Leishmania: un grupo de pardsitos que causan la enfermedad zoondética conocida como

leishmaniasis

Leishmania es un género de protozoarios de la clase Kinetoplastida, orden
Trypanosomatidos. Uno de los géneros més conocidos de Trypanosomatidos es Trypanosoma,
incluyendo a los parésitos 7. brucei (causante de la enfermedad del suefio) y 7. cruzi
(responsable d la enfermedad del Chagas). El género Leishmania incluye aproximadamente
35 especies diferentes, aunque se reconoce su caracteristica plasticidad gendmica y la
eventualidad de cruzamientos hibridos, con lo que el nimero e identidad precisa de las
especies totales es alin materia de debate (Stevens, 2008). Leishmania muestra tipicamente
formas de vida parasita, que infectan diversas especies de huéspedes, mostrando siempre un
ciclo de vida con varios estadios y varios hospederos. Los parasitos son transmitidos por la
hembra de un jején hematdfago, que juega el rol de vector para la transmision de la
enfermedad. El nimero de especies de jejenes capaces de transmitir Leishmania es muy alto
(més de 93 especies han sido reportadas WHO (2010) Annual report. Geneva) incluidas en los
géneros Phlebotomus y Lutzomyia, en el viejo y en el nuevo mundo respectivamente (Neuber,
2008; Saporito et al., 2013). El ciclo de vida de Leishmania es complejo, con lo que la
enfermedad es infecciosa pero no directamente contagiosa: es imprescindible el pasaje por el

insecto vector para diseminar el parésito de mamifero a mamifero (Figura 1).
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o Al alimentarse de sangre
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a la probéscide

Los macréfagos fagocitan
a los promastigotes

o

Los promastigotes se
transforman en

amastigotes dentro m
de los macréfagos

Los amastigotes se transforman
a en promastigotes en el intestino medio

Los amastigotes se multiplican
en las células de varios tejidos

: \ (también en los macréfagos)
Ingestion de q')k, A
células parasitadas i Bttt o

. = Fase infecciosa
Al alimentarse de sangre A
el flebétomo ingiere macréfagos A = Fase diagnéstica

infectados con amastigotes

Fuente: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx

Figura 1. Ciclo de vida de Leishmania spp. En lo distintos estadios se observa la alternancia de
hospederos con el pasaje de formas amastigotes y promastigotes.

La hembra del jején se nutre con sangre de mamiferos y es asi que, eventualmente, puede
alimentarse con sangre infectada por Leishmania, que se encuentra en su estadio amastigote
intracelular. Una vez en el tracto digestivo del insecto vector, en la zona media del intestino se
diferencian a promastigotes prociclicos, los cuales se dividen, migran hacia la zona anterior y
colonizan las valvulas faringeas, convirtiéndose en promastigotes metaciclicos (forma
infectiva). (Teixeira et al., 2013. El ciclo de vida de Leishmania incluye dos estadios: el
promastigota (prociclico y metaciclico infectivo) que presenta un flagelo en la region anterior,

y el amastigota intracelular replicativo (carente de flagelo externo) (Figura 2).
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Figura 2. (A) Micrografias electronicas de los diferentes estadios de Leishmania, (B) Esquema de la
organizacion estructural de las formas promastigota y amastigota (Tomado de Besteiro et al., 2007).
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Durante la diferenciacion del parasito, de amastigotes a promastigotes, se ha observado
que éstos secretan fosfoproteoglicanos que condicionan el ambiente del tracto digestivo
favoreciendo la metaciclogénesis, haciendo resistentes a las formas prociclicas replicativas
contra enzimas digestivas del insecto (Dostalova & Volf, 2012). Los fosfoproteoglicanos
forman parte de un gel secretorio que obstruye el tracto digestivo del insecto, provocando la
regurgitacion de los promastigotes y facilitando asi su transmision (Dostalova & Volf, 2012).
Asi, cuando el insecto vector succiona sangre de un mamifero sano, los promastigotes
metaciclicos son regurgitados e inoculados en el hospedero definitivo. Adicionalmente,
estudios anteriores han demostrado que Leishmania induce una modulaciéon del
comportamiento del insecto en el flebotomo infectado, quizds mediado por la secrecion de
estos fosfoproteoglicanos asi como por la cantidad de promastigotes metaciclicos presentes.
Esta modulacion consiste en hacer al jején mas persistente en el tiempo dedicado a
alimentarse, lo que conlleva a una mayor transmision del parasito a su hospedero definitivo
(Rogers & Bates, 2007).

Los promastigotes metaciclicos de Leishmania pueden infectar una gran variedad de
mamiferos, desde roedores, caninos a seres humanos. Dado que algunas especies del parasito
tienen capacidad de infectar distintos mamiferos ademds del hombre, la leishmaniasis es
considerada efectivamente como una enfermedad zoondtica. En particular el perro es un
reservorio de gran incidencia en algunas zonas endémicas como la cuenca mediterranea en
Europa, norte de Africa y cercano oriente. Leishmania es un parésito intracelular obligado de
células del sistema reticuloendotelial: macrofagos, monocitos y células de Langerhans
(Neuber, 2008).

Una vez dendro del hospedero mamifero, los promastigotas pueden ser fagocitados por
neutrofilos y éstos son rapidamente reclutados hacia el sitio de inflamacion en donde se
alimentd el vector. Funcionarian como células hospederas temporales, que pueden
permanecer alli por horas sin replicarse y mantienen su infectividad (Peters ef al., 2008). Se
han postulado dos modelos no excluyentes en cuanto a la relevancia funcional de esta
infeccion de neutrofilos por parte de Leishmania. De acuerdo al modelo del “caballo de
Troya”, los neutrofilos infectados entran en apoptosis, y los macréfagos ingieren por
fagocitosis los cuerpos apoptoticos con el pardsito, y asi se desencadena la entrada
“silenciosa” del mismo al macrofago, debido a que se evita la activacion de mecanismos
efectores (van Zandbergen et al., 2004). En cambio el modelo del “conejo de Troya”, los
promastigotes abandonan a los neutréfilos antes de que éstos entren en apoptosis. Los

neutrdfilos apoptoticos silencian la respuesta efectora de los macréfagos hospederos, y esto es
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explotado por los promastigotes oportunistas que infectan asi activamente a los macrofagos
(Ritter et al., 2009). En ambos modelos, la capacidad de los neutréfilos de funcionar como
mecanismo de evasion de la respuesta inmune depende del genoma del hospedero y la cepa
del parasito, mediando silenciamiento de la respuesta efectora (Ritter et al., 2009). Técnicas
de microscopia de alta resoluciéon han permitido observar que el mecanismo de entrada de
Leishmania al macrofago es un proceso activo que requiere una interaccion adecuada del
promastigote con la superficie de la célula hospedera, generalmente utilizando el extremo
distal de su flagelo (Forestier, 2013). Una vez que el parasito es fagocitado, queda incluido en
el compartimiento sub-celular del fagosoma, alli pierde su flagelo y secreta
lipoproteoglicanos. Como parte de la respuesta defensiva frente al ataque oxidativo de la
célula, se ha descripto que los lipoproteoglicanos evitan el ensamblaje de la enzima NADPH
oxidasa, reduciendo la exposicion de los amastigotes a radicales libres (Lodge & Descoteaux,
2006 de Morais et al., 2015) e interfiriendo ademas con el reclutamiento de bombas de
protones ATPasas a la membrana del fagosoma, evitando su acidificacion (Vinet et al., 2009).
En suma, la maduracién normal del fagosoma se ve inhibida, y los amastigotes se encuentran
en un ambiente menos hostil para su supervivencia y proliferacion. Ademas, mediante la
fosforilacion de blancos en el hospedero, en particular de MAPKs (o del tipo ERK) inhibe la
muerte del pardsito mediada por células y promueve su propia sobrevida regulando algunas

funciones celulares (Martinez & Petersen, 2014).

Leishmaniasis

La leishmaniasis es un grupo heterogéneo de enfermedades (Neuber, 2008 Kevric et al.,
2015) causada por al menos 20 especies diferentes del género Leishmania (Croft et al., 2006a;
Peacock et al., 2007). Existen tres formas de leishmaniasis (Kevric et al., 2015):

- cutanea: es la forma mas comin y menos severa, generando una lesion en la piel en el
sitio de la picadura; lo que genera Ulceras abiertas, que tienden a curar espontaneamente muy
lentamente (algunos meses a mas de un afio), aunque se han reportado casos cutaneos muy
diseminados, que no llegan a curar sin tratamiento;

- muco-cutanea: afecta no solo la piel sino también las mucosas, produciendo Ulceras
cutaneas y una destruccion de mucosas; con lesiones tipicamente en nariz y boca, generando
terribles deformaciones que asemejan a lepra; y,

- la leishmaniasis sistémica o visceral (VL por sus siglas en inglés), también conocida
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como kala-azar, que afecta al hombre de forma sistémica, pudiendo llegar a ser mortal
(Chappuis et al., 2007). Los pacientes con VL desarrollan esplenomegalia, episodios febriles
irregulares, anemia, pancitopenia, pérdida de peso y debilidad progresiva durante periodos de
semanas o meses. Casi todos los pacientes de VL. mueren en pocos meses si no son tratados.
La leishmaniasis es una enfermedad de distribuciéon mundial, habiéndose reportado casos
en todos los continentes excepto Oceania. Persiste en areas remotas y pobres donde hay
recursos de salud limitada y los pacientes tienen poco acceso a medidas preventivas y/o a las
drogas. Para la VL, surgen 500.000 nuevos casos por afilo que ocurren mayoritariamente en
areas rurales del subcontinente Indio (India, Nepal, Bangladesh), Brasil, Sudan y Etiopia
(Guerin et al., 2002; Figura 3). El namero real de casos de VL es desconocido, pero en India
se estima que solo son reportados el 20% de los casos totales. En la Tabla 1 se resume la

presentacion clinica y distribucion mundial de distintas especies del género Leishmania.

Tabla 1. Distribucion geografica y manifestaciones clinicas de distintas especies de Leishmania
(tomado de Neuber, 2008).

Se han reportado casos de contagio de leishmaniasis asociados al uso compartido de jeringas
(Cruz et al., 2002), asi como también se han reportado casos infrecuentes de transmision
congénita de la enfermedad (Pagliano et al., 2005). Los cambios climaticos y de urbanizacion
implican que actualmente los vectores infectados cambien su distribucion geogréfica,

teniendo acceso a regiones que no estaban afectadas, y asi exponiendo a nuevas poblaciones a
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la enfermedad. En Uruguay existe un riesgo potencial de transmision de VL debido a la
presencia reportada de un flebotomo del género Lutzomyia en Salto y Bella Union, reportes de
VL en Argentina y el sur de Brasil, y movimiento fluido de individuos y perros a través de las
fronteras, por lo que se requiere un sistema de vigilancia activo en el area para mejorar la
capacidad de deteccion y prevencion de la enfermedad (Salomon et al., 2011). Hasta hace
unos afios, Uruguay figuraba como un pais libre de Leishmania canina (Dantas-Torres, 2009)
pero en febrero de 2015 se han reportado casos de leishmaniasis en perros en Salto. (Soto,

2015 2015).

Figura 3. Distribucion mundial de la leishmaniasis visceral (Fuente:WHO, 2010) marcada en gris; que
puede conducir a la muerte (Neuber 2008; Saporito et al., 2013; McGwire & Satoskar, 2014)

La incidencia de la leishmaniasis ha aumentado en las ltimas décadas debido 1) a la falta

de medidas preventivas y terapéuticas como resultado de un control ineficiente del vector y

del reservorio y el surgimiento de pardsitos resistentes a drogas, ii) a la urbanizacioén y

cambios climaticos que exponen poblaciones nativas a jejenes infectados y iii) a la co-

infeccion Leishmania-HIV y la transmision a través de compartir agujas en el mundo
industrializado.

Como consecuencia de esto, la leishmaniasis ha sido declarada por la OMS como una

enfermedad de la categoria de enfermedades desatendidas para la cual no existe vacuna ni
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tratamiento eficaz, seguro y asequible disponible, con 350 millones de personas consideradas
en riesgo de contraer la enfermedad, un total de 12 millones de personas actualmente
infectadas en 98 paises, y alrededor de 2 millones de casos nuevos cada afio (Saporito et al.,
2013). Los tres sindromes principales en el ser humano, tienen evolucién y prondstico
diferente en funcion de la especie de Leishmania infectante y de la susceptibilidad genética e
inmunologica del hospedero (Ritter et al., 2009; Saporito et al., 2013; McGwire & Satoskar,
2014). La leishmaniasis cutanea es principalmente causada por L. major y L. tropica en el
Viejo Mundo, y L. mexicana, L. amazonensis, L. guyanensis, L. panamensis y L. braziliensis
en el Nuevo Mundo (McGwire & Satoskar, 2014); la forma mucocutanea de la enfermedad,
estd principalmente asociada a infecciones por L. braziliensis, donde el parasito se extiende
por metastasis desde la inflamacion local hasta el tejido mucocutaneo, lo que provoca las
erosiones y ulceraciones en el espacio nasofaringeo (Neuber, 2008); en cambio la VL es
tipicamente causada por L. donovani en el subcontinente indio y Africa del Este, asi como por
L. infantum (= L. chagasi) en la region del Mediterraneo y el Nuevo Mundo. Es en el caso de
L. infantum en el que los perros actian como reservorio zoonético adicional preponderante
(Guerin et al., 2002). Las especies causantes de VL presentan un tropismo preferencial por las
visceras, pudiéndose extender hasta el bazo, higado, nodos linfaticos y médula 6sea (Neuber,
2008; Saporito et al., 2013). Segun la OMS, la VL puede presentar periodos de incubacion
que van desde 10 dias a 1 afo, y los pacientes inmunocompetentes no tratados pueden
presentar dolor abdominal, episodios febriles irregulares, pérdida de peso, anemia,
pancitopenia, linfoadenopatia, hepatosplenomegalia y un 85-90% de los pacientes con VL que
no reciben tratamiento mueren (Stockdale & Newton, 2013). En pacientes en condiciones de
inmunodepresion, como infeccion por VIH o tratamientos inmunosupresores, se ve
comprometida la capacidad del sistema inmune de responder ante la infeccion por Leishmania
y permite la reactivacion de la enfermedad desde sitios de latencia del parasito; mas
precisamente, la epidemia de SIDA ha modificado la epidemiologia y la clinica de la VL,
dado que tanto VIH como Leishmania son capaces de infectar la misma célula hospedera —el
macrofago—, estableciendo un circulo vicioso en donde el parasito induce una produccion
viral més robusta y el virus aumenta la replicacion parasitaria (Saporito et al., 2013). En
pacientes con SIDA, la infeccion por Leishmania es fulminante y la respuesta al tratamiento
se ve notoriamente disminuida (Neuber, 2008). Dado que Leishmania establece una infeccién
cronica asintomatica por tiempos prolongados en el individuo infectado, es necesario el
rastreo del parasito en el organismo antes de iniciar cualquier tratamiento inmunosupresivo

que permita el progreso de la leishmaniasis (Saporito et al., 2013).
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Algunos pacientes satisfactoriamente tratados para VL, y que luego se mantienen
asintomaticos por meses o anos, desarrollan una proliferacion fulminante y progresiva de
parésitos dentro de la piel que da lugar a una cuarta manifestacion clinica denominada
leishmaniasis post-kala-azar dérmica. Estos pacientes sufren hipopigmentacion y lesiones
maculares, papulares y/o nodulares (McGwire & Satoskar, 2014). Las lesiones son ricas en el
parésito, por lo que se cree que esta manifestacion de la enfermedad es importante en la
transmision de la VL. De esta manera, entender los aspectos epidemioldgicos y clinicos de la
leishmaniasis post-kala-azar dérmica puede definir estrategias para controlar la leishmaniasis

visceral (Mukhopadhyay et al., 2014).

En Leishmania, las protein-quinasas aparecen como blancos terapéuticos de gran interés

Las protein-quinasas (PQs) son un importante grupo de enzimas, que catalizan reacciones
de fosfotransferencia, en particular fosforilando especificamente a sustratos proteicos. Mas
adelante describiremos con detalle las caracteristicas esenciales de estas enzimas y su
clasificacion actual (ver pag. 24-26). Vale la pena sin embargo adelantar aqui, que las PQs
son proteinas ubicuas en Biologia, mediando centralmente procesos de transduccion de
senales. En particular, las MAPKs (por sus siglas en inglés Mitogen Activated Protein
Kinases) son enzimas que responden a cambios intra- o extra-celulares, que en el caso de
Leishmania spp., parecen participar en eventos de comunicacion molecular entre el parasito y
el hospedero (Cayla ef al., 2014). Esto es especialmente relevante en el contexto de la
necesidad de adaptacion fisiologica de estos parasitos para resistir y/o evadir respuestas
inmunitarias del hospedero.

Durante su ciclo de vida (Fig. 1) los parésitos estdn sujetos a diversos cambios
ambientales: temperatura, pH, exposicion al O, y especies reactivas del nitrégeno, exposicion
a la actividad proteolitica extracelular intensa asi como a condiciones de deficiencia
nutricional. Muchas de estas sefiales disparan la diferenciacion de Leishmania, afectando la
expresion génica y resultando en cambios morfoldgicos y bioquimicos importantes (Rochette
et al., 2008). En base al importante rol que tienen las PQs en mamiferos en los procesos de
diferenciacion y regulacion del ciclo celular y las observaciones realizadas en relacion al rol
biologico de varias MAPKs de Leishmania, actualmente se acepta que al menos varias
MAPKSs estan vinculadas a la deteccion de cambios ambientales y biogénesis flagelar en

Trypanosomatidos en general (Rotureau et al., 2009), y en particular en Leishmania (Morales
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et al., 2007, Morales et al., 2008, Wiese, 1998, Wiese, 2007).

Leishmaniasis: diagnostico, profilaxis y tratamiento

El diagndstico de la enfermedad, generalmente se realiza mediante deteccion de anticuerpos
especificos contra el parasito en el suero de los pacientes. También puede diagnosticarse por
observacion microscopica de los parasitos en muestras obtenidas de biopsias (Murray et al.,
2005; Elmahallawy et al., 2014). Ademas, numerosos método han sido desarrollados, entre
ellos la deteccion del parasito por PCR (Antinori et al., 2007). Poder establecer estrategias de
prevencion efectivas para la VL es un enorme desafio en areas endémicas, generalmente
ubicadas en las zonas mas pobres y remotas del planeta (Croft et al., 2006a). En la tltima
década se ha progresado en el entendimiento de los mecanismos inmunoldgicos de la
leishmaniasis, pero muy pocas vacunas candidato han avanzado mas alld de fases
experimentales iniciales (Jain & Jain, 2015 Rezvan & Moafi, 2015), con lo que actualmente
no se dispone de vacunas eficaces para ninguna forma de leishmaniasis humana (Nagill &
Kaur, 2011).

Otras estrategias para prevenir la enfermedad tienen como blanco al vector, o a la poblacion
de reservorios animales, asi como el despliegue de mecanismos que eviten que el hombre sea
picado (Stockdale & Newton, 2013). Se ha observado que la utilizacién de redes de cama
(mosquiteros) con insecticidas de liberacion lenta han efectivamente reducido la incidencia de
VL en areas endémicas de forma significativa (Mondal et al., 2013). Adicionalmente, el uso
de repelentes de insectos (piretroides sintéticos principalmente) en perros se ha convertido en
la herramienta mas eficiente para la prevencion de la infeccion por L. infantum en estos
animales (Otranto & Dantas-Torres, 2013).

En relacion a los tratamientos disponibles, la quimioterapia sigue siendo el elemento mas
importante en el control de la VL. Las drogas utilizadas se relacionan con cuatro aspectos
particulares de la biologia de Leishmania: (i) la localizacion intracelular de la forma
amastigote en el fagolisosoma acido del macrofago; (ii) los requerimientos farmacocinéticos
diferenciales de drogas que se distribuyen en higado, bazo y médula 6sea en la VL; (iii) las
diferencias significativas en la sensibilidad de las drogas en las especies de Leishmania
causantes de la enfermedad en humanos y (iv) la influencia de la inmunosupresion asociada a
la leishmaniasis, que puede reducir la efectividad de algunas drogas (Barrett & Croft, 2012).

Existen numerosos agentes terapéuticos utilizados actualmente para tratar la VL, todos con
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contraindicaciones y efectos colaterales significativos que limitan su uso en zonas endémicas
de la enfermedad (de Menezes et al., 2015). Algunos ejemplos son (ver la estructura quimica
de los compuestos en la Figura 4):

- Antimoniales pentavalentes. Actian directamente sobre procesos moleculares del parasito
e incrementan la actividad microbicida del macréfago (McGwire & Satoskar, 2014). El
tratamiento dura hasta 30 dias y se administra por via intravenosa o intramuscular. Los
efectos secundarios incluyen cardiotoxicidad, nefrotoxicidad, hepatotoxicidad, pancreatitis,
desbalance de electrolitos y pancitopenia. Ademads, se ha reportado resistencia emergente del
parasito, y los costos del tratamiento son elevados (Jain & Jain, 2013).

- Anfotericina B. Desestabilizante de membranas del pardsito por uniéon al ergosterol
(McGwire & Satoskar, 2014). El tratamiento dura entre 15 y 20 dias y es administrado por via
intravenosa. Los efectos secundarios incluyen nefrotoxicidad severa, los cuales se ven
disminuidos si se formula la droga con compuestos lipoides. No obstante, en este tltimo caso
el tratamiento tiene costos muy elevados (Jain & Jain, 2013).

- Paromomicina. Bloquea la sintesis proteica en el parasito uniéndose al ARN ribosomal
16S (McGwire & Satoskar, 2014). La via de administracion es intramuscular, el tratamiento
es economicamente accesible y dura 21 dias. Sus efectos secundarios incluyen nefrotoxicidad,
ototoxicidad y, en menor medida, hepatotoxicidad (Jain & Jain, 2013).

- Miltefosina. Es el unico agente administrado por via oral, y el tratamiento dura 28 dias.
Los efectos secundarios incluyen teratogenicidad, nefrotoxicidad y hepatotoxicidad; ademads,
estd contraindicado en el embarazo (McGwire & Satoskar, 2014). La edelfosina ha surgido
como analogo alquilolisofosfolipidico de la miltefosina, mostrando mayor efectividad contra
parésitos promastigotes y amastigotes (Varela et al., 2012).

- Pentamidina. Interfiere con la biosintesis de macromoléculas del parasito como ADN,
ARN, fosfolipidos y proteinas. El tratamiento dura entre 21 y 28 dias, y sus efectos
secundarios incluyen nefrotoxicidad, cardiotoxicidad, hipoglucemia y efectos sobre la médula
osea (McGwire & Satoskar, 2014).

- Sitamaquina. Es la unica droga que ha sido desarrollada especificamente para el combate
de la VL. La via oral de administracion, su baja resistencia reportada y su costo reducido la
hacen un buen candidato, sin embargo presenta importantes efectos secundarios como dolor
abdominal, dispepsia, glomerulonefritis e insuficiencia renal (Singh et al., 2012). Ademas, el

uso clinico de este compuesto se ve limitado por estar atin en investigacion.
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Figura 4. Agentes quimioterapéuticos antileishménicos convencionales. Fuente: Jain & Jain, 2013.

La combinaciéon de drogas ha mostrado resultados terapéuticos promisorios, con aumento de
eficacia y efectos secundarios reducidos, menor duracion de tratamientos (hasta 8 dias),
costos mas accesibles y resistencia emergente reducida (Jain & Jain, 2013).

Algunos tratamientos convencionales, como el uso de antimoniales pentavalentes, se evitan
en algunas areas endémicas debido a la aparicion de cepas de parasitos resistentes (Guerin et
al., 2002). En este contexto, el aumento en el nimero de pacientes con VL co-infectados con
VIH podrian representar un reservorio potencial: estos pacientes presentan alta carga
parasitaria y respuesta inmunologica atenuada, por lo que responden lentamente al
tratamiento, facilitando la seleccion de pardsitos resistentes. En cuanto al uso de fairmacos de
larga vida media, como anfotericina B o miltefosina, la posibilidad de resistencia emergente
tampoco debe ser ignorada (Croft et al., 2006b).

En suma, los farmacos actualmente utilizados presentan inconvenientes significativos, ya
sea por la via parenteral de administracion, larga duracién de tratamientos, resistencia
emergente, toxicidad y/o costos elevados que limitan su uso en areas endémicas de la
enfermedad (de Menezes et al., 2015). Ademas, los farmacos en desarrollo clinico son, o bien
reformulaciones de medicamentos anteriores, terapias de combinacion, o el resultado de
conmutacion terapéutica, ofreciendo alternativas genuinas muy limitadas a los pacientes que

sufren de leishmaniasis. Existe por ende una necesidad urgente de identificar nuevos blancos

0]



terapéuticos para el desarrollo de medicamentos innovadores contra la leishmaniasis, y en

particular para combatir su forma visceral.

Protein-quinasas

Las quinasas, también conocidas como fosfotransferasas (EC 2.7.X.X), son enzimas
capaces de catalizar la transferencia de un grupo fosfato desde un sustrato dador
(generalmente un nucleodsido-trifosfato como el ATP) a un segundo sustrato, el sustrato
aceptor. Al resultado de dicho proceso catalitico se lo suele denominar genéricamente
fosforilacion. La variedad natural de sustratos aceptores especificos es sorprendente y la
modificacion funcional debida a la fosforilacion, esto es, el cambio en las propiedades
fisicoquimicas de la molécula antes y después de la incorporacion de uno o maés grupos
fosfato, es muchas veces dramadtica, razon por la cual las fosforilaciones juegan un rol muy
importante en la bioquimica de las células. El sustrato aceptor de la quinasa puede ser de
naturaleza muy variada, pequefias moléculas, carbohidratos, lipidos, proteinas, etc. A su vez,
el grupo fosfato puede ser transferido a distintos tipos de grupos reactivos en los aceptores:
hidroxilos (EC 2.7.1.X, como en el caso de las hexoquinasas, glicerol-quinasas, etc),
carboxilatos (EC 2.7.2.X, fosfoglicerato-, aspartato-quinasas, etc.), grupos nitrogenados (EC
2.7.3.X, creatin-, arginin-quinasas, etc.), fosfatos (2.7.4.X, nucleosido-fosfato-quinasas, etc.),
entre otros (Cheek et al., 2005).

Las protein-quinasas (PQ) son en este contexto general, un subgrupo de las quinasas,
definido como aquél que utiliza sustratos aceptores de naturaleza peptidica (péptidos y/o
proteinas): son enzimas capaces de catalizar la transferencia de un grupo fosfato desde un
sustrato dador (generalmente un nucledsido-trifosfato como el ATP) al segundo sustrato que

es una proteina o péptido (Fig. 5).

22



Sustrato
Transferencia

Quinasa
Unioén de Unién de
yP-ATP Sustrato
de fosfato

\i;
Liberacién leeraCIon
de ADP

Sustrato

Figura 5. Fosforilacion de sustratos proteicos catalizados por quinasas de proteinas o proteina-
quinasas. E1 ATP se une al sitio activo de la quinasa, luego se incorpora el sustrato proteico y el yP del
ATP es transferido al sustrato. Posteriormente se libera el sustrato (producto fosforilado) del sitio
activo de la quinasa, y por ultimo también se libera la molécula de ADP (tomado de Ubersax &
Ferrell, 2007).

Las protein quinasas tipicas (TPKs, por sus siglas en inglés) comparten un plegamiento
tridimensional comun con dos lobulos separados por un surco profundo, que sera descripto en
detalle mas abajo. El bolsillo de uniéon al ATP, se ubica entre ambos l6bulos, lo que muestran
una flexibilidad “en bisagra”, basculando entre una conformacion “abierta” y otra “cerrada”,
dependiendo de la union del ATP y el estado de activacion de la molécula. Existe también
otro grupo de quinasas, las quinasas atipicas (AKs) que son fosfotransfereasas homoélogas a
las TPK, aunque no conservando todos los motivos caracteristicos. Estas AKs representan
familias relativamente grandes de proteinas con sustratos muy diversos como antibidticos
aminoglucésidos, colina, fosfatidilinositol, etc (Hanks & Hunter, 1995, Scheeff & Bourne,
2005).

Las PQs se clasifican segun el Comité de Nomenclatura de la Unién Internacional de
Bioquimica y Biologia Molecular NC-IUBMB (Hunter, 1991) en base a los distintos residuos
aminoacidicos aceptores de fosfatos. En las proteinas sustrato podemos encontrar:

1) aminoacidos con cadena lateral hidroxilada que son fosforilados mediante la
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formacion de un enlace fosfoéster. Hay dos tipos, los que presentan un grupo alcohol, como
en las serinas y treoninas; o, un grupo fenol, en las tirosinas. Las fosfotransfereasas
especificas para estos aminoacidos se denominan serin/treonin-quinasas (E.C.2.7.11.X) y
tirosin-quinasas (E.C. 2.7.10.X), respectivamente. Hay también quinasas de especificidad
dual, capaces de fosforilar tanto Ser/Thr como Tyr (E.C. 2.7.12.X);

2) aminoacidos con aminas reactivas, generalmente en el grupo imidazol de histidinas,
permiten la N-fosforilacion a través de la formacion de un enlace fosforamidato (Attwood et
al., 2007). Son sustratos de fosfotransferasas conocidas como histidin-quinasas
(E.C.2.7.13.X);

3) aminoécidos acidos como el aspartato y el glutamato presentan un grupo acilo como
aceptor del grupo fosfato y producen anhidros mixtos de gran reactividad (Stock et al., 2000).
Sus fosfotransferasas especificas son denominadas aspartil- o glutamil- quinasas (antes
clasificados en el grupo E.C.2.7.14.X, ahora incluidas en el grupo 2.7.11.1 de S/T-quinasas no
especificas); y,

4) cisteinas, que pueden experimentar reacciones de S-fosforilacion en su grupo tiol,
generalmente como intermediarias de reacciones enzimaticas de transferencia de grupos
fosfato. Las enzimas que participan en estas reacciones se conocen como cistein-quinasas

(E.C.2.7.11.1).

Hay numerosos ejemplos donde las PQs fosforilan otras PQs, o inclusive muestran una
actividad de autofosforilacion especifica y fisioldgicamente relevante.

Las PQs eucariotas (ePKs por sus siglas en inglés) conforman la superfamilia mas grande
de enzimas involucrada en la transduccion de sefales, expresion génica y homeostasis celular
(Shi et al., 2006) siendo codificadas por aproximadamente el 2% de los genes en mamiferos
(Hanks & Hunter, 1995, Huse & Kuriyan, 2002, Parang et al., 2001, Shen et al., 2005). Esta
superfamilia, comprende enzimas que fosforilan residuos de serina, treonina o tirosina, y
presentan caracteres estructurales, de secuencia y funcionales compartidos, revelando que
derivan de un ancestro comun (Hanks & Hunter, 1995, Scheeff & Bourne, 2005).
Inicialmente se creyd que era una familia de proteinas tipica de mamiferos y otros
vertebrados, pero se han encontrado miembros de las ePQs en plantas, hongos, protozoarios y
aun en bacterias (Ortiz-Lombardia et al., 2003, Wehenkel et al., 2008). La figura 6 muestra el
arbol filogenético de ePQs en humanos permite distinguir los diferentes grupos de ePQs
(Manning et al., 2002). Las ePQs se clasifican en siete grandes clases, en base a estudios de

secuencia, especificidad de sustrato y modo de regulacion:
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CAMK

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

CK (de tipo casein kinase);

dependientes de nucledtidos y diacilglicerol/fosfolipidos, denominadas AGC
(incluyen las familias PKA, PKG, y PKC);

quinasas dependientes de calcio/calmodulina CAMK (del inglés, calmodulin
dependent kinases);

las quinasas del grupo CMGC (comprenden a las familias CDK 6 quinasas
dependientes de ciclinas, MAPK 6 protein-quinasas activadas por mitégeno, GSK 6
quinasas de la glucdgeno sintasa, y CLK ¢ quinasas similares a CDKs);

las tirosin quinasas libres y unidas a receptores de membana (TK -6 tirosin-quinasas-
y las TKL -6 “de tipo tirosin-quinasa”);

STE (reguladoras de MAPKs, homologas a las quinasas Sterile 7, 11 y 20
identificadas en levaduras); y,

PQs que no encajan en otras clases colectivamente agrupadas en OPK (“other protein

kinases’) (Hanks, 2003)

Figura 6. Arbol filogenético del quinoma humano como se describe en Manning ez al. (2002) en base a

similitudes de secuencia.
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Las PQs son entonces enzimas que catalizan la fosforilacion de proteinas aceptoras
mediante la transferencia de un grupo fosfato del ATP (el fosfato gamma), a uno o mas
aminodcidos especificos. La modificacion resultante en las cadenas laterales de dichos
aminodcidos, representa una de las modificaciones post-traduccionales mas comunes en
biologia. Es un mecanismo de transmision de la informacion (por “marcado” de sustratos
proteicos especificos, en momentos y localizaciones subcelulares especificas) en respuesta a
diversos estimulos (o sefiales), en el que el amplio repertorio de PQs cumple el rol de
transductor de dicha sefal. Siendo estrictos, la transduccion de una sefial implica en general
que dicha sefial es extracelular, la PQ funciona como receptora, y transduce dicha sefial
externa en una respuesta interna en la célula. Sin embargo, desde el punto de vista
mecanistico molecular, la “sefializacion” puede en verdad incluir sefales intra-celulares, o
incluso estar contenida en una cascada de transmisiones, en las que distintas PQs intermedias
se fosforilan especifica y consecutivamente entre si, disparando una o mas respuestas
celulares rio abajo. La adicion de grupos fosfatos a las proteinas blanco finales suele
promover cambios en sus actividades enzimaticas, localizaciones celulares y/o interacciones
con otras proteinas, regulando asi grupos de funciones celulares. Por este motivo a su vez, la
actividad de las propias PQs estd fuertemente regulada (ya sea por fosforilacion, o también
por uniéon de moléculas efectoras o proteinas reguladoras, y/o modificacion de la estructura

'

cuaternaria), con lo que se definen "vias de sefalizacién" precisas, que generan redes de
transduccion de senales de gran complejidad (Shi et al., 2006).

Las protein-quinasas juegan su rol celular de transmitir informacion debido a que, al nivel
molecular, son verdaderos 'interruptores', presentando al menos 2 conformaciones
tridimensionales extremas: el estado “prendido” o activado, y el estado “apagado” en el cual
su actividad es minima o indetectable. El cambio entre ambos estados es reversible, y bien

definido en el espacio tridimensional. La figura 7 esquematiza este tipo de equilibrio entre

ambos estados.
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Figura 7. Transicion prendido/apagado de las protein-quinasas. Representacion esquematica tomando
como modelo una clase de PQs regulada por fosforilacion del segmento de activacion (marcado en
color naranja). La fosforilacion promueve una serie de re-arreglos y reorientaciones estructurales,
incluyendo un movimiento general de apertura/cierre entre los dos subdominios (tomado de Huse &
Kuriyan, 2002).

El grupo de PQs que fosforilan en aminodcidos serina, treonina y tirosina es el mas
estudiado. Se ha observado que el estado activo de las distintas quinasas es muy similar
estructuralmente, mientras que, en contraste, la conformacioén inactiva en distintas PQs
muestra una gran diversidad de variantes estructurales, capaces de moverse hacia el estado
activo por vias diferentes en cada caso (Huse & Kuriyan, 2002). Este fenomeno tiene
explicacion desde el punto de vista evolutivo, dado que las conformaciones inactivas estan
mucho menos sujetas a constricciones espaciales precisas, pues en dicha configuracion la
proteina no tiene que catalizar una reaccion quimica definida (por ende los grupos
cataliticamente relevantes tienen mayor espacio de exploracion de conférmeros alternativos).
El correlato de interés para nosotros es que dicha plasticidad, observada como variedad de
conformaciones inactivas, es la que abre la posibilidad al nivel molecular para que la célula
regule la activacion de distintas PQs por vias enteramente diferentes: dado que las
conformaciones son distintas, cada PQ puede interaccionar con distintos componentes

regulatorios o ser fosforilada/desfosforilada por quinasas/fosfatasas especificas, asegurando la
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especificidad de cada via de sefializacion. Este concepto a su vez explica el gran interés por
avanzar en la exploracion detallada del quinoma (el conjunto de todas las protein-quinasas
codificadas en un genoma, o bien en un sentido proteémico, aquél subconjunto que se expresa
en un tipo celular y en un momento dado), aun sabiendo que todas estas proteinas (>500 en el
hombre) comparten un plegamiento comin y un mecanismo catalitico muy semejante. El
enorme desafio es entender como, en este contexto de conservacion general, las diferencias
detalladas, al nivel atdbmico preciso, permiten a las células alcanzar una enorme especificidad
de accion celular y/o de mecanismos regulatorios caracteristicos de cada una de las diversas
vias de transduccion.

Esto conduce a una nociéon fundamental en un emprendimiento de Biologia Estructural de
protein-quinasas: es necesario profundizar el estudio de estas enzimas en distintos y variados
modelos biologicos, pues es de esperar que asi logremos dilucidar nuevos e inesperados
mecanismos regulatorios, contribuyendo a entender la exquisita especificidad de las
innumerables vias de transduccion en las que estan implicadas.

Junto a este desafio fundamental de avanzar en la comprension de las redes de
transmision de informacion en las células, el estudio de las protein-quinasas esta estimulado
por su participacion en importantes procesos celulares que las transforman en blancos
terapéuticos de demostrada relevancia. La cristalografia de distintas PQs ha permitido el
desarrollo de drogas eficaces en relacion a diversas enfermedades como el cadncer,
enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, asociadas a procesos inflamatorios, e

incluso, enfermedades infecciosas (Noble et al., 2004).

Nuestro principal objetivo apunta a contribuir al conocimiento estructural de las protein-
quinasas como moléculas transductoras de sefiales. Nos centraremos en las Ser/Thr quinasas
de Leishmania spp., un grupo poco estudiado, y cuyas caracteristicas las sefialan como

blancos terapéuticos para el desarrollo de nuevas drogas contra este parasito patdégeno.

Las Ser/Thr-quinasas : del marco general al caso particular de Leishmania

Conocidas como STPKSs, de la denominacién en inglés Serine/Threonine Protein Kinase,
son una familia de proteinas que actian en vias de transduccion de sefiales en eucariotas y

procariotas. Estas quinasas modifican a sus proteinas sustrato mediante la adicién covalente
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del grupo Py del ATP, a la cadena lateral de un residuo de serina o treonina.

Las STPKSs presentan tipicamente un alta especificidad por sus sustratos, aun cuando sus
sitios de fosforilacion pueden ser muy limitados en numero como es el caso de la MEK1 de
mamiferos, que probablemente fosforile tan s6lo 4 sitios en todo el proteoma (2 en ERK1 y 2
en ERK2); y sin embargo otras, como las CDK (quinasas dependientes de ciclinas), fosforilan
con gran especificidad un amplio espectro de proteinas estructuralmente diferentes e
implicadas en diversos procesos biologicos. Esta especificidad de seleccion del residuo
fosforilable es frecuentemente dependiente de la interaccion con residuos aromaticos
adyacentes al sitio de fosforilacion (Ubersax & Ferrell, 2007). Se han determinado las
secuencias consenso de una gran diversidad de sustratos que son fosforilados por distintas
PQs como se muestra en la Tabla 2, remarcando que sin embargo, para muchas otras PQs se

desconoce atn los sitios especificos.

Tabla 2. Algunas PQs y sus sustratos especificos” (tomado de Adams, 2001).

name consensus sequence

serine protein Kinases

PKA cAMP-dependent protein kinase -R—R-X-S/T-hyd-

PhK phosphorylase kinase -R—X-X-S/T-F—F-

cdk2 cyclin-dependent kinase-2 -S/T-P—X-R/K

ERK?2 extracellular-regulated kinase-2 -P—X-S/T-P-
tyrosine protein kinases

c-Src cellular form of the transforming agent of the Rous sarcoma virus -E—-E-I-Y-E/G—X-F-

v-Fps transforming agent of the Fujinami sarcoma virus -E-I-Y-E-X-T/V-

Csk C-terminal Src Kinase -I-.Y-M—-F-F-F-

InRK Insulin receptor kinase -Y-M—M-M-

EGFR Epidermal growth factor receptor -E—E-E-Y-F-

2 Phosphorylation sites (P-sites) are shown in bold type.

Hay distintos niveles de determinacion de la especificidad de sustrato: el primero surge de
las caracteristicas estructurales finas del sitio activo; otro nivel involucra interacciones de
acoplamiento (“docking” en inglés) entre dominios del sustrato y dominios de la quinasa.
Estos motivos de acoplamiento aumentan la afinidad de la quinasa por su sustrato especifico.
Adicionalmente, algunas STPK usan la unién a compaiieros modulares (proteinas accesorias o
“scaffolding”) que contienen dominios de unién que guian a la quinasa a reconocer su sustrato

blanco.

Es importante resaltar que en el contexto del enorme bagaje de informacioén bioquimica,
fisioloégica y estructural de PQs humanas y de vertebrados superiores, la informaciéon

disponible para PQs de bacterias y de eucariotas inferiores es notablemente escasa. Es claro

2N



que se necesita profundizar mucho el estudio estructural de estas enzimas en pardsitos
patogenos, tanto con fines bdsicos como para explorar potenciales blancos de nuevos

farmacos (Naula et al., 2005).

Teniendo en cuenta la totalidad de la familia Trypanosomatidae, al comienzo de esta Tesis
habia s6lo una estructura tridimensional de una PQ resuelta (PDB 3E3P; al comenzar esta
Tesis no estaba publicada, luego apareci6 el articulo durante mi trabajo de Tesis Ojo et al.,
2011) de Leishmania major, que corresponde a una glucdégeno sintasa quinasa GSK. El grupo
de protozoos patogenos donde se ha avanzado mas en este campo es el de los Apicomplexa
(Doerig et al., 2008), incluyendo en particular una docena de PQs de Plasmodium spp.
(Holton et al., 2003), Toxoplasma gondii (Wei et al., 2013) y Cryptosporidium parvum
(Wernimont et al., 2010).

Introduccion general a la arquitectura de las STPKs

Todas las Ser/Thr quinasas comparten el plegamiento bésico ePK de las TPKs de
aproximadamente 270 aminoacidos (Hunter, 1991, Huse & Kuriyan, 2002). Este plegamiento
tiene caracteristicas conservadas en su estructura primaria, dividiéndose en 12 subdominios,
definidos por regiones con patrones caracteristicos de aminoacidos conservados que juegan

roles esenciales en la funcion de la enzima (Hanks & Hunter, 1995) (Fig.8).

GxGxxG DxxxxN APE
K E DFG DxxxxG R
| I I I||| ||VI V IV|AIV|B |V||IV||| I IX IX-Xl
S N N S IO
Lébulo N-terminal Ldbulo C-terminal
(unién de ATP) (unién de ligando peptidico y fosfotransferencia)

Figura 8. El dominio protein-quinasa de tipo eucariota (ePK). Los 12 subdominios conservados se
indican en numeros romanos. Se indican las posiciones de los residuos y motivos altamente
conservados. La funcion de union del Mg-ATP esta basicamente en el 16bulo N-terminal, mientras que
la unidén al sustrato es responsabilidad fundamentalmente del 16bulo C-terminal (tomado de Hanks,
2003).
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Figura 9. Estructura tridimensional de la conformacion cataliticamente activa de PKA 1ATP de
Mus musculus, revelando el plegamiento de tipo proteina-quinasa eucariota ePK, y sus elementos
funcionales clave (tomado de Adams, 2003).

La estructura tridimensional de este plegamiento ePK (Fig. 9) fue observada
experimentalmente por vez primera usando cristalografia de rayos X, resolviendo la estructura
3D de la PQ dependiente de AMPc, una STPK conocida como protein-quinasa A (PKA)
(Knighton et al., 1991).

El plegamiento ePK se ordena espacialmente formando 2 l16bulos o dominios, uno mas
pequeiio hacia el N-terminal, plegado principalmente en hoja B, (incluyendo los subdominios
I-1V); y otro més grande, C-terminal, compuesto principalmente por a-hélices (subdominios
VIa-XI), como se observa en la figura 8. Entre ambos 16bulos se forma un surco o bolsillo
donde se encuentra el sitio catalitico, que permite la uniéon al ATP y al sustrato aceptor
(Scheeff & Bourne, 2005). Los subdominios conservados forman unidades estructurales de
orden superior (Hanks & Hunter, 1995), y describiremos a continuacion los rasgos
estructurales mas importantes de cada uno de ellos. La figura 10 sirve de soporte ilustrativo
para identificar algunos de los elementos importantes en los mecanismos cataliticos y/o

regulatorios, que se refieren a los distintos subdominios.
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El subdominio I, en el extremo amino terminal (Nt) contiene el motivo consenso
GXGXoeG (donde ¢ es usualmente una tirosina o una fenilalanina). Este bucle rico en glicinas
se localiza entre las hebras $2 y B3, y contribuye a generar un bolsillo hidrofébico que
acomoda a la adenina del ATP. Este bucle también es conocido como bucle P, dado que los
residuos de glicina permiten que se aproxime a los fosfatos del ATP, una caracteristica tipica
en muchas proteinas que unen nucleétidos.

El subdominio II contiene la Lys72 (respetando la numeracién de PKA), absolutamente
conservada, que se ha identificado como un aminoacido esencial para la actividad catalitica.
Esta Lys ayuda a anclar y orientar el ATP, ya que interacciona con los fosfatos a y f.
Ademas, en las conformaciones activas de las quinasas forma un puente salino con el grupo

carboxilo de la cadena lateral del Glu91, también ultra-conservado en el subdominio III.

Magnesium binding loop

uolbau asu!H

S

_______
........

Catalytic loop

Figura 10. Sitio activo de una ePK. Ilustracion esquematica de las interacciones en el nticleo catalitico,
con el ATP y el sustrato peptidico, en la conformacion activa de la quinasa. Se remarcan los residuos y
elementos de estructura secundaria claves en la catélisis y en la regulacion. La numeracion de los
residuos corresponde a la de PKA de Mus musculus (tomado de Kornev ef al., 2006).
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La a-hélice C, define al subdominio III, y representa la Unica hélice conservada en el
dominio Nt. Esta hélice estd directamente implicada en importantes cambios
conformacionales que ocurren en el centro catalitico. El Glu91 mencionado antes, se localiza
en el centro de esta hélice. El par idnico Lys72-Glu91, altera la conformacion de la hélice aC,
fijandola en una ubicacion “activa”. Muchos mecanismos regulatorios funcionan alterando la
conformacion de esta hélice Clave, afectando la integridad de estas interacciones, disparando
el interruptor “prendido/apagado”.

El subdominio IV se corresponde con la hebra B4, hidrofobica y contiene residuos poco
conservados, por lo que no estaria involucrada en la catalisis o reconocimiento del sustrato,
sirviendo un rol estructural. A continuacion, el subdominio V, hace de vinculo entre los dos
l6bulos, incluyendo la hebra 5 hidrofobica del lobulo Nt, la hélice aC en el l6bulo Ct y el
lazo conector entre ambos. Los residuos de este subdominio contribuyen a la formacion del
bolsillo hidrofébico que aloja los anillos de la ribosa y adenina del ATP.

El subdominio VIa forma una gran hélice hidrofobica, la hélice aE, sin residuos altamente
conservados. Los residuos hidrofobicos de los subdominios IV, V y Vla, estdn implicados en
la funcionalidad de las quinasas, a través de la formacién de una “espina” hidrofdbica,
formada por los residuos Leu95, Leul06, Phel85 y Tyr/His163 que se apilan formando un
nucleo rigido entre el dominio Ct y el Nt cuya conformacion varia con el estado de activacion
de la quinasa (Kornev et al., 2006, Kornev et al., 2008, Ten Eyck et al., 2008). Esta espina
hidrofébica permitiria coordinar los movimientos entre los 2 16bulos permitiendo a la enzima
alternar entre conformaciones activa e inactiva. Se ha demostrado que mutaciones en esta
espina llevan a un aumento de la flexibilidad del bucle de activacién en la MAP quinasa
ERK2 y a la inactivacion total de la MAP quinasa p38 (Kornev et al., 2008).

El subdominio VIb esta formado por las cortas hebras 6 y 7 conectadas por un bucle, el
cual contiene la triada conservada His-Arg-Asp (que incluye el Aspl66). Este bucle se
denomina bucle catalitico, porque el Aspl66 es la base catalitica de la enzima: abstrae al
proton del grupo oxhidrilo del residuo fosforilable en el sustrato (de la cadena lateral de una
Ser o Thr en las STPKSs). El oxhidrilo asi desprotonado se transforma en un oxianién al que el
fosfato-y del ATP-Mg*" puede ser transferido.

El subdominio VII se arregla espacialmente en un motivo “hebra B /bucle/hebra §” y
comprende las hebras $8 y 9. Contiene un triplete muy conservado Asp-Phe-Gly (DFG) en
el bucle. El aspartato includo en este motivo DFG, establece contactos polares con los 3

fosfatos del ATP, directamente o a través de la coordinacion del Mg®*. La fenilalanina del
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DFG hace contactos hidrofobicos con la hélice aC y con el motivo cercano HRD (en el
subdominio VIb) del bucle catalitico. Esta Phe posiciona correctamente al Asp en el motivo
DFQG, y acomoda la hélice aC facilitando el contacto Lys72-Glu91. La Gly del motivo DFG
también tiene un rol clave en posicionar correctamente al Asp y permitir el switch
“apagado/prendido” de la quinasa, mediada por la gran flexibilidad intrinseca de los residuos
Gly en cuanto a rotameros de la cadena principal (Kornev et al., 2006).

El subdominio VIII incluye el motivo altamente conservado Ala-Phe-Glu (APE, residuos
206-208 en PKA) que se pliega sobre el surco inter-l16bulos, y participa en el reconocimiento
del péptido sustrato de la quinasa. Dicho sustrato se une en una conformacién extendida entre
el sitio de unidén al ATP y el denominado bucle de activacion, el cual estd incluido en este
subdominio VIII. La denominacion de ‘bucle de activacion’ proviene del hecho que una gran
cantidad de PQs son fosforiladas en residuos ubicados en este bucle, como paso
imprescindible para hacer el switch del estado inactivo al activo. En PKA por ejemplo, la
activacion de la quinasa requiere de la fosforilacion de la Thr197 en este bucle. El bucle de
activacion es uno de los segmentos mas flexibles de la molécula. Su fosforilacion lo suele
estabilizar en una conformacion extendida que permite la union del sustrato peptidico, de otro
modo inhibida. Asi, el bucle de activacion es uno de los elementos clave en la plasticidad de
estas proteinas, con capacidad para sufrir cambios conformacionales regulados. El laboratorio
de Susan Taylor ha propuesto un modelo de activacion iniciado por la fosforilacion de la
Thr197 (Cauthron et al., 1998; Cheng et al., 1998). La fosforilacion de este residuo promueve
su interaccion con la Argl65 del bucle catalitico, y con la Lys189 forzando la formacion de la
hoja B8- B9, y la formacion de varios puentes de hidrogeno (H) importantes, entre ellos el
formado por la amida de la cadena principal de la Gly186, que rota y forma un puente de H
con el Aspl84 en el mismo motivo DFG, posicionando correctamente al aspartato. La
desfosforilacion de la Thr197, destruye todo el ensamblado debido a la repulsion
electrostatica entre la Argl65 y la Lys189, desarmando el arreglo de la hoja 3, los puentes de
H y promoviendo el switch de la Gly del DFG a la posicion inactiva.

El subdominio IX corresponde a la gran hélice aF, que participa del reconocimiento del
sustrato proteico. Contiene un residuo conservado (Asp220) que estabiliza al bucle catalitico
del subdominio VIb estableciendo puentes de H con los primeros dos residuos del motivo
HRD. El subdominio X, constituido por la hélice aG, es el menos conservado de los
subdominios y su funcion se desconoce. El subdominio XI se extiende hasta el extremo Ct y

la caracteristica mas conservada es la Arg280 entre las hélices oH y al.
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La plasticidad del plegamiento ePKs, y en especial la de su forma inactiva, hace posible la
regulacion de la actividad catalitica a través de diversos mecanismos moleculares. Ejemplos
de estos ultimos incluyen: ciclos de fosforilacion y desfosforilacion, la interaccion con
segundos mensajeros, o la presencia de unidades regulatorias y/o de dominios especificos de
union a sustratos (Biondi & Nebreda, 2003).

De particular relevancia es la fosforilacion del bucle catalitico previamente mencionada,
una estrategia ampliamente utilizada entre las PQs como forma de control de su actividad.
Esta modificacion puede ocurrir de forma autocatalitica o mediada por la accidon de otras
quinasas, como ocurre en las complejas cascadas de sefializacion mediadas por MAPKs, que

se describen brevemente a continuacion.

Un grupo de STPKs de especial interés: las protein-quinasas activadas por mitogeno

Las PQs activadas por mitogeno (MAPK, de la denominacién en inglés Mitogen Activated
Protein Kinases) pertenecen al grupo de las GMGC (Hanks & Hunter, 1995). Son PQs que
responden a estimulos quimicos o fisicos extracelulares (entre ellos el uso de mitdgenos,
sustancias capaces de disparar la division celular), y regulan diversos procesos celulares como
expresion génica, diferenciacion, apoptosis y division celular (Kultz, 1998). Las vias de
sefnalizacion por MAPKs comienzan con un estimulo extracelular que promueve la activacion
de una tirosin-quinasa receptora (TRK por sus siglas en inglés). La TRK activada tipicamente
se autofosforila promoviendo de este modo la activacion de Ras, una GTPasa que transfiere el
estimulo a través de una cascada de sefializacion. La propia MAPK, es finalmente fosforilada
por otra quinasa (MAPKK / MEK 6 MAP quinasa quinasa, que son PQs de la clase STE
capaces de fosforilar tanto Ser/Thr como Tyr), la cual requiere ser a su vez activada rio arriba

por una MAPKKK (MAP quinasa quinasa quinasa) como se muestra en la figura 11.
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Figura 11. Esquema resumido de las vias de transduccion de sefiales mediadas por MAPKs. El dibujo
resalta la linealidad y la complejidad de las vias asociadas a estas quinasas, y los efectos finales
observados sobre la célula (Cayla, 2014).

Las MAPKSs se activan por una doble fosforilacion en 2 residuos conservados, una Thr y
una Tyr del motivo TXY en el bucle de activacion. A su vez, tipicamente presentan una
extension C-terminal que vuelve desde el lobulo mayor para terminar plegandose contra el
l6bulo N-terminal. En dicho segmento hay otra serina que es fosforilada, modificando la
superficie expuesta y gatillando la homo-dimerizacion (Khokhlatchev ef al., 1998), al menos
esto ha sido evidenciado para la MAPK humana ERKI1/2. Es este doble evento de
fosforilacion del bucle de activacion sumado a la dimerizacidon, que termina por activar
completamente la actividad intrinseca de fosfotransferasa de la propia MAPK. Las proteinas
sustrato de las MAPKs tienen las Ser o Thr fosforilables en la secuencia consenso PX(T/S)P.
La especificidad de la via esta altamente regulada e incluye interacciones quinasa-quinasa y
quinasa-sustrato, colocalizaciéon de quinasas en proteinas “de andamiaje” (scaffolding) e
inhibicion de quinasas (Qi & Elion, 2005, Zhang & Dong, 2007). Estas proteinas de
andamiaje pueden actuar también de intermediarias entre los sustratos y las MAPKs,
reclutandolos ambos en el mismo complejo.

Una vez activada, la MAPK fosforila un rango de sustratos presentes en varios
compartimientos celulares. Esta cascada de senalizacion estd conservada evolutivamente
desde levaduras a mamiferos (Coulombe & Meloche, 2007).

Existen 4 grupos principales que conforman la familia de las MAPK en mamiferos (al
menos estos grupos representan la mayor parte de las MAPKs conocidas, y las mas
estudiadas): las ERK 1/2, varias isoformas de p38, las quinasas del N-terminal de c-Jun

(JNK), y ERKS5 (Cargnello & Roux, 2011):
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1) ERK1/2, son quinasas reguladas por sefiales extracelulares. Principalmente son
activadas por receptores de superficie celular (de tipo tirosin-quinasas). Tienen un rol
central en la proliferacion y diferenciacion celular.

2) Las quinasas de la familia del maino-terminal de c-Jun (JNKI, 2 y 3) también
conocidas como quinasas activadas por estrés (SAPKs — stress activated protein
kinases) estdn implicadas en el control de la transcripcion, ciclo celular y
proliferacion, y apoptosis.

3) Las distintas isoformas de p38 (a, B y y) estan implicadas en las respuesta a estrés, la
regulacion de procesos inflamatorios y la sobrevida celular.

4) ERKS, es activada en respuesta a factores de crecimiento, estrés oxidativo y cambios

de osmolaridad y esta involucrada en la sobrevida y proliferacion celular.

Ademas, hay 3 grupos de MAPKs, que son MAP quinasas “atipicas” por los siguientes

motivos:

1) ERK3/4, no poseen la Tyr fosfo-aceptora en el bucle de activacion. En cambio
poseen el motivo SEG en la extension C-terminal potencialmente implicada en
la localizacion celular (Cargnello & Roux, 2011):

2) ERK 7/8 posee un extension C-terminal potencialmente implicada en la
localizacion celular y auto activacion (Abe et al., 1999)

3) Las quinasas de tipo Nemo (NLK), presentan la tirosina del motivo TxY

reemplazada por una glicina o glutamina

En la figura 11 se visualiza la complejidad de las interconexiones de las vias que
involucran a MAPKSs en células de mamiferos y las importantes respuestas que regulan.

Los miembros de la familia de las MAPKs que fueron caracterizados primero
historicamente, son las ERK (Extracelular Regulated Kinases). La familia ERK contiene el
motivo TEY (Thr-Glu-Tyr) en el bucle de activacion. ERK1/ERK2 (85% idénticas, ambas
también conocidas como MAPKI1 en humanos) estan implicadas en una via de sefializacion
caracteristica de MAPK (Boutros et al., 2008). Tipicamente, la estimulacion de receptores de
factores de crecimiento (Tyr-quinasas), lleva a la activacion de una GTPasa (Ras), que en su
forma activada recluta a la MAPKKK Raf a la membrana para su activacion por fosforilacion.
Raf activada, fosforila y activa a las MAPKKs MEK1/MEK2, que a su vez activan a las

quinasas ERK1 y ERK2 por fosforilacion de la treonina y tirosina en el bucle de activacion.
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ERK1/ERK2 son quinasas dirigidas por prolinas ya que fosforilan serinas o treoninas que se
encuentren seguidas por una Pro (Coulombe & Meloche, 2007).

La fosforilacion del motivo TxY en el bucle de activacion de las MAPKs estd asi
directamente catalizada por MKKs, lo que genera rearreglos estructurales que convierten a la
MAPK en su estado activado. La fosforilacion de la treonina permite la estabilizacion del
bucle de activaciéon a través de la estabilizacion de la glicina del motivo DFG, y
desplazamiento de la Phe del mismo motivo desde la configuracion inactiva (“DFG-out”,
referido en inglés al hecho que la cadena lateral de la Phe queda en este estado “afuera” de la
espina hidrofobica que vertebra a los dos lobulos de la quinasa en su estado activo), hacia su
configuracion activa (“DFG-in”) (Kornev et al., 2006 Meharena et al., 2013). El movimiento
de la Phe permite posicionar de forma correcta al Asp del DFG para las interacciones
hidrofébicas necesarias con el HRD de la hélice aC (Kornev et al., 2006) El motivo DFG esta
implicado directamente en el alineamiento de residuos hidrofobicos, lo que permite el arreglo
apropiado de las espinas catalitica y regulatoria (Kornev et al., 2006, Taylor & Kornev, 2011)
indispensable para la estabilizacion del estado activado de la MAPK (Hu et al., 2015).

En resumen, las ePQa son moléculas dindmicas que transitan varias configuraciones entre
el estado activo e inactivo (Taylor et al, 2012; Meharena et al., 2013). Ademads, de los
mecanismos regulatorios clasicos conservados mencionados, se han reportado numerosos
mecanismos regulatorios diferentes de las ePQ, algunos involucran dimerizacion (Hu et al.,
2013); autoinhibicion (Kovacs et al., 2015); unién a proteinas auxiliares o de andamiaje
(Zalatan et al., 2012) y mecanismos alostéricos (Malmstrom et al., 2015). Todos estos
mecanismos muchas veces co-existen y se refuerzan para permitir la regulacion precisa de las

vias de senalizacion celulares

Otras Ser/Thr quinasas relevantes

Las familias de Ser/Thr-kinasas denominadas casein-quinasa 1 y 2 (CK1 y CK2) se
cuentan entre las primeras PQs a ser descriptas. En los tltimos afios se ha avanzado mucho en
la comprension de la funcion de las distintas isoformas de CK1, en particular estudiando las
proteinas de mamiferos (Knippschild ef al., 2005). Se ha demostrado la regulacion de la
actividad de quinasa de las CKI1 por una variedad de factores: estimulos extracelulares,
localizacion subcelular de distintas isoformas, sus interacciones con varias otras proteinas y
estructuras celulares, asi como la autofosforilacion y corte proteolitico de sus dominios

regulatorios C-terminales. Las isoformas de CK1 de mamiferos fosforilan una gran diversidad
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de sustratos, entre ellos proteinas regulatorias clave implicadas en el control de Ia
diferenciacion celular, la proliferacion, la segregacion de cromosomas y los ritmos
circadianos. La desregulacion y/o la aparicion de formas mutadas de CK1 han demostrado
estar ligadas a enfermedades neurodegenerativas y cancer.

Los miembros de la familia de casein- quinasa 1 (CK1) de Leishmania representan dianas
terapéuticas prometedoras. La isoforma 2 (CK1.2) ha sido identificada como una exoquinasa
capaz de fosforilar proteinas del huésped, ejerciendo asi una potencial acciéon inmuno-
supresora sobre las células del huésped infectadas. Por otra parte, su inhibicién reduce el

crecimiento de promastigotes (Allocco et al., 2006).

Modelos de estudio : las MAPKSs y la CK1 de Leishmania

Las MAPKs de Leishmania

Estas quinasas fueron elegidas como modelo principal de este doctorado, eleccion
enmarcada en el contexto del consorcio interdisciplinario LEISHDRUG. Financiado por un
proyecto de la Union Europea (Framework Program 7, 2008-2012), LEISHDRUG apunt6 a
identificar y caracterizar protein-quinasas de Leishmania asociadas a la virulencia de las
formas infecciosas del parasito, explorando la potencialidad de quinasas seleccionadas como
blanco para el desarrollo de medicamentos anti-leishmaniasicos. La priorizacion de blancos
para nuestros estudios cristalograficos fue realizada en colaboracién con otros miembros del
consorcio, especialmente con los grupos dirigidos por Cédric Notredame (Centre de
Regulacié Genomica, Barcelona) y Manuela Helmer-Citterich (Universitda degli Studi di
Roma Tor Vergata, Roma) aplicando herramientas bioinformaticas, y mediante ensayos in
vitro 'y protedmicos (Gerald Spaeth, Molecular parasitology and Signaling Unit, Institut
Pasteur, Paris) basados en la deteccion de la actividad fosfotransferasa de proteinas naturales
y recombinantes de Leishmania. Nuestro aporte al consorcio se basé en el estudio
cristalografico de protein-quinasas recombinantes de Leishmania contribuyendo a identificar
potenciales moléculas inhibidoras, y optimizarlas de acuerdo a una estrategia de disefio
racional, en colaboracion con el grupo de Quimica Medicinal dirigido por el Prof. Conrad
Kunick (Technische Universitdt Braunschweig, Alemania). En suma, los blancos
seleccionados involucraron una serie de PQs de Leishmania major, priorizadas en funcién a

caracteres fenotipicos (estadio especificas, y ligadas a virulencia) y caracteres distintivos de
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sus secuencias (Morales et al., 2007): las MAPKs LmaMPK4, LmaMPK7 y LmaMPK10, y la
casein-quinasa LmaCKI.

Como ya se menciond, la superfamilia de las protein-quinasas estd muy conservada en las
distintas especies. En lineas generales, las PQs de parasitos muestran un 35-65% de identidad
a nivel de aminoacidos, con los homologos putativos de organismos modelos (Doerig, 2004)
y la secuencia primaria permite la clasificacion de dichas quinasas en las familias de PQs ya
conocidas. También hay ejemplos de marcos abiertos de lectura, codificando dominios
cataliticos que pueden ser identificados inequivocamente como PQs, pero que no pueden ser
clasificados en ninguna de las familias conocidas. Ademas algunos protozoos parasitos
poseen PQs que pertenecen a familias de quinasas que no existen en animales. Un ejemplo
claro son las protein-quinasas dependientes de calcio (CDPKs) que se han descrito en ciliados
y apicomplexa, pero no en vertebrados.

Los estudios tradicionales de filogenia molecular, han permitido la identificacion de
quinasas de Leishmania y de Trypanosomatidae basada en similitud de secuencias. Las
STPKs poseen los motivos tipicos de ePK descriptos previamente. Las quinasas identificadas
pertenecen a las familias de AGC, CAMK, CK, STE, GMGC, entre otras. Las quinasas TK o
de tipo TK, muy conocidas y estudiadas en vertebrados, miembros tanto de la familia de Tyr-
quinasas citosolicas o ligadas a la membrana, no han sido identificadas en los genomas de los
Trypanosomatidae (U et al., 2014. Tampoco se han identificado Receptores acoplados a
Proteina G, y las adenilato ciclasas son diferentes a las conocidas en mamiferos (Tagoe et al.,
2015). Algunos miembros de las ePKs estan poco representados, como las CAMK y AGC,
mientras que otros estan claramente expandidos, como es el caso de las familias de quinasas
STE y CMGC, estos ultimos incluyendo a las MAPKs asociadas a la regulacion del ciclo
celular, diferenciacion y respuesta celular a varios tipos de estrés (Parsons ef al., 2005). En los
Trypanosomatidae las familias STE y CMGC, representan el 40% del quinoma, mientras que
en humanos so6lo representan el 20%; esta diferencia puede reflejar los requerimientos del
pardsito a la adaptacion a los cambios del ambiente del hospedero. Tomando todos estos datos
en conjunto, podemos asumir que las vias de sefializacion y regulacion clasicas conocidas en
vertebrados , estan modificadas y pueden jugar roles diferentes (Figura 12).

Se han identificado varias clases de PQs putativas en el genoma de Leishmania, entre
ellas 15 miembros de la subfamilia ERK de las MAPKs (Doerig, 2004, Doerig et al., 2005,
Naula et al., 2005, Wiese, 2007) y el eje MAPK, MAPKK y MAPKKK se encuentra bien
conservado en estas especies. El andlisis del genoma de Leishmania major ha revelado 179

ePKs, un numero que representa aproximadamente el 2% de su genoma. Entre éstas, se han
b
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identificado 17 MAPKs (Naula et al., 2005, Parsons et al., 2005), algunas de las cuales se
presentan en la Tabla 3. Estas quinasas estan conservadas en Trypanosoma brucei'y T. cruzi a
excepcion de MPK7 y MPKS8 (Wiese, 2007). El tamafio de las MAPK reportadas varia entre
300 y 1600 aminoacidos, presentado los 12 motivos tipicos de las quinasas que forman el
nucleo catalitico y el sitio de uniéon candnico al ATP GxGxxG, el motivo de Ser/Thr quinasa
HRDLK, el motivo caracteristico del bucle de activaciéon TXY. El plegamiento tipo quinasa
que habitualmente consta de unos 300 aminoacidos, en muchos casos es extendido por varias
inserciones, por ejemplo en las quinasas MPK7, MPKS8, MPK12 y MPK15. Las quinasas
identificadas presentan la secuencia TEY, por lo que se clasifican en el mismo subgrupo de

las ERK de animales, levaduras y plantas.

Transmisidon de Sefal

Sefial GTP MKKK MKK MAPK

-Transcripcion
Receptores . e -
(Integrinas, ras poI|C|stron|ca‘ .
RTKs, etc) - Trans-splicing

- Fosforilacion
de proteinas en

respuesta a condiciones

de estrés

Figura 12. Esquema que resume el modelo propuesto para las vias de sefalizaciéon que involucran
Ser/Thr protein quinasas (STPKSs) en Leishmania. Tomado de (Cayla, 2014).

Se han realizado distintos trabajos que permitieron conocer algunas caracteristicas de
estas MAPKs:

-MPK1: se demostrd que es esencial en L. mexicana (Wiese, 1998) y estaria implicada en
la virulencia del parasito, mediando la replicacion de la forma amastigote (Wiese et al., 2003b
Wiese et al., 2003a)

-MPK2: relacionada con la génesis del flagelo, morfogénesis celular y en el
establecimiento de la infeccion (Wiese, 2007)

-MPK3: estaria involucrada en la elongacién del flagelo, estaria bajo el control de la

MKK (AJ243118) que la fosforila in vivo e in vitro (Erdmann et al., 2006).
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-MPK4: es esencial para Leishmania (Wang et al., 2005, Dacher et al., 2014) y estaria
involucrada en la respuesta a cambios de pH particularmente relaventes en la
metaciclogénesis de promastigotes (Dacher et al., 2014). La activacion de MPK4 estaria
catalizada por MKKS5, que la fosforila en los residos TxY del bucle de activacion (John von
Freyend et al., 2010) Se ha encontrado a MPK4 fosforilada en el estadio amastigote (Morales
etal., 2007)

-MPKS5: estaria involucrada en la regulacion de la virulencia del parasito (Wiese, 2007).
Se ha demostrado que esta quinasa abunda en amastigotes en relacion a los promastigotes de
L. donovani (Rosenzweig et al., 2008)

-MPK7: es una quinasa que presenta la actividad fosfotransferasa aumentada en
amastigotes axénicos (Morales et al., 2007). La sobre-expresion de esta proteina genera una
disminucién en la virulencia del parasito (Morales et al., 2010) por lo que podria estar
vinculada al control del ciclo celular (Morales et al., 2010, Morales et al., 2007). Ademas
parece controlar la sintesis de proteinas en el estadio amastigote (Morales et al., 2010)

-MPK9: en L. mexicana estd involucrada en el control del largo del flagelo y en la
morfogénesis celular (Wiese et al., 2003a)

-MPK10: es una quinasa que presenta la actividad fosfotransferasa aumentada en
amastigotes axénicos (Morales et al., 2007). Ademas, se ha detectado fosforilada en
amstiotes, pudiendo regular procesos estadio especificos

-MPK11: la cantidad de esta quinasa parece ser regulada durante la diferenciacién de
promastigotes a amastigotes. Se detecta solo en las fases I y II de la diferenciacion y pasa a
ser indetectable en las fases III y IV (Rosenzweig et al., 2008).

-MPK13 y 14: jugarian un rol en el control del largo del flagelo (Bengs et al., 2005,
(Erdmann et al., 2006)
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Tabla 3. MAPKs identificadas en Trypanosomatidae (tomado de Wiese, 2007).

El trabajo de Morales y colaboradores (Morales et al., 2007), centrado en el estudio de
quinasas de Leishmania major, permitié identificar algunas MAPKs con caracteristicas de
particular relevancia en el marco de este proyecto. Por ejemplo LmaMPK10, es una quinasa
que presenta un patrén de fosforilacion estadio-especifico (solo se fosforila en el estadio
amastigote replicativo), con lo que estd de alguna forma ligada a la progresion en el ciclo de
vida. Por otro lado, LmaMPK7, también activada en amastigotes, es sumamente interesante
dado que carece de homodlogos en Trypanosoma, y posee un tamaiio significativamente mayor
a las MAPK humanas, debido a dos grandes inserciones en sitios clave de la molécula (en el

sitio de unién al ATP y en el bucle de activacion), por lo que puede revelarse como un blanco
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de drogas ideal. En fin, LmaMPK4 es una de las MAPKs que se fosforilan especificamente
cuando el parédsito se diferencia de promastigote a amastigote. Como los amastigotes
representan el estadio proliferativo intracelular, LmaMPK4 es un candidato interesante
posiblemente involucrado en regular fendmenos relacionados a la diferenciacion del parésito
y la patogénesis. Ademas, el knockout génico correspondiente a LmaMPK4 demostré que
MPK4 en L. mexicana es esencial para su sobrevida (Wang et al., 2005) y en L. major

(Dacher et al., 2014).

La casein quinasa 1 de Leishmania

La disponibilidad relativamente reciente del genoma de Leishmania major, ha permitido
circunscribir el quinoma de este parasito, como dijimos antes, a 179 protein-quinasas (Naula
et al., 2005, Parsons et al., 2005). Del quinoma de Leishmania la caseina-quinasa 1 (CK1, por
sus siglas en inglés) parece jugar un rol central en la vida del parésito, aun cuando los
procesos biologicos especificos en los que estd implicada no estan aun suficientemente claros.

En uno de los primeros estudios de caracterizacion de CK1 de Leishmania, se reportd que
la isoforma 2 de LmaCKl1 es una ecto-protein-quinasa (ecto-PQ) constitutivamente secretada
por promastigotes (Sacerdoti-Sierra & Jaffe, 1997). Alli se demuestra la especificidad de
sustrato tipica de CK1 (y no CK2), e inhibiciéon por compuestos generales de PQs (por
ejemplo staurosporina), asi como por moléculas especificas para CKs (CKI-7). Usando
péptidos especificos para CK1 o CK2 como sustratos de reaccion, la isoforma 2 de LmaCK1
demostro ser una CK1.

Usando compuestos derivados de purinas 2,6,9-trisustituidas (originalmente desarrollados
como inhibidores de protein-quinasas dependientes de ciclinas), inmovilizados en columnas,
el equipo de Laurent Meijer (Rachidi ef al., 2014) demostro la capacidad de purificar CK1 de
varios parasitos patogenos, incluyendo Leishmania mexicana (Knockaert et al., 2000). Estas
ecto-PQs son capaces de fosforilar sustratos exdgenos, asi como endogenos. Entre los
sustratos exodgenos, se ha demostrado que la isoforma 2 de LmaCKl1 fosforila in vivo la
cadena IFNARI del receptor de interferéon (IFN) de tipo 1 (Liu et al., 2009), disparando asi la
ubiquitinacion y degradacion del receptor, en consecuencia jugando un rol crucial en la
regulacion negativa de la sefalizacion mediada por IFN-a/p.

La isoforma 2 de LmaCKl1 fue luego clonada y expresada en forma recombinante
(Allocco et al., 2006), pudiendo demostrarse que inhibidores de CKI1, de las familias de

pirroles tri-sustituidos e imidazopiridinas, bloquean el crecimiento del parésito en cultivo.
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Usando la proteina recombinante, los autores demostraron que estos compuestos inhiben
especificamente la isoforma 2 de LmaCK1. Estos estudios de inhibicién fueron mas tarde
profundizados y refinados, con iteracion “a ciegas” (sin conocer la estructura de la proteina
blanco) de sintesis orgdnica y andlisis de relacion estructura-actividad (Marhadour et al.,
2012). Algunos de los compuestos obtenidos demostraron hacer blanco en la isoforma 2 de
LmaCKI1. Los mismos exhiben buena actividad contra el crecimiento tanto de promastigotes
como de amastigotes intracelulares de Leishmania major, asociados a baja toxicidad contra la
linea celular humana HeLa.

La determinacion de la estructura molecular de la isoforma 2 de LmaCKl1 permitira
optimizar en forma racional las propiedades de potencia y selectividad de estos compuestos
lider, manteniendo propiedades farmacologicas (cinéticas y dindmicas) adecuadas. Para ello
es preciso optimizar sistemas de expresion recombinante con rendimientos suficientes, para
purificar a homogeneidad la enzima y rastrear entonces condiciones de cristalogénesis que

permitan abordar su estudio cristalografico.

Hipotesis

Las protein-quinasas de tipo eucariota de Leishmania spp. son proteinas que regulan
importantes eventos en la sobrevida e infectividad de estos parasitos, regulando también
eventos de patogenicidad. Las MAPKs son una familia de protein-quinasas particularmente
amplificada en el genoma de los tripanosomatidos, probablemente cumpliendo roles
biologicos relevantes. Algunas de ellas podrian ser esenciales para la sobrevida de estos
patdgenos, transformandose en blancos moleculares para descubrir nuevos medicamentos
antileishménicos. La estructura 3D de dichos blancos aportard datos valiosos para la

comprension de su funcion y el desarrollo de compuestos lideres de drogas eficaces.
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Objetivo general

Este trabajo intenta contribuir al estudio estructural de las protein-quinasas como
moléculas transductoras de sefiales. Con énfasis en comprender los detalles moleculares de

los cambios conformacionales asociados al ciclo catalitico y/o regulatorio de estas enzimas.

Objetivos especificos

I) Expresion, purificacion, cristalizacion y determinacion de la estructura tridimensional

de Ser/Thr quinasas de interés de Leishmania major.
II) Analisis estructural y bioquimico de la MAPK LmaMPK10 y de mutantes
seleccionados: identificacion de determinantes en la plasticidad y potenciales mecanismos de

regulacion de la actividad.

IIT) Anélisis estructural y biofisico de LmaMPK10 en complejo con moléculas ‘activas’

(inhibidores y/o andlogos de sustrato): hacia el disefio racional de drogas.

a7



Estrategia Experimental

Los proyectos de biologia estructural tienen como objetivo final conocer la estructura
tridimensional de la/las proteinas de interés y asi poder relacionar dicha estructura con la
funcién o regulacion de las proteinas. Para esto es necesario sortear una serie de etapas. La
obtencion de grandes cantidades de proteina puras y de alta calidad (homogeneidad quimica y
conformacional), ya sea de fuentes naturales o de sistemas de expresion de proteinas
recombinantes. La obtencion de cristales de proteinas capaces de difractar rayos X. Y la
determinacion de las fases del patron de difraccion, para poder en ultima instancia resolver la
estructura cristalografica. Atravesar estas etapas con éxito no siempre es sencillo. Es esquema
de la figura 13, resume la estrategia experimental basica que empleamos en este proyecto.

Las numerosas etapas que describimos hacen que los proyectos cristalograficos originales
tengan un riesgo no despreciable (Rupp, 2015), asociado a sortear los pasos limitantes propios
de esta aproximacion experimental, en especial dos: produccion de proteina recombinante
soluble en cantidades importantes, y la cristalizaciéon de la proteina en una forma adecuada

para realizar experimentos de difraccion de rayos X.

J = nt} ‘ Expresion Cristalizacién
i N1 | de proteinas
[ TSl R | Produccién
[ ] de proteinas
solubles
—— ﬁ

Difraccion de rayos X

Purificacion
de proteinas

Cristal <

1 Determinacion
de fases

Interpretacion
biolégica

——

Densidad
electronica

Estructura 3D

Figura 13. Esquema basico de la estrategia experimental empleada para el desarrollo de proyectos
cristalograficos.
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Materiales y Métodos

Subclonado de blancos seleccionados en vectores de expresion

Los genes candidatos que expresan las quinasas de interés fueron seleccionados y
clonados en los laboratorios colaboradores del consorcio en vectores de clonado. Se
construyeron los vectores de expresion adecuados para evaluar la expresion de dichos blancos
en diferentes sistemas heter6logos. La estrategia general se bas6 en la fusion a la proteina
recombinante de una etiqueta de seis histidinas. Esta etiqueta puede ser removida en algunos
casos mediante el empleo de la proteasa TEV (Tobacco Etch Virus) que reconoce el sitio
Glu-X-X-Tyr-X-Gln/Ser en las proteinas recombinantes producidas. La proteasa TEV fue
producida y purificada en el laboratorio a partir de un clon de solubilidad mejorada que nos
aportd el laboratorio del Dr Pedro Alzari (Unidad de Microbiologia Estructural, Institut
Pasteur, Paris). Alternativamente se utilizaron otros sitios de corte especificos para otras

proteasas.

El subclonado se llevd a cabo mediante el disefio de oligonucleotidos especificos a ser
usados como cebadores (“primers”) para amplificar por PCR las secuencias deseadas. El
disefio de los oligonucleotidos cebadores se realizé de forma de agregar sitios de restriccion
que permitan amplificar la secuencia de interés entre sitios de restriccion conocidos. Los sitios
seleccionados estdn ausentes de la secuencia codificante y son compatibles con sitios de
restriccion de los distintos vectores de expresion elegidos. Se eligieron sitios de restriccion 5’
y 3’ diferentes (subclonado orientado) que generen extremos cohesivos (aumentando la
eficiencia de ligacion). La secuencia codificante de los blancos seleccionados fue amplificada
mediante PCR, utilizando una polimerasa de alta fidelidad (Phusion, BioLabs). El producto de
PCR obtenido y el vector de expresion, fueron digeridos separadamente con las
endonucleasas correspondientes, y purificados. Las construcciones recombinantes se

generaron en una reaccion de ligacion usando T4 ADN ligasa.

Se amplifico mediante PCR la secuencia codificante de LmaMPK?7, a partir del vector

pGEM (cedido amablemente por el grupo de G. Spaeh). Dicha amplificacién se realizéd
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utilizando cebadores apropiados que portan sitios de restriccion de interés para el posterior

clonado. El clonado inicial se realizé en el vector pQE30-TEV, tanto el producto de PCR

como el vector se digireron con enzimas de restriccion con extremos cohesivos compatibles y

luego se ligaron ambos fragmentos en una reaccion de ligacion. pQE30-TEV es un vector

derivado de pQE30. De forma analoga se procedidé para el clonado de LmaMPK7 en otros

vectores o de las secuncias codificantes de otras quinasas en otros vectores. Se procedi6 de

forma analoga con otras construcciones que involucraron diferentes vectores de expresion o

secuencias codificantes de diferentes proteinas blanco.

Como método alternativo de clonado se utilizo el clonado libre de enzimas de restriccion.

Para esto se disefiaron primers adecuados, y se procedié con el método descrito en (van den

Ent & Lowe, 2006.

Con los siguientes blancos se procedio de forma andloga a lo descrito para LmaMPK?7. La

tabla resume los oligos que fueron disefiados para generar las diferentes construcciones que se

construyeron durante esta tesis.

Tabla 4. Resumen de cebadores utilizados para realizar las diferentes construcciones empleadas en

esta tesis.

Secuencia

Construcciones generadas

CGCGGATCCATGCAGGCCAAGGGCGA

ACGCGTCGACTCACGACGGGGCCGG

ACGCGTCGACTCAGTCGTTGAAGCGCTCCA

ACGCGTCGACTCACTGTTGCTGCGCCGCCACG

PQES0-PK10FL
PQESO-PK10FL
PQESOPK10AC
pQES0-PK10Q0Q

PQE80OPK10AC
pQE80-PK10-5395A

pQES0-PK10QQQ

pQE80-PK10-5395A

CATGCCATGGATGTTCAACGAAGCAGCGGT

ACGCGTCGACATGTTCAACGAAGCAGCGGTCCCGT

CTAGCTAGCATGAGCACCATCACCACCGCT

CCCCTTAAGATGAGCACCATCACCACCGCT

PLEXSY-mpk7
PLEXSY-mpk7
PLEXSY-mpk7
PLEXSY-mpk7

GGGAAGCTTTCAATGAGCACCATCACCACCGCT pQE30TEV-Pk7 pQE80-Pk7 pQE80-TEV-PK7
GGCGGATGATCA-ATGTTCAACGAAGCAGCGGTCCCGT pQE30TEV-Pk7 pQE80-Pk7 pQESO-TEV-PK7
Cietgttggcctctegeteggzagatet ATGTTCAACGAAGCAGCGGTCCOGT pT460-PK7
GAATCATCTCAGTGCAACTAAAGGGGGGATCC-ATGTTCAACGAAGCAGCGGTCCCGT pT353-PK7

GCCTTATCGTCATCGTCTTCGAAGGGCCCGAGCACCATCACCACCGCT pT460-PK7 pT353-PK7
CCCAAGCTTCTATTCGTTCAATTGTGAATGGGCTTCA pTricHis-mkp4 pET-Trx-pk4
CGGGGTACCATGGCTCAACTCGTCCCT pTricHis-mkp4

CATGCCATGG ATGGCTCAACTCGTCCCT pET-Trx-pk4
GAACTGCGGGTGGCTCCAGCTGCCGGATCCCTATTCGTTCAATTGTGAATGGG pQE-80-PK4 pET28a-PK4 pETDsbC-PK4
GGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGATCCATGGCTCAACTCGTCCCTT TAGC pQE-80-PK4 pET28a-PK4 pETDsbC-PK4
GGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGATCCATGAACGTTGAGCTGCGTGTT pQE80-CK1 pPET-Trx-CK1
TTGGCTGCAGGTCGACGCCAAGATCCTTTTTCATTGTTGTTCCGGTGCGCCGGA |pQE8B0-CK1 pET-Trx-CK1
CCCGGATCCGATGAACGTTGAGCTGCG pET22b-CK1 pET22b-CK1A298  pET22b-CK1A285
CCCCCTCGAGTTGTTGTTCCGGTGCGCC pET22b-CK1

CCCCCTCGAGACGTTTCAGAGTCCAGTCG

CCCCCTCGAGTTCGCGTACAAACAGATCACGG

CtttgttggectctegetegggagatctATGAACGTTGAGCTGCGTGTTGGTAATCGC

GecettatcgteategtcttegaagggeecT TGTTGTTCCGGTGCGCCGGATTCCTGGTTG

GAATCATCTCAGTGCAACTAAAGGGGGGATCCATGAACGTTGAGCTGCGTGTTGGTAATCGC

GCCTTATCGTCATCGTCTTCGAAGGGCCCACGTTTCAGAGTCCAGTCG

GCCTTATCGTCATCGTCTTCGAAGGGCCCTTCGCGTACAAACAGATCACGG

PET22b-CK1A298
PET22b-CK1A285
pT460-CK1
pT460-CK1
pT353-CK1
pT460-CK1A298
pT460-CK1A285

pT460-CK1A298
pT353-CK1
pT353-CK1A298

pT460-CK1A285

pT353-CK1A285

KN




Vectores de expresion en sistemas procariotas

pQE30, pQES&0, pET32a, pET43.1, pET28a, pET22b, pBAD-tio-TOP, pET-Trx, pTricHis,

Para el sistema de E. coli, se realizaron diversas construcciones con el fin de aumentar las
chances de produccion de proteina soluble en cantidad suficiente (>10mg). Se utilizaron los
vectores: pQE30 y pQES80 (Qiagen) que incluyen un promotor T5; pQES80 codifica ademas un
super-represor Lacl en cis; pTrcHis (Invitrogen), con un promotor quimérico -35/-10 Trp/Lac
mas débil, promoviendo niveles mas bajos de expresion; pET28 y pET43 (Novagen) con
promotor muy fuerte T7; en el caso de pET43, incluyendo una fusién N-terminal con la
proteina Nus para aumentar la solubilidad de la proteina blanco. Los vectores recombinantes
se usaron para transformar células competentes de las cepas apropiadas de Escherichia coli.

La seleccidn de transformantes se baso en métodos convencionales.

Vectores de expresion en el Sistema de L. tarantolae

pLEXSy-Ineo /pLEXSy-hyg2 (Jena Bioscience)

El vector pLEXY-Ineo, es un vector para la expresion inducible de proteinas y codifica para
la resistencia al antibidtico Lesy Neo (diferente a la neomicina empleada en bacterias) , lo que
facilita la seleccion de transfectantes.

El vector pLEXY-hyg2, es un vector para la expresion constitutiva de proteinas y codifica
para la resistencia antibiotico higromicina, lo que facilita la seleccion de transfectantes.
Ambos vecotres pueden integrarse en el genoma de Leishmania o funcionar como episomas.
Ademads, en ambos casos, de acuerdo a los sitios de colnado que se eligan; facilitan la
expresion de proteinas recombinantes en el citoplasma de Leishmania o como proteinas de

secrecion.

Vectores de expresion en el sistema eucariota de células S2 de Drosophila

pMT/BiP/V5-His, pT460, pT353

El vector pMT/BiP/V5-His permite la expresion inducible de proteinas recombinantes de
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secrecion. Posee un promotor de metalotionina inducible por Sulfato de cobre o cloruro de
cadmio. Genera proteinas de fusion con el péptido BiP de insectos que dirige a las proteinas
hacia la via secretoria en las células S2 de Drosophila. Ademas, las proteinas generadas tienen
un fusion C-terminal al epitope V5 y a una etiqueta de 6 histidinas lo que permite la deteccion
y purificacion de las proteinas recombinantes expresadas.

pT460 y pT353 son vectores adaptados a partir del pMT/BiP/V5-His por Thomas Krey
(laboratorio de Felix Ray- I.Pasteur Paris). En pT460 se reemplazd las etiquetas C-terminales
(V5 e His) por un etiqueta de estreptatina. pT353, es adaptado de pT460, se elimi6 la fusion al
péptido BiP, lo que genera proteinas recombinantes expresadas en el citosol celular.

Todos estos vectores requieren de ser co-transfectados con un vector de seleccion, en este
caso se usaron pCoBlast y pCoPuro que otorganresistencia a la Blasticidina y Puromicina

respectivamente.

Cepas bacterianasde E. coli para la amplificacion de plasmidos

Las cepas se utilizaron con el fin de amplificar plasmidos con diferentes objetivos

Escherichia coli K12 XL1 Blue (Agilent/Stratagene- 200236)

Escherichia coli TOP10F’ (Invitrogen-C3030)

Escherichia coli —dam —dcm GM2163 (Fermentas M0099)

Cepas bacterianas para la expresion de proteinas recombinantes

TOP10 F’ (Invitrogen-C3030)

BL21(DE3) pLysS (Invitrogen -C6060)
HMS 174 (DE3) (Novagen- 69456)

Rosetta Blue (DE3) pLysS (Novagen-70956)
Rosetta-gami (DE3) pLyS (Novagen 70432)
C41 (DE3) (Sigma- CMC0017)

MI15 (Qiagen)

Shuffle (NEB- C3026H)
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Secuenciacion

Todas las construcciones realizadas fueron confirmadas en ultima instancia por secuenciado
en el servicio de la Unidad de Biologia molecular del Institut Pasteur de Montevideo. Se
utilizaron cebadores especificos de los vectores o de ser necesario se disefiaron cebadores

internos de las secuencias clonadas cuando el largo de las mimas asi lo requirio.

Anadlisis de secuencias de ADN

Las secuencias fueron analizadas en los programa BioEdit (Hall, 1999). Para los analisis de
similitud e identificacion de secuencias se utilizaron los algoritmos de BLAST que estan

disponibles en la base de datos del GeneBank.

Cultivo de bacterias

Los cultivos liquidos de bacterias se realizaron en medio LB a 37°C con agitacion salvo en
casos indicados donde se reemplaz6 el medio de cultivo por TB ( Terrific Broth) y se vario la
temperatura de cultivo entre 20 °C y 37 °C segin se indicd. En el caso de las células
transformadas con plasmidos portadores de resistencia se agreg6 el antibiotico adecuado en el
medio de cultivo.

Las bacterias también se cultivaron en medio semisélido en placas de Petri con LB-agar con o
sin antibidtico segun el caso.

Para la conservacion a largo plazo, Las cepas bacterianas utilizadas se almacenaron en LB-

glicerol 25 %, a -80 °C.

Preparacion de células competentes y transformacion

Se prepararon células competentes mediante el protocolo de cloruro de calcio de Ausubel
(1989). La transformacion se realiz6 descongelando las bacterias (conservadas a -80°C) en
hielo. Se incubaron 10-30 minutos con 1 ulL de plasmido (250-500 ng/ul) en hielo.

Posteriormente se realiza un shock térmico de 2 minutos a 42 °C y luego otros 2 minutos en

R



hielo. Se agregaron 500-1000 uL de LB sin antibiotico, y se incubaron a 37 °C durante 1 hora
para permitir su recuperacion. Se plaquearon ~100 uL en medio selectivo LB-

Agar+antibiotico. Las placas se incubaron toda la noche a 37 °C.

Cultivo y transfeccion de células S2 de Drosophila

Las células S2 de Drosophila (Invitrogen) fueron cultivadas en medio de cultivo Schneider
(Gibco) con el agregado de 10% de suero fetal bovino (SFB) y Penicilina/Estreptomicina e
incubadas a 28 °C. Los pasajes se realizaron por dilucién del cultivo cada 2-3 dias. La
transfeccion de las células se realizd con el reactivo Effectine (Qiagen) segln
recomendaciones del fabricante. Los clones se seleccionaron durante 3 semanas en medio de
cultivo Schneider suplementado con 10 % de SFB. Posteriormente las células fueron

adaptadas al cultivo en ausencia de SFB; en medio de cultivo Xpress (Lonza).

Purificacion de ADN plasmidico

El ADN plasmidico fue aislado de acuerdo al protocolo de Ausubel (1989) con algunas
modificaiones, en el cual las bacterias se someten a lisis alcalina. Las células, provenientes de
un cultivo ON de 3-5 mL, se precipitaron mediante centrifugacion a 3000 rpm 2 min en tubos
Eppendorf. Se elimin6 el sobrenadante. Las células se resuspendieron en 300 uLL de Solucién
Iy ARNasa y se mezclaron por agitacion y se incuban 5 minutos a TA. Se agregaron 300 uL
de Solucion I y se invirtid el tubo 5 veces. Luego se agregaron 300 uL de solucion 111 fria y
se agito por inversion. Se centrifugd la mezcla a 12000 g, 10 minutos a 4°C. El sobrenadante
se transfirid a un tubo nuevo y agrego6 0.7 volimenes de isopropanol. Se centrifugd a 12000 g
30 minutos a 4 °C. El sobrenadante se descartd y el precipitado se lavo con 1mL de etanol 70
% frio. Se elimind el sobrenadante y se seco el precipitado al aire. Por tltimo se resuspendio
en 50 uL de agua miliQ.

Para los ensayos de transfeccion de células eucariotas que requieren ADN plasmidico en
grandes cantidades y libre de endotoxinas bacterianas se partio de un cultivo de 50 mL de LB

y se utilizé el kit Midi Prep (GE) siguiendo las recomendaciones del fabricante.
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Cuantificacion de los acidos nucleicos

La concentracion y calidad de los acidos nucleicos se determind por espectrofotometria a
partir de la determinacion de absorbancia a 260 nm (1 unidad de absorbancia ~= 50 ug/mL de
ADN). Se utiliz6 un Nanodrop (Thermo Scientific) que permite realizar un espectro de

absorcion y obtener la Abs 260nm de la muestra asi como la relacion de Abs 260/Abs 280.

Electroforesis de dacidos nucleicos

La calidad y el tamafio de los plasmidos se analizaron en electroforesis en geles de agarosa al
0,8-1% en buffer TAE 1X (0.04 M Tris-acético, ImM de EDTA). Los acidos nucleicos se
visualizaron con bromuro de etidio, 0.5 pg/mL. Las muestras se sembraron con buffer de

carga 1X, (Fermentas) y se utiliz6 marcador de peso molecular 1 Kb, fermentas.

Digestion de ADN plasmidico con enzimas de restriccion

10 ug de plasmido se digirieron en 50 uL de reaccion con la enzima de restriccion adecuada
segun indicaciones del proveedor (New England Biolabs, Roche o Invitrogen). La mezcla se
incub6 a 37°C durante al menos 1 hora o a la temperatura recomendada en termomixer
(Eppendorff). Si fue necesario, luego de terminada la reccion las ER se inactivan a 6 5°C
durante 10 min. La reaccién se verifico mediante electroforesis de agarosa 0.8%. De ser

necesario, los productos de la digestion se purificaron del gel mediante el kit de GE.

Ligacion de fragmentos de ADN

Los subclonados relizados con enzimas de restriccion requirieron de una reaccion de ligacion.
Los fragmentos de ADN a ser ligados, con extremos cohesivos se incubaron con la T4 ADN

ligasa en una reaccion de 20 uL (Promega) segiin recomendaciones del proveedor.
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Mutagénesis sitio-dirigida

Se utilizo el método basado en extension de oligonucledtidos mutagénicos por PCR
(disminuyendo riesgos de errores de lectura), utilizando la enzima de alta fidelidad Phusion y
corte de ADN parental usando la enzima Dpnl (que reconoce ADN parental metilado,
purificado de E. coli). Se realiz6 una reaccion de amplificacion utilizando la Taq Phusion de
alta fidelidad. Los mutantes de LmaMPK10 se realizaron utilizando los oligos de la siguiente
Tabla que contienen los cambios de base/es necesarios para generar los mutantes. Los
productos generados se transforman en células de E.coli competentes para su posterior
analisis.

Tabla 5. Oligonucledtidos empleados para la obtencién de mutantes puntuales de LmaMPK10
mediante mutagénesis sitio dirigida.

Nombre Secuencia

Asn 178 Gly 1 /5 Phos/ CCATCTGCGACTTCGGCCTCGCGCGCA
Asn 178 Gly 2 /5 Phos/TGATGTCGTTGTTGTCcgctaacaa
Ser30Gly 1 /5 Phos/GCAGCGCTTTATCGGCAGTGGCAGCTA

Ser 30 Gly 2 /5 Phos/ACCGTGTAGGGAGACTGCAtcgcgt

Phe 210Tyr 1 /5 Phos/GCAGTTCAAGGGCTATACGAAGCTGGTGGA
Phe 210Tyr 2 /5 Phos/ATGACCAGCTCCGGCGCA

His 160Lys 1 /5 Phos/CACCGCGACCTGAAGCCCGGCAACATCT
His 160Lys 2 /5 Phos/AACGACGCCGGCTTCGTG

His195 Thr 1 /5 Phos/ACGCACTACGTGACGACCCGCTGGTACCGT
His195 Thr 2 /5 Phos/CTTGTTCGCATCCGCTgtgtcct

Lys189Met 1 /5 Phos/AGCGGATGCGAACATGACGCACTACGTG
Lys189Met 2 /5 Phos/GTGTCCTCGCGCGCGAggt

PCR- Reaccion en cadena de la polimerasa

El ADN fue amplificado por PCR utilizando 10 ng de ADN plasmidico como molde. Se
utiliz6 el kit de Taq Phusion, una Taq de alta fidelidad. Brevemente, se mezclan los
componentes de la reaccion: oligonucledtidos sentido y antisentido, buffer 1X que contiene
MgCly, 25 uM de dNTPs, 10ng de ADN y 1 unidad de polimerasa en un volumen final de 50
uL. Los ciclos de amplificacion se realizaron en termiciclador. Generalmente se incuba a
95°C durante 5 minutos, seguido por 35 ciclos de (95°C de desnaturalizacion 30 s, 65°C de
hibridizacién 30 s y 72°C de extension 2 m), finalmente se realiza una extension final de 7

minutos a 72 °C. Los ciclos de amplificacion fueron adaptados segun nuestras necesidades,
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tamano del fragmento a amplificar o aplicacion.

Expresion de quinasas recombinantes en E. coli y purificacion para posteriores estudios

estructurales

Las células de E. coli transformadas con diferentes vectores de expresion se cultivaron en
medio Luria-Bertani (LB) suplementado con ampicilina (100 ug / ml; o el antibidtico
adecuado) hasta una DOgg de 0,8. La temperatura se varié de 20 a 37° C segln se indica en
cada ensayo. Los cultivos fueron inducidos con el inductor apropiado (en general
isopropiltiogalactosido IPTG, o arabinosa en el caso de pPBAD) durante 4 horas u ON, usando
protocolos de optimizacidon de sobre-expresion convencionales (rastreo de fase de crecimiento

Optima, tiempo de induccidn, temperatura y concentracion de inductor 6ptimos).

Se utilizaron incubadores orbitales para realizar estas operaciones. Al cabo de la
induccidn, las células se cosecharon por centrifugacion a 5000rpm y 4°C, y se lisaron con
métodos estandar (lisis quimica —detergentes y lisozima- y fisica-sonicacion). Brevemente, las
células se aisalron por centrifugacion a 2000 g. Los sedimentos celulares se resuspendieron en
50 mM Tris.HCI pH 8.5, 500 mM NaCl, suplementado con un cocktail de inhibidores de
proteasa libre de EDTA (Roche, Indianapolis, IN, EE.UU.). La suspension se incub6 con
lisozima (1mg/mL) por 30 minutos y el ADN fue degradado con 10mM MgCl, y tratamiento
con DNAsa. Se realizaron ciclos de sonicado (cinco pulsos de 30") utilizando una micropunta.

Se obtuvieron sobrenadantes solubles clarificados por centrifugacion a 15000 g durante 30
minutos. La fraccion insoluble se recuperé del pellet mediante solubilizacién en 8M urea para

su posterior analisis.

Expresion de quinasas recombinantes en células de Drosophila

Las células Schenider 2 de Drosophila se cultivaron a 28 °C en medio Schneider
suplementado con 10 % de suero fetal bovino. Se co- transfectaron con los plasmidos de
expresion (pMT (invitrogen)) y de seleccion ( pCoBlast o pCoPuro) adecuados, usando el
reactivo de transfeccion Effectene (Qiagen). Se seleccionaron luego los clones de interés

durante 2-3 semanas con el antibidtico blasticidina o puromicina segun el caso. Las células
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transfectadas se adaptaron progresivamente durante al menos 3 semanas al medio Xpress
(Lonza), que permite el cultivo en ausencia de suero fetal bovino. La induccion de las
proteinas recombinantes se realizo con CdCl, o CuCl, segun recomendaciones del proveedor.
La expresion de la proteina deseada se evalud por Western blot, SDS-PAGE y espectrometria
de masa. Las proteinas recombinantes fueron secretadas al medio de cultivo y al contener una

etiqueta de histidinas o “strep-tag” facilit6 su posterior purificacion.

Purificacion de proteinas recombinantes

Los sobrenadantes solubles clarificados constituyeron la fuente principal de proteinas
blanco a ser purificadas por métodos de cromatografia liquida. Para ello contamos con
equipos de media y alta presion (Akta Prime® y Purifier® - General Electric Life Sciences) y
un set de columnas con diversa quimica de superficie, porosidad y didmetro de particulas.
Dado que las construcciones empleadas generaron en su mayoria proteinas recombinantes con
etiquetas de histidinas, la primer etapa de purificacion consistié en una afinidad con niquel
quelado a 4acido iminodiacético inmovilizado, para unir la etiqueta de histidinas (IMAC).
Ademas se dispuso de columnas (General Electric Life Sciences) de gel filtracion analiticas y
preparativas (Superdex 75 y 200), de intercambio i6nico (MonoQ y MonoS, ResourceQ 15y

ResourceS 15) y de hidrofobicidad asi como una columna de streptatina ( de afinidad al strep-

tag).

Brevemente, la fraccion soluble de extractos de proteinas totales se sometid a cromatografia
de afinidad Ni* (HisTrap, GE Healthcare Life Sciences, Waukesha, WI, EE.UU.), después de
la adicidon de 20 mM imidazol. Se recupero la fraccion no unida para su posterior analisis. Las
proteinas retenidas en la columna se eluyeron con un gradiente lineal 4 %-100 % de buffer
(50 mM Tris pH 8.5, 500 mM NaCl y 500 mM imidazol) en 15 volumenes de columna. Se
colectaron fracciones de a 1mL y se agruparon las fracciones relevantes. Con el fin de
remover la etiqueta de histidinas en las proteinas recombinantes portadoras del sitio TEV, se
incubaron con la proteasa TEV mientras se dializd durante la noche contra 50 mM Tris pH
8.5y 500 mM NaCl a 4 °C. Se realiz6 una segunda purificacion en columna de Ni*" dénde se
recogi6 el “flowthough” flujo a través y se someti6 a cromatografia de exlusion molecular con

un Superdex 26/60 75 prep (GE Healthcare Ciencias de la Vida) previamente equilibrada con
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20mM Tris pH 8.5 y 150 mM NaCl. Las fracciones del pico de elucion se agruparon, se

concentrd de ser posible hasta 10 mg/ml, y se almaceno a 4°C hasta su uso.

Anadlisis de proteinas por electroforesis

Las proteinas se resolvieron por electroforesis en gel de poliacrilamida (10-15 %) con SDS.
Las muestras se mezclaron con partes iguales de buffer de carga para proteinas 2X (62.5 mM
Tris pH 6.8; 1.25% SDS; 12.5% glicerol; 12.5% f-mercaptoetanol y 0.05 % azul de
bromofenol) y se calentaron a 100 °C durante 5 minutos. El gel se corrié en buffer de corrida
1X (25 mM Tris pH 8.3, 200 mM Glicina, 0.1 % SDS) a 25 mA por gel. Para la estimacion
del tamafio molecular se utilizdo un marcador de peso molecular comercial indicado en cada
caso. Los geles se tifieron con una solucion de azul de Coomassie (0.25 % de azul de
Coomasie; 10 % acido acético, 90 % etanol) y se decoloraron en una solucion de decoloracion

(10 % acido acético; 50 % etanol)

Western blot

Los geles se transfirieron a una membrana Hybond C (Amersham) del mismo tamafio del gel.
Se siguio6 con el protocolo de Ausubel utilizando un dispositivo de transferencia humedo y la
solucion de transferencia (25 mM Tris-HCI pH 8.3; 150 mM Glicina, 0.037 % SDS, 20 %
etanol). La transferencia se realizd a 100V durante 1 hora o a 25 V ON. Las membranas, una
vez transferidas, se bloquearon en PBS, 0.1 % Tween, 3 % albimina, durante 60 minutos a
temperatura ambiente o toda la noche a 4 °C.

Luego se incubaron en el anticuerpo correspondiente, segin se indique durante 60 minutos a
temperatura ambiente con agitacion. Se realizaron tres lavados de 5 minutos en PBS, 0.1 %
Tween 20. Posteriormente, las membranas se incubaron en una solucion de anticuerpo anti-
IgG de conejo conjugado a peroxidasa HRP (diluciéon 1:10000) o anti IgG de conejo
conjugado a fosfatasa alcalina (1:30000) durante 60 minutos a temperatura ambiente, con
agitacion y en oscuridad. Se realizaron al menos tres lavados de 5 minutos cada uno. La
deteccion se realizd utilizando un sistema quimioluminiscente (Pierce) o el sustrato

NBT/BCIP ( Sigma).
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Ensayos biofisicos y funcionales en solucion

Las proteinas solubles fueron concentradas de acuerdo a la necesidad, usando
ultrafiltracion (dispositivos Vivaspin de ditintos puntos de corte, Sigma). La determinacion de
la concentracion de proteina se efectud en general por absorbancia a 280nm en un
espectrofotometro (Varian), eventualmente se recurri6 a otros métodos basados en
colorimetria con reactivos especificos (Bradford o 4cido bicinconinico) de acuerdo a
protocolos estandar (Coligan & Wiley InterScience (Online service)).

Como control de calidad previos a los ensayos de cristalizacion se realizé dispersion de
luz visible con un instrumento disponible en nuestro Instituto (Zetasizer®, Malvern
Instruments). Se buscaron condiciones en las que la proteina se comportara como una especie
homogénea monodispersa (<20 % indice de polidispersiéon en modo dindmico). Para mejorar
este aspecto, de ser necesario se us6 cromatografia preparativa de exclusion por tamafio como
ultima etapa de purificacion.

La actividad quinasas se evalud por distintos métodos. En primer lugar se realiz6 un
estudio bioquimico analitico, empleando técnicas de electroforesis bidimensional (2D) y
andlisis por LC-masas. Para esto, LmaMPK10 pura, fue incubada con o sin ATP, en presencia
de extractos de Leishmania o con fosfatasa alcalina. Este tipo de aproximacion nos permitid

identificar isoformas de LmaMPK10, y caracterizar péptidos fosforilados de esta quinasa.

Geles bidimensionales

20 ng de muestra se purifica por el kit 2D CleanUp (GE Healthcare) y se resuspende en 125
uL del buffer de rehidratacion (7 M urea, 2 M tiourea, 2 % CHAPS, 0.5 % IPG Buffer 3-11
NL, 0.002 % azul de bromofenol) + 17 mM DTT. Luego se carga en tiras de
isoelectroenfoque DryStrip 4-7; 7 cm (GE Healthcare) por rehidratacion pasiva durante toda
la noche a temperatura ambiente. Programa de IEF: 300 V, constante, 30 min; 1000 V, en
gradiente, 30 min; 5000 V, en gradiente, 90 min; 5000 V, constante, hasta 2 kVh. Luego de
la primer dimension, las tiras fueron incubadas en Buffer de equilibracion (6 M urea, 75 mM
Tris pH 8.8, 29.3 % glicerol, 2 % SDS, 0.002 % azul de bromofenol) + DTT (64.83 mM)
durante 15 min a temperatura ambiente con agitacion.Y posteriormente en Buffer de
equilibracion (urea 6M, 75 mM Tris pH 8,8, glicerol 29,3 %, SDS 2 %, azul de bromofenol
0,002 %) + Iodoacetamida (IAA) (135.16 mM) 15 min a temperatura ambiente con agitacion.

La segunda dimension consistion en un SDS-PAGE al 10 % convencional donde se corri6é un
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marcador de PM (Amersham Low Molecular Weight Calibration Kit for SDS

Electrophoresis). El gel se tifi6 con azul de Coomassie.

Actividad enzimdtica en ensayo acoplado

Desde un segundo abordaje bioquimico, se intent6 caracterizar los parametros cinéticos de
LmaMPK10 mediante el empleo de un ensayo acoplado (Lindsley, 2001). Los ensayos
enzimaticos fueron usados como medida de funcionalidad, en especial luego de generar
mutantes sitio-dirigidos. Para ello se puso a punto un método estindar de medicion de
actividad de Ser/Thr-quinasa. Brevemente, la produccion de ADP, generada por la reaccion de
fosforilacion, serd acoplada a una segunda reaccion, la oxidacion de NADH por la piruvato
quinasa (Sigma) en presencia de fosfoenolpiruvato y lactato deshidrogenasa (Sigma). El
sistema acoplado se utiliz6 en exceso. La oxidacion del NADH fue seguida con un
especrofotometro Cary® UV-visible y monitoreada a 340 nm a 25 °C. La reaccion de
autofosforilacion fue seguida de forma continua en un volumen final de 200 pl en 50 mM
HEPES pH 7.5, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl, (o 10 mM MnCl, o sin agregado de cation
divalente), 1 mM DTT, 3 mM fosfoenolpiruvato, 240 mM NADH, 5 unidades de piruvato
quinasa, 23 unidades de lactato deshidrogenasa, 5 mM ATP, 20 pM p-glicerofosfato, 10 yM
ortovanadato y LmaMPK10 o LmaMPK10AC a concentraciones que variaron entre 10 y 30
MM. Las reacciones se monitorearon durante una hora. También se ensay6 la fosforilacion de
un sustrato fosforilable, la B-caseina (Sigma) que se utilizé entre 10-50 uM. El ensayo fue
calibrado en idénticas condiciones usando 1 uM de la Ser/Thr PK PknB de Mycobacterium
tuberulosis y 8 uM de su sustrato GarA (Villarino et al., 2005), como control positivo

(cedidos gentilmente por la Dra. Rosario Duran).

Medida de actividad en IVKA (in vitro kinase assay)

Alternativamente se midi6 la capacidad de auto-forsforilarse o de fosforilar sustratos
genéricos de las quinasas en ensayos de actividad a punto final en presencia de ATP marcado
radiactivamente. La mezcla de reaccion se realizo en un volumen total de 30 ul que contienen
500 ng de LmaMPK10AC recombinante purificada o LmaMPK10AC-Lys51Ala en 50 mM
HEPES pH 7.4, 10 mM MnCl,, | mM DTT, 20 mM B-glicerofosfato, 0.1 mM NaVO, y ATP
(20 mM ATP + 5 mCi [y °PJATP). La reaccién se incubé 20 min a 30 °C bajo constante
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agitacion y se detuvo por la adicion de 6 ul de buffer de carga de proteinas. La reaccion
mezcla se separd por SDS-PAGE. El gel se tind con Coomassie, se secO, y se sometio a

autorradiografia.

Titulacion isotérmica por calorimetria

La asociacion de LmaMPK10 y LmaMPKI0AC a SB203580 se cuantifico usando una
titulacion isotérmica por calorimetria de alta precision VP-ITC (MicroCal Inc., Piscataway,
NJ, EE.UU.). LmaMPK10 (34 uM) o LmaMPK10AC (3 uM) puras, se diluyeron en 20 mM
Tris (pH 8.5), 50 mM NaCl, y 0.8 % DMSO. El SB203580 se diluy6é en el mismo buffer y
utilizado a 450uM para LmaMPK10 o a 45 uM para LmaMPK10AC. Las soluciones fueron
desgaseadas, bajo ligero vacio a 30 °C. El montaje experimental consistid en inyecciones
repetidas de SB203580 en la celda calorimétrica conteniendo LmaMPK10 o LmaMPK10AC.
Los experimentos se realizaron a 30 °C con una inyeccion previa de 1 ul, seguido de 29
inyecciones de 10 ul separadas por 360 s y con una aguja con rotacion 394 rpm. El
procesamiento de datos que incluy6 la determinacion del calor de dilucion, correccion de
linea de base, normalizacion y ajuste de las isotérmas de union se realizd en el software
Origin 7. Previo al analisis de las isotermas de union se realizo la correccion de los datos por
el calor de dilucién tanto del ligando como de la macromolécula. El ajuste de la linea de base
se realizd de forma manual. Las sefiales del calor fueron integradas y normalizadas por la
cantidad de ligando inyectado. Las constantes de asociacion K, (K,=1/Kg), la estequiometria
molar (N) y la entalpia de uniéon (AH) se determinaron luego de obtener las curvas ajustadas
con un modelo de interaccion de “un tipo de sitio”. La energia libre de Gibbs y la entropia de
unién se calcularon de las ecuaciones AG = -RTInK, y AS = (AH-AG)/T respectivamente,

donde R es la constante general de los gases y T la temperatura absoluta en Kelvin.

Ensayo de desplazamiento térmico fluorescencia (TSA-Thermal Shift Assay)

La desnaturalizacion de LmaMPK 10 se monitoreo6 en el equipo de PCR-en tiempo real
LightCycler® 480 (Roche Diagnostics, Meylan 38242, Francia), mediante el seguimiento del
aumento de la fluorescencia del colorante SYPRO® Orange Molecular Probes, Life
Technologies SAS, 91190 Saint Aubin, France). SYPRO® Orange se vende a una solucion
5000X LmaMPK10 y LmaMPK10AC recombinantes se prepararon en 50 mM Hepes pH 7.5,
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I mM DTT, 10 mM MnCl, y la concentracion apropiada de ATP o SB203580 en un volumen
final de reaccion de 10 pL y se incubd en pocillos de placas FrameStar® blancas de 384
pocillos (4titude, 92220 Bagneux, Francia). Se realizaron experimentos preliminares para
ajustar las concentraciones 6ptimas de SYPRO Orange y LmaMPK10, que resultaron ser 5X
y 2.5 mM, respectivamente (datos no mostrados). Temperatura inicial se fij6 en 20 °C durante
15 segundos y la temperatura final fue 95 °C, llegando en un gradiente con una tasa de 0.06
°C por segundo. La intensidad de fluorescencia se midi6 en modo continuo con 10
adquisiciones por °C, las longitudes de onda de excitacion y emision fueron 483 nm y 610 nm
respectivamente. Se utilizo el mdédulo "Tm calling analysis" del software basico Roche LC480
para trazar intensidades de fluorescencia en funcion de la temperatura. La temperatura de
transicion (Tm) entre los estados plegados y desplegados se obtiene de la derivada dela curva

de fluorescencia en funcion de la temperatura de desnaturalizacion.

Obtencion de cristales

La busqueda de condiciones de cristalogénsis fue asistida con la estacion robotica de
dispensado de nanogotas disponible en el Institut Pasteur de Montevideo. Se rastrearon
condiciones de cristalogénesis hasta obtener cristales tnicos, de calidad adecuada para hacer
experimentos de difraccion de rayos X. La Unidad de Cristalogénesis dispone de un robot de
cristalizacion Honeybee963® (Digilab) en una sala de cristalizacidon a temperatura controlada
(20£1°C). Dicho robot permitio el rastreo simultdneo de 96 condiciones independientes por
placa, y de hasta tres proteinas diferentes por condicion, en gota sentada en experimentos de
difusién de vapor al equilibrio. Se utilizaron kits comerciales estandar, principalmente
basados en variacion de polietilenglicoles y de sulfato de amonio como agentes precipitantes
(Suite de Screenings JCSG Core [Qiagen]; y Crystal Screen [Hampton Research]),
disponibles en el laboratorio. Los kits se presentan en formato de placas de 96 pocillos
profundos (CrystalQuick de 96 pocillos, Greiner Bio-One), listos para ser utilizados
directamente por el robot, de modo que los tiempos de preparacion por placa se reducen a 2-3
min / placa, sin problemas de evaporacion en gotas de 100-300nl. La miniaturizacion que
logra el instrumento dispensando gotas de muy bajo volumen, reduce en un orden de
magnitud la cantidad de proteina requerida si se compara con aproximaciones manuales
clasicas, por lo que necesitamos tipicamente soluciones con 1-5 mg de proteina pura para ser

capaces de lanzar ensayos suficientemente amplios (aproximadamente 400 condiciones
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independientes por rastreo).

La visualizacion de las placas de robot se asegurd con un sistema semiautomatico con
camara y microscopio con platina robotizada (Cryscam®, Art Robbins) y la manipulacion de
cristales fue asistida con microscopios estereoscopicos (SZX7 magnificacion maxima 110X; y
un SZX16 230X trinocular, con camara digital para captura de imagenes) capaces de analizar
luz polarizada para evaluar preliminarmente la calidad de los cristales en términos de
birrefringencia. El laboratorio cuenta asi mismo con todo el instrumental necesario para hacer
criocristalografia, congelando en nitrégeno liquido los cristales seleccionados, lo que mejora
significativamente la calidad de los datos y minimiza los fenémenos de dafio por irradiacion

tipicos en difraccion de rayos X a temperatura ambiente.

Una vez que se encontraron condiciones iniciales de cristalizacion, se procedio a
optimizar las mismas de forma manual por difusion de vapor en gota colgante, usando gotas
mas grandes (2 microlitros, en placas VDX® Hampton Research, Aliso Viejo, CA, EE.UU),
lo que generalmente redunda en cristales de mayor volumen. Se afinaron las condiciones
siguiendo protocolos convencionales de rastreo fino de variaciones en pH, precipitante y
sales. Eventualmente se repitieron las condiciones en placas que se incubaron a 4°C. Por
ejemplo, para LmaMPK10AC se utilizaron 2 uL de la solucién de proteina (10 mg/mL) y 2
uL de la soluciéon de reservorio conteniendo 0.1 M HEPES pH 7.5, 12 % PEG 4000, 5 %
glicerol, y 5 % isopropanol. Los cristales de apo-LmaMPK10AC aparecieron después de 4

dias.

Cristalizacion y caracterizacion estructural de complejos relevantes de quinasas de

Leishmania con moléculas ‘activas’ (inhibidores, andlogos de sustrato, etc), asi como de

mutantes sitio-dirigidos basados en la estructura

Se intento la cristalizacion de las quinasas blanco cristalizadas en complejo con moléculas
activas. Con este término se engloba de manera general un conjunto amplio de moléculas que
se unan y, eventualmente, modifiquen, a las quinasas blanco. Entre ellas hay algunas que son
candidatos naturales ATP y derivados, incluyendo andlogos no hidrolizables (AMP-PCP,
AMP-PNP) y otros inhibidores conocidos para Ser/Thr PQs derivados del nucleétido. Para

obtener los complejos binarios, se procedi6 de la manera cldsica, primero intentando la

AA4



incorporacion de la molécula pequefia por simple difusion en el licor madre con los cristales
ya formados (“soaking”). Si el empaquetamiento cristalino obstaculizara la union al sitio
especifico, o si esta union disparara un cambio conformacional mayor capaz de destruir la red
cristalina, se procederd alternativamente a generar el complejo en solucion y luego co-
cristalizar esta especie. En ocasiones la co-cristalizacion puede requerir una nueva etapa de

rastreo de condiciones de cristalogénesis.

En los ensayos de co-cristalizacion se incubaron soluciones de proteina en presencia de
5mM de ligandos ( ATP, ADP, AMP-PCP o SB203580) y 10 mM MgCl, 6 MnCl,.

Los ensayos de “soaking”, se realizaron embebiendo cristales LmaMPKI10AC
previamente preformados en licor madre que contiene 4 mM SB203580 (Sigma-Aldrich, St.

Louis, MO, EE.UU.).

Difraccion de rayos X

Se realizaron experimentos de difraccion de rayos X sobre cristales unicos. Se realiz6 la crio-
proteccion de cristales en el mismo licor madre pero agregando 20-25 % final de glicerol,

y se congelaron en N liquido.

La Unidad de Cristalografia de Proteinas estd dotada de un equipo para medir difraccion
de cristales tinicos de macromoléculas. Contando con un anodo rotatorio de cobre con un
disefio de microfuente (70 micras) Rigaku MicroMax-007HF®. El haz primario se focaliza y
monocromatiza con espejos en multicapa confocales Varimax optimizados para maximizar el
flujo (Varimax-HF®, Osmic) en la muestra. Los cristales congelados se montaron en el
gonidmetro (geometria de un solo angulo de rotacion phi) incluido en la mesa del detector
Mar345dtb® (Mar Research). El detector Mar345 es una placa de imagen de 345 mm de
didmetro efectivo maximo (pixels de 100 o de 150 micras). El goniometro dispone de un
motor 20 que nos permite llegar a una resolucion maxima de 1.2 A° de coleccion. Se cuenta
asimismo con un criosistema (Cryosystems Series 700®, Oxford Cryosystems) que mantiene
el cristal bajo un flujo lineal de nitrégeno a 100°K. El nitrogeno liquido necesario para
alimentar este sistema es generado in sifu gracias a un generador de nitrégeno liquido a partir
del aire atmosférico (LN-40®, Rigaku).

Luego de una caracterizacion preliminar para determinar los parametros de celda, grupo

cristalino puntual y calidad de la difraccion, los cristales que difractaron més alla de 3.5 A se
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seleccionaron para colectar juegos completos de datos, siguiendo estrategias de colecta

adecuadas de acuerdo la simetria y caracteristicas de celda.

Procesamiento y determinacion de estructuras tridimensionales

Los datos colectados fueron procesados con el software instalado en la Unidad (MOSFLM
(Powell, 1999) y Scala (Collaborative Computational Numero del Proyecto 4, 1994)). El
mantenimiento del parque informatico con el que cuenta la Unidad (5 estaciones de trabajo
bajo Linux CentOS5, 4Gb RAM, tarjetas graficas Nvidia o ATI de 256Mb, biprocesadores
Pentium 3GHz) fue mantenido regularmente con el apoyo del Servicio Central de Informatica
del IPMont. Se dispuso de una gran variedad de paquetes de software que permiten el flujo de
informacion a lo largo de todo el proceso computacional de determinacion, refinamiento y
validacion de estructuras tridimensionales, asi como el trabajo de visualizacion en 3D para la
interpretacion de mapas de densidad electronica y construccion de modelo.

Para la determinaciéon de las fases se utilizo el método de reemplazo molecular
implementado en el programa AMoRe (Trapani & Navaza, 2008) usando modelos de PQs
suficientemente relacionadas como sondas de busqueda. En el caso de LmaMPK10AC se
utilizd6 como sonda de busqueda la estructura de p38a humana (PDB ID cédigo 3HV3). La
construccion de modelos para datos con resolucion mejor a 2.3-2.5 A se realizo en forma
automatizada con el programa Arp/wArp (Morris et al., 2003). De lo contrario, el trazado se
realizé de forma manual, usando COOT (Emsley & Cowtan, 2004). El refinamiento de los
modelos se realizdé por métodos de maxima verosimilitud, tal como se implementa en los
programas REFMACS (Murshudov et al., 1997), PHENIX.REFINE (Adams et al., 2002) o
BUSTER (Smart et al., 2012). Se realizaron ciclos de refinamiento en el espacio reciproco
alternados con reconstrucciéon manual y validacion (Emsley & Cowtan, 2004). La validacion
se llevd adelante en forma iterativa durante en el refinamiento, usando las herramientas
incluidas en COOT y con el programa PROCHECK (Collaborative Computational Project
Number 4, 1994). Las estructuras validadas fueron depositadas en la PDB. La visualizacion,
andlisis, y la obtencion de figuras se realizd6 con PyMol (Delano, 2002; The PyMOL
Molecular Graphics System, Version 1.7.4 Schrodinger, LLC), y los mapas de potencial

electrostatico se calcularon con el programa APBS (Baker et al., 2001).
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Alineamientos Multiples de Secuencia y Estructural

Los ortologos de LmaMPK10 fueron identificado por Psi-blast. El alineamiento multiple de
secuencias se llevo a cabo usando T-Coffee (Notredame et al., 2000) y ClustalX (Larkin et
al., 2007). La estructura libre de LmaMPK10 (PDB 3PGl) se utilizd para el alineamiento
estructural con DALI (Holm & Rosenstrom, 2010). Los alineamientos de depuraron
manualmente con Jalview, tomando en cuenta informacién estructural y se colorearon segliin

el codigo Clustal.

Anadlisis estructural: caracterizacion de elementos estructurales determinantes en la

plasticidad y de potencial relevancia para el disefio racional de drogas

Las estructuras obtenidas siguiendo el objetivo especifico 1, fueron sometidas a analisis
estructurales incluyendo en particular la descripcion general del plegamiento, topologia y
conectividad de elementos de estructura secundaria. El andlisis de la distribucion de factores
de desplazamiento atomico o factores B, por residuo, es un primer indicador para identificar
zonas de mayor y menor flexibilidad. Para descifrar elementos funcionales determinados por
la estructura, la comparacion de distintas estructuras homologas superpuestas es
imprescindible, sefialando residuos y/o regiones de la molécula de especial importancia. En
este caso podremos comparas las quinasas de Leishmania con la miriada de estructuras de
quinasas eucariotas accesibles en la PDB. En ese tipo de andlisis comparativo, la
identificacion de la(s) parte(s) de la molécula conformacionalmente invariable con respecto al
conjunto superpuesto de conférmeros, es una etapa clave, dado que dicho sub-nucleo ‘rigido’
de residuos se constituye asi en referencia para analisis subsiguientes, tipicamente por
superposicion y calculo de desviaciones cuadriticas medias. Esto nos permite identificar
regiones o residuos clave en la determinacion de plasticidad entre proteinas en distintos
estados de activacion y/o entre distintos complejos de la misma quinasa (apo vs distintos
ligandos).

Otros métodos ortogonales fueron también incluidos, en particular aquéllos que estan
siendo desarrollados recientemente para el analisis de PQs humanas por el equipo de Susan
Taylor (Kornev et al., 2006). En este caso la idea es la de reconocer patrones locales (parches,
tipicamente < 10 A) invariantes, identificadores de regiones rigidas. Algunas zonas son asi

facilmente reconocidas como regiones moviles, y pueden ser luego sometidas a validacién
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experimental por estudios de mutagénesis y ensayos funcionales de actividad/regulacion.

El analisis de interacciones proteina-proteina y proteina-ligando (en el caso de complejos),
se efectud con LIGPLOT (Wallace, 1995), y con el servidor PISA (http://www.ebi.ac.uk/msd-
srv/prot_int/pistart.html) Para el andlisis de conservacion de secuencia proyectada en la

superficie molecular se utilizé el servidor Consurf (http://consurf.tau.ac.il).

En cuanto a la contribucion de informacion estructural para disefio de drogas, se puso
énfasis en la comparacion de los bolsillos del sitio catalitico, en especial el bolsillo de unién a
ATP, con los equivalentes de PQs humanas, a fin de identificar aquellos caracteres de mayor
diferenciacion que puedan ser explotados para modificar /eads y/o moléculas activas (Scapin,
2002). Se analizaron los puntos de potenciales contactos ligando-proteina (puentes de
hidrogeno, pares salinos, bolsillos hidrofobicos) con el fin de mejorar la afinidad y/o la

especificidad por motivos patognomonicos del parésito.

Dinamica molecular

Se utilizaron como coordenadas iniciales las estructuras de LmaMPK10 3PG1 y 3UIB.
Los segmentos experimentales faltantes en ambas modelos cristalograficos se modelaron con
el programa Modeller9v6. Los bucles de activacion se generaron en base a p38a (1R3C), de
acuerdo con la similitud de secuencia en el bucle. Los parametros para SB203580 se
obtuvieron usando Gaussian 09 y Antecamara, un médulo incluido en Ambar 12. Se realiz6
una simulacion dindmica molecular (MD) corta de SB203580 en agua para probar los
pardmetros de la droga. Para las corridas, donde se incluyd ATP, coordenadas ATP se
copiaron del complejo p38y-ATP superpuesta (1CMS). Los hidrogenos se agregaron en todos
los casos con el modulo de tleap del paquete Amber 12. Los estados de protonacion se
asignaron a los residuos valorables (Asp yGlu se consideraron cargados negativamente; Lys y
Arg cargados positivamente). La protonacion de la Hisfue asignada favoreciendo la formacion
de puentes de H. Cada proteina fue sumergida en una caja octaédrica truncada de TIP3P
aguas. El sistema consistié en la proteina, ademas de 10.000 moléculas de agua c.a., 2 iones
Mg'? y ATP para LmaMAPK10-ATP. Cada sistema se optimizo usando primero un algoritmo
de gradiente conjugado para 2000 pasos. Esta optimizacién fue seguida por un simulacion
MD de 100ps de duracion a volumen constante, donde la temperatura del sistema se elevo

lentamente hasta 300K. El calentamiento fue seguido por una temperatura constante a lo largo
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de 100 ps y simulacion MD a presion constante para equilibrar la densidad del sistema.
Durantw todo el proceso los d&tomos Ca de las proteinas fueron restringidos por 10kcal/mol y
1 kcal/mol de potencial armonico para cada proceso. La presion y temperatura se mantuvieron
con el bardstato de Berendsen y el termostato respectivamente (Berendsen, 1984). Todas las
simulaciones se realizaron en condiciones de contorno perioddicas y se utilizé el algoritmo
SHAKE para retener Iso &tomos de H en las longitudes de enlace de equilibrio, permitiendo el
uso de un paso de tiempo 2fs. El modelo de aguas corresponde a TIP3P. Todos los pardmetros
de los residuos de la proteina corresponden al campo de fuerza de Ambar 99SB (Hornak et
al., 2006). Los parametros del ATO fueron tomados de Meagher y cols (Meagher et al.,
2003). Los parametros restantes son los mismos que los utilizados en el estudios de la MAPK
p38y (Rodriguez Limardo et al., 2011). Para cada sistema las simulaciones de MD se llevaron

a cabo durante 100ns sin restricciones y a temperatura y presion constante.

Modelado 3D ab initio del péptido C-terminal de LmaMPKI1(

Se utilizé el algoritmo del servidor PEP-FOLD (Maupetit et al., 2009) a través del sitio
http://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/PEP-FOLD, para predecir las coordenadas atomicas
factibles de la extension C-terminal, ausente en la construccion de LmaMPK10AC. En base a
la prediccion de estructura secundaria esta extension parece desestructurada. La secuencia
correspondiente al péptido completo fue utilizada para el modelado ab initio pero el rango de
reconstruccion fue elegido para reconstruir los primeros 36 residuos (Thevenet ef al., 2012).
Los limites de la secuencia fueron: NH2-LRERR...THSLM-COOH. El programa genera
clusters ordenados de acuerdo a célculos de energia SOPEP (Thevenet et al., 2012). Los 5
mejores modelos fueron visualizados en Pymol, mostrando una organizacion en dos a-hélices
La figura 105 fue preparada manualmente por adiciéon de un modelo del extremos C-terminal
al modelo cristalografico de LmaMPK10AC, con el programa Coot (Emsley & Cowtan,
2004). Esta hélice incluye la secuencia LRERREEVARERAVAAQQ, correspondiente a los
18 residuos que conforman la hélice predicha. Luego del docking, agregado de hidrogenos, el
modelo fue sujeto a minimizacion de energia (Brunger, 2007) para evitar “clashes”. Este
modelo fue posteriormente usado para superponer los diferentes modelos de PEP-FOLD 3D
(Krissinel & Henrick, 2004). El lazo presente entre las 2 o-hélices permitiria una gran

flexibilidad. La segunda hélice del modelo, interfiere directamente, ocupando parcialmente el
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bolsillo de unidén al nucledtido en el core LmaMPK10.

Preparacion de Proteina para estudios de “docking”

La estructura cristalina de LmaMPKI0AC (3PGl) y de LmaMPKI10AC en complejo con
SB203580 (3UIB) se utilizaron para identificar potenciales ligandos inhibidores de
LmaMPK10. Como primer paso la estructura fue preparada mediante la eliminaciéon de
moléculas de agua y ligando SB2. Se agregaron los 4tomos de hidrogeno usando el programa
Sybyl (SYBYL 8.0, Tripos International, 1699 South Hanley Rd., St. Louis, Missouri, 63144,

USA) y se realiza una minimizacién de la energia de la molécula resultante.

Obtencion de la biblioteca de compuestos

La biblioteca de ligandos se extrajo de la base de datos ZINC (http://zinc.docking.org) (Irwin

& Shoichet, 2005). Se seleccionaron moléculas con las propiedades quimicas, similares a
SB203580, un inhibidor de LmaMPK10AC. Las moléculas tenen un rango de peso molecular
entre 300-500kDa; un log P calculado entre 2-5; TPSA entre 40-350 y una carga neta de -2
(como el ATP, el sustrato natural de LmaMPK10) y cero (como el SB2). Se gener6 una lista

de aproximadamente 150.000 compuestos.

“Docking” de compuestos a la estructura LmaMPKI10AC utilizando GOLD

Después de la obtencion de la libreria de compuestos ligandos y la preparacion de la proteina,
se determind una cuadricula de 6A correspondiente a sitio de union de SB203580 con el fin
de llevar a cabo el acoplamiento. El docking de compuestos se realizo usando GOLD (Cole,
2005; Liebeschuetz et al., 2012), en la cuadricula seleccionada y habilitando un pose por
compuesto. El software gener6 un a puntuacidon para cada compuesto, lo que permitid
clasificarlos segin dicho score. Una vez clasificados, con las mejores 150 poses se realizé un

nuevo docking usando el programa VINA-Autodock (Trott & Olson, 2010) .
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Post-andlisis de compuestos seleccionados

Se realizd una comparacion del ranking de compuestos puntuados por GOLD (Cole, 2005,
Liebeschuetz et al., 2012) y por Vina-AutoDock (Trott & Olson, 2010). Como estos métodos
tienen diferentes algoritmos de busqueda y funcion de puntuaciéon no fue posible hacer la
comparacion directa. En su lugar elegimos los compuestos mejor clasificados por ambos
programas y empezamos una visualizacion "manual" y el andlisis de los ligandos
seleccionados “dockeados” en complejo con la proteina. Programa LIGPLOT (Laskowski &
Swindells, 2011) se utilizé para el andlisis de las interacciones dentro del complejo, como los
enlace de hidrogeno y las interacciones hidrofobicas entre atomos receptor y ligandos dentro
de un radio de 5 A. Pymol y COOT se utilizaron para visualizarse las interacciones y para

preparar las figuras.

Validacion de los ligandos seleccionados por ensayos de inhibiciones

La validacion de los ligandos se realizd mediante ensayos de competencia en medidas de
actividad con el protocolo de IVKA previamente descripto, comparando la actividad de la
proteina en presencia y ausencia de potenciales inhibidores.

Brevemente, la mezcla de reaccion se realizé en un volumen final de 20 ul que contienen
6 uL de la proteina purificada (de E. coli o de L. donovani) 50 mM MOPS pH 7.4, 100 mM
NaCl, 10 mM MnCl,, | mM DTT, 20 mM [-glicerofosfato, 0.1 mM NaVO, y ATP (0.2 mM
ATP y 1 uCi [y’P]ATP) en presencia de 25 ug de MBP y de la molécula que se esta
evaluando (10-20 uM). La reaccidon se incub6 durante 30 min a 37 °C bajo constante agitacion
y se detuvo por la adicién de 6 wl de buffer de carga de proteinas y se calentd la mezcla a 100
°C durante 5 min. La reaccion mezcla se separd6 por SDS-PAGE. El gel se tifid con

Coomassie, se secd, y se sometid a autorradiografia a -80 °C.
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Resultados

CAPITULO1

Expresion, purificacion, cristalizacion y determinacion de la estructura tridimensional de

Ser/Thr quinasas de interés de Leishmania major

Los proyectos de biologia estructural tienen numerosos cuellos de botella, entre ellos la
expresion soluble de las proteinas blanco de interés, con buen rendimiento y calidad para
subsiguientes estudios. Es por ese motivo que se eligieron 4 quinasas blanco de Leishmania,
todas ellas de interés por los motivos ya comentados en la Introduccidn, pero que sirvieran
eventualmente como planes de contingencia en el caso de que una o mas demostraran ser
recalcitrantes en expresion y/o cristalizacion. Asi es que procedimos a evaluar la expresion
soluble de estas quinasas de Leishmania en E. coli y en otros sistemas de expresion

heter6logos eucariotas.

i) La MAPK LmaMPK7

El clonado en el vector de expresion pQE30 en el correcto marco abierto de lectura de
LmaMPK?7 fue verificado por secuenciacion. Este andlisis también demostr6 que la secuencia
codificante de LmaMPK7 incluye una mutacién puntual (comparado con la secuencia
publicada del gen codificante Lmj F13.1640) que genera un cambio no-conservativo de
aminoacido (Pro499->Leu) y una mutacion sinénima en un sitio contiguo. Se repitid todo el
procedimiento de sub-clonado, y se obtuvo el mismo resultado, descartando asi errores
puntuales generados durante la PCR.

El andlisis del alineamiento de secuencias de diferentes quinasas (ver mas adelante) mostro
que la mutacion se ubica al final de una a-hélice bien conservada. Dado que esta posicion es
semi-conservada, y encontramos en diferentes MAPKs diferentes residuos Leu, Ile, Pro y Gly
sin mayores cambios, se decidié continuar trabajando con esta secuencia que fue aislada a

partir de parasitos por nuestros colaboradores.
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Los ensayos de expresion iniciales fueron realizados con la construccion pQE30-TEV-MPK7
en diferentes cepas de E. coli (Topl0 F’, M15 y XL1-Blue). Se variaron las condiciones de
cultivo (temperatura, horas de induccién, medio de cultivo). Las condiciones evaluadas se

resumen en la Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones de expresion de pQE30-TEV-MPK?7 evaluadas en E. coli.

L Tiempo de :
Cepa Temperatura IPTG (mM)] induccion Medlp de
bacteriana (°O) cultivo
(horas)
XL1-Blue 50 1 :
20 0.10.
Topl10F’ =l 1 . LB
20 0.1 (Luria
e 37 , 4 -Bertani)
M15 1
20 0.1
1
20 0.2 0.1
Top 10 F’ 0,01 TB,
1 (Ternfic
37 0.2 4 Broth)
0,01

La expresion de LmaMPK?7 se analizé mediante SDS-PAGE, comparando la fraccion total de
proteinas de un cultivo inducido con la de uno no inducido (Fig. 14). Este analisis por SDS-
PAGE permiti6 observar la inducciéon de un banda correspondiente a una proteina del peso
molecular esperado (66.4 kDa) en varias de las condiciones evaluadas. En un paso posterior,
se evaluo la fraccion soluble de LmaMPK7. Esto se realizo6 tras el fraccionamiento diferencial
por centrifugacion de las proteinas totales del cultivo celular. Asi, del lisado celular, se
obtiene una fraccion soluble de proteinas y una insoluble. La Figura 15 muestra el analisis por
SDS-PAGE de ambas fracciones: en todos las condiciones evaluadas de cultivo se observa

que la proteina inducida se localiza principalmente en la fraccion insoluble.
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Figura 14. Expresion de LmaMPK?7 en la cepa TOP10F' de E. coli. Analisis por SDS-PAGE al 10%
teflido con Coomassie Blue. NI e I corresponden a las fracciones de cultivo no inducido e inducido con
ImM de IPTG de la cepa transformada con el vector pQE30-TEV-LmaMPK7, cultivada a 37°C
(izquierda) y a 20°C (derecha).

i 8%, Pkha
-96
04
T
— '43 Figura 15. Analisis por SDS-PAGE al 10% de la distribucion de
LmaMPK?7 en las fracciones soluble (S) e insoluble o precipitable (P).
o3 El extracto total (T) de proteinas de un cultivo de E. coli de la cepa
TOP10F’ inducido se corrié como control de referencia. Se sefnalan
an los pesos moleculares de acuerdo a marcadores de peso molecular de
S referencia.
-‘_——

La fraccion de LmaMPK?7 soluble obtenida de las condiciones de cultivo ensayadas parece ser
escasa o nula. De todas formas, para evaluar si pequefas cantidades de LmaMPK?7 soluble
pudieran ser purificadas y escaladas, se decidi6 realizar una cromatografia de afinidad a Ni*"
a partir de un cultivo de 1L de LB. Luego de cosechar y lisar las células, la fraccion soluble
fue incubada en una columna His-Trap Ni-column (GE Healthcare, 1mL). Se realiz6 la
elucion en un gradiente de imidazol (de 0,02 a 0,5 M, en 30 min, como se observa en la

Figura 16).
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Figure 16. a) Cromatograma de elucion de la purificacion de His-LmaMPK?7 por IMAC. b) Analisis
por SDS-PAGE de las Fracciones correspondientes al pico de elucion. S: fraccion soluble de proteinas
totales; FT: fraccion no unida en la IMAC; A8-B2: diferentes fracciones del pico de elucién

El pico de elucion fue colectado y analizado por SDS-PAGE como se observa en la figura 17
y algunas bandas fueron analizadas por espectrometria de masa MALDI-TOF. No se
identifico por MS ninglin péptido correspondiente a LmaMPK?7, en las fracciones eluidas,

pero si se identifico la presencia de las proteinas bacterianas : chaperona DnaK y proteina

ribosomal S1 (marcadas con *); glucosamina-6-P sintetasa (#) y chaperona GroEL-GroES

(*).
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Figura 17. Analisis de fracciones de diferentes pasos de purificacion por SDS PAGE 10%. Las letras
corresponden a: T = extracto de proteinas totales; S = fraccion soluble; P = fraccion insoluble; FT =
fraccion “no-unida”(flow-through); a/b/c = fracciones sucesivas colectadas durante la elucion de la
IMAC. Las estrellas de colores indican las bandas que fueron analizadas por MS.

Se concluye que LmaMPK7 se expresa de forma insoluble a partir de pQE30 en las
condiciones de induccion ensayadas.

Dado que hasta este momento solo habiamos utilizamos una construccion, decidimos
profundizar en la evaluacién del uso de E. coli como sistema para expresar de forma
heter6loga a LmaMPK?7, pero extendiendo la exploracion a una variedad de vectores con
propiedades esperadas de expresion diferentes. Con este fin se sub-clond la secuencia
codificante de LmaMPK?7 en 6 plasmidos de expresion: pET28a, pET32a, pET43.1a (vectores
pET de Novagen), pTricHis-a (Invitrogen), pQESOL (Qiagen), y el vector pQES8OL-TEV
derivado del vector pQE80, que incluye el cassette TEV (para posterior digestion de la
etiqueta de fusion). Cada vector tiene diferentes caracteristicas que pueden afectar el producto
generado, como se resume en la tabla 7. El clonado fue verificado por el analisis con enzimas

de restriccion y PCR, con oligonucledtidos especificos para LmaMPK?7.
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Tabla 7. Resumen de las caracteristicas de los productos esperados de LmaMPK7 a partir de las
diferentes construcciones.

pET28a pET32a pET43.1a pTrcHis(a) PQESOL PQESOL-TEV
MW(kDa) 71.7 85.1 128.2 67.3 68.8 69
pI 6.8 6.0 5 6.44 6.7 6.7
Pl‘otegla de thioredoxin NusA
fusion
Especificidad i ey . o
del Sitio de trombina I (_mlbl.na' _ Ir c?mbl.na, | enteroquinasa - TEV
enteroquinasa | enteroquinasa
corte
Prediccion de
solubilidad 71 58.4 65.8 63.9 66.8 66.4
http://www.biotech
.ou.edu/

Luego se analizd la expresion de LmaMPK?7 en diferentes condiciones de cultivo/induccion y

cepas de E. coli y se procedi6 a la evaluacion de su expresion soluble siguiendo una estrategia

masiva (high-throughput). Las células se crecieron en 2 ml de LB o TB en placas de 24

pozos. Se emplearon las cepas de E. coli: BL21 (DE3) pLysS, HMS174 (DE3), Rosetta-gami

(DE3) pLysS y TOP 10 F'. Los cultivos de se indujeron a una densidad optica Abseoonm

cercanas a 1, agregando 1mM final de IPTG, durante 4 horas a 37 °C, 6 alternativamente toda

la noche (aprox 16hs) a 20 °C. Se ensayaron 48 condiciones diferentes que se resumen en la

tabla 8.
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Tabla 8. Diferentes condiciones evaluadas combinando vectores, cepas de E. coli 'y
condiciones de cultivo para expresar LmaMPK7.

T Vector N° Tamaio )‘Iedif) de ADbsgg pre- induccion Absgg post-induccion
esperado cultivo

(kDa) 20°C 37°C 20°C 37°C
pET-28 a 1 71 LB 1.153 1.072 3.74 4.14
pET-32 a 2 85 LB 1.150 1.172 5.11 3.80
B121 (DE3) JpET 43.1 a 3 130 LB 1.088 1.032 4.49 3.76
pLysS [pTrcHis (a) 4 67.3 LB 0.986 0.945 4.87 5.17
pQES0 5 68.4 LB 1.004 0.931 6.30 5.15
PQESOTEV 6 68.8 LB 0.987 0.897 6.42 5.21
pET-28 a 7 71 LB 0.835 0.883 3.79 4.00
pET-32 a 8 85 LB 0.870 0.893 2.63 3.07
HMS 174 |pET 43.1 a 9 130 LB 0.921 0.918 2.52 2.94
(DE3) [pTrcHis (a) 10 67.3 LB 0.807 0.855 451 5.64
pQES0 11 68.4 LB 0.860 0.915 4.36 3.27
pPQESOTEV 12 68.8 LB 0.968 0.971 4.47 3.75
pET-28 a 13 71 LB 1.083 1.052 2.93 3.24
Rosetta [pTrcHis (a) 14 85 B 1.013 0.970 2.72 3.57
—gami [pET 43.1 a 15 130 LB 1.346 1.488 3.70 4.01
B(DE3) [pTrcHis (a) 16 67.3 LB 0.913 1.030 3.58 535
PLYsS  1,QES0 17 68.4 LB 1.241 1.117 4.18 420
pQESOTEV 18 68.8 LB 1.050 0.947 4.02 4.01
pTrcHis (a) 19 7.3 B 1.075 0.769 4.98 3.99
pQES0 20 68.4 TB 1.060 0.746 1.80 4.31
ToP 10 F [RQESOTEV 21 68.8 TB 1.066 0.766 1.88 391
pTrcHis (a) 22 67.3 LB 0.896 0.910 3.56 3.83
pQES0 23 68.4 LB 0.884 0.823 2.01 3.29
PQESOTEV 24 68.8 LB 0.890 0.801 2.18 3.28

Las fracciones soluble e insoluble fueron analizadas en el sistema “E-PAGE™ 96 High-
Throughput Protein Electrophoresis System” (Invitrogen) en la Unidad de Proteinas
Recombinantes del Institut Pasteur Montevideo. Como todas estas construcciones de
LmaMPK?7 contienen una fusién a una etiqueta de histidinas, se realizd6 un Western blot
utilizando un anticuerpo anti-His-tag  (Clonetechwhich n°631212- 6xHis Monoclonal

Antibody, dilucion 1:5000) (Figs. 18 & 19).
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Figura 18. Membrana de Western blot tefiida con Rojo Ponceau. Los nimeros se corresponden con la
combinacion de cepa y vector descripta en la tabla 8.
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Figura 19. Analisis por Western blot utilizando un anticuerpo anti-His-tag, con los mismos filtros que
la figura 18. Los circulos rojos sefalan condiciones en las que proteinas de la fraccion soluble

reaccionan con el anticuerpo primario anti-His-tag.
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Para lograr una mejor resolucion en el andlisis, las fracciones solubles que dieron sefial
positiva con el anticuerpo anti-His-tag, se analizaron por SDS-PAGE y Western blot en geles
convencionales (Figura 20). Hay tres condiciones (3, 9 y 15) que involucran al vector
pET43a, que permiten la expresion soluble de LmaMPK7 fusionada a NusA. Es importante
recordar que la masa molecular de la proteina NusA-His-LmaMPK7 es de 128 kDa. Las
bandas positivas que provienen de la construccion de pET43.1a (fracciones 3S, 9S y 15S)
muestran un peso molecular menor, sugiriendo degradacion proteica. Como la etiqueta de His
en este vector se ubica entre la proteina NusA (proteina de 50 kDa ) y la proteina blanco

LmaMPK?7 , la degradacion podria ocurrir desde cualquiera de los extremos o desde ambos.

4s 3s 9s 15s 3i PM ds 9s 15s 3i PM IDa
% ‘

e i 2

- D&

Figura 20. Analisis por Western blot con el anticuerpo anti-His-tag, sembrando las fracciones solubles
3s, 4s 9s y15s (correspondientes respetivamente a las fracciones solubles de pET43.1a/BL21 (DE3)
pLysS, pTrcHis/BL21(DE3) pLysS, pET43.1a/HMS174 (DE3) y pET43.1a/Rosetta-gami (DE3)
pLysS), y la fraccion insoluble 3i (de pET43.1a/BL21 (DE3) pLysS) incluida como control.

Con el fin de analizar la naturaleza de la degradacion que se observa cuando LmaMPK?7 se
obtiene como fusion a NusA en el extremo N-terminal a partir del vector pET43.1a,
decidimos realizar un cultivo a mayor escala. Elegimos trabajar en una condicién de
induccion (HMS174 (DE3) pLyS pET43.1a- NusA-LMaMPK7, induccion ON a 20 °C),
para realizar un cultivo de 1 L de LB. Luego de la lisis bacteriana, se recuperod la fraccion
soluble y se realizd una cromatografia de afinidad (IMAC) (Fig. 21). Las fracciones de
elucion de 0,5 mL se colectaron y analizaron por SDS-PAGE (Fig. 22).
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Figura 21. Cromatograma de la IMAC de NusA-His-LmaMPK?7. Un gradiente lineal de imidazol de 0
a 0.5 M se observa con linea verde.

N . T S5 PILW AN S I ABA AMID AMMTAIZ T IR N
L)
200
115-
9%6-
66-
5L ~— .
13
-
— S — —— ——— — e — —

Figura 22. Analisis por SDS-PAGE (poliacrilamida 8%) de las fracciones correspondientes a los
diferentes pasos de purificacion de NusA-His-LmaMPK?7. T = extracto total de proteinas; S = fraccién
soluble; P_= fraccion insoluble; FT = fraccion no-unida a la columna (flow-through); W = lavado de
columna (washes); A8-B2 = fracciones sucesivas colectadas durante el gradiente de elucion.

Las fracciones purificadas de NusA-His-LmaMPK?7 se analizaron por Western blot. Se
encontro una banda doble de aproximadamente 70kDa, que reacciona especificamente con el

anticuerpo anti-His-tag (Fig. 23). Las bandas fueron cortadas del gel de acrilamida y
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analizadas por espectrometria de masa. El resultado confirmd la presencia de NusA, pero
ningun péptido de LmaMPK7 fue identificado. El experimento se repitid, obteniendo el
mismo resultado. Este resultado se puede explicar si suponemos que el C-terminal de la
proteina LmaMPK?7 fusionada estd desplegado, y sea facilmente susceptible a degradacion.

Asi es que obtuvimos mayoritariamente la fusion NusA sobre-expresada como producto.
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Figura 23. Analisis por Western blot de las fracciones purificadas a partir de los ensayos de expresion
de pET43.1a-LmaMPK7. A) SDS-PAGE (10%) teflido con azul de Coomassie; B) Membrana
transferida y teflida con rojo Ponceau; C) Western blot revelado con anticuerpos anti-His-tag. S =
fraccion soluble; FT =fraccién no-unida de la columna (flow-through); W = lavado de columna
(washes); A10 = pico de elucion.

En resumen, se encontraron 7 de 48 condiciones ensayadas, donde LmaMPK?7 se expresa en
E. coli como una proteina parcialmente soluble. 6 de las 7 condiciones involucran fusiones a
la proteina NusA. (pET43.1 -en 3 cepas adecuadas para expresar a partir de promotores T7:
HMS174 (DE3); BL21 pLyS (DE3) y Rossetta-gami (DE3); tanto a 20 °C ON y a 37 °C 4
hs). Desafortunadamente, estas 6 condiciones muestran a la proteina sobre-expresada con
signos de degradacion. La tnica condicion independiente de NusA involucra a pTricHis-
LmaMPK?7 en células BL21-pLyS (inducidas a 20 °C ON). Se procedié a escalar dicha

condicion, comparando la expresion de LmaMPK?7 desde el vector pTricHis a 20 °C y
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también a 37 °C, como se muestra en la Figura 24. Sin embargo, la purificaciéon por IMAC a
partir de la fraccion de proteinas solubles del cultivo a 20 °C no permitié observar una

cantidad detectable de LmaMPK7 (resultado no mostrado).

Figura 24. Expresion de LmaMPK7 en la cepa BL21 de E. coli transformada con el vector pTric-His-
LmaMPK?7. Anélisis por SDS-PAGE (10 %) tefiido con azul de Coomassie. NI y T corresponden a las
fracciones totales de proteinas de los cultivos no inducido (NI) e inducido (T) con ImM de IPTG a 20
°C ON y a 37 °C durante 4 horas.

LmaMPK?7 codifica una proteina grande comparada con otras MAPK putativas de
Leishmania. Muestra caracteres distintivos funcionales y/o regulatorios. En particular muestra
inserciones en el sitio de uniéon al ATP y en el bucle de activacion. LmaMPK?7 se fosforila en
el estadio amastigote del pardsito y resultados preliminares muestran que seria esencial para la
sobrevida del pardsito. Por todo esto se continuaron invirtiendo esfuerzos por conseguir la
expresion soluble y con buen rendimiento de esta proteina, procediéndose a evaluar un

sistema de expresion eucariota: las células S2 de Drosophila.

Células S2 de Drosophila como sistema de expreson de LmaMPK7

Se clono la secuencia codificante de LmaMPK?7 en el vector pMT/Bip/V5/His (Invitrogen).
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Este vector permite la expresion de la proteinas de interés con una etiqueta de histidinas, un
tag V5 y codificando la proteina de interés como proteina de secrecion, ya que la expresa
como fusion al péptido BIP en el extremos N-terminal. BIP direcciona el producto proteico
hacia el reticulo endopldsmico y via de secrecion por defecto. Realicé una pasantia en la
Unidad de Virologia Estructural que dirige el Dr Felix Rey (Institut Pasteur, Paris), bajo la
supervision directa de Thomas Krey. Durante este periodo, se puso a punto la técnica de
tranfeccion y se generaron clones transfectados de manera estable con los vectores
pMT/Bip/V5/His-LmaMPK?7 y pCoBlast. Las células fueron adaptadas a crecer en medio de
cultivo libre de suero.

A partir de dichas células transfectadas, de vuelta en nuestro laboratorio se procedi6 a la
evaluacion de la expresion de LmaMPK7 (en 30 mL de medio de cultivo). Se realizo la
induccién con metales pesados, ensayando cobre y cadmio, inductores del promotor de
metalotioneina presente en el plasmido. Las células se cosecharon y se analizaron los
extractos celulares obtenidos por SDS-PAGE y Western blot como se muestra en las figuras
25 y 26. También se analizd la fraccion correspondiente al medio de cultivo y al medio de
cultivo concentrado, ya que LmaMPK?7 se esperaba como proteina de secrecion.
Efectivamente, pudimos corroborar que LmaMPK7 se expresaba en este sistema como
proteina de secrecion. Para ello se analizaron dos de las proteinas detectadas en el medio de
cultivo correspondientes a especies del tamafio esperado (aprox 70 kDa), y una de ellas fue
identificada como LmaMPK?7 por espectrometria de masas. La proteina mayoritaria en el
medio de cultivo resulté ser BSA( albimina bovina) pese a que las células crecian en un
medio libre de suero fetal bovino. El andlisis por Western blot mostré que la abundancia de
proteinas con tag V5 era muy baja, pudiendo detectarse incluso en cultivos no inducidos. Se
decidio purificar LmaMPK?7 a partir de su etiqueta de histidinas, para evaluar si un escalado
en volumen de cultivo pudiera permitir la obtencion de cantidades de proteina suficiente. Esta
estrategia no resultd simple, probablemente debido a interferencia de la etiqueta de histidinas,
que junto con los metales para inducir, formarian complejos o agregados de efecto negativo
en la expresion y la viabilidad de los cultivos (T Krey, comunicacion personal). De hecho, los
intentos de escalar y purificar cantidades suficientes de LmaMPK7 como proteina de

secrecion no fueron exitosos (resultados no mostrados).
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Figura 25. Andlisis por SDS-PAGE de la expresion de LmaMPK7 en células de Drosophila
transfectadas. Se compara la induccién de LmaMPK7 por Cu™® y por Cd™® a nivel de extractos
celulares y en el medio de cultivo, dado que LmaMPK?7 se expresa como proteina de secrecion. El
medio de cultivo se separd de las células por centrifugacién y se analizd sin concentrar (1X) y
concentrado 15 veces (15X) por centricon. LmaMPK7 y BSA se identificaron por MS.

Figura 26. Analisis por western blot de la expresion de LmaMPK7 en células de Drosophila
transfectadas. Se compara la induccién de LmaMPK7 por Cu™® y por Cd™® a nivel de extractos
celulares y en el medio de cultivo, dado que LmaMPk7 se expresa como proteina de secrecion. NI
corresponde a la fraccion no inducida de cultivo. Se utilizé el anticuerpo anti V5.
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Se decidi6 entonces utilizar una construccion alternativa, utilizando una etiqueta “strep-tag”
reemplazando a las histidinas. Para ello contamos con los vectores p460 y p353, cedidos
gentilmente por el grupo de Felix Rey. Se generaron las construcciones y se realizaron los
ensayos de transfeccion con éxito. Se llegd a obtener cultivos de 50mL, permitiendo
induccion con Cu™ o Cd™, y posterior purificacion a partir del sobrenadante del cultivo con
una columna de estreptatina “streptactin” (GE) (como se observa en la figura 27). Se obtuvo
una cantidad exigua de proteina durante la eluciéon con desbiotina, la cual fue analizada por
Western blot, sin éxito en la deteccion de bandas especificas reveladas con anticuerpo anti-
streptag. En suma, integrando todas las dificultades encontradas para expresar de forma
soluble LmaMPK7 con buen rendimiento, decidimos invertir nuestros esfuerzos en otras

proteinas blanco.

Figura 27. Cromatograma de elucioén
de LmaMPK7 de la columna
estreptatina 1mL) La purificacion se
realiz6 a partir de 50 mL de un
cultivo de células de Drosophila co-
transfectadas con los vectores
pT460-LmaMPK7 y pCoPuro, luego
de 5 dias de induccion con Cd ™.

ii) La casein-quinasa Lma-CK1

Se partio de una construccion recombinante codificando para la isoforma 2 de la protein-
quinasa CK1 de Leishmania major (LmaCK1.2, de ahora en mas denominada LmaCK1),
clonada en el plasmido de expresion pBAD-tio (cedida gentilmente por el equipo de Gerald
Spaeth, Institut Pasteur, Paris). Dicha construccién permite expresar LmaCKl1 fusionada a
tiorredoxina en E. coli. Nuestros colaboradores ya habian expresado y purificado LmaCK1
recombinante en pequefas escalas con fines bioquimicos (Rachidi et al, 2014) como se
muestra en la figura 28.

Debido a que el rendimiento obtenido era muy bajo para nuestros fines, ademas de que en la
purificacion se retenia a un gran nimero de proteinas contaminantes, decidimos evaluar otros

sistemas de expresion.
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Figura 28. Analisis por SDS PAGE de la expresion de LmaCk1 en E. coli Rosetta a partir del vector
pBAD-tio-LmaCK1. A partir del extracto total de proteinas solubles se realiz6 la purificacion de
LmaCk1 utilizando la resina Talon en batch. Se observan las fracciones de elucion (E1-E6).

La secuencia codificante de LmaCK1 fue subclonada en el vector de expresion pQE80-TEV
mediante el método de clonado clasico por PCR y corte con enzimas de restriccion. El
correcto sub-clonado se verifico por secuenciacion. La sobreexpresion de LmaCKl1 fue
evaluada en diferentes cepas de E. coli HMS174(DE3), BL21(DE3) pLysS, ToplOF' y
Rosetta-Blue (DE3) a diferentes temperaturas (20°C ON, 6 37°C por 4 hs). En ninguna de las
condiciones evaluadas se evidencié una banda sobre-expresada del tamafio esperado. Para
evaluar si una fraccion minoritaria de LmaCK1 se expresara soluble, se procedi6 a purificar
LmaCK1 mediante IMAC a partir de la fraccion soluble. En la figura 29 se observa el analisis
de las fracciones del cultivo y obtenidas en la purificacion por SDS-PAGE. Se seleccionaron
bandas de las fracciones correspondientes al pico de elucion (aproximadamente 41 kDa) que
se analizaron por espectrometria de masa MALDI-TOF. Las bandas seleccionadas no fueron
identificadas como LmaCK1. Resultaron ser proteinas de origen procariota, claramente

. . . , 2
contaminantes unidos inespecificamente a la columna de Ni “.
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Figura 29. Analisis por SDS-PAGE de la expresion y purificacion de LmaCK1 de la cepa TOP10F' de
E. Coli transformada con el vector pQE80-LmaCkl1. La flecha indica el tamafio molecular esperado
para Lma-Ckl. Las fracciones analizadas corresponden a NI: cultivo no inducido; T: fraccion total de
proteinas de cultivo inducido; S: Fraccidn soluble de proteinas de cultivo inducido; P: Fraccion del
pellet insoluble de cultivo inducido; FT: fraccion no unida IMAC flow-through; C3, C7 y C9
representan diferentes picos de elucion del gradiente de imidazol de la IMAC. Las bandas analizadas
por MS estan resaltadas en un recuadro.

Aun cuando la construccion inicialmente disponible en pBAD generara una fusion con una
proteina grande, como la tiorredoxina, dado que los intentos con una etiqueta corta de 6xHis
en pQE80 fueron fallidos, se decidié reproducir las condiciones de expresion de nuestros
colaboradores con pBAD-tio-LmaCK1 en la cepa de E. coli Rosetta. Se aislo la fraccion
soluble, y se sometid a una primera purificacion de afinidad a metales dado que la fusién
incluye una etiqueta de 6xHis. Siguiendo el protocolo utilizado por nuestros colaboradores, se
utilizd una columna de cobalto (Talon®, GE). Se logré obtener proteina de fusion soluble
(Fig. 30), cuya identidad fue confirmada por espectrometria de masas. La purificacion usando
la columna de cobalto no es sin embargo completa, ya que LmaCKI1 eluye con varios
contaminantes. Se identific6 a la proteina mayoritaria que fue purificada, como la
epimerasa/deshidratasa dependiente de NAD de Escherichia. A pesar de reiterados esfuerzos
que incluyeron el agregado de pasos de purificacion por intercambio i6nico y gel filtracion,

no se logr6 optimizar la purificacion.
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Figura 30. Andlisis por SDS-PAGE de la expresion de pPBAD-Trx-LmaCK1 en Rosetta a partir de 1L
de LB, inducido con arabinosa a 37°C durante 4 hs y purificacion por columna TALON ® (afinidad a
cobalto). La identidad de las proteinas sefialadas fue confirmada por MS. Se identifico a la
Epimerasa/deshidratasa dependiente de NAD de Escherichia coli 'y con el tamafio esperado a la
Caseina quinasa LmaCK1.2 Leishmania major.

Dada las dificultades para la purificacion completa asi como para el corte de la fusion de
tiorredoxina, que precipitaba a la proteina optamos por 2 estrategias: evaluar diferentes
sistemas de expresion de LmaCKl1, y trabajar con la mezcla heterogénea de proteinas
obtenida de la purificacion (fracciones G1-G2). Dado que muchas veces el proceso de
cristalizacion permite purificar a una proteina de la mezcla decidimos rastrear condiciones de
cristalogénesis. Se logr6 obtener 150 uL de una solucion de proteinas a Smg/mL y se largd un
rastreo robotico de casi 400 condiciones de cristalizacion. Se encontraron 2 condiciones en las

que la mezcla utilizada generd cristales como muestra la figura 31.

RO



vt

Fufa 31. Cristales obtenidos en el rastreo de condiciones de la fusién LmaCkl-tiorredoxina
utilizando el kit JCSGII(A4;B4;B7).

Los intentos de reproducir los cristales de forma manual fracasaron. Los cristales obtenidos en
el “screening” se utilizaron para experimentos de difracciéon de rayos X, pero no se logrd

obtener difraccion de los mismos.

Se decidi6 evaluar otras combinaciones de vectores y cepas de expresion a fin de encontrar las
condiciones en las que LmaCK1 se expresara soluble con mejores rendimientos. Este trabajo
formo parte de la beca de iniciacion a la investigacion ANII de la Lic. Fabiana San Martin, a

quien yo co-orienté en nuestro laboratorio.

La secuencia codificante de LmaCK1 fue subclonada en el vector de expresion pET-Trx
(cedido gentilmente por el Dr. Marcelo Commini, Institut Pasteur de Montevideo). El vector
pET-Trx permite expresar la proteina de interés fusionada a la tiorredoxina y posee un sitio de
corte por enteroquinasa que permite eventualmente clivar la fusion. Otro vector ensayado fue
el pQE80-TEV ya mencionado anteriormente. El subclonado en pET-Trx se realizo siguiendo
protocolos disponibles de clonado sin enzimas de restriccion. Los plasmidos pQE80-TEV-
LmaCKl1 y pET-Trx-LmaCK1, fueron transformados en diferentes cepas de E. coli: Rosetta
Blue, BL21, C41 y HMS174. Se realizaron ensayos de expresion en diferentes condiciones de
cultivo (a 37°C 4hs, y a 20°C toda la noche). Se tomaron muestras de la fraccion inducida y
no inducida y se aislaron las fracciones soluble e insoluble. Dichas fracciones se analizaron
por SDS-PAGE y por Western blot. Las condiciones ensayadas se resumen en la Tabla 9. En
las condiciones evaluadas LmaCK1 se expresa en grandes cantidades pero mayoritariamente
en forma insoluble (la Fig. 32 muestra un resultado representativo). Se eligieron dos
condiciones para evaluar el rendimiento de purificacion de la proteina por IMAC con cobalto
como metal de afinidad (Fig. 33). Las cantidades purificadas son sin embargo, muy bajas, y

con un grado de pureza insuficiente.
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Tabla 9. Condiciones de expresion evaluadas para LmaCK1.

pBAD-Trx- Rosetta 20 ON

CKl1 Rosetta 3 4
TOP 10F 20 ON
TOP 10F 37 4
Bl.21 20 ON
pQES0-CK1  BL2! 37 4
Rosetta Blue 18 ON
Rosetta Blue 37 4
HMS174 20 ON
HMS174 37 4
BL21 20 ON
Bl.21 57 4
Rosetta Blue 20 ON
pET-Tl‘X- Rosetta Blue 3 4
CK1 HMS174 20 ON
HMS174 37 4
C41 20 ON

C41 31 4
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Figura 32. Analisis por SDS-PAGE de la expresion de LmaCK1 a pequefia escala (10 mL de cultivo)
con el vector pQE80 en distintas cepas de E. coli. NI=no inducido; S=inducido, fraccion soluble;
P=inducido, pellet insoluble; I=inducido, proteina total); MW=marcadores de peso molecular
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Figura 33. Analisis por SDS-PAGE de la purificacion de LmaCK1.2 usando IMAC de cobalto. La
flecha marca el tamafio esperado de la proteina blanco. S=fraccion soluble; P=pellet insoluble;
FT=proteinas no unidas a la columna; C1-C5=sucesivas fracciones de elucion por gradiente lineal de
imidazol.

De modo que LmaCK1 se podia expresar en grandes cantidades, pero en la gran mayoria de
los casos, en la fraccion insoluble. Siendo LmaCKl1 una proteina més pequena que
LmaMPK7, se intentd purificar LmaCK1 desde la fraccion insoluble de proteinas, mediante la

realizacion de ensayos de desnaturalizacion/renaturalizacion en columna, sin éxito (resultados
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no mostrados).

LmaCK1 podria ser una ectoprotein-quinasa (en base a las evidencias de que LmaCK1.2 seria
una proteina secretada en Leishmania — Sacerdoti-Sierra & Jaffe, 1997; Dan-Goor et al.,
2013), por ese motivo se decidié evaluar la expresion de esta proteina en el periplasma de E.
coli. Con este proposito, la secuencia codificante de la proteina se subclon6 en el plasmido
pET22b. Este plasmido expresa la proteina blanco como fusion con el péptido sefial PelB, que
direcciona proteinas al periplasma. Se ensayaron la expresion de estas construcciones en
distintas condiciones, en cepas de E. coli (DE3) pLys- (expresando la T7 ARN polimerasa
bajo promotor inducible por IPTG, pero no conteniendo la lisozima del fago T7, que

dificultaria la separacion limpia del contenido periplasmatico).

A su vez, dado que las proteinas de la familia CK1 difieren significativamente en el largo y
estructura de su extremo C-terminal (mas alld del dominio ePK conservado), se crearon
mutantes truncados en esta extension (la que se predice como region desestructurada y movil,
lo que dificultaria su cristalizacion, y quizéas su expresion estable). De hecho, las estructuras
cristalograficas de casein-quinasas obtenidas hasta el momento son mutantes truncados que
terminan alrededor del residuo 298 (de acuerdo a la numeracion de LmaCK1.2) por lo que se
generaron los mutantes truncados LmaCK1-A298 y LmaCK1-A285, en base al modelado por
homologia usando como templado una casein-quinasa de arroz de secuencia similar (3SVO0).
En la proteina de arroz se observa que la a-hélice C-terminal se extiende hasta el residuo 285,
después de lo cual la proteina muestra un bucle y una corta a-hélice, con una extension final
desestructurada (Fig. 34). Por este motivo decidimos crear los mutantes LmaCK1A298 y
LmaCK1A298 porque muchas de las estructuras obtenidas hasta el momento terminan en
estos residuos (ver Fig. 35) a partir del cual la secuencia de la proteina es muy poco

conservada.
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Figura 34. Prediccion de la estructura tridimensional de LmaCK1 obtenida utilizando como sonda la
estructura 3D obtenida por difraccion de rayos X de una casein-quinasa de arroz con 65% de
identidad de secuencia con LmaCK1.2. En este modelo se observa que la a-hélice C-terminal se
extiende hasta el residuo 285 (de acuerdo a la numeracion de LmaCK1.2) después del cual se ve un
bucle, una corta a-hélice, y finalmente una extensiéon C-terminal desestructurada. El trazo punteado
resalta la extension C-terminal de LmaCK1, ausente en las estructuras tridimensionales de CKl1
conocidas.
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GxGxFG HRD DFG 2 22
CK1 Leishmania

GxGxFG HRD DFG
CK1 Trypanosom
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@ Dominio ePK
— C-terminal variable
O Motivos conservados ePK

Figura 35. Esquema comparativo de elementos clave en la estructura de las CK1 de diferentes
organismos. Como parte de las ePKs, el dominio quinasa de las CK1 estd muy conservado con el
bucle P, el sitio de uniéon al ATP, y las secuencias HRD y DFG. Los extremos C-terminales, sin
embargo, estdn muy poco conservados y presentan una fuerte funcion inhibitoria, mediada por
fosforilacion.

Se realiz6 el clonado correspondiente para generar las construcciones mediante el método
libre de enzimas, utilizando oligonuleotidos especificos, confirmando los productos por
secuenciacion. Se realizaron los ensayos de expresion con el plasmido pET22-LmaCK1A285
en diversas cepas de E. coli (BL21 DE3" pLys’, Shuffle, Rosettagami, HMS-174, Rosetta
Blue y C41) y distintas condiciones de induccién (25°C toda la noche, o bien 37°C 4hs). La
tabla 10 resume todas las condiciones evaluadas. En todos los casos, luego de la induccion se
aislaron y analizaron por SDS-PAGE las fracciones de proteina total no inducida e inducida.
Los resultados muestran que en todas las condiciones, la proteina recombinante
LmaCK1A285-His se sobreexpresa en pequefias cantidades, siendo la cepa HMS-174
inducida 4 hs a 37°C (figura 36), la que presenta mayores niveles de expresion. Se analizé si
esta proteina se expresa de forma soluble en la fracciones citoplasmica o periplasmica. Por lo
que se aislaron dichas fracciones y se analizaron por SDS-PAGE. Muestras de las fracciones
inducida, no inducida, periplasmica, soluble e insoluble fueron analizadas por SDS-PAGE,

observandose que la mayor cantidad de proteina se encuentra en la fraccion insoluble.
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Tabla 10. Resumen de condiciones de expresion como proteina de secrecion evaluadas de

LmaCKIl.
VECTOR CEPA TEMPERATURA| TIEMPO
(°C) (hs)
37 4

BL21 (DE3)

St 37 35
Rosettagan 37 35

HMS-174 37 4
PET22b- HMS-174 25 on

CK1A285

Rosetta Blue 37 4
Rosetta Blue 25 on

ca1 37 4
ca1 25 on

BL21 (DE3) 37 4
Shuffle 37 3,5
Rosettagami 37 3,5

HMS-174 37 4

PET22b- HMS-174 5

5 on

ckia2e8 " > -
Rosetta Blue 25 on

can 37 4
ca1 B on

e

Figura 36. Analisis por SDS-PAGE de la expresion de LmaCK1A285 como proteina de secrecion al
periplasma de E. coli HMS174 cultivada a 37°C e inducida durante 4 horas. La proteina recombinante
tiene un peso molecular aprox de 37kDa. NI=no inducido; S=inducido, fraccion soluble; P=inducido,
pellet insoluble; I=inducido, proteina total); MW=marcadores de peso molecular
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Dado que LmaCK1 es una proteina eucariota, y teniendo en cuenta las eventuales dificultades
que esto puede acarrear utilizado E. coli como sistema de expresion, se decidié evaluar su
expresion usando células S2 de Drosophila como sistema de expresion heterdlogo. Se
subclon6 LmaCK1 y sus versiones truncadas en dos vectores de expresion derivados del
pMT-V5-His. El plasmido pT460 que permite la expresion de la proteina fusionada al péptido
sefial BIP que transporta la proteina de fusion BIP-LmaCK1-streptag al reticulo endopldsmico
para su posterior secrecion. El plasmido pT353 carece de este péptido seial y por tanto
permite la expresion citoplasmatica de LmaCK1-streptag. Ambos son inducibles con cloruro
de cadmio o sulfato de cobre y expresan la proteina fusionada en su extremo C-terminal a una
etiqueta Strep-tag, que permite purificar la proteina por cromatografia de afinidad con

estreptavidina.

Se establecid el cultivo de células S2 de Drosophila y se realizo la transfeccion de las células
con el plasmido pT460-LmaCK1A285 o pT353-LmaCK1A285 'y con el plasmido de
seleccion pCoPuro. A las 2 semanas de seleccion de clones transfectantes se comenzo la
adaptacion de las células al medio libre de suero fetal bovino. Al mes de la transfeccion, se
realizé un ensayo de expresion, con 20mL de cultivo, tomando muestras a los 1, 3, 5y 7 dias
post-induccion con CdCl,. El analisis por SDS-PAGE y Western blot con anticuerpos anti-
Strep-tag confirman que efectivamente la proteina recombinante LmaCK1A285 se expresa,
aunque en pequefias cantidades en las células transfectadas con pT460-LmaCK1A285. La
purificacion de esta proteina por cromatografia de afinidad con estreptavidina rinde muy
pequenias cantidades de proteina, menos de 25 ug/ litro de cultivo (si asumimos que se
observa en el SDS-PAGE una banda de <50 ng). En estas condiciones, no hemos podido aiin

realizar estudios de cristalizacion, incluso si pensaramos en escalar el proceso en fermentador.
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Figura 37. Analisis de la expresion y purificacion de LmaCK1A285 a partir de células S2 de
Drosophila transfectadas con el vector pT460-LmaCk1A285. A) Analisis por western blot de la
expresion de LmaCk1A285 y LmaCk1A298 en extractos totales de células S2 transfectadas. Se utiliz6
el anticuerpo anti-Strep-tag para detectar las proteinas recombinantes. B) Cromatograma de elucion de
la purificacion de LmaCk1A285 por columna de estreptatina. C) Analisis de las fracciones obtenidas
durante la purificaciéon de LmaCk1A285 por SDS-PAGE.

iii) La MAPK LmaMPK4

Se clond la secuencia codificante de LmaMPK4 en el vector de expresion pTricHis mediante
el método de clonado convencional por PCR y enzimas de restriccion. Se transformo la cepa
de E. coli BL21 y se evalud la expresion soluble de la quinasa. En la figura 37 se muestra el
analisis por SDS-PAGE donde se observa la expresion de una banda del tamafio esperado en
el cultivo inducido. La identidad de esta proteina se confirm6 por espectrometria de masa,
coincidiendo con LmaMPK4. Sin embargo, LmaMPK4, en estas condiciones de cultivo se

expreso mayoritariamente de forma insoluble (fig 38).
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« Figura 38. Anadlisis por SDS-PAGE (10%) del cultivo no

30 inducido (NI) e inducido con 1 mM IPTG (I) de la cepa

BL21 (DE3) pLysS transformada con el vector pTricHis-

LmaMPK4 a 20°C ON Las fracciones S = fraccion soluble

. y P= fraccion insoluble; se obtuvieron por centrifugacion
25 diferencial a 15000g

Posteriormente se clon6 la secuencia codificante de LmaMPK4 en los vectores de expresion
pQES80 y pET28a por el método de clonado sin enzimas de restriccion (pQE80 y pET28a).
Dicho clonado se verificd por secuenciacion. El trabajo con estos 2 ultimos vectores formod
parte de la tesina de final de carrera y beca de iniciacion a la investigacion ANII del Lic. Juan
Andrés Imelio, que yo co-orienté en nuestro laboratorio.

Se realizaron ensayos de expresion en cultivos a pequeiia escala a 37°C utilizando las cepas
de E. coli BL21, TOPI10OF’, HMS174, C41 y RosettaBlue. Se analiz6 por SDS-PAGE el
extracto total y las fracciones soluble e insoluble por SDS-PAGE (Fig. 39). Se observa una
sobre-expresion de LmaMPK4 en todas las cepas evaluadas. Sin embargo, la banda esperada
de aproximadamente 44 kDa se observa mayoritariamente en las fracciones insolubles. Solo
en las fracciones solubles de las cepas BL21 y HMS174, se aprecia una tenue banda del
tamafio esperado. Decidimos por ello estudiar en mayor detalle la sobre-expresion de
LmaMPK4 en las cepas BL21 y HMS174 a 20°C, en busqueda de obtener un mejor
rendimiento de LmaMPK4 soluble.
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Figura 39. Anélisis por SDS-PAGE (10%) de la expresion de LmaMPK4 usando el plasmido de
expresion pQE80 a 37°C por 3 hs. en las cepas de E. coli: (a) TOP10F’ (azul), RosettaBlue (verde) y
C41 (rojo); (b) BL21 (violeta), HMS174 (naranja) y C41 (rojo). Para la induccion se utilizo IPTG 1
mM. Se sembraron 15 pL de muestra con P-mercaptoetanol en cada pocillo, con previa
desnaturalizacion a 100°C por 5 min. Las flechas negras indican la banda correspondiente a
LmaMPK4 (peso molecular tedrico: 44 kDa). NI: fracciéon no inducida; T: extracto total; S: fraccion
soluble; P: fraccion insoluble; M: marcadores de peso molecular.

El andlisis por SDS-PAGE de las fracciones obtenidas a 20 °C (Figura 40) revelé un mayor
rendimiento en la producciéon de LmaMPK4 soluble, en relacion a la expresion a 37 °C. La
banda de mayor intensidad correspondiente a proteina soluble fue observada con la cepa
BL21. De cualquier modo, la expresion de LmaMPK4 en todos los casos sigui6 siendo
mayoritariamente insoluble.

Con el objetivo de confirmar la identidad de la proteina sobre-expresada, asi como de evaluar
si el rendimiento obtenido por litro de cultivo es suficiente para nuestros subsiguientes
estudios, se realizaron ensayos de expresion en 0,5 L de cultivo (BL21 inducida ON a 20 °C),
se separd la fraccion soluble y se purifico mediante IMAC en condiciones nativas (Figura 41).
Se realiz6 una elucion por gradiente de imidazol, se analiz6 la pureza y rendimiento por SDS-
PAGE y Western blot. Se observa la presencia proteinas de diferentes tamafios que eluyen

como contaminantes inespecificos.

100N

kDa

80

40

25



MWNI I S P NI S P

Figura 40. Analisis por SDS-PAGE 10% de la
expresion de pQE80-LmaMPK4 a 20°C o.n. en
distintas cepas de E. coli HMS174 (izquierda) y
BL21 (derecha) NI: fraccion no inducida; I: extracto
total; S: fraccion soluble; P: fraccion insoluble;MW:
marcadores de peso molecular.

En el SDS-PAGE de la figura 42 se observa el analisis de la purificacion de LmaMPK4 a
partir de la cepa BL21. Se observa una banda de aproximadamente 44kDa que podria
corresponder a LmaMPK4, en las fracciones de elucion C4 a C8. Sin embargo, por
espectrometria de masas, se determiné que LmaMPK4 se ubica en una banda de menor peso
molecular, mas tenue, que se observa claramente en C8. De esta manera, se determiné la
presencia LmaMPK4 en forma soluble, aunque en bajas cantidades (menos de 1ug por litro de
cultivo). Adicionalmente, tras purificacion por afinidad a niquel se determind que la proteina
eluye con contaminantes. Estas cantidades de proteina son insuficientes para posteriores

estudios estructurales.

Figura 41. Cromatograma de
purificacion por afinidad a niquel de
fraccion soluble de BL21 tras
expresion a 20°C. Grafico azul:
perfil de elucion (mU Az vs mL
elucion); grafico verde: gradiente
lineal de imidazol (4-100% en 30
mins.).
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Figura 42. (a) Evaluacion por SDS-PAGE de las fracciones eluidas C4 a C8. Se incluyo en el analisis
las fracciones no inducida (NI), insoluble (P), soluble (S) y flowthrough o componentes no unidos a la
columna (FT). MW: marcadores de peso molecular. (b) Western blot revelado con anticuerpo anti-
His-tag de las fracciones eluidas C4 a C10 y la fracciéon no inducida. La sefial del anticuerpo
secundario se observo cerca de los ~44 kDa.

Con el fin de optimizar el paso de purificacion por afinidad a metal inmovilizado, se empled
alternativamente cromatografia de afinidad a cobalto (Figura 43a). El pico de absorbancia del
cromatograma de elucion fue analizado por SDS-PAGE (Figura 43b). Se identifica un banda
tenue del tamafio esperado para LmaMPK4 y muchas otras bandas que podrian ser
contaminantes. Adicionalmente, teniendo en cuenta el punto isoeléctrico de LmaMPK4
(~6,2), se realiz6 cromatografia de intercambio i6nico con buffer A (20 mM Tris pH 8,5, 100
mM NaCl) y un gradiente lineal de buffer B (20 mM Tris pH 8,5, 500 mM NacCl). Dado que a
pH 8,5 la proteina se encuentra cargada negativamente, se empled una matriz cargada
positivamente (monoQ, GE) para permitir su unioén (intercambio anidnico). El andlisis por
SDS-PAGE de los eluatos correspondientes a los picos de absorbancia no reveld presencia

detectable de LmaMPK4 (datos no mostrados).
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Figura 43. (a) Cromatograma de purificacion por afinidad a cobalto de fraccion soluble de BL21 tras
expresion a 20 °C. Grafico azul: perfil de elucion (mUA,gy vs mL elucidn); grafico verde: gradiente
lineal de imidazol (4-100% en 30 mins.). (b) Evaluaciéon del pico de absorbancia por SDS-PAGE
(10% acrilamida) de los eluatos B11 a C3, sembrando 20 uL. de muestra con b-mercaptoetanol en cada
pocillo. Se incluy6 en el andlisis las fracciones no inducida (NI), soluble (S), insoluble (P) y
flowthrough (FT), sembrando 10 pL. de muestra con B-mercaptoetanol en cada pocillo. En todos los
casos se desnaturaliz6 a 100°C por 5 mins. M: marcadores de peso molecular. La flecha negra indica
la banda correspondiente a PK4 (peso molecular teérico: 44 kDa).

Avanzando en la exploracion de alternativas para expresar LmaMPK4 en forma soluble, se
ensayd la induccion de la expresion de la proteina bajo el control transcripcional de un
promotor que emplea la polimerasa T7, de distinto origen (a partir del vector pET28a). Se
realizaron ensayos de expresion a pequefia escala (10 mL de cultivo) a 37°C mediante
inducciéon con 1m IPTG utilizando las cepas de E. coli BL21, C41 y RosettaBlue, y se analizo
el extracto total y las fracciones soluble e insoluble por SDS-PAGE (Figuras 44 a, b, c). Se
logrd sobre-expresar LmaMPK4 en todas las cepas, sin embargo, el cambio de promotor no
resultd en una mejora del rendimiento de expresion soluble: LmaMPK4 nuevamente se
mostrd presente mayoritariamente como especie insoluble (excepto en la cepa BL21 donde ni

siquiera se detectd sobre-expresion).

Ante la posibilidad de tener una baja cantidad de expresion soluble, pero que pudiera ser
escalable, se decidid proceder con un ensayo de purificacion por afinidad a niquel partiendo
de mayor volumen de cultivo (500 mL), induciendo a 37°C, y utilizando la cepa Rosetta Blue
de E. coli. El perfil de elucion mediante gradiente lineal de imidazol no reveld presencia

detectable de LmaMPK4 (datos no mostrados).
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Figura 44. Analisis por SDS-PAGE al 10% de la expresion de LmaMPK4 en vector pET28a a 37°C
por 3 hs. en las cepas de E. coli: (a) BL21, (b) C41 y (¢) Rosetta Blue. Para la induccion se utilizd
IPTG 1 mM. NI: fraccion no inducida; T: extracto total; S: fraccion soluble; P: fraccidon insoluble;
MW: marcadores de peso molecular.

Muchas veces, las proteinas heterologas se expresan como fusion a otra proteina para facilitar
su plegamiento y/o aumentar su solubilidad. Se decidi6 trabajar en colaboracién con el Dr.
Agustin Correa, que generd la construccion en fusion con la proteina DsbC en el vector pET
(Correa et al., 2014). La secuencia aminoacidica de LmaMPK4 recombinante consta de 385
aminoacidos, un peso molecular teérico de 44 kDa y un punto isoeléctrico de 6.12. La fusioén
DsbC-PK4 posee 605 aminoacidos, un peso molecular teérico de 68 kDa y un punto
isoeléctrico de 6,21. La etiqueta de histidinas es agregada al extremo amino terminal de DsbC
recombinante e interrumpe su traslocacion al periplasma, truncando la secuencia sefial de
traslocacion (DDAAIQQTLAKMGIKSSDIQ) y recluyendo a la pLmaMPK4 en el citoplasma

bacteriano.

Con el fin de evaluar la expresion de la fusion DsbC-PK4, se realizaron ensayos de expresion
en 10 mL de cultivo tanto a 37 °C por 3 horas, como a 20 °C por 14 horas. Las muestras no
inducida, total, soluble e insoluble fueron posteriormente analizadas por SDS-PAGE (Figura
45). Se observo que la expresion de LmaMPK4 fusionada a DsbC (aprox 68kDa) se expresod
mayoritariamente insoluble, aunque se pudo apreciar una tenue banda a la altura del peso

esperado, en la fraccion soluble tanto a 20 °C como a 37 °C.
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Figura 45. Andlisis por SDS-PAGE al 10% de la expresion de DsbC-LmaMPK4 en vector pET, cepa
Rosetta. A 37 °C por 3 hs. (izquierda) y a 20 °C por 14 hs (derecha). Para la induccion se utilizé [IPTG
1 mM. NI: fraccion no inducida; T: extracto total; S: fraccion soluble; P: fraccion insoluble; MW:
marcadores de peso molecular.

Teniendo en cuenta el andlisis por SDS-PAGE, para la purificacion por afinidad a niquel se
realiz6 ensayo de expresion con 1L de cultivo a 20 °C. A modo de poner a punto el protocolo
de purificacién de la fusion DsbC-PK4, se empled gradiente de imidazol tanto lineal (4 a
100% en 1 hora) como escalonado (escalones de 20, 40, 65 y 100 %). El perfil de elucién por
gradiente lineal de imidazol mostr6 tres picos de absorbancia solapados a 18, 30 y 40% de
imidazol agregado, respectivamente (Figura 46a). En el andlisis por SDS-PAGE se observo en
los tres picos una banda tenue de aproximadamente 65 kDa que corresponde a DsbC-PK4,
obteniéndose en mayores cantidades que en la purificacion de LmaMPK4 sin fusion, aunque
aun en presencia de contaminantes. Este resultado fue confirmado por MS. Se observo que
DsbC-PK4 migra en el gel entre dos bandas intensas correspondientes a dos contaminantes

mayoritarios que eluyen de forma reproducible (Figura 46b).
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Figura 46. (a) Cromatograma de purificacion por afinidad a niquel de fraccion soluble de Rosetta tras
expresion a 20 °C. Grafico azul: perfil de eluciéon (mUAss vs mL elucion); grafico verde: gradiente
lineal de imidazol (4-100% en 1 h.). (b) Evaluacion del pico de absorbancia por SDS-PAGE (10%
acrilamida) de los eluatos All, D5, D9, D11, E3 y El1, sembrando 20 pL. de muestra con b-
mercaptoetanol en cada pocillo. Se incluy6 en el anélisis las fracciones no inducida (NI), soluble (S),
insoluble (P) y flowthrough (FT), sembrando 10 puL de muestra con b-mercaptoetanol en cada pocillo.
En todos los casos se desnaturalizé a 100 °C por 5 mins. M: marcadores de peso molecular. La flecha
negra indica la banda correspondiente a DsbC-PK4 (peso molecular teérico: 68 kDa).

Alternativamente, tras ensayo de expresion con 1 L de cultivo a 20 °C por 14 hs, se realizo
purificacion por afinidad a niquel empleando escalonado de imidazol, partiendo inicialmente
desde 4% de imidazol y aumentando su concentraciéon de forma escalonada a 20, 40, 65 y
100% de imidazol (Figura 47a). El perfil de elucién mostré cuatro picos de absorbancia de
aproximadamente 900, 300, 200 y 250 mUA en los escalones de 20, 40, 65 y 100% de
imidazol, respectivamente. Los picos fueron analizados por SDS-PAGE (Figura 47b), donde
se vio que DsbC-PK4 eluye a concentraciones de 40, 65 y 100% de imidazol, siendo la
fraccion mas pura la obtenida a una concentracion de 100% de imidazol. También se
observaron las bandas intensas a 20 y 40% de imidazol, correspondientes a los contaminantes
mayoritarios que eluyen de manera reproducible. Se determin6 por espectrometria de masa la
presencia de DsbC-PK4 soluble (Figuras 47) y la identidad de estos contaminantes: la
decarboxilasa de UDP-glucuronato (dUGA; peso molecular tedrico: 73 kDa) y la chaperonina
GroEL/ES (peso molecular tedrico: 55 kDa) de E. coli. La banda mayoritaria observada a la

altura de los 25 kDa corresponde a DsbC nativa monomérica.

1NA



1 MRGSHHHHHH
51 LYITDDGKHI
101 KHVITVFTDI
c) 151 KATIWCAKDKN
201 LSNGTLVPGY
251 ELPSGKKIYS
301 KRLSRVFGDL
351 LVMDLYDTDL
401 PSNLLVNADC
451 NQYTSAVDVY
501 EFLSSEAKAF
551 AKQUVMEHPYF

a)

GSSGDDAAIQ
IQGPMYDVSG
TCGYCHKLHE
KAFDDVMAGK
QPPKEMKEFL
VRGQRFEVDR
REGKRILREM
HRIIRSRQKL
ALAICDFGLA
SLGLIFAELM
ILSQPHRPAL
SKYRDAAEEA

QTLAKMGIKS
TAPVNVTNKM
QMADYNALGI
SVAPASCDVD
DEHQKMTSGK
EYDLVKVVGF
ETMTSLKHNN
TDEHLQYFMI
RDDQVMSSSD
VGRALLPGTD
SFRDLFSMAT
DAPDPFVHNH

SDIQPAPVAG MKTVLTNSGV
LLKQLNALEK EMIVYKAPQE
TVRYLAFPRQ GLDSDAEKEM
IADHYALGVQ LGVSGTPAVV
GSGSENLYF(Q GSMAQLVPLA
GACGTVCSAV ANGSGERVAI
LIRLHHFMRP QSKETFEDIY
QAFRGLHYLH SAKVMHRDLK
LTQYVVTRUY RPPEVLGHGS
YIGQLVMIVN LLGSPSIDDM
EEATDLLSKL LVFHPARRLT
SHIETKEQLR EDLWRVVEAH

601 SQLNE

Figura 47. (a) Cromatograma de purificacion por afinidad a niquel de fraccion soluble de Rosetta tras
expresion a 20 °C. Grafico azul: perfil de elucion (mUAss vs mL elucion); grafico verde: gradiente
escalonado de imidazol (4, 20, 40, 65 y 100%). (b) Andlisis por SDS-PAGE (10% acrilamida) de los
eluatos DS, E11, G3 y H9, sembrando 20 pL. de muestra con p-mercaptoetanol en cada pocillo. Se
incluyo6 en el anélisis el flowthrough (FT), sembrando 10 pL de muestra con -mercaptoetanol. En
todos los casos se desnaturalizé a 100 °C por 5 mins. M: marcadores de peso molecular. DsbC-PK4
tiene un peso molecular teérico: 68 kDa. (c) Péptidos identificados por espectometria de masa. Se
indican en rojo los aminoacidos identificados con el analisis de la banda correspondiente a DsbC-PK4
recombinante, extraida del gel de poliacrilamida. Los aminoacidos identificados se muestran sobre la
secuencia de DsbC-PK4 clonada. Se obtuvo una cobertura de secuencia del 38%.

Partiendo de un cultivo de 1 L e induciendo a 20 °C por 14 hs, se eligié proceder
realizando escalonado de imidazol. Para intentar deshacernos del contaminante dUGA, que
eluye a una concentracion de 20% de imidazol, se parti6 inicialmente con 20% de buffer B y
posteriormente se emplearon escalones de 40, 65 y 100% (Figura 48a), donde en todos se
habia constatado la elucion de DsbC-PK4 (Figura 46). El perfil de elucion muestra dos picos
de absorbancia (de 600 y 400 mUA, aproximadamente), que fueron analizados por SDS-
PAGE (Figura 48b). Se observo en el gel la presencia de bandas a la altura del tamafo
esperado de DsbC-PK4, de mayor intensidad que las observadas en gel tras la purificacion de
LmMPKA4 sin fusion.

La fusion eluyo tanto en el escalon de buffer B 40% como de 65%, siendo mayoritaria la
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elucion en éste ultimo. No se observd posterior elucion de la fusion tal como se vio en la
Figura 48b, donde DsbC-PK4 eluye con la menor cantidad de contaminantes a 100% de
imidazol. Cabe aclarar que la banda intensa correspondiente al eluato C7, rondando los 60
kDa, corresponde al contaminante GroEL/ES, y no a DsbC-PK4. Se observa claramente que
dicha proteina migra inmediatamente por debajo de DsbC-PK4 en el eluato C10 (Figura 48b).
De esta manera, es la primera vez que se obtiene PK4 soluble en cantidades significativas, de
acuerdo a lo analizado por SDS-PAGE e identificado por espectrometria de masa. El corte
con la proteasa TEV resulto en la precipitacion de PK4, por lo que se trabajo con la fusion en
la bisqueda de obtener cristales que difracten rayos X. Asi, fueron seleccionados los eluatos

D6 a D13 (10 mL de muestra) para el paso de purificacion adicional.
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Figura 48. (a) Cromatograma de purificacion por afinidad a niquel de fraccion soluble de Rosetta tras
expresion a 20 °C. Gréafico azul: perfil de elucion (mUA280 vs mL elucion); grafico verde: gradiente
escalonado de imidazol (20-40-65-100%). (b) Evaluacion de los picos de absorbancia por SDS-PAGE
(10% acrilamida) de los eluatos A5, C7, C10, D7 y D10. Se sembraron 20 pL. de muestra con b-
mercaptoetanol en cada pocillo. Se incluy6 en el andlisis el extracto total (T) y las fracciones no
inducida (NI), soluble (S), insoluble (P) y “flowthrough” o componentes no adsorbidos a la columna
(FT), donde se sembraron 5 pL. de muestra con b-mercaptoetanol. En todos los casos se desnaturalizod
a 100 °C por 5 mins. M: marcadores de peso molecular. La flecha roja indica la banda correspondiente

a DsbC-PK4 (peso molecular teérico: 68 kDa).

El paso adicional de purificacion consistio en una cromatografia de exclusion molecular por
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gel filtracion, en condiciones nativas. El perfil de elucion (Figura 49) mostré un pico de
absorbancia a 280nm de aproximadamente 120 mUA a los 116 mL de volumen total eluido.
El célculo del peso molecular de DsbC-PK4, sustituyendo su volumen de elucién en la
ecuacion observada en la Figura 20a correspondiente a la curva de calibracion de la columna,
determind que el tamafo aproximado de DsbC-PK4 es de 730 kDa, por lo que podria tratarse
de un decamero. Ensayos paralelos de dispersion de luz visible fueron consistentes con una
estructura cuaternaria decamérica de la fusion DsbC-PK4 (datos no mostrados; Agustin
Correa, comunicacion personal). De esta manera, pensamos que DsbC y PK4 pueden estar
interaccionando mediante puentes disulfuro: las condiciones oxidantes pudieron ser aportadas
por el buffer utilizado en la cromatografia de afinidad, que otorga un pH 8 que hace muy
reactivos a los tioles (Nozach et al., 2013). Para verificar esta hipotesis, se analizo la fusion
por SDS-PAGE con y sin b-mercaptoetanol (Figura 50). El analisis por gel muestra idéntica
migracion de DsbC-PK4 con y sin agente reductor, lo cual descarta posibles interacciones

mediante enlaces disulfuro covalentes.

Vouson = 549.3 - 73.9 x log(M,)

Figura 49. Segundo paso de purificacion por gel filtracion de los eluatos D7 a D10 correspondientes a
la cromatografia de afinidad a niquel mediante gradiente escalonado de imidazol (Figura 18). Se
utilizé la columna 26/60 HiLoad Superdex 200. Gréfico azul: perfil de elucion; grafico rojo:
conductancia. En la parte superior de la figura se observa la ecuacion de la funcion de calibracion de la
columna. Vion: Volumen de eluciéon en mL; log(Mr): logaritmo decimal del peso molecular.
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Rosetta con (+) y sin (-) agente reductor (B-mercaptoetanol) tras
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En colaboracion con Agustin Correa, se probaron construcciones adicionales que permiten la
expresion de PK4 fusionada a dominios conocidos por mejorar niveles de expresion soluble
de proteinas blanco; en este contexto, se sobreexpres6 PK4 fusionada por su dominio N-
terminal a la proteina de union a maltosa (MBP), lo cual no result6 en un aumento
significativo de rendimiento de PK4 soluble (datos no mostrados).

Las fracciones correspondientes al pico obtenido en la cromatografia de exclusion molecular
fueron acumuladas reduciéndose en una Unica muestra, para luego ser concentrada con
dispositivos centrifugables. El analisis espectrofotométrico a 280 nm determiné que, tras dos
pasos de purificacion y concentracion de la muestra, se obtuvieron 8§ mg/mL de DsbC-PK4.
Sin embargo, este valor no es representativo de su cantidad total, debido a que la muestra
presenta contaminantes minoritarios que, a su vez, pueden interferir con la cristalogénesis de

la proteina de interés.

Hasta el momento se rastrearon 384 condiciones iniciales independientes de cristalogénesis
por difusiéon de vapor en gota sentada a 20 °C. La proteina DsbC-PK4 estaba disuelta en el
buffer de elucion de la columna de gel filtracion. En el ensayo se obtuvieron pequefios
cristales (Figuras 5la, 52a) en dos condiciones diferentes del rastreo de cristalogénesis,
conteniendo respectivamente 0,1 M CAPS pH 10.5 y 40% (v/v) MPD (Figura 23); y 1 M
LiCl,, 0.1 M Tris pH 8.5 y 20% (p/v) PEG 6000 (Figura 24) en sus respectivos reservorios.
En ambos casos, los cristales se formaron en la gota compuesta por DsbC-LmaMPK4, 5 mM
AMP-PCP y 10 mM MgCl,. Los cristales seleccionados fueron evaluados por difraccion por

rayos X, donde los patrones de difraccion (Figuras 51b, 52b) mostraron que ninguno de los



cristales se componen de nuestra proteina de interés, debido a la ausencia de un patron de
difracciéon esperable para una proteina del tamafo y complejidad de DsbC-PK4.

Probablemente, los cristales obtenidos correspondan a sales o pequefios péptidos que no

corresponden a la proteina de interés.

Figura 51. (a) Cristales obtenidos en el rastreo de cristalogénesis de la muestra con DsbC-PK4 en gota
sentada, en reservorio compuesto de 0,1 M CAPS pH 10,5 y 40% (v/v) MPD. Los cristales se
formaron en la gota compuesta de muestra proteica (DsbC-PK4), AMP-PCP 5 mM y MgCl, 10 mM.
(b) Patron de difraccion de rayos X obtenido para los cristales.

b)

Figura 52. (a) Cristales obtenidos en el rastreo de cristalogénesis de la muestra con DsbC-PK4 en gota
sentada, en reservorio de 90 uL compuesto de 1 M LiCl,, 0,1 M Tris pH 8,5 y 20% (p/v) PEG 6000.
Los cristales se formaron en la gota compuesta de muestra proteica (DsbC-PK4), AMP-PCP 5 mM y
MgCl, 10 mM. (b) Patron de difraccion de rayos X obtenido para los cristales.



iv) La MAPK LmaMPK10

El inserto codificante de LmaMPK10 fue subclonado por PCR desde el vector pGEM (cedido
amablemente por G. Spaeth, Institut Pasteur, Paris) al vector de expresion pQE80-TEV. Se
utilizaron primers especificos con extremos 5' con sitios para la enzimas de restriccion que
permitieron el correcto clonado. El clonado se verifico por secuenciacion automatica.

Se realizaron ensayos de expresion con el vector pQE80-TEV-LmaMPK10 en la cepa de E.
coli Topl10 F’, a 20°C y 37°C con induccion con ImM IPTG ON 6 4 hs, respectivamente. Las
fracciones de cultivo inducidas y no inducidas, asi como el fraccionamiento de las proteinas
solubles e insolubles se analizaron por SDS-PAGE (Fig. 53). Se observé la induccion de una
proteina del peso molecular esperado (~45 kDa). El analisis de las fracciones soluble e
insoluble mostr6 que una gran fraccion de la proteina sobre-expresada se expresa de forma

soluble, y esto es mas notorio cuando se induce a 20°C (Fig. 53).
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Figura 53. Anélisis por SDS-PAGE de la expresion de LmaMPK10 FL (full lenght) en E. coli Top10F’
y distribucion de las fracciones Soluble (S) e insoluble (P). (T) corresponde al extracto de proteinas
totales. (NI) corresponde al extracto total de proteinas de un cultivo no inducido. Las células Top10F’
fueron cosechadas, lisadas y fraccionadas el S y P por centrifugacion. El gel de acrilamida se realizo al
10 % y se tifid con azul de Coomassie.



Expresion y purificacion de LmaMPK10

Con el fin de purificar LmaMPK10 se escalo el proceso de expresion. Se realizo un cultivo de
un litro inducido para la expresion de LmaMPK10 ON a 20°C. Las células se cosecharon, se
lisaron y se obtuvo la fraccion soluble por centrifugacion a 15000g. Se realiz6é un primer paso
de purificacion en cromatografia de afinidad a metales a partir de la fraccion de proteinas. Se
aplico un gradiente lineal de imidazol para la elucion de las proteinas unidas a la columna en
el cual se obtuvo un pico de eluciéon de mas de 2UAbs de aproximadamente 4mL (Fig. 54).
Todas las fracciones obtenidas durante el proceso de purificacion fueron analizadas por SDS-
PAGE (Fig. 54), confirmando la purificaciéon de una proteina de aproximadamente 45kDa con
muy buen rendimiento. La identidad de la proteina mayoritaria fue analizada por MS, siendo
identificada como LmaMPK10. Mediante la cuantificacion por espectrofotometria de las
proteinas purificadas se realizé un estimativo del rendimiento de LmaMPK10 soluble, siendo
de 7-10mg/L de cultivo. Este resultado permitié continuar con los objetivos de la tesis

descritos anteriormente.
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Figura 54. Cromatograma de elucion de His-LmaMPK10 por IMAC. LmaMPK10 se purificd a partir
de la fraccion soluble (S) de un cultivo de 1L de LB crecido on a 20°C. Las fracciones del cultivo no
inducido (NI), la fraccion soluble de proteinas (S) asi como las diferentes fracciones colectadas
durante la IMAC se analizaron por SDS-PAGE (10%).



La construccion empleada para la expresion de LmaMPK10, agrega una etiqueta de histidinas
en el extremo N-t de la proteina. Si bien esto es muy util para la purificacion de la proteina de
interés, otras veces puede afectar el comportamiento de la proteina en subsiguientes
aplicaciones. Por este motivo se intentd remover dicha etiqueta mediante el corte especifico
con la proteasa TEV. Luego del paso de purificacion por IMAC, se agruparon las fracciones
correspondientes al pico de elucion y LmaMPK10 fue sometida a prote6lisis de la etiqueta de
histidinas con la proteasa TEV durante una didlisis ON a 4°C. La protedlisis de la etiqueta de

histidinas fue evaluada mediante SDS-PAGE (Figura 55).
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Figura 55. Analisis por SDS-PAGE de la digestion del extremo N-terminal de LmaMPK10 tras la
incubacion con la proteasa TEV. 1) LmaMPK10 incubada con TEV ON en didlisis y repurificada de la
fraccion no unida de una segunda IMAC, 2)LmaMPK10 sin digerir.

A continuacién se sometido a LmaMPK10 a una cromatografia de exclusion molecular G-75
(fig. 56) con el fin de obtener una preparacion que no sea s6lo quimicamente pura, sino
también conformacionalmente homogénea. El andlisis del perfil de elucion revela que la
proteina eluye principalmente como mondémero de aprox 45kDa. La proteina luego fue
concentrada por ultrafiltracion llegando a obtener una solucion de proteinas de hasta
50mg/mL, pero decidimos trabajar con una soluciéon de 10 mg/mL. La concentracion de

proteinas se determind por absorbancia a 260 nm.
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Figura 56. Cromatograma de elucion LmaMPKI10 de una superdex 75. Las fracciones que
corresponden al pico principal fueron agrupadas y concentradas por centricon. La soluciéon de proteina
fue conservada a 4°C en Tris 20mM pH 8.5, NaCIl 100mM.

Rastreo de condiciones de cristalizacién de LmaMPK10

Se realizO una busqueda inicial de condiciones de cristalizacion, usando el robot
Honeybee963, lo que permitid6 evaluar 384 condiciones (Suite de Screenings JCSG Core
(Qiagen, Venlo, Paises Bajos)). Se identificaron 3 condiciones iniciales con crecimiento

cristalino:

1. 0.1 M MES pH 6; 1.2 M AMSO4 (screening robot JCSG)
2. 0.1 M Cacodilato-Na pH 6.5; 1.26 M AmSO4 (screening robot JCSG)
3. 0.1 M MES pH 6.5; 1.6 M AMSO4, 10 % dioxano (screening robot JCSG)

En todas ellas los cristales tenias un aspecto similar, pequefios y con habito de crecimiento en
aguja. En algunos casos se observaban ramilletes de agujas. Se intentd optimizar el habito de
estos cristales, de forma manual, mediante el método de difusion de vapor en gota colgante,
variando las condiciones iniciales de cristalizacion (precipitante, pH, aditivos, etc) y se logro

obtener pequeiias barras individuales en la condicion:

1. 0.1 M Cacodilato-Na pH 6.7; 1.26 M AmSO4 (optimizando)



Ademas, como todas las condiciones encontradas de cristalizacion de LmaMPK10 poseen
sulfato de amonio como precipitante, se realizd un rastreo manual utilizando el kit de 96
condiciones en base a sulfato de amonio (QIAGEN), lo que brind6é una nueva condicion de

cristalizacion:
1. 0.05 M Tri-citrato-Na; 1.2 M AmSO4, 3% isopropanol (screening manual AmSO4)

Si bien se encontraron varias condiciones donde se desarrollaban cristales de LmaMPK10,
estos no cambiaron su aspecto (Fig. 57). Se intenté la estrategia de microsembrado de
cristales, que muchas veces permite la obtencion de cristales de mayor tamafio mediante el
agregado de semillas de cristal preformadas a una gota fresca que permita el crecimiento del
cristal, evitando asi la etapa de nucleacién. Pero esta estrategia no generd el resultado

esperado.

Figura 57. Imagenes captadas con lupa de cristales de LmaMPK10 en gotas colgantes obtenidas en
A) 0.1 M MES pH 6-7; 1.2 M AMSO4 y B) 0,1 Cacodilato de sodio pH 6,7-6,9; 1,26M Sulfato de
amonio.



Ensayos iniciales de difraccion de rayos X

Los cristales de LmaMPK10 fueron utilizados para realizar experimentos de difraccion, con el
fin de obtener una caracterizacion cristalografica inicial (calidad de difraccion, y
eventualmente determinacion de elementos de simetria y grupo de espacio). Para esto fue
necesario “pescar” los cristales con un lazo bajo lupa, incubarlos en la solucion de
crioproteccion y congelarlos en nitrogeno liquido. Por ultimo, el cristal en su lazo fue
montado en el gonidometro para la colecta inicial de imdgenes. Este procedimiento para los
cristales de LmaMPK10 fue sumamente laborioso debido al pequefio tamano de los cristales,
baja densidad y su capacidad de formar cristales como ramilletes lo que dificultaba la “pesca”
de cristales Unicos. De todas maneras, tras muchos intentos se logré con éxito el
procedimiento. Si bien estos experimentos mostraron difraccidon a baja resolucion, indicando
que se trata de cristales de proteina, nunca se logré mejorar estos patrones de difraccion como
para permitir extraer informacién molecular 1til (la resoluciéon fue tipicamente tan baja, que
no se logréd tampoco determinar el grupo de espacio de estas formas cristalinas sin
ambigiiedad). Para descartar que los cristales de LmaMPK10 fueran dafiados por el agente
utilizado como crioprotector, se procedié a evaluar otros agentes criopreservantes como
sacarosa y etilenglicol, ademds de intentar la colecta de datos a temperatura ambiente. Estas
estrategias fracasaron generando siempre datos de baja resolucion.

Se enviaron cristales congelados en nitrégeno liquido de LmaMPK10 a los sincrotrones de
ALS en Berkeley, USA asi como a SOLEIL, Francia, sin tener mejoras detectables en los
datos colectados. Asi se descartd que nuestra fuente de rayos X no fuera lo suficientemente
intensa para medir los “microcristales” de LmaMPK10.

Este resultado podria deberse a que las moléculas de proteina tiene mucha flexibilidad en
alguna porcion, lo que puede introducir defectos de crecimiento en los cristales: el desorden
resultante se manifiesta entre otras cosas por el muy pequefio tamafio de los cristales (que
detienen tempranamente su crecimiento por acumulaciéon de defectos), y sobre todo por
difraccion de baja resolucion. Siguiendo esta hipdtesis, se disefid un experimento de

protedlisis limitada para detectar bucles o regiones desestructuradas dentro de la proteina.

Proteolisis limitada y disefio de la variante truncada LmaMPK10AC

En cristalografia de proteinas es comun utilizar a la protedlisis limitada para detectar regiones
globulares de las proteinas, y aumentar las chances de obtener cristales bien empaquetados.
Asi, en la Figura 58, se muestra el perfil de digestion obtenido durante un ensayo de

protedlisis controlada con tripsina, revelando la presencia de cortes muy tempranos, pero



también de la aparicion de un nucleo resistente de LmaMPK10 a la proteasa. Este nucleo
resistente fue analizado por espectrometria de masas, pudiendo determinar que se trata de la
proteina LmaMPK10 pero sin los Gltimos 46 residuos en su extremo C-terminal. Si bien era
posible el rastreo de condiciones de cristalizacion con este nlicleo de proteina estable,
decidimos disefiar una construccidon capaz de expresar la proteina truncada. Se procedié al
clonado de la secuencia codificante de LmaMPK10 de manera de eliminar los Ultimos 46
residuos C-terminales, en el vector pQES8OL-TEV para posteriormente evaluar de su

expresion. Dicha proteina truncada en el C-t, la llamaremos LmaMPK10AC.
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Figura 58. Analisis por SDS-PAGE de la digestion LmaMPK10 recombinante con tripsina. Se
incubaron 5Sug de proteina por carril en relacion tripsina:LmaMPK10 1:200. La digestion de realizo a
temperatura ambiente. Se identifico el core resistente a la proteolisis por MS.

Expresion y purificacion de LmaMPK10AC

Se realizaron ensayos de expresion de pQE80-TEV-LmaMPKI10AC en la cepa de E. coli
Top10 F’, a 20°C induciendo con 1mM IPTG ON. Se detectd la sobre-expresion soluble de

una proteina del tamafio molecular esperado (41 kDa) (Fig. 59).
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Figura 59. Analisis por SDS-PAGE de la expresion y purificacion de LmaMPK10AC en E. coli
ToplOF’. Las fracciones analizadas: (NI) corresponde al extracto total de proteinas de un cultivo no
inducido y (S) a la las fraccion Soluble, (FT) a la fracciéon no unida a la IMAC y las fracciones de
elucién que corresponden al cromatograma de la izquierda (E1-F2) El gel de acrilamida se realiz6 al
10 % y se tifid con azul de Coomassie.

Para optimizar el protocolo de purificacion de LmaMPK10AC, se siguié la misma estrategia
descripta mas arriba para LmaMPKI10 entera. Se logré purificar LmaMPKI10AC con un
rendimiento de 15-18 mg de proteina por litro de cultivo (Fig. 59). La proteina se incub6 con
la proteasa TEV con el fin de remover la etiqueta de histidinas durante una dialisis ON. La
ultima etapa de purificacion fue también una cromatografia de exclusion molecular con el fin
de cambiar el buffer, bajar la concentracion de sales y de imidazol, y a la vez obtener una
solucion de proteina homogénea para avanzar en estudios cristalograficos. La solucion de

proteinas fue concentrada por ultrafiltracion hasta 10mg/mL.

Rastreo de condiciones de cristalizaciéon de LmaMPK10AC

Se evaluaron las condiciones de cristalizacion previamente encontradas para LmaMPK10
pero ninguna de ellas gener?6 cristales. La proteina LmaMPK10AC claramente se comport6 de
forma diferencial frente a la proteina nativa. Se sometié entonces a la LmaMPK10AC a un
rastreo de 384 condiciones (Kit JCSG-Qiagen) de cristalizacion que se diferencian en buffers,
sales, pH y aditivos, utilizando el robot Honeybee963. Se logré identificar una sola condicion
en la que aparecieron cristales al cabo de 4 dias (Fig. 60): 0.1M Hepes pH 7.5; 20% PEG
4000; 10% isopropanol.



Figura 60. Imagenes captadas con lupa de cristales de LmaMPK10AC en gotas colgantes obtenidas en
la optimizacion de la condicion 0.1M Hepes pH 7.5; 20% PEG 4000; 10 % isopropanol, 5% glicerol.

Optimizacion de cristales de LmaMPK10AC

La optimizacion de las condiciones de cristalogénesis fue realizada manualmente, usando el
método de difusion de vapor en gota colgante. Se procedié a variar la condiciéon de
cristalizacion encontrada inicialmente, modificando en forma sistematica el agregado de 5%
de isopropanol y disminuyendo a 12% el precipitante PEG 4000 . Esta estrategia demostro ser
exitosa, los cristales crecieron hasta mayor tamafio, y con hébitos de crecimiento que
resultaron en facetas bien definidas (Fig. 61). Lo que es mas importante, estos cambios se
reflejaron en significativas mejoras en los experimentos de difraccion de rayos X, como se

describe a continuacion.
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Figura 61. Optimizaciéon de las condiciones de cristalizacion de LmaMPKI10AC. Inicialmente

difractando los rayos X hasta 3.2A de resolucién, la optimizacion permitié obtener cristales que
difractan tipicamente a resolucion casi atémica (1.9A).

Difraccién de rayos X y colecta de datos

Los mejores cristales de LmaMPK10AC fueron crioprotegidos con una solucion conteniendo
licor madre y 20% de glicerol y luego congelados rédpidamente en nitrégeno liquido. Se
pescaron con bucles de nylon, y se montaron en la cabeza goniométrica del equipo de
difraccion con que se cuenta en el Institut Pasteur de Montevideo. Se midieron una serie de
imagenes para determinar que se trata de cristales de proteina, y asimismo se pudo avanzar en
una primera caracterizacion de elementos de simetria. Estos cristales de LmaMPKI10AC
pertenecen al grupo puntual 422, compatible con el sistema cristalino tetragonal, y en
principio sugiriendo una red primitiva. Inicialmente difractaron a una resolucién de ~3.2A.
Tras la optimizacion manual de las condiciones de cristalogénesis, la resolucion fue
paulatinamente mejorando, llegando a ~1.9A. Se colecté un juego de datos completo
utilizando el detector MAR345 del instrumento de difraccién que tenemos en el laboratorio.
La estrategia de colecta de datos se calculo en el programa MOSFLM (Powell, 1999) (sub-
rutina STRATEGY) y depende de la geometria del cristal. Por este motivo, se tomaron 2 fotos
preliminares colectadas a 90° una de otra, y esto permitié el analisis de la geometria del
cristal. Asi, dada su simetria tetragonal 422, el juego de datos completo se conformé de 60
imagenes tomadas a una distancia cristal-detector de 135mm, con 0.75 grados de oscilacion

por imagen, cubriendo un rango de 45°.
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Figura 62. Imagen de difraccion de rayos X representativa de la difraccion de LmaMPKI10AC.
LmaMPKI10AC cristalizé en el grupo puntual 422 (mas tarde se confirmaria que se trata del grupo de
espacio P4;2,2), y se colectaron juegos de datos completos en el laboratorio usando un detector de
area MAR345 (Mar Research).

Procesamiento de datos de difraccidén de rayos X

Los datos se procesaron con el paquete de programas de CCP4 (Collaborative Computational
Numero del Proyecto 4, 1994). El indexado e integraciéon se realizd con el programa
MOSFLM, el escalado y “merging” con SCALA y la reduccion de intensidades a amplitudes
(y andlisis concomitante de datos de distribucion de intensidades) con TRUNCATE. Para
avanzar en la determinacion de elementos de simetria hacia la definicion del grupo de espacio,
las imagenes de difraccion fueron evaluadas en el espacio reciproco (usando HKLVIEW) en
particular para ver extinciones sistematicas y elementos de traslacion y rotacion en la celda

cristalina; también se avanzd en estos analisis calculando mapas de auto-rotacion (con
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MOLREP) usando los valores de intensidad de las reflexiones indexadas. Esto nos permitio
avanzar en la deficnicion del grupo de espacio y se pudo inferir que los ejes b y ¢ se
corresponden probablemente con ejes helicoidales por lo que hay una sugerencia fuerte de que
el eje b sea 2,y que el c sea 43 0 4,. La determinacion del grupo de espacio es importante para
el analisis de los datos y la obtencion de una solucion estructural. En nuestro caso, el grupo de
espacio s6lo se pudo definir evaluando las posibles soluciones en la etapa de reemplazo
molecular (como se describe mas adelante), dado que los grupos de espacio alternativos
P4;2,2 y P4,2,2 son indistinguibles en base solo al patron de intensidades de difraccion

medidas.

Determinacion de la estructura 3D de LmaMPK10AC

Las fases de LmaMPKI10AC se obtuvieron por reemplazo molecular.Trapani & Navaza,
2008) Esta estrategia utiliza fases de una estructura conocida de otra proteina, siempre que
ésta tenga una similitud estructural significativa con la estructura que se quiere resolver. Asi
en nuestro caso, se utilizé6 como sonda de busqueda de reemplazo molecular la estructura de la
MAPK p38a humana (PDB 3HV3), proteina que muestra 38% de identidad de secuencia con
LmaMPK10, y que por ende se prevé tenga suficiente homologia estructural. Se contrastaron
los coeficientes de las funciones de rotacidn, traslacion y de “fitting” y eligieron las mejores
soluciones. Las soluciones fueron evaluadas por la visualizacion del empaquetamiento, sin
choques entre moléculas vecinas y a la vez asegurando un empaquetamiento continuo
consistente con un cristal 3D. Se observé un mondémero de proteina por unidad simétrica. Y
se confirmd el grupo de espacio P432,2. Una vez resuelta la estructura, se realizd el
refinamiento en espacio reciproco utilizando inicialmente el programa Refmac5 ( Murshudov
et al., 1997) y luego el programa Phenix.refine (Adams et al., 2002). La estrategia inicial de
refinamiento utilizada incluyd 2 dominios TLS (Translation Libration and Screw) (Winn et
al., 2001) que se definieron correspondiendo separadamente al dominio N-terminal y C-
terminal de la proteina, y un retemplado simulado (“simulated annealing”) en los primeros
ciclos. También se consideraron los factores B atdmicos isotropicos. La estrategia global fue
conservativa, dada la baja resoluciéon inicial de los datos a 3.2 A lo que redujo
significativamente el factor Rgee. El refinamiento se realiz6 de forma ciclica, iterando con re-
construccion manual del modelo en espacio real (utilizando los mapas de densidad electronica
como guia) utilizando el programa Coot (Emsley & Cowtan, 2004.

A medida que se avanzo con el refinamiento, los mapas de densidad electronica fueron de
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creciente calidad (Figura 64). En particular, el 16bulo C-terminal mostré mapas de excelente
calidad, mientras que la region correspondiente al lobulo N-terminal mostr6 regiones menos
definidas, o bien mapas con cociente sefial/ruido mas bajo. Estos mapas permitieron la
construccion del modelo atdmico de la mayoria de los residuos de la proteina, excluyendo los
4 primeros N-terminales, el ultimo aminoacido C-terminal, y la zona comprendida entre las
posiciones 180-194. Este ultimo segmento corresponde al bucle de activacion, y aunque la
densidad electronica era visible, no fue suficientemente clara para plantear una interpretacion
inequivoca, sugiriendo una alta flexibilidad o la presencia de conformaciones alternativas, no
distinguibles a esta resolucion. También se excluyeron del modelo las cadenas laterales de 14
residuos (Glu 6, Ile 29, Ser 31, Ile 46, Val 57, Ser 58, Asp 59, Arg 61, Thr 62, Lys 350, Glu
357, Arg 358) por motivos similares. Los factores B de esas partes modeladas dentro de los
mapas de densidad electronica, son extremadamente altos, algo que se discutird mas adelante.
La obtenciéon de datos a mayor resolucion (1.95 A) también permitié mejorar los mapas de
densidad electronica y utilizar programas como Arp/wArp (Morris et al., 2003) para la
(re)construccion automatizada del modelo. Los ciclos finales de refinamiento se realizaron
con el programa BUSTER (Smart et al., 2012). La resoluciéon alcanzada permitié refinar
moléculas de agua estructurales. Por otro lado, el agua no estructurada ocupo el 52% de la
unidad asimétrica.

Los parametros Ryo/Reee €volucionaron favorablemente a lo largo de los ciclos de
refinamiento desde valores de 49/50 % convirgiendo a valores de 19/22%. Los parametros del
modelo se encuentran dentro del promedio en comparacion con estructuras conocidas de
similar resolucion. Como muestra la figura 63, todos los residuos de la estructura se
encuentran en regiones permitidas del grafico de Ramachandran, con el 96.3% en regiones
favorecidas. En cambio, si observamos el pardmetro del coeficiente de correlacion de la
densidad electronica comparando densidad observada con la calculada a partir del modelo
refinado final (CC=0.886) estd mas bajo de lo esperado. Esto se explica por la densidad
electronica débil en varias regiones del 16bulo N-terminal. Si bien el modelo fue trazado en
este lobulo en su gran mayoria (sobre todo en la cadena principal), probablemente

corresponde con secciones de la proteina de gran flexibilidad.
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MolProbity Ramachandran analysis
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Figura 63. Grafico de Ramachandran para el modelo 3PG1 de LmaMPK10AC obtenido de

MolProbity.
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Figura 64. Una vista del mapa de densidad electronica refinado (2mFps-DF.y) de LmaMPK10AC

contorneado a un nivel de 10. Imagen obtenida con el programa Coot.

Deposito de la estructura cristalografica

El modelo estructural obtenido fue depositado en el banco de datos PDB (Protein Data Bank),

con codigo 3PGl.
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Tablal1. Paramentros cristalograficos de LmaMPK10AC

| LmaMPK10AC
Iﬁmm.smm P4.2.2
M in n r 1
|Contenido de solvente (95) 52.4
Longitud de onda {A) 1.5418
Rasolucidn (A) 3 28,731,985 (2.06-1.95)
110807
35(3.5)
98,3 (37.4)
50(53.7)
158(1,4)
B1,26
129.38
28.73-1.95
R, . [N° refs] c 0,192 [29996]
[Riuee [N° refs] ¢ 0,224 [1638)
Rms de enlace (A) 0,011
Rms de &ngulos () 1.07
[Atomos de proteinas no hidrégenos 2706
|Atomos de agua 153
Atomos de ligandos
236
adio de cadena pal (A% 51.9
B promedio de cadenas laterales (A%) 55.5
actor B promedio de aguas (A7) 52.7
Factor B promedio de ligandos (A7)
[Coaficienta da comelacitn de mapa vs madalo (General/ local) d 0.84/088
N* rasiduos en regiones del grafico de ramachandran 337/325/0
{Parmitidos/favorables/no permitides) &
Cédigo 1D de la Protsin Data Bank 3PG1

a Los valores entre paréntesis aplican a la capa de mayor resolucion.

b Rmeas = Xh:\/Nh/(Nh — 1)ZI:|I, —(I:|:)|/§:XI:I:|:;

Nh es la multiplicidad para cada refleccion, li es la intensidad i, observada de la refleccion h, <I> es el

promedio de intensidades de todas las reflecciones h, siendo I+ =1/Nn>_(I) or Ii.))
i
z,,: se toma sobre todas las reflecciones; se toma ; sobre todas las observaciones de cada
refleccion

R= Y"|F(h)obs — F(h)calc|/ S"|F (h)obs|; Reryst y Rfree se calculqron usapdo el juegg de
h h reflecciones hkl de trabajo y testigo respectivamente

d Calculado con Phenix get cc mtz_pdb (Adams et al., 2002).
e Calculado con Molprobity (Chen et al., 2010).
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CAPITULO 11

Anadlisis estructural y bioguimico de la MAPK LmaMPKI(0 y de mutantes seleccionados:

identificacion de determinantes en la plasticidad y potenciales mecanismos de regulacion

de la actividad.

La estructura de LmaMPK10AC fue el primer reporte de una estructura de una MAPK de
tripanosomatidos. Presenta la estructura cléasica, bi-lobular de las ePKs. El 16bulo C-terminal
estd compuesto exclusivamente por a-hélices, mientras que el N-terminal estd formado
principalmente por hebras f§ formando una hoja 8, y hay dos a-hélices que forman parte de
este lobulo, la aC, y una hélice C-terminal que vuelve desde el 16bulo C-terminal y se pliega
sobre el N-terminal, que es tipica de MAPKs. En la interfaz entre ambos l6bulos se ubica el
sitio de union al ATP. El l6bulo N-terminal (N-t) y la tltima extensiéon C-terminal tienen
diferencias estructurales respecto a otras MAPKs como ERK2 y p38 que se detallardn mas
adelante. Como se observa en la figura 62, el 16bulo N-t incluye 5 hebras 8 estructuralmente
conservadas (B1- B5), rodeadas por 3 hélices alfa expuestas al solvente: las mencionadas
hélice aC altamente conservada, la hélice C-terminal all, y una a-hélice al comienzo de la
proteina, la hélice al, conformada por los primeros residuos de la secuencia de
LmaMPK10AC. Esta hélice estd generalmente ausente de todas las MAPKs conocidas de
vertebrados, donde encontramos una hoja 3 conformada por dos hebras; con lo que parece ser
una caracteristica comtin en estas proteinas de Trypanosomatidos. Esta observacion es
reforzada por el reciente reporte de una MAPK putativa de L. donovani (LDBPK 331470;
4QNY) que presenta una hélice similar y en la misma orientacion que LmaMPK10. Ademas,
en la estructura de GSK-1 de Leishmani (otra GMGC) también se observa la presencia de una
a-hélice N-terminal, pero ésta adopta una orientacion totalmente distinta a la de
LmaMPK10AC; rotada aprox 90° lo que podria hablar de una caracteristica més general de
quinasas de Tripanosomatidos. En cambio, la recientemente conocida estructura de la
MAPK3 de L. donovani (LdABPK 100540; 402Z) carece de este tipo de elementos de
estructura secundaria y en cambio se obreva la clasica hoja § conformada por 2 hebras.
Podemos también observar una pequeiia insercién unica de LmaMPK10AC (ausente en otras
quinasas conocidas), en su lobulo N-terminal, y estructurada en forma de una horquilla
(residuos 55-63). Esta horquilla se ubica topolégicamente antes de la hélice aC, una hélice
importante que controla la regulacion de la activacion de las ePQs.

La bisagra entre los l6bulos N-t y C-t ( residuos 113-116) es corta y se localiza justo después
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del residuo ““gatekeeper” (Thr 112), importante en permitir la unién del ATP al bolsillo de
unién al nucledtido. Generalmente la presencia de residuos voluminosos (ej: Met) hace que
las quinasas tengan menor actividad catalitica (Emrick et al., 2006; Azam et al., 2008).

El 16bulo C-terminal estd mejor conservado, y es muy semejante al de otras protein-quinasas
conocidas. Estd constituido casi exclusivamente por elementos de estructura secundaria
helicoidales, salvo por una pequeia hoja  de 3 hebras (f6-p8) localizada cerca de la
superficie de union al sustrato.

La tltima a-hélice (al1), proviene del extremo C-terminal, pero volviendo sobre el 16bulo N-
terminal y formando parte del plegamiento de éste ultimo, lo cual es caracteristico de todas las
MAPKs.

Entre las hélices oG y la aH se insertan 2 hélices formando una insercion tipica de MAPKs
(llamada MKI, comformada por las hélices a7 y a8) (Kannan & Neuwald, 2004). Se ha
descripto en ERK1/2 la existencia de un motivo Ser-Pro-Ser (SPS) en la MKI, que
funcionaria como una sefial de localizacion nuclear no-candnica regulada por la fosforilacion
de Ser (Chuderland et al., 2008 Plotnikov et al., 2011). En LmaMPK 10, también encontramos
el motivo SPS en la MKI, aunque no es estructuralmente equivalente al de ERK (en el sitio
equivalente se encuentra un motivo Thr-Pro-Lys en LmaMPK10): en LmaMPK10 el SPS se

localiza en el lado opuesto de la MKI, y est4 bien expuesto al solvente.

En la figura 65 se representa la estructura molecular de LmaMPK10AC, destacando todos los
elementos previamente mencionados. Gran parte del bucle de activaciéon no pudo ser incluido
en el modelo, pues la densidad electronica no era suficientemente clara como para trazar la
cadena de forma inequivoca. Me permito insistir en el hecho que la densidad electronica no
estd ausente, con lo que lo mdas probable es que se trate de conformaciones alternativas (al
menos dos), que implican que el bucle es flexible, y que a esta resolucion no estan
suficientemente definidas.

En la estructura de la MAPK putativa de L. donovani (4QNY), también esta ausente parte del
bucle de activacion (aunque se modelaron mas residuos que en LmaMPK10). Ademas es
interesante resaltar que el PDB 4QNY presenta como ya mencionamos la hélice N-terminal

similar a la descrita en LmaMPK10 y carece de los ultimos 55 residuos C-terminales.
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Estructura 3D de LmaMPKI0AC

Figura 65. Estructura 3D de LmaMPK10AC. Representacion esquemadtica del modelo entero, visto
desde dos orientaciones (el panel de la derecha estd rotado 90° con respecto al de la izquierda, de
acuerdo a un eje vertical en el plano del papel); el modelo esta coloreado con una rampa de azul a rojo,
indicando la direccion N-terminal a C-terminal; con el esquema se subrayan los elementos de
estructura secundaria que, junto con elementos especificos de LmaMPK10, estan etiquetados.

En la figura 66, se muestra la ubicacion de los elementos de estructura secundaria de
LmaMPKI10AC en el contexto de su secuencia. Se destacan los elementos caracteristicos a las
MAPKSs asi como los elementos de estructura secundaria novedosos que se describieron mas
arriba, inicos a LmaMPK10. Mas importante aiin, queremos destacar aqui posiciones que se
encuentran estrictamente conservadas en MAPKs (y de hecho en muchas ePKs), que en
LmaMPK10 se encuentran sustituidas, aspecto de gran interés que se desarrolla en

profundidad mas adelante.
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Figura 66. Esquema de la secuencia de aminoacidos de LmaMPKI10AC, con los elementos de

estructura secundaria superpuestos en la parte superior. Las cajas azules resaltan caracteristicas
nuevas, especificas de LmaMPK10, a saber: la a-hélice N-terminal al (reemplazando a una hoja 3

antiparalela de dos hebras que es tipica en todas las MAPKs conocidas) y una horquilla B (4-B5) con
el bucle inserto entre ambas hebras, la cual estd presente s6lo en LmaMPK10 y sus ortdélogos en

protozoos Trypanosomatidae. En cajas grises se sefialan elementos tipicos comunes a todas las

MAPKSs, tales como la insercion MKI (07-a8) y la tltima a-helice (al11) que se pliega en el 16bulo N-



terminal de la proteina. Se destacan siete posiciones de aminoacidos con cuadros de color violeta,
subrayando sitios muy o estrictamente conservados en proteinas quinasas candnicas ePK, que estan
sustituidos s6lo en LmaMPK10 y ortdélogos Trypanosomatidae (discusion detallada en el texto
principal). Tener en cuenta que hay secciones helicoidales mas pequefias que no se sefialan aqui por
motivos de claridad, que se describen en el texto principal. LmaMPK10 contiene 46 aminoacidos
después de la hélice all, que no estdn presentes en la proteina usada para cristalizar, debidamente
indicados al final de la secuencia en este esquema. Los primeros cuatro residuos N-terminales no
fueron observados en la densidad electronica, por lo que no fueron incluidos en el modelo final. Tadl
como se describe con mayor detalle en el texto, la densidad electronica fue ambigua en la region
correspondiente al bucle de activacion (residuos 180-194), con lo que éste no fue incluido en el
modelo refinado final, y aqui en el esquema esto se indica con guiones. Dentro del bucle de activacion,
la Lys189 se muestra en colores apagados, resaltando que también aqui hay una modificacion propia
de LmaMPK10 de gran interés, en relacion a otras ePKs conocidas.

De la comparacion de LmaMPK10 con ortélogos humanos, las PQs ERK1/2 y p38a (40% y
36% de identidad con LmaMPK10, respectivamente; ver Figura 68), resultaron ser las mas
parecidas. A pesar de la que la similitud de secuencia es mas alta con ERK1/2, los indices de
similitud estructural es ligeramente superior con p38a (DALI puntajes Z de 35.6 con p38a
[codigo PDB 3GFE] ; frente a 34.1 con ERK2 [PDB 3ERK]), muy por encima de otras
quinasas homologas que muestran puntuaciones Z DALI <30, tales como JNK3 (2P33),
CDK2 (1JST) y GSK3 (1HSF).

Estas diferencias estructurales pueden ser identificadas en general cuando superponemos la
estructura de LmaMPKI10AC con la de p38 o ERK (Figura 66). Los cambios mas
importantes se pueden observar en el 16bulo N-terminal, en el que la posicion de la hélice aC

y varios bucles son mas similares entre LmaMPK10 y p38a que con ERK.
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Insercién
LmaMPK10

Figura 67. La alineacién estructural de
LmaMPKI10AC con las MAPKs humanas de
mayor similitud y con la MAPK de L. donovani
de estructura conocida. Representacion en cinta
de LmaMPK10AC superpuesta a p38a, a ERK2
y la MAPK (4QNY). Se indican en
LmaMPKI10AC elementos distintivos tales
como la hélice al en el N-terminal y la
insercion de la horquilla . Nétese el mayor
grado de superposicion estructural de aC, entre
otras regiones, a la base de la mayor similitud
estructural de LmaMPKI10 con p38, en
comparacion con otras MAPKs humanas.
Ademas, se observa como la ol es una
caracteristica compartida con la MAPK de L.
donovani.
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Se utilizé el programa APBS (Baker et al., 2001) para calcular el potencial electrostatico
mapeado sobre la superficie accesible al solvente de LmaMPKI10AC (Fig. 68) y se lo compar6
al de otras MAPK relacionadas (ERK2, p38 y MAPK de L. donovani con LmaMPK10). En la
figura 68, se observan regiones con concentracion de cargas negativas en el dorso de las
proteinas, o sea en la cara opuesta al sitio de union al ATP. En LmaMPK10 esta region es
particularmente extensa y homogenea. Esto podria tener relevancia pensando en la funcién de
la proteina en cuanto a la posibilidad de interaccionar con diferentes proteinas o sustratos de
naturaleza bésica. De todos modos es muy importante resaltar que esta proteina estad trunca en
su extreme C-terminal, con lo que no sabemos a ciencia cierta como se estructura la extension
final de 46 residuos. Esta extension podria de hecho estar plegada uniéndose a la cara dorsal
de LmaMPK10AC, con lo que el potencial electrostatico final sea diferente (ver mas abajo en
la Figura 105). Por otro lado, en la zona de unidn al sustrato peptidico, se identifican por el
contrario un conjunto denso de cargas positivas, lo que podria correlacionarse con la

naturaleza 4cida del (de los) potencial(es) sustrato(s).
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Figura 68. Potencial electrostaitico mapeado sobre la superficie accesible al solvente de
LmaMPKI10AC, de una MAPK putativa de L. donovani, y de p38 y ERK2 humanas.

Dado que las protein-quinasas presentan conformaciones diferenciales que distinguen el
estado activo del inactivo, se procedid a evaluar la estructura de LmaMPKIOAC para
determinar el estado funcional adoptado en esta froma cristalinas. Para ello se cuenta con un
conjunto de caracteres conocidos en otras quinasas, que han sido cristalizadas en ambos
estados.

LmaMPK10AC no muestra residuos fosforilados en su estructura cristalina, que son tipicos de
las formas activas de MAPKs, en las cuales la Thr y la Tyr del bucle de activacion son
fosforilados para activar la quinasa. Es verdad que el bucle de activaciéon completo no pudo
ser incluido en el modelo final refinado de LmaMPKI10AC (por marcada flexibilidad), pero
ensayos complementarios de geles bidimensionales, presentados mas adelante en esta Tesis,

son consistentes con esta observacion.
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La comparacion de LmaMPKI10AC con estructuras activas de ERK2 (2GPH) permite
visualizar que LmaMPK10AC se encuentra mas abierta, en una configuracion semejante a la
hallada en estructuras de quinasas inactivas: la unioén del nucleétido suele disparar un cambio
conformacional que lleva a la compactacion de ambos l6bulos (Ring et al., 2011;Rodriguez
Limardo et al., 2011; Simard & Rauh, 2014 )

El glutamato estrictamente conservado del 16bulo N-terminal (Glu78 segiin numeracion de
LmaMPK10), es bien conocido por establecer un puente salino con una lisina en 3 (Lys51),
cuando las PQs estdn en su conformacion activa (Taylor & Radzio-Andzelm, 1994). En
LmaMPK10AC, no podemos ser concluyentes en este sentido: estos dos residuos cargados
muestran sus cadenas laterales aproximarse, el grupo carboxilato del Glu78 se encuentra a 3.9
A del grupo g-amino de la Lys51. Sin embargo, el mapa de densidad electrénica es débil en
estas cadenas laterales, y los factores B son bien elevados (Lys51= 94.4 ; Glu78=95.2),
elementos consistentes con una alta movilidad, sugiriendo que en todo caso esta interaccion

no es fuerte (Fig. 69 y 67).

Figura 69. Detalle del mapa de densidad electronica (pesado por sigmaA, 2mF s -DF ., contorneado a
lo) correspondiente a los residuos Lys51 y Glu78 de LmaMPKI10AC. Se indica con linea punteada la
distancia interatdmica entre ambos residuos. Notese la densidad electronica débil de las cadenas
laterales de estos aminoacidos (indicativo de alta flexibilidad).
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Figura70. Detalle de la interaccion correspondiente a los residuos Lys51 y Glu78 de LmaMPK10AC
donde se destacan las distancia entre los residuos. Superposicion de LmaMPK10AC (azul) con la
estructura de ERK2 (2ERK) en su estado activo (verde) y p38 (3GCP)-unida a SB203580 (rosa) que
forman un puente salino més estrecho entre ambos residuos.

Caracteristicas distintivas de LmaMPK10 en relacion a las Ser/Thr quinasas

Se analizo la similitud de LmaMPK10 con otras quinasas, concentrando la atencion en
residuos conservados, que han demostrado ser clave para la actividad y también para para la
regulacion de las protein-quinasas. Se utilizaron algoritmos de alineamiento multiple de
secuencias (ClustalW, Larkin et al., 2007) y de estructuras (DALI, Holm & Rosenstrom,
2010), incluyendo en particular un conjunto de quinasas humanas y de otros parasitos
Trypanosomatidos, para identificar residuos/regiones pardsito-especificas o Unicas de
Leishmania. En primer lugar aparece con claridad (Fig. 71) la presencia del dominio tipo
ePK, incluyendo los 12 motivos altamente conservados (Hanks et al., 1988; Manning et al.,
2002), como era de esperar. Si observamos el alineamiento estructural y de secuencia,
podemos observar que LmaMPK10 tiene alta similitud con muchas MAPKSs, en particular las
de la familia ERK y p38. Si analizamos la secuencia aminoacidica en detalle, podemos
identificar los residuos ultraconservados para las ePK (Kannan et al., 2007) presentes en
LmaMPK10 (Figura 72) , los que junto a los elementos patogndémicos del grupo CMGC de
PQs, permiten clasificar a LmaMPK10 como una ePK del grupo de CMGC Si bien en
LmaMPK10 se observan los residuos tipicos de ePKs (Kannan et al., 2007), pero existen

algunas sustituciones puntuales en posiciones particularmente interesantes. Yendo ahora mas
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especificamente a las quinasas de la clase GCMC (Kannan & Neuwald, 2004), si bien la
mayoria de los residuos que las definen estan efectivamente conservados en LmaMPK10, se
observan algunas sustituciones en posiciones altamente conservadas: la Met205 (posicion
ocupada tipicamente por una Leu en MAPKs), la Phe210 (sustituyendo una Tyr) y la Arg234
(reemplazando una Pro). En relacion a las caracteristicas que definen al grupo de las MAPKSs,
ademas del bucle de activacion con la secuencia fosforilable THY, encontramos el inserto
MAPK (MKI) de unos 50 residuos, localizado en el 16bulo C-terminal (Pimienta & Pascual,
2007), que ya mencionamos. Ademas, muchas MAPKs presentan también una extension C-

terminal variable, flexible y poco conservada como la que posee LmaMPK10.
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Figura 71. Alineamiento de LmaMPK10 con secuencias de proteinas ortélogas y paralogas seleccionadas. Las secuencias seleccionadas estan rotuladas a la
izquierda con un coédigo que contiene los nombres de Especie Proteina. El codigo de especies utilizado fue: Hu: Homo sapiens, Lmj: Leishmania major. La
numeracion de residuos de cada secuencia se indica en la columna de la derecha. Las MAPKSs putativas de Leishmania asi como un conjunto de quinasas
humanas mas relacionadas (p38, ERKs, JNK entre otras) fueron seleccionadas para resaltar las posiciones altamente conservadas en ePKs. La conservacion de
las secuencias esta representada con el codigo de colores Clustal. Brevemente, los residuos conservados son aquellos que son compartidos por el 50-60% de
las secuencias y son resaltados en colores de acuerdo al tipo de residuo: los hidrofébicos en azul (W,L,V,LM,F,A,C); los basicos en rojo (K,R); los acidicos en
magenta (D,E); los polares no cargados en verde (T,S,N,Q); los mixtos polar/hidrofébicos en cyan (H,Y); P (en amarillo) y G (en naranja). Abajo del
alineamiento de sefialan las regiones de estructura secundaria nombradas de acuerdo a la estructura de LmaMPK10AC, para tener una referencia espacial.

El plegamiento de tipo ePK contiene 12 motivos altamente conservados (Hanks et al., 1988).
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La comparacion con otras MAPKs permitio identificar otros residuos conservados que

presentan sustituciones en posiciones funcional o estructuralmente relevantes. Estos

aminoacidos “atipicos” en LmaMPKI10 estan compartidos entre todos los ortdlogos de

LmaMPK10 de protozoos Trypanosomatidae, pero no en las otras 16 MAPKs de Leishmania

que en cambio muestran alli los tipicos residuos de ePKs convencionales. Como se describe

en detalle a continuacion, estas “sustituciones” estan localizadas en bucles o segmentos que

juegan roles funcionales importantes en MAPKs (Figuras 72 y 73):

1)

2)

3)

4)

El bucle P (residuos 30-34), que contiene la secuencia conservada GXGXXG, esta
directamente implicado en el posicionamiento del nucledtido cuando éste se une a la
proteina, acercando las glicinas a los grupos fosfato a y f. En LmaMPK10, dicha
secuencia contiene a la Ser30 reemplazando a la primera Gly conservada.

En ERK2, la reaccion de fosfotransferencia es catalizada por el Asp147 (incluido en el
motivo HRD) que actiia como base general, y asistida por la Lys149, que interactua
con el fosfato y del ATP, permitiendo su correcto posicionamiento y estabilizando el
estado de transicion. (Turjanski et al., 2009). En LmaMPK10 el Asp catalitico esta
conservado (corresponde al Aspl58), pero la Lys se encuentra sustituida por la
His160. Esta His esta ocupando una posicion clave en el sitio de union al ATP, muy
cerca y apuntando en la misma direccion que el Asp158 catalitico. La presencia de una
His en esta posicion se observa en muy pocos miembros de la familia de ePK, en
particular en ELKs (ePK like kinase family) de procariotas (Kannan et al., 2007). Las
quinasas ELKs presentan una gran diversidad de secuencia y funcional, y no estan
bien caracterizadas. Sus sustratos incluyen proteinas y también pequefias moléculas
(lipidos, azucares y aminoacidos) y parecen tener funciones reguladoras.

Luego del motivo HRD, hay otra sustitucion inusual en la posicion 173, donde
encontramos que la Lys candnica, esta reemplazada por una Thr en LmaMPK10.
Quizas la sustitucion mds importante, dada su importancia funcional, involucra al
motivo conservado DFG, que delimita, el comienzo del bucle de activacion. La
Asnl78 en LmaMPKI10 sustituye a la Gly tipica de este motivo. Esta Gly esta
directamente involucrada en el switch regulatorio entre las conformaciones DFG-in
(estado activo) y el DFG-out (inactivo) de las ePKs (Kornev et al., 2006;Pargellis et
al., 2002), switch que esta ligado al movimiento inter-lébulos y a la acomodacién del
sitio activo para la catalisis. La presencia de la Asn en la posicion 178 de LmaMPK10

tendria consecuencias en el switch on-off: una Asn en lugar de una Gly hace que la

141



5)

6)

7)

cadena principal sea mas rigida, pues el residuo de Gly tiene una inusual libertad en la
adopcion de angulos dihedros @/y pues es el tnico aminoacido sin cadena lateral. En
particular la configuracion de este residuo observada en un diagrama de
Ramachandran, en las estructuras de quinasas en estado inactivo, haria incompatible o
energéticamente muy costoso la presencia de otro tipo de aminoacido, incluyendo una
Asn. Ademas, en LmaMPKI10 la Asnl78 estd adicionalmente estabilizada por un
puente de H entre su propia cadena lateral y el O de la cadena principal del Glu78,
agregando una restriccion a la posicion de la hélice aC y haciendo ain menos probable
el movimiento requerido para el flip DFG(N) in/out.

También se pueden identificar sustituciones en el bucle de activacion, clave en la
regulacion de ePKs. La Thr190 y la Tyr192, los 2 residuos fosforilables que forman
parte del motivo THY, estan en un contexto poco usual en LmaMPK10. La posicion
189, tipicamente es un residuo hidrofobico en ePKs, mientras que en LmaMPK10 esta
ocupada por una Lys (no incluida en nuestro modelo cristalografico, por la alta
movilidad del bucle de activacion y la consecuente densidad electronica débil).

La Thr tipicamente conservada en la posicion 195 en el motivo TRWY, se encuentra
sustituida por una His en LmaMPK10.

Finalmente, una sustitucion tal vez mas sutil pero en una region clave de la proteina,
en la posicion 210, involucra la sustitucion de una Tyr conservada, por una Phe en
LmaMPK10. Vale esta mencion debido a la importancia funcional del grupo OH de la
cadena lateral fendlica descripta en el mecanismo de switch on/off de muchas quinasas
CMGC (Kannan & Neuwald, 2004), principalmente por la estabilizacion de la Thr

fosforilable del bucle de activacion en el estado activo de la quinasa.
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Figura 72. Posiciones clave que muestran aminoacidos atipicos en LmaMPK 10 en comparacion con la
secuencia consenso de una MAPK. En violeta se remarcan residuos ultra-conservados en todas las
proteina-quinasas de tipo eucariota (y también conservados en LmaMPK10, argumentando a favor de
que LmaMPK10 es una quinasa funcional). En magenta se muestran los amino acidos modificados en
LmaMPK10, en posiciones yuxtapuestas a sitios clave ultra-conservados. El grado de conservacion de
estos residuos modificados es extremadamente alto en protein-quinasas.
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Figura 73. Otra vista relacionada a la Fig 68, subrayando el detalle de las sustituciones LmaMPK10-
especificas en posiciones funcionales clave (A) Representacion esquematica de la secuencia completa
de LmaMPK10, mostrando las posiciones relativas de los los 12 motivos ePK conservados (en
nimeros romanos) y algunos motivos de secuencia importantes donde encontramos modificaciones de
LmaMPKI10. Se resaltan las secuencias conservadas de cada dominio ePK (B) Representacion de la
estructura LmaMPKI10AC, con la superficie accesible al solvente en color transparente superpuesta.
Para mayor claridad, s6lo cinco de las sustituciones puntuales de LmaMPK10 se marcan con esferas
rojas. Se resaltan las posiciones sustituidas en LmaMPK10 (en rojo) en motivos conservados.
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Figura 74. Primer plano del motivo DFG modificado, que ha evolucionado a DFN en LmaMPK10. Se
indica el puente de H que une la cadena lateral de la Asn al Glu78 clave de la hélice aC. Se observa la
Phe del motivo DFN en su configuracion "Phe-in", asemejandose a la arquitectura de las quinasas en
el estado activo. El sitio de union a ATP estd indicado como referencia espacial

Con el objetivo de caracterizar el rol funcional de estas sustituciones en posiciones clave
observadas en LmaMPKI10 y sus ortdlogos, se generaron mutantes puntuales de LmaMPK10
en 6 residuos unicos (Ser30Gly, His160Lys, Asnl78Gly, Lys189Met, His195Thr,
Phe210Tyr), ademas del hexa-mutante, con los seis residuos mutados en forma simultanea.
Estas mutaciones fueron disefiadas para revertir a los residuos tipicos conservados en ePKs.
Se expresaron y purificaron las distintas proteinas recombinantes. Algunos de estos mutantes
presentaron cambios en las propiedades fisicoquimicas de las proteinas (solubilidad,
cristalizabilidad), pero en ninguno de ellos se logr6 detectar actividad por encima del nivel de
la proteina salvaje (ver mas abajo en ensayos de actividad). No se detectd una ganancia de
actividad en autofosforilacion o utilizacion de sustratos sustitutos (MBP, caseina) (resultados
no mostrados).

Dado el gran interés funcional que tiene el motivo DFG, delimitando el comienzo del bucle de
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activacion, nos abocamos a resolver la estructura cristalografica del mutante puntual de
LmaMPK10, sustituyendo la asparagina que se ve en LmaMPK10 salvaje, por la glicina que
se observa en casi todas las quinasas conocidas. Logramos cristalizar este mutante en la
misma condicion que LmaMPK10AC, y se resolvid su estructura 3D por sintesis de Fourier,
dado que resulto ser un cristal tetragonal isomorfo a la proteina salvaje. El refinamiento de la
estructura no estd culminado aun, algunos parametros se resumen en la tabla 12. El analisis
comparativo de LmaMPK10AC vs el mutante LmaMPK10AC DFG revel6 idéntica estructura
global. Sin embargo, analizando en detalle la region cercana al sitio de la sustitucion, en el

mutante se logra visualizar la modificacion de la Asn natural por Gly. Ademads, se observan

cambios estructurales en el bucle P, con la Tyr34 cambiando su posicion (Fig. 75), con lo que

no podemos descartar que este cambio tenga implicancias en la union al nucleétido.

Tabla 12. Parametros cristalograficos del mutante LmaMPK10AC-DFG

LmaMPK10AC-DFG
Grupo de espacio P4.2,2
Moléculas de proteina por unidad asimétrica 1
Longitud de onda (A) 1,5418
Resolucion (A) 40,4-2.6
Reflexiones medidas 110807
Multiplicidad 4.0(3,8)
Completitutd (%) 96,3 (79.,2)
Rmeas (%) 9,2 (46.,1)
<|/aao(l) 14,0 (2,8)
a=b (A) 80,91
c (A) 129,79
Resolucion de refinamiento (A) 40,4-2.6
Ryt 0,201
Rigee 0,285
Rms de angulos (%) 0,009
Rms de angulos (%) 1,07
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Figura 75. Superposicion de las estructuras de LmaMPK10AC (PDB ID 3PGl1, en gris) y
LmaMPKI10AC mutante DFG (en azul). Se observa el detalle del bucle P, resaltando los cambios
observados en la Tyr34 y el comienzo del bucle de activacion donde se destaca el motivo DFN/DFG
mutado.

El analisis detallado del motivo DFG en ¢l contexto de la estructura de LmaMPK10, revela
que la sustitucion por la glicina, genera cambios en las asociaciones entre residuos. La figura
76 muestra como la pérdida de la Asn178 que formaba un puente de H con el Glu78 de la aC,
hace que la cadena principal de la Gly178 pase a formar puentes de H con la cadena lateral de
la Arg77 presente en la aC. Esto hace que el comienzo del bucle de activacion tenga un

corrimiento de 3.4 A.
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Figura 76. Se observa el detalle del motivo DFN y del DFG de LmaMPKI10 resaltando las
interacciones por puentes de H que establecen dichos residuos.

Caracterizacion bioquimica de LmaMPKI10AC

a) Ensayos de actividad enzimdtica acoplada

Con el objetivo de caracterizar la cinética de fosforilacion de LmamPK10, se utiliz6 un
ensayo acoplado (Lindsley, 2001). La deteccion del consumo de ATP se correlaciona
directamente con la fosforilacion, y este consumo es detectado en el ensayo acoplado.
Brevemente, el aumento de la concentracion de ADP, se acopla a la oxidacién de NADH por
la piruvato quinasa, en presencia de fosfoenolpiruvato y lactato deshidrogenasa. El sistema
acoplado se utiliza en exceso para evitar el agotamiento de reactivos. La oxidacion de NADH
se monitorea por espectrofotometria a 340 nm a 25°C. Para ensayar actividad de
autofosforilacion, se evaluaron concentraciones de enzima entre 10 y 30 uM (de LmaMPK10,
LmaMPK10AC o mutantes). Las reacciones se monitorearon por un maximo de 1 hora, sin
detectar consumo de ATP. También se intentd determinar la fosforilacion de sustratos

genéricos (sustitutos), para lo cual se utilizd pB-caseina y MBP (mielin basic protein), variando
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la concentracion entre 10-50 uM. Tampoco en estos casos se midieron niveles detectables de
fosforilacion. El ensayo fue calibrado en idénticas condiciones usando 1uM de la Ser/Thr
quinasa PknB de Mycobacterium tuberculosis y 8 uM de su sustrato especifico GarA
(Villarino et al., 2005) como control positivo. Este resultado fue al comienzo desalentador e
incluso manejamos la hipotesis de que LmaMPK10 fuera una pseudoquinasa, pero los
ensayos siguientes nos condujeron a nuevas hipotesis. La evaluacion de los mutantes

puntuales de LmaMPK10AC no mostraron ganancia de funcion.

b) Geles Bidimensionales

Con el fin de caracterizar bioquimicamente a la proteina LmaMPKI10AC recombinante
(expresada y purificada en E. coli), y determinar si es posible fosforilarla o activarla in vitro,
se realizaron estudios para identificar formas fosforiladas de la proteina. Para esto se
realizaron geles de electroforesis bidimensionales con la proteina purificada, comparando con
geles 2D de la proteina purificada e incubada con ATP y Mn”". Estos ensayos revelaron que
las proteinas purificadas recombinantes se conforman por una poblacidon heterogénea de
especies con diferentes puntos isoeléctricos (Fig 77). Esto podria explicarse por la presencia
diferencial de residuos fosforilados, o bien de otras modificaciones postraduccionales. La
incubacion de LmaMPKI10AC con ATP resulté en el cambio de la proporciones relativas de
las distintas isoformas, consistente en principio con una modificacion en el grado de
fosforilacion de la poblacion. El analisis por MS de algunos de los spots, permitié identificar
diferentes péptidos de LmaMPK10 fosforilados, en el bucle de activacion y en otros sitios de

la proteina (Tabla 13).
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Figura 77. Andlisis de los perfiles de fosforilacion de LmaMPK10AC recombinante purificada. Los
geles de poliacrilamida bidimensionales (a la izquierda) tefiidos con azul de Coomassie, muestran la
separacion de LmaMPK10AC en una serie de isoformas. Los paneles superior e inferior son corridas
similares, con la proteina previamente incubada con ATP (arriba) o incubada sélo con buffer (abajo).
Los spots numerados corresponden a diferentes isoformas de LmaMPKI10AC. Se seleccionaron los
spots numero 5 (especie mayoritaria) y 3 (uno de los spots que mostraba mayor modificacion
diferencial por incubacion con ATP), para proceder con tripsinizacion de las bandas cortadas y andlisis
por LC-MS.
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Tabla 13. Péptidos fosforilados de LmaMPKI0AC identificados por HPLC fase reversa MS/MS.
Corresponden a los spots 3 y 5 mostrados en la Fig 71 (aqui indicados en distintas filas) de diferentes
condiciones experimentales como se indica (esto es, sin o con agregado de ATP).

Dominio Secuencia Control Control ATP ATP
LmaMPK10 péptidica Spot 3 Spot 5 Spot 3 Spot 5
1 N-terminal T'VNILSDSFLCK - - +(?) +/-
2 N-terminal ['VNILSDSFLCK - - +(?) +/-
3 C-terminal IFTA EVER - - + -
4  Activation loop THYVTHR + - + +
5  Activation loop EDTADAN +/- - + -
KTHYVTHR
6  Activation loop EDTADAN +/- - + +/-
KTHYVTHR

Este resultado fue alentador, porque nos permitié6 detectar residuos fosforilados de
LmaMPK10. Siendo algunos de ellos los tipicos residuos del lazo de activacion del motivo
THY que podrian ser explicados por su actividad de autofosforilacion. Ademas se detectaron
otros residuos que podrian tener otras implicancias estructurales o funcionales, pero dado que
es una proteina recombinante purifciada de E. coli carecia de relevancia bioldgica hasta ser
identificados en la proteina purificada de parasitos. De todas formas, la ausencia de una
marcada actividad quinasa de LmaMPK10 recombinante podria explicarse si pensamos en la
conformacion inactiva de la proteina. Muchas quinasas requieren de otras proteinas para ser
activadas. Posiblemnte la activacion de LmamPK 10 sea mediada por proteinas el parasito que
atn no han sido identificadas. En particular, es bien conocida la cascada de activacion de las
MAPKSs que necesitan ser fosforiladas en su bucle de activacion por su MKK especifica.
Siguiendo esta hipdtesis se disefid un experimento en procura de la forma fosforilada
(activada) de LmaMPKI10 por su MKK especifica. Se purific6 His-LmaMPK10 y His-
LmaMPKI10AC, las que se incubaron ON con extractos de proteinas de pardsitos amastigotes
(L. donovani), inhibidores de fosfatasas, ATP y Mg®". Es bueno remarcar que hay evidencias
de que LmaMPK10 se fosforila en el estadio amastigote del parasito (Morales et al., 2007).
Luego se procedi6 a repurificar la proteina a través de su etiqueta de histidinas y se analizaron

comparativamente en geles de electroforesis 2D comparando con proteinas control (esto es,

151



no tratadas con extractos de amastigotes ni ATP). En estos ensayos no se encontraron

cambios significativos en los perfiles de spots (Fig 78).

LmaMPK10DC LmaMPK10FL

+ATP + extracto de amastigotes

control

Figura 78. Analisis de las isoformas de LmaMPK10 recombinante purificada tras su incubacién con
ATP y extractos de amastigotes. Se muestran los geles de poliacrilamida bidimensionales tefiidos con
azul de Coomassie. Los paneles superior e inferior son corridas similares, con la proteina previamente
incubada con ATP y extractos de amastigotes (arriba) o incubada sélo con buffer (abajo).

¢) Actividad quinasa in vitro (IVKA) en presencia de ATP marcado

Tomando en cuenta que no pudimos detectar actividad quinasa en la proteina recombinante y
que varios residuos conservados en regiones clave de LmaMPK10 estdn sustituidos en
comparacion con las secuencias tipicas de ePKs, consideramos la posibilidad de que
LmaMPK10 sea una pseudoquinasa. Para descartar esta hipotesis se realizaron ensayos de
actividad en presencia de [**Py]-ATP como sustrato dador de grupos fosfato, aumentando asi
la sensibilidad del método. Para esto decidimos comparar la actividad de la proteina
recombinante con la proteina purificada de pardsitos. Brevemetne, la quinasa se incubd en
presencia de ATP marcado, en un buffer adecuado y se agregd un sustrato genérico
fosforilable. La reaccion se analiz6 mediante SDS-PAGE y autorradiografia como se muestra
en la figura 79. Se compard la actividad de autofosforilacion de LmaMPKI0OAC con la
actividad del mutante puntual Lys51Ala (la Lys51 es requerida para establecer el puente
salino con el Glu78 en el estado activado de las ePKs) como control negativo de actividad

(Fig 79).
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Ademas, se analiz6 a la proteina nativa, en su contexto bioldgico natural. Para ello se
cultivaron parasitos (L. donovani) transfectados con construcciones que expresan la proteina
de fusion GFP-LmaMPK10 (gentilmente cedidos por el grupo de G. Spaeth, Inst Pasteur —
Paris), se cosecharon y lisaron, y mediante inmunoprecipitacion a partir de extractos de
proteinas solubles de amastigotes, utilizando un anticuerpo anti GFP, se purifico la proteina
de fusion. La fraccion obtenida fue caracterizada por Western blot con antisuero anti-GFP,
verificando la presencia de la proteina LmaMPK10 fusionada a GFP (73.9 KDa), para luego
utilizarla como fuente de enzima en ensayos de actividad con [*Py]-ATP. La
autofosforilacion no fue detectada, aunque no podemos descartar que esto sea debido a que
LmaMPK10 ya se encuentra fosforilada en amastigotas. Sin embargo, la actividad de
fosfotransferencia a MBP fue confirmada (Fig. 79). Coherentemente con una actividad
quinasa genuina de LmaMPK10, dicha fosfotransferencia mostré ser dependiente de la
integridad del sitio activo: la mutante Lys51Ala no mostr6 actividad. Es importante destacar
de cualquier modo que la actividad de fosfotransferencia de LmaMPK10 fue mucho més débil
que la de ERK2 (resultado no mostrado), con lo que no podemos descartar la necesidad de
otros factores eventualmente necesarios para una activacion completa, pero si podemos
concluir que LmaMPK10 no es una pseudoquinasa. Estos resultados refuerzan la idea de la
importancia del contexto de las proteinas del parasito en la activacion y actividad de
LmaMPK10. Posiblemente la existencia de MKKs especificas o de proteinas de andamiaje
que colaboren en la actividad/conformacion de LmaMPK10 son requerimientos importantes

para detectar la conformacion activa de la proteina.
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Figura 79. Analisis por SDS-PAGE y autorradiografia de la actividad quinasa de LmaMPK10 y del
mutante inactivo K51A en presencia de [y32P]-ATP. Arriba se muestra la capacidad de
autofosforilacion de LmaMPK10DC recombinante pura (41 kDa). En el panel inferior se observa la
actividad de la proteina transgénica GFP-LmaMPK10 purificada de parasitos amastigotas axénicos (L.
donovani) en presencia de la proteina bésica de la mielina (MBP; 21 kDa). GFP-LmaMPKI10 es
purificada por inmunoprecipitacion utilizando anticuerpos anti-GFP [IP: anti-GFP]).
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Figura 80. Analisis por autorradiografia de la actividad quinasa de LmaMPK10-GFP purificada de
parasitos transgénicos y de LmaMPK10 y LmaMPK10AC recombinante presencia de [y32P]-ATP. El
ensayo se realizo en presencia o ausencia de MBP ; Mn? y Mg ™.

En la figura 80 se compard la actividad de la proteina recombinante purificada de E. coli y la
proteina transgénica purificada de parasitos (por inmunoprecipitaciéon). Las proteinas
purificadas de parasitos se comportaron de forma diferencial, teniendo preferencia por el
cation divalente Mg y favoreciendo la fosforilacion del sutrato genérico MBP en relacion a
la actividad de autofosforilacion. Las proteinas recombinantes expresadas en E. coli no
muestraron actividad clara de fosoftrilacion de sustratos genéricos y prefienren en cambio
Mn"? como cofactor. Ademas, la actividad de LmaMPK10AC es notablemente mayor que la
de LmaMPK10. Este resultado se discutira en profundidad maés adelante. Es interesante
resaltar que la actividad de autofosforilacion de las proteinas recombinantes sélo se da en
presencia de un sutrato genérico. La actividad en este caso, no solo depende de la arquitectura
ePK, puesto que la mutante muerta Lys51Ala reveldo una actividad de fosforilacion
indetectable; sino también de algin otro tipo de estabilizaciébn que genera el sustrato y

favorece la actividad quinasa.
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La caracterizacion de la actividad de LmaMPK10 purificada de parésitos y recombinante fue
un capitulo importante de la Tesis de Doctorado de Mathieu Cayla (laboratorio de G. Spaeth,
Institut Pasteur, Paris)(Cayla et al., 2014).

d- Buscando la forma activa de LmaMPK]10

Debido a las dificultades encontradas para fosforilar in vitro a LmaMPK10, y siempre con el
fin de estudiar la forma activa, probablemente fosforilada, de la misma, nos propusimos la
expresion y purificacion de LmaMPK10 a partir de parasitos transfectados. El aislamiento y
purificacion de la forma fosforilada “natural” de la proteina, nos permitiria probar en forma
directa la hipotesis de que la activacion de LmaMPK10 depende de la fosforilacion especifica
por otras protein-quinasas rio arriba, s6lo activas en el parasito en el pasaje al estadio
amastigote. Este trabajo form¢ parte de una pasantia en el laboratorio dirigido por el Dr
Gerald Spaeth (Parasitologia Molecular y Sefializacion, Institut Pasteur, Paris).

Se realizaron transfecciones de Leishmania tarentolae con construcciones que expresan
LmaMPK10 (usando plasmidos de expresion para Leishmania pLexY). Los dos intentos
realizados no condujeron a resultados positivos, debido a dificultades mayores en la obtencién
de parasitos transfectantes.

Hasta el momento sin embargo, esta estrategia de purificar la forma natural de LmaMPK10
sigue siendo un objetivo mayor en el marco de un enfoque de Biologia Estructural, pues nos
permitiria luego estudiar comparativamente el fendomeno de la activacion (regulacion
catalitica de la enzima, como base central de la sefializacion celular) en base a los cambios
conformacionales disparados por la activacion (fosforilacion), entre las formas activa e

inactiva de LmaMPK10.
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CAPITULO III

Anadlisis estructural y biofisico de LmaMPKI0 en complejo con moléculas ‘activas’

(inhibidores y/o andlogos de sustrato): hacia el disefio racional de drogas.

Ensayos de union a ligandos

La determinacion de la estructura de LmaMPK10 en complejo con un nucleétido, un derivado
de nucléotido o un inhibidor competitivo, constituye un paso importante en una estrategia de
descubrimiento de drogas basada en estructura. Con este objetivo se realizaron experimentos
de tanto de “soaking” como de co-cristalizaciéon con ATP, ADP y AMP-PCP en presencia o
ausencia de Mg®" 6 Mn”". Los ensayos de co-cristalizacion se realizaron mediante rastreo de
384 condiciones con mezclas de LmaMPK10AC o LmaMPK10 con ATP, ADP y AMP-PCP
en presencia o ausencia de Mg®" 6 Mn”". Los ensayos de co-cristalizacion no condujeron a
cristales de proteinas en las condiciones ensayadas. Por otro lado se realizaron ensayos de
“soaking” en los cuales, cristales preformados de LmaMPKI10AC se incubaron en tiempos
cortos (menores a 5 minutos) con mezclas de los ligandos mencionados. Se resolvieron todas
estas estructuras (datos no mostrados), revelando en todos los casos que el sitio de unién al
nucledtido no estaba ocupado por ninguna de estas moléculas. Teniendo en cuenta esta
dificultad inicial con una aproximacion cristalografica, se decidid rastrear eventuales
compuestos que se unan al bolsillo de LmaMPK 10, y cuantificar eventualmente las constantes
de asociacion, utilizando calorimetria por titulacion isotérmica (ITC) y ensayos de

corrimiento térmico basados en fluorescencia (Thermal Shift Assays).

Union de ATP a LmaMPK10

En primer lugar se intent6 determinar la afinidad de union de LmaMPKI10 al ATP o a
moléculas relacionadas con el ATP mediante ITC, para cuantificar la constante de disociacion
al equilibrio. La sefial/ruido fue muy baja para poder determinar las constantes, lo que podria
reflejar una sorprendentemente débil asociacion ATP-LmaMPK10, que seria consistente con
las dificultades descriptas mas arriba para obtener las estructuras 3D de dicho complejo
binario. De cualquier modo, no puede descartarse el efecto del gran calor de dilucion del

Mg”" que efectivamente se detecta en el ensayo, y que a pesar de denodados esfuerzos no
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pudimos evitar. Sin embargo, los ensayos de corrimiento térmico basados en fluorescencia
tampoco fueron capaces de revelar union especifica de LmaMPK10 a ATP, utilizando la

proteina completa asi como la variante trucada en el C-terminal (ver paginas 144-145).

Union de SB203580 a LmaMPK10

Estudios previos ya habian sugerido que SB203580, un inhibidor especifico de la MAPK
humana p38 (Cuenda et al., 1995), era capaz de inhibir la actividad de LmaMPK10 (Morales
et al., 2007). Por ello, intentamos caracterizar la union de este inhibidor a LmaMPK 10 usando
ITC, en ensayos similares a los efectuados con ATP. Tanto la quinasa salvaje como la version
truncada LmaMP10AC unieron SB203580 con una estequiometria de 1:1 (Tabla 13; Figura
81). La asociacion muestra un componente fuertemente entalpico. La constante de disociacion
se mostro significativamente afectada por la presencia/ausencia de los ltimos 46 residuos C-
terminales de LmaMPK10: LmaMP10AC tiene ~30 veces mayor afinidad por el inhibidor en
comparacion con LmaMPK10 entera (Tabla 14). Este resultado no deja de llamar nuestra
atencion debido a que los 46 residuos C-terminales presentes en LmaMPK10 parecerian estar
distantes del sitio de union al nucleotido.

Los ensayos por TSA confirmaron este perfil. En estos ensayos de corrimiento térmico,
LmaMPK10 recombinante es incubada con el fluoroforo SYPRO Orange, para luego
someterla a un programa de aumento gradual de temperatura. E1 SYPRO Orange es sensibe al
ambiente hidrofobico/hidrofilico, uniéndose con mayor facilidad a regiones de baja constante
dieléctrica. El proceso de desplegado disparado por el aumento de temperatura, expone
regiones hidrofobicas de la proteina en estudio, lo que resulta en un aumento neto de la
fluorescencia emitida por el fluor6foro. El uso de TSA (Fig. 82) confirm¢ esencialmente los
resultados que se habian obtenido previamente por ITC, no arrojando valores significativos
con ATP y derivados de nucleotido, pero si mostrando la uniéon de SB203580 a la proteina,
dicha asociacion siendo mas fuerte cuando se utiliza la variante truncada en C-terminal. Otra
caracteristica relevante que pudo ser revelada por TSA es que la proteina entera es
significativamente mas estable (>12°C) que la proteina LmaMP10AC (Fig. 82). Ademas, en
la proteina truncada la union del inhibidor SB203580 produce un aumento en la estabilidad de

la proteina que se refleja en el aumento de la Tm.
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Figura 81. Andlisis termodinamico de la uniéon de SB203580 a LmaMPK10. La figura muestra una
comparacion de las curvas ITC entre (A) la proteina completa y (B) la forma truncada en el extremos
C-terminal LmaMPK10AC, ambas tituladas con el inhibidor de p38 humana SB203580. Cada ensayo
se realizd por duplicado. Los paneles superiores muestran los flujos de calor crudos medidos en el
experimento, mientras que los paneles inferiores grafican los calores de inyeccion integrados
(normalizados por la cantidad de SB203580 inyectado en cada caso). Se puede notar las
estequiometrias similares en términos de la relacidon molar inhibidor:proteina, mientras que las
constantes de disociacion cambian significativamente, pudiendo ser estimadas en 5.3 = 0.21 pM (en el
caso de LmaMPK10) y de 0.16 = 0.015 uM (para la variante truncada LmaMPK10AC, sin los ultimos
46 aminoacidos).

Tabla 14. Andlisis de la interaccion de LmaMPK10 con el inhibidor SB2035870 por ITC. Los valores
fueron obtenidos como promedio de 2 ensayos independientes, con el error estdndar entre paréntesis,
para la media indicada.

' LmaMPK10 0,82 (0,0024) 5,3 (0,21) -7,36 (0,021) -7,15 (0,068) 0,21 (0,089)

;. LmaMPK10AC 1,33 (0,035) 0,16 (0,015) -9,5 (1) -10,3 (1,13) -0,80 (0,088)
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Figura 82. Ensayo de corrimiento térmico por fluorescencia (fluorescence thermal shift assays o
thermofluor). Perfiles de desnaturalizacion de LmaMPK10 recombinante, monitoreando la
desnaturalizacion de la proteina con el fluord6foro SYPRO Orange: (A) LmaMPK10, o (B)
LmaMPKI10AC (ambas a 2.5uM), s6las se muestran en linea azul; o en presencia de SuM ATP ( linea
verde) o del inhibidor SB203580 (SB, linea roja). La derivada de la curvas de intensidad de
fluorescencia permite calcular las temperaturas de fusion (melting Temperature 6 Tm). Para cada
condicion se realizaron 9 réplicas. (C) Boxplots donde se observa el Tm minimo y maximo para cada
condicion. Los resultados se evaluaron por ANOVA usando el método de Holm-Sidak para multiples
comparaciones contra un grupo control (la proteina libre) utilizado el software SigmaPlot (v11.0). Las
diferencias significativas se resaltan con asteriscos o puntos.
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Determinacion de la estructura cristalogrdfica de LmaMPKI10AC en complejo con ligandos

Tal como se describié mas arriba, una serie de ensayos de cristalizacion de LmaMPK10 y de
LmaMPK10AC fue ensayada en complejo con distintos ligandos nucleotidicos o derivados :
ATP, ADP, AMP-PCP y SB203580, éste ultimo un inhibidor especifico conocido de la
MAPK humana p38. La incubacion de cristales de LmaMPKIOAC con SB203580
(experimentos de “soaking”) resultd exitosa, y permitié determinar la estructura 3D del
complejo binario. E1 SB203580 tiene baja solubilidad en agua por lo que se solubiliza en
DMSO. La incubacién con DMSO, vimos que tiene un efecto sobre los cristales de
LmaMPK10AC, que se vuelven mas fragiles. Al cabo de probar la difraccion de un numero de
cristales, se eligio el que llegaba a mayor resolucion y se resolvio su estructura a 2.65A (PDB
3UIB). Se colectaron 60 imagenes dado su grupo de espacio tetragonal P4;2,2, a una distancia
de 255mm del detector, con 1 grado de oscilacion por imagen. La estructura se resolvid por
reemplazo molecular usando el modelo refinado de la estructura apo LmaMPKI10AC (PDB
3PG1). En los ciclos iniciales de refinamiento se utiliz6 la técnica de “templado simulado”
(simulated annealing), y los ciclos de refinamiento en el espacio reciproco fueron iterados con
reconstruccion manual del modelo. La construccion del modelo de hecho no fue evidente, ya
que el lobulo N-terminal muestra regiones relativamente extensas con densidad electronica
pobremente definida. Los fragmentos de residuos 1-6, 17-24, 28-33, 57-63, 97-107 y 360-361,
asi como el bucle de activacion (180-191), no pudieron ser incluidos en el modelo final por
falta de densidad electronica interpretable inequivocamente. Las cadenas laterales de 19
residuos, la mayoria en el dominio N-terminal, no se incluyeron en el modelo por la misma
razon. La tabla 14 resume los parametros cristalograficos del cristal y del modelo obtenido
(fig 83A). La figura 83B, muestra el modelo molecular del complejo de LmaMPKI10 con el
inhibidor SB203580. Si bien no se evidencian cambios notorios respecto a la estructura no
unida (3PG1) podemos destacar una leve estructuracion en algunos de los residuos del bucle
de activacion, y algunos movimientos en el bucle P, involucrado en la unién al nucleotido. El
andlisis de los factores B, o de desplazamiento atomico, fundamentalmente en el lo6bulo N-
terminal de la proteina, refinaron a valores muy altos, lo que revela una importante
flexibilidad. Esta caracteristica parece ser un rasgo distintivo de LmaMPK10 en comparacion
con otras MAPKs como p38 y ERK1/2. La figura 84 resume el analisis comparativo de los
factores B de las estrucutras de LmaMPK10 3PG1 y 2UIB en relacion a p38, lo que denota la
gran flexibilidad del l6bolo N-terminal en LmaMPK10.
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Tabla 15. Parametros cristalograficos de la estructura de LmaMPK10AC en complejo con el inhibidor

SB203580
LmaMPK10AC +SB203580

GrUpo gé 85pacio Pa;2.2
Moléculas de proteina por ynidad asimétrica 1
Contenide de solvente (&) 52.6
Longitud de onda (A) 1.5418
Resolycsdn (A) a 43.1.2630(2.77.2.63)
Redlexiones madidas 53508
Multiplicidad a 4.5(4.5)
|Comgletitutd (%) a 97.7 (84.3)
[Puaa (T 20 9(58.7)
<lfoo{l)=a 13,7 (1,3}
l2=b (A} 0.9
c {A) 131,02
Resolucian de refinamiento (A) 43.1.2.65
R, [N refs] c 0.215[12184]
Riee [N” refs] ¢ 0,241 [997]
Rms de enlace (A) 0,008
Rms de dngulos (%) 1.04
Atomos de proteinas no hidrégenos 2422

tomos de agua 59
Atomos de ligandos 27
Factor B promedio ganaral (A7) 6.1
Factor B promedio de cadena principal (A%) 152
|Factor B promedic de cadenas lateralas (A%) 78.1
Factor B promedio da aguas {A°) 527
{Factor B promedio de ligandos (A%) 86
|Coeficiente de corralacién de mapa vs modelo {General/ local} d 0.82/0.87
N® residucs en regiones del grifico de ramachandran 267/282/0
(Permitidos/{favorables/no parmitidos) e
Cédiga 10 de la Protein Data Bank 3UIB

a Los valores entre paréntesis aplican a la capa de mayor resolucion.

b Rmeas = Xh)\/Nh/(Nh - 1)213"1 _(Ii)l/;;li;

Nh es la multiplicidad para cada refleccion, i es la intensidad i, observada de la refleccion h, <I> es el

promedio de intensidades de todas las reflecciones h, siendo

z,,: se toma sobre todas las reflecciones; se toma 2

refleccion
°R=Y_|F(h)obs — F(h)calc|/ 3" |F(h)obs|;
h h

d Calculado con Phenix get cc_mtz_pdb (Adams et al., 2002).

e Calculado con Molprobity (Chen et al., 2010).

|+ = 1/Nh Z(I(_) or I(.,.))
i

sobre todas las observaciones de cada

Reryst y Rfree se calcularon usando el juego de
reflecciones hkl de trabajo y testigo respectivamente
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Figura 83. (A) Estructura 3D de LmaMPK10AC en complejo con SB203580. (A) Representacion en
cartoon de LmaMPKI10AC en complejo con el inhibidor SB203580. El modelo esta coloreado de
acuerdo a una rampa del azul al rojo, indicando el sentido del polipéptido de N-terminal a C-terminal.
El inhibidor esta resaltado en sticks y coloreado por su naturaleza atomica (oxigeno, rojo; nitrogeno,
azul; carbono, verde; azufre, amarillo; y, flior en celeste). Las lineas punteadas representan segmentos
de la proteina no incluidos en el modelo por la densidad electronica débil. (B) Superposicion de la
forma apo de LmaMPKI10AC (azul) vs LmaMPKI10AC en complejo con el inhibidor SB203580
(amarillo), mostrado en estéreo. El inhibidor y los residuos que interaccionan con él se representan en
sticks y coloreados por atomo. Para mayor claridad, s6lo se marcan aquéllos que presentan cambios
mas importantes. El tinico puente de H entre el SB23580 y la cadena principal de la metionina 115
esta indicado en linea punteada.
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Figura 84. Analisis de los pardmetros de desplazamiento atomico (factores B) comparando las
estructuras de LmaMPK10AC y p38a humana. (A) Factores B graficados por residuo aminoacidico.
Los factores B han sido normalizados, y se presentan como el cociente del valor absoluto por residuo
dividido por el factor B promedio del 16bulo C-terminal de cada proteina. Se muestra arriba del
gréafico, un esquema lineal para servir de referencia de posiciones de los aminoacidos mapeados en la
organizacion de dominios de las proteinas. (B) y (C) muestran representaciones en cintas deformadas
de las estructuras de LmaMPK10AC apo y unida a SB203580, respectivamente. El color y ancho de
las cintas correlacionan con los valores de los pardmetros de desplazamiento atomico (factores B) de
cada residuo (‘azul-a-rojo’, y ‘fino-a-grueso’, corresponden a la rampa de valores ‘bajos-a-altos’ de
factores B). Las lineas de puntos representan segmentos de las proteinas que no fueron incluidas en el
modelos debido a densidad electronica débil o indetectable.
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Analisis del sitio de union al nucleotido

El sitio de unién al nucleétido yace entre los 2 16bulos de LmaMPK10 (Fig. 83). Los residuos
involucrados en catélisis de protein-quinasas estdn conservados en LmaMPKI10, siendo el
Aspl158 del motivo HRD responsable de la fosfotransferencia. Sin embargo existen varias
diferencias importantes en el sitio activo, la catalisis por el Aspl58 en otras quinasas es
asistida por una Lys (Lys149 en ERK2); que en LmaMPK10 est4 sustituida por la His160.
Para el caso de LmaMPK10 utilizaremos la estructura 3D del complejo con SB203580 para
analizar esta region clave de la proteina, dado que los intentos por cristalizarla en presencia de
ATP fueron hasta ahora infructuosos. La mayor parte de los contactos entre residuos del
bolsillo de unién y el inhibidor son interacciones de van der Waals (Fig 83B, 85, 86). Solo se
distingue un puente de H entre 2 4tomos de nitrogeno, el de la cadena principal de la Met115
y el NB1 del inhibidor, en el anillo de piridina, que actia como aceptor. La superposicion
estructural de los modelos de LmaMPKI0AC apo y en complejo con SB203580, permite
enfocarnos en los rearreglos asociados a la union del inhibidor, dado que ambos resultan de
cristales que mantienen el mismo grupo de espacio, y que muestran empaquetamientos
cristalinos semejantes. Se puede notar el movimiento de “cerrado” entre ambos lobulos
cuando la estructura esta en complejo con el inhibidor (Fig. 85). Este movimiento es mas
marcado si se sigue la posicion de la Tyr34. La Tyr34 situada en el bucle P se acerca al
ligando, indicando que todo este bucle, aun cuando no esta bien definido en densidad
electronica en su totalidad, se aproxima al ligando (normalmente ATP), cerrando el sitio de
union al ligando. Recordemos que esta Tyr34, en el mutante de LmaMPK10DFG se encuentra
en una orientacion similar a la que vemos para la proteina en complejo con el inhibidor

SB203580.

LmaMPK10AC libre vs

: s . LmaMPK10AC en complejo
/' con SB203580 \ /[\\\
4 | N

Y , %

Figura 85. Superposicion de
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e
.
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Metll5

His160

Figura 86. Superposicion de la forma apo de LmaMPK10AC (verde) vs LmaMPK10AC en complejo
con el inhibidor SB203580 (bordd). El inhibidor se representa como bolas y palos, en verde coloreado
por atomo. Los residuos que interaccionan con €l se representan en sticks y coloreados por atomo. Para
mayor claridad, s6lo se marcan aquéllos que presentan cambios més importantes. El Gnico puente de H
entre el SB23580 y la cadena principal de la metionina 115 esta indicado en linea punteada y se resalta
la distancia de 2.4 A.

La cadena lateral del Aspl76 estd corrida en la proteina en complejo, acomodando al
inhibidor en lugar. Aunque la Lys51 estd mas cerca a la cadena lateral del Glu78 , sigue
mostrando signos de alta flexibilidad como en la estructura apo, mostrando débil densidad
electronica en su cadena lateral. El andlisis detallado del motivo DFN se observa en la figura
87. Se observa como el movimiento del la Asnl178 del motivo DFN, genera la ruptura del
puente de H que formaba con el Glu78 de la hélice aC y en su lugar pasa a asociarse con la
Arg77 y la cadena principal de la Val75, ambos residuos pertenecientes a aC. No se

detectaron diferencias significativas en el lobulo C-terminal entre ambas estructuras.
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Figura 87. Detalle del DFN y de las interacciones que se establecen por puentes de H con residuos de

la hélice aC una vez unido el ligando SB203580.

El analisis del potencial electrostatico mapeado sobre la superficie de LmaMPKI10AC en
complejo con SB203580 se muestra en la figura 88. Como destacamos previamente existe un
gran parche de cargas negativas en el lado opuesto al sitio de unién al ATP, lo que podria
tener implicancias en la interaccion con otras proteinas. Sobre el sitio de union al sustrato
peptidico abundan las cargas positivas, lo que nos hace pensar en un sustrato especifico de
LmaMPK10 de naturaleza acidica. Ademas, es interesante mencionar que en el sitio de union
al ATP, nucledtido que funciona naturalmente como sustrato dador del grupo fosfato, hay un
parche de cargas negativas concentradas, lo que podria de alguna manera afectar la forma en
que el nucledtido (cargado de forma negativa) se una a la proteina. Esto podria relacionarse
con nuestra dificultad en detectar la asociacion de ATP a LmaMPK10. Si analizamos la

estructura de LmaMPK10 con la molécula de ATP superpuesta en el bolsillo de unién al
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ligando vemos como los dtomos de Mg, que habitulamente coordinan los grupos fosfato del
ATP, deben acomodarse para minimizar la interaccion entre el parche de cargas negativas y y

estos grupos fosfato del ATP cargados negativamente (Fig. 89).

Figura 88. Estructura 3D de LmaMPKIOAC en complejo con el inhibidor SB203580. Aqui se
representa la estructura de la proteina como superficie expuesta al solvente, la cual estd coloreada de
acuerdo a un mapa de potencial electrostatico calculado (usando el programa APBS Baker et al.,
2001). En la orientacion del panel izquierdo se puede observar el surco profundo que separa al 16bulo
N-terminal (hacia la parte superior en esta vista de la molécula) del C-terminal (hacia la parte inferior),
con el inhbidor (cuyos carbonos se colorean en amarillo) ocupando el bolsillo de uniéon de ATP. El
panel derecho es igual pero con vista rotada 180° de acuerdo a un eje vertical en el plano del papel.
Notese la distribucion de carga heterogénea, con un parche altamente positivo en la region de union al
sustrato, y una region marcadamente negativa en el dorso de la proteina (panel derecho; recordar sin
embargo que a LmaMPK10AC le faltan los ltimos 46 aminoacidos en el extremo C-terminal, que
podrian “cubrir” este parche negativo, ver mas abajo).
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Figura 89. Detalle del bolsillo de uniéon al nucleétido de LmaMPK10, con una molécula de ATP
superpuesta. Notar como los atomos de Mg** se posicionan para minimizar la repulsion electrostatica
de los grupos fosfato del ATP y las cargas negativas de la proteina.

Virando nuestra atencion a la comparacion de LmaMPK10 con otras MAPKSs, en particular
las de origen humano, podemos comparar como se une el SB203580 a LmaMPK10 o bien a
p38. En el diagrama de la figura 90, se detallan los residuos los residuos cercanos capaces de
interaccionar con el inhibidor, revelando varias diferencias. Por otro lado la figura 91 muestra
cémo la orientacion del inhibidor es diferente en ambas proteinas, aun cuando en ambas
ocupa el mismo bolsillo de unién. Pese al parecido de ERK con p38, ERK no une
naturalemnte al inhibidor SB203580. Sin embargo, se ha reportdé un mutante artificial de
ERK2 (PDB 1PME, Fox et al. 1998) capaz de unir al SB203580, por ingenieria de proteinas
injertando 5 mutaciones de residuos de p38. Notablemente, la superficie de interaccion y la
orientacion del inhibidor en LmaMPK10 son més similares a las de este mutante de ERK2.
Podemos distinguir que el bolsillo de uniéon al ATP de LmaMPKI10 tiene una hendidura mas
pequefia y expone un patron de potencial electrostatico en la superficie del sitio activo
diferente (Fig. 91), en comparacion con ERK2 y p38a. El estrechamiento de la hendidura
comparado con p38a se debe al mayor cerrado del bucle P rico en glicinas que hay en

LmaMPK10 sobre el analogo de nucleétido. Esto esta ligado al inusual hecho de que la
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configuracion “DFG-in” de la apo-LmaMPK10 no cambia en el complejo LmaMPK10AC-

SB203580. En el caso de p38a el ligando SB203580 se une y estabiliza la conformacion

“DFG-out”, donde la Phel69 del motivo DFG contribuye a la union directa al inhibidor. En

suma, LmaMPK10 se une naturalmente a SB203580 de una forma “tipo ERK”, muy

semejante al perfil de asociacion observado en la estructura 1PME de la quinasa humana.

Encontramos diferencias interesantes en el modo de unidon del inhibidor, y en la esfera de

residuos proteicos en interaccion directa con el mismo (Fig. 91). Estas caracteristicas

diferenciales pueden ser explotables para disefiar nuevos inhibidores més potentes y

especificos contra LmaMPK10.
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Figura 90. Vista del sitio de unién al ligando en LmaMPKI10AC y en p38a humana detallando los
residuos de LmaMPK10 y p38 involucrados en la interaccion directa con SB203580. El diagrama fue

obtenido con LIGPLOT.
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Figura 91. Detalle del bolsillo de union al nucleétido de LmaMPK10AC. Se representa la superficie
expuesta la solvente coloreada de acuerdo al potencial electrostatico. Se comparan los complejos:
LmaMPKI10AC-SB203580 (panel izquierdo), p38a humana-SB203580 (pdb 3GCP; panel central) y
ERK2 humana- SB203580 (1PME; panel derecho) en la misma orientacion, luego de la superposicion
estructural. El ligando SB203580 se representa en bastones coloreado por atomo. Notar el bolsillo méas
angosto de LmaMPK10AC en relaciéon a p38, y la similitud general de LmaMPK10 con ERK2, en
relacion a la orientacion del SB203580. Recordar que SB203580 no se une a ERK2, esta estructura fue
obtenida con un pentamutante, cambiando residuos claves a los presentes en p38 (Fox et al., 1998)

Definicion de la especificidad de sustrato: relevancia de motivos proteicos cortos

Hay sitios bien definidos en MAPKs humanas, de importancia clave en la determinacion de la
especificidad del(de los) sustrato(s) proteico(s), que se han denominado “CD/ED Docking
Sites”. Estos estan efectivamente presentes en la estructura de LmaMPK 10, pero con cambios
importantes en las caracteristicas detalladas de los residuos que los componen (Fig. 92). Estas
sustituciones podrian significar cambios importantes de especificidad de unioén a los sustratos
especificos de esta quinasa de Leishmania, con lo que podrian ser usados como sitios

“drogables”.
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Surco de unién
(docking groove):
Sitio CD “Common Docking site”: donde MKKK3b y MEF2
HDPDD en p38//FDPLD en LmaMPK10 se unen a p38

Sitio ED de docking:
~— NEDCE en p38//

ADNND en LmaMPK10

Figura 92. Sitios de unién de sustratos proteicos, comparacion entre p38 y LmaMPK10. En verde se
muestra de forma ilustrativa, la posicion de ligandos proteicos tal como se han observado unidos a
p38. En representacion de esferas se resaltan las posiciones donde hay significativas diferencias con
LmaMPK10. Las dos orientaciones elegidas, permiten ver las posiciones de los sitios CD y ED con
mayor claridad.

Busqueda de nuevos inhibidores de LmaMPKI10AC

Esta tesis fue enmarcada en el proyecto Europeo-FP7 Leishdrug, que se propuso como
objetivo final identificar y caracterizar nuevos compuestos lider hacia el disefio de drogas con

actividad antiparasitaria. Muy recientemente nuestros colaboradores en el Institut Pasteur
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lograron generar un knock-out condicional de LmaMPK10 y demostraron que esta quinasa
juega un rol importante en el estadio amastigote en L. major (Cayla, 2014), afectando
directamente la sobrevida de este parésito. Si bien no se ha confirmado la esencialidad de
LmaMPK10, esta quinasa fue seleccionada como potencial candidato a blanco de drogas
pensando en una estrategia dirigida por estructura. Es una quinsasa que ademds presenta
caracteristicas interesantes que podria diferenciarla en relacion a otras quinasas de hospedero
mamifero. Con el objetivo entonces de diversificar los abordajes de analisis estructural,
realizamos una colaboracion con el Laboratorio de Quimica Medicinal y Computacional del
Instituto de Fisica de Sao Carlos (Universidad de Sao Paulo), dirigida por el Dr Adriano
Andricopulo, donde realicé una pasantia. Se utilizaron las estructuras de LmaMPK10 con el
fin de realizar una busqueda computacional de potenciales ligandos inhibidores de
LmaMPK10 y otros blancos potenciales de Trypanosomatidos. Se conformd una libreria de
compuestos quimicos a partir de la base de compuestos ZINC. Para esto se seleccionaron
moléculas con propiedades quimicas, similares a SB203580 (rango de peso molecular, carga,
solubilidad, etc), generando asi una lista de aproximadamente 150000 compuestos. Usando la
estructura de LmaMPK 10 3UIB (a la que se le retir6 el inhibidor del bolsillo de unién) y el
programa de docking virtual Gold (version 5.1, con un abordaje semi-flexible, que permite el
giro de los angulos de torsion de los grupos —OH de Ser, Thr y Tyr con el fin de optimizar los
puentes de H con el ligando y la rotacion de las cadenas laterales de Lys) , se rastrearon estos
150000 compuestos, en base a su capacidad de unidn al sitio de unién al nucleotido. Estos
compuestos se ordenaron segun un score, de a cuerdo a su capacidad de unirse in silico a
LmaMPK10. Los mejores 50 compuestos fueron evaluados por un segundo programa de
docking, Autodock-VINA. Con la asistencia del Dr. Sergio Pantano se logrd priorizar esta
lista, acotandola a 15 potenciales inhibidores (Tabla 16), para proceder a su sintesis y ensayos
in vitro e in vivo. Es interesante resaltar que la mayoria de las moléculas seleccionadas tienen

alguna semejanza estructural con SB203580.
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Tabla 16. Los mejores 15 compuestos obtenidos del docking virtual en GOLD y Autodock-VINA con
LmaMPKI10AC
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Evaluacion de potenciales compuestos inhibitorios

Hasta el momento nuestra posibilidad de ensayar la actividad de LmaMPK10 se basa en el
ensayo de IVKA previamente descrito. Por lo tanto diseilamos un ensayo de inhibicion, para
realizar una caracterizacion preliminar de la capacidad de estos compuestos de inhibir la
actividad de LmaMPK10 in vitro y los comparamos con el inhibidor SB203580. Se lograron
sintetizar 13 de los compuestos seleccionados, lo que fueron disueltos en DMSO (Tabla 17).
Ademas, trabajamos con la proteina transgénica fusionada a GFP, purificada de parasitos (L.
donovani) y con la proteina recombinante purificada de E. coli debido a que como

describimos tienen un comportamiento diferencial en este tipo de ensayos.

Tabla 17. Lista de disponibles y evaluados por IVKA

3F2335-0143
4 NAT9-272996

n° lcpd ID zINC ID
1C385-0051 ZINC09680021
2C519-0209 ZINC04436141

ZINC08850291
ZINC04235909

5PB164779678 ZINC17784301
6 STL236232 ZINC02255542
7 STK828727 ZINC02250262
8 STK862851 ZINC02751356
97102684118 ZINC08745039
102107105476 ZINC09367146
112234516212 ZINC08709148
12725491584 ZINC08826095
137265444838 ZINC09591393

14 No recibido
15 No disponible

ZINC09016356
ZINC00801612
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Figura 93. Analisis de la actividad quinasa de LmaMPK10 AC recombinante purificada de E. coli. En
ensayo se realiza en presencia de ATP marcado y se evalua la actividad de autofosforilacion asi como
la fosforilacion de un sustrato genérico (MBP) en presencia de diferentes compuestos a 10 y 20 uM.

Como se observa en la figura 93, la mayor inhibicion de la actividad de autofosforilacion se
detecta en presencia de SB203580. En cambio la presencia de dicho inhibidor, no parece
modificar sustancialemnte la fosforilacion del sustrato MBP. Hay que recordar que la
fosforilacion del sutrato por la proteina LmaMPK10AC purificada de E.coli no es muy notoria
como se da con la proteina purificada de parasitos. Los compuestos sintetizados no resultaron
en efectos significativos de modulacion de la actividad de LmaMPK10. Podemos destacar que
el compuesto 2 (10 uM) parece tener una actividad potenciadora de la fosforilacion de MBP,

lo que deberia someterse a ensayos confirmatorios.
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Figura 94. Anélisis de la actividad quinasa de LmaMPK10 WT y AC trangénicas purificada de L.
donovani. En ensayo se realiza en presencia de ATP marcado y se evalua la actividad de
autofosforilacion asi como la fosforilacion de un sustrato genérico (MBP) en presencia de diferentes
compuestos a 10 y 20 uM.

El empleo de la proteina purificada de parasitos resulta interesante porque como se menciond
anteriormente presenta una actividad de fosforilacion de MBP més marcada en relacion a
proteina purificada de E. coli. Asi se puede ver en la figura la inhibicidon parcial que muestra
el SB203580 en la proteina transgénica WT y en la mutante AC. A pesar de la menor cantidad
de proteina purificada de parasitos, como se revela en la tincién por Coomassie, se observa

altamente activa incluso en presencia de los potenciales inhibidores seleccionados.

En suma, en las condiciones evaluadas los compuestos seleccionados no actividad inhibitoria

detectable, con lo que no proseguimos estudios ulteriores.
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Busqueda de interactores de LmaMPKI10AC

En conjunto, este trabajo representa un gran avance en la comprension molecular y estructural
de protein-quinasas importantes en la biologia de estos protozoos patéogenos. Sin embargo, es
claro que se requieren continuados esfuerzos para construir una imagen completa de los
mecanismos de sefializacion en los que estdn implicadas. El desarrollo del knock-out
condicional de LmaMPK10 por nuestro colaboradores y la conclusion de que esta quinasa
juega un rol importante para la sobrevida del estadio amastigote en L. major (Cayla, 2014),
abre una herramienta ideal para avanzar en los estudios estructura/funciéon que nosotros nos
habiamos trazado entre los objetivos cientificos de este trabajo de Tesis. Ensayos preliminares
del grupo de G. Spaeth mostraron que LmaMPK10 co-inmunoprecipita con un una proteina
ortdloga de una de las subunidades de un complejo macromolecular grande llamado FACT en
levaduras (por facilitates chromatin transcription) Winkler & Luger, 2011; Hondele et al.,
2013; Tessarz & Kouzarides, 2014) (Fig. 95)). Esta asociacion parece ser estadio-especifica,
pues la co-inmunoprecipitacion de FACT so6lo se observa en promastigotes. Ademadas se
evalu6 dicha co-inmunoprecipitacion con LmaMPK4 y LmaMP7, y se observo que este

homologo de FACT también precipita con LmaMPK4 pero no lo hace con LmaMPK7.

Figura 95. Analisis por SDS-PAGE de la inmunopreciptacion de LmaMPK10 a partir de extractos de
L. donovani transfectados para la expresion de quinasas fusionadas a GFP. A) La inmunoprecipitacion
de LmaMPK10 fue evaluada en pro y amastigotas; B) Se compar6é la inmunoprecipitacion de
LmaMPK10 con | de LmaMPK4 y LmaMPK7.
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Para avanzar en esta linea nosotros generamos un anticuerpo policlonal en conejo anti-
LmaMPK10 (Polo Tecnolégico de la Facultad de Quimica). El suero policlonal se purificd
por afinidad utilizando una columna de NHS-LmaMPK10 (GE). El suero purificado fue
evaluado contra diferentes extractos de tripanosomatidos. Como se observa en las figuras 96 y
97, el anticuerpo policlonal es capaz de identificar LmaMPKI10 especificamente, en un
extracto de proteinas de Leishmania, asi como en el contexto de un extracto de proteinas de E.

col
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Figura 96. Analisis por western blot para evaular la sensibilidad en la reactividad del suero
policlonal anti LmaMPK10 purificado por afinidad. Se utilizaron diferentes cantidades de
LmaMPK10 y LmaMPK10AC recombinante purificada.
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Figura 97. Analisis por western blot para evaluar la especificidad en la reactividad del
suero policlonal anti LmaMPK10 purificado por afinidad.
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Figura 98. Andlisis por westren blot evaluando la identificacion de MPK10 en diferentes especies de
tripanosomatidos y diferentes estadios del parésito. Se sembraron 35ug de promastigotas de L.
donovani; 70 ug de epimastigotas de 7. cruzi; 35 y 70 ug de promastigotas de L. major; 35 ug de
amastigotas de L. major; 10 ng de LmaMPK10 pura recombinante y 10 ng de LmaMPK10AC pura
recombinante.

El andlisis de diferentes estadios de Leishmania confirma que LmaMPKI10 se expresa de
forma constitutiva, estando presente tanto en promastigotas como en amastigotas. En los
extractos correspondientes a promastigotas de L. major se observan bandas de menor peso
molecular, pudiendo ser productos de degradaciéon de LmaMPK10 o reaccion cruzada con
otras proteinas (quizds otras quinasas con epitopes similares?). Poco se conoce sobre la
expresion de la MAPK10 en Trypanosoma. El andlisis de un extracto de epimastigotas de 7.
cruzi reveld la presencia de una banda del tamafio esperado para MPK10, pero ademas una
banda mayoritaria de mayor tamafio aproximadamente 55kDa) y otra de menor tamafio (~35

kDa).
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El anticuerpo policlonal anti-LmaMPK10 en conejo fue previsto para caracterizar la co-
inmunoprecipitacion de LmaMPK10 con FACT. Se pusieron a punto protocolos de
inmunoprecipitacion de LmamMPK10 a partir de extractos de Leishmania que fueron

exitosos (resultado no mostrado).

Figura 99. Esquema de los subdominios presentes en FACT de levaduras. Las flechas indican los
diferentes oligonucledtidos que se disefiaron para subclonar los diferentes dominios del ortdlogo de
FACT de Leishmania (Lj F29.0020) en vectores de expresion en E. coli.

Subclonamos esta proteina ortdloga de la subunidad Sptl6 de FACT de Leishmania, en su
version completa asi como dividida en sub-dominios, con el fin de expresarla en forma
recombinante, y caracterizar la eventual interaccion entre LmaMPK10 y FACT, idealmente
definiendo qué dominio(s) de FACT son importantes en dicha asociacion. Todos los
subdominios de FACT se sobre-expresaron, aunque resultaron ser especies insolubles en E.

coli, con lo que esta linea debera continuarse mas alla de este trabajo de Tesis.
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Discusion

Expresion, purificacion, cristalizacion y determinacion de la estructura tridimensional de

Ser/Thr quinasas de interés de Leishmania major: desafios y contribucion de la Biologia

Estructural.

Como mencionamos previamente, los proyectos de biologia estructural tienen numerosos
cuellos de botella debido a las diferentes etapas que se deben atravesar con éxito hasta llegar a
un modelo de la estructura molecular con resolucion atdmica de una proteina. Los mas
comunes son la expresion soluble de las proteinas blanco de interés; la obtencion de cristales
de la proteina blanco y que esos cristales difracten los rayos X; y por tltimo pero no menor, la
determinacion de las fases de los patrones de difraccion, para la resolucion de la estructura
cristalografica. Es en este escenario que se eligieron cuatro protein-quinasas blanco de
Leishmania con el fin de seleccionar el/los mas adecuado/s para nuestros intereses, ademas de
poder tener alternativas a la hora de sobrepasar los cuellos de botella tipicos. Efectivamente,
durante el desarrollo de esta Tesis nos hemos encontrado con dificultades en la obtencion de
proteinas solubles en cantidad y calidad adecuada para fines cristalograficos, para varios de
los blancos originalmente seleccionados.

El estudio estructural de biomoléculas mediante cristalografia de rayos X requiere de la
obtencion de grandes cantidades de la proteina de interés, de forma soluble, pura y
homogénea. Los sistemas de expresion procariotas, como E. coli, suelen ser el hospedero
predilecto para la expresion de proteinas heterdlogas ya que ofrecen ventajas como facilidad
de uso, bajo costo, tiempos de generacion cortos y escalabilidad para la produccion industrial
de proteinas recombinantes (Zerbs et al., 2014). No obstante, cuando se trata de sobre-
expresar proteinas de origen eucariota, pueden aparecer dificultades debido a la ausencia de
maquinarias de modificaciones postraduccionales (como acetilacion, metilacion,
fosforilacion, glicosilacion, etc. de tipo eucariotas), lo que puede resultar en la produccion de
proteinas inactivas y/o en la formaciéon concomitante de cuerpos de inclusion insolubles
(Sahdev et al., 2008).

(Por qué vale la pena correr estos riesgos, y proponerse sortear los obstaculos propios de
enfoques de Biologia Estructural? La potencia de estos métodos es proporcional a la cantidad
de informacion implicita en las estructuras moleculares que obtenemos. Estos datos no son

solo descriptivos, sino que nos permiten frecuentemente revelar mecanismos funcionales, en
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los niveles bioquimicos y a veces incluso celulares, asociados a las proteinas que nos
planteamos estudiar: en el caso de las PQs de tipo eucariota, dado que el mecanismo de
catalisis enzimdtica (en tanto que fosfotransferasas) es compartido por todas ellas y
actualmente bien entendido, lo que resulta fascinante y de gran valor es el conocer como se
regula esta actividad en cada caso. Sabemos que entender este mecanismo de “interruptor”
nos puede proveer de informacion no sélo de interés fundamental en biologia, sino incluso
con valor aplicado hacia el disefio racional de inhibidores o moduladores para modificar el
estatus de actividad bioldgica de una quinasa especifica en las células vivas. Los ejemplos de
desarrollos de drogas exitosas, que han cambiado la terapéutica en enfermedades dificiles, u
otras de mal pronostico, tienen en el Gleevec (imatinib) un ejemplo muy inspirador de la
combinacion de la biologia estructural de la tirosina-quinasa BCR-Abl, con la modelizacion
molecular de compuestos, y la quimica medicinal y farmacologia, para tener un compuesto
capaz de unirse diferencialmente al estado apagado, Phe-out de la quinasa blanco,
estabilizando dicho estado in vivo, y convirtiéndose en un exitoso tratamiento para combatir la
leucemia mieloide cronica (Druker & Lydon, 2000).

Si bien el caso de Gleevec es el mas conocido, comercializado en farmacias y hospitales del
mundo entero desde comienzos de este siglo, varios otras PQs son blanco de desarrollo
racional de medicamentos, y benefician de la informacién detallada de su estructura para
ganar en exquisita especificidad (disminuyendo efectos colaterales por inhibicion indeseada
de otras quinasas), y para actuar del modo mads inteligente y evitando el desarrollo de
resistencia por mutaciones en la PQ (Zhang et al., 2009; Klebl et al., 2011; Lounnas et al.,

2013).

Nuestros blancos seleccionados en Leishmania: LmaMPK7, LmaCKIl, LmaMPK{4,
LmaMPKI10

1- LmaMPK7 es un blanco de gran interés en el marco de nuestros estudios: es un quinasa
que es diferencialmente fosforilada en el estadio infectivo del parasito, y ademds presenta
varias inserciones importantes en sitios relevantes de la enzima. Est4d ausente en el genero
Trypanosoma, pudiendo regoular funciones especificas en Leishmania. Se evalu6 la expresion
soluble de LmaMPK7 en E. coli en 62 condiciones diferentes y en casi todas las condiciones
ensayadas la proteina se expres6 de forma insoluble. Las variaciones en condiciones

ensayadas procuran en general disminuir la sintesis de proteinas o bien, la velocidad de
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sintesis de la proteina blanco. Frecuentemente esto redunda en mayor oportunidad de
plegamiento correcto, con lo que, aun si disminuye el rendimiento total de proteina producida,
en casos favorables la fraccion de proteina soluble aumenta significativamente. La induccion
de expresion en pequefia escala fue asi ensayada a distintas temperaturas y tiempos (37°C por
3 h, o bien 20°C por 14 h). El uso de distintos promotores también apuntd al mismo objetivo
de ensayar distintas cinéticas de expresion proteica, por ejemplo usando un promotor mas
fuerte como T7, y otro algo mas débil como T5. Los mejores resultados se encontraron
expresando a LmaMPK?7 como proteina de fusion, probablemente de esta manera se mejord
su solubilidad, de todas formas esto no alcanz6 para obtener proteina en cantidad pura y
homogénea para nuestros fines.

Se detecto la expresion soluble de LmaMPK?7 en 4 condiciones, pero el rendimiento obtenido
fue extremadamente bajo para nuestros requerimientos. En todos los intentos de purificacion
de LmaMPK7 a partir de la fraccion soluble de proteinas expresadas, nunca logramos
identificarla por espectrometria de masa entre las proteinas purificadas. Dada nuestra
dificultad para expresar de forma soluble a LmaMPK?7, y considerandola una proteina de
interés , decidimos ceder el vector al Dr. Agustin Correa que desarrolld un sistema de
busqueda y evaluacion de condiciones de expresion de proteinas solubles. Asi se ensayo la
expresion de LmaMPK?7 en 12 vectores nuevos, fusionada a diferentes proteinas (CelD, MBP,
SUMO, DsbC y Trx) y en al menos 2 condiciones de cultivos diferentes sin obtener resultados
positivos (Correa et al., 2014).

Una estrategia que no evaluamos y que se podria ensayar es la co-expresion de LmaMPK?7
con chaperonas moleculares. Se han reportado numerosos casos que esta estrategia favorece la
obtencion de ePQs solubles (Haacke et al., 2009).

No se puede descartar que LmaMPK7 requiera modificaciones post-traduccionales que sean
efectivamente imprescindibles para su correcto plegamiento. Se ha documentado en E. coli
que la expresion en forma soluble de quinasas de serina/treonina aumenta cuando se las co-
expresan con sus respectivos activadores especificos rio arriba o sus sutratos, en la cascada de
senalizacion (Yue et al., 2000). En este contexto, podriamos intentar evaluar la co-expresion
de una MAPKK especifica (ain desconocida) para LmaMPK7, en procura de aumentar la
solubilidad de nuestra proteina de interés en un sistema de expresion procariota. De ser
exitosa, esta aproximacion permitiria, simultineamente, obtener LmaMPK7 en su
conformacion fosforilada (estado activo en MAPKSs), para posteriores analisis de eventuales
inhibidores mediante ensayos enzimaticos (John von Freyend et al., 2010) y estudios

estructurales de complejos. Dado que hay al menos 4 MAPKKSs putativas en el genoma, no se
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pudo abordar esta alternativa de modo sistematico en el curso de mi trabajo de Tesis. Como
plan de contingencia, en principio de mas rapida evaluacion, decidimos realizar ensayos de
expresion en sistemas heter6logos eucariotas, los que podrian aportar la maquinaria de
modificacion post-traduccional que permita el correcto plegamiento de LmaMPK?7, resultando
en un aumento de su solubilidad. En primer lugar se seleccioné el sistema de Leishmania
tarentolae. Se subclond la secuencia condificante de LmaMPK7 en los vectores de expresion
especificos para este sistema: a) pLexy [ neo y b) pLex hyg2 (el primero permite lainduccion
de la expresion y en el segundo la expresion de la proteina recombinante es constitutiva). Las
construcciones se enviaron al Institut Pasteur de Paris donde nuestros colaboradores (G.
Spaeth) realizaron la transfeccion de L. tarentolae y evaluaron su expresion. En ningun caso
lograron obtener clones de L. tarentolae que expresaran LmaMPK7. Este resultado podria
explicarse considerando que la sobre-expresion de LmaMPK?7 fuera téxica para la sobrevida
del parasito.

Decidimos entonces evaluar la expresion de LmaMPK7 en células S2 de Drosophila. Se
subclond la secuencia en vectores de expresion pT353 y pT460 (cedidos gentilmente por
Thomas Kray-el primero permite la expresion citoplasmica de la proteina de interés y el
segundo la expresion como proteina de secrecion). Como se detalldo previamente, se logro
expresar LmaMPK7 de forma soluble en la linea celular S2 de Drosophila, pero el
rendimiento obtenido no fue adecuado para nuestros objetivos de estudios estructurales. De
todas formas es importante sefialar que este sistema requiere de mayor analisis, en relacion a
la evaluacion de diferentes condiciones de cultivo o incluso al escalado del mismo. Debido a
los tiempos de cada ensayo de transfeccion y de cultivo, esto sobrepaso los objetivos de esta

Tesis.

2- Se logrd expresar LmaCK1 recombinante en forma soluble en el sistema procariota E. coli.
Las tnicas condiciones encontradas que nos permitieron confirmar la producciéon de LmaCK1
en forma soluble implican su expresion como proteina de fusiéon a la tiorredoxina. Sin
embargo, intentos por clivar esta fusion, que es demasiado grande (y con conexion flexible a
nuestro blanco) fracasaron, sugiriendo fuertemente que la tiorredoxina mantiene
efectivamente la fusion soluble, pero que nuestra proteina de interés sufre de problemas de
plegado que se despliegan una vez clivada. Dado que estas explicaciones no eran
concluyentes, se procedio de todos modos a ensayos de cristalizacion de la proteina de fusion,

lamentablemente sin resultados positivos, lo que en definitiva imposibilitd posteriores
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estudios cristalograficos. Sin abandonar en este punto los esfuerzos, se puso énfasis a
continuacion en la modificacion de las propias construcciones de la quinasa, en busca de
mejoras de su comportamiento. Se realizd6 un modelado por homologia (usando quinasas CK
ortologas, en particular de arroz PDB 3SV0, dado su similitud de secuencia) y se analizaron
en detalle alineamientos multiples de la secuencia codificante de LmaCK1 con otras quinasas,
conduciendo en definitiva a proponer versiones truncadas de la quinasa de Leishmania en su
extremo C-terminal. Ademads, dado que LmaCK1 pareceria ser una proteina de secrecion de L.
major (Sacerdoti-Sierra & Jaffe, 1997; Rachidi et al., 2014), se intentd optimizar su expresion
en E. coli como proteina peripldsmica. Estos intentos con variantes cortas, asi como
redirigiendo su expresion a periplasma, no mostraron mejoras de rendimiento como forma
soluble, por lo que decidimos, como ultimo intento, evaluar la expresion de LmaCKl1 en
Drosophila, el sistema heter6logo eucariota que describimos previamente. Si bien detectamos
la expresion de LmaCK1 como proteina de secrecion en este sistema (de hecho, usando la
version mas corta de la proteina LmaCK1.2A285), el rendimiento obtenido en las condiciones

evaluadas no resulto suficiente para nuestros objetivos.

3- Se logroé producir de forma recombinante a la proteina LmaMPK4, aunque el rendimiento
de la forma soluble fue demasiado bajo en todas las condiciones evaluadas. La proteina se
agrega mayoritariamente en cuerpos de inclusion insolubles, lo que en definitiva resulta en
una escasa produccion de proteina soluble, en todo caso insuficiente para estudios
cristalograficos y estructurales (<0,04mg/ por litro de cultivo).

Se logr6 expresar LmaMPK4 como proteina de fusion a la disulfuro isomerasa DsbC. Se notd
un aumento de la solubilidad de LmaPK4, aparentemente por accion “guiada” por la proteina
“solubilizadora”, sugiriendo la utilidad de la actividad chaperona previamente documentada
de DsbC (Nozach et al.,, 2013). Por vez primera se lograron cantidades importantes de
proteina soluble, al cabo de la primera etapa de purificacion por cromatografia de afinidad a
niquel. La fusion eluyé como una forma aparentemente decamérica de acuerdo a los
resultados de cromatografia de exclusion por tamafio, descartando mediante SDS-PAGE (con
y sin agente reductor) que las interacciones entre mondmeros se deban a puentes disulfuro.
Desafortunadamente, el corte con TEV resulté en la inmediata precipitacion de LmaMPK4,
concluyendo que probablemente el efecto de DsbC sea solubilizador de la fusion, pero no de
auténtica accion chaperona sobre la quinasa. El incorrecto plegado de la quinasa seria asi

consistente con la co-elucion observada de modo reproducible de la proteina GroEL/ES en la
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purificacion por afinidad a niquel de la fusion recombinante. GroEL/ES es una chaperona de
E. coli que colabora interaccionando con proteinas de gran tamafio —tal como DsbC-
LmaMPK4-y facilitando su correcto plegamiento (Chaudhuri ef al., 2009).

Dado que estas interpretaciones no pueden descartar que la fusion DsbC-LmaMPK4 tenga un
correcto plegamiento, se rastrearon condiciones de cristalizacion con la proteina de fusion sin
clivar con TEV, sabiendo que DsbC per se cristaliza (McCarthy et al., 2000). Este rastreo
permitié generar cristales, pero los patrones de difraccion obtenidos con dichos Aits iniciales
resultaron en perfiles propios de pequefias moléculas (sales, aditivos, de la condicion de
cristalogénesis).

Queda pendiente evaluar la expresion de ortdlogos de LmaMPK4 de otras especies patdogenas
de Leishmania. Muchas veces, cambios puntuales en uno o pocos residuos se traducen en
cambios en la solubilidad de la proteina de interés. Otra estrategia posible podria ser la
optimizacién de la secuencia codificante de LmaMPK4 para su expresion en E. coli. Muchas
veces, esta alternativa, facilita el correcto plegado de la proteina en cuestion. Como se
discuti6é para LmaMPK?7, la co-expresion de LmaMPK4 con chaperonas especificas o con su
MAPKK especifica, podria también incrementar su solubilidad mediante una mejora en el
plegado o mediante la modificacion de la fosforilacion, estrategias que podran ser ensayadas

mas alla de este trabajo de Tesis.

4- Se logré expresar LmaMPK10 recombinante soluble en E. coli con buen rendimiento. Se
puso a punto los protocolos adecuados para su purificacion y se rastrearon condiciones de
cristalizacion. La construccion correspondiente a LmaMPK10 entera permitié purificar
proteina, la cual cristalizé en varias condiciones diferentes. Sin embargo, en todas ellas los
cristales crecieron en forma de muy pequeias agujas. Denodados intentos de optimizacion de
dichos cristales incluyeron la variacion de condiciones por agregado de aditivos o mediante
técnicas de sembrado. Sin embargo, no se logré la obtencion de cristales que difractaran los
rayos X. Ensayos de protedlisis limitada con tripsina permitieron detectar un nucleo de la
proteina resistente a la degradacion en las condiciones del ensayo. Los resultados de
espectrometria de masa revelaron que este ntcleo estd formado por la proteina a excepcion de
los ultimos 46 residuos del extremo C-terminal. Este resultado llevo a la construccion
recombinante que expresa la proteina truncada: LmaMPK10AC. LmaMPK10AC también se
expreso soluble con buen rendimiento en E. coli, pero a diferencia de la proteina entera, solo
cristalizd en una de las 384 condiciones de cristalizacion evaluadas. Los cristales resultaron

mas grandes, con forma de barras y difractaron (luego de una optimizacion de las condiciones
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de cristalogénesis iniciales) a 1.95A. Estos resultados son consistentes con aquellos producto
de proteolisis limitada: es probable que el extremo C-terminal de LmaMPK10, conteniendo
regiones desestructuradas de mas facil acceso a la proteasa, afecte el empaquetamiento de la
proteina en los cristales. Asi, LmaMPKI10AC result6 en cristales de mejor calidad capaces de
difractar los rayos X con alta resolucion.

Se realizo la colecta de datos de difraccion de rayos X, y el procesamiento de las imagenes.
Las fases de LmaMPK10AC se obtuvieron luego por reemplazo molecular utilizando como
sonda de busqueda la estructura de p38a humana (PDB 3HV3). El intento de utilizar ERK
como sonda de busqueda, resultd en soluciones de reemplazo molecular de peor calidad (peor
contraste en la funcion de rotacion, peores coeficientes de correlacion en la funcion de
translacion). Este resultado estd de acuerdo con los resultados previamente descriptos,
relacionados con los alineamientos estructurales y de secuencia: a pesar de la que la similitud
de secuencia es mas alta con ERKI1/2, la superposicion estructural de LmaMPK10 es
ligeramente mas importante con P38a (por ejemplo, usando el algoritmo de superposicion
estructural multiple DALI, los puntajes Z obtenidos con el modelo final refinado de
LmaMPK10AC son de 35.6 con P38a [PDB ID 3GFE] frente a 34.1 con ERK2 [3ERK].

Los mapas de densidad electronica generados fueron de excelente calidad para el 16bulo C-

terminal y de sefal mas débil para el l6bulo N-terminal.

Las principales dificultades que atravesamos han estado ligadas a la obtencion de las
proteinas blanco en cantidad y de forma soluble. Se han invertido intensos esfuerzos para
sortear dichos problemas ha significado un gran entrenamiento en lo referido al trabajo de
expresion de proteinas recombinantes en sistemas heterdlogos. Existen muchas otras
estrategias que pueden ser evaluadas a la hora de expresar una proteina recombinante en un
sistema heterdlogo. Sin embargo, la necesidad imperativa de obtener estas proteinas en forma
soluble y en las grandes cantidades requeridas para subsiguientes estudios cristalograficos,
también ha significado una gran dosis de frustracion, en vistas a ver avanzar con mayor
celeridad el estudio estructural de estas proteinas que tienen gran interés en parasitologia. Este
tipo de problemas es uno de los principales cuellos de botella que atraviesa la cristalografia de
proteinas hoy en dia, razoén por la cual el proyecto apuntaba a varios blancos diferentes, y
contaba con planes de contingencia que nos han permitido seguir adelante exitosamente con

la linea central de investigacion. En particular, el trabajo con la quinasa LmaMPK10 ha sido
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muy exitoso, y asegurd mi entrenamiento en el area de la cristalografia de proteinas, desde la
expresion, purificacion y manipulaciéon genética de proteinas recombinantes, hasta la
cristalizacion de macromoléculas y la determinacion de su estructura molecular por difraccion

de rayos X.

Analisis estructural y bioquimico de la MAPK LmaMPKI10: determinantes en la

plasticidad y potenciales mecanismos de regulacion de la actividad.

Como era de esperar LmaMPK10AC presenta la estructura clasica, bi-lobular de las ePKs con
sus 12 motivos altamente conservados. Tras el andlisis detallado de la estructura de
LmaMPK10 inmediatamente se lograron identificar dos caracteristicas novedosas:

* la hélice al en el extremo N-terminal. Esta hélice esta ausente en otras MAPKSs, en la
mayoria de las cuales se ve reemplazada por una hoja 3 de dos hebras. Un reporte reciente de
la estructura de una MAPK de L. donovani (4QNY) muestra que este tipo de hélices puede ser
una carcteristica mas general de otras MAPKSs del género Leishmania. Ademas, la GSK-1 de
Leishmania (Ojo et al., 2011), otra ePK, presenta también una o-hélice N-terminal, aunque
ubicada en una orientacion totalmente diferente a ol de LmaMPK10. Este tipo de estructura
podria estar jugando roles en el reconocimiento de las proteinas, incluso permitiendo a
LmaMPK10 anclarse a otras estructuras.

*una corta insercion de siete residuos (55-63) en el 16bulo N-terminal, tinica de LmaMPK10,
que conforma una horquilla 3. Bien expuesta al solvente, esta horquilla justo precede a la
hélice aC, que sabemos juega un papel clave en la regulacion del switching activo-apagado
en ePKs. La posicion topoldgica de esta horquilla, justo antes de la hélice aC invita a
especular sobre un rol regulatorio, pues la eventual unién de otras proteinas a esta horquilla §
facilmente podria transmitir de modo directo un corrimiento de la hélice aC con
consecuencias regulatorias, de un modo bien anilogo a lo que ocurre en quinasas
dependientes de ciclinas (CDKs) con la hélice PSTAIRE (equivalente estructural a
aC)(Pavletich, 1999; Palmieri & Rastelli, 2013).

El andlisis de cargas electrostaticas en superficie reveld una gran concentracion de cargas
negativas en el dorso de la proteina (en la cara opuesta al sitio de uniéon al ATP) y en la zona
de union al péptido sustrato se distribuyen principalmente cargas positivas. La distribucion

heterogénea de cargas, asi como la presencia de elementos de estructura secundaria unicos en
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esta proteina y bien expuestas al solvente, son caracteristicas compatibles con potenciales
asociaciones proteina:proteina a proteinas de anclaje, y a sustratos peptidicos de naturaleza

acida.

El andlisis de la conservacion de secuencia y de motivos estructurales llevo a la identificacion
de residuos con caracteristicas importantes que en LmaMPK10 se encuentran sustituidos.
Sumado a las grandes dificultades para detectar la actividad quinasa clara en LmaMPK10
recombinante asi como para obtener complejos de LmaMPK10 con analogos de nucleotidos,
manejamos la hipotesis de estar en presencia de una pseudoquinasa. Clasicamente las
pseudoquinasas se definen por ausencia de uno o varios de los residuos cataliticos relevantes
(Kornev & Taylor, 2009; Eyers & Murphy, 2013), aunque s6lo el analisis de secuencia no es
suficiente ya que se debe confirmar la ausencia de actividad de fosforilacion.
Aproximadamente el 10% de los motivos ePKs entran en esta categoria. Lo interesante es que
la ausencia de actividad de fosforilacién, no implican que las pseudoquinasas no tengan una
funcién relevante, hoy en dia se han reportado numerosos trabajos describiendo nuevas
actividades, generalmente regulatorias, para esta quinasas supuestamente “muertas’.
Determinar la actividad de una quinasa no es tarea facil ya que muchas veces los ensayos in
vitro son cuestionados ya sea por trabajar con proteinas recombinantes expresadas en sistemas
heter6logos, o por trabajar con proteinas purificadas de origen eucariota que provengan otras
quinasas contaminantes (Lucet ef al., 2013). Més aun, la ausencia de actividad, no significa
que la quinasa esté en estado inactivo constitutivo ya que modificaciones post-traduccionales,
interacciones alostéricas o requerimientos del sustrato adecuado que mimeticen el contexto
celular son dificiles de ensayar (Eyers & Murphy, 2013). Existen numerosas estrategias para
evaluar la posibilidad de unién a ligandos nucleotidicos como estudios cristalograficos de los
complejos, espectroscopia de fluorescencia con analogos de nucledtidos fluorescentes,
cromatografia de afinidad al ATP, TSA, ITC, etc (Lucet et al., 2013).

En esta tesis intentamos determinar la unién del ATP o sus andlogos con varias estrategias:
medidas de actividad por ensayos cinéticos acoplados, determinacién de la unidén del
nucleodtido por fluorescencia (utilizando TNP-ADP-resultado no mostrado), ITC y TSA con
ATP asi como numerosos intentos de obtencion del complejo LmaMPK10AC con andlogos de
nucledtidos. Todas estas estrategias fracasaron o no presentaron resultados claros.

Los tnicos indicios de la actividad de LmaMPK10 que detectamos fueron en presencia de
ATP marcado. Ademas, Mathieu Cayla, integrante de nuestro grupo de colaboradores en

I.P.Paris, desarroll6 su tesis de doctorado caracterizando la actividad de LmaMPK10 en estos
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ensayos IVKA (in vitro kinase assay) ademas de generar un mutante knockout condicinal, y
determinar la importancia de esta proteina para la sobrevida de los amastigoas de Leishmania.
La generacion de mutantes puntuales o el hexamutanten en las 6 posiciones conservadas en
MAPK, que se ven sustituidas de LmaMPK10 no resultaron en cambios en la actividad de la
proteina.

En este contexto decidimos realizar un andlisis exhaustivo de la estructura de apo-
LmaMPK10, intentando describir si estamos en presencia de una estructura activa o inactiva

de la quinasa.

La conformacion de la forma apo de LmaMPK10 que resolvimos, muestra que la proteina
seria capaz de unir ligandos (tiene el sitio de unidén a nucleétido completo y libre para alojar
ATP, de hecho conseguimos resolver la estructura también en complejo con un inhibidor que
ocupa el sitio de unidn al nucledtido). Ademads, todos los residuos implicados en catalisis, asi
como los 10 residuos ultraconservados en ePKs (Kannan et al., 2007), estdn presentes en
LmaMPK10. Las pseudoquinasas tienen tendencia a sufrir modificaciones en estos residuos
(pues no hay presion de seleccion en cuanto a actividad catalitica), o bien a obliterar el

bolsillo de unién a ATP por la misma razon evolutiva.

Sin embargo, a la vez LmaMPK 10 comparte algunas caracteristicas con quinasas que han sido
resultas en su estado inactivo:

- Aun cuando este bucle no pudo ser incluido en el modelo final, datos de
espectrometria de masas obtenidos a partir de muestras de LmaMPK10 usadas para
cristalizar sugieren efectivamente que los residuos Thr y Tyr fosforilables no estan
fosforilados. Habitualmente en la forma activa de las MAPK encontramos al menos 2
residuos fosforilados en el bucle de activacion (TXY). La alta flexibilidad del bucle de
activacion en si mismo no es una firma inequivoca del estado activado: p38a no
fosforilada en estado inactivo muestra sin embargo un bucle de activacion bien
ordenado y definido en la densidad electrénica (PDB ID code 1P38), mientras que
formas activas de ERK, doble-fosforiladas en el motivo TEY del bucle de activacion,
también muestran al bucle ordenado (2ERK).

- En las quinasas activas, el glutamato conservado en la hélice aC del 16bulo N-

terminal, forma un puente salino con un lisina de la hebra B3 (Taylor & Radzio-
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Andzelm, 1994). Aunque la distancia entre las cadenas laterales de la Lys51 y el
Glu78 es consistente con un puente salino (3.9A), tipico de ePKs activadas, la Lys51
es muy movil en nuestras estructuras de LmaMPK10, sugiriendo fuertemente que esta
interaccion idnica en todo caso no es fuerte. De todas maneras hemos encontrado que
si bien estos residuos son criticos para la actividad de la quinasa (mutantes K/A
vuelven a las quinasas inactivas) las distancias a la que se ubican en las diferentes
quinasas son variables.

- Otro de los caracteres que la aproximan con estados “apagados” estd su conformacion
inter-lobular abierta, que solo se observa ligeramente mas cerrada cuando la proteina

esta unida al inhibidor SB203580 (Fig 85).

Decidimos entonces utilizar la aproximacioén desarrollada por el grupo de Susan Taylor
(Kornev et al., 2006), util en la comparacion de multiples estructuras, y disefiada para capturar
cambios globales involucrando rearreglos complejos. Comparamos la estructura de
LmaMPK10AC con diferentes estructuras de quinasas cristalizadas en conformaciones activas
o inactivas realizando una superposicion estructural. Esta aproximacion compara los vectores
de orientacion Co-Cp de cada residuo superpuesto, si el residuo tiene una orientacion similar
y comprate propiedades fisicoquimicas. Brevemente, el proceso tiene tres etapas: primero se
utiliza un algoritmo que genera el grafico de la proteina que contiene las aristas de los
vectores Ca-Cf de cada residuo; luego se comparan los graficos de aristas entre proteinas; y
las aristas se consideran similares si contienen residuos con propiedades fisicoquimicas
similares y vectores Ca-Cf} congruentes. Finalmente se obtiene un grafico comparativo dénde
solo se incluyen las aristas con una conexion similar existente en las proteina comparadas.
Los residuos con mayor puntacion, involucran mas conexiones conservadas entre residuos;
generalmente juegan roles importantes funcionales y/o estructurales. El numero de
conexiones refleja también la conservacion evolutiva de las posiciones. Generamos entonces
un score AA al comparar LmaMPK10 quinasas activas y un score Al, al compararla con
conformaciones inactivas (p38 y ERK2 humanas). La posicion Asnl78 en el pdb de
LmaMPK10 se reemplazé por Gly de forma de ser considerada en el grafico final, por su

relevancia la determinacién de las configuraciones DFG-in/ DFG-out.
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Figura 100. Comparacion de AA y Al de LmaMPK10. Los valores de AA y Al fueron obtenidos
mediante andlisis comparativo de pkl0 con estructuras de ERK2 y de p38 activas e inactivas. Los
residuos del 16bulo C-t no fueron incluidos debido a que estan altmanete conservados y no presentaron
cambios apreciables

Esta aproximacion parecia en principio muy prometedora para poder concluir sobre la
conformacion de la forma apo de LmaMPKI10, era mas semejante a las conformaciones
activas de otras PQs, o a las inactivas? Como se muestra en la Figura 100, LmaMPK10 parece
compartir configuraciones de un serie de residuos con quinasas activas, pero también otros
con inactivas, con lo que no podemos ser concluyentes. Este estudio se extendié también
considerando estructuras activas e inactivas de IRK, CDK-2 y SRC, sin generar resultados
claros (resultado no mostrado).

Utilizando este algoritmo se describieron en MAPKSs residuos conservados, hidrofébicos que
no participan directamente en la catalisis, pero que son fundamentales para permitir a la PQ
adoptar una conformacion cataliticamente competente. Dichos residuos conservados forman

parte de dos “espinas” o columnas vertebrales: una catalitica (C) y otra regulatoria (R). El
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estado activo de ePKs requiere de la presencia de estas dos columnas continuas (no
interrumpidas) de aminoacidos hidrofobicos apilados (Kornev et al., 2006; Taylor & Kornev,
2011). Aun cuando las ePKs en estado inactivo muestran muchas configuraciones diferentes,
el tnico motivo en comun entre todas esas conformaciones inactivas es la ruptura de la espina
R, conseguida de una otra manera.

En nuestro afdn por clasificar la estructura de LmaMPKI10 como configuraciéon activa o
inactiva pasamos a analizar las espinas hidrofébicas en LmaMPK10. Los residuos implicados
en armar una espina C (catalitica) continua (Ala49, Val37, Leul65, Leul66, lle164, Leull9,
Val222, y Met226), estdn bien posicionados en LmaMPKI10, constituyendo asi una
arquitectura tipica del estado activo, que se termina de completar por la entrada del ATP al
bolsillo, tal como se lo puede observar mimetizado por el ligando SB203580 en la estructura
del complejo (Fig 101).

Ademas la presencia de una espina regulatoria continua, no rota, sugiere que LmaMPK10 fue
cristalizada en una configuracion activa. El residuo de asparagina (Asnl78) sustituyendo a la
glicina altamente conservada en todas las ePKs dentro del motivo DFG, en verdad estabiliza a
la Phel77 de dicho motivo en una configuraciéon ‘‘DFG-in’’, completando la espina R
(Leu93, Leu82, Phel77, y His156) (Figura 101).

Habitualmente en las configuraciones activas de las quinasas el aspartico y la glicina del
motivo DFG forman un puente de H (Kornev et al., 2006). Este puente de H caracteristico del
estado activo, estd ausente en la estructura apo de LmaMPKI10AC. En cambio, la
configuracion DFG-in esta estabilizada a través de un puente de H entre la cadena lateral de la
Asnl78 y el oxigeno de la cadena principal del Glu78 en la hélice aC (Figura 74), que es
bueno insistir, es un residuo clave en orientar apropiadamente a la hélice aC de modo de
completar la espina R (las leucinas 82 y 93 se ubican en esta hélice). En el mutante de
LmaMPK10DFG, que podria tener la libertad de formar el puente de H dentro del motivo
DFQG, este enlace no se forma. En cambio se observa que la cadena principal de la Glyl78
pasa a formar un puente de H con la Arg77 de la aC. Esto genera un movimiento del
comienzo del bucle de activacion de 3.4 A. Este enlace con la Arg77 se observa con la

Asnl78 en la estructura de LmaMPK10AC en complejo con el inhibidor (figura 76).
En el caso de LmaMPK10 el flipping de la Phel77 hacia una configuracién inactiva ‘‘DFG-

out’’ parece, o bien directamente imposible, o al menos penalizado con un alto costo

energético, pues la Asnl78 no tiene la flexibilidad intrinseca necesaria en los angulos
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dihedros rotables de su cadena principal, un rol funcional asegurado de manera Uinica por una
glicina (Kornev et al., 2006). Podemos resaltar un elemento de apoyo adicional a esta
hipotesis de comportamiento de activacion diferente de la enzima de Leishmania comparada
con las MAPKs humanas: SB203580, conocido inhibidor especifico de p38, estabiliza la
configuracion DFG-out de p38a. A pesar de que pudimos confirmar que SB203580 se une a
LmaMPK10, no es sin embargo capaz de disparar o estabilizar el flipping de la fenilalanina
hacia una configuracion DFG-out como se ve claramente en la estructura del complejo
LmaMPK10-SB203580.

Entonces si LmaMPK10 se encuentra en estado pre-activo, la union del nucleétido
desencadena finalmente algiin re-arreglo molecular? O existen otros mecanismos moleculares

que aseguren su regulacion dentro de la célula?

Figura 101. Espinas regulatoria y catalitica de LmaMPK10AC. Se observa el modelo en cintas de
LmaMPKI10 en complejo con SB203580 en bastones y son la superficie transparente. Las superficies
solidas componen las espinas Regulatoria (R) en azul y Catalitica (C) en rojo. Hay que notar que la
espina R es continua y la C se vuelve continua una vez unida el ligando. La arquitectura de
LmaMPK10 estaria en una configuracion “DFG-in” consistente con el estado activo.
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’

Anadlisis estructural y biofisico de LmaMPKI0 en complejo con moléculas ‘activas

(inhibidores y/o andlogos de sustrato): hacia el disefio racional de drogas.

En nuestro trabajo no logramos caracterizar la uniéon del ATP a LmaMPK10 y dado que la
incorporacion del nucleo6tido o derivados directos ha sido imposible la obtencion del complejo
cristalografico; se mimetizé el estado de LmaMPK10 unida a ATP, usando el analogo
SB203580. Teniendo en consideracion los factores B extremadamente altos observados
globalmente en esta estructura en complejo, asi como la mayor plasticidad diferencial del
l6bulo N-terminal (Fig 84), nos propusimos analizar una hipotética tendencia intrinseca a la
plasticidad de LmaMPK10 usando aproximaciones in silico por dindmica molecular, en
colaboracion con el grupo liderado por Adrian Turjanski (Fac de Ciencias Exactas y
Naturales, UBA, Buenos Aires). De este modo, la estructura apo fue comparada con la unida
a SB203580, asi como a una tercer estructura, obtenida por simulacioén, en la cual una
molécula de ATP fue unida (por docking) al bolsillo de unién al nucledtido (por superposicion
con la estructura experimental de p38y unida a ATP, PDB 1CMS8). También se realizdé un
calculo similar usando la estructura 1R3C de p38a, a ser usada como referencia. Como se
podia anticipar a partir de las estructuras cristalograficas, LmaMPKI10AC mostr6
efectivamente una mayor flexibilidad que p38a, en particular en el l6bulo N-terminal. Por
otro lado la insercién tnica a LmaMPK10 (la horquilla ), ausente en p38, es altamente
flexible, tanto en la forma apo como en la unida a SB203580. Este comportamiento mas
plastico no se ve “rigidificado” al unirse el SB203580 en el bolsillo del nucledtido, mientras
que si se logra una clara estabilizacion cuando se usa un auténtico residuo de ATP. Este
efecto significativamente diferente del ATP con respecto al SB253080 se puede analizar con
mayor detalle. S6lo cuando el ATP esta unido, se anticipa que el bucle P se cierre mucho mas
estrechamente al nucleotido, lo que a su vez correlaciona con una interaccion ahora si mucho
mas fuerte entre la Lys51 y el Glu78 (Fig. 103 A-C). Es asi que el atomo N de la Lys51 se
predice interactuando con la cadena lateral acidica del Glu78, asi como con los fosfatos oy §
del propio ATP, tal como se ha observado en otras estructuras de MAPKSs unidas a nucleotido
(Bellon et al., 1999 Xie et al., 1998). La distancia entre la Lys51 y el Glu78 oscila a lo largo
de las simulaciones entre 3.5-8.0A en ambas formas, libre y unida SB203580, midiendo la

distancia entre el atomo N de la Lys51 y el Cd del carboxilato del Glu78, debido al frecuente
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switch entre los oxigenos del grupo carboxilato durante las dindmicas. Estas distancias
predichas en solucién pueden asi ser agrupadas en dos poblaciones principales, una de las
cuales corresponde a la distancia interatdmica observada en las estructuras cristalograficas.

Por ende, incluso cuando el anillo pirimidina del SB203580 ocupa la position equivalente a la
base adenina del ATP, completando la espina catalitica, esto no parece ser suficiente para, por
si mismo, disparar el conjunto completo de modificaciones hacia una configuracién
plenamente activa, y en particular el SB203580 parece ser deficiente en estabilizar el par
i6nico Lys51- Glu78 (junto con los movimientos correlacionados del bucle P y la hélice aC,

como se ven en nuestra estructura).

— LmaMPK10AC
0.3 LmaMPK10AC + ATP
— LmaMPK10AC + SB203580

Frecuencia

0.1}

) - - -)
l 6 3 10

Distancia (A)

oy
P

Figura 102. Histograma de la distancia interatomica entre el NZ de la Lys 51 al CD del Glu78. Se
compara la estructura de apo-LmaMPK10AC con LmaMPK10AC unida a ATP o a SB203580. El eje
vertical muestra la distribucion de probabilidad relativa. Las distancias en las simulaciones se
colectaron y la probabilidad de distribucién se generd cada 0,1 A y se graficaron en funcién de
numero total de distancias colectadas. Como control se corridé una dindmica molecular independiente
desde el mismo punto de partida, sin el agregado de ligandos, demostrando que la estructura de partida
no afecto la salida final de la simulacion.
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Figura 103. Representacion en cartoon del modelo final de LmaMPKI10AC luego de 100ns de
simulacion dindmica en su forma libre (A), en complejo con SB203580 (B) o en complejo con ATP
(C). En los tres paneles se resalta la Lys51 y el Glu 78 en bastones. Se observa que el ATP genera un
estrechamiento del puente salino Lys-Glu (las distancias marcadas son entre el NZ de la Lys y el OE1
del Glu78) y un rearreglo conformacional de le hélice aC y el lazo P.
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En resumen, la estructura apo-LmaMPK10 estaria en un estado pre-activado, pero la union
del nucleotido desencadenaria re-arreglos moleculares que conducirian al estado activo final.
Ahora, en este estado pre-activado, LmaMPK10 seria capaz de unir al nucleétido en cualquier
momento? Recordemos que es una quinasa que se expresa constitutivamente. Que papel
jugaria la fosforilacion del lazo de activacion? Claramente, la enzima esta necesitando de
mecanismos de regulacion de su actividad independientes de la unién al ligando nucleotidico.
En este contexto analizaremos un conjunto de resultados que nos llevaron a postular un
modelo de autoinhibicion en LmaMPK10, una estrategia ya empleada por otras ePQs

conocidas.

Modelo de autoinhibicion

La baja calidad de los cristales de LmaMPK10 entera (Fig 57), asi como la identificacion de
un segmento sensible a la proteolisis en el extremo C-treminal de 46 aminoéacidos (Fig 58),
pueden ser re-interpretados en el contexto de la estructura de LmaMPK10 y de una mayor
estabilidad térmica detectada por TSA para la proteina completa (Fig 82). Debemos también
agregar los resultados obtenidos por calorimetia en la determinacion de la union de SB203580
a LmaMPK10 donde encontramos que este ligando tiene mayor afinidad por LmamPK10AC
(Fig 81, Tabla 13).

Un modelo consistente con toda la evidencia anticipa una extension C-terminal de
LmaMPK10, con un cierto grado no despreciable de movilidad en soluciéon de modo de
volverse particularmente sensible a la accion de proteasas. Parte de esa extension podria estar
interaccionando con el ntcleo de la quinasa, lo que explicaria que la proteina entera es mas
termoestable que la proteina trunca (Fig 82). Subrayemos que la presencia de la extension C-
terminal de la proteina resulta en una disminucién de >30 veces en la constante de asociacion
del analogo de ATP SB203580, consistente con un rol de interferencia de dicha extension
sobre el bolsillo de union al nucledtido (auto-inhibicion). En apoyo a esta hipotesis, la
prediccion de estructura secundaria de los 46 residuos C-terminales, da resultados
reproducibles utilizando diferentes algoritmos, resultando en una hélice a incluyendo los
primeros ~20 residuos, seguida de un bucle conectando a una segunda hélice o mas corta

hacia el final (Fig 104).
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Figura 104. Prediccion de la estructura secundaria de la extension de 46 residuos C-terminal de
LmaMPKI10 (ausente en la construccion cristalizada LmaMPK10AC) llevada a cabo en diferentes
programas. La figura muestra los resultados obtenidos en PSIPRED (Jones, 1999). Estos resultados
son consistentes con los obtenidos en PHD (Rost et al., 1994), PROF (Ouali & King, 2000), SSpro4
(Cheng et al., 2005), PREDATOR (Frishman & Argos, 1996), YASPIN (Lin et al., 2005) and JNET
(Cuff & Barton, 1999).

Los factores B globalmente altos en las estructuras cristalinas de LmaMPK10AC, asi como la
particularmente elevada plasticidad del lobulo N-terminal pueden estar relacionadas con que
la extension C-terminal de 46 residuos no estd presente. Probablemente, los primeros ~20
aminodcidos de dicha extension son parte del nucleo plegado del 16bulo N-terminal. En

cualquier caso, la segunda mitad de la extension podria fisicamente alcanzar el bolsillo de
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unién del ATP, ejerciendo asi el efecto auto-inhibitorio observado en relacion a la union del
nucleotido. Las concentraciones de ATP en la célula son tipicamente altas (~mM), y las PQs
han evolucionado un conjunto diverso de mecanismos moleculares para evitar las
consecuencias potencialmente deletéreas de una activacion inapropiada. La particular
arquitectura ‘‘locked-in’’ (esto es, trabada en la configuracioén de tipo activo “DFG-in”) de
LmaMPK10, sin el canénico mecanismo de flipping de la Phe que es dependiente de la glicina
del motivo DFG, puede estar relacionada con la aparicion de un mecanismo regulatorio
diferente, que mantiene a LmaMPK10 apagada hasta tanto su propio péptido C-terminal es
competido fuera del bolsillo de union al ATP.

Para probar esta hipdtesis se realizé un modelado 3D ab initio de los primeros 36 residuos del
péptido C-terminal utilizando PEP-FOLD (Thevenet et al., 2012), resultando en un conjunto
de soluciones bien agrupadas, y perfectamente consistente con la prediccion de estructura
secundaria. Entre los mejores modelos (de acuerdo al sistema de score de este algoritmo, asi
como la prediccion de valores de energia libre), existen varios que podrian explicar bien las
observaciones experimentales evidenciadas. Asi, la extension C-terminal podria llegar desde
el dorso de LmaMPK10 al sitio de uniéon al ATP. Desde la hélice all hasta la bisagra
proxima al bolsillo de unién al ATP, hay una distancia de aproximadamente 25A, lo que
concuerda perfectamente el largo predicho de residuos que involucran el motivo hélice-bucle-
hélice de la extension modelada. Ademads, la primera mitad de los 46 residuos de dicha
extension, muestra una serie de residuos cargados de forma alternada, de modo que las
argininas (de carga positiva en sus cadenas laterales) podrian acomodarse perfectamente
interaccionando con la superficie negativa observada en el dorso de LmaMPKI10AC (Figura
105).

Un mecanismo alostérico més sofisticado podria implicar cambios conformacionales que se
desencadenen por la uniéon del péptido C-terminal a sitios alejados del sitio de unién al
ligando, eventualmente resultando en un efecto autoinhibitorio. El movimiento inter-lobular y
el posicionamiento preciso de la hélice aC y el bucle de activacion son pasos clave en el ciclo
catalitico de las proteinas quinasas. MAPKs parecen haber evolucionado de una cola C-
terminal Uinica para acoplar eventos alostéricos que se dan entre la cola C-terminal y el sitio
de docking D y la insercion B4-B5. Los residuos que participan en estas interacciones estan
altamente conservados en MAPKs en diversos organismos. Asi, las MAPK las interacciones
alostéricas pueden actuar junto con componentes cataliticos para facilitar el pasaje entre

conformaciones activas e inactivas (Nguyen et al., 2015)
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Figura 105. Modelo plausible de la asociacion de la extension C-terminal en la construccion truncada
de LmaMPKI10AC. La estructura de apo-LmaMPK10 se muestra en cartoon, con el mapa
electrostatico de potencial de superficie accesible al solvente superpuesto en transparente. Las
coordenadas de el inhibidor SB203580 se obtuvieron del complejo (3UIB) y se representd como
esferas coloreadas por atomos en el sitio de union al nucledtido. Las 2 a-hélices predichas de la
extension C-terminal, ausente en LmaMPKI10AC, se muestran en cintas violetas. Sus coordenadas
corresponden al modelo ab initio mejor puntuado que incluye solo los primeros 36 residuos de la
extension C-t. Los 2 residuos que conectan la all con la extension Ct se representaron como lineas
punteadas rojas: el lazo conector y los 10 residuos finales se marcan en punteado violeta. Notar como
el largo de la primer hélice predicha coincide con la distancia entre .11 y el sitio de unién al ligando.

Este modelo in silico espera pruebas experimentales, ilustra distancias plausibles, y toma en
cuenta distancias y restricciones estereoquimicas peptidicas, ademds de explicar la
estabilizacion térmica y la autoinhibicion de la proteina completa. En un intento de demostrar

este modelo, disefiamos un nuevo mutante de LmaMPK10 (LmaMPK10QQQ) truncado en

20



los ultimos 27 residuos C-terminales. Asi, esperabamos encontrar una LmaMPK10 mads
estable y capaz de unir ligandos. El mutante se expreso en E. coli con muy bue rendimiento y
se purificé de forma andloga a lo descrito para LmaMPK10. Se buscaron condiciones de
cristalizacion de la proteina libre y en presencia de SB203580 y analogos de nucledtidos, pero
hasta el momento las condiciones ensayadas no han dado cristales de proteina. Quedan
pendientes estudios biofisicos que permitan caraterizar la unién de ligandos a este mutante
LmaMPK10QQQ y asi corroborar el modelo propuesto.

De modo independiente, se reportdé una fuerte linea de evidencia que apoya al modelo de
auto-inhibicion que proponemos (Cayla et al., 2014). Brevemente, Cayla y colaboradores
estudiaron el rol de la extension C-terminal de LmaMPK10 como regulador negativo de la
actividad de LmaMPK10. La actividad de la proteina truncada recombinante se ve aumentada
en relacion a la proteina WT. Ademas, la sobre-expresion de LmaMPKI10AC en parésitos
amastigotas axénicos lleva a un 80% de muerte parasitaria. Este resultado sugiere fuertemente
que LmaMPKI10AC es toxica para los parasitos amastigotas. Este resultado se puede entender
considerando que la proteina truncada estd pre-activada y la ausencia de la extension C-
terminal impide su modulacion in vivo.

Los mecanismos de auto-inhibicién no son tan frecuentes en MAPK (Cargnello & Roux,
2011), pero se han descripto para ERKS, que posee una larga extension C-terminal
(Buschbeck & Ullrich, 2005). Ademas, la quinasa TbECK1 de 7. brucei, una quinasa tipo
ERK vy tipo CDK, que comparte caracteristicas con ambas quinasas, posee un dominio C-
terminal con funcidn autoinhibitoria (Ellis ez al., 2004).

Poco se conoce sobre las MAPKs de Trypanosomatidos, pero el reciente reporte de la
estructura de una MAPK putativa de L. donovani (4QNY) nos hace pensar que puedan
compartir algunas caracteristicas estructurales y/o funcionales. Ademas de compartir la
novedosa hélice N-terminal pesente en LmamPK10, la estructura reportada carece de los
ultimos 55 residuos C-terminales. Asi podriamos hipotetizar que existen mecanismos
regulatorios comunes en Tripanosomadtidos y diferentes a los descritos para MAPK de

mamiferos.

Seria importante estudiar si la extension C-terminal es modificada in vivo (por ejemplo, por
fosforilacion, unién de otras moléculas, dimerizacion o incluso eventos de proteolisis) en
procesos ligados a la activacion fisioldgica. Es interesante sefalar que nuestros colaboradores

del grupo de G. Spaeth (Inst Pasteur, Paris) describieron la presencia de un residuo fosforilado
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(Ser395) en la extension C-terminal de LmaMPK 10, conservado en tripanosoméatidos (Cayla
et al., 2014). Detectaron que dicho residuo se encuentra fosforilado en promastigotas, cuando
LmaMPK10 es menos activa, y desfosforilado en amastigotas. Por este motivo decidimos
mutar la Ser fosforilable de esta extension hacia una alanina para evitar la fosforilacion y
determinar si es posible la conformacion completamente activa de LmaMPK10. El mutante
recombinante fue expresado y purificado de E. coli y se largaron ensayos de cristalizacion en
las condiciones de cristalizacion de LmaMPK10. Se obtuvieron cristales similares a los
obtenidos para LmaMPK10, pero que una vez més demostraron no ser capaces de difractar
los rayos X. Los rastreos de condiciones de cristalizacion no generaron nuevas condiciones ni
cristales en habitos diferentes a los obtenidos con LmaMPK10. Probablemente la forma de
LmaMPK10 que cristaliza es la activa, que carece de residuos fosforilados en el C-terminal.
Otro experimento exploratorio complementario interesante seria mutar la Ser fosforilable
hacia un glutdmico de forma de mimetizar el residuo fosforilado y eventualmente caracterizar
la estructura inactiva de esta proteina, posiblemente con el sitio de union al ATP ocluido por

el C-terminal.

Actividad de LmaMPK10

La determinacion de la actividad de LmaMPK10 por métodos cinéticos no fue posible. De
todas formas esto es algo comin en muchas MAPKSs, generalmente no se comportan como las
enzimas cldsicas y muchas veces es necesario reproducir las condiciones que ocurren en un
contexto celular para detectar actividad (Lucet et al., 2013). En cambio, métodos mas
sensibles como el empleo de **P —ATP permitié caracterizar la actividad de esta proteina.
Esto fue estudiado en detalle por nuestros colaboradores (Cayla ef al., 2014). Se pueden sacar
algunas conclusiones de sus estudios, como se resume a continuacion:

-LmaMPK 10 recombinante prefiere Mn'> mientras que LmaMPK10 purificada de parasitos
usa MgJr2 .

-El mutante Lys51->Ala es inactivo, lo que habla de la importancia de la interaccion idnica
ente la Lys51 y el Glu78.

-LmaMPKI10AC es mas activa que LmaMPK10, resultado que ya discutimos y apoya nuestro
modelo de auto-inhibicion.

-La proteina de parasitos purificada de amastigoras axénicos es mas activa que la purificada
de promastigotas, lo que habla de la existencia de mecanismos regulatorios de la actividad de

LmaMPK10, ya que es un proteina que se expresa de forma constitutiva.
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-La proteina recombinante se autofosforila en este tipo de ensayos y no presenta una
fosforilacion marcada de los sustratos genéricos, teniendo una leve preferencia por la caseina
como sustrato fosforilable. En cambio la proteina purificada de parésitos fosforila al sustrato
genérico ofrecido (MBP, caseina, etc) mientras que la autofosforilacion es escasa o

indetectable.

Todos estos resultados muestran un comportamiento diferencial entre las proteinas
recombinantes purificadas de bacterias y las purificadas de parasitos. Si bien es verdad que las
proteinas de parasitos estudiadas se purifican como proteinas de fusion a GFP y eso puede
llevar a restricciones estructurales y/o funcionales; podemos también entender estas
diferencias pensando en los mecanismos regulatorios que existen en parasitos, en particular,
las modificaciones post-traduccionales que pueden sufrir las proteinas en el contexto
bioldgico natural o proteinas moduladoras que puedan interaccionar y co-purificar con
LmaMPK10.

El estudio de los residuos fosforilados de forma estadio especifica en los pardsitos demostrd
que el motivo THY se fosforila en los residuos Thr190 y Tyr192 en amastigotas, en cambio
en promastigotas solo se encuentra fosforilado el residuo Tyr192. La fosforilacion de ambos
residuos resultd necesaria para la completa activacion de LmaMPKI10. Estos resultados
apoyan nuestra hipétesis de que LmaMPK10 parece estar en un estado pre-activado, sin la
necesidad de la fosforilacion del motivo THY. De hecho podriamos pensar que la
fosforilacion del bucle de activacion, no genera grandes cambios en el sitio de union al
nucledtido, sin embargo re-estructura el sitio de unién al sustrato peptidico, y facilita la uniéon
del sustrato fosforilable; solo en estas condiciones detectariamos la fosforilacion de sustratos
genéricos. En la proteina recombinante purificada de bacterias se describieron los péptidos
fosforilados en la Tabla 13. No se detect6 el péptido doblemente fosforilado en la Thr190 y la
Tyr192, algo que parece necesario para la actividad de LmaMPK10 en parasitos. Esto podria
explicar por qué la proteina recombinante LmaMPK10 no fosforila sustratos genéricos, pero

si se auto-fosforila de forma residual.
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Busqueda de potenciales inhibidores de LmaMPKI1(

Dado que esta tesis se enmarcd en un proyecto cuyo objetivo final era el desarrollo de nuevos
compuestos con actividad anti-leishmania, la obtenciéon de la estructura de LmaMPK10
permitié abordar estrategias dirigidas hacia el disefio racional de drogas. Nuestro primer
abordaje fue el de la estrategia FLiK, recientemente descripta (Simard ef al., 2009; Simard &
Rauh, 2014) que permite realizar un screening a gran escala de diferentes ligandos.
Brevemente, se realiza un ensayo de union a la quinasa basado en fluorescencia, y de esta
manera se pueden caracterizar ligando que estabilizan la conformacion inactiva de la quinasa.
Para esto es necesario unir un fluordsforo al lazo de activacion, mediante la incorporacion de
una Cys reactiva justo al comienzo de este bucle. La condicion previa es la de mutar todas las
Cys reactivas de la proteina ( mutandolas a Ser o Ala) de forma de evitar la unién del
fluoréforo en sitios no deseados. Alternativamente, se pueden seguir los cambios del bucle P,
mediante la mutacion de la Tyr presente en ese bucle hacia una Cys reactiva capaz de
incorporar fluor6foro. Asi generamos 2 mutantes de LmaMPK10AC: Tyr34Cys y Leul79Cys
(recordar que todas las Cys nativas: 38, 72, 175 y 221, fueron mutadas a Ser). Los mutantes
fueron expresados y purificados en E. coli, en las mismas condiciones que las descriptas para
LmaMPK10AC, sin embargo el rendimiento fue al menos 20 veces menor. Ademas, la
elucion de la cromatografia de IMAC mostr6 un patrén de varios picos (resultado no
mostrado), sugiriendo una importante heterogenidad conformacional. La estabilidad de estas
proteinas mutadas se vio afectada por algunos de los cambios efectuados en los dos mutantes,
probablemente asociado a la mutacion de alguna de las Cys enddgenas (ya que eran las
mutaciones compartidas entre ambos). Podriamos haber empleado una estrategia para revertir
esas Ser a Cys, de forma individual, y determinar si es 0o no posible usar algunos de esos
mutantes para la estrategia FLik, Sin embargo, el trabajo era importante, y el riesgo
significativo, por lo que escap0 al alcance de esta Tesis.

Es en este contexto que decidimos embarcamos en otro enfoque para la busqueda de nuevos
ligandos de LmaMPK10 con potencialidad de inhibicion. Al disponer de la estructura de
LmaMPK10 libre y unida a un ligando, en la configuracion activa, utilizamos una estrategia
de screening virtual basado en estructura, en el que el conocimiento previo de la estructura 3D
de la proteina blanco es critico. Asi es que un paso importante en el screening virtual de
compuestos es el disefio adecuado de la base de datos de potenciales ligandos para la
molécula diana. En nuestro caso, acotamos la base de compuestos seleccionando de la base

ZINC, a compuestos con caracteristicas similares a las del SB203580, que ya sabiamos que se
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une a LmaMPK10. Es claro que se podrian lograr bases mas amplias, con mas compuestos,
pero el tiempo de procesamiento crece enormemente.

Los programas de docking emplean diferentes algoritmos para considerar la flexibilidad de
los ligandos (y de la proteina blanco), y usan también funciones de puntuacion (score)
diferentes, a través de la evaluacion de interacciones entre los compuestos y la proteina
blanco. En definitiva se decidid utilizar dos aproximaciones: las implementadas en los
programas GOLD y Autodock- VINA. De los 150000 compuestos analizados, seleccionamos
una lista de 15, los mejor ranqueados en ambos programas.

Mediante ensayos preliminares logramos evaluar estos compuestos en ensayos de IVKA sin
lograr identificar actividad inhibitoria en ninguno de ellos. Eventualmente se podria
caracterizar en el futuro la asociacion de estos compuestos a LmaMPK10 mediante TSA o

ITC, técnicas que ya empleamos y resultaron exitosas para caracterizar la union de

SB203580.

Funcion de LmaMPK10

LmaMPK10 ha demostrado ser una protein-quinasa importante para la sobrevivda de los
amastigotas de Leishmania (Cayla, 2014). Ademas, se ha demostrado que LmaMPK10
funciona como antigeno protector en modelos vacunales animales (Kumari et al., 2011).

En este trabajo de Tesis se ha avanzado sustancialmente en la comprension de la estructura
3D de LmaMPKI10, no so6lo libre sino también unida al ligando SB203580. Se ha
caracterizado la actividad de esta quinasa in vitro, y se ha propuesto un modelo de regulacion
de la actividad de la LmaMPKI10 por mecanismos autoinhibitorios (que parece estar
modulado a su vez por fosforilacion de residuos, véase Cayla et al., 2014). Es dable destacar
también que es preciso avanzar mucho ain en el conocimiento de la via de sefializacion en la
que LmaMPKI10 estd implicada in vivo. De hecho, poco se conoce de estas vias de
sefializacion mediadas por MAPK en trypanosomatidos en general. Como mencionamos en la
introduccion, estds vias parecen tener modificaciones importantes en comparacion con las
conocidas vias de mamiferos ya que por ejemplo, no existen los clasicos receptores de tipo
tirosin-quinasa en superficie, desencadenando la cascada de sefializacién. Si bien se han
identificado genes de MKK en trypanosomatidos, desconocemos si son los reguladores
principales de la actividad de las MAPKs. Muchas de las MAPKs se expresan de forma

constitutiva, y al menos en el caso de LmaMPK10, la fosforilacion no parece ser el principal
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mecanismo de activacion de quinasa. Se han realizado algunos intentos por conocer
interactores de LmaMPK10, ya sean éstos sustratos o proteinas que puedan unirse para
modular su funcion. Se identificd una proteina homdloga a la subunidad Spt16 de FACT de
levaduras (codificada por el gen Lmj29.0020 en L. major) por el equipo de G. Spaeth
(comunicacion personal). FACT es un factor remodelador de la cromatina, y es un regulador
la actividad transcripcional como se ha demostrado en levaduras o mamiferos (Mason &
Struhl, 2003; Saunders et al., 2003). En trypanosomatidos la regulacion de la transcripcion
tiene diferencias importantes con otros eucariotas, ya que por ejemplo, no parece haber
regulacion del inicio de transcipcion, lo ARN mensajeros son policistronicos, y tienen una
regulacion pos-transcripcional importante (por trans-splicing y por regulacion de la
estabilidad de los ARNm). En este contexto, un factor remodelador de la cromatina cobra un
valor especial para entender la funcionalidad de las vias asociadas a MAPKs en Leishmania.
Se observd que la subunidad Sptl6 de FACT co-inmunoprecipita con LmaMPK10 y con
LmaMPK4 pero no con LmaMPK7. Emprendimos un intento serio de caracterizar la
interaccion LmaMPK10-FACT. Para esto clonamos los dominios de Spt16/FACT en vectores
de expresion procariotas y evaluamos su expresion. Los sub-dominios de FACT se sobre-
expresaron, pero siempre resultaron en especies insolubles, lo que nos impidid seguir
avanzando por este camino. Otros experimentos interesantes para confirmar y caracterizar

esta interaccion podrian realizarse en pardsitos con ensayos de doble hibrido.
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Perspectivas

Nuestro trabajo estuvo intimamente ligado a la colaboracion con el “Laboratory of Molecular
Parasitology and Signaling” (Institut Pasteur, Paris), quienes desde una perspectiva genética y
de parasitologia molecular, esperaban avanzar en: a) la identificacion de la(s) quinasa(s) rio
arriba que especificamente sean responsables de activar a las MPKs de interés en las que nos
hemos concentrado, asi como también eventualmente en la identificacion de sustratos
especificos; y, b) la generacion de una cepa de L. major knock-out para LmaMPK10. Ambos
puntos eran importantes para este trabajo de Tesis: de haber contado con un protocolo de
activacion de LmaMPK10, eso hubiera abierto las puertas a los objetivos de comparacion y
determinacion del mecanismo de activacion de la via al nivel molecular, asi como a la
validacion de compuestos inhibidores optimizados con la informacién estructural que hemos
contribuido (y eventualmente pasaje a pruebas in vivo con parasitos en modelo animal). Hasta
el momento no contamos ain con métodos para activar especificamente a LmaMPK10. En
cuanto al knock-out de LmaMPK10, este objetivo fue finalmente conseguido en el [Pasteur-
Paris, tardiamente, en la especie L. donovani. Sin embargo, el retraso en este hallazgo impidio
esencialmente en el marco de esta Tesis doctoral, avanzar en un estudio sistematico de
relacion estructura/funcion, en base a las hipdtesis que derivan de nuestros analisis
estructurales. Si bien LmaMPK10 no resultd esencial para Leishmania, se demostrd que es
una quinasa importante afectando la sobrevida del parasito en el estadio amastigota.

Se ha avanzado mucho en el estudio de la estrucutra de LmaMPK10, pero dun hay un gran
camino por recorrer en el sentido de comprender de una forma mas precisa, como funciona
la(s) via(s) de senalizacion en la(s) que estd implicada en parasitos Trypanosomatidos.

Serd muy interesante evaluar la importancia funcional de los diferentes elementos
estructurales caracteristicos de LmaMPK10 (como la a-hélice N-terminal, los sitios de
docking, la insercion en horquilla f del dominio N-terminal, etc), mediante el estudio de
mutantes guiados por estructura. Contando ahora con la cepa knock-out de L. donovani para
MPK10, las distintas construcciones mutantes podrian evaluarse funcionalmente
transformando (complementando) parésitos y ensayando pardmetros funcionales basicos,
como sobrevida, curva de crecimiento y pardmetros metabolicos, o bien capacidad y
virulencia de infeccion.

Elucidar la funcion celular de LmaMPK10 sigue siendo un objetivo clave. Los ensayos de

identificacion y caracterizacion de interactores moleculares, ya sean ¢éstos sustratos o
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proteinas que que se unan a LmaMPK10 (modulando su funcion catalitica, o su localizacion
subcelular, etc), podran aportar indicios claros.

Las MAPKs de Leishmania y de Trypanosomatidos en general, siguen siendo
mayoritariamente desconocidas. Esta familia de proteinas se ha expandido en el genoma de
estos protozoos pardsitos, con lo que parecen jugar roles clave en la biologia de los mismos,
probablemente nivel de la regulacion fisioldgica, quizas afectando sobrevida y/o capacidad
infectiva de los mismos. Es por ello que siguen siendo interesantes blancos moleculares, mas
ain teniendo en cuenta que presentan mecanismos regulatorios diferentes a los ya bien
caracterizados de las MAPKs de mamiferos; su potencial es evidente en el marco de
estrategias de descubrimiento y optimizacion de nuevos medicamentos anti-tripanosomatidos.
Estamos convencidos de que se deben seguir invirtiendo esfuerzos para una mejor

comprension molecular de estas proteinas, y de sus funciones bioquimicas y celulares.
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