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RESUMEN

Las Ser/Thr protein-quinasas (STPKs) son moléculas ubicuas involucradas en la transduccion de sefiales de
procariotas y eucariotas. En los uUltimos afios, han sido empleadas como blanco terapéutico de importantes
enfermedades como cancer, inflamacion y diversas infecciones parasitarias. Este trabajo se centré en PK4,
una STPK activada por mitdgeno de Leishmania, un protozoo parasito de la familia Trypanosomatidae y
agente etiolégico de la leishmaniasis. Es una proteina esencial en L. mexicana, por lo que resulta un
interesante blanco para el desarrollo de drogas anti-leishmanicas. El objetivo de este trabajo consistié en
clonar, producir y purificar PK4 recombinante de L. major para luego realizar estudios estructurales
mediante cristalografia de rayos X. Se clond PK4 en los vectores de expresion pQE80 y pET28a de Escherichia
coli mediante el método de clonado sin enzimas de restriccién. Tras realizar ensayos de expresidon en
distintas cepas de E. coli y condiciones de induccién se logré sobreexpresar PK4, aunque mayoritariamente
en forma insoluble. Al trabajar con un vector que permite la expresién de PK4 como fusién a la proteina
disulfuro isomerasa DsbC de E. coli, se observd un aumento del rendimiento de expresién soluble de PK4. Se
purificé DsbC-PK4 por cromatografia de afinidad y gel filtracion, donde se vio que eluye de forma
decamérica. La digestion de esta proteina de fusidén con la proteasa TEV, resultd en la precipitacion de PK4,
por lo que la busqueda preliminar de condiciones de cristalogénesis se realizé utilizando a PK4 fusionada a
DsbC. Se realizaron rastreos de condiciones de cristalizacién con DsbC-PK4, lograndose identificar dos de los
ensayos con crecimiento cristalino. Estos cristales fueron analizados por difraccién de rayos X, revelando
patrones propios de pequefias moléculas, indicando en definitiva que los cristales obtenidos no contienen a
la proteina de interés. Quedan claras las perspectivas de trabajo futuro apuntando a mejorar los protocolos
de purificacidn y clivado de la proteina de fusion, procurando mejorar la homogeneidad y calidad de la

proteina y asi poder realizar una nueva busqueda de condiciones de cristalogénesis.



INTRODUCCION

Ciclo de vida de Leishmania
Las especies patdgenas de Leishmania spp. son protozoos parasitos de la familia Trypanosomatidae. Estos
seres unicelulares presentan un ciclo de vida digenético, alternando entre un estadio promastigota infectivo

(flagelado y movil) presente en el vector, y un estadio amastigota intracelular replicativo (sin flagelo e

inmovil) presente en mamiferos (Rodriguez et al., 2011; Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de vida de Leishmania spp. Fuente: McGwire & Satoskar, 2014.

Leishmania es trasmitido por insectos flebétomos hematdfagos de los cuales dos géneros diseminan la
infeccién en distintas regiones del planeta: Phlebotomus en el Viejo Mundo (Europa, Asia y Africa), mientras
que Lutzomyia es el principal vector en el continente americano (Saporito et al., 2013). La hembra del
flebétomo succiona sangre de mamiferos a modo de obtener soporte nutricional para sus huevos, y puede
asi alimentarse eventualmente de sangre con macréfagos infectados por células de Leishmania en el estadio
amastigota. Una vez en el tracto digestivo del vector, se diferencian a promastigotas en la zona media del
intestino y luego migran hacia la zona anterior donde colonizan, replican y se vuelven metaciclicos e
infectivos. Se ha visto que el parasito secreta fosfoproteoglicanos en la diferenciacion de amastigotas a
promastigotas que condicionan el ambiente del tracto digestivo para la metaciclogénesis, haciendo
resistentes a las formas prociclicas replicativas contra enzimas digestivas del insecto. Los fosfoproteoglicanos
forman parte de un gel secretorio que obstruye el tracto digestivo del insecto, provocando la regurgitacion
de los promastigotas y facilitando su transmision (Dostalova & Volf, 2012). Asi, cuando el vector succiona

sangre de un mamifero sano, los promastigotas metaciclicos son regurgitados e inoculados en el hospedero



definitivo. Adicionalmente, estudios anteriores han demostrado que Leishmania induce una manipulacion
comportamental sobre el flebétomo infectado, tanto por la secrecién de estos fosfoproteoglicanos como
por la cantidad de promastigotas metaciclicos presentes. Esto provoca un cambio en el comportamiento del
vector que lo hace mds persistente a la hora de alimentarse y lleva a una mayor transmision del parasito a su
hospedero definitivo (Rogers & Bates, 2007).

Los promastigotas metaciclicos de Leishmania pueden infectar roedores, caninos y seres humanos, actuando
como parasitos intracelulares obligados de células del sistema reticuloendotelial, i. e. macréfagos, monocitos
y células de Langerhans (Neuber, 2008), aunque se ha visto que en primera instancia pueden ser fagocitados
por neutréfilos que son rdpidamente reclutados hacia el sitio de inflamacién en donde se alimento el vector,
funcionando como células hospederas temporales, permaneciendo alli por horas sin replicarse vy
manteniendo su infectividad (Peters et al., 2008). En este contexto, se han postulado dos modelos no

IM

mutuamente excluyentes de explotacién de neutréfilos por parte de Leishmania: el modelo del “caballo de
Troya”, en el cual luego de que los neutrdfilos infectados entran en apoptosis, los macréfagos ingieren por
fagocitosis los cuerpos apoptdticos con el parasito, permitiendo asi una entrada “silenciosa” del mismo al
macréfago evitando que éstos activen sus mecanismos efectores via receptores de membrana (van
Zandbergen et al.,, 2004); y el modelo del “conejo de Troya”, donde se indica que los promastigotas
abandonan los neutrdfilos antes de que éstos entren en apoptosis. Asi, los neutréfilos apoptéticos silencian
la respuesta efectora del macrdéfago hospedero prospecto, lo cual es explotado por los promastigotas
oportunistas que luego infectaran activamente al macréfago (Ritter et al., 2009). De cualquier manera, 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, y siempre y cuando no exista una activacion de su respuesta
efectora (Ritter et al., 2009).

Estudios por microscopia de alta resolucién in vitro han permitido observar que el mecanismo de entrada de
Leishmania al macréfago es un proceso activo que requiere una interacciéon adecuada del promastigota con
la superficie de la célula hospedera prospecto, generalmente utilizando el extremo distal de su flagelo
(Forestier, 2013). Una vez fagocitado y compartimentalizado en el fagosoma, el parasito pierde su flagelo y
secreta lipoproteoglicanos que evitan el ensamblaje de la enzima NADPH oxidasa, reduciendo la exposicion
de los amastigotas a radicales libres (Lodge et al., 2006) y excluyendo el reclutamiento de bombas de
protones ATPasas a la membrana del fagosoma, evitando su acidificacion (Vinet et al., 2009). Estos
mecanismos evitan la maduracidn del fagosoma y proveen a los amastigotas de un ambiente menos hostil
para su supervivencia y proliferacion. Ademas, las disfunciones de la actividad microbicida del macréfago
infectado han sido correlacionadas con eventos de sefalizacion alterados que resultan en un sesgo en el
fenotipo de las células T colaboradoras de proinflamatorias (Th1l) a antiinflamatorias (Th2) (Reiner &

Locksley, 1995).



Leishmaniasis visceral

La leishmaniasis es un grupo heterogéneo de enfermedades causadas por mas de 17 especies diferentes de
Leishmania, siendo transmitida entre mamiferos hospederos por insectos flebétomos (Croft et al., 2006). La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha declarado a la leishmaniasis en la categoria de enfermedades
desatendidas para la cual no hay vacuna ni 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 2 millones de casos nuevos estimados cada afo (Saporito et al.,
2013). Las enfermedades causan tres sindromes principales en el ser humano, cuyo resultado de cada uno
estd determinado por la especie de Leishmania infectante y la susceptibilidad genética e inmunolégica del
hospedero (Ritter et al., 2009; Saporito et al., 2013; McGwire & Satoskar, 2014). Estos son: leishmaniasis
cutanea, la forma menos severa de la enfermedad causada por Leishmania major y Leishmania tropica en el
Viejo Mundo, y Leishmania mexicana, Leishmania amazonensis, Leishmania guyanensis, Leishmania
panamensis y Leishmania braziliensis en el Nuevo Mundo (McGwire & Satoskar, 2014), donde los pacientes
desarrollan lesiones e hinchazdn en el sitio de inoculacion seguido de formacion de ulceras (Neuber, 2008);
leishmaniasis mucocutanea, causada por Leishmania braziliensis, donde el parasito se extiende por
metastasis desde la inflamacion local hasta el tejido mucocutaneo, llevando a erosiones y ulceraciones en el
espacio nasofaringeo (Neuber, 2008); y leishmaniasis visceral (LV) o “kala-azar”, la forma mas peligrosa de la
enfermedad, causada por Leishmania donovani en el subcontinente indio y Africa del Este, y Leishmania
infantum (= Leishmania chagasi) en la regiéon del Mediterraneo y el Nuevo Mundo, principalmente. En el
caso de Leishmania infantum, los perros actian como reservorio zoonético adicional (Guerin et al., 2002). La
LV es endémica en 62 paises, con un total de 200 millones de personas en riesgo y un estimado de 500.000
casos nuevos cada afo a nivel mundial, sobretodo en las zonas rurales del subcontinente indio, Brasil, Sudan
y Etiopia (Guerin et al., 2002; Figura 2). Las especies causantes de LV presentan un tropismo preferencial por
las visceras, pudiéndose extender hasta el bazo, higado, nodos linfaticos y médula ésea (Neuber, 2008;
Saporito et al., 2013). Segun la OMS, la LV puede presentar periodos de incubacion que van desde 10 diasa 1
afio, y los pacientes inmunocompetentes no tratados pueden presentar dolor abdominal, episodios febriles

irregulares, pérdida de peso, anemia, pancitopenia, linfoadenopatia, hepatosplenomegalia y potencialmente
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Figura 2. Distribucién mundial de la leishmaniasis visceral. Fuente: Organizacion mundial de la salud, 2005.



puede conducir a la muerte (Neuber 2008; Saporito et al., 2013; McGwire & Satoskar, 2014); se ha visto que
en un 85-90% de pacientes con LV no tratados la enfermedad es fatal (Stockdale & Newton, 2013). En
pacientes en condiciones de inmunodepresién, como infeccién por VIH o tratamientos inmunosupresores, se
ve comprometida la capacidad del sistema inmune de responder ante la infeccidon por Leishmania y permite
la reactivaciéon de la enfermedad desde sitios de latencia del parasito; mas precisamente, la epidemia de VIH
ha modificado la epidemiologia y la clinica de la LV, dado que tanto VIH como Leishmania infecta la misma
célula hospedera —el macréfago—, estableciendo un circulo vicioso en donde el parasito induce una
produccién viral mas robusta y el virus aumenta la replicacidn parasitaria (Saporito et al., 2013). En pacientes
con SIDA, la infeccién por Leishmania es fulminante y la respuesta al tratamiento se ve notoriamente
disminuida (Neuber, 2008). Dado que Leishmania establece una infeccidn crénica 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).

Algunos pacientes satisfactoriamente tratados para LV, y que luego se mantienen asintomaticos por meses o
anos, desarrollan una proliferacién fulminante y progresiva de parasitos dentro de la piel que da lugar a una
cuarta manifestacidon 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 parasito, por lo que se cree que esta manifestacién de la enfermedad es importante en la
transmision de la LV. De esta manera, entender los aspectos epidemiolégicos y clinicos de la leishmaniasis

post-kala-azar dérmica puede definir estrategias para controlar la LV (Mukhopadhyay et al., 2014).

Profilaxis y tratamiento: estado actual

El establecimiento de estrategias de prevencidn efectivas para la LV es un desafio en dreas endémicas, las
cuales se encuentran principalmente en las zonas mas pobres y remotas del mundo (Croft et al., 2006).
Aunque se ha progresado considerablemente en la dltima década en entender los mecanismos
inmunolégicos de la leishmaniasis, muy pocas vacunas candidato han avanzado mds alld de la fase
experimental; de este modo, no disponemos actualmente de vacunas eficaces para ninguna forma de
leishmaniasis humana (Nagill & Kaur, 2011). Otros objetivos evidentes de intervencion, para prevenir la
enfermedad incluyen la poblacién del vector, la poblacién de reservorios animales, asi como evitar que el
humano sea picado (Stockdale & Newton, 2013). Se ha visto que la utilizacion de redes de cama con
insecticidas de liberacion lenta ha reducido significativamente la incidencia de LV en areas endémicas
(Mondal et al., 2013). Adicionalmente, el uso de repelentes como piretroides sintéticos en perros se ha
convertido en la herramienta mas eficiente para la prevencion de la infeccidn por Leishmania infantum en
estos animales (Otranto & Dantas-Torres, 2013). El uso compartido de jeringas es también una potencial

fuente de transmisidn antropondtica de leishmaniasis (Cruz et al., 2002), asi como también se han reportado



raros casos de transmisidon congénita de la enfermedad (Pagliano et al., 2005). Los cambios climaticos y de
urbanizacién implican actualmente que flebétomos infectados tengan acceso a regiones geograficas
anteriormente no afectadas, exponiendo nuevas poblaciones a la enfermedad. En Uruguay existe un riesgo
potencial de transmisidn de LV debido a la presencia reportada de un flebétomo del género Lutzomyia en
Salto y Bella Unién, reportes de LV 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 drea para mejorar la
capacidad de deteccién y prevencion de la enfermedad (Salomén et al., 2011).

La quimioterapia sigue siendo el elemento mas importante en el control de la LV. La eficacia de las drogas
utilizadas se relacionan con cuatro aspectos particulares de la biologia de Leishmania: (i) la localizaciéon
intracelular de la forma amastigota en el fagolisosoma acido del macréfago; (i) los requerimientos
farmacocinéticos diferenciales de drogas que se distribuyen a higado, bazo y médula dsea en la LV; (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 inmunosupresién asociada a la leishmaniasis, que puede
reducir la efectividad de algunas drogas (Barrett & Croft, 2012). Existen numerosos agentes terapéuticos
utilizados actualmente para tratar la LV, todos con contraindicaciones e inconvenientes significativos que
limitan su uso en zonas endémicas de la enfermedad. Algunos ejemplos son (Figura 3):

Antimonios pentavalentes. Actlian 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, anormalidades de electrolitos y pancitopenia. Ademas, se ha
reportado resistencia emergente del pardsito, y los costos del tratamiento son elevados (Jain & Jain, 2013).

Anfotericina B. Se une al ergosterol de las membranas del pardsito causando su inestabilidad (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 uUltimo caso el tratamiento tiene costos muy elevados (Jain & Jain,
2013).

Paromomicina. Blogquea la sintesis proteica del parasito uniéndose al ARN ribosomal 16S (McGwire &
Satoskar, 2014). La via de administracion es intramuscular y el tratamiento es econdmicamente 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; ademas, esta contraindicado en

casos de embarazo (McGwire & Satoskar, 2014). La edelfosina ha surgido como andlogo



alquilolisofosfolipidico de la miltefosina, mostrando mayor efectividad contra pardsitos promastigotas vy
amastigotas (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 exclusivamente para el combate de la LV. La via
oral de administracidn, 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 aun

en investigacion.
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Figura 3. Estructuras quimicas de agentes quimioterapéuticos antileishmdnicos convencionales. Fuente: Jain & Jain,
2013.

La terapia de combinacion de drogas ha mostrado resultados promisorios incluyendo tratamiento mas eficaz
con efectos secundarios reducidos, duracidn de tratamiento mas corta (hasta 8 dias), costos accesibles y
resistencia emergente reducida. No obstante, la eficacia clinica de la terapia de combinacién se sigue
estudiando y debera serd confirmada en el futuro (Jain & Jain, 2013).

Algunos tratamientos convencionales, como el uso de antimonios pentavalentes, ya no pueden ser utilizados
en algunas areas endémicas —por ejemplo en Bihar, India- debido a la aparicién de parasitos resistentes
(Guerin et al., 2002). En este contexto, el nimero en aumento de pacientes con LV co-infectados con VIH
podrian ser un reservorio potencial: estos pacientes presentan alta carga parasitaria y respuesta
inmunoldgica atenuada, por lo que responden lentamente al tratamiento y puede llevar a la seleccién de
parasitos resistentes. En cuanto al uso de farmacos de larga vida media, como anfotericina B o miltefosina, la

posibilidad de resistencia emergente tampoco debe ser ignorada (Croft et al., 2006).



En suma, los farmacos actualmente utilizados presentan inconvenientes significativos, ya sea via parenteral
de administracion, larga duracién de tratamiento, resistencia emergente, toxicidad y costos elevados que
limitan su uso en zonas endémicas de la enfermedad. Adem3s, los farmacos en desarrollo clinico son, o bien
reformulaciones de medicamentos anteriores, terapias de combinacion, o el resultado de conmutacion
terapéutica, que no ofrecen realmente nuevas alternativas a los pacientes que sufren de leishmaniasis.
Existe, por lo tanto, una necesidad urgente de identificar nuevos blancos terapéuticos para el desarrollo de

medicamentos innovadores contra la LV.

Desarrollo racional de nuevos farmacos: la cristalografia de rayos X

El disefio de nuevos medicamentos es un proceso largo (entre 10 y 15 afos) y costoso, que la cristalografia
por rayos X permite acelerar. Esta Ultima es una de las técnicas mds potentes para determinar la estructura
molecular de macromoléculas bioldgicas, con detalle atdmico. En esta estrategia de descubrimiento de
nuevas drogas usando cristalografia, debe identificarse uno o mas blancos moleculares contra los que el
nuevo medicamento serd dirigido. Luego, la determinacion de la estructura tridimensional del blanco elegido
permite disefiar candidatos potenciales de moléculas inhibidoras/activadoras, observando y analizando
cuantitativamente con resolucidn atdmica cdmo se uniria cuando entrase en contacto con dicho blanco. Los
resultados experimentales derivados de la cristalografia deben ser complementados por estudios in silico
gue permitan predecir uniones proteina-farmaco, apuntando a la seleccién de compuestos candidatos, asi
como a la optimizacion de las propiedades fisicoquimicas de los mismos. Las moléculas de interés deben
luego ser sintetizadas, para iterar el trabajo cristalografico asi como para lanzar ensayos in vitro, biolégicos y
finalmente clinicos.

Existen dos tipos de sélidos: amorfos y cristalinos. La diferencia entre ellos es que el segundo presenta una
estructura periddica y ordenada, mientras que el primero no. Las estructuras de los sélidos cristalinos se
definen mejor en términos de celda unidad, ésta consiste en un arreglo periddico y repetitivo, constituido
por unidades asimétricas arbitrarias sujetas a operaciones de simetria, y que finalmente construye el objeto
cristalino macroscdpico (Lieberman et al., 2013). La cristalizacion de proteinas es principalmente un
procedimiento de ensayo y error en el cual la proteina es lentamente precipitada de su soluciéon, y que
involucra 4 pasos fundamentales: (i) la proteina debe estar pura y homogénea en solucidn; (ii) la proteina es
disuelta en un solvente adecuado desde el cual debe ser precipitada por sales, compuestos organicos u otros
agentes precipitantes fisicos o quimicos; (iii) esta solucion de proteina llega a concentraciones
sobresaturadas, permitiendo eventualmente (iv) la formacion de pequefios agregados que sirven de nucleos
de cristalizacion que posteriormente crecen espontaneamente hasta cristales macroscopicos (Drenth, 2007).
Las técnicas mas utilizadas para generar cristales se basan en la difusion de vapor: en ella, un pequefo

volumen (0,5-10 pL) de solucién concentrada (5-20 mg/mL 6 0,05-0,5 mM) de la proteina de interés es



mezclada con solucidon precipitante en una relacién 1:1 formando una gota, y se deja equilibrar
herméticamente, contra un reservorio que contiene dos veces mds concentracion del mismo precipitante.
Esto hard que el agua difunda de la gota al reservorio (deshidratacidn), apréximandose y eventualmente
rebasando el punto de solubilidad de la proteina en la misma. La nucleacién es un proceso cinético que
compite con la precipitacién amorfa, ambos fendmenos llegan luego espéntaneamente a estados finales de
equilibrio, que en el caso de lograr nucleacidn cristalina conducira termodindmicamente al crecimiento de
cristales macroscopicos. La aproximacion de difusion de vapor tiene dos geometrias mas utilizadas, las de
“gota sentada” y “gota colgante” (Egli, 2010; Lieberman et al., 2013).

Los rayos X son fotones de alta energia con longitudes de onda de entre 100 y 0,1 A. La cristalografia de
rayos X usa fotones de alrededor a 1 A, que es la distancia aproximada de la mayoria de los enlaces
moleculares covalentes. Asi, los rayos X son dispersados cuando su vector de campo eléctrico interactta con
los electrones de la materia. Aunque la dispersidn de rayos X por una Unica molécula es muy débil,
moléculas arregladas en una red cristalina peridédica permiten la amplificacién de la sefial. La superposicion
de los rayos X difractados por las moléculas de un cristal es leida por un detector y aparece como un punto
dentro del patrén de puntos en cada direccién dada. Este patrén de difraccién contiene la informacién
necesaria para determinar la estructura molecular del cristal, y resulta de las medidas de todas las posibles
reflexiones de rayos X (en suficientes orientaciones diferentes). La estructura es determinada mediante una
construccion matematica denominada transformada de Fourier, la cual convierte el patréon de difraccion de
la molécula de interés desde un espacio reciproco, al sistema de coordenadas del espacio real que permite la
determinacién de mapas de densidad electréonica de dicha molécula (Lieberman et al, 2013). De esta
manera, la transformada de Fourier actia como un “lente” que permite “refocalizar” los rayos X difractados

por el cristal y obtener asi una “imagen magnificada” del mismo (Figura 4).
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Figura 4. Analogia entre microscopia éptica (arriba) y difraccion de rayos X (abajo). A la izquierda se muestra el espectro
electromagnético. Fuente: http://www.sebbm.es/ES/divulgacion-ciencia-para-todos_10/cristalografia-de-rayos-x-de-
macromoleculas_647.



Desafortunadamente, la transformada de Fourier del patron de difraccién, necesaria para generar la
estructura del cristal expresada en términos de densidad electrénica, requiere informacién tanto de las
amplitudes como de las fases. El detector sélo es capaz de captar la intensidad (amplitud) de las ondas
electromagnéticas difractadas, sin embargo, la informacién de sus fases se pierde. Para resolver el
“problema de las fases”, i. e. recuperar la informacidon perdida, se utilizan diversas aproximaciones
computacionales (e. g., reemplazo molecular) y/o experimentales (e. g., reemplazo isomorfo con dtomos
pesados, o bien difraccion anémala con rayos X de longitud de onda apropiada para registrar absorcion
cuantica de los 4tomos dispersores anémalos), que permiten resolver la estructura (Drenth, 2007; Egli, 2010;
Lieberman et al., 2013).

El modelo obtenido tras lo descrito anteriormente incluye distintos tipos de errores en el modelo inicial, ya
sea porque se usé reemplazo molecular (por lo que el modelo de busqueda inicial es en verdad el de una
molécula semejante, pero diferente a la estructura problema); o bien, porque cuando se determinan las
fases de forma experimental, no se tiene modelo alguno, sino que se traza un primer modelo interpretando
el mapa de densidad electrénica experimental. Es asi que la etapa de refinamiento es esencial para obtener
un modelo estructural final que expligue con minimo error los datos de difraccién observados. El
refinamiento es asi un proceso iterativo de ajuste entre modelo y datos observados, que si se hace en el
sentido correcto, muestra un mejoramiento progresivo en el valor justo de las fases, redundando en mapas
de densidad electrénica progresivamente mejores y mas detallados. El objetivo especifico del refinamiento
cristalografico es realizar cambios al modelo atémico de manera de minimizar la diferencia entre los factores
estructurales estimados a partir del modelo, y los observados experimentalmente (difraccién). El
refinamiento consiste en un proceso iterativo que involucra los siguientes pasos: (i) (re)construccion manual;
(i) optimizacion del modelo (o no, en los casos de contar con resolucién atémica, i. e. < 1,2 A) teniendo en
cuenta sus restricciones geométricas; y (iii) calculo del mapa de densidad electrénica de modelo mejorado
(Egli, 2010).

La cristalografia de proteinas es una disciplina que ha venido creciendo sostenidamente durante los ultimos
60 afos, contribuyendo enormemente en diversas dreas de desarrollo tecnoldgico: la ingenieria de
proteinas, la optimizacion de antigenos vacunales y, muy particularmente, el descubrimiento y disefio
racional de farmacos guiados por la estructura tridimensional de proteinas blanco. El conocimiento detallado
—con resolucién atémica— de la estructura tridimensional de una proteina de interés abre la posibilidad
inmediata al disefo racional de inhibidores, eventualmente utiles como nuevos farmacos. Muchas drogas
actualmente disponibles en el mercado fueron disefiadas u optimizadas de esta forma, siendo un caso bien
conocido el de Gleevec™, un medicamento eficaz contra la leucemia mieloide crénica, desarrollado a partir
de la estructura cristalina de la tirosina quinasa humana Abl, desregulada en los pacientes con este tipo de

cancer.



MAP quinasas

Las protein-quinasas activadas por mitégeno (MAPK, por sus siglas en inglés “mitogen activated protein
kinases”) son proteinas quinasas de serina/treonina que median diversos eventos de sefializacién
intracelular en eucariotas como diferenciacién, proliferacién, movilidad, respuesta al estrés y apoptosis
(Waskiewicz & Cooper, 1995). Las MAPKs se clasifican dentro del grupo de quinasas CMGC que ademas
comprenden a las familias de quinasas dependientes de ciclinas (CDK), quinasas de la glucégeno sintasa
(GSK) y quinasas similares a CDK (CLK) (Kannan & Neuwald, 2004). Las MAPKs funcionan al nivel molecular
como interruptores, mostrando al menos dos conformaciones que se corresponden a estados
cataliticamente activo e inactivo (Huse & Kuriyan, 2002; Figura 5), siendo las MAPKs las ultimas a activarse
en cascadas de transduccién de sefiales altamente conservadas, que tipicamente involucran un maddulo

central de tres quinasas activadas consecutivamente: una MAP quinasa quinasa quinasa (MAPKKK, la primer

Dimerization
interface

Figura 5. Regulacion de la MAPK por fosforilacién del segmento de activacion. Se muestra el estado cataliticamente
inactivo (izquierda) y activo (derecha) de la MAPK. Fuente: Huse & Kuriyan, 2002.

quinasa del mddulo) es activada por una proteina Ras activa, y fosforila en un residuo de serina y/o treonina
a una segunda quinasa, la MAP quinasa quinasa (MAPKK). Finalmente, la MAPKK activa especificamente a la
MAPK mediante una doble fosforilacion en un residuo de treonina y uno de tirosina -separados por un solo
aminoacido- del bucle de activacion, que define el denominado subdominio VIII dentro del dominio catalitico
conservado de la proteina (Alberts et al., 2002; Huse & Kuriyan 2002; Wang et al., 2005; Kornev et al., 2006;
Figura 5). Esta fosforilacion da lugar a un cambio conformacional de la MAPK, orientando varios residuos
involucrados en la catalisis de modo que permitan la unién del sustrato proteico simultdneamente al ATP
(Zzhang et al., 1994). Finalmente, la MAPK se inactiva por defosforilacion mediante la accién de una fosfatasa,
siendo suficiente la eliminacidn del grupo fosfato de la tirosina, o bien de la treonina (Alberts et al., 2002).

Las vias de sefializacién mediadas por MAPKs han sido ampliamente estudiadas durante la infecciéon por
Leishmania, pero casi exclusivamente con foco en las vias de las células del mamifero huésped (Yang et al.,

2010; Bhattacharya et al., 2011). Se ha prestado menos atencién a las MAPKs propias del parasito.



MAP quinasas en Leishmania

Poco se sabe sobre los mecanismos moleculares implicados en la regulacion de la activacidon de las proteina-
quinasas en tripanosomatidos. En eucariotas superiores, la MAPK activada puede traslocarse al ndcleo y
fosforilar factores de transcripcién, o bien fosforilar quinasas citosdlicas o proteinas estructurales; sin
embargo, en Leishmania, si bien se ha determinado mediante analisis gendmicos la presencia del triple
modulo mencionado anteriormente (Parsons et al., 2005), no se han documentado hasta el momento
receptores tipicos que conducen a la activacion de las cascadas de MAPKs como receptores asociados a
proteina G, receptores de tipo tirosina quinasa o bien, proteinas adaptadoras conteniendo dominios SH2 en
sus genomas. Tampoco se identifican en sus genomas el conjunto de sustratos tipicos de MAPKs de otros
eucariotas tales como factores de transcripcién (Parsons et al., 2000; Wang et al., 2005, Figura 6).
Adicionalmente, a pesar de encontrar un nimero muy importante de genes codificando para MAPKs (ver
abajo), se encuentran muy pocos para MAPKKs (Parsons et al., 2005), lo que sugiere mecanismos

alternativos de activacién de MAPKs en estos protozoos.
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Figura 6. Diagrama general de la via de sefializacién de MAP quinasas en eucariotas superiores. Recuadrados se
subrayan los componentes que aun no han sido encontrados en tripanosomatidos, en rojo aquéllos rio arriba
(receptores de tipo tirosina quinasa, proteinas adaptadoras con dominios SH2), y en violeta los sustratos de MAPKs rio
abajo (factores de transcripcidn nucleares). Fuente: http://www.cellbiol.net/ste/rpimages.php.



De acuerdo con analisis gendmicos, hay 17 MAPKs putativas en Leishmania spp., siendo por lo tanto una de
las familias de protein-quinasas mas expandidos si se lo compara con los proteomas de mamiferos (Naula et
al., 2005; Parsons et al., 2005). Ya se han reportado implicancias de las MAPKs de Leishmania en la deteccion
de sefales del ambiente (Wiese, 1998; Morales et al., 2007; Morales et al., 2008; Brumlik et al., 2011) y en el
control de la biogénesis de los flagelos (Bengs et al., 2005; Wiese, 2007), regulando las vias de respuesta
adaptativa de los parasitos.

Dell y Engel (1994) demostraron que existe una regulacidn estadio-especifica de la fosforilacion de quinasas
de serina/treonina durante el ciclo de vida de Leishmania. Como consecuencia, se observan cambios
dramaticos en los patrones de abundancia de fosfoproteinas y en los perfiles de fosforilacién durante la
diferenciacion del estado promastigota a amastigota. Estos cambios del fosfoproteoma estan mediados en
gran medida por estas quinasas y otras enzimas —por ejemplo, fosfatasas- que actuan de manera estadio-
especifica; mas precisamente, se ha visto que un subconjunto limitado de las MAPKs de Leishmania major
(LmaMPKs) se fosforilan sélo durante la diferenciacion de promastigotas a amastigotas (Morales et al., 2007;
Morales et al., 2008). De esta manera, las MAPKs LmaMPK4 (PK4), LmaMPK7 (PK7) y LmaMPK10 (PK10)
fueron inicialmente identificadas como candidatos reguladores de la diferenciacion y la supervivencia del
parasito en el interior de las células huésped (Dr. Gerald Spath, comunicacion personal). Estudios posteriores
profundizaron en la importancia de estas MAPKs para el parasito, dandoles relevancia como potenciales

blancos terapéuticos para el desarrollo de nuevas drogas contra la leishmaniasis.

PK4 como potencial blanco terapéutico para el desarrollo de nuevos farmacos

El ortdlogo de PK4 en Leishmania mexicana contiene un motivo treonina-glutamina-tirosina en su bucle de
activacion (este motivo estd muy conservado en todas las MAPKs, como TXY), también identificado en
quinasas de Aedes aegypti y Caenorhabditis elegans. Mas aun, la similutd de secuencia de todas estas
quinasas con JNK y p38 humanas, las agrupa como quinasas activadas por estrés, sugiriendo una via
funcional de PK4 en parasitos que efectivamente responden a sefiales de estrés durante su ciclo de vida, en
particular disparando diferenciaciéon (Wiese, 2007; Saravanan et al., 2010). Ademas, se vio que su homdlogo
en Trypanosoma brucei (TOMAPK2, con ~80% de identidad) es requerido para la progresion del ciclo celulary
diferenciacidn desde la forma prociclica en la mosca tse-tse a la forma del torrente sanguineo del hospedero
definitivo mamifero (Mdller et al., 2002), lo cual sugiere que la progresion del ciclo celular en promastigotas
y amastigotas de Leishmania mexicana puede requerir de la actividad de PK4. Adicionalmente, utilizando
aproximaciones de “knockout” génico, PK4 demostré ser esencial para la sobrevida de L. mexicana, al no ser
posible la delecion de su gen del genoma del pardsito. EIl mutante nulo sélo pudo ser generado por
recombinacién homadloga en presencia de un plasmido portador del gen salvaje de PK4, retenido por

promastigotas y amastigotas en ratones Balb/c infectados sin seleccion por antibidticos (Kuhn & Wiese,



2005; Wang et al., 2005). Otro interés de trabajar con PK4 radica en la posibilidad de obtener a la enzima en
su conformacién activa mediante la co-purificacion con su MAPKK especifica (John von Freyend et al., 2010).
Cabe destacar, también, que los ortdlogos de PK4 entre especies patdgenas del pardsito son altamente
conservados, con niveles de indentidad de aproximadamente 98%, y carecen de homdlogos cercanos entre
las MAPKs humanas (Wang et al., 2005; Saravanan et al., 2010). Se han publicado recientemente datos sobre
potenciales inhibidores de PK4 de Leishmania mexicana guiados por la estructura (Saravanan et al., 2010;
Gupta et al, 2013); sin embargo, los modelos estructurales utilizados son estrictamente tedricos,
modelizados por homologia en base a ERK2 humana y posterior rastreo virtual de compuestos. Resulta
pertinente el estudio estructural experimental de la quinasa PK4, de forma de obtener datos
significativamente mas precisos y exactos, al dia de hoy ausentes en la literatura. La descripcién detallada
del sitio activo resulta clave para el disefio racional de inhibidores especificos, que podrdn ser iterativamente
evaluados resolviendo las estructuras tridimensionales de los complejos correspondientes.

El presente trabajo redundard en forma directa en la puesta a punto de la produccién y purificacién de PK4

recombinante, lo que permitird la evaluacién de inhibidores en ensayos enzimaticos adecuados.



Hipoétesis
La MAP quinasa PK4 de Leishmania spp. es una proteina esencial para la sobrevida de los parasitos
patdgenos del género Leishmania. Careciendo de homdlogos cercanos entre las MAP quinasas humanas, es

un blanco molecular para guiar el desarrollo de nuevos medicamentos antileishmanicos.

Objetivo general
Realizar los trabajos necesarios de clonado, produccién y purificacién de la MAP quinasa PK4 de Leishmania
major (LmaMPK4) recombinante, para posteriormente poder realizar estudios estructurales de este blanco

esencial de Leishmania spp. mediante cristalografia de rayos X.

Objetivos especificos
(i) Generacion de construcciones codificando la enzima LmaMPK4 en vectores de expresién a ser
usados en el sistema de Escherichia coli.
(ii) Puesta a punto y optimizacidn de la sobreexpresion de LmaMPK4 recombinante, usando las
diferentes construcciones generadas y distintas condiciones de cultivo e induccién.
(iii) Puesta a punto de un protocolo de purificacion a homogeneidad para obtener cantidades
suficientes (en la escala de los miligramos) de LmaMPK4 recombinante, para fines

cristalograficos.



MATERIALES Y METODOS
Antes de describir los protocolos detallados que fueron usados para llevar adelante el trabajo, presentaré
una sintesis de las estrategias experimentales elegidas, con el fin de servir de guia general para la

presentacion posterior de RESULTADOS.

Estrategia experimental

Clonado. Se utilizard el método de clonado sin enzimas de restriccion (“restriction free cloning”; Figura 7)
con el fin de probar en primera instancia sobreexpresién recombinante en el sistema de Escherichia coli. Este
es un sistema muy bien conocido, relativamente econdmico, y con tipicamente muy buenos rendimientos
finales. En lineas generales, se apuntara a cubrir ensayos con dos promotores distintos (T5 y T7), para
rastrear dos perfiles de expresidn bien diferentes. Para ello, se seleccionaran los plasmidos de expresion de
las lineas pQE (Qiagen) y pET (Novagen), respectivamente.

Las construcciones se disefardn de modo de agregar a las proteinas recombinantes una etiqueta de seis
histidinas (HisTag) en su extremo N-terminal, etiqueta que puede ser luego removida gracias a la secuencia
especifica de corte por proteasa TEV (Tobacco Etch Virus) que reconoce el sitio EXXYXQ/S, introducido
también con el fragmento de ADN correspondiente en dichas construcciones. En el caso de PK4 fusionada a
otros dominios, la secuencia especifica para TEV se encuentra entre el extremo C-terminal de la fusiéon y el

N-terminal de PK4.
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Figura 7. Método de clonado sin enzimas de restriccion (“restriction-free cloning”). Fuente: Unger et al., 2010.



Expresion de proteinas recombinantes. El marco abierto de lectura de PK4 se encontrard regulado por un

operador lac, por lo que la induccion de la expresidn se lleva a cabo utilizando el inductor gratuito IPTG, de
funcidn analoga a la alolactosa: el IPTG se une al represor Lacl, inhibiendo su accién. Una vez que el represor
Lacl es inactivado, la ARN polimerasa puede comenzar a transcribir las secuencias codificadas rio abajo del
promotor, en este caso PK4. Se ensayaran dos temperaturas de induccién: 20 °C por 14 hs., o bien 37 °C por
3 hs. Asimismo, se transformaran distintas cepas de E. coli con los vectores recombinantes generados, con el
fin de definir la mejor combinacién, evaluando los rendimientos de proteina recombinante soluble. Para esto
se ensayaran las cepas C41, HMS174, TOP10F’, BL21 y RosettaBlue.
En el vector de expresién pQE80, PK4 se encontrard bajo control transcripcional de un promotor del
bacteriéfago T5, que es bien reconocido por la ARN polimerasa de E. coli. Por otro lado, en el vector pET28a
PK4 se expresard bajo control transcripcional de un promotor T7, reconocido sélo por la ARN polimerasa del
bacteriéfago T7 (y no por la enzima de E. coli). El gen para expresar la RNA polimerasa de T7 esta inserto
como un fragmento génico exdgeno de E. coli, aprovechando la capacidad lisogénica del fago A: el marco
abierto de la ARN polimerasa de T7 esta incorporada en el genoma del fago A (denominado por ello ADE3),
bajo control transcripcional de un promotor /lacUV5, inducible por IPTG. Por lo tanto, para permitir la
inducciéon de expresién de PK4 en pET, la cepa de E. coli utilizada para el ensayo debe ser portadora de ADE3.
La proteina recombinante podra también ser fusionada a otras proteinas, que puedan funcionar de
chaperonas en el plegamiento, o bien simplemente funcionando de “guias” inductoras de mayor solubilidad
(Sahdev et al., 2008). En este contexto, se utilizara la disulfuro isomerasa DsbC: una proteina periplasmica de
E. coli, de un tamafio aproximado de 24 kDa, y que cataliza la formacién de enlaces disulfuro inter e
intramoleculares (Shevchik et al., 1994). Asimismo, se ha documentado la actividad chaperona de DsbC
independientemente de su actividad disulfuro isomerasa (Chen et al., 1999). De esta manera, para mejorar
los niveles de expresidn soluble de PK4, se utilizard una construccién que permite su expresién fusionada a
DsbC.

Purificacion de proteinas. En la primera etapa de enriquecimiento, la fraccidn soluble de proteinas se
purificard por afinidad a metales de transicidn (particularmente niquel o cobalto), para unir la etiqueta de
histidinas de la proteina recombinante. El uso alternativo de estos dos metales sera parte de la puesta a
punto del protocolo de purificacion, y poder asi decidir cudl es mas efectivo para unir la etiqueta de
histidinas, asi como cudl disminuye la unién inespecifica de contaminantes. Para eluir la proteina de interés,
se empleard en este tipo de cromatografia un gradiente de imidazol, por su habilidad para competir con la
etiqueta de histidinas por la unidn al metal.

Para fines cristalograficos, es necesario obtener grandes cantidades de proteina pura y homogénea, por lo
gue es frecuentemente necesario agregar pasos adicionales de purificacién. En la segunda etapa de

enriquecimiento, la fraccién purificada en la etapa anterior se someterd a cromatografia de intercambio



idnico, teniendo en cuenta el punto isoeléctrico de la proteina recombinante para la seleccién del pH de la
fase moévil y la carga de la fase estacionaria; o bien, a cromatografia de exclusién molecular, teniendo en

cuenta el peso molecular de la proteina recombinante.

Protocolos especificos

Subclonado de la secuencia codificante de PK4 en vectores de expresion

Contamos con el marco abierto de lectura codificante de PK4 (CDS LmjF19.1440) clonado en el plasmido
PGEM (cortesia del grupo de Gerald Spath, Institut Pasteur, Paris). A partir de este clon, se utilizaron los
vectores de expresion de Escherichia coli pQE80 (Amp", inserto transcripto con un promotor T5, Qiagen) y
pET28a (Kan®, promotor T7, Novagen) para el subclonado del gen de PK4. Asimismo, contamos con el gen de
PK4 clonado en fusién a la disulfuro isomerasa DsbC de E. coli en un vector de expresiéon pET (AmpF,
promotor T7; cortesia de Agustin Correa, Unidad de Proteinas Recombinantes, Institut Pasteur de
Montevideo).

Las construcciones pQE80-PK4 y pET28a-PK4 se generaron mediante el método de clonado sin enzimas de
restriccion (“restriction-free cloning”; van den Ent & Lowe, 2006, Unger et al., 2010) en un termociclador
GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems). El método consiste en una doble PCR, utilizando la ADN
polimerasa de alta fidelidad Phusion (Biolabs): en primera instancia, se obtuvieron “megaprimers” (MP; en
este caso de 1155 pb, correspondientes al marco abierto de lectura completo de PK4), los que quedan asi
flanqueados por secuencias homdlogas al vector de expresion de destino. Para generar los MP se utilizaron
los oligonucleétidos cebadores directo 5° GGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGATCCATGGCTCAACTCGTCCCTT
TAGC 3’ (Tm =68 °C) y reverso 5 GAACTGCGGGTGGCTCCAGCTGCCGGATCCCTATTCGTTCAATTGTGAATGGG 3’
(Tm =70 °C). Los reactivos, concentraciones y volimenes utilizados en la primera reaccion de amplificacion
se ilustran en la Tabla 1. Las condiciones de ciclado se especifican en la Tabla 2.

Para verificar el tamafio esperado de los MP se realizd electroforesis en gel de agarosa 1% vy tincién con
bromuro de etidio (ver Anexo) a 100 V por 30 mins. El tamafio de las bandas se estimé mediante

comparacién con el marcador 1 kb DNA ladder (Invitrogen) del cual se sembraron 6 L. Las bandas

Tabla 1. Concentraciones y volumenes de los reactivos en la primera reaccién de amplificacién de PK4.

Reactivo Concentracion en stock Volumen utilizado en pL (total = 50 uL)
H,0 - 30
Phusion HF Buffer (MgCl, 7.5 mM) 5x 10
dNTP 10 mM 2
Oligonucleétido directo 20 uM 2,5
Oligonucleétido reverso 20 uM 2,5
Molde (pGEM-PK4) 60 ng/uL 2

Phusion pol. 2 U/uL 1




Tabla 2. Condiciones de ciclado para la primera reaccidn de amplificacién de PK4.

Etapa Temperatura (°C) Tiempo (min) N° ciclos
Desnaturalizacidn inicial 98 0,5 1
Desnaturalizacion 98 0,6 35
Hibridizacidn 62 0,5 35
Extensidn 72 2 35
Extension final 72 5 1

correspondientes a los MP fueron extraidas del gel y purificadas mediante el kit comercial GFX PCR DNA and
Gel Band Purification Kit (GE Healthcare), segun el protocolo del fabricante. EIl ADN purificado fue
resuspendido en 50 uL de agua destilada estéril y cuantificado mediante seguimiento de absorbancia a 260
nm utilizando el espectrofotometro NanoDrop 1000 v3.7.1 (Thermo Scientific).

En segunda instancia, se realizd el clonado final del gen mediante una segunda amplificacién utilizando el
MP y el plasmido deseado en la reaccidn. Los reactivos, concentraciones y volimenes utilizados en la
reaccién de amplificacion se muestran en las Tablas 3 y 4. Las condiciones de ciclado para cada plasmido

molde se observan en la Tabla 5.

Tabla 3. Concentraciones y volumenes de los reactivos en la segunda reaccidn de amplificacién de PK4 para el vector
pQE80.

Reactivo Concentracién en stock  Volumen utilizado en L (total = 50 uL)
H,0 - 28,5
Phusion HF Buffer (MgCl2 7.5 mM) 5x 10
dNTP 10 mM 2
Molde (pQE80) 30 ng/uL 1,5
Megaprimer PK4 30 ng/uL 7
Phusion pol. 2 U/uL 1

Tabla 4. Concentraciones y volumenes de los reactivos en la segunda reaccidn de amplificacién de PK4 para el vector
pET28a.

Reactivo Concentracion en stock Volumen utilizado en pL (total = 50 pL)
H,0 - 28,5
Phusion HF Buffer (MgCl2 7.5 mM) 5x 10
dNTP 10 mM 2
Molde (pET28a) 60 ng/uL 1,5
Megaprimer PK4 30 ng/uL 10

Phusion pol. 2 U/uL 1




Tabla 5. Condiciones de ciclado para la segunda reaccién de amplificacién de PK4.

Etapa Temperatura (°C) Tiempo (min) N° ciclos
Desnaturalizacion inicial 98 0,5 1
Desnaturalizacion 98 0,6 35
Hibridizacidn 55 1 35
Extensidn 72 5 35
Extensidn final 72 7 1

Para evitar transformar con los plasmidos molde, se procedié a digerir los productos de la segunda
amplificacion con la enzima de restriccién Dpnl (Biolabs), que degrada sélo ADN metilado (parental). Para
ello, se agregd 1 plL de Dpnl 20 U/ulL a la mezcla total y se incubd por 1,5 horas a 37 °C. Luego, una alicuota
de 5 uL del ADN obtenido fue directamente transformado a células quimiocompetentes de E. coli de la cepa
TOP10F’ utilizando el método convencional con calcio, mediante shock térmico de 2 minutos a 42 °C en un
bloque Thermomixer comfort (Eppendorf). Los transformantes se seleccionaron con ampicilina para la
construccion pQE80-PK4, y con kanamicina para pET28a-PK4. Se plaqued en medio sélido LB-agar, en placas
de Petri. Finalmente, el ADN plasmidico fue extraido mediante protocolos de preparacion de ADN plasmidico
a pequena escala (ver Anexo).

El marco abierto de lectura de PK4 presenta 2 sitios de restriccion para cada una de las enzimas Bglll y
BamHI. Para verificar la clonacién de forma preliminar, las construcciones pQE80-PK4 y pET28a-PK4 fueron
sometidas a digestidon con Bglll (Roche) y BamHI (Pharmacia) e incubadas a 37 °C por 1 hora (Tabla 6). Las
muestras digeridas se corrieron en gel de agarosa 1% y tincidon con bromuro de etidio a 100 V por 30 mins.
En caso de observar bandas de 200 y 500 pb aproximadamente, se confirmd la clonacién de dichas muestras
por secuenciacion capilar en el Servicio de Secuenciado del Institut Pasteur de Montevideo.

Tabla 6. Concentraciones y volimenes de los reactivos utilizados para la digestion con enzimas de restriccion.

Reactivo Concentracién en stock  Volumen utilizado en pL (total = 30 pL)
Construccion (pQE80-PK4; pET28a-PK4) 1180 ng/uL; 60 ng/uL 25
NE buffer 3 10x 3
Albumina bovina sérica 100x 0,3
Bglll 20 U/pL 1
BamHI 10 U/uL 1

Bioinformatica

Se analizé la secuencia aminoacidica de PK4 con el software ProtParam de ExPASy Tools (disponible en
http://web.expasy.org/protparam/) a modo de obtener informacién tedrica de la proteina como peso
molecular y punto isoeléctrico.

El disefio de los vectores recombinantes se realizd a través del programa Vector NTI Advance 11.0

(Invitrogen).



El alineamiento de secuencias se realizé utilizando el software ClustalW Sequence Alignment de ExPASy Tools
(disponible en http://embnet.vital-it.ch/software/ClustalW.html). Se emplearon las secuencias
aminoacidicas ortélogas de PK4 de Leishmania major (XP_001682732.1), Leishmania braziliensis
(XP_001564264.1), Leishmania infantum (CAM67358.1) y Leishmania mexicana (CAC07958.1), disponibles en
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.

Se realizd modelado por homologia de PK4 utilizando el software Bioinformatics Toolkit de Max Planck
Institute for Developmental Biology (disponible en http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred). Se empled
como templado la MAPK PK3 de Leishmania donovani, con la cual presenta una identidad de secuencia del

40%.

Expresion de PK4 en Escherichia coli

Con el fin de definir la mejor combinacién, evaluando los rendimientos de proteina recombinante soluble, se
transformaron las cepas de E. coli TOP10F’, BL21 (DE3, pLysS), C41 (DE3), HMS174 (DE3) y RosettaBlue (DE3,
pLysS) con los vectores recombinantes pQE80-PK4 y pET28a-PK4 extraidos previamente. Adicionalmente,
contamos con la construccién pETDsbC-PK4 transformado en la cepa Rosetta de E. coli.

Las células conteniendo las construcciones fueron crecidas en precultivos con medio Luria-Bertani (LB, ver
Anexo) suplementado con ampicilina (50 mg/mL) para pQE80-PK4 y pETDsbC-PK4, y kanamicina (50 mg/mL)
para pET28-PK4, durante 14 horas con agitacién constante a 220 rpm. Luego, se inoculd el precultivo en
medio LB suplementado con antibiético en una relacion 1 mL precultivo en 10 mL de LB finales para ensayos
de expresion a corta escala, y 3 mL precultivo en 500 mL y 1000 mL finales de LB para ensayos a gran escala.
Para la construccion pETDsbC-PK4, se prepard el cultivo con medio Terrific Broth (TB, permite un mayor
crecimiento celular que LB). De esta manera, los cultivos se crecieron por 3 horas a 37 °C a modo de obtener
una DOgyy aproximada de 0,6; esto permite obtener bacterias en la fase exponencial de su curva de
crecimiento en cultivo. Posteriormente, los cultivos fueron inducidos con IPTG (1 mM) a distintas
condiciones, las cuales se resumen en la Tabla 7.

Tabla 7. Condiciones de expresidn evaluadas para los vectores recombinantes.

Construccion Temperatura (°C)  Tiempo de induccion (hs) Cepas (E. coli)
pQE80-PK4 37 3 TOP10F', BL21, HMS174, C41, RosettaBlue
20 14 BL21, HMS174
pET28a-PK4 37 3 BL21, HMS174, C41, RosettaBlue
pETDsbC-PK4 37 3 Rosetta
20 14 Rosetta

Fraccionamiento de proteinas solubles y evaluacion del rendimiento por SDS-PAGE
Una vez completada la induccién, se procedid a cosechar las células por centrifugacion a 5000 g por 15 mins.

en una centrifuga 5804R (Eppendorf). Las células fueron resuspendidas en tampdn de lisis (150 mM NacCl; 25



mM Tris.HCl pH 8; lisozima 1 mg/mL; cocktail de inhibidores de proteasas —Roche—) arazénde5mLcadalg
seco de células; para completar el lisado, se sonicé las muestras en el sonicador BRANSON Digital Sonifier ,
empleando 6 pulsos de 1 minuto y 30% de amplitud, con intervalos de descanso de 1 minuto. La separacién
de fracciones soluble e insoluble se realizd luego de la lisis por centrifugacién a 4 °C, 15000 g por 30 mins. La
fraccion insoluble se resuspendié en urea 8 M para posteriores analisis por electroforesis, empleando el
criterio de 5 mL de urea cada 1 g seco de pellet.

Los ensayos de expresién se evaluaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) en
condiciones desnaturalizantes (dodecil sulfato de sodio —SDS-), utilizando geles discontinuos: un gel
concentrador y uno separador (ver Anexo). Se prepararon las muestras correspondientes a las fracciones no
inducidas e inducidas (total, soluble e insoluble) con el agente reductor B-mercaptoetanol (4x) y se
calentaron a 100 °C por 5 mins. Luego, se sembraron en el gel entre 10 y 20 pL de muestra a modo de poner
a punto la cantidad de proteina sembrada, y se corrié con buffer de corrida 1x a una intensidad de 20 mA.
Finalmente, los geles fueron teflidos con azul de Coomasie durante 1 hora, y destefiidos con agua y solucién
de acido acético (10%) y etanol (50%) durante media hora. Los tamafios de las proteinas se estimaron
mediante comparacion con el estandar de peso molecular ColorPlus Prestained Protein Ladder (Biolabs), del

cual se sembraron 8 puL en cada gel.

Puesta a punto de la purificacion de PK4 a homogeneidad

Las fracciones solubles seleccionadas fueron utilizadas como fuente de la proteina blanco PK4 a ser
purificada por métodos de cromatografia liquida en condiciones nativas. En la primera etapa de
enriquecimiento, la fraccién soluble de proteinas fue purificada por afinidad con una columna de 1 mL (para
cultivos de 10 mL) 6 5 mL (para cultivos de 500-1000 mL) de niquel quelado a acido iminodiacético
inmovilizado HisTrap High Performance (GE Healthcare), para unir la etiqueta de histidinas de la proteina
recombinante; para ello, se utilizé en primera instancia la bomba peristdltica de flujo Pump P-1 (GE
Healthcare) para adsorber la muestra a la columna de niquel, lavando previamente la columna con agua
destilada estéril y equilibrando con buffer A (NaCl 500 mM, Tris.HCl pH 8 50 mM) a un flujo de 1 mL/min
durante 20 minutos. Luego, se paso la totalidad de la fraccidn soluble de proteinas por la columna a idéntico
flujo. El “flow-through”, o la fraccion de la muestra no adherida a la columna, se guardé a 4 °C para
posteriores andlisis electroforéticos. En segunda instancia, se utilizd el sistema de purificacién AKTA purifier
(GE Healthcare); las proteinas solubilizadas con buffer A se cargaron a la misma columna, equilibrada con el
mismo buffer, a un flujo controlado de 1 mL/min. Una vez que los componentes no adsorbidos a la columna
eluyeron completamente (i. e., que la medida de absorbancia tomara un valor aproximado de 0 UA), se
procedid a eluir la muestra de interés empleando un gradiente creciente de buffer B (NaCl 500 mM, Tris.HCI

pH 8 50 mM, imidazol 500 mM) lineal (de 4 a 100% en 30 mins. 0 1 h.) o escalonado (escalones de 20, 40, 65



y 100%) con flujo de 1 mL/min. Las muestras eluidas fueron colectadas en microplacas de 30 nm en eluatos
de 0,5 6 1 mL, y se guardaron a 4 °C. En algunos casos, se realizo alternativamente cromatografia de afinidad
a cobalto con una columna HiTrap TALON Crude de 1 mL (GE Healthcare) procediendo de idéntica manera.
Se realizd andlisis por electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida de las eluciones. En caso de
haber obtenido la proteina de interés soluble en cantidades considerables pero con impurezas, se pasoé al
siguiente paso de purificacion mediante cromatografia de exclusién molecular utilizando una columna
HiLoad 26/60 Superdex 200 (GE Healthcare). La corrida se realizé utilizando 10 mL de muestra, con buffer
Tris.HCl pH 8 50 mM y NaCl 150 mM, empleando un flujo de 1 mL/min. La purificacion se realizé siguiendo el
protocolo del fabricante.

Como paso adicional o alternativo de purifiacién, y teniendo en cuenta el punto isoeléctrico de la proteina
de interés, se realizd cromatografia de intercambio aniénico en condiciones nativas. Previo a este paso de
purificaciéon, se realizé un desalado de la muestra con la columna PD-10 Desalting Column (GE Healthcare),
qgue contiene 8,3 mL de medio Sephadex G-25, siguiendo el protocolo del fabricante (protocolo de
gravedad). Las muestras sin sales se purificaron en el sistema AKTA purifier utilizando una columna MonoQ

(GE Healthcare) siguiendo el protocolo del fabricante.

Inmunoensayos y espectrometria de masa

Para verificar la presencia de PK4 en los eluatos de la purificacion, se realizd con ellos electroforesis
desnaturalizante en gel de poliacrilamida y se transfiri6 a membrana de nitrocelulosa Amersham Hybond-P
(GE Healthcare) mediante electroforesis himeda en una cuba de transferencia TE22 (Amersham Biosciences)
a 50 mA durante 14 horas, con buffer de transferencia 10x con etanol 10%. Una vez completa la
transferencia, se incubé la membrana con solucidn de bloqueo (BSA 3%) durante 30 minutos con agitacién
constante. El inmunoensayo indirecto se realizd6 en primera instancia incubando con 1 puL de anticuerpo
primario (anti-HisTag, 1000x) en 5 mL solucién de bloqueo durante 2 horas, y en segunda instancia con 1 pL
de anticuerpo secundario (anti-IgG de raton conjugado a peroxidasa, 10000x) en 10 mL de solucién de
bloqueo incubando durante 30 minutos. Entre cada instancia de incubacién se realizé lavado con buffer PBS
1x Tween 0,1%, recambiando el buffer 3 veces y lavando cada vez por 5 minutos, con agitacién constante y
fuerte. El dltimo lavado, posterior a la incubacidn con el anticuerpo secundario, se hizo Unicamente con PBS
1x. Las membranas se revelaron usando placas Hyperfilm ECL High Performance Chemiluminiscence
(Amersham Biosciences) y el kit de sustrato quimioluminiscente Supersignal (Thermo Scientific) con luminol y
perdxido de hidrogeno, siguiendo las instrucciones del fabricante.

El anélisis MS y MS/MS de las bandas de proteinas extraidas de geles de poliacrilamida se realizé en un
equipo MALDI-TOF-TOF (Applied Biosystems), en la Unidad de Bioquimica y Protedmica Analitica del Institut

Pasteur de Montevideo.



Rastreo preliminar de condiciones de cristalizacion

La proteina recombinante PK4 purificada fue concentrada utilizando dispositivos centrifugables Vivaspin
(Sigma) de 20 mL, centrifugando en tandas de 10 mins a 5000 rpm y 4 °C hasta obtener un volumen final de
1 mL, y determinando la concentracion final de proteina por espectrofotometria a 280 nm.

A modo de obtener cristales Unicos, de calidad adecuada para hacer experimentos de difraccidn de rayos X,
se realizd un rastreo preliminar de condiciones de cristalogénesis. En primer lugar, se realizdé un ensayo de
precristalizaciéon utilizando el kit Pre-Crystallization Test HR2-140 & HR2-142 en placas VDX (Hampton
Research) siguiendo el protocolo del fabricante para determinar la concentracion de proteina apropiada para
el rastreo de cristalogénesis. Una vez realizado, se utilizdé el robot de cristalizacién Honeybee963 (Digilab
Genomic Solutions) para rastrear 384 condiciones iniciales independientes de cristalogénesis (Kit JCSGI, I, 11l
y IV, Qiagen) por difusién de vapor en gota sentada a 20 °C, utilizando placas robéticas CrystalQuick (Greiner,
Hampton Research). En este contexto, se sembrd en las placas 2 gotas de 150 nL en paralelo, una con
proteina Unicamente y otra con proteina, AMP-PCP 5 mM y MgCl, 10 mM. Las condiciones iniciales con las
cuales se obtuvieron cristales se componian de 0,1 M CAPS pH 10,5 y 40% (v/v) MPD (condicion 1); y 1 M
LiCl,, 0,1 M Tris pH 8,5 y 20% (p/v) PEG 6000 (condicion 2), en reservorios de 90 pL. Para determinar las
condiciones a optimizar, las placas fueron visualizadas tres dias después con el equipo Cryscam (Art Robbins)
para la seleccién de candidatos. Posteriormente, las condiciones seleccionadas fueron optimizadas
manualmente por difusién de vapor en gota colgante en placas VDX a 4 °C. Para ello, en la condicién 1 se
vario el pH utilizando CAPS 0,1 M pH 9,5; pH 10 y pH 11, mientras que en la condicién 2 no hubo variantes en
la preparacion de la gota colgante, con respecto a la gota sentada. Se realizé difraccion de rayos X de los
cristales seleccionados en el equipo MicroMax 007 HF (Rigaku), y se determind la presencia de la proteina de
interés en los cristales de acuerdo al patrén de difraccion obtenido. En general, el patrdon consiste en puntos
de intensidad variable y cercanos entre si, ya que cuanto menor sea el espacio entre dtomos en el cristal

(espacio real), menor serd la distancia entre los puntos detectados (espacio reciproco; Figura 8).

Figura 8. Ejemplo de patrdn de difraccién de rayos X esperado para una molécula proteica. Fuente:
http://www.xtal.igfr.csic.es/Cristalografia/parte_07.html.



RESULTADOS

Construcciones recombinantes generadas y secuencia aminoacidica de PK4

Se clond el marco abierto de lectura de PK4 en los vectores de expresion pQE80 y pET28a mediante el
método de clonado sin enzimas de restricciéon (Figura 9a, b respectivamente). A su vez se nos cedié
generosamente una construccién en fusion con la proteina DsbC en pET (Figura 9c; Agustin Correa, Unidad
de Proteinas Recombinantes, Institut Pasteur de Montevideo). La secuencia aminoacidica de PK4
recombinante consta de 385 aminodcidos, un peso molecular tedrico de 44 kDa y un punto isoeléctrico de
6,34 (Figura 9d). La fusién DsbC-PK4 posee 605 aminodacidos, un peso molecular tedrico de 68 kDa y un
punto isoeléctrico de 6,21. La secuencia de DsbC recombinante se incluye en la Figura 9e.
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Figura 9. Vectores recombinantes generados por el método de clonado sin enzimas de restriccion. (a) pQE80-PKA4. (b)
pET28a-PK4. (c) pETDsbC-PK4. Se observan los sitios de restriccion para las enzimas Bglll y BamHI. AmpR: resistencia a
ampicilina; KanR: resistencia a kanamicina; lacl: represor lac; HisTag: etiqueta de histidinas. Se muestran también las
secuencias aminoacidicas de las proteinas recombinantes PK4 (d) y DsbC (e). Las etiquetas de histidinas se observan
subrayadas en amarillo y las secuencias de corte con TEV en verde.

Expresion y purificacion de PK4 en vector pQES80

Se realizé un ensayo de expresidn a pequefia escala (10 mL de cultivo) a 37 °C mediante induccion con IPTG
1 mM utilizando las cepas BL21, TOP10F, HMS174, C41 y RosettaBlue, y se analizé el extracto total y las

fracciones soluble e insoluble por electroforesis en gel de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes



o SDS-PAGE (Figura 10a, b). En estas condiciones, se logré sobreexpresar PK4 en todas las cepas, pero
mayoritariamente en forma insoluble. Se observd, sin embargo, una tenue banda a la altura de los 44 kDa en
las fracciones solubles de BL21 y HMS174. En consecuencia, se seleccionaron ambas cepas para llevar a cabo
el ensayo de expresidén a corta escala (10 mL de cultivo) a 20 °C, en busqueda de obtener un mejor

rendimiento de PK4 soluble.
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Figura 10. Analisis por SDS-PAGE (10% acrilamida) de la expresion de PK4 en vector pQE80 a 37 °C por 3 hs. en las
cepas: (a) TOP10F’ (azul), RosettaBlue (verde) y C41 (rojo); (b) BL21 (violeta), HMS174 (naranja) y C41 (rojo). Para la
induccidn se utilizé IPTG 1 mM. Se sembraron 15 pL de muestra con B-mercaptoetanol en cada pocillo, con previa
desnaturalizacién a 100 °C por 5 mins. Las flechas negras indican la banda correspondiente a PK4 (peso molecular
tedrico: 44 kDa). NI: fraccidn no inducida; T: extracto total; S: fraccidon soluble; P: fraccion insoluble; M: marcadores de
peso molecular.

Las fracciones obtenidas tras el ensayo de expresién a 20 °C por 14 hs. fueron también analizadas por SDS-
PAGE (Figura 11). En este caso se observd una banda a la altura del tamafo esperado de PK4 en ambas
fracciones solubles, de mayor intensidad a la obtenida induciendo a 37 °C. La banda de mayor intensidad
correspondiente a proteina soluble fue observada en la fraccién de la cepa BL21. Sin embargo, la expresion
de PK4 en todos los casos siguid siendo mayoritariamente insoluble.

A modo de obtener grandes cantidades de proteina pura, se selecciond la fraccién soluble de BL21 inducida
a 20 °C, realizando ensayos a mayor escala (500 mL de cultivo), para ser purificada en condiciones nativas
por cromatografia de afinidad a niquel o cobalto inmovilizado, dos metales de transicién divalentes. Para
esto, se empled un gradiente lineal creciente de buffer B, el cual contiene imidazol 500 mM. Para todos los
casos se empled una concentracidn inicial de 4% de buffer B (20 mM imidazol), a los fines de minimizar
uniones inespecificas a la columna. Se realizé en primer lugar purificacion por afinidad a niquel de la fraccion
soluble de BL21, donde se obtuvo un pico de absorbancia al llegar a 30% de buffer B (Figura 12a). Para
verificar la pureza de los eluatos, se analizaron por SDS-PAGE los picos de absorbancia obtenidos (Figura

12b) y se analizd la presencia de la etiqueta de histidinas presente en PK4 mediante Western blot, utilizando
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Figura 11. Analisis por SDS-PAGE (10% acrilamida) de la expresidn de PK4 en vector pQE80 a 20 °C por 14 hs en las
cepas de E. coli HMS174 (violeta) y BL21 (naranja). Para la induccién se utilizé IPTG 1 mM. Se sembraron 10 pL de
muestra con B-mercaptoetanol en cada pocillo, con previa desnaturalizacién a 100 °C por 5 mins. La flecha negra indica
la banda correspondiente a PK4 (peso molecular tedrico: 44 kDa). NI: fraccién no inducida; T: extracto total; S: fraccidn
soluble; P: fraccién insoluble; M: marcadores de peso molecular.

un anticuerpo especifico anti-Histidinas (Figura 12c). Se observa en el gel una banda intensa a la altura de los
44 kDa en los eluatos C4 a C8, sin embargo ésta no corresponde a PK4 sino otra banda, mas tenue,
inmediatamente por debajo y observada con claridad en el carril correspondiente al eluato C8. De esta
manera, se determind la presencia PK4 en forma soluble, en bajas cantidades. Adicionalmente, se determiné
tras purificaciéon por afinidad a niquel que la proteina eluye con contaminantes. Para dar una idea
semicuantitativa del rendimiento obtenido de PK4, partiendo de 500 mL de cultivo, y con un paso de
purificacién por cromatografia de afinidad a niquel, se obtuvieron aproximadamente 10 pg de PK4, de
acuerdo a SDS-PAGE tefido con azul de Coomasie, teniendo en cuenta que una banda tenue corresponden
aproximadamente a 50 ng de proteina. Para poder planear estudios estructurales precisamos llegar a
obtener 5-10 mg de proteina; de alli el interés de optimizar significativamente los rendimientos de
expresion. También se trabajé en optimizar las condiciones de lisado celular, incrementando las amplitudes
de los ciclos de sonicado y la concentracion de lisozima empleada (ver Métodos para protocolo de lisado
puesto a punto).

Con el fin de optimizar el paso de purificacion por afinidad a metal inmovilizado, se empled alternativamente
cromatografia de afinidad a cobalto (Figura 13a). El pico de absorbancia, también obtenido con 30% de
buffer B, fue analizado por SDS-PAGE (Figura 13b), donde se observé que PK4 también eluye en bajas
cantidades y con contaminantes. Adicionalmente, teniendo en cuenta el punto isoeléctrico de PK4 (~6,2), se

realizd cromatografia de intercambio idnico a pH 8,5 con buffer A (Tris 20 mM pH 8,5 con NaCl 100 mM) y un



gradiente lineal de buffer B (Tris 20 mM pH 8,5 con NaCl 500 mM) para permitir la elucion de PK4 por
aumento de fuerza idnica. Dado que a pH 8,5 la proteina se encuentra cargada negativamente, se empled
una matriz cargada positivamente para permitir su adsorcion (intercambio anidnico). El analisis por SDS-
PAGE de los eluatos correspondientes a los picos de absorbancia no revelé presencia detectable de PK4
(datos no mostrados).

a) b)
kba M NI P S FT C4 C5 C6 C7 C8

NIC3 C4 C5 C6 C7 C8 (C9 C10

(S [ A T I L R
=15 IP‘}m]:‘\ 1159 157 4 P4

o 280 a0 Bzl 340 a0 a0 20 a0 480 a0 00

-

&
=
E
[
E
[
=
[
BN
[
EN
[

Figura 12. (a) Cromatograma de purificacién por afinidad a niquel de fraccion soluble de BL21 tras expresion a 20 °C.
Grafico azul: perfil de eluciéon (mUA,g, vs mL elucidn); grafico verde: gradiente lineal de imidazol (4-100% en 30 mins.).
(b) Evaluacion del pico de absorbancia por SDS-PAGE (10% acrilamida) de los eluatos C4 a C8. Se incluyé en el andlisis
las fracciones no inducida (NI), insoluble (P), soluble (S) y “flowthrough” o componentes no adsorbidos a la columna
(FT). Se sembraron 10 pL de muestra con 3-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 PK4 (peso
molecular tedrico: 44 kDa). (c) Western blot anti-etiqueta de histidinas de las eluciones C3 a C10 y la fracciéon no
inducida. La sefial de anticuerpo secundario se observé a la altura de 44 kDa aproximadamente. Se sembraron 15 pL de
muestra en el gel transferido a membrana.
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Figura 13. (a) Cromatograma de purificacién por afinidad a cobalto de fraccion soluble de BL21 tras expresion a 20 °C.
Grafico azul: perfil de eluciéon (mUA,g, vs mL elucidn); gréfico verde: gradiente lineal de imidazol (4-100% en 30 mins.).
(b) Evaluacién del pico de absorbancia por SDS-PAGE (10% acrilamida) de los eluatos B11 a C3, sembrando 20 plL de
muestra con B-mercaptoetanol en cada pocillo. Se incluyd en el andlisis las fracciones no inducida (NI), soluble (S),
insoluble (P) y “flowthrough” (FT), sembrando 10 pL de muestra con 3-mercaptoetanol en cada pocillo. En todos los
casos se desnaturalizd a 100 °C por 5 mins. M: marcadores de peso molecular. La flecha negra indica la banda
correspondiente a PK4 (peso molecular tedrico: 44 kDa).



Expresion y purificacion de PK4 en vector pET28a

Con el fin de obtener un mayor rendimiento de PK4 soluble, se realizd induccidon de la expresidén de la
proteina bajo el control transcripcional de un promotor que emplea una polimerasa de distinto origen. Se
realizaron ensayos de expresién a pequena escala (10 mL de cultivo) a 37 °C mediante induccién con IPTG
utilizando las cepas BL21, C41 y RosettaBlue, y se analizé el extracto total y las fracciones soluble e insoluble
por SDS-PAGE (Figuras 14a, b, c). Se logré sobreexpresar PK4 en todas las cepas, sin embargo, el uso de la
ARN polimerasa T7 no resultd en una mejora del rendimiento de expresion soluble, ya que el andlisis por gel
mostré expresién de PK4 en forma mayoritariamente insoluble, excepto en la cepa BL21 donde la proteina
no logré sobreexpresarse.

De cualquier modo, se decidid proceder con un ensayo de purificacién por afinidad a niquel partiendo de
mayor volumen de cultivo (500 mL), induciendo a 37 °C, y utilizando la cepa RosettaBlue de E. coli. El perfil
de elucién mediante gradiente lineal de imidazol no revelé presencia detectable de PK4 (datos no

mostrados).
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Figura 14. Anélisis por SDS-PAGE (10% acrilamida) de la expresion de PK4 en vector pET28a a 37 °C por 3 hs. en las
cepas: (a) BL21, (b) C41 y (c) RosettaBlue. Para la induccién se utilizé IPTG 1 mM. Se sembraron 10 pL de muestra con f3-
mercaptoetanol en cada pocillo, excepto para BL21 (5 pL muestra) y RosettaBlue (20 uL muestra), con previa
desnaturalizacién a 100 °C por 5 mins en todos los casos. Las flechas negras indican la banda correspondiente a PK4
(peso molecular tedrico: 44 kDa). NI: fraccion no inducida; T: extracto total; S: fraccidn soluble; P: fraccidn insoluble; M:
marcadores de peso molecular.

Expresion y purificacion de PK4 con fusion a DsbC

Es posible que especies proteicas heterdlogas para E. coli, no puedan ser adecuadamente expresadas,
debido a plegamientos incorrectos de la proteina y/o estrés celular, resultando en definitiva en la formacién
de agregados hidrofébicos o cuerpos de inclusion (Xu et al., 2008). Para facilitar su plegamiento y/o

aumentar su solubilidad, se utilizé una construccion recombinante DsbC-PK4 clonada en un vector pET,



donde se encuentra bajo control transcripcional de un promotor T7 y regulado por un operador lac, por lo
gue también es inducible por IPTG. Se realizaron ensayos de expresion de la fusién con 10 mL de cultivo
tanto a 37 °C por 3 horas, como a 20 °C por 14 horas. La etiqueta de histidinas agregada al extremo amino
terminal de DsbC recombinante interrumpe su traslocacidn al periplasma, truncando la secuencia sefial de
traslocacion (DDAAIQQTLAKMGIKSSDIQ) y recluyendo a la proteina recombinante fusionada a PK4 en el
citoplasma bacteriano. Las muestras no inducida, total, soluble e insoluble fueron posteriormente analizadas
por SDS-PAGE; el objetivo en este caso apuntaba asi a observar una banda de tamafio aproximado de 68 kDa
(Figura 15a, b). Se observé que la expresion de PK4 fusionada a DsbC siguid siendo mayoritariamente
insoluble, aunque pudiéndose apreciar una tenue banda a la altura del peso esperado, en la fraccidn soluble
tanto a 20° como a 37 °C.

Teniendo en cuenta el analisis por SDS-PAGE, para la purificacién por afinidad a niquel se realizé ensayo de
expresion con 1 L 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 eluciéon por gradiente lineal de imidazol mostrd tres picos de absorbancia
solapados a 18, 30 y 40% de imidazol agregado, respectivamente (Figura 16a). Los picos fueron analizados
por SDS-PAGE, donde se observd en el analisis de los tres picos una banda tenue rondando los 65 kDa que
corresponde a DsbC-PK4, obteniéndose en mayores cantidades que en la purificacion de PK4 sin fusion,
aunque aun en presencia de contaminantes. Se observd que DsbC-PK4 migra en el gel entre dos bandas
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Figura 15. Analisis por SDS-PAGE (10% acrilamida) de la expresién de DsbC-PK4 en vector pET, cepa Rosetta. (a) 37 °C
por 3 hs. y (b) 20 °C por 14 hs. Para la induccién se utilizé IPTG 1 mM. Se sembraron 15 pL de muestra con -
mercaptoetanol en cada pocillo, con previa desnaturalizacién a 100 °C por 5 mins. La flecha negra indica la banda
correspondiente a DsbC-PK4 (peso molecular tedrico: 68 kDa). NI: fraccion no inducida; T: extracto total; S: fraccion
soluble; P: fraccidn insoluble; M: marcadores de peso molecular.



intensas correspondientes a dos contaminantes mayoritarios que eluyen de forma reproducible (Figura 16b).
Alternativamente, tras ensayo de expresion con 1 L de cultivo a 20 °C por 14 hs, se realizé purificacién por
afinidad a niquel empleando escalonado de imidazol, partiendo inicialmente desde 4% de imidazol y
aumentando su concentracién de forma escalonada a 20, 40, 65 y 100% de imidazol (Figura 17a). El perfil de
elucidon 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 17b),
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 concentracién 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 determind por espectrometria de masa la presencia de DsbC-PK4 soluble (Figuras 18, 19) 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. 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 concentracién de 20% de imidazol, se partié inicialmente con 20% de buffer B y
posteriormente se emplearon escalones de 40, 65 y 100% (Figura 20a), donde en todos se habia constatado
la elucién de DsbC-PK4 (Figura 18). El perfil de elucién muestra dos picos de absorbancia (de 600 y 400 mUA,
aproximadamente), que fueron analizados por SDS-PAGE (Figura 20b). Se observé 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
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Figura 16. (a) Cromatograma de purificacidn por afinidad a niquel de fraccién soluble de Rosetta tras expresion a 20 °C.
Grafico azul: perfil de elucion (mUA,gq vs mL elucién); grafico verde: gradiente lineal de imidazol (4-100% en 1 h.). (b)
Evaluacidn del pico de absorbancia por SDS-PAGE (10% acrilamida) de los eluatos Al11l, D5, D9, D11, E3 y E11,
sembrando 20 pL de muestra con 3-mercaptoetanol en cada pocillo. Se incluyd en el andlisis las fracciones no inducida
(NI), soluble (S), insoluble (P) y “flowthrough” (FT), sembrando 10 pL de muestra con 3-mercaptoetanol en cada pocillo.
En todos los casos se desnaturalizd a 100 °C por 5 mins. M: marcadores de peso molecular. La flecha negra indica la
banda correspondiente a DsbC-PK4 (peso molecular tedrico: 68 kDa).
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Figura 17. (a) Cromatograma de purificacion por afinidad a niquel de fraccidn soluble de Rosetta tras expresion a 20 °C.
Grafico azul: perfil de elucion (mUA,g, vs mL elucidn); grafico verde: gradiente escalonado de imidazol (4, 20, 40, 65 y
100%). (b) Evaluacidn del pico de absorbancia por SDS-PAGE (10% acrilamida) de los eluatos D8, E11, G3 y H9,
sembrando 20 pL de muestra con B-mercaptoetanol en cada pocillo. Se incluyé en el andlisis el “flowthrough” (FT),
sembrando 10 pL de muestra con PB-mercaptoetanol. 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 tedrico: 68
kDa).
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Figura 18. Espectro de masa obtenido en modo reflector positivo (MALDI-TOF-TOF). Caracterizacion de la identidad de
la banda correspondiente a DsbC-PK4 extraida del gel de poliacrilamida mediante espectrometria de masa, realizada en

la Unidad de Bioquimica y Protedmica Analitica del Institut Pasteur de Montevideo.
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Figura 19. 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%.



purificaciéon de PK4 sin fusion. La fusidén eluyd tanto en el escalén de buffer B 40% como de 65%, siendo
mayoritaria la elucidn en éste Ultimo. No se observd posterior elucion de la fusién tal como se vio en la
Figura 17b, 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 20b). 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 resultd en la precipitacién de PK4, por lo que se
trabajod con la fusidn en la busqueda 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 20. (a) Cromatograma de purificacion por afinidad a niquel de fracciéon soluble de Rosetta tras expresion a 20 °C.
Grafico azul: perfil de elucion (mUA280 vs mL elucién); 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 -mercaptoetanol en cada pocillo. Se incluyé en el analisis 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 f-mercaptoetanol. 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
tedrico: 68 kDa). Las flechas rojas indican los carriles correspondientes a los eluatos empleados para el segundo paso de
purificaciéon por cromatografia de exclusion molecular.

El paso adicional de purificacidn consistid en una cromatografia de exclusién molecular por gel filtracién, en
condiciones nativas. El perfil de elucién (Figura 21) mostré un pico de absorbancia a 280nm de
aproximadamente 120 mUA a los 116 mL de volumen total eluido. El calculo del peso molecular de DsbC-
PK4, sustituyendo su volumen de elucidn en la ecuacién observada en la Figura 20a correspondiente a la
curva de calibracién de la columna, determind que el tamafio aproximado de DsbC-PK4 es de 730 kDa, por lo
gue podria tratarse de un decamero. Ensayos paralelos de dispersién de luz visible fueron consistentes con

una estructura cuaternaria decamérica de la fusién DsbC-PK4 (datos no mostrados; Agustin Correa,



comunicacion personal). De esta manera, pensamos que los mondémeros del decamero DsbC-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 hipdtesis, se analizé la fusidn por SDS-PAGE con y sin B-
mercaptoetanol (Figura 22). El analisis por gel muestra idéntica migracion de DsbC-PK4 con y sin agente
reductor, lo cual descarta posibles interacciones mediante enlaces disulfuro covalentes y, por ende, una

fuente de heterogeneidad.

Velucion = 116 mL

Voution = 549.3-73.9x |Og[:M,:|

2
=]
10 =

\

w
]

— Elution GF/DS

— Wash Fra Tuhing

o

——
o

=
[

50 10 150 200 280 ml
Figura 21. 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. Grafico azul: perfil de elucidn; grafico rojo: conductancia. En la parte superior de la figura se observa la
ecuacion de la funcidon de calibracion de la columna. Vg ution: Volumen de elucion en mL; log(Mr): logaritmo decimal del

peso molecular.
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Figura 22. Analisis por SDS-PAGE (10% acrilamida) de fraccidn insoluble de cepa
Rosetta con (+) y sin (-) agente reductor (3-mercaptoetanol) tras sobreexpresién de
A DsbC-PK4 con IPTG 1 mM. Las muestras fueron previamente resuspendidas en urea 8
o) M, y desnaturalizadas calentando a 100 °C por 5 mins. M: marcadores de peso
e molecular.

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 sobreexpresé PK4 fusionada por su dominio N-terminal a la proteina de unién a maltosa (MBP),
lo cual no resulté en un aumento significativo de rendimiento de PK4 soluble (datos no mostrados).

Las fracciones correspondientes al pico obtenido en la cromatografia de exclusién molecular fueron
acumuladas reduciéndose en una Unica muestra, para luego ser concentrada con dispositivos centrifugables.
El analisis espectrofotométrico a 280 nm determind que, tras dos pasos de purificacidon 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.

Rastreo preliminar de condiciones de cristalizacion de DsbC-PK4

Se rastrearon 384 condiciones iniciales independientes de cristalogénesis por difusién 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 23a, 24a) 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 8,5y 20% (p/v) PEG 6000 (Figura 24) en sus respectivos reservorios. En ambos casos, los
cristales se formaron en la gota compuesta de muestra proteica (DsbC-PK4), AMP-PCP 5 mM y MgCl, 10 mM.
Los cristales seleccionados fueron sometidos a difraccidon por rayos X, donde los patrones de difraccion
(Figuras 23b, 24b) mostraron que ninguno de los cristales se componen de nuestra proteina de interés,
debido a la ausencia de un patrdon de difraccion esperable para una proteina del tamafio y complejidad de
DsbC-PK4. Probablemente, los cristales obtenidos correspondan a sales o pequefios péptidos que no
corresponden a la proteina de interés.

a) b)

Figura 23. (a) Cristales obtenidos en el rastreo de cristalogénesis de la muestra con DsbC-PK4 en gota sentada, en
reservorio de 90 uL 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) Patrén de difraccion de rayos X obtenido para los
cristales.



Figura 24. (a) Cristales obtenidos en el rastreo de cristalogénesis de la muestra con DsbC-PK4 en gota sentada, en
reservorio de 90 pL 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) Patrén de difraccion de rayos X
obtenido para los cristales.



DISCUSION, CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Se logré clonar el marco abierto de lectura de PK4 recombinante de Leishmania major en los vectores de
expresion pQE80 y pET28a, mediante el método de clonado sin enzimas de restriccidon. Los ensayos de
sobreexpresion en el sistema de expresidn procariota de E. coli mostraron en general ser exitosos,
resultando en la produccidn recombinante de proteina del tamafio esperado. Sin embargo, también se
observd que la proteina se agrega mayoritariamente en cuerpos de inclusidn insolubles, lo que en definitiva
resulta en una escasa produccién de proteina soluble, en todo caso insuficiente para estudios cristalograficos
y estructurales. Es por ello que se procedié a ensayar una serie de variaciones, de acuerdo a protocolos
convencionales, que buscan modificar pardmetros criticos de la sobreexpresion recombinante en bacterias.
De manera general, estas modificaciones procuran disminuir la sintesis de proteinas o bien, en particular, la
velocidad de 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 induccién de expresién en
pequefia escala fue asi ensayada a distintas temperaturas y tiempos (37 °C por 3 h, o bien 20 °C por 14 h),
aungque resultando en rendimientos bajos y similares de PK4 soluble. La temperatura seleccionada para los
ensayos a gran escala fue de 20 °C sin embargo, pues se observd un ligero incremento en la proporcién de
PK4 soluble en relacion a 37 °C. El uso de distintos promotores también apunta 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 resultados indican que el rendimiento de expresion soluble de PK4, es muy
semejante comparando ambos promotores, aunque queda pendiente el ensayo de sobreexpresion a 20 °C
utilizando el promotor T7. En fin, los ensayos de expresiéon de PK4 fusionada a la disulfuro isomerasa DsbC,
fueron un intento diferente, dirigido a aumentar la solubilidad de PK4 por accion “guiada” por una proteina
“solubilizadora”. La fusién recombinante con la disulfuro isomerasa de E. coli DsbC resulté efectivamente en
un aumento del rendimiento soluble de PK4, sugiriendo la utilidad de la actividad chaperona previamente
documentada de DsbC. Con este sistema en fusidn, se logré obtener el resultado mas positivo, dado que por
vez primera se lograron cantidades importantes de proteina soluble, al cabo de la primera etapa de
purificaciéon por cromatografia de afinidad a niquel. Tras realizar un segundo paso de purificacion
(cromatografia de gel filtracidn) la fusidén eluye como una forma aparentemente decamérica. Tras analisis
por gel de acrilamida descartamos que las interacciones entre DsbC y PK4 ocurran mediante enlaces
disulfuro. Sin embargo, en definitiva demostramos que este efecto estaba asociado a la presencia de DsbC, y
no a un genuino efecto chaperona, dado que digiriendo la fusién con la proteasa TEV, inmediatamente PK4

precipitaba. La necesidad de una molécula chaperona para aumentar el rendimiento soluble de PK4 pueden



explicar la co-elucién reproducible de la proteina GroEL/ES en la purificacién por afinidad a niquel de la
fusion recombinante. GroEL/ES es una chaperonina de E. coli que colabora interaccionando con proteinas de
gran tamafio —tal como DsbC-PK4— y facilitando su correcto plegamiento (Chaudhuri et al., 2009). En este
contexto, es posible que GroEL/ES esté interaccionando con DsbC-PK4 dando lugar a una molécula de
caracter decamérica. Asimismo, el homodimero de la proteina nativa presenta en su estructura
tridimensional una hendidura hidrofdbica, que puede interactuar con residuos hidrofébicos expuestos de
proteinas mal plegadas (McCarthy et al., 2000). Es posible que esté ocurriendo una oligomerizacion de
proteinas mediante la interaccidn de los dominios N-terminales de DsbC entre ellos, y a su vez, de las
hendiduras hidrofdbicas de DsbC con PK4. Estudios previos han documentado que la oligomerizacién de
DsbC puede no ser siempre dimérica, sino que también es capaz de formar tetrdmeros in vitro bajo
condiciones oxidantes, que estan relacionados con su actividad chaperona (Santos et al., 2012).

El corte con la proteasa TEV de la fusién con DsbC resultd en la precipitacion de PK4, por lo que la busqueda
preliminar de condiciones de cristalogénesis se realizé utilizando a PK4 fusionada a DsbC, de quien ya se
conoce la estructura tridimensional (McCarthy et al., 2000). Este rastreo permitié seguir los protocolos
estado del arte para crecer cristales de macromoléculas, pero sélo pudimos identificar dos condiciones de
cristalizacién, que revelaron no corresponder a PK4. Los patrones de difraccion obtenidos con dichos hits
iniciales resultaron en perfiles propios de pequefias moléculas, con reflexiones muy intensas y muy
separadas (correspondientes a una celda cristalina muy pequefa, incompatible con el tamafio de una
especie macromolecular como PK4).

En relacion a perspectivas futuras para continuar estos estudios en funcidn de los objetivos planteados, nos
interesa mencionar algunas lineas de accién pertinentes. El estudio estructural de biomoleculas mediante
cristalografia de rayos X requiere de la obtencién 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 generacidn cortos y escalabilidad para la produccién industrial de proteinas
recombinantes (Zerbs et al., 2014). No obstante, cuando se trata de sobreexpresar proteinas de origen
eucariota, pueden aparecer dificultades debido a la ausencia de maquinaria postraduccional (i. e.,
acetilacién, metilacién, fosforilacidn, glicosilacidn, etc.), que puede resultar en la produccién de proteina
inactiva y formacién concomitante de cuerpos de inclusién insolubles (Sahdev et al., 2008). No se puede
descartar que en el caso que nos ocupa con PK4 de Leishmania, modificaciones estructurales
postraduccionales sean efectivamente imprescindibles para su correcto plegamiento y funcionalidad. Se ha
documentado en E. coli que la expresidén en forma soluble de quinasas de serina/treonina aumenta, cuando
se las co-expresan con sus respectivos activadores especificos rio arriba, en la cascada de sefializacion (Yue

et al., 2000). En este contexto, como siguiente paso podriamos intentar la co-expresion de MKK5, MAPKK



especifica para PK4 (John von Freyend et al., 2010) procurando aumentar la solubilidad de nuestra proteina
de interés en un sistema de expresidon procariota. De ser exitosa, esta aproximacidon permitiria,
simultdaneamente, obtener PK4 en su conformacion fosforilada (estado activo en MAPKs), para posteriores
anadlisis de eventuales inhibidores mediante ensayos enzimaticos (John von Freyend et al., 2010) y estudios
estructurales de complejos. Adicionalmente, pueden evaluarse también ensayos de expresidon en sistemas
eucariotas que aporten la maquinaria de modificacién postraduccional que permita el correcto plegamiento
de PK4, resultando en un aumento de su solubilidad.

Se podra también, en paralelo, emplear ortélogos de PK4 de otras especies patdgenas de Leishmania. El
alineamiento multiple de cuatro ortélogos pertenecientes a las especies L. major (utilizada en este trabajo),
L. mexicana, L. infantum vy L. braziliensis muestra la gran similitud entre las secuencias, sin embargo, algunos
cambios puntuales poco conservativos de LmaPK4 respecto a sus homodlogos (Figura 25, puntos simples)
pueden dar pauta de que podrian eventualmente verse diferencias de comportamiento fisicoquimico, que
resulten en diferente solubilidad en sobre-expresiéon heterdloga, asi como luego en cristalizacion. De esta

manera, alguno de los ortdlogos puede derivar en la produccion de proteina en forma soluble y cristalizable.

LmaPK4 MAQLVPLAELPSGKKIYSVRGOQRFEVDREYDLVKVVGEFGACGTVCSAVANGSGERVAIKR
LmxPK4 MTQLVPLAELPSGKKIYSVRGOQRFEVDRQYDLVKVVGEFGACGTVCSAVVNGSGERVAIKR
LinPK4 MAQLVPLVELPSGKKIYSVRGOQFEVDRQYDLVKVVGEFGACGTVCSAVANGSGERVAIKR
LbrPK4 MTQLVPLAELPSGKKIYSVRGQOGFEVDREYDLVKIIGFGAYGTVCSAVANRSGERVAIKR

Kekhkkhkkhk K ANAkAAKAkAkAANhkA A, KAhkkhkkhkkekhkhAhkkhkeoeeokhkhhkkhk *hkkhkhkhkkhk * *hkkkkhkkkkh*k%

LmaPK4 LSRVFGDLREGKRILREMEIMTSLKHNNLIRLHHFMRPOSKETFEDIYLVMDLYDTDLNR
LmxPK4 LSRVFGDLREGKRILREME IMTSLKHNNLIRLHHFMRPQSKETFEDIYLVMDLYDTDLNR
LinPK4 LSRVFGDLREGKRILREME IMTSLKHNNLIRLHHFMRPQSKETFEDIYLVMDLYDTDLNR
LbrPK4 LSRVFGDLREGKRILREMEIMTSLKHSNLIRLHHFLRPHSKETFEDIYFVMDLYDTDLNR

KAXKAAKKAKAKAAKAKAAKRAAKAAA AKX A AKX A A, Ak kA k kA ke kkhk e kA AhkAhhk o kA k kA khk kX k k%

LmaPK4 ITRSROKLTDEHLQYFMIQAFRGLHYLHSAKVMHRDLKPSNLLVNADCALAICDFGLARD
LmxPK4 ITRSROKLTDEHLQYFMIQAFRGLHYLHSAKVMHRDLKPSNLLVNADCALAICDFGLARD
LinPK4 ITRSROKLTDEHLQYFMIQAFRGLHYLHSAKVMHRDLKPSNLLVNADCALAICDFGLARD
LbrPK4 IIRSROKLTDEHLQYFMIQAFRGLHYLHSAKVMHRDLKPSNLLVNADCALAICDFGLARD

KA KA A KA AR A AR AR A AR A AR A A AR A A A A AR AR A AR A AR AR A AR A A AR A Ak Ak Ak Ak Ak k k%

LmaPK4 DOQVMSSSDLTQYVVTRWYRPPEVLGMGSNQYTSAVDVWSLGLIFAELMVGRALLPGTDY I
LmxPK4 DOQVMSSSDLTQYVVTRWYRPPEVLGMGSNQYTSAVDVWSLGLIFAELMVGRALLPGTDY I
LinPK4 DQVMSSSDLTQYVVTRWYRPPEVLGMGSNQYTSAVDVWSLGLIFAELMLGRTLLPGTDYI
LbrPK4 DOQVMSSSDLTQYVVTRWYRPPEVLGMGEFNQYTSAVDVWSLGLIFAELMVGRTLLPGTDY I

KKK AKAKAKAKAKAAKAKAAKRAAKNAAKNAAKNAKXR AKX KA IAAAIAAA XA AA XA AA A A XK ek ke kA XA XA KA KK

LmaPK4 GQLVMIVNLLGSPSIDDMEFLSSEAKAFILSQPHRPALSFRDLEFSMATEEATDLLSKLLV
LmxPK4 GQLVMIVNLLGSPSIDDMEFLSSEAKAFILSQPHRPALSFRDLFPMATEEATDLLSKLLV
LinPK4 GQLVMIVNLLGSPSIDDMEFLSSEAKAFILSQPRRPALSFRDLFPMATEEATDLLSKLLV
LbrPK4 EQLVMIVNLLGSPSIDDMEFLSSEARAFILSQPHRPALPFRDLEPMATEEATDLLSKLLV

KKK KAKAKAKAKAKAAXAAAKNAAKNAA KN AKX e kA A AKX AKX e khkhk *AhAk hk *AAXhAkAX Ak Ak h Ak AKX A k%

LmaPK4 FHPARRLTAKQVMEHPYFSKYRDAAEEADAPDPFVWNHSHIETKEQLREDLWRVVEAHSQ
LmxPK4 FHPARRLTAKQVMEHPYFSKYRDAAEEADAPDPEFVWNHSHIETKEQLREDLWRVVEAHSQ
LinPK4 FHPARRLTAKQVMEHPYFSKYRDAAEEADAPDPEFVWNHSHIETKEQLREDLWRVVEAHSQ

LbrPK4 FHPARRLTAKQVMEHPYFSKYRDPAEEADAPNPFVWNHSHIETKAQLREDLWRVVEAYSH



KKK KAKKAKAKRAXAKAAXAKAAKNKAAKNKAAKNA AAXAAAIAK e AAXAIAAAXAANAKX KA XAAAAAX AKXk o ko

(continua)
LmaPK4 LNE
LmxPK4 LNE
LinPK4 SNG
LbrPK4 SNE

*

Figura 25. Alineamiento de secuencias aminoacidicas usando el programa Clusta/W de ortélogos de PK4 en Leishmania
major (LmaPK4), L. mexicana (LmxPK4), L. infantum (LinPK4) y L. braziliensis (LbrPK4). Asteriscos (*) indican residuos
conservados; puntos simples (.) indican posiciones revelando sustituciones poco conservativas; puntos dobes (:) indican
sustituciones conservativas.

La Figura 26 muestra un modelado estructural de PK4 por homologia a un pardlogo de la proteina
perteneciente a Leishmania donovani, PK3, con la cual presenta un 40% de identidad de secuencia (el
modelo molde fue elegido como la proteina de mayor nivel de identidad con PK4). A partir de dicho modelo,
es posible visualizar el sitio catalitico putativo, asi como bucles importantes para la regulacién de esta MAP
quinasa. Una vez que se cuente con una estructura experimental de la proteina PK4, obtenida por
cristalografia de rayos X, podremos confirmar estas predicciones y estudiar en detalle sitios candidatos para
interactuar con compuestos inhibidores (competitivos y no competitivos), de manera de asistir en su disefo
racional, o bien en la optimizacidon de compuestos existentes. Las regiones candidatas a estudio pueden ser
el sitio de unién a ATP, asi como también otros “bolsillos” proteicos, en particular aquellos implicados en
regulacién de la actividad catalitica (como lo son el bucle de activacidn, o bien otros sitios alostéricos de
regulacidn), y/o el sitio de unidn al sustrato proteico. Estos sitios regulatorios o especificos de sustrato, estan
usualmente menos conservados, pero ofrecen interesantes oportunidades para el disefio de compuestos

con mayor especificidad, y/o disminuyendo las tasas de aparicion de resistencia (Noble et al., 2004).

Figura 26. Modelado estructural de PK4 por homologia a PK3 de Leishmania donovani (40% de identidad de secuencia
aminoacidica). Azul: extremo N-terminal; rojo: extremo C-terminal.
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ANEXO

Cepas

BL21 (DE3) pLysS: F ompT gal dcm lon hsdSg(rs mg) ADE3 pLysS(Cm®)

HMS174 (DE3): F recA1 hsdR(rxs,~ myi,") ADE3 Rift

TOP10F: F(lacl®Tn10 Tet®) mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®@80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-
leu)7697 galU galK rpsL endA1 nupG

RosettaBlue (DE3) pLysS: endAl hsdR17(rvi; ~ Myy,') supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac ADE3 F’(proA+B+
lacl®ZAM15::Tn10) pLysSRARE(CmF, Tet®)

C41 (DE3): F ompT gal dcm hsdSg(rg mg) ADE3

Rosetta: ompT lon lacY dem Cm®

Abreviaturas

F: contiene pldsmido F.

F(): contiene plasmido F con genes cromosomales del hospedero producto de eventos de recombinacion
previos, indicados entre paréntesis.

rB/K+/': B/K define la cepa. +/- indica si la cepa tiene o no el sistema de restriccidn.

mB/K+/': B/K define la cepa. +/- indica si la cepa tiene o no el sistema de modificacion (metilacion).

hsdS(): restriccién y metilacion de ciertas secuencias (entre paréntesis) son eliminadas de la cepa. Si se
transforma ADN de estas secuencias de la cepa en otra cepa salvaje, seran degradadads.

hsdR(): para transformacién eficiente de ADN clonado sin metilar mediante PCR.

araD: mutacion en L-ribulosa-fosfato 4-epimerasa que bloquea el metabolismo de arabinosa.

A(): delecidon cromosomal de los genes mostrados entre paréntesis.

dcm: abolicidn de metilacidn de citosina en el segundo C de sitios CCWGG.

endAl: para preparaciones de ADN mas limpias y mejores resultados en aplicaciones rio abajo debido a la
eliminacion de la digestién no especifica de la endonucleasa I.

gal: mutantes no metabolizan la galactosa.

gyrA96: mutacion en ADN girasa, confiere resistencia a acido nalidixico.

lacl% sobreproduccién del represor lac, contiene una delecién de 15 pb para crear sitio -35 éptimo en el
promotor rio arriba de lacl.

lacY: deficiente en transporte de lactosa, delecion de la permeasa de lactosa (proteina M).



laclZAM15: delecién parcial del gen lacZ que permite complementacion en alfa del gen b-galactosidasa,
requerido para seleccion azul/blanco en placas Xgal. Delecidn en porcién N-terminal de lacZ (aa 11-41).

lon: delecion de la proteasa lon.

mcrA: mutacién que elimina restricciéon de ADN metilado en secuencia C"CGG.

mcrB: mutacion que elimina restriccién de ADN metilado en secuencia R™C.

mrr: mutacién que elimina restriccion de ADN metilado en secuencia C"AG o G"AC.

nupG: gen regulador que permite expresiéon constitutiva de genes de sintesis de desoxiribosa, permite
entrada de pldsmidos grandes.

ompT: mutacién en la proteasa VIl de la membrana externa, reduciendo protedlisis de proteinas expresadas.
proAB: requiere prolina

recAl: reduce recombinaciones no deseadas en ADN clonado, deficiencia en reparacién de ADN.

rpsL: mutacidn en la proteina ribosomal S12 que confiere resistencia a streptomicina.

Amp": resistente a ampicilina.

Kan®: resistente a kanamicina.

DE3: el hospedero es un liségeno de ADE3, por tanto porta una copia cromosomal de la ARN polimerasa T7
bajo el control de un promotor lacUV5. Estas cepas son adecuadas para la produccidon de proteinas
codificadas en genes clonados en vectores pET, por induccion mediante IPTG.

pLysS: contiene plasmido pLysS, que porta resistencia a cloramfenicol y lisozima del fago T7, efectivo al
atenuar actividad de la ARN polimerasa T7, para mejor inhibicion de la expresion en condiciones de no
induccién.

®80: contiene el profago lambdoide con una delecién lacZAM15.

Rif*: resistente a rifampicina.

Tet®: resistente a tetraciclina.

Cm*: resistente a cloramfenicol.

Tn10: transposén que confiere resistencia a tetraciclina.

IPTG: isopropil tio-b-D-galactopirandsido.

pb: pares de bases.

Medios de cultivo de E. coli

Medio Luria-Bertani (LB): triptona (digestion pancreatica de caseina) 10 g/L; extracto de levadura 5 g/L; NaCl
5 g/L. Se esteriliza por autoclavado. Para la preparacion de medios sélidos se agrega agar 1,5 %.

Medio Terrific Broth (TB): triptona 12 g/L; extracto de levadura 24 g/L; glicerol 4 mL. Se esteriliza por

autoclavado.



Protocolo de preparacion de ADN plasmidico en pequefia escala (“miniprep”)

Se inoculan 3 mL de un precultivo crecido por 14 hs a 37 °C con agitacién constante.

Se bajan las células por centrifugacion por 1 min a 13000 rpm.

Se resuspenden en 300 pL de solucién 1 (25 mM Tris pH 8; 10 mM EDTA).

Se agregan 3 uL de RNAsa y se incuba a temperatura ambiente durante 5 mins.

Se agregan 300 pL de solucién 2 (0,2 N NaOH; SDS 1 %) y se invierte 5 veces.

Se agregan 300 pL de solucién 3 (30 mL KOAc 5 M; 5,75 mL ac. acético; c.s.p. 50 mL de H,0 mili Q)
Se centrifuga a 13000 rpm durante 10 mins.

Se recupera el sobrenadante y se agregan 0,8 volumenes de isopropanol.

Se centrifuga a 16000 g a 4 °C durante 30 mins. Se descarta sobrenadante y se lava el pellet con etanol 70%,
dejando secar en estufa a 37 °C por 10 mins.

El pellet seco se resuspende en 50 pL de H,O mili Q.

Soluciones para geles de agarosa
Buffer TAE 1x, a partir del stock 50x con 242 g Tris.Base; 51,5 mL ac. acético; 100 mL EDTA 0,5 M pH 8; 1% de

agarosa. En todos los casos se utilizaron 20 uL de bromuro de etidio.

Soluciones para geles de poliacrilamida

Gel separador: 1,9 mL de H,0; 1,7 mL acrilamida 30%; 1,3 mL Tris.HCI 1,5 M pH 8,8; 50 uL SDS 10%; 50 pL
PSA 10%; 2 uL TEMED. Volumen total =5 mL.

Gel concentrador: 2,1 mL H,0; 0,5 mL acrilamida 30%; 0,38 mL Tris 1 M pH 6,8; 30 pL SDS 10%; 30 pL PSA
10%; 3 uL TEMED. Volumen total = 3 mL.

Soluciones para Western blot
Buffer de transferencia para membranas de nitrocelulosa 10X: 480 mM Tris-Base; 390 mM Glicina; SDS

0,375%; etanol 20% (v/v).

Marco abierto de lectura de PK4 recombinante

ATG GCA GGA TCG CAT CAC CAT CAC CAT CAC GGA TCA GGA TCG GAA AAC CTG TAT TTT CAG GGA TCC ATG
GCT CAA CTC GTC CCT TTA GCT GAA CTG CCC AGC GGC AAA AAA ATA TAT AGT GTC CGG GGG CAG CGT TTC
GAA GTG GAC AGG GAA TAT GAT CTG GTC AAG GTT GTT GGA TTT GGT GCG TGT GGC ACT GTT TGT TCG GCG
GTC GCG AAC GGG TCG GGT GAG CGA GTG GCG ATC AAG CGG TTG TCG CGT GTT TTT GGT GAT CTT CGT GAA
GGG AAA CGA ATT TTG CGG GAG ATG GAG ATA ATG ACG TCG CTG AAG CAC AAT AAT CTG ATT CGC CTC CAC
CAC TTC ATG CGG CCG CAG TCA AAG GAG ACG TTT GAG GAC ATT TACTTG GTG ATG GAT CTT TAT GAC ACA



GAT TTA AAT CGT ATT ATA CGA AGT CGG CAG AAA CTC ACT GAT GAG CAT CTG CAG TAT TTT ATG ATT CAA
GCG TTCCGCGGATTG CAT TACCTT CAC TCT GCC AAG GTG ATG CAT CGC GAT CTG AAG CCG AGCAACTTG

(continua)
CTT GTA AAT GCG GACTGC GCG CTA GCA ATC TGC GAT TTT GGG CTG GCT CGT GAT GAT CAA GTC ATG AGC
TCG TCA GAT CTC ACA CAG TAC GTC GTA ACA CGG TGG TAC AGA CCC CCT GAG GTA CTC GGG ATG GGATCC
AAT CAG TAC ACG AGC GCG GTA GAT GTC TGG AGC CTT GGT CTG ATC TTT GCG GAG CTA ATG GTG GGG CGT
GCC TTG CTT CCG GGA ACA GAT TAT ATT GGA CAG CTA GTG ATG ATT GTC AAC CTATTA GGG TCC CCG TCC
ATA GAT GAC ATG GAG TTT CTG AGC TCA GAA GCA AAG GCG TTT ATT CTC TCT CAG CCG CAT CGG CCG GCT
CTC TCC TTC AGA GAT CTT TTT TCA ATG GCT ACA GAA GAG GCC ACT GACCTT CTG TCG AAG CTG CTA GTT
TTC CAT CCA GCG AGA CGA TTA ACT GCG AAG CAA GTG ATG GAA CAT CCATAT TTT TCG AAG TAC AGA GAT
GCC GCA GAA GAA GCT GAC GCT CCT GAT CCG TTT GTG TGG AAT CAT AGC CAT ATA GAA ACC AAG GAG CAA
CTC CGT GAG GATTTG TGG CGG GTT GTT GAA GCC CAT TCA CAATTG AAC GAATAG

Figura S1. Marco abierto de lectura de PK4 recombinante clonado en pQE80 y pET28a. Se muestra en amarillo la
secuencia codificante de la etiqueta de histidinas, y en verde la secuencia codificante del sitio de corte con TEV.



