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Resumen

Mycobacterium tuberculosis, el agente etiolégico de la tuberculosis, constituye
un grave problema de salud publica a escala mundial. La quinasa PknG de M.
tuberculosis ha emergido como un posible blanco farmacoldgico ya que juega
un rol critico en la regulacion del metabolismo del glutamato en dicho
organismo. Se sabe ademas que PknG es secretada al interior del fagosoma
del macrofago y estaria involucrada en la inhibicién de la maduracion del
mismo siendo esencial para la supervivencia del bacilo dentro del macroéfago.
Seria muy util contar con un método continuo de medida de actividad quinasa
para PknG que permitiera tanto la caracterizacion cinética de la enzima como la

evaluacién de posibles inhibidores.

En el presente trabajo nos propusimos desarrollar métodos continuos de
medida de actividad quinasa de PknG tomando ventaja del cambio estructural
de su sustrato fisiolégico, GarA, al fosforilarse. Para ello se marcé GarA con las
sondas fluorescentes cloruro de dansilo y fluoresceina isotiocianato (ambas
sensibles a la polaridad del entorno) esperando observar cambios espectrales
en la emision de fluorescencia ocasionados por el cambio conformacional de
GarA. Ademas se realizaron experimentos de anisotropia de fluorescencia para
observar cambios en el tiempo de correlacion rotacional entre las especies
fosforilada y desfosforilada. En otra aproximacién, se utilizé 1,8-ANS en los
ensayos de fosforilacion de GarA por PknG, con el objetivo de evaluar si existe
union diferencial al ANS por parte de las conformaciones fosforilada y
desfosforilada. Con ninguno de estos abordajes se pudieron observar cambios

asociados con la cinética de fosforilacion.

Por ultimo, se midieron cursos temporales de fosforilacion utilizando un ensayo
enzimatico acoplado que permite seguir la reaccion por fluorescencia debido al
consumo de NADH. Con este ultimo abordaje se determinaron los parametros
cinéticos de PknG Ky = 1.9 x 10° My keat = 1.8 x 102 57



l.- Introduccion

La enfermedad tuberculosa o tuberculosis constituye un grave problema de
salud publica a nivel mundial, siendo superada solo por el VIH / SIDA como la
principal causa de muerte en todo el mundo debido a un solo agente infeccioso
1 Segun la organizacion mundial de la salud tan solo en 2012 8,6 millones de
personas contrajeron la enfermedad, incluyendo 1,1 millones de casos de
personas infectadas con VIH, y 1,3 millones murieron por tuberculosis, de entre
los cuales 320.000 habian sido diagnosticados VIH-positivos. En particular en
Uruguay, segun el informe epidemiologico del afio 2013 de la Comision
honoraria para la lucha antituberculosa y enfermedades prevalentes (CHLA-
EP), durante ese afo se registraron un total de 852 casos de tuberculosis (25,1
casos por 100.000 habitantes). De ellos 785 fueron casos nuevos y 67 casos
previamente tratados. Esto representa un aumento de 32 casos (3,9%) en

relacion al ano 2012.

Esta enfermedad infecto-contagiosa es causada por la bacteria Mycobacterium
tuberculosis, y se estima que actualmente un tercio de la poblacion mundial es
portadora de dicho  patégeno  (http://www.tballiance.org/why/the-tb-
pandemic.php). Hoy dia existen tratamientos con varios agentes anti-
infecciosos que se clasifican en agentes de primera y segunda linea, en base a
su efectividad y sus potenciales efectos adversos 2. Sin embargo,
inconvenientes como la larga duracion del tratamiento (alrededor de 6 meses)
2 |a aparicion de cepas multirresistentes y ultrarresistentes, y los casos de co-
infecciéon con VIH que complejizan el tratamiento 3 conducen a la necesidad
del desarrollo de estrategias alternativas que sean mas eficientes. Para esto
es importante identificar nuevos blancos farmacolégicos y encontrar nuevas

drogas capaces de controlar y eliminar la infeccion.

1.1.- Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis, bacteria Gram positiva perteneciente al orden de
los actinomicetos, es un parasito intracelular facultativo que infecta

principalmente macrofagos alveolares, y cuya patogenicidad esta directamente



relacionada con su capacidad de supervivencia en su célula huésped *.
Generalmente, los microorganismos que son endocitados por macréfagos, son
degradados en el interior de estos ultimos en el compartimiento intracelular
denominado fagolisosoma, que se forma tras la fusiéon del fagosoma en el cual
ingresa el microorganismo, con el lisosoma. EIl lisosoma contiene en su
interior, entre otros componentes, una bateria de enzimas hidroliticas que son
quienes se encargaran mayoritariamente de la eliminacién del patégeno. No
obstante, M. tuberculosis no pasa por este proceso, ya que interactia con su
hospedero inhibiendo la maduracién del fagolisosoma, logrando asi su
supervivencia. Los mecanismos moleculares involucrados en esta estrategia de

evasion no estan esclarecidos aun °.

1.2.- Fosforilacion en vias de senalizacion

La fosforilacion es una modificacion post-traduccional de proteinas frecuente,
gue sirve de herramienta tanto a organismos procariotas como eucariotas para
la regulacién de una gran variedad de procesos bioldgicos, y que tiene un rol
principal en la sefializacion celular. Las enzimas que llevan a cabo las
reacciones de fosforilacion de proteinas se denominan proteinas quinasas. En
eucariotas estas enzimas transfieren el fosfato y de la molécula de ATP (o
GDP) a los grupos alcohol de residuos especificos de las proteinas sustrato €,
En contraposicidén, existen enzimas encargadas de desfosforilar proteinas,
denominadas fosfatasas. Por lo tanto, un atributo importante de la fosforilaciéon
de proteinas es su reversibilidad. Quinasas y fosfatasas permiten la
interconversion entre configuraciones fosforiladas y desfosforiladas de sus
proteinas sustrato, haciendo de esta modificacién covalente un interruptor

on/off bidireccional reutilizable (figura 1). ’



ATP . ADP
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Figura 1. Esquema que representa la interconversion entre formas funcionalmente diferentes de

proteinas por causa de la fosforilacion y defosforilacion. Extraido de °.

En organismos procariotas, este mecanismo regulatorio es llevado a cabo
principalmente por quinasas de histidina y sus correspondientes reguladores
de respuesta, los cuales actuan conjuntamente en lo que se denominan
sistemas de dos componentes 8. Sin embargo, la acumulacién de secuencias
de genomas bacterianos, y el uso de anticuerpos anti-fosfoproteinas
evidenciaron la existencia de proteinas quinasas de serina y treonina (STPKs)
(en principio atribuidas exclusivamente a eucariotas) en organismos procariotas
° La funcién biolédgica que cumplen los distintos sistemas va a estar
directamente relacionada a sus propiedades. Una diferencia destacable entre
las respuestas por quinasas de histidina y STPKs es la estabilidad de sus
productos de fosforilacion. A pH neutro el fosfo-aspartato (el aspartato es uno
de los residuos fosforilados por los sistemas de dos componentes) tiene una
vida media de unas pocas horas, mientras que las fosfo-serinas y fosfo-
treoninas pueden mantenerse estables por semanas. Por lo tanto mientras las
respuestas por sistemas de dos componentes son de corta duracion y su
accion es finalizada por la hidrélisis espontanea del grupo fosfato, las
respuestas por STPKs tendrian un efecto a largo plazo que requiere la

10

presencia de fosfatasas para atenuar su efecto En particular, se ha

demostrado que las STPKs de M. tuberculosis actuan sobre proteinas



relacionadas en una gran variedad de procesos, incluyendo regulacion
transcripcional, metabolismo celular, biosintesis de la pared celular, replicacion

celular, respuestas frente a estrés, y patogenicidad % '

1.3.- Quinasas de serinas y treoninas (STPKs)

Las STPKs pertenecen a la familia de las proteinas quinasas. El motivo
estructural que identifica a las proteinas de ésta familia es su dominio catalitico
ampliamente conservado en el cual de entre 12 subdominios se destacan dos:
Una secuencia rica en glicinas cercanas a un residuo de lisina hacia el extremo
N-terminal del dominio catalitico que interviene en la unién del nucleétido
donador del grupo fosfato, y un subdominio en la region central del dominio
catalitico que contiene un residuo de aspartato altamente conservado que es

&1 Particularmente, las

importante para la actividad enzimatica de la quinasa
STPKs se caracterizan por contener en su estructura un bucle de activacion
fosforilable, que consiste en una secuencia de entre 15-33 aminoacidos que
modula su actividad quinasa. EI mismo bloquea el sitio activo de la enzima
cuando se encuentra en estado desactivado, y al fosforilarse sufre un rearreglo
que estabiliza la conformacién activa de la quinasa '2_ Otra caracteristica de las
STPKs de bacterias es que en general presentan actividad autocatalitica 10,

En el genoma de M. tuberculosis se identificaron once genes codificantes para
STPKs nombrados alfabéticamente de pknA a pknL, exceptuando pknM,
anotado previamente como gen de STPK, pero que no posee ninguna

caracteristica quinasa reconocible & °.

Los genes que codifican para PknA y PknB se encuentran dentro de un operon
que regula mecanismos relacionados a la pared celular, y sus funciones
descritas hasta ahora tienen que ver con la divisién y la morfologia celular % ',
Ademas PknB participaria en la regulacién del metabolismo del glutamato junto
a PknG ™. PknD controlaria la expresion génica por fosforilaciéon alternativa de
reguladores del factor sigma 3. Por ultimo, se demostro que PknE se expresa
en presencia de oxido nitrico, por lo que podria estar vinculada a la inhibicién

de la apoptosis del huésped en condiciones de infeccién 13,



De las once STPKs identificadas en el genoma de M. tuberculosis, se propone
que solo PknG y PknK tendrian localizacién citoplasmatica, ya que el resto de
las quinasas presentan un dominio transmembrana en su secuencia de

aminoacidos *.

1.4.- Proteina quinasa G

Si bien no han sido elucidados los mecanismos moleculares por los cuales M.
tuberculosis inhibe la maduracién fagolisosomal, Walburger y colaboradores
demostraron que la proteina quinasa G (PknG) cumple un rol protagénico en
este proceso, siendo necesaria su actividad quinasa para modular la fusion
entre fagosoma y lisosoma 4 Su implicancia en la supervivencia en el
hospedero, hace de esta proteina quinasa un blanco atractivo para el disefo de

drogas para el tratamiento de la enfermedad tuberculosa.

PknG es una proteina con una masa molecular de 81,577 Da, que presenta
tres dominios estructurales distintos: un dominio rubredoxina (Rbdx), el dominio

quinasa, y un dominio tetratricopéptido (TPR)

(figura 2). EI dominio
rubredoxina se encuentra hacia el extremo N-terminal de la quinasa. Este
dominio se caracteriza por la presencia de dos pares de cisteinas con la
capacidad de coordinar una molécula de hierro, y que podria participar en
reacciones con transferencia de electrones. Estas caracteristicas sugieren que
podria funcionar como un sensor del entorno redox de PknG que module su
actividad en funcion del mismo '*. De hecho, esta demostrado que PknG
presenta mayor actividad en un entorno oxidante, respecto a la actividad
observada en un ambiente reductor '°. Ademas ha sido demostrado que la
actividad de PknG puede ser modulada por este dominio a través de un
mecanismo novedoso, en el cual las cisteinas del dominio Rbdx actuan como
nucledfilos frente a acido oleico nitrado, inhibiendo luego la actividad quinasa
de PknG "". Hacia el extremo C-terminal, se encuentra el dominio TPR, que es
el responsable de la dimerizacidon en la estructura cristalografica resuelta por
Scherr y colaboradores. Este tipo de motivo interviene generalmente en
interacciones proteina-proteina 18 y su presencia en la estructura de PknG esta

relacionada a su dimerizacion in vivo '°. Por ultimo, el dominio quinasa se

9



encuentra entre los dominios TPR y Rbdx. Tanto el dominio TPR, como el
dominio Rbdx son imprescindibles para que la quinasa presente su actividad

catalitica caracteristica '°.

Figura 2. Estructura de PknG en forma de dimero dilucidada por cristalografia de rayos X. En rojo se
observa el dominio rubredoxina, en amarillo el dominio quinasa, y en verde el dominio tetratricopéptido.

Extraido de ™.

Como se mencioné anteriormente, en las quinasas de serina y treonina es
comun encontrar un bucle de activacion que presenta sitios fosforilables que
modula la actividad quinasa 4 En particular PknG no presenta sitios de

fosforilacion en su bucle de activacion ™

, Yy sin embargo tiene actividad
autocatalitica pudiendo fosforilar hasta cuatro residuos de su regién N-terminal
4 que no es esencial para su actividad, pero si multiplica la velocidad de
fosforilacion aproximadamente unas cinco veces cuando se encuentra
fosforilada '*. O'Hare y colaboradores evidenciaron que la fosforilacion del
extremo N-terminal es importante para el reclutamiento de uno de sus
sustratos fisioldgicos y para la estabilizacion del complejo enzima sustrato “

mecanismo que previamente se habia observado en la quinasa PknB 2

10



Ademas de su rol en la supervivencia de M. tuberculosis dentro del macréfago,
se reportaron otras funciones de PknG. Wolff y colaboradores vincularon la
expresion de PknG a la resistencia a antibiéticos que presenta el patégeno en
condiciones de infeccion ', mientras que O’Hare y colaboradores evidenciaron
su rol en la regulacidn del metabolismo del glutamato a través de la
fosforilacion de la proteina GarA ' (de sus siglas en inglés por Glycogen
Accumulation Regulator) (Rv1827). GarA actua en lo que seria un punto de
control del metabolismo del glutamato modulando las actividades de las
enzimas a-cetoglutarato decarboxilasa (KGD), glutamato deshidrogenasa
(GDH), y glutamato sintasa (GS) '* 22,

Un método sencillo y eficiente para medir la actividad quinasa de PknG de
manera continua en el tiempo, serviria como herramienta para profundizar en la
caracterizacion de esta enzima, y para la evaluacion “high-throughput” de
posibles drogas inhibitorias. Para desarrollar dicho método, en este trabajo se
busco tomar ventaja del efecto que tiene la fosforilacion de GarA por PknG en

sus propiedades fisicoquimicas (que se desarrollara mas adelante en el texto).

1.5.- GarA Sustrato fisiologico de PknG

La proteina GarA de M. tuberculosis estd compuesta por 162 aminoacidos, y
basicamente consta de un dominio FHA (por sus siglas en inglés por Forkhead-
associated) hacia su extremo C-terminal, y de una estructura lineal hacia el
extremo N-terminal de 43 aminoacidos con forma de brazo extendido que
presenta una gran movilidad 20 Los dominios FHA tienen aproximadamente
entre 80-120 aminoacidos y presentan en su estructura un plegamiento
caracteristico con 11 hojas beta en forma de sandwich 23 Estos dominios
tienen la capacidad de reconocer y unir motivos peptidicos que presentan al
menos una treonina fosforilada con gran especificidad, por lo que son médulos

que participan en interacciones proteina-proteina 2.

Una gran cantidad de organismos pertenecientes al orden de los actinomicetos
presentan en su genoma el gen ortélogo de garA, compartiendo mas de un

70% de identidad aminoacidica en sus productos de expresion. Por
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alineamiento de multiples secuencias se constatdé una alta conservacion en la
regidn que corresponde al dominio FHA, asi también como la conservacién de
una secuencia de aminoacidos en la regién N-terminal 2 Esta proteina
conservada en los actinomicetos esta totalmente ausente en los organismos

eucariotas 2*.

A través de un abordaje protedmico, en el afio 2005 Villarino y colaboradores %
identificaron a GarA como sustrato in vivo de PknB, demostrando que la misma
es fosforilada en la treonina 22 de su brazo moévil del extremo N-terminal.
Ademas, evidenciaron que es necesario que la quinasa se encuentre
fosforilada en las treoninas 171 y 173 en su bucle de activacion para la
formacion de un complejo estable entre enzima y sustrato. Estas observaciones
los llevaron a concluir que el dominio FHA interactua con el bucle de activacién

de la quinasa a través de sus fosfotreoninas como se muestra en la figura 3.

AT / R
’/ \ [/ \‘
\ \
[ | —
\ / Sitio .4),. \zétio N ,)
ct Lo “e E . + T’.'
/)\\i |v‘o“.-." \ .. // \ail?:"l-.- :‘ .,..
[ -t .-:l \": ' - \+/ :
[ SEREER { e
\ \ \ \
\
\\ / \ /
N 4 N /
o S
. Reclutamiento
EStad_O Activacion
Inactivo del sustrato

Figura 3. Activacion de PknB (representada en color celeste) por fosforilacién en su bucle de activacion.
Esta modificacién permite el reclutamiento de GarA (representada en verde) a través de su dominio FHA.
Extraido de %,

Posteriormente, O'Hare y colaboradores identificaron a GarA como sustrato de
PknG ™. En ese trabajo, se propusieron evaluar si esta quinasa tiene o no
accion biolégica sobre GarA, ya que la proteina quinasa G de
Corynebacterium glutamicum (que comparte un 45% de la identidad proteica

con PknG de M. tuberculosis) participa en la regulacion del metabolismo del

12



glutamato en dicho organismo a través de la fosforilacion de la proteina
ortéloga a GarA, Odhl. Con los resultados de este trabajo demostraron que
PknG fosforila a GarA en la treonina 21, aminoacido adyacente al sitio de
fosforilacion por accién de PknB (treonina 22), y que la fosforilacién del sustrato
por una u otra quinasa son eventos mutuamente excluyentes. Por lo tanto
reportan por primera vez un sustrato in vivo de PknG. Mas resultados
presentados en esta publicacion, sumados a posteriores trabajos de otros

grupos %%

, Sirvieron para comenzar a esclarecer el rol de PknG y PknB en la
regulacion del metabolismo del glutamato en M. tuberculosis a través de la

fosforilacion de GarA.

GarA actua modulando las actividades de tres enzimas relacionadas al ciclo de
los acidos tricarboxilicos (CAT) que tienen como sustrato al a-cetoglutarato,
metabolito precursor en la sintesis de glutamato. Estas enzimas son la a-
cetoglutarato decarboxilasa (KGD), la glutamato deshidrogenasa dependiente
de dinucledtido de nicotinamida y adenina (GDH), y la subunidad alfa de la

glutamato sintasa (GS). En la figura 4 se muestra un esquema del modo de

accion de PknG a través de GarA propuesto por Nott 2.
A /"\\ B /r/_)\
Succinato Succinato
CAT CAT
Semialdehido Semialdehido
succinico succinico
\ Isocitrato \ Isocitrato
KGD / KGD /
o~ cetoglutarato - cetoglutarato
GarA |/ Glutamina Sard
GDH (P GDH
/‘ GS GarA /‘ GS «— GarA
(P
ﬁ I GarA Glutamato T GarA Glutamato
PknG

Figura 4. Mecanismo por el cual PknG regula el metabolismo del glutamato. La accién de GarA es
inhibida por la fosforilacién con PknG (A). En su forma desfosforilada, GarA modula las actividades de las
enzimas KGD, GDH y GS (B). CAT; ciclo de los acidos tricarboxilicos. Extraido de "
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GarA funciona como inhibidor de las enzimas GDH y KGD, mientras que es un
activador de la GS, favoreciendo asi la sintesis de glutamato (figura 4B). La
accion de PknG (o PknB) sobre GarA resulta en la inhibicién de la sintesis de
glutamato, por lo que GarA funcionaria como un interruptor en el metabolismo

de la bacteria.

England y colaboradores % estudiaron el efecto que tiene la fosforilacion de
GarA sobre sus propiedades fisicoquimicas y estructurales, y observaron que
tanto la fosforilacion de la treonina 21 por PknG, como la de la treonina 22 por
PknB inducen un autoreconocimiento de la fosfotreonina por parte del dominio
FHA de GarA, lo cual implica que el brazo N-terminal que en principio presenta
una gran movilidad, se pliegue sobre el FHA pasando asi a tener un
movimiento mas restringido debido a las nuevas interacciones intramoleculares

que se establecen (figura 5).

PknG FHA

pT 21

Sitios disponibles para establecer
interacciones proteina-proteina

Figura 5. Modelo propuesto por England et al. GarA funciona como un interruptor que en su configuracion
desfosforilada puede interactuar con las enzimas que modula, mientras que la accién de PknG o PknB

induce un cambio estructural que bloquea los sitios de interaccion. Figura extraida de 2,

Este cambio en su estructura conlleva a que cuando GarA se encuentra
fosforilada tenga una mayor estabilidad térmica, y se dé una reduccién en su
volumen hidrodinamico, que pasa de 2.6 nm a 2.2 nm (figura 6). Con estos
resultados proponen que en su configuracion desfosforilada GarA puede

ejercer su actividad como regulador metabdlico, mientras que su fosforilacion
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bloquea su capacidad de interaccionar con otras proteinas, inhibiendo asi su

accion moduladora.
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Radio hidrodindmico

Figura 6. Resultado de experimento de dispersion de luz dinamica de GarA (linea gris) y GarA fosforilada
(linea negra) realizado por England et al. Se observa que la fosforilacion de la proteina tiene como
consecuencia una disminucién de su radio hidrodinamico. Para determinar el radio se considera que GarA

tiene forma esférica. Extraido de .

Extremo N-terminal

Figura 7. Representacion en cintas de la estructura resuelta por espectroscopia de resonancia
magnética nuclear de GarA fosforilada. Se destaca en la estructura la fosfotreonina 22 interactuando con
el dominio FHA. Extraido de %.

Posteriormente, estas hipétesis fueron confirmadas por Nott y colaboradores 2
quienes resolvieron la estructura de GarA fosforilada en la treonina 22 por

espectroscopia de resonancia magnética nuclear (figura 7), donde se observa
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claramente la unién de la fosfotreonina al dominio FHA. El brazo N-terminal es

muy movil, y su estructura no puede resolverse por RMN.

1.6.- Métodos para la medida de actividad quinasa

Debido a su rol en la regulacion de una gran variedad de procesos celulares,
las proteinas quinasas se han convertido en uno de los blancos principales
para el disefio de nuevas drogas terapeéuticas % En los Ultimos afios se han
desarrollado distintas estrategias para medir cuantitativamente la fosforilacién
de proteinas por parte de enzimas quinasas. El ensayo tradicional fue
desarrollado en la década del 70 % y se basa en el uso de ATP radiactivo
marcado en el fosfato y con fosforo 32 (**P). Si bien este método es practico y
resulta muy sensible, trabajar con sustancias radiactivas es una desventaja
debido a todas las precauciones que se deben tener en cuenta al trabajar con
radioisétopos. Por esta misma razéon se han desarrollado una gran cantidad de
métodos alternativos, la mayoria de ellos basados en el uso de fluorescencia
como herramienta de medida. Por supuesto que cada metodologia presenta
ventajas y desventajas. Las principales desventajas de los métodos
fluorimétricos existentes son: la utilizacién de anticuerpos especificos que
pueden estar o no disponibles para los sustratos utilizados, la restriccion del
tamafo del péptido utilizado como sustrato, o la gran sensibilidad hacia

25 Ademas todos los

compuestos que interfieren en la sefal detectada
protocolos de estas técnicas determinan la velocidad inicial de reaccién en
medidas a punto unico en el tiempo. Esto es una desventaja en comparacion a
los ensayos de medida continua. La cinética tipica de reacciones catalizadas
presenta una relacion lineal de la aparicion de producto (o desaparicion de
sustrato) en el tiempo a partir de la cual se determina la velocidad inicial de
reaccion, dandose posteriormente una desaceleracion debida a que la
desaparicidén de sustrato limita la reaccion. En medidas de punto unico se corre
el riesgo de determinar la velocidad a partir de un punto que se encuentra por
fuera de la linealidad. Por otra parte, la posibilidad de seguir la reaccion en el

tiempo permite saber si se dan comportamientos anormales, o saber si existe
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algun tipo de interferencia en la senal detectada, permitiendo asi un analisis
mas completo, que lleva a una mejor caracterizacién de la enzima evaluada 2

En este trabajo se propone desarrollar un método de medida de actividad
quinasa continuo en el tiempo, a partir del cual se logre caracterizar

cinéticamente a la proteina quinasa G de M. tuberculosis.

La primer estrategia propuesta para esto fue seguir la reaccion de fosforilacion
de GarA por cambios en la fluorescencia del sustrato (GarA) relativo al
producto (GarA fosforilada). La secuencia aminoacidica de GarA no presenta
residuos de triptéfano por lo que para abordar nuestros objetivos fue necesario
derivatizar esta proteina utilizando fluoroforos exdgenos. Se seleccionaron
sondas fluorescentes muy sensibles a la polaridad del entorno, de manera de
asociar la fosforilacién de GarA con cambios espectrales de fluorescencia.
Como segunda aproximacion se evaluo si tras la fosforilacion, GarA puede unir
1,8 ANS de forma diferente a la proteina sin fosforilar. Por ultimo se realizé un
ensayo enzimatico acoplado en el que la formacion de ADP como producto de
la reaccion de fosforilacion se acopla a la oxidacién de NADH por parte de una

deshidrogenasa, permitiendo seguir los cursos temporales por fluorescencia.
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I.-Objetivos

Objetivo general:

e Desarrollar un método continuo para medir la actividad quinasa de

PknG, y determinar sus parametros cinéticos.

Objetivos especificos:

e Estudiar cambios en la fluorescencia de GarA derivatizada con sondas
fluorescentes con la fosforilacion.

o Estudiar cambios en la anisotropia de fluorescencia de GarA con la
fosforilacion.

e Evaluar la unibn de ANS a las conformaciones fosforilada vy
desfosforilada de GarA y su uso para seguir la actividad quinasa de
PknG.

e Medir cursos temporales de fosforilacion utilizando un ensayo enzimatico

acoplado.
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Ill.- Materiales y métodos

3.1.- Transformacioén y expresion de GarA de Mycobacterium tuberculosis

El objetivo de esta etapa es expresar y purificar la proteina GarA de
Mycobacterium tuberculosis. GarA es fosforilada in vivo por PknG y sera
utilizada como sustrato para los ensayos de actividad enzimatica de esta

ultima.

Debido al rol en la regulacién del CAT de GarA, su sobreexpresion puede
resultar toxica para las bacterias, por lo cual el sistema de expresion utilizado
fue la cepa de E. coli BL21-Al. Esta cepa bacteriana contiene una insercion
cromosomica del gen que codifica para la T7 RNA polimerasa bajo el control
del operon araBAD, el cual puede ser regulado tanto de manera positiva (con
L-arabinosa) como negativa (con glucosa). De esta manera se aumenta la
rigurosidad de la represion del nivel basal de expresion cultivando las bacterias
en un medio que contenga glucosa, induciendo la expresion en el momento

deseado agregando L-arabinosa al medio de cultivo.

GarA se expresa como proteina de fusidn a cola de seis histidinas, lo que
permite su purificacion por cromatografia de afinidad por metales (IMAC) en

gradiente lineal de imidazol.

3.1.1.- Preparacion de células quimiocompetentes

Se tomo6 con ansa una colonia de E. coli BL21-Al aislada en LB agar con
tetraciclina 5 mg/mL, y se inocul6 en un matraz con 50 mL de LB con
tetraciclina 5 mg/mL. Se dejo incubando a 37 °C con agitacion hasta que
alcanzo una densidad optica a 600 nm (DOggo) de 0,4. El contenido del matraz
se centrifugd durante 20 minutos a 5000 g a 4 °C. Se descart6 el sobrenadante
y el pellet fue resuspendido en 25 mL de cloruro de calcio (CaCly) 50 mM. Se
centrifugd nuevamente en las mismas condiciones al paso previo y se descart6
el sobrenadante, resuspendiendo el pellet en 20 mL de CaCl, y se centrifugd
una vez mas, resuspendiendo el pellet en 2 mL de CaCl,. Las células se

conservan a -80 °C.
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3.1.2.- Transformacion de células quimiocompetentes con pET 28a e
induccion de expresion

La transformaciéon se llevd a cabo mezclando 180 uL de células BL21-Al
quimiocompetentes con 2 uL de plasmido pET 28a conteniendo el gen de GarA
y su cola de seis histidinas. La mezcla se dejé 30 minutos en hielo e
inmediatamente se colocé en un bafo a 42 °C durante 1 minuto. Luego se
agrego 800 uL de LB y se puso a incubar durante 2 horas a 37 °C con agitacién
a 180 rpm.

A continuacién se inoculd6 1 mL de cultivo del paso anterior en medio LB
conteniendo el antibiético kanamicina 50 pg/mL (el plasmido pET 28a le
confiere resistencia a este antibidtico a las bacterias transformadas),
tetraciclina 10 mg/mL y glucosa 1 g/L. Se dej6 incubando toda la noche a 37 °C
con agitacion a 180 rpm. Al dia siguiente se inocularon 10 mL del precultivo del
paso anterior en dos matraces con 1,5 litros de LB cada uno, conteniendo
kanamicina, tetraciclina y glucosa a las mismas concentraciones finales que el
medio anterior. Estos cultivos se mantuvieron a 37 °C agitando a 220 rpm hasta
llegar a DOgoo = 0,8-0,9. Una vez alcanzada esta densidad o6ptica, se indujo la
expresion agregando L-arabinosa a concentracion final 0,2% e IPTG a
concentracion final 1 mM. Los cultivos quedaron toda la noche a 20 °C

agitdndose a 180 rpm.

Al dia siguiente se centrifugaron ambos cultivos a 5500 g a 4 °C durante 15
minutos. Se descarté el sobrenadante y se lavaron los pellets con PBS pH=

7,3. Se obtuvieron 6,6 g y 8,9 g de pellet humedo que se conservaron a -80 °C.

Dichos pellets (obtenidos luego de la induccion de la expresion y su posterior
centrifugacion) se descongelaron a 37 °C, fueron resuspendidos en el buffer
IMAC (A) (NaH,PO4 50 mM; NaCl 0,5 M; imidazol 25 mM; glicerol 5%, pH 7,6),
en una relacion de 4 mL de buffer por gramo de pellet, y se agregdé RNAsa a
concentracion final 10 pg/mL, DNAsa a concentracion final 10 ug/mL, inhibidor

de proteasas Roche y lisozima a concentracion final 1 mg/mL.

Las células se lisaron por sonicacién en ciclos ON = 30 segundos, OFF = 60
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segundos con microtip a una amplitud del 40% en un sonicador OMNI Sonic
Ruptor 250 hasta ver cambios en la consistencia indicando que se lisaron las
células, y luego se centrifugo el lisado a 22000 g durante 1 hora. Se conservé

el sobrenadante y se filtré con filtros de 0,22 um.

3.1.3.- Purificaciéon de GarA

Para comenzar con la purificacién se realizd la cromatografia de afinidad por
metales inmovilizados (IMAC) con una resina de niquel, reteniendo a GarA en
dos columnas Histrapp FF (GE) de 1 mL conectadas en serie, y luego
eluyéndola en un gradiente lineal de imidazol, hasta una concentracion final de
imidazol de 400 mM. Para esto, primero se equilibré la columna con 10
volumenes de buffer IMAC (A) utilizando una bomba peristaltica con un flujo de
1 mL/min. Una vez equilibrada, se cargé la columna pasando el lisado
centrifugado vy filtrado con bomba peristaltica a flujo 1mL/min en camara fria, a
4 °C. La elucién se colecto y se volvio a pasar por la columna. Luego se lavé

con 20 volumenes de columna con IMAC (A) y se conservo el eluido.

El gradiente de imidazol se llevo a cabo utilizando un HPLC, a un flujo de 0,5
mL/min en un gradiente lineal de 0% a 100% de buffer IMAC (B) (NaH2PO4 50
mM; NaCl 0,5 M; imidazol 400 mM; glicerol 5%, pH 7,6) en 80 minutos
colectando fracciones de a 1 mL. El seguimiento de la cromatografia se hizo
por deteccion de absorbancia a 280 nm. A partir del cromatograma obtenido se
seleccionaron las fracciones ricas en proteina y se analizaron por electroforesis
en gel desnaturalizante en condiciones reductoras de poliacrilamida 15%, de
manera de identificar fracciones que presenten bandas con el peso molecular
correspondiente a GarA. Estas fracciones se juntaron en una membrana de
dialisis con corte de 5 kDa, se agrego proteasa TEV (de sus siglas en inglés
tobacco etch virus) a concentracion final 1 mg/mL y ditiotreitol (DTT) a
concentracién final 1 mM y se dejé dializando toda la noche contra Tris 25 mM,
NaCl 150 mM, glicerol 5% y DTT 1 mM pH 7,6. En este paso, la proteasa TEV
actua sobre la proteina recombinante, escindiendo las colas de histidina, ya
que las mismas presentan un sitio de corte para TEV a continuacion de la cola
de histidina.
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El siguiente paso fue recuperar el dializado, y deshacerse de las colas de
histidina y de la proteasa TEV. Para esto se paso la muestra post-dializado por
una columna de 2 mL de resina Ni-NTA agarosa, donde tanto las colas de
histidina como la proteasa TEV quedaron retenidas (la proteasa TEV también
tiene cola de histidinas). Por lo tanto, en este paso de purificacion la proteina
GarA sale en el eluido. Luego de esto se cuantificd proteinas por el método de
Bradford y posteriormente se concentrd la muestra en vivaspin 6 (MW= 5000
Da) centrifugando a 6000 rpm, 20 minutos a 8°C durante varios ciclos hasta
alcanzar un volumen aproximado de 2,5 mL para dejarla pronta para el

siguiente paso de la purificacién.

El dltimo paso de la purificacion fue una cromatografia de exclusién molecular,
realizada en una columna Superdex 200 16/60 prepgrade, donde se inyectaron
los 2,5 mL de proteina, y se hizo eluir a un flujo de 1 mL/min con buffer Tris 25
mM, NaCl 150 mM, glicerol 5% pH 7,6, colectando de a 1 mL. La deteccion fue

por absorbancia a 280 nm.

De la misma manera que con la IMAC, a partir del cromatograma de la gel
filtracion se seleccionaron algunas de las fracciones colectadas y se realizo una
SDS-PAGE 15% reductora. Se juntaron las fracciones entre la 98 y la 114. Esto
se concentrd con vivaspin 6 (MW= 5000 Da) centrifugando a 6000 rpm por 15
minutos a 8°C hasta un volumen final aproximado de 800 pL. Se cuantifico
proteinas obteniendo como resultado 14,2 mg/mL (aproximadamente 0,82
mM). Se guardaron las muestras en alicuotas de 50 yL y se conservaron a -
80°C.

3.1.4.- Identificacion por MALDI-TOF

Para confirmar la identidad del producto proteico obtenido, se realizé una
identificacién por espectrometria de masas por digestion con tripsina utilizando
el motor de busqueda MASCOT. Para esto se traté una alicuota de 10 uL de la
proteina purificada con tripsina en relacién 1:20 a 37 °C durante toda la noche.
A continuacién se desalé la muestra usando OMIX tips C18 activados con
acetonitrilo 50 % vy equilibrados con &cido trifluoroacético (TFA) 1%. Se

cargaron 5 yL de muestra en el tip y se removieron las sales lavando con TFA
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1%. Luego la muestra se eluyd sobre el spot de la placa para la medida con
acido 3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil) prop-2-enoico (acido sinapinico) como
matriz. Tras la identificacion de los péptidos mayoritarios se realizé MS/MS
para confirmar la identidad proteica. El analisis MS fue realizado en el servicio

del Instituto Pasteur de Montevideo.

3.2.- Ensayo de fosforilacion por PknG

De modo complementario al experimento anterior, para confirmar que el
producto obtenido es GarA se realizé6 un ensayo de fosforilacion con PknG.
Verificar que el producto es fosforilable por PknG sirve para relacionar esta

“funcionalidad” de la proteina, con un correcto plegamiento.

Para esto fueron puestos a reaccionar PknG (3 uM) y la proteina purificada (70
MM) en presencia de ATP (0,1 mM) y MnCl, (2 mM) durante 40 minutos a 37
°C. También se realizé un control negativo, al cual no se le agrego la enzima
quinasa. Los ensayos se realizaron en buffer Hepes 50 mM, NaCl 150 mM, pH
7,0.

La fosforilacion se visualizd por espectrometria de masas MALDI-TOF, como la
aparicion de un pico de aproximadamente 80 Da de diferencia respecto al del
pico de la proteina sin fosforilar.

3.3.- Derivatizacion de proteinas

Se marcaron las proteinas GarA y lisozima con dansilo; ademas se marcé

GarA con isotiocianato de fluoresceina.

3.3.1- Dansilacién de lisozima

En esta etapa se realizaron ensayos de marcado de la proteina lisozima de
huevo de gallina con cloruro de 1-dimetilaminonaftaleno-5-sulfonilo (cloruro de
dansilo o DNSC), con el objetivo de poner a punto la reaccion entre la sonda

fluorescente y GarA.
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Para trabajar con cloruro de dansilo hay que hacer reparo en ciertos detalles
experimentales. Por ejemplo el buffer en el cual se va a encontrar la proteina al
momento de la reaccion, ya que el DNSC reacciona con aminas primarias y
secundarias. Por eso la lisozima para estos experimentos se preparé en buffer
Hepes 50 mM, pH 8,0 o Borato 50 mM, pH 9,0. También el solvente en el cual
se prepara el DNSC es importante. El cloruro de dansilo es insoluble en agua,

por lo cual se prepar6 en dimetilformamida (DMF) y en acetonitrilo.

En principio se llevd a cabo la reaccion de dansilacion segun protocolos

encontrados en la literatura 28

Esto es, lisozima y DNSC a distintas
concentraciones relativas en un volumen final de 1 mL reaccionando durante 2
horas en oscuridad y agitacion leve, y finalizando la reaccion agregando un
exceso de Tris ([Tris = 50 mM) que reacciona con el DNSC remanente en la
solucion. Por ultimo, se removié el dansil-Tris por gel filtracion, usando una
columna Sephadex G-25. Para esto se lavo la columna con 30 mL de Tris 50
mM pH 7,4, se sembré todo el volumen de dansil-lisozima, se lavd con 2 mL de
Tris y se recolectaron fracciones de a 0,5 mL. En todos los experimentos se
evalu6 el rendimiento de reaccién cuantificando proteina por el método de
Bradford y cuantificando el DNS unido a proteina midiendo la absorbancia a
340 nm (gdansilo conjugade "= 3370 M-".cm™") 2. El rendimiento se definié como el
cociente [DNS]/[lisozima]. Este procedimiento se realiz6 para reacciones a
distintas proporciones entre proteina y fluoréforo (1:1,1:2), en buffer Hepes 50
mM pH 8,0 o Borato 50 mM pH 9,0, y con DNSC diluido en acetonitriio o DMF.
En algunos experimentos se usaron meétodos alternativos para remover la
sonda remanente, como didlisis durante una noche contra el buffer de reaccion
de dansilacion, o por ultrafiltracion con Spin-X UF con corte de peso molecular
de 5 kDa.

Las condiciones en las cuales se observaron los mejores rendimientos de
dansilacion fueron disolviendo el DNSC en acetonitrilo, con [lisozima] = 300
MM, [DNSC] = 300 uM, en buffer borato 50 mM pH 9,0, durante 2 horas en
oscuridad. Luego se agregd6 buffer Tris a concentracion final 50 mM pH 7,4, y

se removio el dansil-Tris por gel filtraciéon con columna Sephadex G-25. Por
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ultimo a las muestras se les realizaron espectros de absorbancia en cubetas de

cuarzo de 1 mL en un espectrofotometro Cary 50.

3.3.2.- Dansilacién de GarA

Para la reaccién de dansilacién de GarA primero se le debi6 realizar un cambio
de buffer a la proteina, ya que luego de la purificacidon se encuentra solubilizada
en buffer Tris 25 mM, NaCl 150 mM, glicerol 5% pH 7,6. EI cambio de buffer se
realizé por ultrafiltracién con centricones Spin-X UF (Corning) de 500 pL, con
corte de peso molecular de 5 kDa. Se realizaron 5 centrifugaciones a 14.000 g
durante 5 minutos, diluyendo la muestra retenida en el tubo concentrador en el
buffer de reaccién de dansilacion (Hepes 50 mM, NaCl 150 mM, pH 8,0 o
Borato 50 mM, NaCl 150 mM, pH 9,0) y la muestra retenida en el tubo
concentrador en el ultimo paso se llevo a un volumen final de manera de que la
concentracion de proteina fuera 300 uM. La dansilacion se llevé a cabo con
GarA 300 pM, DNSC 300 puM, 600 uM o 2 mM, reaccionando durante 2 horas
en oscuridad, y finalizando la reaccion agregando un exceso de Tris ([Tris]s =
50 mM) que reacciona con el DNSC remanente en la solucién. A continuacién
el dansil-Tris se removid por ultrafiltracion con centricones Spin-X UF de 500
ML, con corte de peso molecular de 5 kDa diluyendo en buffer de reaccién. A
modo de control se prepardé dansil-Tris con el mismo procedimiento
experimental usado para dansilar proteina, y se disolvi6 DNSC en buffer borato
50 mM, NaCl 150 mM, pH 9. A la proteina dansilada y a los controles se le
realizaron los espectros de excitacion y emisién de fluorescencia. El
rendimiento de reaccién se calculé determinando la concentracion de proteina
por el método de Bradford y cuantificando el DNS en la muestra por

absorbancia a 340 nm.

3.3.3- Derivatizacion de GarA con isotiocianato de fluoresceina

Para el marcado de GarA con isotiocianato de fluoresceina (FITC) se llevé a
cabo la reaccién en buffer borato 50 mM, NaCl 150 mM a pH 9,0, con GarA 300
MM (a la que previamente se le cambié el buffer en el que se encontraba luego

de su purificaciéon) y FITC 600 uyM durante 2 horas en oscuridad y agitacion
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leve. La reaccion se finaliz6 agregando un exceso de Tris ([Tris}s = 50 mM). Por
ultimo la sonda remanente que reacciond con el Tris fue removida por
ultracentrifugacién con centricones Spin-X UF de 500 pL, con corte de peso
molecular de 5 kDa diluyendo en buffer Hepes 50 mM, NaCl 150 mM a pH 7,0.
La concentracién de proteina se determin6é por el método de Bradford, y la
concentracion de FITC unido a proteina se calcul6 a partir de la absorbancia a

494 nm (gF'TC conugada o\ = 77000 M™".cm™).

3.4.- Ensayo de fosforilacion de GarA derivatizada por PknG

Para la fosforilacién de GarA derivatizada con sonda fluorescente por PknG se
incubaron GarA-fluoréforo 70 uM, ATP 100 uM, MnCl, 2 mM, PknG 3,25 uM en
buffer Hepes 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,0 a 37 °C durante 40 minutos. Tanto
la derivatizacion, asi como la fosforilacion tras el marcado de GarA, se
verificaron por espectroscopia de masa MALDI-TOF segun el protocolo descrito

anteriormente en el texto.

3.5.- Anisotropia de fluorescencia

Las medidas de anisotropia de fluorescencia se realizaron con un fluorimetro
Cary Eclipse en el Institut Pasteur de Montevideo. Para los experimentos con
proteinas dansiladas se utilizaron las longitudes de onda Aex = 340 Nnm y Ay, =
540 nm, ya que corresponden al maximo de excitacién y maximo de emision de
fluorescencia del dansilo unido a proteinas. La temperatura se mantuvo

controlada a 20 °C. Previo a cada medida se determiné el factor G.

Determinacion del volumen hidrodinamico de la lisozima- Para familiarizarse
con la técnica, se determiné el volumen hidrodinamico de la proteina lisozima a
partir de medidas de anisotropia de fluorescencia variando la viscosidad del
medio segun el protocolo de Luis Gonzalez Flecha y Valeria Levi 29 Para esto
se realizaron medidas puntuales de anisotropia de fluorescencia a una muestra
de lisozima dansilada (dansil-lisozima) a concentracion final [dansil-lisozima]s =
30 uM en concentraciones crecientes de glicerol a 20 °C. Debido a que las
concentraciones de proteina y buffer son muy bajas, la viscosidad de las

26



muestras puede ser calculada a partir de la concentracién de glicerol. En la

tabla 1 se muestran las concentraciones de glicerol de las muestras y sus

respectivos valores de viscosidad *. La dansil-lisozima que se utilizé en este

experimento en particular se obtuvo de una reaccion en relaciones 1:1 entre

enzima y fluoréforo, y la sonda remanente que no reaccioné se removio por

dialisis. El rendimiento de reaccién obtenido fue [DNS]/[Lisozima] = 0.7

Tabla 1. Preparacion de las muestras

Ndimero de Volumen % glicerol Volumen Volumen naz202C
muestra inicial de final en lisozima- buffer Tris (mPa.s)
glicerol 50% muestra DNS 300 pM 50 mM pH
(uL) (nL) 7.4 (uL)

1 0 0 100 900 1,007

2 80 4 100 820 1,097272
3 160 8 100 740 1,215288
4 240 12 100 660 1,361048
5 320 16 100 580 1,534552
6 400 20 100 500 1,7358

7 480 24 100 420 1,964792
8 560 28 100 340 2,221528
9 640 32 100 260 2,506008
10 720 36 100 180 2,818232
11 800 40 100 100 3,1582

Se realizaron medidas por duplicado en cubeta de cuarzo de 1 mL. Una vez

determinado el voltaje 6ptimo del fotomultiplicador (en este caso Vpm = 720 V)

se tomaron las medidas.
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3.6.- Espectro de excitacion de anisotropia de fluorescencia

Se obtuvieron los espectros de excitacion anisotropia de fluorescencia para
GarA-FITC fosforilada y sin fosforilar. Para esto se fijé un factor G de 1,67
determinado previamente por el equipo, y se fijé el voltaje del fotomultiplicador
a600V.

Para el célculo del valor de anisotropia el equipo detecté la fluorescencia
emitida a 520 nm. El espectro se realiz6é excitando la muestra en el intervalo de

longitudes de onda entre 450 nm y 500 nm, realizando medidas cada 5 nm.

3.7.- Experimentos de unién a ANS

Se evalué la union del 1-anilino-8-naftalenosulfonato (ANS) a las
conformaciones fosforilada y desfosforilada de GarA. GarA fosforilada (GarA-p)
se obtuvo por el ensayo de fosforilacion descrito anteriormente. En un primer
experimento se realizaron los espectros de emision de fluorescencia de las dos
configuraciones de la proteina a concentraciones 10 uM, en presencia de ANS
10 uM. Las medidas se realizaron con un equipo Varioskan, utilizando una
placa de fluorescencia de 384 pocillos de 120 uL a 25 °C. La longitud de onda
de excitacion fue Aex = 370 nm, y se registré el espectro de emision en el
intervalo entre 400 nm y 700 nm.

3.8.- Cursos temporales de fosforilacion

Emisién de fluorescencia- Con la muestra de dansil-GarA obtenida en las
condiciones de mayor exceso de cloruro de dansilo se siguieron cursos
temporales de fosforilaciéon midiendo la emision de fluorescencia a 510 nm,
excitando la muestra a una longitud de onda de 340 nm. Este experimento se
realiza en las mismas condiciones que el experimento de fosforilacion detallado

previamente salvo por [dansil-GarA] = 10 uM y [PknG] = 2 pM.

Anisotropia de fluorescencia- Se siguieron cursos temporales en un ensayo de
fosforilacion de dansil-GarA por PknG midiendo la anisotropia de fluorescencia

de la muestra en el tiempo. La reaccion se llevé a cabo en buffer Hepes 50
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mM, NaCl 150 mM, pH 7,0 en una cubeta de 500 uyL a 37 °C. Las

concentraciones finales de los reactivos se detallan en la tabla 2.

Tabla 2. Concentraciones de reactivos

Reactivo Concentracion final (uM)
PknG 0;0,3;1,5; 3,0
ATP 100
MnCl, 2000
Dansil-GarA 35

Cinéticas de fosforilacion con union a ANS- Se siguieron cursos temporales de
fosforilacion midiendo la intensidad de fluorescencia de ANS unido a la proteina
(Aex = 370 nm, Asyy = 476 nm). Las medidas se realizaron con un equipo
Varioskan, utilizando una placa de fluorescencia de 384 pocillos de 120 uL a 37
°C. En los pocillos se mezclan los reactivos mostrados en la tabla 3, a
excepcion del ATP, que se agrega a la mezcla por ultimo para disparar el

comienzo de la reaccion.

Tabla 3. Concentraciones de reactivos para ensayo de fosforilaciéon con ANS

Reactivo Concentracion final (uM)
PknG 0; 0,01; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0
ATP 100
MnCl, 2000
ANS 10
GarA 10

Para estos experimentos se realizaron controles negativos en los cuales en uno
no se adicion6 ATP a la mezcla de reaccién, y en un segundo control no se

agrego el sustrato GarA.
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Ensayo acoplado- En este ensayo se acopld la reaccion de fosforilacion de
GarA por PknG a la actividad de las enzimas piruvato quinasa (PK) y lactato
deshidrogenasa (LDH), de manera de relacionar la formacion del producto ADP
en la primera reaccion de fosforilaciéon con el consumo de NADH por su

oxidacién por accién de la LDH.

Para ajustar el sistema enzimatico acoplado de manera tal de que la reaccion
limitante sea la de fosforilacién, en principio se midieron cursos temporales a
concentraciones crecientes de PK/LDH. Los experimentos se realizaron en
placa de fluorescencia de 384 pocillos de 120 uL, con el lector de placas
Varioskan a 25 °C en buffer Hepes 50 mM, 150 mM NaCl, KCI 10 mM, MnCl, 2
mM pH 7,0. En todas las corridas se trabajé con concentraciones finales de
PknG 2,5 uM, GarA 35 pM, ATP 100 uM, fosfoenolpiruvato (PEP) 0,4 mM,
NADH 10 pM. Las concentraciones de PK utilizadas fueron 0,0066 U/mL; 0,013
U/mL; 0,026 U/mL; 0,04 U/mL; 0,08 U/mL; 0,2 U/mL; 0,40 U/mL; 0,8 U/ y 1,6
U/mL. Las concentraciones de LDH fueron 0.005 U/mL; 0,01 U/mL; 0,02 U/mL;
0,03 U/mL; 0,06 U/mL; 0,15 U/mL; 0,3 U/mL; 0,6 U/mL y 1,2 U/mL. En el stock
de enzimas utilizado, las enzimas LDH y PK estan preparadas en una misma
solucion (1700 U/mL y 2250 U/mL respectivamente), por lo que se utiliza como
referencia la concentracion de LDH para reportar los resultados. Todas las
medidas se realizaron por duplicado. Para calcular la velocidad de reaccion a
partir de las pendientes obtenidas se realizd6 una curva de calibracién de

fluorescencia para distintas concentraciones de NADH.
Una vez puesto a punto el sistema se midieron los cursos temporales de

fosforilacidon para concentraciones crecientes de GarA (tabla 4) en las

condiciones mencionadas anteriormente a 25 °C.
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Tabla 4. Concentraciones de reactivos para los cursos temporales del ensayo acoplado

Muestra | PEP NADH LDH MnCl;/KCl | PknG GarA ATP
(uM) (uM) (U/mL) | (mM) (uM) (uM) (uM)
1 400 100 0.15 10/2 5 0 100
2 400 100 0.15 10/2 5 2 100
3 400 100 0.15 10/2 5 5 100
4 400 100 0.15 10/2 5 10 100
5 400 100 0.15 10/2 5 20 100
6 400 100 0.15 10/2 0 5 100
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IV.- Resultados y discusion

4.1.- Purificacion de GarA

IMAC- Con los pellets bacterianos obtenidos luego de que las bacterias
expresaran la proteina de interés, se realizé la resuspensidn y sonicacién como
fue descrito en materiales y métodos. Con el extracto resultante de este
proceso se realizd una cromatografia de afinidad por metales inmovilizados
(IMAC) con resina de niquel y se detecté la absorbancia a 280 nm de la
muestra a la salida de la columna (figura 8). Se colectaron fracciones de 1 mL

cada 2 minutos.
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Figura 8. Purificacion de GarA recombinante de M. tuberculosis por cromatografia de afinidad por metales
en gradiente de imidazol. Cromatograma de elucién de la IMAC por deteccién de absorbancia a 280 nm.
La linea roja corresponde al porcentaje de buffer IMAC (B). GarA eluye en el pico que comienza

alrededor de los 10 minutos.

Se seleccionaron algunas de las fracciones pertenecientes a diferentes picos
en el cromatograma obtenido, y se analizaron por electroforesis en gel
desnaturalizante en condiciones reductoras de poliacrilamida 15% (figura 9) de

manera de identificar en que pico estaria eluyendo GarA.
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Figura 9. En el gel las muestras se sembraron en el siguiente orden: FT: flow through, fraccion no unida.

L: lavado. MWM: marcador de peso molecular; 1, 2, 6, 12, 19, 24 y 28: fracciones colectadas de la IMAC

En el gel de la electroforesis se visualiza que ya desde el lavado aparece una
banda de peso molecular por debajo de 30 kDa, que podria corresponder a
GarA (en este paso GarA todavia tiene la cola de histidinas que por su carga
positiva reducen su movilidad). En la fraccién 12, esta banda aparece con
mayor intensidad, coincidiendo con el comienzo de un pico en el
cromatograma, indicando que fue retenida por la columna de IMAC. Con esta
informacion, se juntaron las fracciones 7 a 17, colectadas entre los 13 y 35
minutos y se dializaron con DTT y proteasa TEV 1 mg/mL contra Tris 25 mM,
NaCl 150 mM, glicerol 5% y DTT 1 mM pH 7.6.

Cromatografia de exclusiébn molecular- En el ultimo paso de purificacion se
detectd la absorbancia a 280 nm de la muestra que pasod por la columna
Superdex 200 16/60 prepgrade y se realizé el cromatograma de elucion (figura
10). Se observaron dos picos, uno mayor a los 86 minutos, y uno menor a los
108 minutos. Las fracciones se colectaron de a 1 mL y se analizaron las
fracciones correspondientes a los dos picos por SDS-PAGE 15 % en

condiciones reductoras (figura 11).
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Figura 10. Cromatograma de elusion de la Gel filtracion

Ftacciones

FT| 1 |Tag/iny| 84| 90 |96 | 97 | 98 |106/110(114 120

97.0 kDa
66.0 kDa

45.0 kDa

30.0 kDa

20.1 kDa

14.4 kDa

Figura 11. SDS-PAGE de las muestras de la gel filtracion. x: carril vacio; MWM: marcador de peso
molecular; FT: fraccién no unida de la IMAC; I: fraccién post-IMAC; Tag: colas de histidina y TEV; Iny:
inyeccioén gel filtracién; 84, 90, 96, 97, 98, 106, 110, 114 y 120: fracciones colectadas en gel filtracion.
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En el gel se observa que recién en la fraccion 98 aparece una banda con el
peso molecular correspondiente a GarA, de manera que el pico mas alto,
comprendido aproximadamente entre los minutos 80 y 96, no contiene a la
proteina de interés sino que ésta eluye en el pico entre los minutos 100 y 112.
El valor bajo en la absorbancia se explica por el bajo coeficiente de
absortividad molar de GarA a 280 nm (s = 1490 M cm™) debido a la
ausencia de triptéfanos y la presencia de tan solo una tirosina en su secuencia.
A partir de la informacién del gel y del cromatograma, se decidié colectar las
fracciones entre los minutos 98 y 114 de eluciéon, que se concentraron en
vivaspin 6 (MW = 5000 Da) hasta un volumen final de 800 pL. Se estimé la
concentracion de GarA por el método de Bradford, obteniéndose una

concentracién final [GarA] = 820 uM.

4.2.- Espectrometria de masa MALDI-TOF

Para confirmar la identidad de la proteina recombinante purificada se realizaron

experimentos de espectrometria de masa MALDI-TOF (figura 12A).
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Figura 12. Espectrometria de masas MALDI-TOF de GarA recombinante pre (A) y post (B) tratamiento de

fosforilacion con PknG.
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Tras el tratamiento de la proteina recombinante con PknG aparece un nuevo
pico en el espectro con una relacion m/z de 17.378 (figura 12B). Para una
carga +1 este aumento en la masa de alrededor de 80 Da se explica por la
adiciéon de un grupo fosfato a la proteina. La proteina recombinante purificada
es fosforilada por PknG, lo que confirma de manera funcional que se trata de
GarA.

4.3.- Dansilacion de lisozima

La reaccion de dansilacion para la lisozima de gallina se llevéd a cabo en
distintas condiciones como se especificO anteriormente en materiales vy
metodos. Entre las distintas estrategias para la remocion del dansil-Tris una
vez finalizada la reaccion, se encuentra la cromatografia de exclusién
molecular usando una columna Sephadex G-25. En la figura 13 se muestra el

cromatograma de la gel filtracidn. Las fracciones se colectaron de a 0,5 mL.
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Figura 13. Espectro de absorbancia de lisozima-DNS después de gel filtracién. Los nimeros de las

muestras corresponden al orden en que fueron colectadas

En este caso la reaccion se llevd a cabo con lisozima 5 mM, DNSC 5 mM

disuelto en DMF, en buffer borato 50 mM pH 9,0. En el cromatograma se
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observa que junto con la proteina eluye DNS, lo cual es consistente con la
unién covalente entre estas moléculas. A los 3 mL de elucién aparece un nuevo

pico en la absorbancia a 340 nm, que corresponde a la elucion del dansil-Tris.

Habiendo visto que los rendimientos de marcado con DNSC disuelto en DMF
no fueron muy buenos, se decidio evaluar el rendimiento de reaccion cuando
se disuelve el DNSC en acetonitrilo. Esta vez el marcado se realizdé a
concentraciones equimolares de proteina y DNSC (300 uM) en buffer Borato 50
mM pH 9,0. En este experimento el dansil-Tris se removio por gel filtracion. El
rendimiento de la reaccion fue calculado como el cociente de las
concentraciones de DNS y lisozima. En la figura 14 se muestran los espectros

de absorbancia de la lisozima dansilada por ambos tratamientos.
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Figura 14. Espectro de absorbancia de lisozima-DNS usando DMF o acetonitrilo como solvente organico
para el DNSC

Utilizando los coeficientes de absortividad molar para el dansilo unido a
proteinas a 340 nm (g340 = 3370 M".cm™ ?®) y el de la lisozima a 280 nm (250 =
37.800 M'.cm™ ®'), se pueden calcular sus concentraciones a partir de las
medidas de absorbancia correspondientes. Las concentraciones y los

rendimientos de reaccion que se resumen en la tabla 5.
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DMF

Acetonitrilo

Tabla 5. Rendimiento de reaccién con DNSC en DMF o en acetonitrilo

Abszs Abs3so [DNS] [Lisozima] | [DNS]/[Lisozima]

nm nm (uM) (uM)
0,653 0,007 2,1 18,0 0,11
0,628 0,0023 6,7 17,2 0,39

Se observé que el rendimiento de reaccion de dansilacion es mayor cuando se

solubiliza el DNSC en acetonitrilo.

Espectros de excitacion y emision de fluorescencia- A la lisozima dansilada se

le realizaron los espectros de emision y excitacion de fluorescencia (figura 15).
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Figura 15. Espectros de excitacion y emision de fluorescencia. Espectro de excitacion de dansil-lisozima

a Aem = 540 nm (trazo azul), espectro de emision de dansil-lisozima a Aex = 340 nm (trazo rojo) y espectro

de emision de dansil-lisozima a Aex = 290 nm (trazo negro).

El espectro de excitacion de la dansil-lisozima presenta dos picos principales,

uno a 290 nm y otro 340 nm (figura 15). El primero corresponde a la excitacion

de

los residuos aromaticos de la proteina, mientras que el segundo

corresponde a la excitacion del dansilo unido a la proteina.
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Cuando se realiza el espectro de emision excitando la muestra de dansil-
lisozima a Aex = 340 nm se identifica un Unico pico a 540 nm, que corresponde
a la emision del dansilo. La longitud de onda a la cual aparece el maximo de
emisidn nos da informacién sobre cuan expuesto al solvente se encuentra el
fluoréforo, teniendo en cuenta que cuanto menos polar es el entorno del
dansilo, el maximo presenta un mayor corrimiento hacia el azul. En este caso,
se puede deducir que la sonda se encuentra levemente expuesta al solvente,
ya que en seroalbumina bovina dansilada se han registrado espectros con
maximo de emisidn a 500 nm, mientras que los espectros de dansil-

aminoacidos libres en agua presentan un maximo de emisién a 580 nm 2.

En la figura 15 también se muestra el espectro de emision de la lisozima
dansilada cuando se trabaja con luz de longitud de onda Aex = 290 nm. La
absorcion de luz a esta longitud de onda es debida a los residuos de triptéfano
y tirosina de la lisozima, lo cual se refleja en la aparicion de un pico a 340 nm
en la emisién de fluorescencia. En este espectro también se observa un pico
alrededor de los 530 nm, correspondiente a la emisién del dansilo. La aparicién
de este pico indica que hay transferencia de energia por resonancia de Forster
(FRET por su sigla en inglés), ya que hay una superposicion entre la longitud
de onda maxima de emisién de los triptéfanos, y la longitud de onda de
excitacion del dansilo (340 nm). Este resultado confirma que la sonda
fluorescente se encuentra unida covalentemente a la proteina, ya que para que
haya FRET es necesaria la proximidad espacial entre los fluoréforos. Que no
haya habido desactivacion total de la emision de los triptéfanos se debe a que

el marcaje con dansilo tuvo un rendimiento del 40%.

Determinacion del volumen hidrodinamico de la lisozima por anisotropia de
fluorescencia- La anisotropia de fluorescencia es un parametro que mide el
grado de despolarizacién de la luz emitida por un fluoréforo en solucion. Para
su determinacion, se irradia la muestra de interés con luz polarizada en un
plano, de manera que solo las moléculas que tengan un momento de absorcién
paralelo al eje de polarizacion del haz de luz incidente en ese momento logren
absorber luz (fenémeno conocido como fotoseleccion 2°). Durante el tiempo que

transcurre entre la absorcién de luz y la emision de fluorescencia, las moléculas
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pueden cambiar de orientacion debido a la difusién rotacional de las mismas.
La luz emitida no estara polarizada en el mismo plano que la luz incidente, por
lo que se puede definir a la anisotropia como el grado de despolarizacion de la
luz. Por lo tanto, el valor de anisotropia de una molécula fluorescente va a
depender de la temperatura, las propiedades del solvente, el tiempo de vida
media del fluoréforo, y del tamafio y forma de la molécula. Se determinaron las
medidas de anisotropia de fluorescencia de las distintas muestras de
dansil-lisozima en concentraciones crecientes de glicerol para estudiar la

dependencia de este parametro con la viscosidad (figura 16).
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Figura 16. Dependencia de la anisotropia de dansil-lisozima con la viscosidad de la solucién. La linea roja

continua es la representacion grafica de la ecuacién 1 cuyos parametros se indican en el texto.

La anisotropia aumenta con el aumento de la viscosidad, y estos resultados
pueden utilizarse para determinar el volumen hidrodinamico de la proteina
utilizando la ecuacion 1,

o Mo

kT m+cC Ecuacion 1
TV

donde r es el valor de anisotropia de fluorescencia, ro es la anisotropia en

ausencia de difusién, t es el tiempo de vida media del fluoréforo, k es la
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constante de Boltzman, T es temperatura, n es viscosidad y V es volumen

hidrodinamico %°.

Los datos experimentales se ajustaron a esta funcién hiperbdlica, y sus
parametros fueron rp = 0,161 y ¢ = 0,580 mPa.s. Una vez determinados estos
parametros, se puede calcular el volumen hidrodinamico de la particula en

estudio ya que

KT

V=—- Ecuacién 2
C
El tiempo de vida media del dansilo unido a lisozima es 1 = 6,2 ns &3 por lo que
el volumen hidrodinamico calculado para la lisozima es V = 43,3 nm?®. El valor
reportado en la literatura es V = 37 nm®, muy similar al determinado en este
trabajo, y por lo tanto validando nuestra aproximacion experimental. Este
resultado confirma ademas que el método de remocion del DNS que no
reacciond con la proteina es eficiente, ya que la presencia de fluoréforo libre

hubiera interferido en las medidas de anisotropia.

4.4.- Derivatizacion de GarA

4.4.1.- Dansilacion

En el primer experimento de marcado de GarA con dansilo, se evalu6 el
rendimiento de reaccion a pH 8,0 y 9,0. A los productos de reaccién se les
realizé el espectro de emision de fluorescencia excitando a A¢x = 340 nm (figura
17). Las muestras de dansil-GarA se midieron a concentracion final

aproximadamente [GarA] = 100 yM.

41



200 ~ dansil-GarA pH 8

dansil-GarA pH 9

160 ~

120+

I (URF)

80-
401
0_
300 400 500 600 700 800

Long. de onda (nm)

Figura 17. Espectro de emision de fluorescencia de los productos de la reaccion de dansilacion a pH 8 y
PH 9. Aex = 340 nm.

Cuando el dansilo se encuentra unido a GarA el maximo de emisién aparece
alrededor de los 540 nm (figura 17), indicando que los dansilos unidos a GarA
se encuentran en un entorno medianamente hidrofébico, expuestos levemente

al solvente, similar a lo observado en lisozima.

La diferencia en la intensidad de fluorescencia entre las proteinas marcadas a
distintos pHs es esperable, ya que a pH 8,0, debido a su pKa, el equilibrio
acido-base de los grupos amino de las lisinas de GarA va a estar desplazado
hacia la forma protonada, y no van a ser reactivas al cloruro de dansilo, por lo
que se espera que el Unico residuo capaz de ser dansilado sea el extremo
amino terminal. En cambio a pH 9,0, los grupos aminos de las lisinas se
encuentran como NH,, pudiendo reaccionar entonces y ser dansilados. Por lo
tanto el aumento en la fluorescencia se debe a una mayor proporcién de
dansilo unido a GarA en la muestra marcada a pH 9,0. Esto se confirma
cuando se evalua el rendimiento de reaccién. La concentracion final de
proteina luego del proceso de dansilacion se determind por el método de
Bradford, usando como estandar para la curva de calibracion lisozima de
gallina, mientras que la concentracion de dansilo se determind por absorbancia

a 340 nm. En la tabla 6 se muestran los valores del rendimiento de reaccion.
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Tabla 6. Rendimiento de reaccion de dansilacién de GarA a pH 8,0y 9,0

Muestra [GarA] [DNS] [DNS]/[GarA]
pH 8 476 pM 200 uM 0,42
pH9 437 uM 360 uM 0,82

El aumento en la concentracién de GarA con respecto a la concentracion inicial
gue se puso a reaccionar se debe a que se concentrd la misma en el proceso

de ultrafiltracion para la remocion del dansil-Tris.

Verificacion de fosforilacion por PknG- Para cumplir con el objetivo planteado
utilizando la proteina GarA dansilada es importante comprobar que esta
modificacion no impide su fosforilacion por la actividad de la proteina quinasa
G. Para esto se someti6 a GarA-DNS a condiciones de fosforilacion y se

analizo6 las muestras por espectrometria de masa MALDI-TOF (figura 18).
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Figura 18. Espectrometria de masa MALDI-TOF de GarA-DNS (figura superior) y GarA-DNS luego del
tratamiento de fosforilacion (figura inferior). En los dos espectros se identifican picos correspondientes a

GarA sin derivatizar, a la especie mono-dansilada, y a la especie di-dansilada.

En la proteina dansilada se identifican tres picos claros por MALDI-TOF (figura
18 A), que por su relacion masa/carga corresponden a la proteina sin modificar,
m/z = 17303 (masa molecular de GarA), la proteina mono-dansilada,
m/z = 17532 (La masa molecular del DNS es 234 Da) y a la proteina
di-dansilada, m/z = 17.760. Ademas de confirmar que hubo modificacién
covalente de la proteina, este espectro indica que hay mas de una especie
presente como producto de la reaccién de dansilacion. Por otra parte, en el
espectro de la proteina modificada fosforilada (figura 18 B) los mismos picos
presentan un desplazamiento hacia la derecha de alrededor de 80 Da, que
corresponde a la adicién de un grupo fosfato. Por lo tanto la modificacion de
GarA con dansilo no impide su fosforilacion por parte de PknG. De esta manera
se valida la aproximacién experimental para cumplir con el objetivo propuesto

con el uso de la sonda DNSC.

Emisién de fluorescencia y fosforilacion- Para poder seguir la reaccion de
fosforilacién en cursos temporales reales por fluorescencia, es necesario que
exista una diferencia apreciable en la emisién de fluorescencia a alguna

longitud de onda determinada entre las especies fosforilada y sin fosforilar. Por

44



lo tanto el siguiente experimento fue realizar sus espectros de emision (figura
19).
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Figura 19. Espectro de emision de fluorescencia de GarA dansilada fosforilada (trazo azul) y sin fosforilar

(trazo negro). Aex = 340 nm.

Como se observa en la figura 19, no hubo una diferencia importante en los
espectros de emision, ni en la intensidad de fluorescencia, ni en la longitud de
onda del maximo de emision. Esto significa que la sonda fluorescente no censa
un cambio en la polaridad de su entorno tras el cambio estructural de GarA

debido a la fosforilacion.

El hecho de no saber en qué residuo se esta modificando la proteina, y de que
posiblemente existan varias poblaciones distintas de GarA modificadas (adicion
de uno o mas grupos dansilo y en residuos distintos) genera una variable que
no puede ser controlada en estas condiciones. La inespecificidad del marcado

es un problema que trabajando con la proteina nativa no puede ser resuelto.

Efecto de fosforilacion en anisotropia de fluorescencia- Como segunda
estrategia para lograr el objetivo propuesto, se realizaron medidas de
anisotropia de fluorescencia. Se buscé ver diferencias en los valores de esta
propiedad aditiva entre GarA no fosforilada que presenta el extremo amino-
terminal flexible y muy mdvil, y la forma fosforilada en la cual el FHA reconoce y

une a la fosfotreonina, restringiendo asi la movilidad del extremo N-terminal.
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Como demostraron England y colaboradores 2, el auto-reconocimiento y unién
de la fosfotreonina 21 por parte del dominio FHA, conlleva a una disminucién
en el volumen hidrodinamico de GarA respecto a su forma no fosforilada, por lo
cual era esperable observar una reduccién en la anisotropia de fluorescencia

(ecuacion 1).

En primer lugar, se midié la anisotropia de fluorescencia de las muestras
derivatizadas con dansilo, fosforiladas y sin fosforilar. Para la proteina sin
fosforilar el valor obtenido fue r = 0,0942 % 0,0003, mientras que para la
proteina fosforilada fue r = 0,1026 + 0,0009. Claramente este resultado no
coincide con lo esperado, ya que la muestra que en teoria contiene una
proteina con menor volumen hidrodinamico presenta un mayor valor de
anisotropia. Sin embargo, existe una diferencia en los valores medidos, por lo
cual se podria llegar a seguir el curso temporal de la reaccién de fosforilaciéon

midiendo este parametro.

El siguiente paso fue llevar a cabo la reaccion de fosforilacion en cubeta
siguiendo el cambio de la anisotropia en el tiempo. Para esto se utilizdé una
muestra de GarA-DNS marcada a pH 9,0 en proporcion proteina/dansilo 1:2,

cuyo rendimiento de reaccioén fue 1,77.

Como se observa en la figura 20, los valores de anisotropia fluctuan
considerablemente durante los 20 minutos registrados. Hay una clara
incoherencia entre el error reportado en las medidas puntuales con respecto a
los valores registrados de manera cinética. Mientras la medida puntual reporta
un cifra con un error relativo porcentual de 0.6%, en las medidas cinéticas el
valor promedio en el tiempo presenta una variacion de 5%. La variacion fue aun
mayor entre experimentos independientes en distintos dias. La alta variabilidad
de los valores registrados impide hacer un seguimiento de la reaccion de
fosforilacion. Ademas, los datos experimentales no presentan ninguna

tendencia particular durante el curso de reaccion.
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Figura 20. Curso temporal de reaccion de fosforilaciéon de GarA-DNS por PknG siguiendo la anisotropia
de fluorescencia. [GarA] = 70 uM, [PknG] = 3 uM. T = 37 °C. El trazo rojo corresponde a la recta que mejor

se ajusta a los valores experimentales.

Por los resultados obtenidos con lisozima, podemos descartar que haya DNS
no unido que impida observar los cambios esperados. Una posible explicaciéon
para los resultados obtenidos, es que tal vez el cambio en volumen
hidrodinamico de GarA tras la fosforilacion sea muy pequeio como para ver
cambios significativos en la anisotropia de fluorescencia. También hay que
tener presente que la anisotropia depende del tiempo de vida media del
fluoréforo. Una disminuciéon en el tiempo de vida media del DNS debido a un
cambio en la polaridad de su entorno, aumentaria el valor de anisotropia,

compensando el cambio debido a la disminucién del volumen hidrodinamico.

4.4.2.- Derivatizacion con isotiocianato de fluoresceina

En vistas de que la modificacion de GarA con DNSC no funciond para lograr
desarrollar un método fluorescente de medida de actividad quinasa, se decidi6
intentar un abordaje similar pero con una sonda diferente. La sonda
seleccionada fue el isotiocianato de fluoresceina (FITC), que como ventajas
frente al DNSC presenta un mayor rendimiento cuantico de fluorescencia y
ademas tiene un tiempo de vida media menor permitiendo una sefial mayor en

experimentos de anisotropia de fluorescencia. Basicamente, se realizaron los
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mismos experimentos con GarA-FITC que con las muestras de GarA-DNS. Se
obtuvieron resultados similares tanto con los espectros de emision de
fluorescencia (no hay cambios en los espectros de emision de GarA-FITC
fosforilada y sin fosforilar), como en los experimentos de anisotropia de
fluorescencia (no se observa una tendencia clara de los valores de anisotropia
en el tiempo que permitan seguir la reaccion de fosforilacion). Si se observaron,
como era de esperar, valores mayores de anisotropia de fluorescencia con esta
sonda en comparacion a la muestra marcada con DNSC (para GarA-FITC r =
0.152 y para GarA-FITC fosforilada r = 0.176).

4.5.- Cinéticas con union a ANS

El espectro de emision del ANS es sensible a la polaridad del solvente, siendo
esencialmente no fluorescente en solucion acuosa, pero tornandose altamente
fluorescente en entornos no polares 3334 Esta sonda es utilizada ampliamente
para estudiar su interaccion con sitios de unidon en macromoléculas. En este
abordaje experimental, se quiso evaluar si el cambio estructural que sufre GarA
tras su fosforilacion genera alguna cavidad hidrofobica que acomode al ANS,
de manera de relacionar la fosforilacion con un aumento en la intensidad de
fluorescencia. Para comenzar, se realizaron los espectros de emision de GarA

nativa, y GarA tratada en condiciones de fosforilacion (figura 21).
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Figura 21. Espectro de emisiéon de fluorescencia de ANS con GarA nativa (linea negra) y GarA

después de condiciones de fosforilacion (linea roja). Aex = 340 nm.
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Los espectros mostraron que tras el proceso de fosforilacién hay un corrimiento
hacia el azul del maximo de emision (de 520 nm a 476 nm), acompanado de un
aumento en el rendimiento cuantico. Esto indica que el ANS esta

interaccionando con alguna regién hidrofébica proteica.

A partir de estos resultados, se procedid a medir cursos temporales de la
reaccion de fosforilacion siguiendo la emision de fluorescencia a distintas
concentraciones de PknG, y realizando también los correspondientes controles

negativos (figuras 22 y 23).
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Figura 22. Cursos temporales de reaccién de fosforilacién de GarA a distintas concentraciones de PknG
en presencia de ANS siguiendo la emision de fluorescencia a Aem = 472 nm con Aex = 340 nm. [GarA] = 10
UM, [ANS] = 10 uM, T = 25 °C.
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Figura 23. Curso temporal de reaccion de fosforilacion- Control sin ATP (trazo negro) y sin GarA (trazo
rojo). Ambos experimentos se realizaron con [PknG] = 3 uM en las mismas condiciones que los cursos

temporales descritos anteriormente. Aem = 472 nm, Aex = 340 nm

El cambio en la intensidad de fluorescencia en los controles en los cuales no se
agrego a la mezcla de reaccion GarA o ATP, indica que la cinética observada
no corresponde a la reaccion de fosforilacion. Hay que tener presente que
PknG tiene actividad autocatalitica, por lo que una posibilidad podria ser que al
autofosforilarse cambie su capacidad para unir ANS, llevando a un aumento en
la intensidad de fluorescencia. Sin embargo en el control sin ATP también se ve
una cinética similar, por lo que no es ninguna fosforilacion lo que se esta

registrando.

En los ensayos en condicion de fosforilacién, se observa que la fluorescencia
inicial de cada muestra aumenta a medida que aumenta la concentracién de
PknG. Si se grafican los valores de fluorescencia inicial en funcion de la
concentracion de quinasa (figura 24), se corrobora que existe una dependencia

lineal entre estos parametros.
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Figura 24. Dependencia de la intensidad de fluorescencia de ANS inicial de las muestras con la

concentracion de PKnG. Aem = 472 nm, Aex = 340 nm

Por lo tanto la cinética observada corresponde a un aumento en la capacidad
de PknG de unir ANS. Una posible explicacion es que durante las corridas
cinéticas la quinasa se agrega en solucion, exponiendo sitios hidrofébicos que

unen ANS y aumentan su rendimiento cuantico de fluorescencia.

4.6.- Ensayo acoplado

Debido a que no se logro relacionar cambios en las propiedades fluorescentes
de las sondas utilizadas por el cambio estructural de GarA con su fosforilacién,
se intentd medir la actividad quinasa con un abordaje mas genérico, siguiendo
la formacion de ADP como producto de reaccion de la fosforilacion. En
concreto, a la reaccién de fosforilacion de GarA se le acoplaron las actividades
de las enzimas piruvato quinasa y lactato deshidrogenasa (figura 25) % En
este sistema el ADP generado como producto de la reaccién de fosforilacidon
sirve de sustrato para la reaccidon catalizada por la piruvato quinasa. Esta
enzima usa fosfoenolpiruvato y ADP para rendir piruvato y ATP. En este paso
se regenera ATP que va a servir otra vez de sustrato de PknG. Por ultimo, el

piruvato es reducido por la lactato deshidrogenasa a expensas de NADH,
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produciendo lactato y NAD. La reaccion de oxidacién de la molécula de NADH
€s muy conveniente para seguir cursos temporales tanto por absorbancia como
por fluorescencia por las diferencias respecto su forma oxidada (NAD) en estas
propiedades. EI NADH presenta un maximo de absorcién a 339 nm con un
coeficiente de absortividad molar de €339 = 6.220 M™.cm™, y un maximo de
emision de fluorescencia a 460 nm. En cambio el NAD no absorbe ni emite

fluorescencia a ninguna de esas longitudes de onda.

PknG

GarA + ATP ) GarA-p + ADP

Piruvato quinasa

) .
PEP + ADP — Piruvato + ATP

Lactato deshidrogenasa

Piruvato + PR Lactato + NAD*

Figura 25. Reacciones presentes en el ensayo acoplado.

Determinacion de concentracion optima de PK/LDH- Para que la velocidad del
sistema dependa exclusivamente de la reaccion de fosforilacion es necesario
que en el sistema enzimatico las reacciones catalizadas por la PK y por la LDH
no sean limitantes. Para asegurar tales condiciones, se midieron cursos
temporales a diferentes concentraciones de PK y LDH. En todos los cursos
temporales registrados se observaron cinéticas con dos etapas diferentes: una
primera etapa rapida de corta duracion (en los primeros 5 minutos de reaccion)
y una segunda etapa mas lenta (figura 26). Se observd que para todas las
medidas, la pendiente de la recta que mejor ajusta a los datos de los primeros
5 minutos se mantuvo constante, mientras que la segunda vari6 en funcion de
la concentracion de sustrato limitante. Suponemos que ese primer momento en
la cinética se debe a la generacibon de ADP como producto de la

autofosforilacion de PknG. Por lo tanto a partir de las pendientes de los datos
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registrados entre los mi

nutos 5y 20, y con la curva de calibracion para NADH,

se calcularon las velocidades iniciales para cada condicion.
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Figura 26. Algunos de los cursos temporales de reaccion de fosforilaciéon de GarA en ensayo acoplado a

concentraciones crecientes de
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Figura 27. Curva de Michaelis-Menten de la oxidaciéon de NADH a concentraciones crecientes de PK y

LDH en el sistema acoplado. La curva roja representa la hipérbola que mejor se ajusta a los datos

experimentales, cuyos parametros se mencionan en el texto.
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[NADH] (uM)

Una vez calculadas las velocidades se realizé un grafico de Michaelis-Menten
(figura 27), y los datos experimentales se ajustaron a la ecuacién de Michaelis-

Menten (ecuacion 3)

= vlTlil.\ [S]
K +|S]

Ecuacion 3

Los parametros de la hipérbola que mejor ajusté a los datos experimentales
fueron Vs = 0,006 pM.s'1, y Km = 0,015 U/mL. Para asegurarse que el sistema
PK/LDH funcione en forma saturada, en los siguientes experimentos se trabajo

a concentracion de LDH = 1.5 U/mL (cerca de 100 veces el valor de Kp,).

Parametros cinéticos de fosforilacion- Se midieron los cursos temporales de
fosforilacion a concentraciones crecientes de GarA. Nuevamente se observan
dos fases, la primera se atribuye a la reaccion de autofosforilacion de PknG, y
la segunda a la fosforilacion de GarA. Una vez determinadas las velocidades
iniciales a partir de la segunda pendiente de los graficos (de los datos entre los
minutos 5 y 30, figura 28), se grafico la velocidad inicial en funcién de la
concentracién de GarA (figura 29), y se ajustaron los datos experimentales a la
ecuacion de Michaelis-Menten. Como controles se tomaron los registros de la
reaccién sin GarA, sin PknG, y solo de buffer. Para calcular las velocidades, se
restaron las velocidades obtenidas en los controles sin PknG (la aparicion de
una pendiente corresponderia a la hidrdlisis espontanea de ATP), y del control
sin GarA (El ADP generado por la autofosforilacion de PknG contribuiria a las
velocidades registradas). A partir de los parametros de dicha hipérbola, se
determin® Vimax = 4.5 x 108 M.s™ y Km = 1.8 x 10 M. (tabla 7).
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Figura 28. Ejemplos de cursos temporales de reaccion de fosforilacion de GarA por PknG. A) [GarA] = 0.5
uM; B) [GarA] = 10 uM. C) [GarA] = 0 uM. En los tres graficos se observan en verde la recta que mejor

ajusta a los datos experimentales de los primeros 5 minutos y en rojo la recta que mejor ajusta a los datos

entre los minutos 5y 30. [PknG] = 2,5 uM, T = 25 °C.
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Figura 29. Curva de Michaelis-Menten de la oxidacion de NADH a concentraciones crecientes GarA en el
sistema acoplado. La curva roja representa la hipérbola que mejor se ajusta a los datos experimentales,

cuyos parametros se resumen en la tabla 7.
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Tabla 7. Parametros cinéticos de reaccion de fosforilacion de GarA por PknG

Vmax (M.s1) keat (s1) Km (M) keat/Km (M-1s'1) | Referencia
45X%10% 1.8x 107 1.9x10° 9.5x 10° Este trabajo
1.7x10° 2.1x10° 8.2x10° Tiwari et al. *®

1.2 x 107 nd nd Lisa et al.*®

Los valores obtenidos se encuentran en el orden de los parametros
determinados por otros grupos por métodos no continuos '® ¢ (tabla 7). Lisa y
colaboradores *® reportan una ket = 1.2 x 102 s™, valor muy similar al obtenido
en este trabajo (1.8 x 102 s™). En cambio en el trabajo de Tiwari '® reportaron
un valor de keat = 1.7 x 10°s™, que es un orden de magnitud menor. En cuanto
a la Ky, con el ensayo acoplado se obtuvo el mismo valor que el unico dato
reportado previamente (1.9 x 10° M en este trabajo, 2.1 x 10° M en ™). La
similitud de los datos obtenidos con los valores de la bibliografia valida nuestra
metodologia. Lo que llama la atencion de estos parametros es el bajo valor de
recambio de la enzima, lo cual se refleja en que la velocidad maxima alcanzada
en las condiciones evaluadas es realmente baja en comparacién con las
velocidades de catalisis enzimatica promedio (keat = 10 ') *. Seria interesante
profundizar en el estudio del rol biolégico de PknG, y de su mecanismo de
accion para obtener conclusiones de por qué se trata de una enzima lenta (una
molécula de PknG demora casi un minuto en fosforilar una molécula de GarA),
aunque también podria deberse a que PknG no se encuentre plenamente
activa en las condiciones evaluadas y que requiera la presencia de algun

activador para alcanzar su maxima eficiencia catalitica.

Con este abordaje experimental se lograron determinar los parametros
cinéticos de PknG usando un método continuo fluorescente, sencillo, que utiliza
un volumen de reaccion final pequeno (100 pL), y que no implica los costos y
las precauciones necesarias de las técnicas basadas en el uso de ATP
radiactivo. La utilizacion de un sustrato fisioldgico de la quinasa es una gran

ventaja ya que es un componente importante para aproximarse a lo que ocurre
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in vivo. Esta técnica podria ser utilizada como herramienta para continuar
profundizando el estudio de PknG, pudiéndose evaluar su actividad en distintas
condiciones de reaccion, o en presencia de posibles moduladores de su
actividad. Hay que tener en cuenta que la cantidad de componentes en el
sistema es una de las desventajas de esta técnica. Para cada posible inhibidor
deberian realizarse los controles correspondientes para confirmar que la

inhibicién no se da a nivel de las enzimas PK y LDH.
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V.- Conclusiones

Los intentos por seguir los cursos temporales con GarA (sustrato in vivo de
PknG) derivatizada con una sonda fluorescente no fueron exitosos. La
ausencia de cambios en los espectros de emisién de fluorescencia de la forma
fosforilada y sin fosforilar, indican que el pequefio cambio estructural de GarA
no genera diferencias en la polaridad del entorno de la sonda fluorescente

unida covalentemente.

Respecto a los experimentos de anisotropia de fluorescencia, en principio fue
sorprendente haber obtenido un valor mayor de anisotropia para GarA
fosforilada en comparacion con GarA sin fosforilar. Como ya se discutio, esto
puede deberse a multiples causas. De todas formas no se observd ninguna
tendencia en los datos experimentales que permitiera seguir el curso de

reaccion.

En los experimentos con ANS en la mezcla de reaccidn, la cinética observada
no correspondid a la de la fosforilacion catalizada por PknG, sino que
posiblemente se trate de la agregacién de la quinasa, la cual lleva a la

exposicion de regiones hidrofébicas que unen ANS.

Finalmente se logré medir la actividad quinasa utilizando el ensayo acoplado

reportado previamente en la literatura *

, en el que se puede medir la
generacion de ADP como producto de la actividad quinasa indirectamente por
la oxidacion del NADH. A partir de este método se determinaron los parametros

keat=1.8 x 10%s 'yKn=1.9x 10° M.
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VI.- Perspectivas

Para continuar este trabajo, se podria intentar la estrategia de ver cambios en
la emision de fluorescencia de GarA fosforilada y sin fosforilar por un abordaje
experimental distinto al llevado a cabo en este trabajo. La limitacidn mas
importante de nuestra estrategia es la inespecificidad en cuanto a qué residuos
son modificados en GarA por la sonda fluorescente. Para resolver este
problema, se podria tomar ventaja del hecho de que GarA no posee ningun
triptéfano en su secuencia primaria, y por mutagénesis dirigida mutar algun
residuo conveniente que logre percibir este cambio de polaridad en su entorno
por un triptéfano. Los criterios para elegir qué aminoacido mutar serian que el
mismo se encuentre en una region cercana al brazo N-terminal o a la treonina
21, de manera que exista un cambio en la polaridad de su entorno tras la
fosforilacion, y que ademas no sea un aminoacido clave en la interaccion con la
quinasa. Los residuos tirosina 120, fenilalanina 29, lisina 141, y fenilalanina 142
(figura 30) cumplen con estos criterios, por lo que serian candidatos a ser

mutados.

Fenilalanina 142

Fosfotreonina 22

Lisina 141

/ Tirosina 120

Fenilalanina 29

Figura 30. Estructura de GarA indicando aminoacidos candidatos a mutar por triptéfanos.
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