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Resumen

Mycobacterium tuberculosis (Mtb), agente causal de la tuberculosis, representa un
importante problema de salud publica, siendo dicha enfermedad una de las
principales causas de mortalidad a nivel mundial. Mtb es un patégeno intracelular el
cual debe sortear diferentes barreras durante el proceso de infeccion. Existen
estudios que demuestran que este tipo de patégenos introducen dentro de la célula
infectada factores de virulencia, los cuales modulan vias de senalizacion del
hospedero alterando sus respuestas celulares. En Mtb un ejemplo es la fosfatasa en
tirosina, PtpA, para la cual existen evidencia de que se localiza en el citosol de
macréfagos infectados. Si bien la importancia de esta fosfatasa ha sido reconocida, al
dia de hoy falta profundizar en los mecanismos moleculares subyacentes a su accién
y en la interaccién con sus posibles sustratos. Recientemente el grupo en el cual se
enmarca el proyecto aislé e identificd, mediante una estrategia in vitro, cuatro
proteinas eucariotas como potenciales sustratos o interactores de PtpA: la
subunidad alfa de la proteina trifuncional mitocondrial, la sulfuro quinona
oxidoreductasa mitocondrial, la subunidad alfa de la ATP sintasa mitocondrial y la 6-
fosfofructoquinasa. En el presente trabajo avanzamos en la puesta a punto de la
estrategia de doble hibrido en levadura con el objetivo de poder utilizar esta
herramienta para validar la interaccidon, en un contexto celular, entre la PtpA y uno

de los candidatos identificados, la proteina humana ECHA.



Agradecimientos

En primera instancia quiero agradecer a la Dra. Andrea Villarino y a la Dra. Ana
Ramoén por haberme aceptado para realizar este trabajo, por todo el

conocimiento trasmitido y los momentos compartidos.

Quiero agradecer a mi familia, a mis padres y a mi hermano por todas las
ensefianzas de vida, el amor, el cariiio, y el apoyo incondicional en todas mis

metas y suenos.

A Matias Maidana y Bibiana Nieves por haberme incluido en el proyecto PAIE

con el cual inicié mi experiencia en el laboratorio.
A Mariana Margenat por la colaboracion durante el desarrollo de este trabajo.

A mis compaieros de la 314, Susana Castro, Lorena Herrera, César Garcia y
Mauricio Castellano por su compafierismo y especialmente gracias a Danilo
Segovia y Juan Marizcurrena por la ayuda y las tardes de reflexion cuando los

resultados no eran los esperados.

Gracias a mi novio Ramiro Tambasco por ser mi gran compafiero y apoyarme

en todo momento alentandome a seguir adelante con su mirada positiva.

Por ultimo quiero agradecer a todos mis amigos por estar siempre presente a

lo largo de los afios con alegria y entusiasmo.



Abreviaturas

A o Ala: Alanina

ADN: acido desoxirribonucleico

AM: acidos micdlicos

ARN: acido ribonucleico

ARNm: ARN mensajero

ATP: Adenosin trifosfato

ATPA: subunidad alfa de la ATPsintasa
BCG: Bacille Calmette-Guérine

BrEt: bromuro de etidio

C o Cys: cisteina

cdc25H: cepa de Saccharomyces cerevisiae mutante. Esta cepa contiene una mutacidon puntual en el
aminodcido 1328 del gen cdc25

Col I: fragmento de proteina colagenasa tipo IV de ratén (aminoacidos 148-375)
Csp: cantidad suficiente para

D o Asp: aspartato

dNTP: desoxinucleotidos trifosfato

DO: densidad 6ptica

DTT: ditiotreitol

E. coli: Escherichia coli

ECHA (HADHA): subunidad a de la proteina trifuncional humana

ECHB: subunidad B de la proteina trifuncional humana

EDTA: acido etilendiaminotetraacético

GAL1: promotor inducible por galactosa

GDP: Guanosin difosfato

GSK3a: Glycogen Synthase Kinase 3, subunit alpha

GTP: Guanosin trifosfato

hSos: proteina Sos humana, factor de intercambio de nucledtido de guanina

K6PP o PFK: 6-fosfofructoquinasa



keat: constante catalitica

kDa: kilodalton

L o LEU: leucina

Lamin C: fragmento de la proteina Lamin C humana (aminodcidos 67-230)
LB: Lysogeny broth

LEU2: gen que codifica uno de los genes necesarios para la sintesis de leucina
LMW-PTP: Proteinas fosfatasas de tirosina de bajo PM

Mafb: factor de transcripcién humano MAFB

MDR-TB: cepa multi-resistentes de TB

min: minutos

Mtb: Mycobacterium tuberculosis

P-ADH1: promotor de expresion constitutiva

Pb: pares de base

PCR: reaccidn en cadena de la polimerasa

PM: peso molecular

pMyr: pldasmido Myr

pSos: plasmido Sos

PTP: proteina fosfatasa en tirosina

PtpA: Proteina fosfatasa en tirosina A de Mycobacterium Tuberculosis
PtpB: Proteina fosfatasa en tirosina B de Mycobacterium Tuberculosis
P-Tyr: Tirosina fosforilada

R o Arg: Arginina

S o Ser: serina

S. cerevisiae: Saccharomyces cerevisiae

SB: Sos binding protein, proteina de union a Sos

SD/Galactosa (-UL): Medio Minimo con galactosa-agar sin uracilo y leucina
SD/Glucosa (-UL): Medio Minimo con glucosa-agar sin uracilo y leucina
seg: segundo

SQRD: sulfuro quinona oxidoreductasa

T o Thr: treonina



TB: tuberculosis

TCA: acidos tricarboxilicos

TE/LiAc/PEG: Tampdn Tris-EDTA con Acetato de litio y polietilenglicol
TFP: proteina trifuncional humana

TRIS: tris (hidroximetil) aminometano

U o URA: uracilo

URA3: gen que codifica uno de los genes para la sintesis de uracilo
UV: Ultra Violeta

V-ATPase

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana

VPS33B: Vacuolar Protein sorting 33B

WHO: Organizaciéon Mundial de la Salud

wt: wild type, tipo salvaje

Y o Tyr: Tirosina

YPAD: Yeast Extract-Peptone-Adenine-Dextrose meduim
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1. Introduccion

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por la bacteria
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), capaz de colonizar el pulmdn y otros érganos como el
bazo y el tejido adiposo [1]. Es una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial.
En 2014, 9.6 millones de personas enfermaron de tuberculosis y 1.5 millones murieron por
esta enfermedad. De los que contrajeron la enfermedad se estima que un millén fueron
nifos (140.000 murieron) y cerca de medio millén desarrolld6 una tuberculosis
multirresistente a las drogas utilizadas en la quimioterapia actual. Cabe destacar que esta
enfermedad es una de las cinco causas principales de muerte en las mujeres de entre 15y

44 aios de edad y es la causa principal de muerte en las personas co-infectadas por el VIH

[2].

Mtb es una bacteria considerada Gram positiva aunque su pared celular presenta
caracteristicas particulares en lo que respecta a su composicion, compartiendo algunas
caracteristicas con bacterias Gram negativas, por ejemplo no retiene la tincidon de Gram [3] y
tiene un pseudoperiplasma [4]. Por otra parte, la alta densidad de lipidos de superficie
vuelve a Mtb resistente a la tincién acido-alcohol (tincién Ziehl-Neelsen) [4]. Partiendo del
interior hacia el exterior se observa una membrana citoplasmatica cubierta por una capa
extensa de peptidoglicanos unidos a polisacaridos, los cuales se encuentran esterificados
con los acidos micdlicos (AM) (60% del peso de la pared celular). En las micobacterias, esta
capa de AM funciona de forma analoga a la membrana externa de las bacterias Gram
negativas ya que se genera un espacio entre la membrana interna y la capa de AM
equivalente al periplasma [4]. Son bacterias con un tamafio de 0.2-0.7 x 1-10 micras (um),
ligeramente curvadas, inmoéviles, no formadoras de esporas ni capsulas, aerobias estrictas y
de crecimiento lento. Este bacilo es capaz de sobrevivir durante meses si es mantenido en
un lugar fresco y oscuro, y durante semanas en materiales como alfombras, caddaveres,
abonos, papel o ropa, o bien formando parte del polvo. Es muy sensible al calor, a la luz

solar y a la luz ultravioleta, pero es resistente al frio, a la congelacién y a la desecacion [5].



Mtb se transmite de persona a persona a través del aire. Cuando un enfermo de TB
pulmonar tose, estornuda o expectora, expulsa bacilos tuberculosos al aire. Basta con que
una persona inhale unos pocos bacilos para infectarse [6]. Se calcula que una tercera parte
de la poblacion mundial se encuentra infectada pero aun no han desarrollado la
enfermedad. Las personas infectadas con esta forma latente tienen a lo largo de la vida un
riesgo del 10% de enfermar de tuberculosis. Sin embargo, este riesgo aumenta en las
personas cuyo sistema inmunitario se encuentra comprometido, como ocurre en casos de
co-infeccion por el VIH, malnutricién o diabetes, o en quienes consumen tabaco [7]. Cuando
la forma activa de la enfermedad se presenta, los sintomas (como tos, fiebre, sudores
nocturnos, pérdida de peso) pueden ser leves durante muchos meses. Como resultado los
pacientes tardan en buscar atencidon médica y transmiten la bacteria a otras personas. A lo
largo de un afio, un enfermo que esta manifestando la enfermedad puede infectar a unas 10
a 15 personas por contacto estrecho. Si no reciben el tratamiento adecuado, dos terceras

partes de los enfermos mueren.

Desde el afio 2000, se han salvado mas de 43 millones de vidas gracias al diagndstico
y quimioterapia efectiva que se basa en el uso de una combinacién de cuatro antibiéticos
(isoniazida, rifampicina, etambutol y pirazinamida). Estos se administran durante seis
meses, sumado a la facilitacién de informacién, supervisiéon y apoyo al paciente por un
trabajador sanitario o un voluntario capacitado. La gran mayoria de los enfermos pueden
curarse a condicién de que los medicamentos se suministren y se tomen correctamente [7].
Sin embargo, la larga duracién del tratamiento hace que muchos lo abandonen cuando se
percibe una mejoria y ademas no todos los gobiernos del mundo pueden asegurar las
exigencias para su supervision y costo. Esto ha favorecido la aparicion de cepas resistentes a
uno o todos los antibidticos utilizados actualmente (“Multidrog resistant TB” MDR-TB) [8,9].
Ademas de la quimioterapia, existe una Unica vacuna disponible contra la TB, la Bacillus
Calmette-Guérine (BCG). Sin embargo la misma no es muy efectiva, especialmente en
adultos [10].

Luego que Mtb es inhalada esta bacteria es fagocitada por células del sistema
inmune, principalmente por macréfagos presentes en los alvéolos pulmonares. Como
respuesta inflamatoria a la infeccion son reclutadas desde la sangre otras células del sistema

inmune las cuales entonces son nuevo blanco de infeccidén. Una vez fagocitada, la bacteria
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dentro del fagosoma es capaz de activar mecanismos que evitan la acidificacion de este
compartimento, afectando la fusién del fagosoma al lisosoma, evitado su destruccién [11].
Luego de un tiempo los macréfagos infectados junto con otras células del sistema inmune
forman en el pulmén lo que se conoce como “granuloma”, el cual se rodea de células
necréticas para evitar que se siga expandiendo la bacteria. Alli muchas de las bacterias
mueren pero algunas logran sobrevivir en un estado no replicativo llamado estado de
latencia. De esta forma se controla la enfermedad salvo en los casos que el sistema inmune
decaiga, como es el caso de personas mayores o inmunodeprimidas (por ejemplo personas
que presentan VIH) [10, 12-14].

Los patdgenos intracelulares deben sortear diferentes barreras durante el proceso
de infeccidn. Una estrategia utilizada es introducir dentro de las células infectadas efectores
bacterianos que modulen las vias de sefializacion del hospedero, alternado asi las
respuestas celulares, en beneficio de la persistencia y proliferacion bacteriana [15,16]. Por
ejemplo Yersina pseudotuberculosis, libera la fosfatasa YopH una vez que entra a la célula, la
cual inhibe la fagocitosis [17], suprime la respuesta oxidativa que genera especies reactivas
de oxigeno [18] y desmonta proteinas de adhesion [19]. En Mtb, un ejemplo son las dos
Unicas fosfatasas en tirosina, PtpA y PtpB, las cuales se considera que son secretadas dentro
del hospedero durante la infeccién, existiendo para PtpA evidencias de su localizacién en el
citosol de los macréfagos infectados [20]. Ambas actuan como factores de virulencia, ya que
cepas de Mtb carentes del gen de estas fosfatasas son menos exitosas en la infeccién y
persistencia en macréfagos y modelos animales [20-22]. Existen también estudios con
inhibidores especificos de PtpA y PtpB que reproducen dicho efecto de reduccion de la

supervivencia de la bacteria en macréfagos humanos [23, 24] .
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Las fosfatasas son componentes claves en todos los organismos, participan junto con

las quinasas en la modulacién de diferentes vias de sefializacion, desfosforilando vy

fosforilando proteinas claves de diferentes vias celulares [25]. PtpA pertenece a la familia de

fosfatasas en tirosina de bajo peso molecular (LMW-PTP) y su estructura terciaria ya ha sido

resuelta [26]. Las fosfatasas en tirosina poseen un dominio catalitico conservado que incluye

la Cys catalitica (C11 en PtpA) (CXsRS/T, denominado bucle de unién a fosfato o P-loop) y un

Asp conservado situado mas lejos en la secuencia (D126) ubicado en el bucle denominado

D-loop, el cual es capaz de acercarse al sitio de reaccién luego de unido el sustrato [27]. La

figura 1.1 muestra los diferentes niveles estructurales de la PtpA de Mtb, indicandose los

residuos conservados.
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Figura 1.1. Estructura primaria, secundaria y terciaria de la PtpA de Mtb. Se resalta el dominio y
residuos cataliticos. La imagen de la estructura cristalografica fue extraida de Protein Data Bank (ID:
1U2P).
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El mecanismo de reaccién de este tipo de fosfatasas (Figura 1.2) consiste en dos etapas: (i)
en la primera la cisteina catalitica cuyo grupo tiol (-SH) se encuentra estabilizado como
tiolato (-S) realiza un ataque nucleofilico al grupo fosfato unido a la tirosina del sustrato,
formdandose un intermediario cisteinil-fosfato. El grupo tirosil saliente es protonado por el
residuo de Asp conservado (Asp126 en PtpA) el cual actia como acido; (ii) en la segunda
etapa ocurre la hidrdlisis del intermediario cisteinil-fosfato mediada por un residuo de
arginina o glutamina el cual coordina una molécula de agua, permitiendo que el Asp
conservado esta vez actue como base, liberando el grupo fosfato y regenerando el sitio

activo de la fosfatasa [27].

k Call, Vol. 87, 361-364, November 1, 1996,

Figura 1.2. Esquema de mecanismo catalitico de la PtpA de Mth. (A) Ataque
nucleofilico del grupo tiol de la Cys11 al P-Tyr sustrato y formacién de intermediario

cisteinil-fosfato; (B) Regeneracion del sitio activo asistido por el Asp 126. En dicho
esquema se observa el fosfo-tirosin-sustrato representado en barras amarillas, con
los oxigenos indicados en esferas rojas y el fosfato como una esfera violeta. El sitio
activo dela PtpA se observa representado en barras grises, indicdndose la Cys
catalitica como una esfera verde, los oxigenos como esferas rojas, los nitrégenos
como esferas azules y los carbonos como esferas grises. Para la molécula de agua se
representan los hidréogenos como esferas amarillas y el oxigeno como una esfera roja.
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Existen ya varias proteinas eucariotas reportadas como sustratos o potenciales
sustratos de la PtpA de Mtb. El primer sustrato de PtpA reportado es la proteina VPS33B
(vacuolar protein sorting 33B), proteina que forma parte del complejo proteico de clase C
requerido para el trafico y fusion de vesiculas endociticas. PtpA desfosforila a VPS33B e
interacciona con la subunidad H de la V-ATPase, lo que evita se active el proceso normal de
acidificacion del fagosoma asi como su fusién al lisosoma [20,28]. El segundo sustrato
reportado de PtpA es la GSK3a (Glycogen synthase kinase-3 alpha) proteina cuya
fosforilaciéon en tirosina (Tyr279) es critica para su activacion como quinasa e induccién de
vias apoptoticas [29]. Por lo tanto, la desfoforilacién de la GSK3apor PtpA bloquearia la
apoptosis durante la infeccién temprana, favoreciendo asi la sobrevida de la bacteria dentro
del macroéfago. Por otra parte, recientemente se reporté que PtpA es capaz de interaccionar
de forma no-covalente con la ubiquitina del hospedero, a través de un motivo nunca antes
descrito (en inglés ubiquitin-interacting motif-like) en la fosfatasa [30]. Esta interaccién
incrementa la actividad de PtpA hacia sustratos reportados, como VPS33B, y hacia dos
nuevos sustratos, las quinasas eucariotas Jnk y p38. Los autores demuestran también que la
desfosforilacion de Jnk y p38 por PtpA desencadena una reduccidon de la induccién de
ciertas citoquinas proinflamatorias como TNF, IL-1B e IL-12, y un aumento en la sobrevida
de la bacteria en células y pulmdén de ratones infectados. Debemos hacer notar, que el
grupo que identificéd la desfosforilacién de GSK3a, no detectd que PtpA afectara los niveles
de fosforilacién de InK y p38 (en P-Tyr especificas) [29]. Esto refleja que el uso de
aproximaciones experimentales validas, pero muy diferentes, no siempre vuelca el mismo
resultado, sin embargo enriquecen en la posibilidad de identificar nuevos sustratos o

interactores.
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Recientemente el grupo en el que se enmarca el proyecto, dirigido por la Dra.
Andrea Villarino, identificd cuatro nuevos potenciales sustratos de PtpA de Mtb aislados de
células humanas THP-1 premonociticas (proyecto FCE-ANII y tesis de doctorado de M.
Margenat) [31]. Para aislarlos utilizaron una estrategia in vitro optimizada, basada en la

1 / U
Substrate Substrate

i Mutagenesis 3

s —> Sy

Native / Enzyme K.

Products Mutant Enzyme (STE)
clasica estrategia de “Mutant Substat Trapping” descrita por Flint y colaboradores para la

busqueda de sustratos de fosfatasas en tirosina (PTPs) [32]. Tal como muestra el siguiente
esquema, la misma se basa en la utilizacion de mutantes puntuales en residuos conservados
del sitio activo. Se busca que el mutante no pierda la habilidad de ligarse a su sustrato, pero
si cause una disminucidn drdstica en la constante catalitica (kcat), haciendo mas factible la
aislacién de los complejos enzima-sustrato [33, 34]. En el caso de PtpA se utilizé el mutante
puntual PtpA D126A. Este mutante tiene una Ala en el lugar del Asp catalitico ya
mencionado, lo que se espera haga mas lenta la segunda etapa de la reaccidn enzimatica

(Figura 1.2) permitiendo “pescar” los posibles sustratos.

Lo interesante es que los cuatro sustratos eucariotas identificados por nuestro grupo estan
relacionadas directa o indirectamente con la produccion de energia [31]. Tres de los
candidatos a sustrato de PtpA, la subunidad alfa (ECHA) de la proteina trifuncional (TFP), la
subunidad alfa (ATPA) de la ATP sintasa, la sulfuro quinona oxido-reductasa (SQRD) son
proteinas sintetizadas en el citoplasma y luego dirigidas a la mitocondria gracias a la
presencia de un péptido sefial en la region amino terminal. La ECHA, subunidad de la enzima
clave de la via catabdlica llamada beta-oxidacidn de acidos grasos, es responsable de dos de
las cuatro etapas de esta via [35]. En esta via se genera poder reductor (NADH y FADH3) que
provee de electrones a la cadena respiratoria para la sintesis de ATP. Otro producto de la via
es el acetil-CoA, el cual si existe necesidad de energia entrard al ciclo de los &acidos
tricarboxilicos (TCA) para su oxidacion, favoreciendo asi la generacion de mas poder

reductor (NADH y FADH;), alimentando la cadena respiratoria. La ATPA es una de las
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subunidades que forma el dominio catalitico de la ATP sintasa, enzima clave en la
produccién de ATP mitocondrial [36,37]. La SQRD, responsable de la oxidacién del sulfuro de
hidrégeno (H»S), compuesto cuyas concentraciones deben ser mantenidas bajas pues si se
acumula es téxico siendo capaz de inhibir la cadena respiratoria a nivel de la citocromo
oxidasa [38, 39]. La cuarta proteina identificada como candidato a sustrato de PtpA, la 6-
fosfofructoquinasa (K6PP o PFK), es citosdlica y cataliza una de las etapas irreversibles
considerada el punto central de regulacidn de la glucdlisis, el pasaje de fructosa-6-fosfato a

fructosa 1,6-difosfato [40].

Los cuatro candidatos a sustrato de PtpA descritos poseen residuos de Tyr a lo largo de sus
secuencias, algunos ya reportados como fosforilados en la base de datos Phosphosite [41].
La hipdtesis planteada es que PtpA podria estar desfosforilando alguna de estas proteinas
en el citosol de las células que infecta, modificando asi su localizacion celular y/o actividad
fisiolégica. En acuerdo con esta hipdtesis se ha observado recientemente que en
macrofagos infectados con la cepa virulenta Mtb H37Rv, y no con la cepa avirulenta Mtb
H37Ra, las proteinas SQRD, ATPA y ECHA dejan de ser detectadas en la mitocondria [42]. Por
lo tanto, nuestro grupo supone que PtpA podria ser el factor bacteriano responsable de este
efecto. Actualmente nuestro grupo se encuentra validando dichos candidatos como
potenciales sustratos in vitro. Los resultados hasta ahora obtenidos, han confirmado que la
PtpA interacciona in vitro con la TFP (ECHA/ECHB) a través de su sitio activo, y que es capaz
de desfosforilarla, lo que la convierte en un potencial sustrato fisiolégico a ser estudiado con

prioridad [31].

Para avanzar en la caracterizacién de la TFP como sustrato de la PtpA, es necesario
validar la interaccién de estas proteinas en un contexto celular eucariota, lo que
complementaria los ensayos in vitro hasta ahora realizados. Para ello en esta tesis buscamos
poner en funcionamiento el sistema de doble hibrido en levadura (Yeast Two-hybrid) [43].
Dicho sistema desarrollado en Saccharomyces cerevisiae ha sido ampliamente utilizado para
validar y descubrir nuevas interacciones entre proteinas. Esta levadura constituye un
sistema eficaz para el estudio de procesos celulares debido a su facil manipulacién genética,
crecimiento, bajo costo y por constituir un microorganismo seguro en términos de

bioseguridad [44]. El sistema de doble hibrido suele servirse de una cepa de levadura
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modificada genéticamente para que sea defectuosa en alguna via celular. Cuando estas
cepas se cultivan en condiciones especificas que requieren el funcionamiento de dicha via,
no son capaces de sobrevivir. Los plasmidos con los que se co-transforma la levadura son
diseflados para producir uno de los productos proteico de interés fusionado a una proteina
gue denominaremos “carnada” (en inglés “bait”), mientras que otro plasmido es disefiado
para producir un segundo producto proteico fusionado a una proteina que Ilamaremos
“presa” (en inglés “target”). Si las proteinas carnada y presa interaccionan, se hace posible
la restauracién de la via celular defectuosa lo que permite el crecimiento de la levadura [45].
Una vez puesto a punto el sistema de doble hibrido utilizando los plasmidos control que
provee el sistema, se buscard evaluar la interaccion entre la PtpA de Mtb y al menos uno de

los candidatos a sustrato identificados.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo General:
Avanzar en la validacion de los potenciales sustratos identificados de la fosfatasa en tirosina

PtpA de M. tuberculosis.

2.2. Objetivos especificos:

1- Poner en marcha la técnica de doble hibrido en levadura utilizando diferentes plasmidos
control.

2- Insertar en los plasmidos del sistema de doble hibrido los genes de interés (el de la
fosfatasa PtpA) y el de uno de los posibles sustratos (la proteina humana ECHA).

3- Evaluar si existe interaccién en un contexto celular entre la PtpA de M. tuberculosis y la

ECHA humana.




3. Metodologia

3.1. Principio del sistema doble hibrido en levaduras utilizado

Se utilizé el sistema comercial de doble hibrido en levadura CytoTrap Vector (Stratagen,
#217438). El mismo se basa en la co-expresidon de dos plasmidos, pSos y pMyr, que expresan
respectivamente las proteinas “carnada” (en inglés “bait”) y “presa” (en inglés “target”). Si
las dos proteinas interaccionan dentro de la célula, se pone de manifiesto mediante la
activacién de una via que permite el crecimiento de la levadura a 37°C. En nuestro caso la
proteina “carnada” es la fosfatasa en tirosina PtpA D126A de Mtb, cuyo gen fue introducido
en el sitio de policlonado de pSos fusionado al gen de la proteina hSos (figura 3.1 A). La
expresion del gen de la PtpA D126A junto al de hSos, dara lugar a una proteina de fusidn
hSos-PtpA. Por otro lado el ADN que codifica la “presa”, en nuestro caso el gen de la ECHA
humana, fue introducido en el sitio de policlonado de pMyr fusionado a una pequeiia
secuencia blanco de miristilaciéon (figura 3.1 B). En la levadura, esta secuencia sufre una
modificacion postraduccional que agrega un lipido (miristilato) el cual permitira el anclado

de la proteina de fusidn a la membrana plasmatica.

Los genes de interés se introdujeron mediante métodos clasicos con enzimas de restriccion
y la correcta insercién y ausencia de mutaciones fue verificada mediante secuenciacidon
(Macrogen). Las construcciones generadas se utilizaron para transformar una cepa de S.
cerevisiae mutante, cdc25H. Esta cepa contiene una mutacién puntual en el aminoacido
1328 del gen cdc25 que no afecta su crecimiento a 25°C pero le impide crecer a 37°C. Este
gen es homdlogo al gen Sos humano (hSos) que codifica para un factor de intercambio de
nucledtido de guanina que une y activa la GTPasa Ras, favoreciendo la unién de GTP. Ras es
una proteina que actua a nivel de la membrana plasmatica como interruptor-regulador
molecular muy importante en una gran variedad de rutas de transmision de senales
celulares que permiten el crecimiento a 37°C. Este sistema de doble hibrido se basa
entonces en la habilidad que tiene la proteina hSos, codificada por pSos, de complementar
el defecto de la cepa de levadura cdc25 y activar la via de sefalizacion Ras. De esta forma, si

existe interaccion entre la fosfatasa PtpA D126A y la proteina humana ECHA, la proteina
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hSos sera localizada en la membrana haciendo posible la activacion de la via de sefializaciéon

mediada por Ras, permitiendo que la cepa de S. cerevisiae cdc25H crezca a 37°C (figura3.1

C).
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Figura 3.1. Figura A: plasmido pSos y su producto proteico (proteina de fusion con rol de carnada en el sistema doble hibrido). Figura B:
plasmido pMyr y su producto protéico (proteina se fusidon con rol de presa en el sistema de doble hibrido). Figura C: esquema de
activacion de la via Ras mediante la interaccién entre las proteinas carnada y presa del sistema de doble hibrido.

El sistema comercial CytoTrap Vector cuenta también con 5 plasmidos utilizados en los

controles negativos y positivos del sistema de doble hibrido (pSos Col |, pMyr Lamin C, pSos

MAFB, pMyr MAFB, pMyr SB (Figuras 3.2 y 3.3). El plasmido pSos Col | (pSos Collagenasa)

expresa la proteina hSos fusionada a un fragmento de una colagenasa tipo IV de ratén

(aminoacidos 148-375). El plasmido control pMyr Lamin C expresa la sefial de miristilacion
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fusionada a un fragmento de la proteina Lamin C humana (aminodcidos 67-230). El plasmido
control pSos MAFB expresa la proteina Sos fusionada al factor de transcripcion humano
MAFB (MAFB_HUMAN). El plasmido control pMyr MAFB expresa la sefial de miristilacién
fusionada a la misma proteina MAFB descrita anteriormente. El plasmido control pMyr SB
expresa la sefial de miristilacién fusionada a una proteina de unién a Sos denominada SB.
Los controles se utilizan co-transformando de a pares tal como indica el kit, de forma tal que
sean capaces o no de rescatar la sensibilidad a la temperatura de la cepa cdc25H de

levadura. A continuacidn se detallan dichos controles.

Los productos proteicos MAFB expresados por la co-transformacién de pSos MAFB y pMyr
MAFB, capaces de formar homodimeros dentro de un contexto celular in vivo, funcionan
como control positivo del sistema doble hibrido. Ademas, los productos proteicos hSos y SB
expresados por la co-transformacién de pSos MAFB y pMyr SB interaccionan entre si dentro
de un contexto celular, funcionando como control positivo de la correcta localizacién celular
de hSos en el citoplasma y SB en la membrana plasmatica. Este ultimo control con el
pldsmido pMyr SB se realiza también co-transformando con pSos-carnada, con el objetivo
de verificar la correcta localizacion en el citoplasma de la proteina hSos, alin en presencia de
la proteina carnada fusionada. Por otro lado, la co-transformacion de pSos MAFB y pMyr
Lamin C, o pSos Col | y pMyr MAFB se utilizan como control negativo ya que sus productos
proteicos no interaccionan entre ellos en un contexto celular. Al contrario que para los
controles positivos, los co-transformantes de S. cerevisiae cdc25H que contengan estos
pares de plasmidos no serdn capaces de activar la via Ras por lo cual es de esperar no

crezcan a 37°C.

Como se puede observar también en las figuras 3.2 y 3.3, tanto los plasmidos pSos y pMyr
como los plasmidos control tienen genes de seleccién utiles durante las transformaciones
de la cepa de S. cerevisiae cdc25H. Los plasmidos pSos, pSos Col | y pSos MAFB portan como
marcador de seleccién el gen LEU2 (que codifica uno de los genes necesarios para la sintesis
de leucina) lo que permite seleccionar a los transformantes en medios carentes de leucina.
Los plasmidos pMyr, pMyr Lamin C, pMyr MAFB y pMyr SB portan como marcador de
seleccion el gen URA3 (que codifica uno de los genes para la sintesis de uracilo) lo que
permite seleccionar a los transformantes en medios carentes de uracilo. También contienen

genes de resistencia a antibiéticos que permiten la seleccidén de los transformantes en E. coli
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durante la expresion de estos plasmidos. Los plasmidos pSos, pSos col | y pSos MAFB tienen
gen de resistencia a ampicilina; y los plasmidos pMyr, pMyr Lamin C, pMyr MAFB y pMyr SB

tienen gen de resistencia a cloranfenicol.

TCYO)

pUC ori

2-micron ori

Z-micron ari

2-micron ori

IDrurnphenicul
URAZ

Figura 3.2. Se muestran los pares de plasmidos provistos por el Kit utilizados como control positivo del
doble hibrido en la co-transformacion de levadura S. cerevisiae cdc25H. Cada plasmido cuenta con un
promotor para la expresion del gen codificante para la proteina fusionada, secuencias necesarias para la
replicacion del plasmido, un gen como marcador de seleccidén y un gen que le confiere resistencia a un

antibidtico.
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Figura 3.3. Se muestran los pares de pldasmidos provistos por el Kit utilizados como control negativo
del doble hibrido en la co-transformacion de levadura S. cerevisiae cdc25H. Cada plasmido cuenta
con un promotor para la expresién del gen codificante para la proteina fusionada, secuencias
necesarias para la replicacion del plasmido, un gen como marcador de seleccion y un gen que le
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3.2. Reactivos

Todas los productos que se utilizaron se obtuvieron de Sigma o de AppliChem, o segun se
detalla. Tris (hidroximetil) aminometano (TRIS); Acido etilendiamino-tetraacético (EDTA).
Ditiotreitol (DTT). Solventes organicos: etanol, glicerol. Reactivos utilizados en la
preparacion de medios de cultivo de bacterias: peptona, extracto de levadura, lysogeny
broth (LB), dextrosa, rafinosa y agar. Antibidticos: ampicilina, cloranfenicol. Reactivos de
electroforesis y tincidon de geles: agarosa, bromuro de etidio, Good View (SBS Genetech),
marcadores de PM para ADN de 100 pb DNA (Ladder Bioron 304005) y 1 Kb (Fermentas
SMO0311). Reactivos de biologia molecular: Phusion High Fidelity polimerasa (Thermo
Scientific), Taq polimerasa (Thermo Scientific), FastAP Thermosensitive Alkaline
Phosphatase (Thermo scientific), T4 DNA ligase (Thermo scientific), SuperScript lll Reverse
Transcriptase (invitrogen), desoxinucleotidos trifosfato (dNTPs) (Thermo scientific),
Oigonucleétidos dT 12-18 (Invitrogen), agua sin RNAasa (DEPC treated Water) (Thermo

scientific).

3.3. Medios y soluciones utilizados en el doble hibrido

Medio YPAD: medio utilizado para el crecimiento de la levadura en medio liquido. Su
composicion es: extracto de levadura 1%, peptona 2%, glucosa 2% vy sulfato de adenina
0.4%. El mismo se esteriliza autoclavando 20 min a 121°C.

Medio YPAD-agar: medio utilizado para el crecimiento de la levadura en placa. Su

composicion es igual al medio YPAD pero se le adiciona agar 2%.

Medio LB (Lisogenic broth): medio utilizado para crecer Escherichia coli DH5-a, bacterias

utilizadas para expandir los plasmidos pSos, pMyr, pSos-carnada, pMyr-presa y plasmidos
control suministrados por el sistema comercial de doble hibrido. En cada cultivo se colocd el
antibidtico correspondiente a la resistencia que lleva cada uno de los plasmidos utilizados,
siendo ampicilina 100 pg/ml para los plasmidos pSos y cloranfenicol 100 pg/ml para los
plasmidos pMyr.

Medio Minimo con glucosa-agar [SD/Glucosa (-UL)]: medio utilizado para seleccionar los

co-transformantes en el ensayo de doble hibrido. EIl medio contiene base nitrogenada sin
aminodcidos 0.17%, sulfato de amonio 0.5%, glucosa 2% y agar 1.7%. El volumen se debe

ajustar a 900 mL y autoclavar a 121°C por 15 min (respetar el tiempo para evitar que el
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medio cambie a una consistencia blanda, tal como describe en manual Growth and
Maintenance of Yeast [46]. Luego agregarle 100 mL de 10x solucién de aminodcidos sin
uracilo (URA) y leucina (LEU) previamente prepara y filtrada como se describe a
continuacion.

Solucién de aminoacidos sin/con leucina y uracilo: se prepard la solucion 10x como se

indica en la tabla 1y se filtré por 0.2 um. Esta solucion luego de filtrada se agrega luego de
autoclavar el medio porque algunos de sus componentes son termolabiles. A su vez
dependiendo del plasmido con el cual se trasforme se agregara LEU y/o URA. La omisién de
LEU o URA en la solucién selecciona para el pldsmido pSos o pMyr, respectivamente. La

omisién de ambos selecciona ambos plasmidos pSos y pMyr.

Tabla 1
Soluciéon 10X de
Componentes aminoacidos
(mg/Litro
de solucién 10x)
L-Isoleucina 300
L-Valina 1500
L-Adenina 200
L-Arginina 500
L-Histidina 200
L-Leucina* 1000
L-Licina 500
L-Metionina 200
L-Fenilalanina 500
L-Treonina 2000
L-Triptéfano 500
L-Tirosina 500
L-Uracilo* 200
L-Acido Glutamico 1000
L-Acido Aspartico 1000
L-Serina 400

*Dependiendo de el o los plasmidos utilizados se agrega o no leucina o uracilo

Medio minimo con Galactosa-agar [SD/Galactosa (-UL)]: medio utilizado para evaluar el

éxito del doble hibrido. El mismo estda compuesto de base nitrogenada sin aminodcidos

0,17%, sulfato de amonio 0.5%, galactosa 2%, rafinosa 1% y agar 1.7%. Cuando se prepara 1
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litro de medio se debe ajustar a un volumen de 900 mL, se autoclava por 15 min 121°C
(respetar el tiempo). Una vez que se enfrie, se agregan 100 mL de 10x solucion de
aminoacidos sin URA ni LEU, previamente preparada como se describe arriba. Al igual que
en el medio SD/Glucosa (-UL), este medio también carece de LEU y URA, y en él creceran
solo aquellas levaduras que hayan sido co-transformadas con ambos plasmidos. La
diferencia de este medio es que contiene galactosa en vez de glucosa lo que permite la
expresion de la proteina de fusién a la seial de miristilacion presente en el plasmido pMyr,
la cual se encuentra bajo control del promotor GAL1 inducible por galactosa. El pldasmido
pSos contiene el promotor P-ADH1 el cual permite la expresién constitutiva de pSos y por
ende permitira la expresion de la hSos fusionada a la fosfatasa PtpA. Es de esperar que si las
proteinas fusionadas se expresan e interaccionan, las colonias transformadas serdn capaces

de crecer en este medio a 37°C.

Tampdn Tris-EDTA/Acetato de litio: se prepard una solucién de Tris-EDTA 10x definida

como TE (40 mL Tris-HClI 1 M pH 7.5, 8 mL EDTA 0.5 M, csp 400 mL de H,O MiliQ) y una
solucion de acetato de litio 1M (PM: 102 g/mol). Se autoclavé por 20 min a 121°C.
Posteriormente se mezclaron 10% acetato de litio 1 M, 10% TE y 80% de agua MRho y se

filtré por 0.22 um. Esta solucidn se puede guardar por unas semanas.

Tampoén TE/LiIAc/PEG40%: 2 g de polietilenglicol (PM: 3350 g/mol) se disolvieron en un

volumen final de 5 mL de tampdn TE/LiAc. Para favorecer la disolucion se puede calentar a
37°C dejandolo enfriar antes de usar. Finalmente se filtré por 0.22 um. Esta solucién debe

ser preparada en el dia.

3.4 Cuantificacion de acidos nucleicos
La cuantificacidn se realizé mediante medida espectrofotométrica a 254 nm en Nano Drop

Lite (Thermo Scientific).

3.5. Electroforesis en geles de agarosa
Se prepararon geles de agarosa 1% en tampodn 0.5x TBE (Tris borato 20 mM, EDTA 2 mM, pH
8) vy se le agregd 2 ulL del reactivo Good View por cada 50 mL de gel para detectar la

presencia de acidos nucleicos por exposicidn al UV. En algunos casos luego de la corrida se
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utilizdé bromuro de etidio (BrEt) como agente intercalante, incubando 15 min. A las
muestras se les agregd tampdn de carga 6x (glicerol 50%, azul de bromofenol 0.02%,
xilencianol 0.002%) hasta alcanzar una concentracién final 1x y se sembraron junto con un
marcador de acidos nucleicos. Se realizd la electroforesis en tampdén TBE 0.5x a 80V por
aproximadamente 20 min. Las imdagenes se adquirieron y registraron con la cdmara

fotografica Gel Logic 112 y el programa Carestream MI.

3.6. Obtencion de células de E. coli quimio-competentes

El protocolo utilizado para la produccidon de células quimio-competentes se basd en el
método que utiliza CaCl; [47]. Se inoculd un tubo de 3 mL de medio LB con una colonia
fresca de la cepa de células E.coli DH5a. Se dejo crecer toda la noche a 37°C bajo una
agitacién de 200 rpm. Al dia siguiente se inocularon 250 mL de LB en un matraz de 1 L, con
2.5 mL (1/100) del pre-cultivo. Se crecié a 37°C hasta que la densidad dptica (DO) a 620 nm
alcanzara 0.3 unidades. Se centrifugé a 3500 rpm, durante 10 min a 4°C. A partir de ese
momento las células y reactivos se mantuvieron en frio. Se descartd el sobrenadante, se
lavé el pellet con 100 mL de CaCl,0.1 M estéril, agregando de a poco hasta resuspender el
pellet. Posteriormente se centrifugd a 3500 rpm, durante 10 min a 4°C. Se descartd el
sobrenadante y se resuspendid el pellet en 100 mL de CaCl;0.1 M. Se incub6é 1 ha4°Cen la
solucion de CaCl; 0.1 M. Se centrifugd a 3500 rpm durante 10 min a 4°C y se resuspendio el
pellet en 3 mL de CaCl, con 20% glicerol estéril. Finalmente, la suspension de células se
alicuotd de a 50-100 pL en eppendorf pre-enfriados en hielo, y se almacend rapidamente a

-80°C.

3.7. Preparacion del stock de la cepa de levadura S. cerevisiae cdc25H

Una placa de medio YPAD-agar conteniendo colonias de S. cerevisiae cdc25H provista por J.
Badano (Institut Pasteur Montevideo). Para preparar el stock se procedié como recomienda
el kit comercial de doble hibrido CytoTrap Vector (Stratagen, #217438). Se inoculé 10 mL
medio YPAD con una colonia de la cepa cdc25H y se incubd a 25°C a 200 rpm hasta una DO=
0.8-1.0. Posteriormente se le agregd 4.5 mL de una solucion estéril de glicerol 50%

preparada en YPAD, se alicuoté en eppendorf de 1 mL y se almacend a -80 °C.
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3.8. Propagacion y purificacion de los plasmidos

Con el fin de disponer de un stock mayor de los pldsmidos pSos, pMyr y los 5 plasmidos
control (pSos MAFB, pSosColl, pMyr MAFB, pMyrLaminC y pMyrSB) se realizé la propagacion
y purificacidén de los mismos. Los plasmidos se trasformaron en células quimio-competentes
Escherichia coli DH5a preparadas como ya se describié previamente en 3.6. Para las
diferentes transformaciones 100 pL de células DH5a se dejaron descongelar unos minutos
en hielo. A cada tubo, se le agregd 1 ulL de plasmido correspondiente y se incubd en hielo
por 30 min adicionales. Posteriormente se realizdé un shock térmico de 90 seg a 42°C y se
dejé en hielo 2 min mas. Luego se le agregd a cada tubo 500 uL de medio liquido LB estéril y
se incubd una hora a 37°C, bajo agitacion suave. Finalmente se sembraron las células en LB
agar con los antibidticos correspondientes para cada plasmido y se las incubd durante la
noche (“overnight”, ON) a 37°C. La purificaciéon de los plasmidos a partir de colonias
transformantes se realizé utilizando un kit de extraccion comercial (Plasmid Miniprep-
Classic, ZymoResearch). La purificacion se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa
1% vy las preparaciones obtenidas se cuantificaron en un nanodrop (Nanodrop Lite,

ThermoScientific).

3.9. Diseno de cebadores para la amplificacion de los genes de interés.

Los cebadores fueron disefiados de forma tal que contengan un fragmento de la secuencia
complementaria a cada uno de los genes de interés a amplificar y en sus extremos los sitios
de corte de las enzimas de restriccion utilizadas para el sub-clonado en los plasmidos del
sistema de doble hibrido (Ncol y Notl para pSos, y Xhol y Sall o EcoRI para pMyr) como
indica la tabla 2. Los cebadores disefiados para amplificar el gen de la PtpA D126A
permitiran el subclonado en el plasmido pSos del sistema de doble hibrido. Se disefiaron los
cebadores para amplificar los cuatro potenciales sustratos de PtpA que permitiran el sub-
clonado de los mismos en el plasmido pMyr del sistema de doble hibrido. La Tm, % GC, el
largo, la formacién de estructuras secundarias fueron determinadas y evaluadas utilizando
el programa Oligoanalyser y Primer3web [48,49]. Con el programa NEBcutter V2.0 [50] se
verificd que las enzimas de restriccion seleccionadas no corten en la secuencia de los genes

de interés. Una vez definidos los cebadores, los mismos se obtuvieron comercialmente
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(Macrogen, Korea). Los mismos se recibieron liofilizados y se resuspendieron en agua MilliQ
autoclavada a una concentracion final de 100 uM, las alicuotas se almacenaron a -20°C.

También se obtuvo comercialmente los cebadores especificos complementarios a las
secuencias flanqueantes de los sitios de clonado de ambos plasmidos pSos y pMyr, utiles

para la verificacion de las secuencias de los clones a analizar (tabla 3).

Tabla 2
Cebadores para la amplificacion de los genes:
Fw 5-AGCCATGGCCATGTCTGATCCGCTGCACGTC-3°
%GC: 61/ Tm: 69°C/ largo: 31 pb
PtpA Rv |5'- AGGCGGCCGCTCAACTCGGTCCGTTCCG-3"
%GC: 71/ Tm: 72°C/ largo: 28 pb
Fw |5'- AGCCTCGAGAATGGTGGCCTGCCGGGCGATTG-3
ECHA %GC: 66/ Tm: 72°C / largo: 32 pb
Rv |5‘-AGGTCGACTCACTGGTAGAACTI'CTI'G'ITAG-3‘
%GC: 45/ Tm: 60°C / largo: 31 pb
Fw |5‘—AGCCTCGAGAATGCTGTCCGTGCGCGTI'GCTG—3‘
ATPA %GC:63 / Tm: 71°C / largo: 32 pb
Rv | 5-CTAGTCGACTTAAGCTTCAAATCCAGCCAA-3°
%GC: 43 / Tm: 60°C / largo: 30 pb
Fw |5‘-AGCCTCGAGAATGGTGCCACTGGTGGCTGT-3\
SQR %GC: 60/ Tm: 69°C/ largo: 30 pb
Rv | 5-CTAGTCGACTTAACTCATACCTAGATGAAACAAC-3
%GC: 38/ Tm: 58°C/ largo: 34 pb
Fw |5‘—AGCGAA'I'I'CATGGACGCGGACGACTCC—?.»‘
6PEK %GC: 59/ Tm: 66°C / largo: 27 pb
Rv |5‘-ATCTCG/—\GTCAGACACTCCAGGGCTG-3‘
%GC: 58 / Tm: 63°C / largo: 26 pb

*En color se sefialan los sitios de corte de las enzimas de restriccion utilizadas para el sub-clonado en
los plasmidos del sistema de doble hibrido (Ncol y Notl para pSos, y Xhol y Sall o EcoRI para pMyr)

Tabla 3

Cebadores complementarios a sitio de clonado en pSos y pMyr
Fw 5-CCAAGACCAGGTACCATG-3

%GC: 56 / Tm: 52°C/ largo: 18 pb

pSos >
Rv |5-GCCAGGG TTTCCCAGT-3
%GC: 59/ Tm: 53°C/ largo: 17 pb
Fw |5'-ACTACTAGCAGCTGTAATAC-3'
0, . . ° .
pMyr %GC: 40 / Tm:49°C / largo: 20 pb

Rv | 5'-CGTGAATGTAAGCGTGACAT-3’
%GC: 45/ Tm: 53°C/ largo: 20 pb

3.10. Amplificacion de la secuencia de los genes de interés

3.10.1. Amplificacion del gen de la fosfatasa PtpA de M. tuberculosis
Como molde para la amplificacién de la secuencia del gen de la fosfatasa PtpA D126A se

utilizdé un stock de pET28a a 50 ng/ul conteniendo dicho gen. Se realizé una mezcla de PCR
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de un volumen final de 50 uL, agregando 10 pL de 5X HF Phusion Buffer, 1 uL de dNTPs 10
mM, 2.5 pL de cada cebador (directo y reverso) a una concentracion de 10 uM, 1 yL de ADN
(stock de Pet28a con PtpA D126A) y 0.5 pL de la ADN polimerasa (Phusion) 2 U/uL. Se
realizd6 un control negativo sin ADN. Las condiciones de ciclado fueron: un ciclo de
desnaturalizacién inicial de 2 min a 98°C. Luego se realizaron 35 repeticiones de: un ciclo de
desnaturalizacién inicial de 30 seg a 98°C, un segundo ciclo de hibridaciéon de 30 seg a 67°Cy
un ciclo de extension de 1 min a 72°C. Finalmente se realizé un ultimo ciclo de extension
final de 10 min a 72°C. Los productos de PCR se verificaron por electroforesis en gel de
agarosa 1%. El producto de PCR contenido en la banda del gel de agarosa y correspondiente
a la amplificacién de PtpA D126A se purificd con un Kit comercial (Thermo Scientific Gene

JET Gel Extraction Kit).

3.10.2. Obtencion del ADNc de los genes humanos de interés.
3.10.2.1. Extraccion de ARN de células THP-1 en cultivo

Los potenciales sustratos de PtpA son proteinas eucariotas, por lo tanto fue necesario
obtener el ADNc. Para ello se realizd una extraccion y purificacién del ARN mensajero de las
células THP-1 premonociticas (actividad realizada junto a la estudiante de doctorado M.
Margenat). Cabe destacar que fue de extractos proteicos de estas células, previamente
diferenciadas a macréfagos, de donde se aislaron e identificaron los potenciales sustratos
de PtpA [31]. Para la obtencién del mensajero previamente se realizd una extraccion de ARN
total siguiendo el protocolo de extraccion fendlica con TRIZOL. Se partid de células THP-1 en
monocapa, se retird el medio de cultivo y se hicieron dos lavados de las células con PBS
apirégeno. Se agregd Trizol directamente al frasco de cultivo (1 ml de trizol por cada 10
cm?). Se despegaron las células con un scrapper, se pipeted vigorosamente y se paso a tubos
la suspension. Se divididé en alicuotas de 1 ml y se conservaron a -80°C. Se incubaron los
homogeneizados por 5 min a temperatura ambiente (TA). Luego se agregd 0.2 ml de
cloroformo por cada 1 ml de Trizol, se agitaron los tubos vigorosamente por 15 seg y se
incubd por 2-3 min a temperatura ambiente. Finalmente se centrifugd a 12000g por 15 min
a 4°C, quedando una fase inferior roja (fenol-cloroformo), una fase intermedia y una fase
superior incolora acuosa (aprox 60% del vol TRizol agregado en la homogenizacion). Para la
precipitacion del ARN se transfirié la fase acuosa a un tubo limpio y el ARN se precipitd

mediante el agregado de alcohol isopropilico (0.5 ml por cada 1 ml de TRizol usado en la
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homogenizacion). Se incubd 10 min a temperatura ambiente, se centrifugd a 12000 g por 15
min a 4°C quedando en el pellet el ARN precipitado. El sobrenadante se descarté y se lavo el
pellet 1 vez con etanol 75% preparado en agua sin RNAasa ( tratada con DEPC), 1 ml de
etanol por cada ml de TRizol inicial mezclando con vortex por 10 seg. Luego se centrifugo a
7500g por 5 min a 4°C. Se descarté el sobrenadante y se dejé secar el pellet de ARN al aire
por 10 min aproximadamente (no mas porque si se seca demasiado es dificil de
resuspender). Finalmente se resuspendié el ARN en 29 ulL de DEPC pipeteando varias veces
y se incubd 10 min a 50-60 °C. Se cuantifico por espectrofotometria a 260 nm y se guardoé a -
80°C. La purificacién se evalué por electroforesis en gel de agarosa 1%. Para ello se lavd la
cuba con perdxido al 3% por 20 min para asegurar la eliminacion de ARNasas que puedan

degradar el ARN.

3.10.2.2. Purificacion de ARN mensajero y sintesis del ADN copia (ADNCc)

Se purificé el ARN mensajero (ARNm) utilizando un kit de purificacion (GenElute mRNA
Miniprep Kit, SGMA-ALDRICH). El método de purificacion de ARNm, de este kit se basa en
inmovilizar especificamente a una columna oligo dT el ARNy, de la muestra, ya que este
ultimo contiene la cola poliA en uno de sus extremos, ausente en el ARN ribosémico y ARN
de transferencia. Una vez purificado el ARNm se cuantificd por espectrofotometria a 260 nm.
Finalmente el ADNc de los posibles sustratos se obtuvo por transcripcidon reversa utilizando
la enzima SuperScript lll Reverse Transcriptase (Invitrogen) y como cebadores se utilizd un
oligonucleétidos dT 12-18 (Invitrogen). En un tubo eppendorff libre de ARNasa se puso 1 plL de
oligo (dT) 50 uM, 1 pL de dNTPs 10 mM, 400 ng de ARN, aislado y H,0 csp 13 pL. Se calentd
la mezcla a 65°C durante 5 min. Luego se incubo en hielo por 1 minuto para luego agregarle
4 uL 5x First-strand Buffer, 1 uL DTT 0.1M, 1 uL RNAasaout (inhibidor de RNAsas) y 1 uL
Superscript Il Reverse Transcriptase. Se mezclé suavemente con pipeta y se incubé a 50°C
por una hora. La reaccidn se inactivo calentando a 70°C por 15 min y finalmente se le agrego

1 uL RNAasa Hy se incubd a 37°C por 20 min.

3.10.2.3. Amplificacidn de los genes de los potenciales sustratos de PtpA

En cada PCR se utiliz6 como molde para la amplificacion el ADNc obtenido y los cebadores
especificos para cada gen de interés. La mezcla de PCR de volumen final de 50 L, se realiz
mezclando 10 L de 5X HF Phusion Buffer, 1uL de dNTPs 10 mM, 2.5 uL de cada cebador a

una concentracion de 10uM, 2uL de ADNc a una concentracion de 30 ng/uL y 0.5 pL
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polimerasa Phusion 2 U/uL. Se realizd un control negativo sin ADN. Las condiciones de
ciclado fueron: un ciclo de desnaturalizacién inicial de 2 min a 98°C. Luego se realizaron 35
repeticiones de: un ciclo de desnaturalizacién inicial de 30 seg a 98°C, un segundo ciclo de
hibridaciéon de 30 seg, a 65°C para ECHA y de 70°C para ATPA, 6PFK y SQRD, y un ciclo de
extensiéon de 1 min a 72°C. Finalmente se realizé un ultimo ciclo de extensidn final de 10 min
a 72°C. La presencia de productos de PCR se evalud por electroforesis en gel de agarosa 1%.
Las bandas conteniendo ADN del tamafio esperado se purificaron utilizando un protocolo

comercial (Thermo Scientific GenelET Gel Extraction Kit).

3.11. Clonado del gen de la PtpA D126A y del candidato a sustrato ECHA en los
plasmidos correspondientes.

3.11.1. Clonado del gen de PtpA D126A en el plasmido pSos
Para insertar el gen de la PtpA D126A en el plasmido pSos se relizé una digestion de dicho

pldsmido y del producto de PCR del gen de la PtpA D126A con las enzimas de restriccién
Ncol y Notl. La mezcla de reactivos para la digestién del ADN de PtpA fue 5 uL de 10x NEB 3
Buffer, 5 ug de ADN, 1 pL de enzima Notl 10 U/uL, 1 pL de enzima Ncol 10 U/uL y H,0 csp 50
uL. La mezcla de reactivos para la digestion del plasmido pSos fue 5 uL de 10x NEB 3 Buffer,
1 pg de plasmido, 1 pL enzima Notl 10 U/uL, 1 pL enzima Ncol 10 U/uL y H20 csp 50 pL.
Ambas reacciones se incubaron 2 h a 37°C. Los productos de digestidon se purificaron por
electroforesis en gel de agarosa 1%, purificandose el ADN utilizando un protocolo comercial
gue permite extraerlo de la banda del gel (Thermo Scientific Gene JET Gel Extraction Kit).
Los productos se cuantificaron espectrofotométricamente (Nanodorp LITE, Thermo
Scientific). El plasmido y el correspondiente inserto se ligd utilizando enzima ligasa, T4 DNA
ligase (Thermo Scientific), utilizando una relacién vector:inserto 1:5. Finalmente se
transformaron células Escherichia coli DH5-a con los productos de ligacién (siguiendo el
protocolo de transformacién para células quimiocompetentes ya descrito en 3.9) y se

incubaron ON a 37°C en medio LB con el antibiético correspondiente para su seleccion.

3.11.2. Clonado del gen de la ECHA en el plasmido pMyr
Para insertar el gen de la ECHA en el plasmido pMyr se realizé la digestidon con las enzimas

Xhol y Sall. La mezcla de reactivos para la digestion del ADNc de ECHA fue 5 uL de 10x NEB
3 Buffer, 5 ug de ADN, 1 puL enzima Xhol 10 U/uL, 1 pL enzima Sall 10 U/uL y H20 csp 50 pL.

La mezcla de reactivos para la digestion del plasmido pMyr fue 5 uL de 10x NEB 3 Buffer, 1
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ug de plasmido, 1 pL de enzima Xhol 10 U/uL, 1 pL de enzima Sall 10 U/uL y H20 csp 50 pL.
Ambas reacciones se incubaron 2 h a 37°C. Dado que estas enzimas generan extremos
cohesivos complementarios, se tuvo la precaucion de pre-tratar al plasmido pMyr digerido
con una fosfatasa (Fast AP Thermosensitive Alkaline Phosphatase, Thermo Scientific) para

evitar que este se religue. Luego se procedié como en 3.12.1.

3.12. Purificacion de los plasmidos conteniendo el gen de interés

Para purificar el ADN plasmidico se siguid el protocolo de purificacion por lisis alcalina
utilizado en el laboratorio [51]. Se inocularon varias colonias transformantes de E.coli DH5a
por separado en 3 mL de medio LB con el antibidtico correspondiente a cada plasmido
(ampicilina para pSos y cloranfenicol para pMyr). Dichos pre-cultivos se incubaron a 37°C a
200 rpm ON. Se traspaso los pre-cultivos a eppendorf de 1.5 mL limpios y se centrifugaron
por 30 seg a velocidad maxima. Se descartd el sobrenadante y el pellet se resuspendid en
200 uL de Solucién | miniprep (Tris-HCI 25 mM pH 8.0, EDTA 10 mM). Se agregd 1 uL de
ARNasa 10 mg/mL y luego se le agregd 200 L de Solucion Il miniprep (NaOH 200 mM, SDS
1%, ésta debe ser preparada en el momento), se mezcld por inversion suavemente y se dejo
5 min a temperatura ambiente. Luego se agrelagé 200 pL de Solucién Il miniprep
previamente termostatizada a 4°C (acetato de potasio frio 3M pH 4.8), se mezcld bien y
posteriormente se centrifugo a 12000 rpm por 15 min. Se recuperd el sobrenadante y se
pasé a otro tubo (se puede repetir los Ultimos dos pasos en caso de sospechar que el
sobrenadante esté contaminado por ADN gendmico) y se le agregd 0.6 volumenes de
isopropanol. Se dejé incubando en hielo por 15 min y luego se centrifugd 20 minutos a
12000 rpm a 4°C. Se descarto el sobrenadante y el pellet se lavé con 1 mL de etanol 70%. Se
dejod secar el pellet al aire durante varios minutos y se resuspendié en 30 plL de agua MiliQ.

Luego se procedid a verificar la presencia de inserto.

3.13. Verificacion del inserto

3.13.1 Verificacidn del inserto del gen de PtpA D126A en pSos
Para verificar la presencia del gen d PtpA D126A en el plasmido pSos se analizaron los

plasmidos purificados de los clones transformados con la construccion pSos-PtpA D126A. Se
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realizdé una PCR para la amplificacidon del inserto. La mezcla de reactivos de PCR, para un
volumen total de 50 pl, se realizé agregando 5 pL de 10X Taq Buffer, 1 uL de dNTPs a una
concentracion de 10 mM, 2 uL de cada cebador especificos para PtpA a una concentracion
de 10 uM cada uno, 4 uL de una solucién 25 mM MgCl,, 1 pl de ADN 500 ng/ul y 0.5 pL
polimerasa Tag 5 U/ul. Las condiciones de ciclado fueron: un ciclo de desnaturalizacién
inicial de 1 min a 95°C. Luego se realizaron 30 repeticiones de: un ciclo de desnaturalizacién
inicial de 2 min a 95°C, un segundo ciclo de hibridaciéon de 30 seg a 67°C y un ciclo de
extension de 1 min a 72°C. Finalmente se realizé un ultimo ciclo de extensidn final de 10 min
a 72°C. Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa 1%, se
seleccionaron los clones positivos, y se mandd a secuenciar (Macrogen) analizdndose los
resultados utilizando el programa MEGA [52].

Para obtener mayor informacién de si se encontraba o no el inserto se realizé digestion del
pldsmido. Para la digestién se analizdé la secuencia del plasmido con y sin inserto en
busqueda de una enzima de restriccion que genere un patrén distintivo entre el plasmido
sin inserto y con inserto. La digestion se realizd con la enzima de restriccidn Bgll la cual corta
4 veces el pSos y una vez en PtpA D126A ver figura 4.5. La mezcla de reactivos de digestion,
para un volumen total de 20 ul, se realiz6 agregando 2 pL 10x Fast Digest buffer
(Fermentas), 1 pl de ADN (500 ng/ul) y 1 pL de la enzima Bgll. Se incubo a 37°C durante 20
min. Se analiz6 el resultado de la digestidon por electroforesis en gel de agarosa 1%. Se
seleccionaron los clones positivos, y se mandé a secuenciar los plasmidos utilizando
cebadores especificos para las secuencias flanqueantes al sitio de clonado (Macrogen)

analizandose los resultados utilizando el programa MEGA [52].

3.13.2. Verificacion del inserto del gen ECHA en pMyr
Para verificar la presencia del gen de ECHA en el plasmido pMyr se analizaron por PCR los

pldsmidos purificados de los clones transformados con la construccion pMyr-ECHA. La
mezcla de reactivos de PCR, para un volumen total de 50 pl, se realizé agregando 5ulL de 10X
Taq Buffer, 1 uL de dNTPs a una concentracion de 10 mM, 1.5 uL de cada cebador especifico
a una concentracion de 10 uM, 4 L de una solucién 25 mM MgCl, 1 uL de ADN 150 ng/uLy
0.5 pL polimerasa Taqg 5 U/pl. Se realizé control negativo sin ADN. Las condiciones de ciclado
fueron: un ciclo de desnaturalizacion inicial de 1 min a 95°C. Luego se realizaron 30

repeticiones de: un ciclo de desnaturalizacién inicial de 2 min a 95°C, un segundo ciclo de
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hibridacion de 30 seg a 65°C y un ciclo de extensidon de 1 min a 72°C. Finalmente se realizd
un ultimo ciclo de extension final de 10 min a 72°C. Los productos de PCR se analizaron por
electroforesis en gel de agarosa 1%, se seleccionaron los clones positivos y se mandar a

secuenciar, analizandose los resultados utilizando el programa MEGA [52].
3.14. Co-transformaciones con los plasmidos del ensayo de doble hibrido

3.14.1. Preparacion de células de levadura competentes
Se prepararon las células competentes de Saccharomyces cerevisiae cdc25H a partir de

colonias frescas (3 o 4 dias de cultivo, maximo una semana) crecidas en medio YPAD agar a
25°C. En paralelo, como control de sensibilidad de la temperatura, se incubé en medio YPAD
agar a 37°C un inéculo de células Saccharomyces cerevisiae cdc25H obtenido a partir del
stock -80°C. La preparaciéon de células competentes se hizo siguiendo un protocolo utilizado
usualmente en la Seccion de Bioquimica [53]. Para ello, se inoculé 10 ml de medio YPAD con
algunas colonias (de 4 a 5) de levadura cdc25H crecida a 25°C y se incubd ON a 23°C. Se
midio la DOeoo nm de una dilucion 1/20 de dicho pre-cultivo. A continuacidn, en un matraz de
250 ml autoclavado se realizé una dilucién del pre-cultivo hasta una DOgoonm final de 0.3. El
volumen final de esta dilucion depende del numero de transformaciones a realizarse, siendo
10 ml por cada transformacién. Dado que se realizaron 9 transformaciones y se necesitaba
75 uL extra de células (para el control de reversion de sensibilidad la temperatura), el
volumen final fue de 100 ml y el volumen a agregar de pre-cultivo fue de 12 puL (DOgoo nm pre-
cultivo X Vi= 0.3 x 100mL). Se incubd el cultivo a 23°C y a 200 rmp hasta llegar a una DOgoo nm
entre 0.6-0.8 (aproximadamente, 3h30 min, el kit recomienda como minimo 3 h de cultivo).
Como control de sensibilidad de la temperatura, un volumen de 75 pl se sembré en placas
de YPAD-agar y se incub6 a 37°C.

Posteriormente, se centrifugd el cultivo en 3 tubos falcon de 50 mL autoclavados (cada uno
con aprox. 30 ml), a temperatura ambiente, durante 15 min y a 4000 rpm. Se descarto el
sobrenadante y las células se resuspendieron (suavemente) en 1 mL de TE/LiAc cada uno. Se
centrifugé nuevamente 5 min a 4000 rpm, se descartd en sobrenadante y se resuspendieron
las células suavemente en 1 mL de TE/LiAc, se transfirieron a un tubo ependorff y
nuevamente se centrifugd 5 min a 4000 rpm. El pellet de células se resuspendio
nuevamente en TE/LiAc. El volumen en el cual se resuspendieron depende de la cantidad de

trasformaciones a realizar, siendo 100 pL por transformacion, por lo que se resuspendieron
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en 1000 pl finales y se alicuotaron de a 100 pL por tubo. Estas células deben ser preparadas

el mismo dia que seran utilizadas.

3.14.2. Transformacion
Previo a la transformacion y luego de alicuotar las células competentes se desnaturalizo el

ADN de esperma de salmén 10 mg/mL durante 5 minutos a 96°C y se dejd en hielo hasta el
momento de usarlo. A cada tubo conteniendo las células competentes (100 ul) se agregd 1
ul de las construcciones correspondientes a cada co-transformacion, a las concentraciones
descritas en la tabla 4. Luego se agregd 10 uL de ADN de esperma de salmén 10 mg/mL y
finalmente 550 pL de la solucién TE/LiAc/PEG. Los tubos se agitaron por 30 min en un rotor
a temperatura ambiente y se realizé a continuacién un shock térmico de 15 min en bafio de
agua a 42°C. Luego, se centrifugaron los tubos a 4000 rpm durante 5 min. Se descarto el
sobrenadante vy el pellet se resuspendié en 200 uL de MM (Medio minimo). Se sembraron
las diferentes transformaciones en medio SD/Glucosa (-UL). Para la co-transformacion 1 se
sembrd por separado 10 pL y 100 plL lo que permitird evaluar la eficiencia de la
transformacién y se incubd a 25°C durante 6 dias. El resto se sembré en una tercera placay
se incubd a 37°C durante 6 dias, para evaluar la aparicién de posibles reversiones de la
sensibilidad a la temperatura. Para el resto de las co-trasformaciones se sembrd el total de
células (200 pL) en una placa SD/Glucosa (-UL) y se incubd a 25°C durante 6 dias. Luego de
transcurrido este tiempo, se seleccionaron tres colonias de cada una de las trasformaciones
y se realizé una suspension de células en 25 pL de H,0 estéril en una placa de 96 pocillos
estéril. Se tomd 2,5 plL de esta suspension y se sembraron (en forma de spot) por separado
en una placa de SD/Glucosa (-UL) a 25 °C y 37°C y SD/Galactosa (-UL) a 25 °C y 37 °C,

incubando las mismas entre 6 y 10 dias.
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Tabla 4: Descripcion de las co-transformaciones del sistema de doble hibrido

Co-transformacion Plasmidos Concentracion
(ng/pt)
1 p50s 348 Ensayo para el cilculo la eficiencia de
pMyr 280 transformacidn
pSos MAFB 100 N ) o
2 Control positivo del sistema doble hibrido
pMyr MAFB 140
pSos MAFB 100 ) _ )
3 Control negativo del sistema doble hibrido
piyr Lamin C 160
pSos Col | 110 ) _ )
4 Control negativo del sistema doble hibrido
pMyr MAFB 140
pSos MAFB 100 N ) o
5 Control positivo del sistema doble hibrido
phiyr SB 142
pSos PtpA 500 . ] L .
6 Control negativo de interaccion inespecifica
phyr Lamin C 160
y p50s PtpA D126A 500 Control positivo de correcta localizacion
pMyr SB 147 citosdlica de PtpA D126A
8 p50s PrpA D126A 500 Ensayo en el cudl se evalda la interaccién
pMyr ECHA 114 entre la PtpA D126A y ECHA

A continuacién se detalla cada una de las co-transformacion realizadas y descritas en la

tabla 4.

La co-transformacion 1 se realizd con el fin de calcular la eficiencia de
transformacion, utilizandose los plasmidos pSos y pMyr.

La co-transformacién 2 y 5 fueron utilizados como control positivo de que el sistema
doble hibrido esta funcionando, ya que las proteinas expresadas en estos vectores
(hSos-MAFB y Myr-MAFB para la co-transformacion 2 y hSos-MAFB y Myr-SB para la
co-transformacion 5) interaccionan entre ellas in vivo (MAFB con MAFB en la co-
transformacién 2 y hSos con SB en la co-transformacién 5) permitiendo la activacién
de la via RAS.

Las co-transformaciones 3 y 4 se utilizan como controles negativos ya que las
proteinas expresadas (MAFB con Lamin C en la co-transformacién 3, o Coll con MAFB
en la co-transformacion 4) no interaccionan entre ellas in vivo.

La co-transformacién 6 se utiliza como control negativo de que no existe interaccién

entre el la fosfatasa PtpA D126A (carnada) y la Lamin C.
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En la co-transformacion 7 se utiliza el plasmido pSos-PtpA D126A (que expresa la
proteina de fusion hSos-PtpA D126A) y el plasmido pMyr SB (que expresa la proteina
SB de unidén a hSos fusionada a la sefial de myristilacidn). Por tanto si hSos-PtpA
D126A esta presente en el citosol hSos podra llegar a la membrana e interaccionar
con la proteina SB, activando la cascada de seiializacién, permitiendo el crecimiento
de la levadura cdc25H a 37°C. Esto indirectamente confirma que la proteina de
fusion hSos-PtpA D126A de M. tuberculosis esta en citosol.

La co-transformacion 8 corresponde al ensayo en el cudl se evallua la interaccidon

entre la PtpA de Mtb y el candidato a sustrato fisioldgico, la proteina humana ECHA.
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4. Resultados y Discusion

4.1. Amplificacion de la secuencia de los genes de interés

4.1.1. Amplificacion del gen de la fosfatasa PtpA D126A de Mtb
Se logré amplificar con éxito la secuencia del gen que codifica la fosfatasa en tirosina PtpA

D126A de Mtb utilizando como molde el gen de la PtpA D126A clonada en el vector pET283,
disponible en laboratorio. En la figura 4.1 se muestra la electroforesis del producto de PCR
obtenido. En el carril 1 se observa la banda de tamafio esperado (aprox. 500 pb) y también
una banda de mayor tamafio correspondiente al plasmido utilizado como molde el cual se
sembré como referencia en el carril 2. Luego de purificar la banda de PCR de interés,
digerirla con enzimas de restriccion especificas y purificarlo se obtuvo una concentracién de
ADN del orden de 3 ng/uL. Dicha muestra se conservé a -20°C para su posterior utilizacién

en el sub-clonado en el vector pSos del sistema de doble hibrido.

PET28 —»
10.000pb )
Figura 4.1: Electroforesis en gel de agarosa 1%

mostrando la amplificacién del gen de la PtpA
D126A de Mtb utilizando como molde el
plasmido pET28a-PtpA. Carril 1: Producto de
PCR obtenido, Carril 2: Plasmido pET28a-PtpA
D126A. Carril 3: Marcador de pares de bases
PtpA—» <500 pb (Fermentas SM0313).

4.1.2. Obtenciéon del ADNc de los candidatos a sustrato de PtpA
Dado que los potenciales sustratos de la fosfatasa PtpA son proteinas eucariotas, se debid

obtener el ADNc, con dicho objetivo se extrajo y purificd previamente el ARN total a partir
de macréfagos humanos derivados de células THP-1. En la extracciéon de ARN se obtuvieron
0,5 ug/uL de ARN total (200 ug totales). En la figura 4.2 se muestra la electroforesis del ARN
total obtenido. En los carriles 1 y 2 se observa el patrén tipico de bandas de ARN, una banda

de mayor tamano correspondiente al ARN ribosémico 28S, una banda de tamafio
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intermedio correspondiente al ARN ribosdmico 18S y finalmente se observa una banda de
menor tamafio que no siempre se logra ver y que corresponde al ARN transferencia, al ARN
ribosomico 5S y otros pequiios ARNs. Entre medio de las bandas se observa un “smear” que
se corresponderia con el ARNm. Este ensayo permitid evaluar la integridad del ARN total y
continuar con la etapa de purificacion del ARNy. Este Ultimo se purific6 mediante un kit
comercial (GenElute mRNA Miniprep kit, Sigma) obteniéndose una concentracién final de
ARNm de 100 ng/uL, correspondiente a 5 ug totales, coherente con el rendimiento

estipulado por dicho kit (2 a 5 ug de ARNm cada 100 pg de ARN total).

Figura 4.2: Electroforesis en gel de agarosa 1%

<« 1000p mostrando el producto de purificacion del

< 500pb ARNotal €xtraido de macréfagos humanos

<— 200pb derivados de células THP1. Carril 1: 2L ARNotal;
carril 2: 3uL ARN total; carril 3: marcador de pares
de bases (304005 Bioron).

Posteriormente, se obtuvo mediante retrotranscripciéon el ADNc a partir de 400 ng del ARNm
obtenido. Dicho ADNc se utilizdé como molde para la amplificacion de los genes de los
candidatos a sustrato de PtpA utilizando cebadores especificos. En la figura 4.3 se muestra
la electroforesis de los productos de PCR obtenidos para los posibles sustratos de PtpA:
ECHA, ATPA, K6PP y SQRD. Para seleccionar la banda adecuada, se tuvo en cuenta la
informacién extraida de la base de datos de Uniprot de los tamafios de cada uno de los
genes y sus posibles isoformas. En el carril 1 se observa una uUnica banda conteniendo el
producto de amplificacién de la ATPA. Esta banda puede contener cualquiera de las
isoformas de la ATPA reportadas en Uniprot, isoforma 1 de 1662 pb (P25705-1), isoforma 2
de 1596 pb (P25705-2) e isoforma 3 de 1512 pb (P25705-3), lo que debera ser confirmado
por secuenciacion. En el carril 2, se observan dos bandas de diferente tamafio pero similares
en intensidad, correspondientes al producto de la amplificacién para la K6PP. Una de ellas
se encuentra entre 2300-2400 pb y la otra es de unos 1500 pb. En este caso seleccionamos
la banda superior que pensamos puede corresponder a alguna de las dos isoformas
descritas en Uniprot, isoforma 1 de 2355 pb (Q01813-1) e isoforma 2 de 2531pb (Q01813-
2), lo que debera confirmarse por secuenciacién. En el carril 3 se muestra el producto de

PCR para la SQRD, donde se observa una Unica banda intensa que se corresponde con la
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Unica isoforma de dicha proteina de 1353 pb (Q9Y6N5-1). Finalmente, en el carril 4, se
muestra el producto de PCR obtenido para la ECHA donde se observan 3 bandas, una mas
intensa cercana a 2500 pb y las otras dos menos intensas de menos de 1000 pb. En este
caso seleccionamos la banda mas intensa que pensamos puede corresponderse con la
isoforma 1 de la ECHA, secuencia completa de 763 aa y 2292 pb (P40939-1). Esto fue
confirmado posteriormente por secuenciacién una vez subclonado dicho gen en el vector
pMyr del sistema de doble hibrido (ver punto 4.2.2). Es posible que las bandas menores se
correspondan con la isoforma 2 descrita en Uniprot de 262 aa y 786 pb (P40939-2), la cual

carece de uno de los dominios catalicos.

Figura 4.3: Electroforesis en gel de agarosa

1% de los productos de amplificacion de los

genes de los posibles sustratos de PtpA.

Carril 1: producto de PCR utilizando
|« 2500 .

cebadores para la ATPA. Carril 2: productos

de PCR utilizando cebadores para la K6PP.

<— 1500

<— 1000
<750 Carril  3: producto de PCR utilizando

cebadores para la SQRD. Carril 4: productos
de PCR utilizando cebadores para la ECHA.
Carril 5: Marcador de peso molecular
(Fermentas SM0313).

Hasta ahora sélo hemos confirmado la secuencia del gen de la proteina entera ECHA, dado
gue el presente trabajo se centrd en este candidato a sustrato de PtpA. Los otros productos

seran enviados a secuenciar a medida que sean sub-clonados por nuestro grupo.

4.2. Clonado de las secuencias de interés en los plasmidos pSos y pMyr

En el marco de esta tesis se logrd clonar exitosamente el gen de PtpA D126A en el plasmido
pSos y el gen de ECHA en el plasmido pMyr, para el estudio de su interaccién mediante el
sistema de doble hibrido. Para el clonado de estos genes se realizé la digestion del plasmido
(pMyr o pSos) y del producto de PCR purificado (PtpA D126A o ECHA) con las enzimas de
restriccion correspondientes, tal como se detalla en la metodologia. Los productos de

ligacion se utilizaron para transformar células de E. coli DH5a quimiocompetentes,
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observandose colonias en los respectivos medios de seleccién (LB ampicilina para pSos y LB
cloranfenicol para pMyr). Se realizé con éxito las extracciones de ADN plasmidico de los
clones seleccionados, verificdndose la presencia del plasmido por electroforesis en gel de
agarosa 1% (figuras no mostradas). Posteriormente, para la verificacion de la presencia de
los insertos de interés se realizé una PCR utilizando los plasmidos purificados como molde y
cebadores especificos. Los clones PCR positivos se mandaron a secuenciar con el objetivo de

verificar y obtener la secuencia del inserto.

4.2.1. Confirmacidn de la presencia del gen de PtpA D126A en el plasmido pSos
Se evaluaron por PCR un total de 21 clones. En una primera etapa, de 12 clones evaluados

11 fueron positivos. En la figura 4.4 se muestra a modo de ejemplo el resultado de 5 clones
(4 positivos y uno negativo). En los casos positivos, mostrados en el carril 2, 3, 5y 6, se

detecté una banda del tamafio esperado ( ~ 500 pb).

Figura 4.4: Electroforesis en gel de agarosa 1% mostrando la
amplificacion del gen de la PtpA D126A de Mtb utilizando como molde pSos-
PtpA D126A y cebadores complementarios a los extremos del gen de PtpA.
Carril 1: Marcador de pares de bases (Fermentas SMO0313). Carril 2:
producto de PCR clon 1. Carril 3: producto de PCR clon 2. Carril 4: producto
de PCR clon 3. Carril 5: producto de PCR clon 4. Carril 6: producto de PCR
clon 5. Carril 7: control positivo de amplificacion de PtpA D126A utilizando
como molde pET28a-PtpA D126A. Carril 8: control negativo sin ADN.
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De este grupo de clones positivos, se enviaron a secuenciar 6 clones (Macrogen), cuyas
secuencias fueron analizadas utilizando el programa MEGA [52]. Con los resultados de
secuenciacion provistos por Macrogen no fue posible alinear con éxito ninguna de las
secuencias de los clones con la secuencia consenso de PtpA extraida del sitio Tuberculist
[54], lo que impidié en esta etapa confirmar la presencia del inserto en el plasmido pSos. En
este caso para la secuenciacién se utilizaron cebadores complementarios al gen de la PtpA,
los mismos utilizados para el subclonado de PtpA. Como alternativa para verificar que estos
clones realmente tenian el gen de la PtpA se realizé también una digestion con la enzima de
restriccion Bgll la cual genera un patrdon de 5 bandas en caso de estar presente el inserto y
uno de 4 bandas si no esta presente el inserto. En la figura 4.5 se representan un esquema

del plasmido pSos PtpA D126A resaltandose los sitios de corte por Bgll.

Ball (77)

prol’noter

:\:/__
vt

pSos-PtpA
11,719 bp

—— Cebador Directo (3156 .. 3173)

" Ncol (3229)
Bgll (3331)

—— NotI (3730)

/ . Ball (3769)
—
Cebador Reverso (3812 .. 3828) @

Bgll (5532)
—

Figura 4.5: Esquema del plasmido pSos-PtpA D126A. Subrayado en rojo se indican los sitios de corte
por Bgll. Fragmentos generados al digerir dicho plasmido por Bgll: el mayor de 4924 pb, seguido de
uno de 3257 pb, otro de 1763pb, otro de 1339 pb, y el de menor tamafio de 438 pb.
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Sin embargo, como muestra figura 4.6, se observé el mismo patrén de 4 bandas tanto para
pSos como para los diferentes clones digeridos, por tanto estos clones no tendrian inserto
PtpA D126A. La obtencién de productos de PCR a partir de estos clones podria deberse a
que alguno de los reactivos estuviera contaminado (ADN gendmico) que haya permitido

amplificar de manera inespecifica un gen de tamafio similar al esperado.

Figura 4.6: Electroforesis en gel de agarosa 1%. Carril 1:
Marcador de pares de bases (Fermentas SM0313). Carril 2:
producto digestion con Bgll del clon 1. Carril 3: producto
digestidn con Bgll del clon 2. Carril 4: producto digestion con
Bgll del clon 3. Carril 5: producto digestion con Bgll del clon 4.

Carril 6: pSos sin digerir.

En una segunda etapa, se decidid cambiar de cebadores para intentar mejorar la calidad de
las secuencias, utilizando cebadores complementarios a las secuencias flanqueantes al sitio
de clonado de pSos (donde se espera se inserte PtpA D126A). Se analizaron 9 clones mas
por PCR, de los cuales en la figura 4.7 se muestra a modo de ejemplo los productos de PCR
de 6 de estos clones. Como puede observarse sélo uno de ellos fue positivo (clon 14 en el
carril 4), detectdndose una banda del tamafio esperado de unos 700 pb (492 pb de PtpA

D126A mas 181 pb de la secuencia flanqueante al sitio de clonado).

Figura 4.7: Electroforesis en gel de agarosa
1% mostrando la amplificacion del gen de
la PtpA D126A de Mtb utilizando como
molde pSos-PtpA D126A vy cebadores
complementarios a secuencia flanqueante
al sitio de clonado de pSos. Carril 1:
Marcador de pares de bases (Fermentas
SMO0313). Carril 2: control negativo sin
ADN. Carril 3: producto PCR del clon 13.
Carril 4: producto PCR clon 14. Carril 5:
producto PCR clon 15. Carril 6: producto
PCR clon 16. Carril 7: producto PCR clon
17. Carril 8: producto PCR clon 18.

700 pb —p
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Para el clon positivo obtenido, se realizd la digestion con la enzima de restriccion Bgll vy tal
como se muestra en la figura 4.8, en este caso se obtuvo el patrén de 5 bandas esperado
qgue indica la presencia del gen de PtpA D126A en el plasmido pSos (carril 4). Ademas, la
secuencia de este clon se alined con éxito con la secuencia consenso de PtpA, lo que

permitié confirmar la presencia del inserto en el pldsmido pSos.

«—500pb

Figura 4.8: Electroforesis en gel de agarosa
1%. Carril 1: pSos sin digerir con Bgll. Carril 2:
pSos digerido con Bgll. Carril 3 Marcador de
pares de bases (Fermentas SM0313). Carril
4: producto digestion del clon 14 con Bgll.

Como ultima etapa se obtuvo la secuencia de dicho clon la cual alineé perfectamente con el
gen de la PtpA salvaje. En la figura 4.9 se muestra el alineamiento de la secuencia del inserto
del plasmido pSos-PtpA con los resultados de macrogen para el clon 14. Para ello, se
introdujo la secuencia consenso de PtpA salvaje, extraida del sitio Tuberculist [54], en el sitio
de clonado de pSos. Se observa una unica diferencia las cual es esperada ya que estamos
comparando la PtpA salvaje con el mutante D126A. En el nucledtido 377 del clon 14, se
detecta una adenina A en la PtpA D126A, el cual es una citosina (C) en el gen de la PtpA-

salvaje, correspondiente al cambio de coddn (GAT por GCT).
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Figura 4.9. Alineamiento de las secuencias obtenidas de PtpA D126S.

En negro se observa la secuencia del gen de PtpA alineada con ambos productos de secuenciacion. En gris se

observa las secuencias flanqueantes al sitio de clonado alineadas con ambos productos de secuenciacién. F:

producto secuenciacion utilizando cebador universal directo de pSos. R: Producto secuenciacion utilizando

cebador universal reverso de pSos. PtpA: secuencia gen de PtpA salvaje de Mtb extraido de Tuberculist [54].
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4.2.2. Confirmacidn de la presencia del gen de ECHA en pMyr
La presencia del gen ECHA en pMyr se analizé evaluando por PCR el ADN plasmidico

extraido de 12 de los clones obtenidos, utilizando como cebadores las secuencias
complementarias a los extremos del gen de ECHA. En la figura 4.10 se muestran a modo de
ejemplo la electroforesis de los productos de PCR de 6 de los clones analizados. De estos
clones, 4 fueron positivos (carril 3, 4, 5 y 6) detectandose la banda del tamafio esperado

para el gen de la ECHA, de aprox. 2500 pb.

HEHa

2500 pb —>

750 pb —>
500 pb —>»

Figura 4.10: Electroforesis en gel de agarosa 1% mostrando la amplificacion del gen de
ECHA utilizando como molde pMyr-ECHA y cebadores complementarios a los extremos
del gen de ECHA. Carril 1: Marcador de pares de bases (Fermentas SM0313). Carril 2:
producto de PCR clon a. Carril 3: producto de PCR clon b. Carril 4: producto de PCR
clon c. Carril 5: producto de PCR clon d. Carril 6: producto de PCR clon e. Carril 7:
producto de PCR clon f. Carril 8: control negativo sin ADN.

A continuacidn se secuenciaron los insertos de tres de los clones positivos y las secuencias
obtenidas fueron analizadas con el programa MEGA compardndolas con la secuencia
consenso de ECHA de Uniprot (P40939). De estos tres clones sélo uno mostré identidad
(clon b) con la secuencia consenso de ECHA (Figura 4.11). El resultado del resto de los clones

fue inconcluso ya que las secuencias fueron de muy mala calidad.
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GGTTGACCAACTGGTGGARCCCCTRGGACCAGGAC TARAACC TCCAGAGGARCGGACAATAGAATACC TAGARGAAGT TGCARTTACTTTTGCCARAGGAC TAGCTGATARGARGATC TCTCCARAGAGA
GGTTGACCAACTGGTGGARCCCCTRGGACCAGGAC TARAACC TCCAGAGGARCGGACAATAGAATACC TAGARGAAGT TGCARTTACTTTTGCCARAGGAC TAGCTGATARGARGATC TCTCCARAGAGA

getteaccaact pptppaaccect pppaccaggact aaaacctccagagpaacppacaat.agaat acctagaagaagtbpcaatbactbbbpccaaaggact apct pat.aagaagat cboctocaaagaga

781 190 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910
| 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 |
GACAAGGGAT TGGTGRARARAT TGACAGCGTATGCCATGACTATTCCATTTGTCAGGCARCAGGT T TACARAARAGT GRARGAARAAGTGCGAARGCAGAC TARAGRCCTTTATCCTGCACCTCTGAAAR
GACAAGGGAT TGGTGRARARAT TGACAGCGTATGCCATGACTATTCCATTTGTCAGGCARCAGGT T TACARAARAGT GRARGAARAAGTGCGAARGCAGAC TARAGRCCTTTATCCTGCACCTCTGAAAR

pacaapgpabbyptppasaaatteacagcptatgoccat pact.abbccatbbgbcappcaacagpttlacaaaaaapt ppaagaaaaagt popaaapcagact.aaaggcctblatcelbgcacch et gaaaa

91 520 930 940 950 960 90 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
| + + + + + + + + + + + + |
TAATTGATGTGGTARAGACTGGART TGAGCARGGGAGTGATGCCGGTTATCTCTGTGAATCTCA=-GAAATTTGGAGAG==CTTGTAATGACC-ARAGAAT-CARRGGCCTTG=ATGGGACTCT==ACCAT
TRAATTGATGTGGTARRGACTGGARTTGAGCARGGGAGTGATGCCGGTTATCTCTGTGAATCTCA=-GAAATTTGGAGAG==CTTGTAATGACC-ARAGAAT-CARAGGCCTTG=ATGGGACTCT==ACCAT

TCCGGARATTA==-GACCARAAGGARGGATACCCGGTTTATTTTCT=-TGAAAT TTTCARGARAT TTGGGAAGGCCTTGTAATGGCCCARAGAAT TCARAGGCCTTGGATGGGARTTTTARCCAT
t.aattpalgt GGt ARagAct GpaattgAGeAAGG agt pat Geepg TTaTCTeTGbgAaTe TCA, GAAATTTGGagAG, ,CTTGTAATGACC  ARAGAAT  CARAGGCCTTG, ATGGGAeTET, , ACCAT

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1120
| 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 |
GGT-CAGGTCCTGTG--CARGAAGARTARAT T TGGAGCTCCACAGAAGGATGT TARGCAT-CTGGCTATTCTTGGTGCAGGGE T-GATGGGAGC-AGGCATCGCCCARG=-TCTCCGTGGATAAGGRGET
GGT-CAGGTCCTGTG-~CARGAAGAATARATTTGGAGCTCCACAGARGGATRT TARGCAT-CTGGCTATTCTTGGTGCAGGGE T-GATGGGAGC-AGGCATCGCCCARG==TCTCCGTRGATARGGRGLT
GETTCARGTTCCTTRGCCARGARGAATARAT TTGAGGTCCCACGARAGGATGTTARGCATTCTGCTTATTCTTRGTGCAGGGCT TRATGGGAGCCAGGCAT TGCCCCARGTTTTCCGTGGATAAGGGETT
66T, CAgGTeCheTh, . CARGARGAATARAT TThgabet CCACagARGGATGTTAAGCAT  CTGec TATTCTTGGTGCAGGGET . GATGGGAGE . AGGCATCGCCCaAy, . TeTCCGTGGATAAGGGG: T

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
| + + + + + + + + + + + + |
ARAGACTATACTTARAGATGCCACCCTCACTRCGCTAGACCGAGGACAGCAACARGTGT TCAARGGAT TGARTGACARAGTGAAGAAGARAGCTCTAACATCATTT-GAARGGGATTCCATCTT-CAGCA
ARAGACTATACTTARAGATGCCACCCTCACTGCCCTAGACCGAGGACAGCARCARGTGTTTCARGGAT TGARTGACCAAGT GGARRARAAAGC TCTAACATCCTTTTGARGGGARTTCCATCTTTCAGCA
ARAGACTTTACTTARAGATGCCACCCTCACTGCGCTAGACCGAGGACAGCARCARGTGT TCARAGGAT TGARTGACAAAGT GARGAAGAAAGC TCTAACATCATTT-GARAGGGATTCCAT-TTTCAGCA
ARAGACTaTACTTARAGATGCCACCCTCACTGC2CTAGACCGAGGACAGCARCARGTGT TcaRAGGAT TGARTGACAAAGT GaReARgARAGC TCTAACATCATTT , GARaGGEATTCCATETTLCAGCA
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1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
| 4 + + 4 + 4 4 + 4 + + 4 |
ACTT=-GACTGRG-CAGCTTG-ATTACCARGG-TTTTRAARAGG=-CCRACATGGTGA=TTGARGCTATRTTTRAGGACCT TAGTCTTAAGCACAGAGTGC TAARGGAAGTAGARGCGGTRATTCCAGATC
ACTTTGACTGRRGCAGCC TGGATARCCARGGGTTTTRARRAAGRCCCARCTTGGTGARTTGARATCG

ACTT-GACTGGRE-CAGCTTG-ATTACCARGG-TTTTGAARAGG=-CCBACATGGTGA=TTGARGCTGTGTTTRAGGACCT TAGTCTTAAGCACAGAGTGC TAAAGGAAGTAGARGCGGTGATTCCAGATC
ACTT,GACTGGG, CAGCL TG, ATEACCARGG, TTTTGAAAAEG, ,CCgACATGRTGA, TTGAAgctGLgbttgappaccttapt ekt aageacagagtoct aaaggaapt apaapepptpatbocagatc

1431 1440 1450 1460 1420 1480 1490 15010 1510 1520 1530 1540 1550 1560
| : + + : + : : + : + + : |
ACTGTATCTTTGCCAGTAACACATCTGCTCTCCCARTCAGTGAARTCGCTGCTGTCAGCARRAGACC TGAGARGGTGATTGGCATGCACTACTTCTCTCCCGTGGACAAGATGCAGCTGCTGGAGATTAT

ACTGTATCTTTGCCAGTARCACATCTGTTTTCCCARTCAGTGARATCGCTGCTGTCAGCARAAGACC TGAGARGGTGATTGGCATGCATTATTTTTTTCCCGTGGACARGATGCAGCTGCTGGAGATTAT
actgtatcbbbeccagtaacacatete,t,beccaatcagtpaaatcpctpotgt capoaaaagacct pagaagptpat bopeat pea, ba, b b bocogbppacaapat peagct pcb gpagat bat

1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690
| : + + : + : : + : + + : |
CACGACCGAGARARCTTCCARAGACACCAGTGCTTCAGCTGTAGCAGTTGETCTCARGCAGGGGARGGTCATCATTGTGGT TAAGGATGGACCTRGCTTCTATACTACCAGGTGTCTTRCGCCCATGATG

CACGACCGAGARAACT TCCARRGACACCAGTGCTTCAGCTRTAGCAGTTGRTCTCARGCAGGGGARGGTCATCATTGTGGT TARGGATGGACCTGGCTTCTATACTACARGGTGTCTTGCGCCCATGATG
cacgaccgapaaaactbocaaagacaccagtgctbcapchptagcagtbyptcboaapoagpppaapptocateattgbpptbaappat ppacctgpctbet abact ac, apptgbetbgcpoccat gaty

1691 1700 110 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
| : + + : + : : + : + + : |
TCTGAAGTCATCCGAATCCTCCAGGARGGAGT TGACCCGARGAAGC TGEATTCCCTGACCACARGCTTTRGCTTTCCTGTGGGTGCCGCCACACTGRTGGATGARGT TGGTGTGGATGTAGCGARACATG

TCTGARGTCATCCGAATCCTCCAGGARGGAGT TGACCCGAAGARGC TGEATTCCCTGACCCCARGCTTTGGCTTTCCTGTRGEGGCCGCCCCACTGRTRRATGARGT TGRTGTGGAGGTAGCGARACATG
tctgaagtcatcopaat.cocbocagpaagpagtbeaccepaagaagctepatt cocbeace, caagetbbggckbtcob gbope, pocpec, cactgptgpat paagb bopt et ppa, ptagegaaacaty

1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 15920 1930 1940 1950
| : + + : + : : + : + + : |
TGGCGGAAGATCTGGGCAARGTCTTTGGGGAGCGGT TTGGAGGTGGARACCCAGAACTGC TGACACAGATGETGTCCARGGGCT TCCTAGRTCGTARATCTGGGARGGGCT TTTACATCTATCAGGAGGG

GGGCGGAAGAT TTRGGCARRGT TTTTGLGGAGCGGTTTAGAGGGGEARACC CAGARCTGC TRACCCAGATGGTGTCCARGGGCTTCCTAGGTGGTARATTTGGGAAGGGCTTTTACATTTTTCAGGAGRG
.pecppaagat.  Leppgcaaagt  bhbepppagcpptbtepage, ppaaacccagaact ot pac, cagat ggtgbccaaggpctboct apgt . ghaaat . begraagppctbttacat b, boaggagpy

1951 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2060 2060 2070 2080
| : 4 : : 4 : 4 4 : 4 : : |
TGTGAAGAGGAAGGATTTGARTTCTGACATGGATAGTATTTTAGCGAGTCTGAAGCTGCCTCCTAAGTCTGARGTCTCATCAGACGAAGACATCCAGTTCCGCCTGRTGACARGATTTGTGARTGAGGCA

TGGGARGAGGARGGAT TTGARTTTTGACATGGATAGTATTTTAGRGAGT TRGARGCTGCTTCCTARGTTTGAAGTTTCTTCAGAGGAAGACATCCAGTTCCGCCTRGGECCARGAT TTGLGARTGAGGCA
Lg,gaagaggaaggatttgaatt  bgacatgpatagtattibag,gagt , ,gaagcbec, boctaagt  byaagt,be,boaga, gaagacatceagtbecgect gg, g, caagattby, paat paggca

2081 2030 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200 2210
| + 4 + + 4 + 4 4 + 4 + + |
GTCATGTGCCTGCARGAGGGGATCTTGRCCACACCTGCAGAGGGAGACATCGGAGCCGTCTTTGEGCTTGGCTTCCCGCCTTRTCTGGEAGGECCTTTCCGCTTTRTGGATCTGTATGGCGCCCAGARGRA

GTCATGGCCC TGCARGAGGGGAT TTTGGCCCCCCCTGCAGAGGGAGACTTCGGACCCGTCTTTGEECTTRECTTCCCCCCTTRTCTGGGARGCCCTTTCCGCTTTRRGGATC TATAGGGCGCCCAGARGA
gbecatg, .ccbecaagappppat.  bhegee, o, cobecagagppagac, begga, copbobbbpppctbppctboee, cobbgbobgppagy, cobbbeopotbby, ppatcbeta, gpcpeccagaaga

2211 2220 2230 2240 2250 2260 2210 2280 2290 2300 2310 2317
I L M L L M L M M L M I

TAGTGGACCGGCTCAAGARATATGARGCTGCCTATGGARARCAGTTCACCCCATRCCAGCTGCTAGCTGACCATGC TARCAGCCCTARCARGARGTTCTACCAGTGA

TAGTGGACCGGCCCARGAARTATGARGCTGCCTATGGARARCAGTTCACCCCATGCCAGCTGCTAGC TRAGCATGCTARCAGCCTT
Lagtgpaccggc, caagaaatatyaapctgoct abgpaaaacagtlcaccecatbgccagcbpctagchpa, cabpctaacagel. b, vssssrsssssssnsssnns

Figura 4.11. Alineamiento de la secuencia de ECHA clonada en pMyr con la secuencia consenso de ECHA.
ECHA: secuencia consenso de gen de ECHA extraida de Uniprot (P40939).
F: producto secuenciacién utilizando cebador directo especifico de ECHA.

R: producto secuenciacidn utilizando cebador reverso especifico de ECHA.
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4.3. Resultados del ensayo de Doble Hibrido

Ensayo de ausencia de reversion de sensibilidad a la temperatura

Previamente a realizar el ensayo de doble hibrido se verificé la ausencia de reversién de
sensibilidad a la temperatura de la cepa S. cerevisiae cdc25H o presencia de contaminacion.
Esto se realizé tanto para el stock de levadura conservado a -80°C como para el cultivo
utilizado en la preparacién de las células competentes. Para ellos se sembrd dicha cepa en
medio YPAD a 37°C, no observdndose crecimiento al cabo de 6 dias de incubacion. Este
control es importante, ya que el sistema de doble hibrido sugiere que si crecen mds de 30
colonias en este control no es posible tomar en cuenta los resultados de las co-
trasformaciones de los ensayos de doble hibrido, ya que implicaria un alto grado de
reversion de sensibilidad a la temperatura o la presencia de una contaminacién. Por el
contrario esta cepa creciod sin problema a 25°C, mostrando colonias tipicas de levadura, de

color blanco y olor caracteristico.
Calculo de eficiencia de co-transformacion

Se determind la eficiencia de la co-transformacion de la cepa de levadura transformada con
los plasmidos pSos y pMyr y cultivada en el medio selectivo SD/glucosa (-UL) a 25°C. Este
medio permite solo el crecimiento de las levaduras que han incorporado ambos plasmidos,
ya que aquellas colonias que porten el plasmido pSos seran capaces de crecer en medio
carente de leucina y aquellas que posean el plasmido pMyr serdn capaces de crecer en
medio carente de uracilo (tal como indica los marcadores de seleccion de cada uno de estos
plasmidos descritos en la metodologia). Al sembrar 10 pl de la mezcla de transformacion se
obtuvieron 2 ufc, y al sembrar 100 pl se obtuvieron 23 ufc en medio SD/glucosa (-UL) a 25°C,
no observandose crecimiento a 37°C (control de reversion de sensibilidad a la temperatura).
Se utilizé el valor de 23 ufc para el calculo de la eficiencia de transformacion utilizando la

siguiente ecuacion:

n° ufc X Vtotal de suspension

= ufi de ADN
Vplaqueado X pg ADN usado ufc/ug de

En este ensayo el volumen total de suspensién fue de 660 ul y la cantidad de ADN de 0.3

pg. Con dichos valores, la eficiencia de la transformacién fue de 0.51x103 ufc/pg,

49



encontrandose dentro del limite inferior del rango sugerido por el kit comercial de doble

hibrido utilizado (0.5x103% -10x10* ufc/pg de ADN).
Ensayo doble hibrido

El ensayo de doble hibrido, incluye un primera etapa en la que se verifica si existe co-
transformacién con cada uno de los pares de plasmidos utilizados, sembrando las mismas
en placas de SD/Glucosa (-UL) e incubandolas a 25°C. En nuestro caso, en todas las co-
transformaciones realizadas se obtuvieron transformantes, indicando el éxito de la
transformacién con cada par de plasmidos utilizados.

La siguiente etapa implicé evaluar la interaccidon del doble hibrido. Una vez transformadas
se seleccionaron tres colonias de cada una de las trasformaciones y se realizd una
suspension de células con cada una de ellas, la cual se sembré en duplicado (en forma de
spot) en placas de SD/Glucosa (-UL) y SD/Galactosa (-UL), incubandolas a 25 °C y 37°C
durante un maximo de diez dias. El resultado esperado y obtenido en cada una de estas co-
transformaciones del ensayo de doble hibrido (incluyendo los controles positivos, negativos
y el ensayo de interés) se muestra en la tabla 5. Los mismos representan el resultado de un
Unico ensayo obtenido a los siete dias de incubacién, ya que luego de este tiempo
comienzan a observarse reversiones de la sensibilidad a la temperatura en el medio

SD/Glucosa (-UL).

Tabla 5 : 3 Re
. SD/Glucosa (-UL) |SD/Galactosa (-UL) |SD/Glucosa (-UL) | SD/Galactosa (-UL)
Co-transformacion
25°C 37°C 25°C 37°C 25°C 37°C 25°C 37°C
Contro pSosMAFE +
2 positive oMyTMAFE + _ + + + _ + +
3 Control | pSosMAFB « 4 4 + +

negativo | Py Lamin ¢ - - - -

Control p5aos Coll+

Contro PSOsMAFE »

5 + + + + + +
pasitivo piviyr 58 = =
Control Prpdl +

6 ! psos Piph + - + + +

negativo plvyr Lamin C - - —
7 Contro pE0s PtpA +

SitivD phvityr 5B - -
p50s PIpA +
+ + + + + +
m v BCHA - -
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Como podemos observar en dicha tabla, de manera general se obtuvo el resultado esperado
para los controles positivos y el de interaccion entre la PtpA y la ECHA. Sin embargo uno de
los controles negativos no dio como esperado. A continuacion se detallan los resultados de
cada una de las co-transformaciones descritas en la tabla con el objetivo de dejar
documentado lo observado y que sirva como base para las proximas réplicas de dicho

ensayo.
Resultado de los controles positivos.

Los controles positivos se realizaron co-transformando plasmidos tales que sus productos de
expresion proteica interaccionen entre si pudiendo rescatar la via de crecimiento a 37°C de
la levadura S. cerevisiae cdc25H (activacion via RAS). Para ello se realizaron dos co-
transformaciones. En la primera se co-transformd las células cdc25H competentes con
pSosMAFB y pMyrMAFB (co-transformacién 2) y en la segunda con los plasmidos pSosMAFB

y pMyrSB (co-transformacién 5). El siguiente esquema resume el resultado observado.

Co-transformacién 2: pSos MAFB + pMyrMAFB Co-transformacién 5: pSos MAFB + pMyr SB
)
V
@ $D/Glucosa (-UL) 25°C  SD/Glucosa (-UL) 37°C
sD/Glucosa (-UL) 25°C QCA N . AN
Q 9 SD/Glucosa (-UL) 25°C @ A
N\l b

SD/Galactosa (-UL) 25°C  SD/Galactosa (-UL) 37°C
SD/Galactosa (-UL) 25°C SD/Galactosa (-UL) 37°C

Podemos observar que en la co-trasformacién 2 presenta crecimiento en medio
SD/Galactosa (-UL) a 37°C de los tres duplicados coincidiendo con lo esperado. Sin embargo
uno de los spot duplicados proveniente de una de las colonias seleccionadas crecié en
medio SD/Glucosa (-UL) a 37°C, posiblemente por aparicién de mutantes de reversion. Para
la transformacién 5 fue dificil asegurar la ausencia total de crecimiento en las placas de
SD/Glucosa (-UL) a 37°C, sin embargo este crecimiento fue notoriamente menor que el
observado en el medio SD/Galactosa (-UL) a 37°C, por lo cual consideramos el resultado

como el esperado, aunque nuevas réplicas deberan ser realizadas para confirmar este
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resultado promisorio. Cabe destacar que las colonias observadas en el medio SD/Glucosa (-
UL) incubadas a 37°C presentaron un fenotipo diferente al observado en medio

SD/Galactosa (-UL).

En resumen, podemos considerar que el resultado con los controles positivos de manera
general fue el esperado lo que confirma el correcto funcionamiento del ensayo del doble
hibrido, ya que en ambas co-transformaciones se activd la via Ras por medio de la
interaccion de las proteinas MAFB en el caso de la co-transformacion 2 y por la interacciéon
de la proteina hSos con SB en el caso de la co-transformacidn 5. Este uUltimo control también

nos asegura la correcta localizacion de hSos en el citosol de la levadura.

Resultado de los controles negativos:

Los controles negativos se realizaron co-transformando pldsmidos tales que sus productos
proteicos no interaccionen entre si impidiendo el rescate la via RAS de crecimiento a 37°C
de la levadura S. cerevisiae cdc25H. Para ello se realizaron dos co-transformaciones. En la
primera se co-transformod las células cdc25H competentes con pSosMAFB y pMyr LaminC
(co-transformacién 3) y en la segunda con los plasmidos pSos Col | y pMyrMAFB (co-
transformacién 4). Se descarté uno de ellos por error experimental quedando como valida
solo la transformacidn 3 para evaluar como control negativo. El siguiente esquema resume

el resultado observado.

Co-transformacion 3: pSos MAFB + pMyr Lamin C

o)
L
SD/Glucosa (-UL) 25°C ~ SD/Glucosa (-UL) 37°C
SD/GIuc 25°C ®
L

SD/Galactosa (-UL) 25°C SD/Galactosa (-UL) 37°C

Podemos observar que en la co-trasformacién 3 no presenta crecimiento en ninguno de los
dos medios (SD/Glucosa (-UL) y SD/Galactosa (-UL)) incubados a 37°C, coincidiendo con los

resultados esperados. No se observé crecimiento por lo que no hubo activacidn de la via Ras
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ya que las proteinas MAFB y Lamin C no interaccionan por lo tanto la proteina hSos no llega

a la membrana para poder activar a Ras y por lo tanto la via de crecimiento a 37°C.
Resultado de los controles con pSos-PtpA D126A y pMyr SB o pMyr LaminC

Estas co-transformaciones se realizaron con el fin de evaluar la correcta localizacion
citosdlica de hSos-PtpA D126A y asegurarnos que PtpA D126A no esté interaccionando
inespecificamente con otra proteina (Lamin C en nuestro caso). Para ello se realizaron dos
co-transformaciones. En la primera se co-transformé las células cdc25H competentes con
pSos-PtpA y pMyr Lamin C (co-transformacion 6) y en la segunda con los plasmidos pSos-
PtpA y pMyrSB (co-transformacién 7), siendo el resultado esperado el de un control

negativo y positivo, respectivamente. El siguiente esquema resume el resultado observado.

Co-transformacidén 6: pSos PtpA + pMyr Lamin C Co-transformacion 7: pSos PtpA + pMyr SB
o — e
® QOEN?
wofucomayze splueon e /\ SD/Glucosa (-UL) 25°C SD/Glucosa (-UL) 37°C
\—/ \
o ) = \/
SD/Glucosa (-UL) 25°C Q" SD/Glucosa (-UL) 25°C 6\ '6\
L~ L QP Qe

SD/Galactosa (-UL) 25°C  SD/Galactosa (-UL) 37°C

SD/Galactosa (-UL) 25°C SD/Galactosa (-UL) 37°C

Podemos observar en el esquema que en la co-trasformaciéon 6 presenta crecimiento en
medio SD/Galactosa (-UL) a 37°C para las tres colonias evaluadas, lo cual no es lo esperado.
Por otro lado, ambos spots provenientes de una de las colonias seleccionadas crecieron en
medio SD/Glucosa (-UL) a 37°C, posiblemente por aparicion de mutantes de reversién ya
que presentaron un fenotipo diferente al observado en medio SD/Galactosa (-UL).

Al observarse crecimiento a 37°C en el medio SD/Galactosa se concluye hay activaciéon de la
via Ras, lo que sugiere que la PtpA estd interaccionando de forma inespecifica con la sefial
de mirisitlacion o con la lamin C. Si bien dicho control debe ser repetido, podemos
igualmente sugerir una posible interpretacién del mismo. Para ello debemos tener en
cuenta el hecho que las fosfatasas son proteinas que actlan sobre multiples sustratos. Por

lo tanto, no podemos descartar que la fosfatasas en tirosina PtpA D126A haya
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interaccionado con la LaminC humana (aa 67-230), la cual ha sido reportada en sitio
Phosphosite [41] como fosforilada en tirosina (Y81, Y211). Por otro lado podriamos realizar
una co-transformacién con la pSos-PtpA-D126A y pMyr, con el objetivo de analizar si la
fosfatasa esta interaccionando de manera inespecifica con la seial de miristilacion. Si este
resultado se confirma, esto indicaria que la PtpA D126A no es una buena proteina para
utilizar como carnada en el doble hibrido y por lo tanto este método no es adecuado para el
estudio de la interaccién especifica de esta fosfatasa con sus posibles sustratos.

Para la co-transformacion 7 fue dificil asegurar la ausencia total de crecimiento en las placas
de SD/Glucosa (-UL) a 37°C, sin embargo este crecimiento fue notoriamente menor que el
observado en el medio SD/Galactosa (-UL) a 37°C. Este resultado es similar al observado
para el control positivo realizado en la co-transfromacion 5. Al igual que pasé para los
controles positivos las colonias observadas en el medio SD/Glucosa (-UL) incubadas a 37°C
presentaron un fenotipo diferente al observado en medio SD/Galactosa (-UL). En este
primer analisis, consideramos que esta notoria diferencia de crecimiento podria
corresponder con el resultado esperado, confirmando la correcta localizacion en el citosol
de la levadura de la proteina de fusidn hSos-PtpA. Sin embargo nuevas réplicas deberan ser

realizadas para confirmar este resultado promisorio.
Resultado del ensayo de doble hibrido con pSos PtpA D126A y pMyr ECHA

En este ensayo se evalud la existencia o no de interaccion entre las proteinas en estudio, es
decir entre la PtpA D126A y su posible sustrato ECHA. En caso de que interaccionen entre si
la via de crecimiento a 37°C de la levadura S. cerevisiae cdc25H se va a activar (activacién via
RAS) permitiendo el crecimiento a esta temperatura. Para ello se co-transformaron las
células de S. cerevisiae cdc25H competentes con pSos-PtpA y pMyr ECHA (co-

transformacién 8). El siguiente esquema resume el resultado observado.

Co-transformacion 8: pSos PtpA + pMyr ECHA

®
$D/Glucosa (-UL) 25°C  SD/Glucosa (-UL) 37°C
$D/Glucosa (-UL) 25°C

SD/Galactosa (-UL) 25°C SD/Galactosa (-UL) 37°C
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Podemos observar que la co-trasformacion 8 presenta crecimiento en medio SD/Galactosa
(-UL) a 37°C en las tres colonias evaluadas, no observandose crecimiento en medio

SD/Glucosa (-UL) a 37°C, coincidiendo con lo esperado.

En resumen, si bien los resultados sugieren que la ECHA interacciona en un contexto celular
con la PtpA D126A, es necesario repetir el ensayo de doble hibrido en su totalidad para
poder corroborarlo. Sobre todo es necesario verificar el resultado no esperado obtenido en
el control negativo de la co-transformacion 6, el cual evallda en cierta forma la posibilidad
gue la PtpA interaccione de manera inespecifica con otras proteinas. A la hora de repetir el
ensayo es fundamental agregar como control negativo la co-transformacion con los
pldsmidos pSos-PtpA-D126A y pMyr tal como ya lo hemos sugerimos anteriormente. Otro
de los controles negativos, que he visto en un trabajo donde se utilizé el mismo método de
doble hibrido [55], es la co-transformacién con el plasmido pSos y pMyr-presa (en nuestro
caso ECHA) para confirmar la ausencia de interaccién entre la hSos y la ECHA. A su vez, en
dicho trabajo, hacen el ensayo en su totalidad, intercambiando los roles de las proteinas de
interés como carnada o presa, es decir, realizan dos ensayos de doble hibrido donde si en el
primer ensayo una de las proteinas cumple rol de carnada en el otro cumple el rol de presa

y viceversa para la otra proteina.

5. Conclusiones y Perspectivas

La proteina PtpA, es un componente clave en la biologia de Mtb, tal como lo han
demostrado los estudios con cepas mutantes en esta fosfatasa y su rol en diversos procesos
celulares [20, 28, 30, 31, 56]. Por lo tanto, la validacién de la interaccidon con sus posibles
sustratos es de gran importancia para avanzar en la determinacién de cudles de estos son
relevantes a nivel fisiolégico, profundizando en la comprensiéon de la relacién bacteria-
hospedero. Para ello era necesario contar con una estrategia que nos permitiera evaluar la
interaccion en un contexto celular entre la PtpA de Mtb y los candidatos a sustrato
identificados por nuestro grupo [31]. En el marco de la tesis se logré poner en marcha el
sistema de doble hibrido en el laboratorio, utilizando diferentes plasmidos control y con
éste avanzamos en el estudio de la interaccién entre la PtpA D126A (carnada en el sistema

doble hibrido) y uno de los sustratos seleccionados, la proteina eucariota ECHA (presa en el
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sistema doble hibrido). Esto implico insertar ambos genes en los plasmidos del sistema de
doble hibrido mediante herramientas de biologia molecular, objetivo que fue alcanzado vy
serd continuado para los otros tres candidatos a sustrato. En este trabajo se logré clonar el
gen de la PtpA D126A en el pldsmido pSos y confirmamos su secuencia, comparandola con
la secuencia disponible en la base de datos de Tuberculist [54]. El gen de la ECHA se clond
en el pMyr, obteniéndose la secuencia de esta proteina humana, la cual corresponde a la
isofoma 1 anotada en Uniprot (P40939-1). Contar con dicha secuencia clonada en un
pldsmido, facilitara el sub-clonado para su futura expresidon recombinante, por ejemplo por
RF-cloning y expresidn en sistemas bacterianos o eucariotas [57, 58, 59]. Por otro lado se
logro la obtencion de productos de amplificacion de los otros tres candidatos a sustratos de
PtpA a partir de ADNc obtenido, cuyas secuencias deben ser ain confirmadas.

Con respecto al ensayo de doble hibrido, podemos decir que se logré hacer funcionar el
mismo en nuestro laboratorio, logrando en un primer ensayo, obtener de manera general el
resultado esperado para los controles del ensayo, excepto para el control negativo
correspondiente a la co-transformacion 6, tal como se describid y discutid en los resultados.
Cuando utilizamos dicho sistema para evaluar si existe interaccion en un contexto celular
entre la PtpA-D126A y la ECHA humana, el resultado fue promisorio. Sin embargo, debemos
ser criticos ya que hasta ahora sélo hemos realizado un Unico ensayo completo, por lo cual
las conclusiones aun son preliminares. Es necesario aumentar las réplicas de dicho
experimento y adquirir experiencia en lectura de los resultados obtenidos en dicho ensayo,
lo cual no fue facil en este trabajo. Recientemente una estudiante de nuestro grupo, Natalia
Faguaga se encuentra realizando réplicas de estos ensayos que buscan confirmar los

resultados preliminares obtenidos.

No se descarta evaluar otra estrategia de doble hibrido para la validacién de los candidatos
a sustrato identificados por nuestro grupo y la fosfatasa PtpA de Mtb. Un posible método
podria ser la técnica de doble hibrido en células de mamifero (mammalian two hybrid) el
cual se recomienda para el estudio de la interaccién entre proteinas que presentan
modificaciones post traduccionales como la fosforilacion [60]. Este método podria servir de
alternativa en el caso que el sitema evaluado en esta tesis, en las réplicas siguientes no se
comporte como esperado, en lo que respecta a sus controles. Por otro lado, falta, verificar si

las proteinas realmente se estdn expresando en las células eucariotas, independientemente
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del sistema de doble hibrido que utilicemos. Una alternativa para demostrarlo, que ademas
contribuiria a evidenciar la interaccién, seria inmunopurificar la ECHA (mediante un
anticuerpo disponible en el laboratorio) y analizar (por espectrometria de masa) si co-

purifica junto a la PtpA.

Finalmente, es importante lograr comprender cual es el efecto de la interaccion de PtpA con
los candidatos a sustrato en estudio durante la infeccidon del macroéfago. Vale la pena
recordar, que tres de las cuatro proteinas candidato a sustrato de PtpA identificadas son
proteinas cuya localizacion final es la mitocondria y se encuentran vinculadas al
metabolismo energético [31]. Ademds existen evidencias recientes que en macroéfagos
infectados con una cepa virulenta de Mtb (y no con una cepa avirulenta) estas tres proteinas
dejan de ser detectadas en la mitocondria [42]. La proteina ECHA, la cual es modelo de
estudio en este trabajo, presenta numerosos residuos de tirosina, algunos de ellos ya
reportados como fosforilados en el sitio Phosphosite [49], pero se desconoce el rol de dicha
fosforilacién. Nuestra hipdtesis es que PtpA pueda ser el factor bacteriano que una vez
introducido en el citosol del macréfago, desfosforile la proteina eucariota ECHA alterando
asi su transito a la mitocondrial y/o afectando su actividad. Nuestro grupo ha logrado
modelar la estructura de la ECHA humana (no resuelta aun) y evaluar la exposicidn de las
diferentes tirosinas, realizando ensayos in silico de acoplamiento molecular con la PtpA.
Contamos ya con tirosinas candidatas a ser mutadas una vez que se obtenga producir la
ECHA de manera recombinantes. Ademas, podriamos repetir el ensayo de doble hibrido con

mutantes de la ECHA, para evaluar si eliminamos la interaccidon o no con la PtpA.

Avanzar en el conocimiento de cudles son las vias de sefializacién moduladas por PtpA e
identificar los residuos o caracteristicas  estructurales que definan Ia
interaccidn/especificidad por sus sustratos podra contribuir a futuro con un disefio racional
de nuevos y potenciales inhibidores de este tipo de enzimas, que puedan afectar la division
y persistencia de Mtb dentro de los macréfagos. Cabe destacar que disefiar inhibidores
contra la PtpA, la cual actua dentro del citosol del macréfago, tiene la ventaja que no es
necesario sortear los mecanismos de resistencia a las drogas de Mtb: la escasa
permeabilidad de la pared celular a las drogas y la actividad de bombas que evitan la

acumulacién de droga dentro de la bacteria [61]. Por otro lado, en la Seccién de Bioquimica
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y Biologia Molecular donde se desarrolld el presente trabajo, existe un interés metodoldgico
en la estrategia de doble hibrido ya que es importante contar con diferentes metodologias
gue permitan evaluar la interaccion en un contexto celular de diferentes proteinas de
estudio. En especial, para nuestro grupo, sera fundamental para continuar el estudio de
potenciales interactores de fosfatasas de otros microorganismos patégenos que el grupo

estudia, como Listeria monocytogenes y el virus ORF.
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