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Caracterizacién biofisicoquimica de proteinas quinasas de Mycobacterium

tuberculosis

Resumen

La tuberculosis (TB) es un problema de salud a nivel mundial. Un millon y medio
de personas al afio mueren por esta enfermedad, siendo la primera causa de
muerte entre los infectados con el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV). El
microorganismo causante de la enfermedad, Mycobacterium tuberculosis (Mtb.), es
una bacteria de crecimiento lento que vive dentro de los macréfagos del
hospedador, en donde puede residir por afos sin producir sintomas, en un estado
gue se conoce como de latencia. Dentro del macréfago la mycobacteria se
encuentra sometida a una serie de condiciones de estrés como hipoxia, falta de
nutrientes y presencia de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno (ERON). Mtb

posee varias estrategias que le permiten sobrevivir en dicho ambiente tan adverso.

Las Ser/Thr quinasas son proteinas que han mostrado ser centrales para el
control de diversos procesos celulares en una gran variedad de organismos. Es por
ello que son reconocidas como importantes blancos farmacologicos para el
tratamiento de diversas patologias, y mas recientemente, para combatir
enfermedades infecciosas como la tuberculosis. Las quinasas tienen un rol central
en la cadena de transduccion de sefiales y es por esto que su actividad esta
altamente regulada. Debido a la versatilidad del dominio quinasa, hay proteinas que
han evolucionado mecanismos particulares para regular su actividad, como es el
caso de la PknG de Mtbh. PknG es una quinasa particular, ya que por un lado carece
de loop de activacion, y por otro tiene un dominio Rubredoxina (Rbx), un dominio
pequefio con un centro metélico coordinado por 4 cisteinas, con interaccion directa
con el dominio quinasa. Se ha demostrado que PknG posee un rol clave tanto en la
patogenia como en la regulacion del ciclo de acidos tricarboxilicos (TCA) y sintesis
del glutamato. Se ha propuesto que esta regulacion seria importante en el estado de
latencia Mtb; de este modo, PknG estaria generando cambios metabdlicos que

permiten que el bacilo sobreviva dentro de los macréfagos. EI mecanismo propuesto



es que las ERON producidas dentro del macréfago serian “sensadas” por el dominio
Rbx que a su vez funcionaria como un regulador de la actividad quinasa de PknG.
Sin embargo esto no ha sido demostrado.

El presente trabajo de tesis tiene como principal objetivo comprender los
mecanismos de regulacién (activacion/inhibicién) de la actividad quinasa de la serin

treonin quinasa G (PknG) de Mtb, y se encuentra dividido en tres partes.

Se sabe que esta quinasa regula al ciclo TCA y la sintesis de glutamato mediante
la fosforilacion de GarA. GarA es una proteina pequefia que posee como elemento
de regulacién dos treoninas susceptibles de ser fosforiladas: la Thr 21 y la Thr 22.
Cuando GarA se encuentra sin fosforilar, interactia e inhibe a las enzimas
glutamato deshidrogenasa (GDH) y «-cetoglutarato descarboxilasa (KGD), y se une
y activa la glutamina oxoglutarato aminotransferasa (GOGAT). KGD es una proteina
central en el TCA, mientras que las otras dos regulan la sintesis del glutamato.
PknG fosforila a GarA en el residuo 21, mientras que PknB, otra quinasa de Mtb, la
fosforila en el residuo 22. Ambos eventos son especificos y excluyentes, y hasta el
momento no se conoce el motivo de su especificidad, el cual fue estudiado a nivel
atbmico en la primera seccion de esta tesis, mediante simulaciones
computacionales y ensayos de actividad in vitro utilizando péptidos derivados de
GarA.

En la segunda parte, se realizO una caracterizacion fisicoquimica de PknG in
vitro, para lo cual se caracterizO el centro metalico por técnicas de absorcién y
emisién molecular. Estos resultados han permitido determinar la presencia de Zn,
Cd y Fe en el centro de Rbx. Posteriormente, se analizé la relevancia del metal
unido en la actividad quinasa. Sumamente importante, en el caso de la proteina que
posee hierro (el estado propuesto en Mtb), se analizd el efecto del estado de
oxidacion sobre la actividad de la misma. Para ello se hicieron estudios por técnicas
espectroscopicas UV-VIS y Raman Resonante. Nuevamente se correlacionaron los
resultados con las actividades medidas, observandose que el estado de oxidacion

(1) presenta la mayor actividad (similar a cuando posee Cd y Zn).

En la tercera parte, se analiz6 la actividad de PknG en presencia de ERON, en
particular NO, HNO/NO" y H,0,. En estos caso pudimos observar que el poder de

modular el estado de oxidacion del hierro varia segun la capacidad
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reductora/oxidante de las especies reactivas, y que el estado de oxidacién del metal
regula la actividad de PknG.

Nuestros resultados en su conjunto permiten comprender que PknG es una
proteina constitutivamente activa, que posee un sitio hidrofébico de reconocimiento
a sustrato bien diferente de PknB y cuya actividad quinasa es regulada por el estado
de oxidacién del centro metélico del dominio Rbx. Finalmente, pudimos determinar

gue la 6xido/reduccion puede ser mediada por ERON de interés fisioldgico



Biophysical chemical characterization of Mycobacterium tuberculosis
protein kinases

Abstract

Tuberculosis (TB) remains a worldwide issue, 1.5 million people die from TB each
year being the first cause of death among HIV infected people. The microorganism
responsible for TB, Mycobacterium tuberculosis (MTb.), is a slow growing bacteria
which lives inside host's macrophages where it can stay for years without causing
symptoms to the host, in a state known as latency. Inside the macrophage,
mycobacteria is exposed to a series of stressful conditions such as hypoxia,
starvation or the presence of reactive oxygen and nitrogen species (RNOS). Mtb.

has several strategies that allow him to survive in such an adverse environment.

It has been shown that Ser/Thr kinases play a central role in the control of diverse
cellular processes in a wide variety of organisms. That is why they are recognized as
important pharmacological targets for the treatment of various pathologies, and more
recently, to combat infectious diseases such as TB. Protein kinases have a central
role in the signal transduction chain and this is why their activity is highly regulated.
Due to the versatility of the kinase domain, there are proteins that have evolved
particular mechanisms to regulate their activity, as is the case of the PknG Mtb
protein. PknG is a particular kinase, since on the one hand it lacks an activation loop,
and on the other it has a Rubredoxin domain (Rbx), a small domain with a metallic
center coordinated by 4 cysteines, with direct interaction with the kinase domain. It
has been shown that PknG has a key role both in the pathogenesis and in the
regulation of the tricarboxylic acid cycle (TCA) and glutamate synthesis. It has been
proposed that this regulation could be important in the Mtb. latency state, so PknG
would be generating metabolic changes that allow the bacillus to survive inside the
macrophages. The proposed mechanism is that the RNOS produced within the
macrophage would be "sensed" by the Rbx domain which in turn would function as a

regulator of the PknG kinase activity. However this has not been demonstrated.



The main objective of this thesis is to understand the regulatory mechanisms
(activation/inhibition) of the kinase activity of the serine threonine kinase G from Mtb.
It is divided into three parts.

It is known that this kinase regulates the TCA cycle and the synthesis of glutamate
by the phosphorylation of GarA. GarA is a small protein that has as regulatory
elements two phosphorylable threonines: Thr 21 and Thr 22. When GarA is
unphosphorylated, it interacts and inhibits the enzymes glutamate dehydrogenase
(GDH) and a-ketoglutarate decarboxylase (KGD), and activates glutamine
oxoglutarate aminotransferase (GOGAT). KGD is a central TCA protein, while the
other two regulate glutamate synthesis. PknG phosphorylates GarA at residue 21,
while PknB, another kinase from Mtb, phosphorylates residue 22. Both events are
specific and exclusive, and the reason for their specificity is unknown. In the first
section of this thesis, through computational simulations and in vitro activity tests
using GarA-derived peptides, we studied at the atomic level the reason for that

specificity.

In the second part, an in vitro physicochemical characterization of PknG was
carried out. In this study we characterized the metal center by absorption and
molecular emission techniques. These results have allowed us to determine the
presence of Zn, Cd and Fe in the center of Rbx. Subsequently, the relevance of the
bound metal in the kinase activity was analyzed. Extremely important, in the case of
the protein that has iron (the state proposed in Mtb), we analyzed the effect of the
oxidation state on the activity of the kinase. For this, we used UV-VIS and Resonant
Raman spectroscopic techniques. Again, the results were correlated with the
measured activities, observing that the oxidation state (lI) has the highest activity

(similar to the observed in the case of Zn or Cd).

In the third part, the activity of PknG was analyzed in the presence of RNOS, in
particular NO, HNO/NO™ and H,O,. In these cases we observed that the power to
modulate the oxidation state of iron varies according to the reducing/oxidant capacity
of the reactive species, and that the oxidation state of the metal regulates the activity
of PknG.

Together, this data allow us to understand that PknG is a constitutively active

protein, which has an hydrophobic substrate recognition site and whose kinase
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activity is regulated by the oxidation state of the metallic center of the Rbx domain.
Finally, we were able to determine that the oxidation/reduction can be mediated by
RNOS of physiological interest.
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Abreviaturas

ATP: adenosin trifosfato

CD: dicroismo circular

DM: dindmica molecular

DOPE: Discrete Optimized Protein Energy

FHA: forkhead associated domain

GDH: glutamato deshidrogenasa

GItS: glutamato sintasa (GItS, también conocida como GOGAT
HIV: virus de la inmunodeficiencia humana

HNO: nitroxilo

HEPES: 2-[ (acido 4- (2-hidroxietil) -1-piperazineetanosulfonico
IPTG: Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido

KD: dominio quinasa

KDH: a-cetoglutarato deshidrogenasa

LB: medio de cultivo Luria-Bertani

M9: medio minimo de cultivo

Mtb.: Mycobacterium tuberculosis

NO: 6xido nitrico

OD: densidad 6ptica

P: sitio de fosforilacion

PASTA: penicillin-binding protein and serine/threonine kinase associated
PDB: protein data bank

PHK: fosforilasa quinasa



PKA: proteina quinasa A

pET28a: vector de expresion

PKI: péptido inhibidor de la quinasa A

PknG: proteina quinasa G

PknG-Cd: PknG expresada en medio minimo suplementado con Cd
PknG-Fe: PknG expresada en medio minimo suplementado con Fe
PknG-Zn: PknG expresada en medio minimo suplementado con Zn
PknG-MR: PknG expresada en medio rico

ppb: partes por billén

ppm: partes por millén

pThr: treonina fosforilada

Rbx: dominio rubredoxina

RMSD: Root Mean Square Deviation

RMSF: Root Mean Square Fluctuation

SDS: dodecil sulfato sodico

STPKs: Ser/Thr quinasas

TB: tuberculosis

TCA: acidos tricarboxilicos

TPR: tratricopéptidos

TRIS: trisaminometano
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Capitulo 1

1. INTRODUCCION
1.1. Tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por el bacilo
Mycobacterium tuberculosis (Mtb.), una pequefia bacteria que posee unos 5000
genes y cuyo genoma ya ha sido secuenciado (S. T. Cole et al. 1998a; Stewart T.
Cole 1999). Por lo general, afecta los pulmones (TB pulmonar), pero también puede
afectar otros sitios (TB extrapulmonar). La enfermedad se propaga cuando las
personas que estan enfermas con tuberculosis pulmonar expulsan las bacterias al
aire, por ejemplo al toser. Una proporcion relativamente pequeia (5-10%) de las 1.7
mil millones de personas estimadas infectadas con Mtb. desarrollara la enfermedad
durante su vida (Figura 1.1). Sin embargo, la probabilidad de desarrollar TB es
mucho mayor entre las personas infectadas con HIV, asi como entre las personas
afectadas por factores de riesgo tales como desnutricion, diabetes, el habito de
fumar y el consumo de alcohol. En general, alrededor del 90% de los casos ocurre
en adultos, con mas casos entre hombres que mujeres. La relacion hombre: mujer
en los adultos es de aproximadamente 2: 1 (“WHO | Global Tuberculosis Report
2018” 2018).

La TB es la novena causa de muerte a nivel mundial y la primera por
enfermedades infecciosas, causante de alrededor de 1.6 millones de muertes
anuales (Figura 1.2) (“WHO | Global Tuberculosis Report 2018” 2018). En la
Republica Argentina, si bien se considera que la enfermedad tiene una carga
moderada, la TB continla siendo un problema de salud publica. En el 2016 se
notificaron 11.560 casos y 757 muertes. Asimismo la tasa de notificacion de casos
de TB aumentd nuevamente con respecto a 2015: de 24,9 a 26,5 por 100.000
habitantes, con importantes diferencias entre jurisdicciones. Esto determind cuatro
afos consecutivos de aumento sostenido de la enfermedad, a lo que se suma un
incremento de casos de TB en grupos jovenes (Boletin sobre tuberculosis en
Argentina 2018).
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Figura 1.2. Tasas de mortalidad estimadas causadas por TB, incluyendo los casos de HIV
positivo. Tomado de WHO 2018.
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1.2. Tratamiento actual

El tratamiento de la infeccién tuberculinica enfrenta hoy en dia numerosos
obstaculos (Nguyen and Pieters 2009). Las drogas mas frecuentes para tratarla son
la isoniazida y la rifampicina; las cuales implican un tratamiento largo (6 meses) y
muy costoso. Otro problema que se presenta para combatir la enfermedad es la
aparicion cada vez mas frecuente de cepas multi resistentes (MDR), las cuales
pueden ser tratadas con drogas de segunda generacion, pero los efectos
secundarios implicados son graves (por ejemplo, ceguera y/o sordera), de cepas
extremadamente resistentes (XDR), las cuales implican tratamientos aun mas largos
y agresivos, y cepas totalmente resistentes (TDR), para las que aln no existe
tratamiento (Janin 2007; “WHO | Key Bottlenecks in M/XDR-TB Control and Patient
Care” 2012, Treatment Strategies for MDR-TB and XDR-TB 2014; Hameed et al.
2018). Ademas, existen interacciones negativas entre las drogas anti-tuberculinicas
y las anti-HIV, lo que presenta un problema severo en los casos comunes de co-

infeccion (Bonora and Di Perri 2008).

Finalmente un punto clave es que no existen drogas que ataquen al bacilo en fase
latente, es decir, en el punto en el cual existe un estado de equilibrio en el que el
huésped puede controlar la infeccion pero no erradicar por completo la bacteria (Lin
and Flynn 2010). Aproximadamente un 20% de las personas infectadas en esta fase
desarrollan la enfermedad, y el porcentaje es aldn mayor en personas
inmunosuprimidas (Pawlowski et al. 2012). En este contexto, el desarrollo de nuevos
farmacos es apremiante; para lo cual es necesario sortear numerosos obstaculos,
siendo los mas importantes el limitado conocimiento de la fisiologia del bacilo
(especialmente en condiciones fisiolégicamente relevantes, como las de estrés
oxi/nitrosativo), el desconocimiento de blancos moleculares eficientes (capaces de
matar al bacilo al ser inhibidos) y la comprensién de porqué muchos farmacos
prometedores in-vitro fallan en las etapas posteriores de desarrollo (in vivo/clinico)
(Pawlowski et al. 2012).
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1.3. Metabolismo de Mtb. en el ambiente intracelular de macréfagos.

Tras la fagocitosis por parte de las células huésped, Mth. experimenta cambios
ambientales drasticos y, por lo tanto, tiene que reacomodar su metabolismo para
asegurar su supervivencia. Los estudios de la respuesta transcripcional de Mtb. a
esta transicion han proporcionado una vision mas profunda de la naturaleza del
entorno fagosdmico, que se sugiere nitrosativo, oxidativo, bajo en tensién de

oxigeno y limitado en nutrientes (Schnappinger et al. 2003).

Se ha demostrado que el metabolismo de lipidos es critico para la virulencia de
Mtb. (Movahedzadeh et al. 2004; Brzostek et al. 2007; Chang et al. 2009; Nesbitt et
al. 2010). Cuando los &cidos grasos son la fuente exclusiva de carbono se activa el
ciclo del glioxilato, un atajo del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA), que evita los
pasos que implican la pérdida de carbono por formacion de CO,. Se ha identificado a
la isocitrato liasa como una enzima clave en el metabolismo del glioxilato, y se ha
observado actividad del ciclo del glioxilato durante la infeccion cronica en ratones, lo
gue sugiere que los lipidos son accesibles como nutrientes in vivo (McKinney et al.
2000).

Las vias metabolicas relevantes durante la infeccion de Mtb. se muestran en la
Figura 1.3. Aunque la naturaleza exacta de las fuentes de carbono utilizadas durante
la infeccidn sigue siendo dificil de dilucidar, se ha demostrado que Mtb. metaboliza el
colesterol y triacilglicerol del huésped (Pandey and Sassetti 2008; Daniel et al.
2011). El catabolismo del colesterol, de los acidos grasos de cadena impar, de los
acidos grasos ramificados con metilo y de los aminoacidos se canaliza en propionil-
CoA, gue es toxico en exceso (Savvi et al. 2008; X. Yang et al. 2009), y que a su vez
sirve como sustrato para el ciclo del 2-metilcitrato, en el que se sintetizan succinato y
piruvato (Figura 1.3) (Mufioz-Elias et al. 2006). El propionil-CoA puede
metabolizarse también mediante la via de metilmalonil-CoA. El producto final de esta
via es el metilmalonil-CoA, que a su vez puede convertirse en succinil-CoA por una
mutasa dependiente de vitamina B12 o ser incorporada directamente a acidos
grasos ramificados de metilo (Savvi et al. 2008) (Figura 1.3). Estos acidos grasos se
encuentran en la gran familia de lipidos micobacterianos unicos que forman la pared
celular del patégeno (Brennan and Nikaido 1995; Jackson, Stadthagen, and Gicquel

2007). Tipicamente, la pérdida de los componentes de la pared celular conduce a
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una virulencia disminuida (Glickman, Cox, and Jacobs 2000; Makinoshima and
Glickman 2005). En conclusién, el metabolismo del propionil-CoA es

extremadamente critico para Mtb. in vivo.
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Figura 1.3. Vias metabdlicas de Mth. importantes durante la infeccion. La degradacién de los
acidos grasos por la B-oxidacién conduce a acetil-CoA (C2) y propionil-CoA (C3). El patégeno puede
metabolizar directamente las unidades C2 a través del ciclo de los acidos tricarboxcilicos (TCA),
mientras que la acumulacion excesiva de propionil-CoA toxica se evita mediante dos rutas
metabdlicas: (1) el ciclo del metilcitrato y (2) la ruta del metilmalonilo. Los productos de ambas vias
pueden ingresar al ciclo de los TCA, ya sea directamente (succinato) o después de la conversion a
succinil-CoA (metilmalonil-CoA). Por su parte, el glioxilato se puede usar para generar piruvato (a
través de malato), a partir del cual los sustratos glicoliticos se pueden reponer por gluconeogénesis.
Los cuerpos C3 de la glucdlisis/ gluconeogénesis y acetil-CoA son necesarios para la biosintesis del
triacilglicerol, un lipido relevante durante la latencia. Tomado de (Gengenbacher and Kaufmann
2012).

Por otro lado, la escision asimétrica de isocitrato produce glioxilato, que se
convierte en malato y succinato. El malato intermedio del ciclo de los TCA se puede
usar para generar piruvato y, ademas, para reponer el conjunto de productos

intermedios glicoliticos mediante gluconeogénesis (Figura 1.3). Tales intermediarios
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son necesarios para producir los componentes esenciales de las proteinas, el ADN y
la pared celular. La gluconeogénesis es critica durante la infeccion de TB en ratones
y, por lo tanto, podria ser relevante en la latencia (Marrero et al. 2010).

En los ultimos afios se han realizado estudios in vitro que apuntan a reproducir los
impactos del ambiente del huésped en Mtb., es decir, en el estado latente del bacilo.
En conjunto, estas investigaciones sugieren que los genes relacionados con el
estrés y las vias alternativas estan regulados positivamente, mientras que los genes
de las rutas metabdlicas centrales, que incluyen la glucdlisis, el ciclo de los TCA, la
produccion de energia y la respiracion, se encuentran regulados negativamente
(Keren et al. 2004; Vazquez-Laslop, Lee, and Neyfakh 2006; Bryk et al. 2008; Keren
et al. 2011).

1.4. Sistemas de transduccion de sefiales en bacterias

Comunmente, la transduccidon de sefiales se refiere a la deteccion de una sefial
extracelular que se transduce a través de la membrana citoplasmica y se convierte
en una respuesta intracelular. Por lo tanto, la transduccion de sefiales es critica para
la adaptacion celular a los cambios en el entorno extracelular (Prisic and Husson
2014).

Los sistemas de transduccién de sefales bacterianos son responsables de
detectar sefiales ambientales y ajustar el comportamiento celular y/o el metabolismo
en respuesta a estas sefiales (Galperin 2018). También controlan las condiciones
intracelulares, el estado de desarrollo celular y la membrana citoplasmica y
desencadenan diversas respuestas de estrés para contrarrestar los cambios
adversos. Esta vigilancia involucra varias clases de proteinas sensoras: histidina
guinasas (Gao and Stock 2009; Zschiedrich, Keidel, and Szurmant 2016);
guimiorreceptores (Salah Ud-Din and Roujeinikova 2017; Bi and Sourjik 2018);
componentes de la membrana del sistema de la fosfotransferasa de azucar
(Deutscher 2008; Vastermark and Saier 2014); ciclasas de adenilato, diadenilato y
diguanilato y ciertas fosfodiesterasas de cAMP, c-di-AMP y c-di-GMP (Jenal,
Reinders, and Lori 2017; Bassler, Schultz, and Lupas 2018; Nosho et al. 2018;

Commichau et al. 2018); Factores sigma de funcion extra citoplasmica (Helmann
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2016; Asai 2018) y proteina quinasas (Av-Gay and Everett 2000; Prisic and Husson
2014) y fosfoproteinas fosfatasas (Wright and Ulijasz 2014).

Mientras que en humanos se codifican mas de 600 proteinas quinasas y 800
receptores acoplados a la proteina G (GPCR), las bacterias tienen muchas menos
proteinas de sefializacién, cuyas funciones se estan descubriendo gradualmente
(Galperin 2018).

En eucariotas las vias de transduccibn de sefiales estan reguladas
mayoritariamente por proteinas quinasas (Paul et al. 2008); en contraste, en
procariotas este papel lo desempefian los sistemas de dos componentes,
compuestos por un sensor histidina quinasa y los elementos de respuesta asociados
(Parish et al. 2003). En estos sistemas, el sensor y el transductor (denominado
regulador de respuesta) son en muchos casos proteinas separadas: la proteina
sensor abarca la membrana citoplasmica y el regulador de respuesta es una
proteina citoplasmica, generalmente un factor de transcripcion que se activa tras ser
fosforilado por la proteina sensor (Parish 2014). También se han reportado casos de
sistemas de dos componentes solubles, por ejemplo el sistema que controla la
expresion de la quinoproteina etanol deshidrogenasa en Pseudomonas aeruginosa
(Schobert and Gorisch 2001).

Se sugiere que en las bacterias que contienen un namero relativamente bajo de
sistemas de dos componentes, como Mycoplasma genitalium o Mycobacterium
tuberculosis, esta carencia estd compensada por mecanismos alternativos de
transduccion de sefiales que involucran la fosforilacion de los residuos de
serina/treonina, llevada a cabo por STPKs, una familia de quinasas similares a las
eucariotas (Wehenkel et al. 2008; Av-Gay and Everett 2000).

1.5. Proteinas quinasas

El descubrimiento de las proteinas quinasas en la década de 1950 condujo a un
cambio importante en la clarificacion de las vias biolégicas y los mecanismos de
desarrollo de las enfermedades y de las terapias durante las siguientes seis décadas
(Hunter 2000; Krebs and Beavo 1979). Las proteinas quinasas son enzimas que

catalizan la transferencia de un grupo fosfato de ATP a cadenas laterales de los
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aminoacidos de proteinas, siendo los mas comunes Ser/Thr y Tyr. Si bien se postula
que cada quinasa especifica tiene una funcién especializada, hay muchas
caracteristicas conservadas entre las quinasas con respecto a sus estructuras y

mecanismos cataliticos (Hanks, Quinn, and Hunter 1988).

Las proteinas quinasas estan fuertemente reguladas mediante distintos
mecanismos, entre los cuales se destacan: los inhibidores y las proteinas
activadoras asociadas (Figura 1.4), la fosforilacion, la localizacion celular (que limita
la disponibilidad de sustratos y activadores),la degradacién de proteinas y la
transcripcion de genes (Jeffrey et al. 1995; Young et al. 2003; Bergeron et al. 2016;
Liau et al. 2018; Endicott, Noble, and Johnson 2012). La fosforilacién de proteinas
target puede tener efectos profundos, pudiendo dar lugar a la activacion, a la
inhibicidn, a la creacion de sitios de reconocimiento para el reclutamiento de otras
proteinas y a cambios conformacionales que pueden afectar la interaccion con otras

moléculas (Johnson and Lewis 2001).

Una caracteristica distintiva de la familia de las proteinas quinasas son las
diferentes estructuras que adoptan entre los estados activo e inactivo. Esta
caracteristica se aprecio por primera vez luego de la determinacion de las primeras
estructuras de la proteina quinasa A (PKA) (PDBIid: 1ATP) (Knighton et al. 1991) en
la conformacion activa y la proteina quinasa dependiente de ciclina 2 (CDK2)
(PDBId: 1HCK) (De Bondt et al. 1993) en una conformacion inactiva. La adopcion del
estado activo se produce en respuesta a eventos de sefializacion especificos, que
se transducen a través de los dominios reguladores asociados a la quinasa en cis o
en trans, y/o por fosforilacibn del dominio de la quinasa (Endicott, Noble, and
Johnson 2012).

1.5.1. Estructura de las quinasas

Las Ser/Thry Tyr quinasas comparten un dominio catalitico de ~290 residuos, en
el que el sitio activo se encuentra entre un l6bulo N-terminal compuesto por hojas B y
una unica hélice a (la "hélice C") y un Iébulo C-terminal mas grande, conectado por
un linker (Figura 1.4, violeta oscuro). El I6bulo C-terminal es predominantemente a-
helicoidal e incluye el segmento o loop de activacién: una regién de 20 a 35 residuos
localizada entre un motivo DFG conservado (utilizando los cédigos de aminoacidos

de una sola letra) y un motivo APE, menos conservado (Figura 1.5) (Huse and
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Kuriyan 2002; Nolen, Taylor, and Ghosh 2004). En la conformacion activa, las
hélices C se empaquetan contra el I6bulo N-terminal y el aspartato del DFG coordina
un ién Mg, que orienta al ATP. En la conformacién inactiva, esta Gltima interaccion
a menudo se interrumpe, y la fenilalanina del motivo DFG se dirige hacia el sitio del
ATP. En algunas quinasas, el dominio catalitico esta flanqueado por extensiones N y
C terminales que pueden estar involucradas en la regulaciéon (Endicott, Noble, and
Johnson 2012).

O N-terminal lobe @ N-terminal extension
B C-terminal lobe 0O C-terminal extension
B C helix B interacting proteins

@ Activation segment W Linker ‘

Figura 1.4. Representacion reducida de los elementos estructurales y reguladores clave de una
proteina quinasa, tomando como modelo a la proteina quinasa A (PDBid: 1ATP). Se ilustran las
superficies de la cadena principal del I6bulo N y C terminal (en blanco y amarillo respectivamente),
mientras que el segmento de activacidn (celeste), la extension del C-terminal (rosa) y del N terminal
(lila), la hélice C (rojo) y las proteina interactuante (verde) se encuentran representadas como “new

cartoon”. Tomado de (Endicott, Noble, and Johnson 2012).

El segmento de activacion forma una parte crucial del sitio de unién al sustrato.
En las estructuras de las quinasas inactivas, suele estar parcialmente desordenado.
La adopcion de la conformacién cataliticamente activa para formar la plataforma de
unién al péptido se desencadena en muchas quinasas por fosforilaciéon (Endicott,
Noble, and Johnson 2012). En la Figura 1.4 puede observarse la posicion relativa del
segmento de activacién, mientras que la Figura 1.5 resume la nomenclatura
asociada con este segmento: desplazandonos desde el N al C terminal se observa el

loop de unién a magnesio, la B9, el loop de activacion y el loop P+1.
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Catalytic )
Loop Figura 1.5. Nomenclatura del segmento de

activacion. El segmento de activacién abarca

a la regién comprendida entre el motivo DFG,
Mg2+-binding

Loop contenido en el loop de union al magnesio

hasta el motivo APE, en el loop P+1, e incluye
oF , la B9 y el loop de activacion. Aunque el loop
aEF no es parte del segmento de activacion,
se discute en el texto, por lo que se indica
Activation aqui. Adaptado de (Nolen, Taylor, and Ghosh
Hoop 2004).

El loop de union a magnesio y la B9 forman el punto de anclaje del loop de
activacion de la region N-terminal. El loop de union a magnesio contiene al motivo
DFG. El aspartato dentro de esta secuencia es un residuo catalitico invariable,
responsable de coordinar un magnesio que posiciona al fosfato para la
fosfotransferencia (Adams 2001). La B9 por su parte interactua con la 6 del loop
catalitico mediante tres enlaces de hidrogeno caracteristicos del estado activo de las
guinasas. En muchas quinasas, en el estado inactivo la carencia de estas
interacciones provocan distorsiones, principalmente en el loop de union al magnesio,
con multiples consecuencias estructurales, todas las cuales pueden contribuir a
disminuir la actividad (Hubbard et al. 1994; Xie et al. 1998; J. Yang, Cron,
Thompson, et al. 2002).

El ancla C-terminal para el loop de activacion comienza cerca de la mitad del loop
P+1, y se extiende hasta la aEF, una hélice corta que esta constantemente presente
pero rara vez anotada en estructuras de quinasa (Figura 1.5). El loop P+1, fue
originalmente nombrado por el papel en el contacto del residuo P+1 (donde P es la
posicion del residuo fosforilable) con el péptido inhibidor PKI unido en la estructura
de la PKA; este segmento se encuentra en un punto critico para la interaccion entre
el sustrato y la quinasa, y de hecho hay varias interacciones entre el péptido sustrato

y la quinasa, aparte de la establecida por el residuo P+1 (Madhusudan et al. 1994;
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Hubbard et al. 1994; Brown et al. 1999; Favelyukis et al. 2001; J. Yang, Cron, Good,
et al. 2002)

En contraste con las quinasas activas, que comparten una conformacién
cataliticamente competente, las quinasas inactivas son diferentes entre si (Noble,
Endicott, and Johnson 2004). Esta diversidad surge debido a que ningun requisito
catalitico restringe el fold en este estado, lo que permite la proliferacion de diferentes
conformaciones que, sin embargo, comparten una serie de temas estructurales

comunes (Endicott, Noble, and Johnson 2012).
1.5.2. Mecanismos de activacion de las proteinas quinasas
1.5.2.1. Activacion por proteinas accesorias u otros dominios

La estructura de una proteina quinasa es flexible y puede ser manipulada para
dar lugar a una conformacion activa o inactiva por dominios adicionales o
subunidades separadas. Por ejemplo, la quinasa CDK2 depende de la asociacion
con una subunidad de ciclina para la actividad (Figura 1.6 A), la cual se asocia en la
region de la hélice aC y promueve una rotacion de la hélice (PDBid: 1FIN) (Jeffrey et
al. 1995), lo que promueve cambios estructurales necesarios para estabilizar la
union al ATP. En paralelo con el cambio de la hélice aC, un movimiento del
segmento de activacion, que comienza en el motivo DFG, saca el segmento de
activacion fuera del sitio catalitico para que la treonina sea accesible para la
fosforilacidon y el aspartato de la DFG se desplace a un sitio interno donde coordina
al ion Mg?* para la unién a ATP. Por otro lado, existen quinasas constitutivamente
activas, como PhK, que posee una hélice aC anfipatica que no requiere

interacciones extras para adoptar la conformacién activa (Lowe et al. 1997).
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Figura 1.6 Interacciones de la hélice C. (a) CDK2 fosforilada/ciclina A. La hélice H5 de la ciclina se
acopla contra la hélice QC para promover la conformacion activa (PDBid: 1QMZ). (b) Src quinasa
humana en la conformacién activa. Los dominios SH2 y SH3 se liberan, liberando a su vez a la
quinasa, que puede adoptar su conformacién activa (cédigo PDB 1Y57). Adaptado de (Endicott,
Noble, and Johnson 2012).

En contraste, el dominio de quinasa de Src se mantiene con la hélice aC en una
conformacion inactiva al restringir las interacciones con sus dominios SH2 y SH3
gue se empaquetan en el lado opuesto de la quinasa y no estan en contacto directo
con la hélice aC (PDBid: 1FMK) (Jeffrey et al. 1995; Xu, Harrison, and Eck 1997).
Cuando se eliminan estas restricciones, ya sea a través de los dominios SH2 y SH3
gue se acoplan a proteinas de reconocimiento o por hidrolisis mediada por una
fosfatasa de la tirosina fosforilada que forma el sitio de acoplamiento SH2, la
guinasa puede relajarse hasta su conformacion activa de la hélice aC (cédigo PDB
1Y57) (Figura 1. 6 B) (Cowan-Jacob et al. 2005).

1.5.2.2. Dimerizacién y activacion

Muchas proteinas quinasas dimerizan como parte de su mecanismo de activacion
(X. Zhang et al. 2006; Hu et al. 2013; Bae and Luo 2018; Mortuza et al. 2018), la
cual puede considerarse como un caso especial de activacién por proteinas o
dominios accesorios. En tales casos, ambos miembros del dimero se activan por
fosforilacién reciproca, o bien uno de los miembros activa al otro a través de un

mecanismo alostérico (Huse and Kuriyan 2002).
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1.6. La familia de serin/treonin quinasas de Mycobacterium tuberculosis

A diferencia de los sistemas de dos componentes, que son un importante
mecanismo de sefializacion en casi todos los tipos de bacterias, las serin treonin
quinasas (STPKs) estan menos distribuidas entre los diferentes grupos bacterianos,
siendo abundantes entre las acidobacterias, las actinobacterias (que incluyen
micobacterias), algunas cianobacterias y un orden de las Deltaproteobacterias (las
Myxococcales, las primeras bacterias en las que se identificaron las STPKs) (Mufioz-
Dorado, Inouye, and Inouye 1991; Pérez et al. 2008).

En contraste con muchos de los patégenos bacterianos y organismos modelo
ampliamente estudiados que tienen pocas o ninguna STPK pero muchos sistemas
de dos componentes, el genoma de Mtb. codifica 11 STPKs, nombradas desde
PknA hasta PknL (S. T. Cole et al. 1998a), (S. T. Cole et al. 1998b), asi como un
numero similar de sistemas de dos componentes, lo que indica que estos dos
mecanismos juegan un papel importante en la transduccion de sefiales en este

organismo (Parish 2014; Prisic and Husson 2014).

De las 11 STPKs de Mtb. 2 son solubles (PknG y PknK), mientras que las otras 9
poseen un dominio transmembrana, con un dominio sensor extracelular y un dominio
qguinasa (KD) intracelular (Figura 1.7). Asi, estas nueve proteinas transmembrana
pueden clasificarse como quinasas de tipo receptor, en las que el dominio sensor
extracelular detecta sefiales extra citoplasmicas y transfiere esta informacion al KD
intracelular, lo que lleva a la activacion de la quinasa y la fosforilacion de residuos de
Ser o Thr en proteinas diana. Esta fosforilacion puede alterar la funcion de la
proteina directamente o al afectar las interacciones entre pares especificos de
proteinas o entre complejos multiproteicos. A diferencia de la transduccion de
sefiales mediada por sistemas de dos componentes, donde la respuesta primaria
habitual son cambios en la transcripcion (Laub and Goulian 2007; Capra and Laub
2012), los cambios en la transcripcion en respuesta a la fosforilacion de Ser/Thr son

menos frecuentes (Wehenkel et al. 2008).
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Figura 1.7. Representacion esquematica de la organizacion de los dominios de las distintas STPKs
de Mtbh. Adaptado de (Av-Gay and Everett 2000).

Segun su similitud de secuencia, estas STPKs se han agrupado en cinco clados:
Clado | (PknA, PknB, PknL), Clado Il (PknD, PknE, PknH), Clado Il (PknF, Pknl,
PknJ), Clado IV (PknG) y Clado V (PknK) (Narayan et al. 2007). Se sabe que estas
STPKs juegan un papel critico en la adaptacion a diversas condiciones ambientales
(Ortega et al. 2014), sintesis de la pared celular (S. Khan et al. 2010), division celular
(Janin 2007) y patogenicidad (Wolff et al. 2015); lo cual las convierte en un blanco
farmacologico interesante. Sin embargo, a excepcidbn de algunas STPKs
relativamente bien estudiadas, como PknA, PknB (Gee et al. 2012; Kang et al. 2008)
y PknG (Walburger et al. 2004), aun queda mucho por dilucidar en cuanto a la

caracterizacion de esta familia de proteinas.

1.7. PknG

La proteina quinasa G (PknG) se destaca entre las STPKs bacterianas debido a
su gran conservacion en las Actinobacterias, por su su papel central en la

sobreproducciéon de glutamato industrial por Corynebacterium glutamicum (Niebisch
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et al. 2006) y por la gran cantidad de informacién sobre su requerimiento para la
virulencia en Mtb. (Cowley et al. 2004; Walburger et al. 2004; Wolff et al. 2015).

PknG es una proteina quinasa soluble, la cual se propone es secretada
extracelularmente, evitando la fusion del fagosoma y del lisosoma, promoviendo asi
la supervivencia y la virulencia de Mtb. en la célula huésped y contribuyendo a la
latencia de la TB (Walburger et al. 2004). Ademas, la inactivacion de PknG por
intercambio alélico disminuye la viabilidad de Mtb. in vitro y causa una mortalidad
retardada de ratones altamente susceptibles infectados con el bacilo (Cowley et al.
2004).

1.7.1. Estructura y regulacion de PknG

La estructura de PknG ha sido elucidada (Scherr et al. 2007; Lisa et al. 2015),
observandose cuatro dominios funcionales: la regién de estructura secundaria no
regulatoria (NORS), que abarca los primeros 75 residuos del dominio N-terminal; el
dominio Rubredoxina (Rbx), el dominio candnico catalitico quinasa conservado (KD)
y el domino de repeticion tetratricopéptido en el dominio C-terminal (TPR) (Figura

1.8).

Figura 1.8. Estructura de PknG
(PDBId: 2PZIl), mostrando en magenta
el dominio de tratricopéptidos (TPR), en
verde el dominio quinasa (KD) y en
amarillo el rubredoxina (Rbx). En gris
se muestra otro monémero y en azul la
droga AX20017.

Se ha postulado que la regién NORS se encuentra intrinsecamente desordenada,
y que alberga un importante sitio de fosforilacién in vivo, la Thr 63 (Scherr et al.
2007, 2009; Tiwari et al. 2009). PknG puede autofosforilarse en trans (Scherr et al.
2009; Tiwari et al. 2009), sin embargo, a diferencia de otras quinasas

micobacterianas, como PknB (Boitel et al. 2003; Young et al. 2003; Duran et al.
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2005), la autofosforilacion no afecta la actividad de la quinasa, pero se requiere para
la supervivencia de las micobacterias patdgenas dentro de los macréfagos del
huésped (Scherr et al. 2009); y para la union y el reclutamiento de GarA, una
proteina sustrato de PknG (O’Hare et al. 2008).

Por su parte, el dominio Rbx esta tipificado por un id6n de hierro coordinado a
cuatro residuos de cisteina conservados, los cuales forman dos motivos Cys-X-x-
Cys-Gly, que en general participa en reacciones de transferencia de electrones
(Sieker, Stenkamp, and Legall 1994; van Beilen et al. 2002). Sin embargo, se ha
observado que in vitro el dominio Rbx de PknG puede coordinar distintos iones
metalicos divalentes, como zinc, hierro o cadmio, en el estado reducido (Scherr et
al. 2007; Gil et al. 2013; Lisa et al. 2015; Wittwer and Dames 2015),
desconociéndose qué ion se une in vivo. Asi mismo, el papel del dominio Rbx en
PknG es todavia incierto, no obstante debido a que otros dominios Rbx participan en
procesos de transferencia de electrones, es posible que su funcion esté relacionada
con el balance redox de la bacteria (Bryan 2002). La interrupcion del sitio de union al
metal por mutaciones simultaneas de los residuos cisteina del Rbx de PknG tiene un
efecto notable sobre la actividad de la quinasa (Scherr et al. 2007; Tiwari et al.
2009), lo que apunta a un papel funcional o estructural relevante del dominio Rbx.
Ademas, otros autores proponen que este dominio modula la entrada de sustratos al
sitio activo restringiendo el acceso por impedimento estérico (Lisa et al. 2015;
Wittwer et al. 2016).

Por ultimo, el dominio C-terminal de PknG contiene un motivo TPR, un dominio
gue participa en las interacciones proteina-proteina en células tanto eucariotas
como procariotas (Scherr et al. 2007). Este dominio estaria involucrado en la
dimerizacion de la proteina, sin efectos aparentes en la actividad quinasa (Scherr et
al. 2007; Lisa et al. 2015). Por otro lado, recientemente se ha reportado que la
concentracion de aminoacidos en el periplasma de Mth. es detectada por una
proteina llamada GInH, la cual interactia con GInX que a su vez interactia con
PknG mediante el dominio TPR de esta ultima, regulando su actividad quinasa
(Bhattacharyya et al. 2018).

En resumen, el estado de fosforilacion de la region NORS regularia la afinidad

por sustratos (O’Hare et al. 2008), mientras que los dominios Rbx y TRP regularian
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la actividad quinasa intrinseca de PknG (Bhattacharyya et al. 2018; Tiwari et al.
2009; Scherr et al. 2007; Gil et al. 2013; Wittwer and Dames 2015).

1.7.2. El rol de PknG en Mtb.

1.7.2.1. Regulacion del ciclo de acidos tricarboxilicos y sintesis del
glutamato

Uno de los aspectos mas estudiados de PknG es su rol en el ciclo de los acidos
tricarboxilicos (TCA) y en la regulacion del ciclo del glutamato (O’Hare et al. 2008;
Ventura et al. 2013). In vitro Mtb. es capaz de utilizar diversas fuentes de carbono,
ya que como mencionamos anteriormente posee vias completas para la glucdlisis,
el ciclo de los TCA, la via de la pentosa fosfato, el ciclo del glioxilato y el ciclo del
metilcitrato (Marrero et al. 2010; Beste et al. 2007). Sin embargo, para el crecimiento
y persistencia in vivo, se requiere un metabolismo de carbono eficiente, ya que se
ha observado que la interrupcion de la gluconeogénesis, del ciclo del glioxilato y del
ciclo del citrato de metilo reducen la virulencia del bacilo en ratones (McKinney et al.
2000; Mufoz-Elias et al. 2006; Marrero et al. 2010).

El ciclo de los TCA es la principal via de generacion de energia en los
organismos aerdébicos, siendo el complejo de a-cetoglutarato deshidrogenasa (KDH)
el principal punto de control del flujo a través del ciclo (Bunik and Fernie 2009). En la
mayoria de los organismos aerobicos la KDH esta regulada a nivel de la expresion
génica y también por metabolitos clave (activadores o inhibidores alostéricos) (Bunik
and Fernie 2009). En Mtb., la KDH se regula tanto por regulaciéon alostérica (Wagner
et al. 2011) como por la uniébn a una proteina inhibidora denominada GarA
(Glycogen accumulation regulator) (O’'Hare et al. 2008; Ventura et al. 2013). Este
regulador no convencional se identificé por primera vez en C. glutamicum (Niebisch
et al. 2006) y puede operar en muchos otros organismos, ya que los homologos de

GarA estan muy extendidos en las Actinobacterias.
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Figura 1.9. Modelo
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efectivamente el sitio de union del FHA y desactivando las funciones reguladoras de la proteina.

GarA es una proteina pequefia que consiste en un dominio desordenado
asociado a un forkhead associated domain (FHA). La funcion tipica de un dominio
FHA es la interaccion proteina-proteina mediada por el reconocimiento especifico de
residuos de treonina fosforilados (Durocher et al. 1999), y de hecho, cuando GarA
se fosforila en su extremo N-terminal, el dominio FHA es capaz de unirse a la
fosfotreonina en un evento de auto-reconocimiento (Figura 1.9) (Barthe et al. 2009;
England et al. 2009; Nott et al. 2009), que bloquea la unién a KDH, lo que alivia la

inhibicidn sobre esta ultima enzima (Figura 1.10).

El sustrato de la KDH, el a-cetoglutarato, se encuentra en la encrucijada entre el
metabolismo del carbono y del nitrogeno (Figura 1.10), ya que también es un
sustrato para la sintesis de glutamato. Ademas de la regulacién del ciclo de los TCA,
GarA regula el equilibrio entre este ciclo y el metabolismo del glutamato mediante la
inhibicién de la glutamato deshidrogenasa (GDH), involucrada en la degradacién del
glutamato y la activaciéon de la glutamato sintasa (GItS), involucrada en la sintesis de
glutamato (Nott et al. 2009). El resultado neto es que GarA sin fosforilar promueve la

sintesis de glutamato (Figura 1.10).
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Figura 1.10. Modelo de la regulacion del ciclo de los acidos tricarboxilicos y la sintesis de
glutamato por GarA. A. Cuando GarA no esta fosforilada, se une e inhibe el complejo a -cetoglutarato
deshidrogenasa (KDH) y glutamato deshidrogenasa (GDH). GarA no fosforilada se une y activa la
glutamato sintasa (GItS, también conocida como GOGAT). El efecto neto es la inhibicion del ciclo de
TCA y la promocion de la sintesis de glutamato. B. Cuando GarA se encuentra fosforilada, ya no
puede unirse a ninguna de sus enzimas asociadas, aliviandose la inhibiciébn del ciclo de TCA.
Tomado de Ventura et al 2013.

El glutamato es el principal donante de grupos amino en el anabolismo y uno de
los metabolitos celulares mas abundantes. Como tal, la biosintesis y degradacion
del glutamato estan sujetas a una regulacion compleja (Leigh and Dodsworth 2007).
El catabolismo del glutamato plantea el desafio de mantener el equilibrio entre el
metabolismo del carbono y el nitrégeno, lo cual, dadas las estrategias del huésped
para privar a las bacterias intracelulares de los aminoéacidos, es vital para la
subsistencia de Mtb. (Y. J. Zhang and Rubin 2013). En las bacterias, el glutamato se
sintetiza por la glutamato deshidrogenasa o, en momentos donde la disponibilidad
de nitrégeno es limitada, por la actividad coordinada de la glutamato sintasa y la
glutamina sintetasa dependiente de ATP (Yan 2007; Feehily and Karatzas 2013) .
Se propone que esta Ultima via seria la via principal de la sintesis de glutamato en
Mtb., ya que el analisis gendmico del bacilo predice que la unica GDH codificada es
dependiente de NADH y catabdlica. En contraste, el genoma de M. smegmatis,
codifica dos enzimas GDH anabdlicas dependientes de NADPH adicionales
(Ventura et al. 2013).
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La importancia de GarA para la regulacion metabdlica de Mtb. ha quedado
demostrada al comparar el crecimiento in vitro y en macrofagos de mutantes
deletéreas tanto en la cepa no patdégena M. smegmatis como en Mtb; mientras que
en la primera GarA resultd prescindible, se encontré que para Mtb. esta proteina es
esencial (Ventura et al. 2013; Rieck et al. 2017). Estos datos subrayan la
importancia del ciclo de los TCA 'y el equilibrio con la sintesis de glutamato en Mtb.

GarA posee dos sitios susceptibles a la fosforilacion: la treonina 21 y la treonina
22, siendo ambos eventos excluyentes (Villarino et al. 2005; O’Hare et al. 2008;
Ventura et al. 2013).

Ensayos realizados tanto sobre Mtb. como en la cepa no patégena M. smegmatis
indican que PknG es la principal responsable de la fosforilaciéon de GarA (Rieck et
al. 2017; M. Z. Khan et al. 2017). PknG fosforila a GarA en el residuo 21, y hasta la
fecha es la Unica quinasa reportada que fosforila este sitio, aunque existen indicios
de que otras quinasas tambieén podrian hacerlo en menor proporcion (O’Hare et al.
2008; Rieck et al. 2017). Para que este evento ocurra, la autofosforilacion de PknG
resulta crucial, ya que permite la estabilizacion del complejo quinasa-sustrato
mediante la interaccion de los residuos fosforilados de la quinasa y el dominio FHA
del sustrato (O’Hare et al. 2008; Lisa et al. 2015).

Por otro, el residuo 22 de GarA es fosforilado principalmente por PknB, sin
embargo otras STPKs (PknD. PknE y PknF) pueden fosforilarlo también en menor
proporcion (Villarino et al. 2005). Estudios enzimoldgicos y de union de las proteinas
recombinantes demostraron que se requieren interacciones de acoplamiento entre
los residuos fosforilados del loop de activacion de PknB y el dominio FHA C-terminal
de GarA para permitir la fosforilacion eficiente en el residuo 22 del sustrato (Villarino
et al. 2005).

En resumen, la activacion de PknG (Rieck et al. 2017), y en menor medida de
PknB y otras STPKs (Villarino et al. 2005), conllevan a la fosforilacién de GarA, lo
cual alivia la inhibicion del al ciclo de los TCA, y desfavorece la sintesis del

glutamato.

Mientras que las bacterias comunmente tienen multiples mecanismos para

detectar el estado de carbono y nitrégeno (Leigh and Dodsworth 2007; Primm et al.
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2000), el(los) sensor (es) de nitrogeno de Mtb. aun no se ha(n) identificado (Nott et
al. 2009). Dados los efectos directos de GarA sobre las actividades enziméticas
relevantes (KDH, GDH y GItS), se ha postulado que PknG-GarA podria cumplir esta
funcion en Mtb. y otras Actinobacterias (Rieck et al. 2017; Bhattacharyya et al.
2018).

1.7.2.2. PknG y la homeostasis redox

Como mencionamos anteriormente, la presencia del dominio Rbx en el extremo
N-terminal de PknG sugiere una posible participacion de esta quinasa en la
homeostasis redox (Scherr et al. 2007). De hecho, recientemente Wolf et al. (Wolff
et al. 2015) han demostrado que PknG es un componente integral de un sistema
homeostatico redox, RHOCS, que incluye la proteina ribosomal L13, y RenU una
hidrolasa codificada por un gen adyacente a PknG. Estudios en M. smegmatis
demostraron que la expresion de PknG es inducida por NADH, el cual desempefa
un papel clave en el metabolismo y la homeostasis redox. In vitro, RenU hidroliza
FAD, ADP-ribosa y NADH, pero no NAD+. La ausencia de actividades de RHOCS in
vivo provoca la acumulacion de NADH y FAD, y una mayor susceptibilidad al estrés
oxidativo. Wolf et al. demostraron ademas que PknG fosforila L13 y promueve su
asociacion citoplasmica a RenU, y que la fosforilacion de L13 acelera la hidrolisis de
NADH catalizada por RenU. Asimismo, observaron que la interrupcion de RHOCS
reduce la supervivencia de Mtb. en macréfagos (Wolff et al. 2015). Por lo tanto,
RHOCS representaria un punto de control en el programa de desarrollo requerido
para el crecimiento de micobacterias en entornos de estrés oxidativo. EI modelo

propuesto se muestra en la Figura 1.11.
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1.11. Modelo
representa la actividad y funcion
de RHOCS en micobacterias. El
aumento de la actividad del ciclo
del TCA, la
disminucion de
oxidativa (OXPHOS), conducen a

niveles elevados de NADH. Para

Figura que

hipoxia o Ia

la fosforilacion

proteger las células
micobacterianas contra el cambio

en el estado redox, la expresion

) de PknG se regula positivamente,
%0 Aa

0.0° Ky
NADH  NMNH + AMP
FAD FMN + AMP

lo que lleva a la cascada de

sefializacion que incluye L13 y
RenU, lo que degrada NADH vy
FAD vy restaura su nivel optimo.
AMP, adenosina monofosfato, FAD, flavina adenina dinucleétido; FMN, flavina mononucleoétido;

NMNH, nicotinamida mononucleétido. Tomado de Wolff et al. 2015.

El mecanismo de accion propuesto para RHOCS (Figura 1.11) encaja muy bien
con algunas observaciones previas. Como mencionamos anteriormente, se sugiere
gue PknG inhibe el ciclo de los TCA a través de la fosforilacion de GarA (O’Hare et
al. 2008). Por lo tanto, se espera que la actividad de PknG en el ciclo de los TCA
aumente la produccion de NADH, que luego se alimenta a la via de fosforilacion
oxidativa que produce especies reactivas de oxigeno y radicales libres. Ademas,
NADH es un inhibidor efectivo de la a-cetoglutarato deshidrogenasa, el generador
clave de NADH vy el estrés oxidativo (Tretter and Adam-Vizi 2005), y un target de
GarA (O’Hare et al. 2008). Asi, PknG podria proporcionar a las micobacterias un
mecanismo de soporte que previene la muerte celular causada por la alteraciéon

redox causada por el aumento de la actividad de TCA mediante la via RHOCS.
1.7.2.3. Otras funciones de PknG

Ademas de las funciones nombradas anteriormente, se ha descrito que PknG
tiene un papel central en la facilitacién del crecimiento bacteriano en condiciones
gue imitan el entorno del huésped, como la hipoxia o los entornos acidos (Paroha et
al. 2018; M. Z. Khan et al. 2017). Ademas, se observé gue la eliminacion de PknG

causoO un fenotipo sensible a multiples farmacos en contraposicién a la resistencia
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antibidtica intrinseca de las micobacterias patogenas (Wolff et al. 2009). Muy
recientemente, se ha identificado a la glutamina sintasa como nuevo sustrato de
PknG (Gil et al. 2018), lo que refuerza el rol de PknG en el control del metabolismo
bacteriano del nitrégeno. Ademds, existe evidencia de que PknG podria regular
otros procesos en la fisiologia micobacteriana, incluida la traduccién de proteinas y
la sintesis de la pared celular (Gil et al. 2018).
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Objetivos

El objetivo general de la presente tesis es comprender con detalle atémico la
especificidad y reactividad de quinasa PknG de de Mycobacterium tuberculosis.
Para ello se utilizara un enfoque interdisciplinario que involucra el uso de técnicas
de bioquimica enziméticas y de simulacion computacional; asimismo se busca
contribuir a la comprensién las sefiales que que detecta el dominio rubredoxina de
esta proteina y como este modula la actividad quinasa, en el contexto de la fisiologia
de Mycobacterium tuberculosis en condiciones de estrés nitro oxidativo.
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Capitulo 2

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Métodos computacionales
2.1.1. Dindmica molecular

La dinamica molecular es una técnica de simulacion computacional que,
utilizando un modelo de interaccién entre los atomos que conforman las moléculas
(un potencial de interaccion basado ya sea en la mecanica clasica y/o la mecénica
cuantica), permite observar el movimiento de las particulas mediante la integracion
numeérica de las ecuaciones de movimiento. Esta técnica fue concebida dentro de la
fisica tedrica, y ahora es ampliamente utilizada en el campo de la biofisica en
sistemas con gran cantidad de atomos, como por ejemplo, las proteinas (cita). Dado
el tamafio de estos sistemas, resulta imposible su tratamiento completo con
mecanica cuantica con el poder computacional existente hasta el momento; es por
ello que para sistemas en los que no es necesario un detalle de la distribucion
electronica, se utiliza la Mecanica Molecular (MM), con un modelo de energia
potencial basado en la mecanica clasica. En este modelo se ignora el movimiento
de los electrones, y se calcula la energia exclusivamente en funciéon de las

posiciones de los nucleos.
2.1.1.1. Campos de fuerza clasicos

En los métodos de mecanica molecular , la energia potencial viene dada por lo
gue se denomina campo de fuerza , una expresion de la energia potencial
dependiente de las coordenadas de los nucleos y una serie de parametros. En este
trabajo, se utilizé la expresion del campo de fuerza AMBER 99SB (Hornak et al.
2006), el cual contiene dos tipos de contribuciones: las de unién y las de no union.
Las contribuciones de union se calculan para atomos formando un enlace o como
maximo a 3 atomos de distancia, e incluyen penalidades para las desviaciones
respecto de su valor de equilibrio de distancias de enlace, angulos y angulos
diedros. Mientras que las dos primeras se representan a través de un potencial
armoénico centrado en la distancia de equilibrio, los angulos diedros o torsiones

estan descriptos con una funcion periddica. Las contribuciones de no union, se
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computan entre atomos que estan en diferentes moléculas o a méas de 3 enlaces de
distancia, y estdn compuestas por interacciones electrostaticas, basadas en la ley
de Coulomb, y un potencial de Lennard-Jones. El potencial de Lennard-Jones
describe en forma aproximada las interacciones dispersivas y de repulsion, esta
tltima originada por el principio de exclusion de Pauli a distancias muy cortas . La
expresion de la energia potencial resulta en el caso del campo de fuerzas AMBER
en:

EGYV)= 3 Z(imro)* 3 %{E}:—@ﬁ)— > L cos(nw - 7y)

e
eRlaces E.ug!t.!l'ﬂ_? forsionss

_EE{ [( ) A~ U)] 4}

(ecuacion 2.1)

El primer término modela la contribucion de estiramiento de los enlaces, descrito
través de un potencial armoénico. k ,; corresponde a la constante de fuerza asociada
alaunién iy ri a la distancia de equilibrio de la misma union. El segundo término
refleja las contribuciones dadas por las flexiones angulares. Estas también se
representan con un potencial arménico de constante kg; y valor de equilibrio 6,. El
término asociado a los angulos diedros tiene tres parametros: V,, que corresponde a
la barrera energética asociada a la rotacion entre dos minimos sucesivos, n, que
indica el numero de minimos encontrados entre 0 y 360, y y, que corresponde a la

fase de la funcién sinusoidal.

El ultimo término de la ecuacion 2.1 contiene las contribuciones de no unién,
dependientes de la distancia entre pares de atomos, rj. La primera parte,
corresponde al potencial de Van der Waals, y contiene los parametros ¢;; (asociado a
la profundidad del pozo de energia) y o , correspondiente a la distancia entre los
atomos concerniente al miinimo de energia. La segunda parte corresponde al
potencial electrostatico que contiene como pardmetros las cargas sobre los &tomos
gi y g;. En el campo de fuerzas de AMBER, la distribucion de cargas es representada
a través de cargas puntuales ubicadas en el centro de las coordenadas de cada
atomo; estas cargas se obtienen de manera tal de reproducir el potencial

electrostatico de la molécula, a partir de célculos cuanticos. La obtencion de valores
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de las cargas parciales se realiza a través del computo de una grilla de potencial
electrostético determinada utilizando un hamiltoniano cuéntico (ya sea Hartree-
Fock/6-31G* o AM1-bcc) (Jakalian, Jack, and Bayly 2002) ajustando los valores de
las cargas puntuales en dos pasos, obteniendo primero los valores de los
heterodtomos vy, restringiendo el valor de los heterodtomos al obtenido en el paso
anterior, de los hidrogenos (Bayly et al. 1993).

Cabe destacar que las interacciones de no unibn no se computan para los
atomos enlazados (1-2) ni a un atomo de distancia (1-3), y que dicha contribucion se
escala en el caso de dos atomos de distancia (1-4). Esto es para no contabilizar dos
veces la interaccién de los atomos que ya se encuentra de forma implicita en los
parametros de enlace de los mismos. El valor de escalado utilizado en esta tesis es

de 1,2 para la Electrostatica (1-4) y 2,0 para las interacciones de Lennard-Jones.

Finalmente, puede observarse que la expresion de la energia potencial no es
suficiente para definir un campo de fuerza. EI campo de fuerza es constituido
ademas por una gran cantidad de parametros asociados a cada uno de los
sumandos en la energia potencial. Para el caso de simulacion de proteinas, el
campo de fuerza de AMBER contiene los parametros asociados a los aminoacidos
naturales presentes en la mayoria de las proteinas, en sus distintos estados de
oxidacion o protonacion, cuando corresponde. En el campo de fuerza de AMBER,
los atomos dentro de cada residuo reciben un nombre y “tipo” de atomo. Los tipos
permiten que no sea necesario incluir parametros para cada atomo incluido en cada
uno de los aminoacidos. Distintas especies pueden poseer el mismo tipo de atomo,
y los pardmetros asociados a las uniones, los angulos y los diedros (los
denominados parametros de union) se dan por tipo de atomo, en lugar de para cada
atomo de cada residuo en particular. Si bien en el campo de fuerza se incluyen
parametros especificos para todos los aminoacidos naturales y otras moléculas
comunmente encontradas en los sistemas biolégicos, para incluir modificaciones

post-traduccionales, es necesario obtener parametros para realizar la simulacion.
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2.1.1.2. Radio de Corte

A fin de disminuir el costo computacional asociado a los términos de no unién, se
utiliza un radio de corte, de modo que los &tomos que se encuentran a una distancia
mayor que este radio no sean contabilizados para calcular las interacciones. En el
caso de las interacciones de Lennard-Jones, al ser de corto alcance, esto no genera

un problema siempre que el radio de corte sea lo suficientemente grande.
2.1.1.3. Condiciones periédicas

Por otro lado, en las interacciones couldmbicas, de mayor alcance, en los casos
en que se utilizan condiciones periddicas de contorno en la simulacién se emplean
las sumas de Ewald (Salomon-Ferrer et al. 2013); esta metodologia es utilizada para
calcular las interacciones electrostaticas totales entre los atomos presentes en cada
celda unidad. La energiia electrostatica se calcula en dos partes: una en la cual las
interacciones electrostaticas de corto alcance se calculan en el espacio real y otra
(en el espacio reciproco) en la que se calcula utilizando la transformada de Fourier.
Este procedimiento tiene como ventaja una convergencia mucho mas rapida con
respecto a los célculos de interacciones directas. Asi, se logra tener en cuenta las
interacciones electrostaticas de largo alcance mas alla del radio de corte de las

interacciones de no unién, en forma altamente eficiente.
2.1.1.4. Modelo de Agua Explicita

Por dltimo, cabe realizar un comentario especial referido a la forma de
representacion de las moléculas de agua en el campo de fuerza; la cual representa
un factor importante en el calculo, dada la gran cantidad de moléculas normalmente
presentes en el sistema. En los calculos realizados en esta tesis, se utiliz6 un
modelo de agua simple denominado TIP3P (Price and Brooks 2004). En los
modelos de agua simples, cada molécula de agua se mantiene en una geometria
rigida, y la interaccion entre moléculas de agua se describe a través de
interacciones Coulombianas y de Lennard-Jones. En el modelo TIP3P se ubican
tres cargas puntuales, una sobre cada atomo de la molécula. La carga negativa
ubicada en el atomo de oxigeno es compensada por las cargas positivas en los

atomos de hidrégeno. La distancia entre el oxigeno y los &tomos de hidrégeno, asi

52


https://paperpile.com/c/3gxz1o/2Awn
https://paperpile.com/c/3gxz1o/ebQ1

como el &ngulo H-O-H se mantienen fijos, mediante el uso del algoritmo de SHAKE
(Settle 1992).

2.1.1.5. Integracion de la Dinamica Molecular.

Hasta aqui, se ha descrito como se construye el potencial clasico, pero no como
se calcula el movimiento, ni qué otros elementos son necesarios para realizar las
simulaciones en fase condensada. Para realizar los movimientos en cada paso de
integracion se utiliza un algoritmo conocido como Velocity Verlet (Grubmdller et al.
1991). Este algoritmo fue desarrollado para resolver las ecuaciones de movimiento
de Newton de forma eficiente, permitiendo calcular las velocidades (necesarias para
determinar la energia cinética y, por lo tanto la temperatura) y posicion de los

atomos en el mismo paso de integracion.
2.1.1.6. Termostato y barostato

Otros requisitos para realizar las simulaciones en un ensamble Isotérmico-
Isobarico (NPT), importante para sistemas de interés bioldgico, es contar tanto con
un termostato como con un barostato, a fin de mantener estas propiedades
oscilando en torno a un valor dado (300 K y 1 bar). El termostato utilizado para las
simulaciones de esta tesis fue el termostato de Berendsen (Berendsen et al. 1984),
el cual utiliza un decaimiento exponencial de las fluctuaciones de la energia cinética

(a una temperatura T con una constante de tiempo (1) (ecuacion 2.2).

(ecuacion 2.2)

Lo mismo sucede con la presion: dado que los sistemas biolégicos se encuentran
a presion constante, es necesario conservar esta propiedad oscilando en un valor
dado. Para ello se utilizé la misma estrategia, realizando las simulaciones con el

barostato de Berendsen (Berendsen et al. 1984).

53


https://paperpile.com/c/3gxz1o/g4T2
https://paperpile.com/c/3gxz1o/BbjR
https://paperpile.com/c/3gxz1o/BbjR
https://paperpile.com/c/3gxz1o/BbjR
https://paperpile.com/c/3gxz1o/3pET
https://paperpile.com/c/3gxz1o/3pET

2.1.1.7. RMSD

Una de las técnicas mas utilizadas para analizar los cambios de una molécula a
lo largo de una trayectoria respecto a una referencia es la desviacion del cuadréatico
medio, definida como:

-
Fa

N
_ 1
R_ﬂffSDj - “-__' Zi I:-".-f - .T?. ;frj)
E:

(ecuacion 2.3)

donde N es el nUmero de atomos del sistema, x;; es la posicion del atomo i en la foto
i Xer, 1 €S la posicion del atomo i en la foto de referencia. Se pueden realizar
calculos de RMSD a lo largo de una dinamica molecular para observar, de forma

global, que le sucede al sistema respecto a la referencia.
2.1.2. Modelado por homologia o comparativo

Para algunas proteinas de las cuales no conocemos su estructura tridimensional
(o parte de la misma), podemos construir un modelo basado en estructuras que si
se encuentran resueltas, que tienen similitud a nivel de secuencia con la proteina

objetivo.

El software elegido en esta tesis para realizar modelos fue MODELLER (Webb
and Sali 2016), el cual posee un pipeline general que mediante el uso de estructuras
gue cumplan con un umbral de identidad de secuencia con respecto a aquel
complejo que se desea modelar (para que los modelos sean de buena calidad, se
recomienda una identidad mayor al 50% en los moldes) permite realizar el modelo

en cuestion.

MODELLER implementa un modelado comparativo de estructuras de proteinas

gue se basa en la satisfaccion de restricciones espaciales como pueden ser:

e Restricciones en las distancias y angulos diedros en la secuencia objetivo,

extraidas de su alineamiento con las estructuras molde.

54


https://paperpile.com/c/3gxz1o/vrkZ
https://paperpile.com/c/3gxz1o/vrkZ
https://paperpile.com/c/3gxz1o/vrkZ

e Restricciones estereoquimicas como largo de uniones y preferencia en
angulos de union, obtenidas del campo de fuerzas CHARMM-22 (Brooks et al.
1983) .

e Preferencias determinadas estadisticamente para angulos diedro y para
distancias en enlaces de no unién, obtenidas de un conjunto representativo de

estructuras resueltas de proteinas.

Estas restricciones espaciales, expresadas como funciones de densidad de
probabilidad, son combinadas en una funcion objetivo que es optimizada por
combinaciones de gradientes conjugados y mecanica molecular con simulated
annealing -recocido simulado--. En términos practicos, dadas las estructuras molde,
se va "montando” la secuencia a modelar posicion a posicion satisfaciendo las
restricciones ya enumeradas, teniendo en cuenta el alineamiento de la proteina a
modelar con los templados. Se comienza determinando la estructura de la cadena

principal y luego se modela la posicion de las cadenas laterales.

Las restricciones que se toman en cuenta para el simulated annealing son
evaluadas en base a un potencial denominado DOPE 62 (Discrete Optimized
Protein Energy). Este potencial se define como el logaritmo negativo de la densidad
de probabilidad conjunta de ocurrencia de las coordenadas cartesianas atdbmicas
entre todos los pares de atomos. DOPE puede ser pensado como un potencial de
interacciones de a pares, donde la energia se determina a partir de datos empiricos

derivados de estructuras conocidas.

La densidad de probabilidad conjunta puede expresarse de la siguiente manera:
v N-2
POy 5y 2= TG )/ (TTp ) o Tty
) ! =y

(ecuacion 2.4)

Donde p es la funcion de densidad de probabilidad, el vector x; representa las
coordenadas cartesianas del atomo, i, N es la cantidad de atomos del templado y
vemos que evoluciona proporcionalmente tratando los atomos de a pares. En otras

palabras, se veran beneficiadas energéticamente configuraciones observadas en
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estructuras conocidas y se veran penalizadas configuraciones atomicas no

observadas.

De estos términos pareados es mas simple conocer su expresion:

an(?‘} = f\rnm(i“)/‘ZNm(}‘f )AF
r.

(ecuacion 2.5)

Donde m y n denotan tipos de &tomos y Mmn(r) es el nimero de pares de atomos
(m, n) dentro de la distancia (-r, r) .

Calculado este potencial sobre las estructuras que sirven de templado se va
generando la nueva estructura de manera de minimizar la energia en base a este
potencial, en donde se evalta con el potencial generado la estructura a generar

satisfaciendo las restricciones espaciales obtenidas.
2.1.3. Campo de fuerza FoldX

Este tipo de campo de fuerza empirico permite una evaluacion rapida y
cuantitativa de interacciones importantes que contribuyen a la estabilidad de las
proteinas y/o complejos proteicos. En particular, permite evaluar en forma sencilla el

efecto de miles de mutantes sobre una cadena polipeptidica.

FoldX utiliza una descripcion atomistica de la estructura proteica y una funcién de
puntuacion “energética” que incluye términos que se han encontrado como
importantes descriptores para la estabilidad proteica (Schymkowitz et al. 2005). La
energia libre de "desplegado” (AG) de la molécula de interés es calculada utilizando

la siguiente ecuacion :

AG = Wrm’u"ﬁGmﬁa: + PV:GEH &Gsova t WISQ.','-P ﬁGSﬂfP

+W ,AG,, +AG,+AG,+AG, +W,.TAS,.

hbond kon

(ecuacion 2.6)
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Donde AG,qw €s la suma de todas las contribuciones de van der Waals de todos
los atomos con respecto a las mismas interacciones con el solvente; AGsonvn Y A
Gsovp COrresponden a las energias de desolvatacion durante el proceso de plegado
para grupos apolares y polares, respectivamente; AGhy,ong €S la energia libre
asociada a la formacién de interacciones de puente de hidrégeno intramoleculares
comparadas con la formacion de interacciones intermoleculares con el solvente;
AG,;, es un término extra que tiene en cuenta la energia de estabilizacion por parte
de un molécula de agua sobre la estructura, contemplando que interactia en mas
de un punto y que dicho efecto no puede ser compensado con aproximaciones
implicitas (Petukhov et al. 1999); AGg es la contribucion electrostatica de grupos
cargados, incluyendo el dipolo de hélices; AS es el costo entrépico de fijar el
esqueleto carbonado o backbone en el estado plegado este término es dependiente
de la tendencia natural de un aminoacido en particular a adoptar un dado angulo
diedro (Mufioz and Serrano 1994). Finalmente AS. es el costo entropico de fijar una

cadena lateral en una dada conformacion (Abagyan and Totrov 1994).

En la estimacion sobre proteinas oligoméricas o complejos proteicos, se utilizan
dos términos extras: AGyon Y ASy; el primero refleja el efecto de las interacciones
electrostaticas (Vijayakumar et al. 1998), mientras que el segundo el cambio en la
entropia traslacional y rotacional consecuencia de la formacion del complejo,

término se anula cuando se observa el efecto de mutantes puntuales en complejos.

Los valores de energia de AGygw, A Gsoin, AGsonve Y AGhbong atribuidos a cada tipo
de atomo, fueron derivados de un conjunto de datos experimentales, mientras que el
ASnc ¥y ASpc han sido estimados tedricamente. Los factores de ponderacion o
repesado mostrados en la ecuacion 2.6, Wygw, Wsoivi, Wsove, Wime Y Wse SON iguales
a 1 salvo para la contribucion de Van der Walls, que es igual a 0.33 (Schymkowitz et
al. 2005).

2.2. Métodos experimentales
2.2.1. Clonado

Existen varias técnicas para la introduccion de un transgen a una célula u

organismo, como son la microinyeccién (Michaelis, Sobczak, and Weitzel 2014;
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Nakagawa et al. 2015), la infeccion de una célula huésped con virus que contenga al
vector (Lange et al. 2013; Samara Shekar Reddy et al. 2018), o mediante el uso de
bacterias (principalmente para la transformacién de plantas) (Krenek et al. 2015;
Batool, Tuz Zahra, and Rehman 2017). En el caso de la transformacion en
procariotas, generalmente se introduce en las bacterias el DNA exdgeno por micro
electroporacién (Solioz and Bienz 1990) o por choque térmico (D. Hanahan 1983)
(técnica utilizada en la presente tesis). Durante el choque térmico, las bacterias son
pre-tratadas con agentes que ocasionan el aumento en su permeabilidad
membranal (D. Hanahan 1983). Estos agentes pueden ser una temperatura elevada
y el uso de iones que cambian la carga eléctrica de la membrana al recubrir las
cabezas polares de lipidos (por ejemplo los iones Ca*), lo que disminuye la
repulsion de cargas eléctricas entre los fosfatos de los nucledtidos y la membrana, y
ademas facilita la entrada del plasmido al interior celular (Mandel and Higa 1970).
Las células bacterianas que han recibido un tratamiento apropiado para llevar a
cabo la introduccion de material genético se denominan células competentes (D.
Hanahan 1983). Una vez que se introduce el material genético a las bacterias
competentes, se disminuye la temperatura y se diluye el calcio, con lo que se
restaura la permeabilidad membranal. Al colocar a las bacterias en condiciones

Optimas de crecimiento se obtienen las bacterias transformadas (Figura 2.1).
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Figura 2.1: Esquema de proceso de clonado. Las bacterias son puestas en contacto con el
plasmido e incubadas en hielo durante media hora. Luego, se las somete a un shock térmico, en el
gue son inmersas en un bafio térmico a 42 grados durante 30 segundos. Posteriormente, se las deja
reposar 2 minutos en hielo, se les agrega LB y se las incuba una hora a 37°C. Después, se plaquea
en medio sélido LB agar y el medio de seleccion (en nuestro caso, kanamicina), y se incuba overnight
a 37°C. Finalmente, se seleccionan colonias que mas tarde serdn empleadas para largar cultivos
liquidos, los cuales se usaran para la expresion de proteinas.

En esta tesis, se utilizé el plasmido pET28a con la secuencia de cada proteina, y
un tag de hexahistidina; dicho plasmido es de uso frecuente en procesos de
expresion heterdloga de proteinas. Posee el promotor T7, un terminador, y

resistencia a kanamicina (Figura 2.2).

Para ambas proteinas se trabajé con cepas de E. coli. En el caso de PknG, la
cepa empleada fue BL21(DE3), la cual se caracteriza por alcanzar una alta
densidad Optica, ser no patogénica y deficiente en la expresion de ompT y Lon, dos
proteasas que pueden degradar la proteina de interés (Miroux and Walker 1996). En
el caso de GarA, se probaron varias cepas, a saber: BL21(DE3) (Miroux and Walker
1996), DH5a (Douglas Hanahan, Jessee, and Bloom 1991), C43(DE3) (Arechaga et
al. 2000) y BL21A1 (Studier 2005). Dado que solo se observo expresion en esta

tltima, fue la elegida para esta tesis. La cepa BL21Al, también deficiente en la
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proteasa ompT, estd disefiada para aplicaciones que requieren una regulacién
estricta y una expresion firme de proteinas téxicas, en la que la expresion génica es
regulada mediante la adicion de L-arabinosa al cultivo. Tanto la cepa BL21(DE3)

como BL21-Al son adecuadas para el uso con plasmidos basados en el promotor
T7.
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Figura 2.2: Esquema del plasmido pET28A.

2.2.2. Expresion de GarA

Las bacterias se cultivaron en medio LB suplementado con glucosa al 0,1%,
tetraciclina 10 pg/uL, 50 ug/uL de kanamicina a 37 °C con agitacion hasta OD600 =
0,8, y luego se incubd en agitacion (200 rpm) durante 18 horas a 18 °C, previa
adicion de IPTG 1 mM y arabinosa al 0,02%. Posteriormente, se centrifugd a 4000 G
por 15 minutos (Sorval, RC-5) a 4°C, se descart6 el sobrenadante, se resuspendio
en buffer A (5 mM NaH,;PO4, 50 mM Na,HPO,, 500 mM NaCl, 5% glicerol, 25 mM

imidazol, pH 8) y se congel6 a -20°C hasta el momento de la purificacion.
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2.2.3. Expresion de PknG

Para PknG-MR (PknG expresada en medio rico) se utiliz6 medio LB, mientras
gue para PknG-Fe, PknG-Zn y PknG-Cd se emple6 medio M9 (NaxHPO, 3,37 mM,
KH,PO4 2,20 mM NaCl 0,86 mM NH4CI 0,94 mM, glucosa 0,4%, MgSO, 1 mM,
CaCl, 0,1 mM). Todos los cultivos fueron suplementados con 50 ug/pL de
kanamicina, crecidos a 30 °C hasta OD600 = 0,8, momento en el que se adicioné
IPTG 1 mM y FeCl;z 100 yM (PknG-MR y PknG-Fe) o ZnCl, 100 yuM (PknG-Zn) o
CdCl, 100 uM (PknG-Cd), segun corresponda. Finalmente, se centrifugd a 4000 G
(Sorval, RC-5) por 30 min, se resuspendi6 en buffer Ay se congel6 a -20°C hasta el

momento de la purificacion.
2.2.4. Purificacion
Todas las proteinas fueron purificadas siguiendo el mismo protocolo.

Como paso inicial se comprobo que la proteina en cuestion se haya expresado
mediante SDS-PAGE (ver siguiente seccion). Luego, se sonicé hasta lisis total
utilizandose pulsos de 25% de amplitud durante 15 segundos, con pausas de 1
minuto entre pulso y pulso (Vibracell, Sonic). Los restos bacterianos fueron
centrifugados 3 veces a 20.000 G, a 4°C durante 20 minutos (Hanil, Combi 514R) y
luego filtrados a través de filtros de celulosa de 0,45 um. Las proteinas fusionadas a
un his-tag se purificaron del sobrenadante mediante una cromatografia de afinidad
metélica en una columna HisTrap Ni**-IMAC de 1 mL (GE Healthcare), pre
equilibrada con buffer A (10 volumenes de columna). Para la elusion, se utilizdé un
gradiente escalonado de imidazol (50-400 mM), recogiéndose alicuotas de 1 ml en
el caso de PknG-MR y GarA, y 0,5 ml para el resto de las proteinas. Las fracciones
contenedoras de proteina se identificaron utilizando SDS-PAGE, y se procedid
cambiar el buffer por buffer B (50 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 5% glicerol, pH=7,4);
en el caso de GarA y PknG-MR, mediante dialisis, mientras que para las PknG
expresadas en M9 se utilizd una columna de desalado (ver siguiente seccion).
Finalmente, se centrifugé 20 minutos a 20.000 G a 4°C (Hanil, Combi 514R) y el

sobrenadante fue alicuotado y guardado a -80 °C.
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2.2.5. Electroforesis en gel de acrilamida con SDS (SDS-PAGE)

La electroforesis es un procedimiento analitico basado en la separacion de
moléculas cargadas en un medio acuoso, bajo la influencia de un campo eléctrico
aplicado entre dos electrodos, uno positivo y otro negativo (Kuhn and Hoffstetter-
Kuhn 2013). EI movimiento de las moléculas, en nuestro caso proteinas, dependera
de su tamafo y de la carga neta que presenten en el pH del buffer seleccionado
para el andlisis. Aquellas moléculas que tengan una carga neta mayor, tenderan a
moverse mas rapidamente que aquellas con menor carga neta. En el caso de que
esta sea igual, las moléculas menores se desplazardn con mayor rapidez
(Schwenke 1982).

El SDS-PAGE es una técnica consistente en disolver las proteinas de la muestra
en soluciones del detergente anionico dodecil sulfato sodico (SDS). De este modo,
las proteinas pierden sus cargas individuales adquiriendo una carga neta negativa
como resultado del complejo proteina-anion SDS formado (Weber and Osborn
1969). La cantidad de detergente que se incorpora por unidad de masa es la misma
para todas las proteinas, y en consecuencia, la movilidad en la electroforesis va a
depender exclusivamente de la masa. La separacion de las proteinas, una vez
disueltas, se hace en geles de poliacrilamida a los que se incorpora también SDS
(Instruments 1994; Derua and Bossuyt 2002).

En particular, en este trabajo se tomaron 30 pl de muestra, a las que se le afiadio
cracking buffer 4x, el cual se utiliza para desnaturalizar proteinas (200 mM Tris-Cl,
pH 6,8, 8% SDS, 0,4% azul de bromofenol, 40% glicerol) en una relacién 3:1
(volumen:volumen). Las muestras fueron calentadas a 95°C por 5 minutos, y luego
sembradas (20 pl por muestra) en geles de poliacrilamida. Para la identificacion de
PknG se utilizaron geles 10% de poliacrilamida, mientras que para la identificacion
de GarA y para los ensayos de actividad se utilizaron geles de 15%; los cuales
fueron corridos a voltaje constante: 100 V para la zona del stacking y 200 V para la
zona del running. Una vez finalizada la corrida electroforética, se procedié a la
tincion (Goldring 2018). Para ello se incuba al gel 1 hora con agitacion constante (70
R.P.M.) en solucién de tincion (60 uM azul de coomassie, 10% &acido acético, 45%

etanol, 45% agua bidestilada). Para desteiiir el gel, se lo incubé 3 veces durante 20

62


https://paperpile.com/c/3gxz1o/fuv2
https://paperpile.com/c/3gxz1o/fuv2
https://paperpile.com/c/3gxz1o/cs37
https://paperpile.com/c/3gxz1o/PNfW
https://paperpile.com/c/3gxz1o/PNfW
https://paperpile.com/c/3gxz1o/PNfW
https://paperpile.com/c/3gxz1o/U4Ks+0qcG
https://paperpile.com/c/3gxz1o/4dTX

minutos a agitacion constante (70 R.P.M) en solucién decolorante (10% acido
acético, 45% etanol, 45% agua bidestilada) (Goldring 2018).

2.2.6. Cambio de buffer con columna desalado

Se cargd la muestra en la columna de desalado (PD-10, GE Healthcare),
previamente equilibrada con 3 volumenes del buffer en el cual se quiere tener
solubilizada a la proteina y se eluy6é con 3,5 ml del mismo buffer, recolectdndose
alicuotas de 0,5 ml. Para identificar qué fracciones contenian proteina, se midiod
absorbancia a 280 nm.

2.2.7. Espectroscopia

La espectroscopia constituye la base del analisis espectroquimico, en el que la
interaccion de la radiacion electromagnética con la materia se utiliza para obtener
informacion cualitativa y cuantitativa acerca de la composicion de una muestra
(Gauglitz and Vo-Dinh 2005).

2.2.7.1. Espectroscopia UV-VIS

La espectrometria ultravioleta-visible o espectrofotometria UV-VIS implica la
espectroscopia de fotones en la region de radiacion ultravioleta-visible. Utiliza la luz
en los rangos visible y adyacentes (el ultravioleta (UV) cercano y el infrarrojo (IR)
cercano. En esta region del espectro electromagnético, las moléculas se someten a

transiciones electronicas (Perkampus 1992) .

La espectrometria UV-Vis se utiliza con frecuencia en forma cuantitativa para
determinar las concentraciones de especies absorbentes en solucion, usando la Ley

de Beer-Lambert:
A = ¢cl
(ecuacion 2.7)

Donde: A es absorbancia o densidad éptica, € = coeficiente de absortividad molar
(constante), ¢ = Concentracion de la muestra y | = Longitud de onda. Si | permanece
constante, tenemos que A es directamente proporcional a la concentracion de la
muestra. De este modo, la ley de Beer- Lambert establece que la concentracion de

un analito en solucién, es directamente proporcional a la cantidad de energia
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radiante absorbida e inversamente proporcional al logaritmo de la energia radiante

transmitida.

En esta tesis, la concentracion de proteina fue estimada a partir de la
absorbancia de muestras a 280 nm, utilizando coeficientes de extincion molar

predichos por la herramienta ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/).

En el caso de PknG, (debido a su alto coeficiente de extincion molar,
aproximadamente: €=73800 M-1 cm—-1) fue necesario diluir 10 veces las muestras

antes de realizar la mediciones en torno a 280 nm, a fin de que la sefal no sature.

En todos los casos, los espectros de absorcion de las proteinas se registraron en
buffer B a 25 °C, en un espectrofotometro Jasco, modelo V-650, en una cubeta de
cuarzo de paso optico de 1 cm.

2.2.7.2. Determinacién y cuantificacion de Fe y Zn por espectroscopia de

absorcion atdbmica

Dentro del analisis espectroquimico, la espectroscopia de absorcion atomica
estudia la radiacion por especies atomicas libres. Estas especies son generadas y
examinadas en un medio gaseoso de alta energia, que constituye una fuente de

vaporizacion-atomizacién-ionizacion-excitacion.

Cuando una solucion es introducida por aspiracion en una llama, la mayor parte
de los componentes inorganicos son vaporizados y convertidos en su forma
elemental, y los atomos son excitados térmicamente por la energia generada

mediante reacciones quimicas.

En un atomo en su estado de menor energia (estado fundamental), uno de los
electrones de valencia correspondiente a un orbital externo puede ser transferido a
un estado electrénico de mayor energia. Al retornar al estado fundamental o a uno
de menor energia, los atomos pierden su energia de excitacién en forma de calor o

como radiacion electromagnética de longitud de onda caracteristica.

Los atomos neutros gaseosos en su estado fundamental pueden también
absorber radiacion a longitudes de onda especificas, correspondientes a las
energias de las transiciones electrénicas en sus orbitales externos. Este fendmeno

se denomina absorcién atémica. La medicion de la magnitud de esa absorcion
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atomica y su aplicacion al andlisis cuantitativo constituyen la espectrometria de
absorcion atdmica (EAA) (Pfeil 1993). La fuente primaria de radiacién luminosa es
generalmente una lampara de catodo hueco del elemento de interés.

LATPARS  LLAMA  HewoCRCHADOR

CATOD® guEco ‘[ I?EfE':m

ACETILEN D
NesuLizAPOR

M -

Llama -
— | g,‘-- i
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Figura 2.3. Arriba: Esquema de un sistema espectrométrico de absorcién atomica tradicional.
Abajo: equipo utilizado en este trabajo (DQIAYQF/INQUIMAE — FCEN/CONICET)
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En esta tesis, se utilizé un espectrémetro de absorcion atdbmica Shimadzu modelo
AA-6800, provisto de un quemador de laminar para llama de aire-acetileno y las
lamparas de catodo hueco correspondientes como fuente de radiacién. Los
componentes basicos de un sistema espectrométrico para la medicion de absorcion

atomicos se muestran en la Figura 2.3.

Finalmente, como todas las técnicas instrumentales, la espectrometria de llama
es una técnica relativa. Por consiguiente, es necesario establecer
experimentalmente una curva que relacione la sefial analitica obtenida con la

concentracion del elemento analito en las soluciones a analizar (patrones).
2.2.7.3. Espectroscopia Raman resonante

El fendmeno de dispersion Raman se basa en la dispersion inelastica de la luz
monocromatica, generalmente proveniente de un laser, ya sea del espectro visible,
infrarrojo o ultravioleta cercano. Dicho fendmeno ha sido aprovechado en el
desarrollo de una variedad de técnicas espectroscopicas que permiten el estudio de
modos de baja frecuencia de un sistema, tales como rotaciones y vibraciones (Smith
and Dent 2013).

El efecto Raman ocurre cuando la luz interactia con la nube electronica de una
molécula, excitandola hacia un estado virtual. Cuando la molécula relaja, emite un
fotdbn y regresa a un estado rotacional o vibracional distinto del que parti6. La
diferencia de energia entre el estado original y este nuevo estado lleva a un
corrimiento en la frecuencia del foton emitido respecto a la frecuencia de excitacion.
Aproximadamente uno de cada 10 millones de fotones sufre este proceso, mientras
gue la gran mayoria son dispersados elasticamente, proceso conocido como

radiacion Rayleigh. Estos procesos se ejemplifican en la Figura 2.4.
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Figura 2.4. Representacion de diversos estados electrénicos con sus correspondientes estados
vibracionales, y de los estados virtuales. El fenémeno de absorcion IR involucra la absorcion de un
cuanto equivalente a la diferencia de energia entre dos niveles vibracionales. Los diferentes
fenédmenos dispersivos se clasifican dependiendo de la energia de la radiacién dispersada en
relacion a la radiacion incidente v0. La radiacidon dispersada de menor longitud de onda presenta un
corrimiento anti-Stokes, mientras que la de mayor longitud de onda presenta un corrimiento Stokes. A
su vez, dependiendo de la magnitud de v0 en relaciéon con la energia necesaria para promover una

transicién electrénica, se puede trabajar en condiciones de pre-resonancia o resonancia.

La espectroscopia Raman por resonancia es una variante de la espectroscopia
Raman. En la resonancia Raman, la longitud de onda de excitacion se elige
cuidadosamente para superponerse con (0 estar muy cerca de) una transicion
electronica, lo que tipicamente significa en un area de absorcion UV visible. Dicha
superposicion puede dar como resultado intensidades de dispersion que aumentan
por factores de 10° a 10° por lo que los limites de deteccién y los tiempos de
medicién pueden disminuir significativamente. Si una macromolécula, como una
proteina, posee un croméforo y mediante un laser de la longitud de onda adecuada
se excita dicho croméforo, las sefiales Raman que sufriran intensificacion seran las
pertenecientes al mismo. Dado que el cluster de hierro-azufre de PknG presenta un
maximo de absorcién en 480 nm (color rojizo) cuando el hierro se encuentra en
estado férrico (Fe*") (Bandemer and Schaible 1944; Niazi 2006), ésta técnica puede

ser empleada para magnificar la sefal.
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2.2.7.4. Espectroscopia de fluorescencia de tript6fanos

Se denomina luminiscencia a la emision de fotones ultravioleta, visibles o
infrarrojos a partir de una especie quimica en estado electronico excitado. La
fluorescencia y la fosforescencia son casos particulares de luminiscencia. En estos
casos, la especie quimica se excita por la absorcion de un foton y como
consecuencia la lleva a un estado electrénico excitado (ver Figura 2.5) (Valeur and
Berberan-Santos 2012). Esta molécula excitada emite el exceso de energia en
forma de fotones, proceso que denominamos fluorescencia o fosforescencia segun
si la emision involucra o no un cambio en el spin total de la molécula. En la
fluorescencia el tiempo entre la absorcién y emision de la luz es del orden de 10°®
segundos, mientras que el proceso de fosforescencia es mucho mas lento y toma
alrededor de 10° a 1 segundo en ocurrir. Asi, la fluorescencia dura Gnicamente
mientras dura el estimulo, es un fendmeno virtualmente instantaneo, mientras que la

fosforescencia puede durar minutos luego de desaparecido el estimulo.

En la figura 2.5 se muestra un diagrama de Perrin-Jablonski; estos diagramas son
de suma utilidad para representar las transiciones fotofisicas probables desde la
absorcion de un fotdn por la especie quimica hasta la relajacion de este estado
excitado. En el caso representadp, la absorcion se produce desde el estado
fundamental singulete (Sp) hasta distintos sub estados vibracionales de un singulete

excitado (por ejemplo, S1 0 Sy).
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Figura 2.5. Diagrama de Perrin-Jablonski. Los fendmenos de absorcién y emision de un foton se
representan con flechas rectas. Las flechas onduladas representan relajacion o pasaje a un subnivel

energético sin emision de luz. S: singulete T: triplete.
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La fluorescencia de una proteina plegada es una mezcla de la fluorescencia
individual de los residuos aromaticos (Weinryb and Steiner 1971). La mayoria de las
emisiones fluorescentes intrinsecas de una proteina plegada son debidas a la
excitacion de los residuos de triptéfano, con algunas emisiones debidas a la tirosina
y fenilalanina, aunque los enlaces disulfuro también pueden aportar a la absorcion
(Lakowicz 2013). Usualmente, el triptéfano tiene una longitud de onda de maxima
absorcion de 280 nm y una banda de emisién solvatocromica desde 300 a 350 nm,
dependiendo de la polaridad del medio local (Mocz 2002). Dado lo expuesto
anteriormente, la fluorescencia de una proteina puede ser usada como diagndstico

del estado conformacional (Vivian and Callis 2001).

El triptéfano es una importante sonda fluorescente intrinseca, que puede ser
usada para estimar la naturaleza de los microambientes del triptéfano. Cuando se
realizan experimentos con desnaturalizantes, tensoactivos u otras molécula
anfifilicas, el microambiente del triptéfano puede cambiar. Por ejemplo, si una
proteina que contiene un solo triptéfano en su nucleo “hidrofébico” se desnaturaliza
con el incremento de temperatura, el desplazamiento en el espectro causaria que la

emision en el rojo desapareciera.
2.2.7.5. Espectrometria de masa (MS)

Un espectrometro de masa es un instrumento que puede ionizar una muestra y
medir la relacion masa/carga de los iones resultantes, permitiendo el analisis de
masas que van desde unos pocos atomos (algunos Daltons), hasta proteinas de
gran masa (sobre los 300 Kilodaltons) (Becker 2008); pese a esto ultimo, las
muestras proteicas son frecuentemente pretratadas con alguna proteasa. Una de las
proteasas mas empleadas es la tripsina (Huynh, Russell, and Walsh 2009), dada su
eficacia y su frecuencia de corte (suele generar péptidos con un tamafio medio de

unos 8- 10 aminoacidos, que es adecuado para el analisis por MS).

En un espectrometro de masas, en general, podemos diferenciar cuatro partes:
una fuente de ionizacion, un analizador, un detector y un sistema de integracion. El
esquema de las partes que constituyen un espectrometro de masas se representa

en la Figura 2.6.
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Figura 2.6: Esquema de las partes de un espectrofotdmetro de masa

La fuente es la responsable de la volatilizacion e ionizacion de la muestra, de
modo de obtener los analitos en estado gaseoso e ionizado. Hay varios tipos de
fuentes, pero solo las de ionizacion suave son las que permiten analizar
biomoléculas como las proteinas, ya que son capaces de ionizarlas sin
fragmentarlas. Existen dos posibilidades de fuente de ionizacion suave:
pulverizacién eléctrica o “electrospray” (ESI) y la desorcién/ionizacion mediante

laser inducida por matriz o “matrix assisted laser desorption ionization” (MALDI); la
tltima es la usada en esta tesis.

Una vez que las proteinas se encuentran ionizadas y en fase gaseosa, son
aceleradas y guiadas hasta el analizador de masas, donde se separaran en funcion
de su relacion masa/carga (m/z). EI movimiento de iones en el analizador puede

manipularse mediante lentes electromagnéticas que permiten dirigir los iones hacia
el detector.

Existen varios tipos de analizadores; cada uno de ellos difiere en sensibilidad,
resolucién, exactitud de masa y posibilidad de fragmentar los analitos ionizados
(Aebersold and Mann 2003). En esta tesis, se empled uno de tipo de tiempo de
vuelo o “time of flight” (TOF). Para analizar una muestra en un espectrometro de

masas del tipo MALDI-TOF, la muestra debe co-cristalizar con una matriz organica.
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La co-cristalizacién se consigue mezclando la muestra con la matriz, depositando
dicha mezcla en una placa de metal, dejandola secar. Los cristales resultantes son
irradiados con pulsos de rayos laser de una longitud de onda en la cual la matriz
tiene el maximo de absorcion. Este proceso produce la desorcion de la mezcla y
fotoactiva la matriz. La matriz excitada ioniza el analito mediante transferencia de
protén. El resultado de todo este proceso es la obtencion del analito ionizado en
fase gaseosa, teniendo la mayoria de los iones con una sola carga positiva (Pusch
et al. 2003). Finalmente, se comparan las masas peptidicas medidas (reales) con
las masas peptidicas tedricas, generadas “in silico”, que estan en las bases de
datos. motores de busqueda mas comuinmente utilizados son: Mascot, MS-Fit
(Clauser, Baker, and Burlingame 1999) y ProFound (Zhang and Chait 2000).

2.2.8. Sintesis y solubilizacion de péptidos

Tanto el péptido wild type (WT) correspondiente a los residuos 14-30 de GarA
(SDEVTVET21TSVFRADFL), como el mutante V24A y F25A (MUT_AA,
SDEVTVET21TSAARADFL) fueron adquiridos en GenScript, NJ, Estados Unidos.

Se prepararon soluciones madres de 2,5 mM de cada uno. El péptido WT fue
solubilizado en un buffer TRIS 100 mM, pH 7,36, NaCl 60 mM, mientras que el
MUT_AA en 3% amonio, NaCl 60 mM.

2.2.9 Ensayos de actividad quinasa in vitro
2.2.9.1 Kinase-Glo

Para medir actividad quinasa, se empled el kit comercial Kinase Glo Plus
Luminescent Kinase Assay (Promega); este kit permite realizar ensayos con
practicamente cualquier combinacibn de quinasa y sustrato, y no requiere
componentes marcados radioactivamente. El sustrato de la quinasa puede ser un
péptido, proteina, lipido o azlcar. Los reactivos de Kinase Glo se basan en las
propiedades de una luciferasa termoestable (Luciferasa Recombinante Ultra-Glo)
gue esta formulada para generar una sefial luminiscente de tipo “incandescente"
estable en una amplia gama de condiciones de ensayo. La sefal luminiscente, que
se produce por la reaccion de luciferasa, tiene una vida media superior a cinco
horas. La combinacion de Ultra-Glo Luciferasa y la formulacién del buffer del kit da

como resultado una luminiscencia que es mucho menos susceptible a la
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interferencia con respecto a otros reactivos de deteccion de ATP basados en
luciferasa (Koresawa and Okabe 2004; Baki et al. 2007; Kashem et al. 2007).
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Figura 2.7. Reacciones del ensayo Kinase Glo.Tras la incubaci EI ATP restante en el momento en
gue se agrega el reactivo se usa como sustrato por la Luciferasa Ultra-Glo para catalizar la
monooxigenacién de luciferina. La reaccion de luciferasa produce un fotén de luz por rotacion. La
luminiscencia estd inversamente relacionada con la actividad de la quinasa. Imagen adaptada del
Manual de Usuario del Fabricante (Promega, Madison, Estados Unidos, 2018).

En esta tesis, cada medicion de actividad fue realizada en un volumen final de 50
pl, conteniendo 25 mM Tris-HCI (pH 7,4), 2 mM MnCl;, 2 yM ATP, 700 uM de
péptido WT/MUT_AA o 25 uM de GarA (segun corresponda) como sustrato. La
concentracion de enzima en los ensayos fue de 1 uM. Las reacciones fueron
iniciadas mediante la adicion de ATP, incubadas 1 hora a 37°C y la actividad
guinasa fue medida usando el kit mencionado anteriormente, segun las indicaciones
del fabricante. Cabe destacar que se ensayaron distintas concentraciones de ATP
de enzima, asi como distintos tiempos antes de establecer cuales eran las

condiciones Optimas para medir la actividad.
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La actividad en los ensayos con GarA fue calculada como:

Actividad = (1 — eaccian’) 5 100

ConFol
(ecuacion 2.8)

Donde reaccién corresponde a la luminiscencia medida de la reaccion con
sustrato, mientras que control corresponde al promedio de luminiscencia medida sin
sustrato.

La actividad en los ensayos con péptidos fue calculada como:

Control,—Péptido
Control,—Control,

Actividad = 100

(ecuacion 2.9)

Donde Control; y Control, son respectivamente la medida de la luminiscencia de

la reacciéon con 25 uM GarA y sin GarA.

Ambas medidas se usaron para estimar la actividad media y la desviacidon

estandar en las condiciones experimentales antes mencionadas.

En resumen, la actividad fue medida usando GarA (con una relacién sustrato-
guinasa 1:40) o péptidos (relacion sustrato-quinasa 1:700) y el ATP remanente fue

cuantificado por luminiscencia (BMG Labtech, Optima Fluostar).
2.2.9.2. SDS-PAGE

Aprovechando que tanto PknG como GarA presentan cambios electroforéticos
entre sus formas fosforiladas y no fosforiladas, se utiliz6 SDS-PAGE para seguir la
reaccion a traves del tiempo. Para ello se prepar6 una reacciéon madre (25 mM Tris-
HCI -pH 7,4-, 2 mM MnCl,, 2 uM ATP, 25 uM de GarA; volumen final 140 pl), la cual
fue incubada a 37°C. Alos 0, 5, 10, 15, 20 y 30 minutos se tomaron alicuotas de 20

I, en las cuales la reaccion fue frenada mediante la adicion de cracking buffer.

Se corrieron geles de poliacrilamida en las condiciones que se indican en la

seccion 2.2.5, y los resultados fueron analizando con ImageJ, utilizando la
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herramienta “Plot Profile”, con la cual con el cual se cuantificod la intensidad de las

bandas correspondientes a las proteinas tefiidas.
2.2.9.3. ATP radiactivo

Cémo se mencion6 anteriormente, las quinasas catalizan la reaccion de
incorporacion del fosfato-y del ATP a los grupos hidroxilo de los aminoacidos Ser,
Treonina o Tyr. Esta reaccién se puede monitorizar utilizando un ATP en el que el
fésforo del grupo fosfato-y ha sido sustituido por el isétopo radiactivo *P ([7?P]-
ATP). Las reacciones se incubaron durante 1 hora a 37°C, utlizandose
concentraciones de 0,5 uM de quinasa, 25 pM de sustrato, 2 uM de ATP frio (no
marcado) y 100 uCi/nMpl [732P]-ATP (Perkin-Elmer) y buffer de quinasa (25 mM
Tris-HCI pH 7,4, 2 mM MgCl,) . Estas condiciones fueron seleccionadas luego de
analizar la sefial obtenida empleando distintas concentraciones de quinasa y

distintos tiempos de incubacion.

Los ensayos realizados con [ ?P]-ATP fueron hechos en una camara habilitada
especificamente para trabajar con isotopos radiactivos, siempre detras de una
pantalla de metacrilato. Luego de la incubacion, la reaccion se detiene por agregado
de cracking buffer e incubacion a 95°C durante 5 minutos. Las muestras se separan
por electroforesis SDS-PAGE (ver seccidon 2.2.5) y el gel de poliacrilamida se tifie
con azul de Coomassie para garantizar que se ha utilizado la misma cantidad de
enzima y sustrato en todos los casos analizados. Una vez destefiido el gel se seca,
se expone a una placa amplificadora y se reveld utilizando un Storm

(Phosphoimager, Storm 820).
2.2.10. Cuantificacion de tioles libres

Se us6 acido 5,5-Ditiobis-(2-nitobenzéico), DTNB, también conocido como
reactivo de Ellman’s; compuesto que posee un enlace bisulfito, mediante el cual se
lleva a cabo la reduccién equimolar de los tioles libres por medio de una reaccion de
intercambio (Winther and Thorpe 2014). De estas interacciones quimicas se obtiene
como producto final el cromdgeno acido 5-Tio-2-nitobenzoico (TNB), el cual posee
un maximo de absorbancia a 412 nm (Figura 2.8) (Rahman, Kode, and Biswas
2006).
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Figura 2.8. Reaccion formadora de color del reactivo de Ellman con grupos sulfhidrilo: EI DTNB
reacciona con grupos sulfhidrilo, como las cisteinas peptidicas, para formar disulfuros mixtos y TNB,
cuyo color se puede medir a 412 nm con un lector de placas o un espectrofotometro.

A un volumen de 100 pL de muestra (se uso PknG 10 uM para los tratamientos y
buffer B como blanco) se le afiadié 1 pL de solucion del reactivo Ellman’s 5 mM. Se

homogeneiz6 suavemente con pipeta y se leyé absorbancia a 412 nm.

La cantidad de cisteinas libres por unidad de PknG (uM) se calcula como:

— . LI — 1106
Cisteinas libres (WM) = Abs * 5=

(ecuacion 2.9)
Donde Abs es absorbancia determinada a 412 nm.
2.2.11. Reduccién/oxidacion de PknG

Las proteinas tratadas con acido ascorbico fueron incubadas 30 minutos. Las
proteinas tratadas con H,0,, 10 minutos. Las proteinas reducidas y luego oxidadas
fueron pre incubadas 30 minutos en acido ascérbico y luego 10 minutos en H0,,
realizandose lo inverso para proteinas oxidadas y luego reducidas. En todos los

casos la incubacioén se llevé a cabo en eppendorf sellados en parafilm en hielo.
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2.2.12. Determinacion colorimétrica y cuantificacion de hierro (ll) y/o (Ill)

El hierro (II) forma un complejo de color rojo con la 1,10-fenantrolina (Amonette
and Templeton 1998; Amonette 1998); este complejo es un quelato conformado por
3 moléculas de fenantrolina por cada i6n Fe?*(Figura 2.9), el cual posee un maximo

de absorbancia a 580 nm.
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Figura 2.9. Esquema de formacion del complejo Fe(ll)-Fenantrolina.

La solucion coloreada obtenida tras incubar Fe(ll) con 1,10-fenantrolina obedece
a la ley de Beer-Lamber, por lo que es posible calcular la concentracion de Fe(ll)
espectrofotométricamente. Un pH entre 2,9 y 3,5 asegura un rapido desarrollo de
color en presencia de exceso de fenantrolina, por lo cual se utilizé citrato sodico

para ajustar el pH a 3,5.

En una primera etapa se determina la posible presencia de Fe(ll) en la muestra
de proteina. Luego, para estimar el Fe(lll) se repite la misma reaccién pero
agregando previamente un agente reductor, a fin de reducir al Fe(lll) presente a
Fe(ll). La concentracion de Fe(lll) se lo calcula por diferencia. En este caso se utilizé
acido ascorbico como reductor, el cual se oxida a acido dehidroascorbico. La

siguiente es la reaccion global:

2 Fe®* + Asc -2 Fe?" + DHA + 2H"

(ecuacion 2.10)
2.2.13. Dicroismo circular

La estructura secundaria de las proteinas puede ser explorada utilizando
espectroscopia de dicroismo circular en el UV lejano. Esta técnica esta basada en la

absorcion diferencial de luz circularmente polarizada en un determinado sentido.
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Este fendmeno es producido por moléculas con centros quirales o regiones que
presenten asimetrias por su propia complejidad estructural (como en el caso de las
proteinas) (Kelly, Jess, and Price 2005). El enlace peptidico presenta absorcion en
el UV lejano por lo que esta técnica permite al analizar esta region del espectro
obtener sefiales caracteristicas de los motivos de estructura secundaria tipicos de
proteinas.

Las mediciones de dicroismo circular (CD) se realizaron utilizando un
espectropolarimetro Jasco J-810. Los espectros se registraron en una cubeta de
cuarzo de 1 mm de paso a 25 °C, en el rango de longitudes de onda comprendido
entre 200—320 nm. La velocidad de escaneo fue de 20 nm/min con una constante de
tiempo de 1 s.
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Capitulo 3

3. ESPECIFICIDAD DE PKNG Y PKNB
3.1. Introduccidn
3.1.1. GarA como sustrato de PknG y PknB

Como mencionamos anteriormente, en Mtb. el ciclo de los TCA y la sintesis del
glutamato se encuentra regulada por una proteina llamada GarA (O’Hare et al.
2008; Ventura et al. 2013) (ver secciéon 1.7.2.1).

GarA es una pequefa proteina de 162 residuos con un dominio FHA (forkhead
associated domain), que media interacciones proteina-proteina, reconociendo
especificamente residuos treonina fosforilados (Durocher et al. 1999). Como
elemento de regulacion posee en el extremo N-terminal dos treoninas susceptibles
de ser fosforiladas: la Thr 21y la Thr 22, que a su vez pueden unirse al FHA en un
evento de auto-reconocimiento (Barthe et al. 2009; England et al. 2009; Ventura et
al. 2013) (Figura 1.9). Cuando GarA se encuentra sin fosforilar, interactia e inhibe a
las enzimas glutamato deshidrogenasa (GDH) y «-cetoglutarato descarboxilasa
(KGD), y se une y activa la glutamina oxoglutarato aminotransferasa (GOGAT)
(Ventura et al. 2013) (Figura 1.10).

Se ha reportado que GarA puede ser fosforilada por PknG y por PknB (Villarino et
al. 2005; O’Hare et al. 2008; Ventura et al. 2013). De Pkng, proteina central en esta
tesis, hemos hablado extensamente en el primer capitulo (seccién 1.7). PknB, por
su lado, es una proteina esencial para el crecimiento de Mtbh. (P. Fernandez et al.
2006; Chawla et al. 2014). Posee tres dominios: un dominio extracelular PASTA
(penicillin-binding protein and serine/threonine kinase associated), uno de
transmembrana y un dominio quinasa (Av-Gay and Everett 2000), todos los cuales
son esenciales para su funcion (Chawla et al. 2014; Prigozhin et al. 2016). Se cree
que el dominio PASTA extracelular reconoce fragmentos de peptidoglicano, y se ha
implicado en la localizacion de PknB (Yeats, Finn, and Bateman 2002; Mir et al.
2011). Se ha reportado que PknB fosforila multiples sustratos (Kang et al. 2005;
Villarino et al. 2005; Dasgupta et al. 2006; Sharma et al. 2006; Parikh et al. 2009;
Gupta et al. 2009; Barik et al. 2010; Sajid et al. 2011; Gee et al. 2012; Kieser et al.
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2015; Turapov et al. 2018), y que interactia con Mur ligasas (Munshi et al. 2013) y
con proteinas asociadas al metabolismo de lipidos (Wu et al. 2017). De todos
modos, aun se desconoce por qué PknB es esencial para el bacilo (Turapov et al.
2018).

Investigaciones previas demuestran que GarA es fosforilada en la Thr 21 por
PknG (Duran et al. 2005), y en la Thr 22 por PknB, siendo ambos eventos
excluyentes (O’Hare et al. 2008). Sin embargo, hasta la fecha se desconoce a nivel

atémico el motivo de la especificidad de cada quinasa por su sitio de fosforilacion.

Por consiguiente, en este trabajo utilizamos técnicas de modelado molecular,
dindmica molecular y medidas de actividad quinasa in vitro (para el caso de PknG)
para evaluar cOmo estas quinasas reconocen su sustrato y cuales son los residuos

claves de dicho reconocimiento.

3.2. Resultados
3.2.1. Andlisis de interacciones PknB-GarA y PknG-GarA

Para identificar interacciones que ayuden a comprender el motivo de
especificidad que presentan las quinasas se realiz6 un modelo para cada proteina,
en el que se incluyé el sustrato, ATP y Mg®. Para independizarnos de las
interacciones que podria establecer el dominio FHA (Durocher et al. 1999), y para
simplificar el sistema, como sustrato se utilizO un péptido derivado de la region N-
terminal de GarA, que en ambos casos incluyé a las treoninas 21 y 22. La
coordinacién entre ATP, el Mg y cada quinasa se modificé de modo tal que se
ajuste a lo descrito en la literatura para el estado activo (Zheng et al. 1993; Bellon et
al. 1999). Una vez confeccionados los modelos, se corrieron dinamicas moleculares

clasicas y se realizaron experimentos de mutacién in-silico.

Todas las simulaciones clasicas han sido realizadas empleando el paquete
AMBER12 (Case et al., n.d.). Los modelos iniciales fueron solvatados con moléculas
TIP3P en una caja octaédrica truncada (Price and Brooks 2004), que se extiende 12
A desde la superficie de cada proteina. Los parametros para las fosfotreoninas

fueron obtenidos de Craft et al. (Craft and Legge 2005), mientras que los parametros

83


https://paperpile.com/c/1qxTR1/WqJXI
https://paperpile.com/c/1qxTR1/cQAp
https://paperpile.com/c/1qxTR1/QHuIG
https://paperpile.com/c/1qxTR1/QHuIG
https://paperpile.com/c/1qxTR1/QHuIG
https://paperpile.com/c/1qxTR1/bnEF
https://paperpile.com/c/1qxTR1/2qhh
https://paperpile.com/c/1qxTR1/zzPd
https://paperpile.com/c/1qxTR1/5duC+4jzbf
https://paperpile.com/c/1qxTR1/5duC+4jzbf
https://paperpile.com/c/1qxTR1/5duC+4jzbf
https://paperpile.com/c/1qxTR1/FVb2
https://paperpile.com/c/1qxTR1/lmhS
https://paperpile.com/c/1qxTR1/YslU

para el ATP y el magnesio de Meagher et al. (Meagher, Redman, and Carlson 2003)
y Allnér et al. (Allnér, Nilsson, and Villa 2012). Los pardmetros empleados para el
centro hierro-azufre del Rbx son los desarrollados por el grupo de Ramos et. al
(Carvalho, Teixeira, and Ramos 2013). En la etapa de dinamica molecular de
produccién se realizaron simulaciones a temperatura y presion constantes de 100 ns

para PknB y 50 ns para PknG.
3.2.1.1. Construccion del modelo inicial de PknB

En el caso de PknB se trabajo sélo con el KD (dominio quinasa), excluyéndose
los dominios PASTA y transmembrana.

Se sabe que para que esta quinasa esté activa los residuos Thr 171y Thr 173
(ambos ubicados en el loop de activacion) tienen que estar fosforilados (Boitel et al.
2003); no obstante aun se desconoce el papel estructural de estos fosforesiduos
debido a que dicho loop no se encuentra resuelto en ninguna de las estructuras
depositadas en PDB (Ortiz-Lombardia, Pompeo, and Boitel 2003; Tracy A. Young et
al. 2003; Mieczkowski, lavarone, and Alber 2008; Lombana et al. 2010), algo

frecuente en estructuras quinasa (Boitel et al. 2003).

La literatura describe que el loop de activaciéon de las quinasas tipicamente
contiene un residuo Ser/Thr o Tyr que se orienta de modo estratégico para organizar
el sitio activo (Kornev and Taylor 2010), e investigaciones previas proponen que la
interaccion entre PknB y GarA ocurre principalmente entre los residuos fosforilados
de la primera y el dominio FHA de la segunda (Villarino et al. 2005). Esta
informacion sugiere que una de las pThr podria estar involucrada en la activacion
enzimatica, mientras que la otra podria participar en el reconocimiento de GarA.
Teniendo esto en mente, se modelé el loop de activaciéon en una conformacién
extendida, caracteristica del KD en estado activo (Nolen, Taylor, and Ghosh 2004),
con la pThr 173 mirando hacia el sitio activo, y la pThr 171 expuesta al solvente. El
modelo de PknB doblemente fosforilado se confeccioné a partir del cristal IMRU (T.
A. Young et al. 2003), completandose el loop de activacion utilizando MODELLER
(Webb and Sali 2016).

Luego, se incorporo el péptido derivado de GarA (19VETTSVFR26), que incluye

el residuo a ser fosforilado (Thr 22). Como estructura de referencia, para modelar la
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posicion del sustrato, se utilizo el cristal 2PHK (Lowe et al. 1997); un complejo de una
subunidad truncada de fosforilasa quinasa perteneciente Oryctolagus cuniculus (la cual
presenta un 27% de identidad con PknB) cristalizada junto con un sustrato peptidico (Figura
3.1). Dado que PknB fosforila al residuo 22 de GarA (O’Hare et al. 2008), este
residuo fue colocado apuntando al fosfato y del ATP.

Z
ke 9
2 i
2 \ | T171
_ATP & ' T173

. : - -- - K w

I Sustrato "~ _
% ) Loop de L. A
=] activacion
Q
o)
|

Figura 3.1. Modelo inicial de PknB-ATP-Mg®*-sustrato. En el detalle, se observa la disposicién
espacial de las pThr 171y 173.

3.2.1.2. Dinamica molecular clasica de PknB con GarA

Una vez armada la estructura inicial, para comprender las interacciones entre las

dos proteinas se corrieron 5 réplicas de dinamica molecular de 100 ns cada una.

3.2.1.2.1. Estabilidad del sistema

En el tiempo simulado (100 ns) el sistema se mantiene estable, o cual se ve
reflejado en el monitoreo de métricas como RMSD y RMSF (Figura 3.2).

En el panel B, correspondiente al RMSF promedio entre las 5 dinamicas,
podemos observar que los residuos que mas fluctian son los que conforman el loop

de activacion, lo cual es consistente con que no hayan sido resueltos en ninguno de
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los cristales existentes de PknB (Ortiz-Lombardia, Pompeo, and Boitel 2003; Tracy
A. Young et al. 2003; Mieczkowski, lavarone, and Alber 2008; Lombana et al. 2010).
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Figura 3.2. Dinamica molecular de PknB A: RMSD. B: RMSF. Se ensayaron 5 réplicas (100 ns). El
valor de RMSD informado corresponde a los carbonos alfa del dominio quinasa, mientras que el

RMSF corresponde a los carbonos alfa del el sistema completo.
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3.2.1.2.2. El bolsillo RD de PknB

Como se mencion6 anteriormente, la fosforilacion es uno de los métodos mas
comunes para regular la actividad quinasa. La fosforilaciéon de uno o més residuos
en el loop de activacion da lugar a que se establezcan interacciones que reducen la
movilidad del loop, posicionandolo para la 6ptima interaccion con el sustrato (Nolen,
Taylor, and Ghosh 2004). Para que ocurra este cambio conformacional son
esenciales las interacciones electrostaticas entre un pThr del loop de activacion (que
suele recibir el nombre de “fosfato primario”) y un bolsillo basico que suele estar
conservado entre la mayoria de las quinasas que se activan a través del loop de
activacion. Este bolsillo suele llamarse “bolsillo RD”, a raiz de que uno de los
residuos que lo compone es una Arg (Arg 137 en el caso de PknB) que
invariablemente precede a un aspartato catalitico (Asp 138) (Johnson, Noble, and
Owen 1996). El segundo residuo que conforma este bolsillo se encuentra ubicado
en la B9 (Arg 161), y el tercero en la hélice aC del el I6bulo N (Arg 55) (Nolen,
Taylor, and Ghosh 2004). En la Figura 3.3 se compara el bolsillo RD de PknB con el
de PKA (PDBIid: 1ATP). Se observa que los residuos basicos que rodean a la Thr

fosforilada tienen una distribucion similar, aunque el bolsillo de PknB es mas amplio.
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Figura 3.3. Bolsillo RD de PknB. A: Ubicacion de los elementos del bolsillo RD de PknB. B: Detalle
del bolsillo RD de PKA (residuos bésicos en cian, pThr en verde). C: Detalle del bolsillo RD de PknB

(residuos basicos en cian, pThr fosforilada en verde).
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Para validar nuestro modelo, se analizaron las interacciones entre el fosfato
primario de PknB (pThr 173) y el bolsillo RD en el transcurso de las dinamicas
moleculares clasicas realizadas (para este andlisis solo se tuvieron en cuenta
aquellas argininas con un analogo en PKA, excluyéndose la Arg 58). Los resultados
se encuentran resumidos en la Figura 3.4, en la que se encuentran las distancias
entre los CZ de las Arg 55, 137 y 161 y el P de la pThr 173 de una dinamica

representativa. Distancias entorno a los 4 A° indican interaccion.
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Figura 3.4. Distancia entre residuo P del pThr 173 y los carbonos CZ de las Arg 55, 137 y 161,

correspondientes al bolsillo RD de PknB.

Se observa una interaccion estable entre las argininas 55, 137 y 161, lo que se
corresponde con la conformacion de las quinasas activas (Nolen, Taylor, and Ghosh
2004). En el caso de la Arg 55 se observa que esta se aleja pero vuelve a
interactuar fluctuando entre dos conformaciones. Esto indicaria que la interaccion
estd presente pero que hay dos minimos en la superficie de energia potencial,
guizas indicando que la interaccion es mas fuerte con las Arg 137 y 161 que con la
55.
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3.2.1.3. Bases moleculares de reconocimiento de GarA por PknB

Las interacciones polares observadas en el complejo a lo largo de las DM
ensayadas se resumen en la Figura 3.5, donde puede observarse que la Arg 101 y
el Glu 20 de GarA se vinculan mediante una interaccion ionica; la Lys 140 de PknB
interactua con el fosfato y del ATP, orientandolo para posibilitar la transferencia del
fosfato (este evento fue explorado por otro miembro del grupo, el Dr. Elias Lépez, y
no sera tratado en este trabajo; el manuscrito que compila esos resultados junto del
presente capitulo se encuentra en preparacion); y la pThr 173 interactia con la Arg
26 de GarA. Esta Gltima fue la principal interaccion observada, estable incluso tras
correr centenas de ns (Figura 3.6). Proponemos que esta interaccién es crucial para
colocar a la Thr 22 a la distancia adecuada para el ataque nucleofilico.

GarA FHA
domain

Figura 3.5. Bases moleculares del reconocimiento de GarA por PknB. Los residuos de la quinasa
gue participan en el reconocimiento se hayan esquematizados con un modelo de varillas, mientras
gue los residuos de GarA claves para la interaccién, asi como el ATP, se muestran utilizando un
modelo de esferas y varillas. El detalle es un esquema de las interacciones propuestas entre los pThr
de PknB y GarA. El dominio FHA del sustrato interactia directamente con el loop de activacion,
posicionando al dominio N-terminal en la cercania del ATP, donde luego sufre una modificacién post-
traduccional en el residuo Thp 22.
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Figura 3.6. Distancia promedio entre el CZ de la Arg 26 de GarAy el fosfato del pThr 173 de PknB
en las 5 réplicas de DM de 100 ns.

En las Figuras 3.5 y 3.1 podemos apreciar que el residuo pThr 173 se encuentra

libre para interactuar con el dominio FHA, marcado en azul en la figura 3.5.

En la literatura se ha sefalado la importancia de interacciones hidrofobicas para
la unidn sustrato-quinasa; de hecho es frecuente que el sitio de fosforilacion (P) sea
posicionado por el P+1 loop, que acomoda al residuo P+1 mediante este tipo de
interacciones. El P+1 loop es una region que le sigue al loop de activacion,
importante para las interacciones quinasa-sustrato (Figura 1.5) (Johnson et al. 1998;
Nolen, Taylor, and Ghosh 2004; Kornev and Taylor 2010). Incluso, en el caso
puntual de PknB se ha propuesto que la secuencia consenso que reconoce la
guinasa posee residuos hidrofébicos en la posicion P+2 y P+3 (Prisic et al. 2010).
Sin embargo, en nuestras DM estas interacciones, aunque observadas, son muy
poco estables, por lo que su contribucion a la estabilidad del complejo parece ser
escasa. De hecho, al calcular el promedio entre las 5 dinamicas de la interaccién de
la Val 24 y la Phe 25 con el parche hidrofébico, se observd que el primer residuo
interactuaba un 30% del tiempo, mientras que el segundo tan solo un 15%. Para
realizar este célculo, se utilizo la distancia del centro de masa de la cadena lateral
de cada residuo (Val 24, Phe 25) con respecto al centro de masa de los
aminoacidos que componen el parche hidrofébico, y se consideré que existe

interaccién en aquellos frames que presenten una distancia de hasta 11 A° entre
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dichos puntos. Cada centro de masa fue calculado usando CPPTRAJ (Roe and
Cheatham 2013).

En la Figura 3.7 A pueden observarse a la Val 24 y a la Phe 25 de GarA
interactuando con el parche hidrofébico de PknB, sin embargo el panel B es una
representacion mas fidedigna de lo observado en las dinamicas, donde se puede
ver que Val 24 y Phe 25 se alejan del parche. Como puede observarse, y en
concordancia con lo presentado en la Figura 3.5 en ambos casos la Arg 26 de GarA
se encuentra en estrecha relacion con la pThr 173 de PknB.

¥4 F25
L

Residuos hidrofébicos Residuos hidrofébicos

Figura 3.7. Interacciones hidrofébicas PknB-GarA. Se representan los residuos del sustrato Val
24, Phe 25y Arg 26 (esferas y varillas), asi como la pThr 173 (varillas) y el parche hidrofébico
(“Surf”) de PknB.

3.2.1.4. Construcciéon del modelo inicial de PknG

Hasta la fecha, se han publicado tres estructuras cristalinas de PknG de Mtb., una
de PknG74-750 (dominios Rbx, KD y TPR), con el Rbx coordinado a Cd** y el KD en
complejo con el inhibidor AX20017 (PDBid 2PZIl) (Scherr et al. 2007a); y dos de
PknG74-405 (dominios Rbx y KD), ambos con dominio Rbx coordinado a Zn**, una
con el KD en complejo con un analogo de ATP (ATP-S) y la otra con ADP (PDBId:
4Y12 y 4Y0X) (Lisa et al. 2015). La estructura del Rbx es muy similar en las tres
estructuras, pero la orientacion del Rbx con respecto al KD es ligeramente diferente.
En la estructura unida al inhibidor (2PZI), el Rbx interactia con los l6bulos N-

terminal y C-terminal del dominio quinasa, mientras que en la forma unida al
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analogo de ATP (4Y12), el Rbx hace contacto solo con el I6bulo N-terminal (Figura
3.8). Se propuso que el Rbx regula la actividad intrinseca de la quinasa al restringir
la accesibilidad del sitio activo (Scherr et al. 2007; Lisa et al. 2015).
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Figura 3.8. PknG, KD dominio Rbx (residuos = 99 a 137). El dominio Rbx interactda tanto con el
I6bulo N como con el N cuando la quinasa esta unida a un inhibidor (PDBid: 2PZI), y con el |6bulo N
cuando esta unida a un analogo de ATP (PDBid:4Y12).

Con el fin de explorar la movilidad del Rbx y ver si es posible que este regule la
actividad bloqueando el acceso al sitio activo, se lo incluy6é en el modelo, junto con
el KD. ElI dominio TPR fue excluido del andlisis. Cabe destacar que en los tres
cristales disponibles (Scherr et al. 2007a; Lisa et al. 2015), el loop de activaciéon de
PknG posee una conformacion abierta y extendida, correspondiente al estado activo
de las quinasas (Nolen, Taylor, and Ghosh 2004), con lo cual no fue necesario
modelarlo. Por consiguiente, construimos el complejo PknG-ATP-Mg-sustrato con la
Thr 21 en posicion reactiva, a partir del cristal de PknG 4Y12 (Lisa et al., 2015), que

posee un analogo al sustrato peptidico, y se corrieron 5 réplicas de DM de 50 ns
cada una. El sustrato usado fue 19VTTSVF25.

3.2.1.5. Dindmica molecular clasica de PknG con GarA

Una vez armada la estructura inicial, para comprender las interacciones entre las

dos proteinas se corrieron 5 réplicas de dinamica molecular de 50 ns cada una.
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3.2.1.5.1. Estabilidad del sistema

En el tiempo simulado (50 ns) el sistema se mantiene estable, lo cual se ve
reflejado en el monitoreo de métricas como RMSD y RMSF, aunque se observa una
gran movilidad del dominio Rbx (Figura 3.9). Al analizar mas detalladamente este
dominio, se observan pequefias fluctuaciones cuando para hacer el fitting se usa el
dominio Rbx (lo que permite ver movilidad interna), y fluctuaciones mas grandes
cuando el fitting se realiza sobre el KD (lo que permite ver movilidad del dominio
Rbx con respecto al KD) (Figura 3.10); esta informacion sefiala que el dominio Rbx
es estable, pero que presenta grandes movimientos con respecto al dominio
quinasa, lo que permitiria la modulacion de la entrada de ATP al sitio activo del
dominio quinasa en concordancia con lo descrito en la literatura (Scherr et al. 2007;
Lisa et al. 2015).
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Figura 3.9. Dinamica molecular de PknG A: RMSD. B: RMSF. Se ensayaron 5 réplicas (50 ns).

Los RMSD y RMSF informados corresponden a los carbonos alfa del sistema completo.
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Figura 3.10. Dinamica molecular de PknG A. RMSD con el fitting realizado sobre el dominio Rbx.
B. RMSD con el fitting realizado sobre el KD. En ambos casos los célculos fueron realizados sobre

los carbonos alfa.
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3.2.1.5.2. Bases moleculares de reconocimiento de GarA por PknG

Las interacciones observadas en el complejo a lo largo de las DM ensayadas se
resumen en la Figura 3.11. Los residuos Val 24 y Phe 25 de GarA establecen
interacciones no polares con un bolsillo hidrofébico de PknG (conformado por la Phe
303, la Leu 306, la lle 317 y la Va 318). Ademas, se observan algunas interacciones
polares que han sido descritas previamente (Lisa et al. 2015): el nitrégeno de la
cadena carbonada de la Val 19 de GarA interactia con el carboxilo de la cadena
lateral del Glu 280, mientras que el carboxilo de la cadena carbonada interacttia con
la cadena lateral de la Lys 278; a su vez el hidroxilo de la cadena lateral de la Thr
309 esta unido por un puente de hidrégeno con el Glu 20 de GarA; y el grupo amida
y carbonilo de la Gly 308 interactian con el backbone de la Thr 22 de GarA.
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Figura 3.11. Bases moleculares del reconocimiento de GarA por Pkng. A. Los residuos de la

quinasa que participan en el reconocimiento se hayan esquematizados con un modelo de varillas,
mientras que los residuos de GarA claves para la interaccién, asi como el ATP, se muestran
utilizando un modelo de esferas y varillas. B: Detalle de la disposicion de los residuos Thr 21y Thr

22. C: Otra vista de la interaccion de la Val 24 y la Phe 25 con el bolsillo hidrofébico de la quinasa.

En la Figura 3.12 se analiza la interaccién entre la Val 24 y la Phe 25 de Gar A
con el bolsillo hidrofébico de PknG. Para ello, se midi6 a lo largo de cada réplica de
DM la distancia entre el carbono CG de la Leu 306 de la quinasa y el carbono CB de
la Val 24 y la Phe 25 del sustrato. Distancias hasta los 5°A indican interaccién. Se
observa en todo momento al menos uno de los dos residuos (Val 24 o Phe 25 de
GarA) interactta con el bolsillo hidrofébico de PknG, sugiriendo que estas

interacciones son de suma importancia para anclar el sustrato a la quinasa,
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permitiendo que soélo la Thr 21 se posicione en la posicibn reactiva. Por
consiguiente, proponemos que estas son las interacciones que aportan en forma

mayoritaria a la especificidad de PknG y analizaremos este punto en mas detalle.
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Figura 3.12. Interacciones hidrofdbicas entre GarA y PknG. Se observa la distancia de la Val 24
(rojo) y la Phe 25 (negro) de GarA al bolsillo hidrofébico de PknG (puntualmente, se midio la distancia

entre el CG de la Leu 306 de la quinasa al CB de la Val 24 y Phe 25 del sustrato) para cada una de
las 5 réplicas de DM ensayadas.

Otra interaccién que vale la pena destacar es la que se da entre el hidroxilo de la
Thr 309 de PknG y carboxilo del Glu 20 de GarA. La Thr 309 se encuentra en el P+1

loop (Figura 1.5), y su relevancia fue puesta de manifiesto en estudios previos en los
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cuales se ensay0 la actividad quinasa in-vitro de distintos mutantes para PknG,
observandose pérdida total de actividad cuando esta Thr fue sustituida por Ala, Glu
o Asp, mientras que al ser sustituida por Ser la pérdida de actividad fue solo parcial
(Tiwari et al. 2009). Estos datos resaltan la importancia de la interaccion establecida
por el grupo hidroxilo de la Thr 309, que fue descrita también por Lisa et al. (Lisa et
al. 2015). Esta interaccion es una de las mas estables observada durante las DM, lo

cual valida nuestro modelo (Figura 3.13).
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Figura 3.13. Distancia entre hidroxilo de la Thr 309 de PknG y el Glu 20 de GarA alo largo de 5
DM de 50 ns.

3.2.2. Comparacion con otros sustratos de PknG

Hasta la fecha, GarA asi como la propia PknG (en su region de sitios
autofosforilables Thr 23, 32, 63 y 64) son los sustratos mas estudiados de la quinasa
(O’Hare et al. 2008; Tiwari et al. 2009; Scherr et al. 2009; Prisic et al. 2010; Mueller
and Pieters 2017); de todos modos se han reportado también otros sustratos (Qu et
al. 2007; Baugh et al. 2015; Gee et al. 2012; Gil et al. 2018; Deng et al. 2014; Wu et
al. 2017). Dado que nuestro modelo sugiere que para que PknG forme un complejo
estable con su sustrato son necesarios residuos hidrofébicos en las posiciones P+3

y P+4, se realiz6 un alineamiento con todos los sustratos reportados de la quinasa,
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para ver si este tipo de residuos aparecen en la posiciones mencionadas (Figura
3.13).

P +3 +4
GarA  V E[T,|T s R
PknG T A[T,|S AT V|R
PknG L S|T,|Q A R
PknG M A|T,|T S|R V|R
PknG A T[T, |S R|V R|P
L13 G b|T, |R s|wy|v
RmA S G|T,|R LY Pl
RmA P I|T,|M Gl I S|K
EchA8 T A[T,,T I|salMm
GD NT|T,,|A R[1DIP
FhaA  EQ|T,|V G|D AF
FhaA L H|T, G Q| F RJA

Figura 3.14. Comparacion de las secuencias de los sustratos conocidos de PknG. Se analizé la

region que va desde el residuo P -2 hasta el residuo P+4.

Se observa que que la mayoria de los sustratos posee un residuo hidrofébico en
las posiciones P+3 y/o P +4, lo cual confirma la importancia de la presencia de

residuos hidrofébicos en estas posiciones.
3.2.3. Desempefio del campo de fuerzas FoldX sobre mutantes puntuales

A continuacién, nos preguntamos si el campo de fuerzas de FoldX (Schymkowitz
et al. 2005) es capaz de reproducir lo observado hasta el momento en relacion al
modelo propuesto PknG-sustrato-ATP-Mg, es decir, la preferencia de residuos
hidrofébicos en las posiciones P+3 y P+4. Para ello, sobre fotos procedentes de la
DM, se escaneo la secuencia del sustrato peptidico, cambiando cada residuo de la

secuencia WT (wild type) por los otros 19 aminoacidos en forma secuencial.

El protocolo empleado se detalla en la seccibn materiales y métodos, pero
basicamente se computdé "AAG” del cambio aminoacidico (ecuacion 3.1). A

continuacién, para cada valor de "energia” se computd un cociente de afinidad entre
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el péptido mutante y el péptido WT (ecuacion 3.2) a fin de tener una métrica que
describa cuanto afecta la mutacion a la unién del péptido a PknG. Luego con estos
datos se calcul6 un logo con el servidor Seq2Logo-2.0 (Thomsen and Nielsen 2012).
El tipo de logo usado fue el Kullback-Leibler, construido a partir de una matriz de
probabilidades (Thomsen and Nielsen 2012). Los logos condensan informacion
cuantitativa sobre la conservacion de una secuencia de forma gréfica, la altura de la

letra muestra la preferencia por ese aminoacido en esa posicion (Figura 3.15).

Figura 3.15. Arriba: Logo obtenido a
partir de las energlas de interaccion de
mutantes puntuales sobre la secuencia del
péptido derivado de garA acomplejado con
PknG (ver seccion materiales y métodos).

Abajo: secuencia del péptido derivado de

Bits

garA mostrando  motivo  hidrofébico
(violeta). Para una mejor comprension, la

Thr 21 no fue incluida en el logo.

En general el programa FoldX

tiende a sobreestimar los residuos

metionina, pero el analisis de los
resultados muestra claramente que
existe una gran predileccion por aminoacidos hidrofébicos en las posiciones P+3 y
P+4. Asimismo se observa que estas dos posiciones son las que mas contribuyen a

la energia libre de union.

3.2.4. Determinacion de actividad quinasa de PknG sobre péptido WT y

péptido mutante.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, nos preguntamos si la actividad de
PknG sobre GarA se veria afectada al mutar la Val 24 y la Phe 25 del sustrato. Por
lo tanto, realizamos ensayos in vitro, en los que medimos la actividad quinasa de
PknG sobre un péptido mutante en el cual estos dos residuos fueron mutados por
alaninas (14SDEVTVETTSAARADFL30). La version wild type de este sustrato
(14SDEVTVETTSFRRADFL30) ya ha sido utilizado en investigaciones previas (O’'Hare

et al 2018, Lisa et. al 2015). Se optd por trabajar con un péptido en lugar de con la

100


https://paperpile.com/c/1qxTR1/LYev
https://paperpile.com/c/1qxTR1/LYev

proteina completa para poder estudiar cambios en la actividad debidos a
modificaciones en el binding del sustrato en el sitio activo, independizandonos de las
interacciones que se dan entre el dominio FHA de GarA y la region N-terminal de
PknG (O’Hare et al. 2008). Para ello, fue necesario poner a punto la purificacién de
PknG y GarA. Ademas, se verificd que la estructura secundaria de la quinasa sea la
correcta y que la misma sea activa, para lo cual realizamos un experimento de
dicroismo circular, y medimos la actividad sobre GarA full-length utilizando dos

técnicas distintas (ver secciones siguientes).
3.2.4.1. Purificacién de PknG y GarA

Las proteinas fueron clonadas, expresadas y purificadas como se indica en el
Capitulo 2.

En el caso de GarA, la proteina se expresd correctamente y no fue necesario
realizar cambios con respecto a lo descrito anteriormente (Gil et al. 2013); a
excepcion de la eliminacion del DTT del buffer B (ver seccion 2.2.4), ya que el
mismo interfiere con el kit comercial utilizado para medir actividad de la quinasa
(seccidn 2.2.9.1).

Por otro lado, para la purificacion de PknG (ademas de la eliminacion del DTT
del buffer B) fue necesario agregar IPTG en el momento de induccion, ya que en
ausencia del mismo la expresion de la quinasa era muy pobre (Figura 3.16). El resto

del protocolo es idéntico al descrito anteriormente (Gil et al. 2013).
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Figura 3.16. Efecto del IPTG en expresion de PknG clonada en el plasmido pET28a. A. Prueba de
expresion: Se analizd el efecto del agregado de IPTG en la expresion de PknG. El clonado y la
expresion fueron realizados segin se detalla en materiales y métodos. 1: Marcador de peso
molecular de proteinas (Ruller I, Thermofisher); 2: Proteina patron purificada en el Instituto Pasteur
de Montevideo (PU) 3: T (-IPTG); 4: S (-IPTG); 5: P (-IPTG); 6: T (+IPTG); 7: S (+IPTG); 8: P (+IPTG)

B. Fracciones obtenidas luego de dializar para un cultivo inducido con IPTG conteniendo PknG.

Se observa que el agregado de IPTG aumenta la expresion de la quinasa, algo

esperable dado que el promotor de pet28a se encuentra regulado por lactosa.
3.2.4.2. Analisis de la integridad estructural

Durante el proceso de purificacion, las proteinas pueden sufrir desnaturalizacion
parcial o total, lo que conduciria a una disminucion de la actividad. Para determinar
la integridad estructural y el correcto plegamiento de PknG, se llevaron a cabo
ensayos de dicroismo circular (Missiakas et al. 1990). En particular, se compararon
los espectros de la proteina nativa y de la proteina desnaturalizada. Para cada
medicién se utiliz6 un volumen de 1 ml de proteina 5 uM. La proteina fue
desnaturalizada mediante la incubacion de urea 8 M over night. Las mediciones de
dicroismo circular (CD) se realizaron utilizando un espectropolarimetro Jasco J-810.
Los espectros se registraron en una cubeta de cuarzo de 1 mm de paso a 25 °C, en
el rango de longitudes de onda comprendido entre 200-320 nm. La velocidad de

escaneo fue de 20 nm/min con una constante de tiempo de 1 s.

En el espectro de dicroismo circular obtenido en la region del ultravioleta lejano
se observan dos minimos (208 y 222 nm), lo que se corresponde con una estructura
secundaria en la que predominan las alfa hélices (Figura 3.17 A), correspondientes

al dominio TPR y al I6bulo C-terminal del dominio quinasa.
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Figura 3.17. Andlisis espectroscopico de la estructura de PknG. A. El espectro obtenido
corresponde con lo esperado para una proteina en la que predominan las alfa hélices. B. Andlisis
espectroscopico del entorno de los residuos aromaticos de PknG: los espectros registrados en el UV
cercano son similares para la proteina nativa y la proteina desplegada, indicando que los triptofanos

se encuentran en un entorno asimétrico en la proteina nativa.

Por otro lado, se midié el espectro en la region del ultravioleta cercano para
explorar el entorno de los aminoacidos aromaticos. Dado que la forma y la magnitud
del espectro de dicroismo circular cercano a UV de una proteina dependen del
numero de cada tipo de aminoacido aromatico presente, su movilidad, la naturaleza
de su entorno (enlaces H, grupos polares y polarizacion) y su disposicion espacial
(Kelly, Jess, and Price 2005), y que PknG posee 8 triptofanos y 11 fenilalaninas,
esta técnica fue candidata para monitorear cambios estructurales en la quinasa. Sin
embargo, no se observan grandes cambios en el espectro entre la proteina nativa y
la desnaturalizada, indicando que en la proteina nativa los residuos aromaticos se
encuentran en un entorno asimétrico (Figura 3.17 B), por lo que hubo que descartar
la técnica.

3.2.4.3. Actividad quinasa de PknG sobre GarA

Para constatar que la quinasa se encuentre en estado activo, se realizaron
ensayos de actividad quinasa in vitro.

3.2.4.3.1. SDS-PAGE

Puesto que la electroforesis en geles de poliacrilamida es un método rapido y
sencillo para analizar muestras proteicas, y que la forma fosforilada y sin fosforilar

de GarA presentan movilidades electroforéticas diferentes (O’Hare et al. 2008;
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Bhattacharyya et al. 2018), se utiliz6 esta técnica para analizar la actividad de PknG
sobre GarA. Para ello, realizamos ensayos de actividad quinasa. Se trabaj6é con las
siguientes concentraciones: PknG 3,5 uM, GarA 25 uM, ATP 100 pM, MnCl; 2 mM,
Tris pH=7,4 25 mM (Gil et al. 2013) . Como controles se corrié una reaccion sin
ATP, otra sin sustrato, y otra sin quinasa. Para las reacciones propiamente dichas,
se realiz6 una solucién madre de la que se fueron tomando (y crackeando) alicuotas

en los tiempos indicados. La incubacién se realizé a 37°C.

Como puede observarse en la Figura 3.18, la quinasa producida es capaz de
fosforilar a GarA, observandose fosforilacion total a los 15 minutos de reaccién; no
obstante resultd llamativo el hecho de que GarA posea una corrida electroforética
retardada con respecto a lo esperado a una proteina de su tamafo (21 kDa). Para
asegurar que efectivamente se estaba trabajando con GarA, las bandas
correspondientes a la proteina de las calles 3 y 8 fueron cortadas, y mandadas a
analizar por espectrometria de masa al Instituto Pasteur de Montevideo; dicho
analisis permitio confirmar la identidad de la proteina (O’Hare et al. 2008). Ademas,
en el caso la calle 8, se observd un corrimiento de masa correspondiente a la
incorporacion de un grupo fosfato (80 Da, Figura 3.19), confirmando nuevamente la

fosforilacion de GarA.
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Figura 3.18. Ensayo de actividad quinasa usando una relacion molar de PknG:Gar a de 1:20. 1.
Marcador de peso molecular de proteinas (Ruler I, Thermofisher); 2. Reaccién sin ATP; 3. GarA, 4.
PknG; 5. Reaccion a tiempo 0; 6. Reaccion a tiempo=15 min. 7. Reaccién a tiempo= 30 min; 8.

Reaccion a tiempo=45 min.
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Figura 3.19. Fosforilacion de GarA por PknG. Arriba: espectro de masas lineal MALDI-TOF de
GarA; Abajo: espectro de masas lineal MALDI-TOF de GarA fosforilada por PknG.
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3.2.4.3.2 Kinase Glo

Una vez purificadas ambas proteinas, confirmada la identidad del sustrato y la
actividad de la quinasa, nos propusimos utilizar un método cuantitativo para analizar
la actividad quinasa de PknG. Para ello, se emple6 el kit comercial Kinase Glo
(Promega), que ya habia sido utilizado previamente para este sistema (Gil et al.
2013). El fundamento tedrico del mismo se encuentra detallado en la seccion
materiales y métodos, brevemente: se corre la reaccion, la cual es finalizada
agregando el buffer del kit. Dicho buffer posee una enzima luciferasa que,
empleando el ATP remanente, emite una sefial luminiscente, la cual ha de ser leida

en un luminémetro. Asi, la sefial es inversamente proporcional a la actividad.

Si bien el kit ya se habia usado para medir actividad quinasa de PknG, fue
necesario optimizar las condiciones de reaccion, es decir, encontrar las condiciones
gue magnifiquen la diferencia entre la sefal obtenida al correr la reaccion sin
sustrato (en la que el consumo de ATP se debe a la actividad ATPasa de PknG), y
la sefial obtenida al correr la reaccion en presencia de sustrato, se ensayo la
actividad utilizando distintos buffers de reaccion (HEPES 50 mM pH=7; TRIS 25 mM
pH=7,6, NaCl 100-500 mM ), asi como distintas concentraciones de quinasa (0,01,
0,025, 0,05, 0,1, 0,2, 0,4, 0,8, 2 y 10 pM), de sustrato (0,1, 0,3, 1, 5, 8, 10, 12,20 y
30 uM), de de ATP (1, 2, 6, 8 y 10 uM), y distintos tiempos de incubacién (30, 60,
120 y 180 min).

Se determind que las mejores condiciones para medir actividad quinasa son las
siguientes: PknG 0,8 pM, GarA 25 uM, ATP 2 yM, MnCl, 2 mM, buffer TRIS 25 mM,
pH=7,6, 60 minutos de incubacién a 37°C. Con estas condiciones, se obtienen
actividades del 95% (en la seccidon 2.2.9.1 se explica como se realiza el calculo de
actividad)(Figura 3.20).
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Figura 3.20. Fosforilacion de GarA por PknG: se midid la actividad quinasa de PknG sobre GarA
mediante la cuantificacién del ATP remanente en funcion de las unidades relativas de luz emitidas
(URL). Columna de la derecha: reaccion sin sustrato, columna de la izquierda: reaccion completa. La
actividad calculada es de 95%.

3.2.4.4. Actividad de PknG sobre péptido wild type y mutante

Con el proposito de evaluar la relevancia de la interaccion hidrofobica entre PknG
y GarA observada en las DM se realizaron ensayos de actividad in vitro utilizando el
kit  Kinase Glo. Para ello se utlizd un péptido mimeético
(14SDEVTVETTSVFRADFL30) derivado de GarA (residuos 14-30), centrado
alrededor de la treonina fosforilable (Thr 21) (péptido wild type, WT) y un péptido
mutante, en el que la Val 24 y la Phe 25 fueron sustituidas por alaninas
(14SDEVTVETTSAARADFL30). Para trabajar con los mismos se prepararon
soluciones madres de 2,5 mM de cada uno. El péptido WT fue solubilizado en un
buffer TRIS 100 mM, ph 7,36, NaCl 60 mM, mientras que el mutante en 3% amonio,
NaCl 60 mM.

Como control positivo de actividad, se utilizd GarA full-length. Las reacciones se

realizaron dos veces por duplicado (Figura 3.21).
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Figura 3.21. Actividad de PknG en GarA y dos péptidos miméticos. La actividad sobre GarA y
sobre el péptido WT es la misma, mientras que el doble mutante (Val24Ala y Phe25Ala) tiene
actividad significativamente menor (valor de p <0,005).

Cabe destacar que ambos péptidos carecen del dominio FHA. Se ha informado
gue gracias al acoplamiento selectivo otorgado por el dominio FHA, la actividad de
PknG es 45 veces mayor sobre PknG full-length que sobre el péptido WT (Lisa et al.
2015). En ese sentido, en nuestro laboratorio se obtuvieron resultados de actividad
similares utilizando 30 veces mas de sustrato en el caso de las mediciones
realizadas sobre los péptidos. Se emple6 una concentracion final de 25 uM para las

reacciones realizadas sobre GarA full-lenght, y 700 uM para los péptidos.

Se observa que al mutar la Val 24 y la Phe 25 por alaninas se produce una
drastica caida en la capacidad del péptido de ser fosforilado, lo que sugiere que

estos residuos son importantes para la unién del péptido derivado de GarA a PknG.

3.2.4.5. Andlisis de la actividad de PknG sobre péptido WT y mutante por
espectrometria de masa

Finalmente, se utiliz6 espectrometria de masa para analizar la actividad de PknG

sobre los péptidos WT y mutante.

En esta seccidn se quisieron poner a prueba dos hipétesis: i) se espera que ante

la ausencia de los dos residuos que postulamos como los principales responsables
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de la fosforilacion especifica de GarA por PknG en la Thr 21 (Val 24, Phe 25) la
actividad quinasa de PknG sea menor, al igual que se observé en el apartado
anterior; ii) se espera que la quinasa sea capaz de fosforilar tanto la Thr 21 como la
Thr 22.

Dado que la actividad registrada en el péptido mutante en el ensayo realizado con
el Kinase Glo fue muy baja, para este experimento se aumento6 10 veces la cantidad
de PknG empleada, 500 veces la cantidad de ATP y tres veces el tiempo de
incubacion, a fin de maximizar la sefial. El resto de las variables no sufrieron

modificaciones con respecto a los ensayos anteriores.

En total se realizaron 4 reacciones (volumen final 30 yL), cada una por duplicado,
conteniendo PknG 5 uM, GarA 50 uM, ATP 1 mM; PknG 5 uM, ATP 1 mM; PknG 5
MM, péptido wt 700 uM, ATP 1 mM; PknG 5 uM, péptido mutante 700 uM, ATP 1
mM. El buffer empleado fue TRIS 50 mM, pH=7,4, MnCI2 2 mM, NaCl 60 mM. Se
incubo a 37°C durante 3 hs, luego se crackeo, se congel6 a -20°C, y las muestras

fueron enviadas para su andlisis al Instituto Pasteur de Montevideo.

En la Figura 3.22 se observan los espectros de masa de ambos péptidos. En el
caso del péptido WT se observan 3 picos: el relativo al péptido sin fosforilar
(1915,90 m/z), otro que presenta el corrimiento propio de la incorporacion de un
grupo fosfato (1995,86 m/z), y otro que presenta un corrimiento de -18 Da. Este
ultimo corrimiento es usual en muestras fosforiladas: esta bien establecido que los
péptidos de fosfoserina y fosfotreonina se fragmentan principalmente a través de la
eliminacién de H3PO,. Esta pérdida de acido fosférico puede originarse a partir de
una pérdida directa de H3zPO4, 0 pérdidas combinadas de HPO3; y una molécula de
agua de la cadena lateral de un residuo que contiene un grupo hidroxilo. El
resultado de estas pérdidas es el corrimiento de -80 y -98 Da con respecto al
péptido fosforilado, respectivamente (Potel, Lemeer, and Heck 2018). En resumen,
teniendo en cuenta la intensidad de los 3 picos, podemos decir que el péptido WT

fue mayoritariamente fosforilado.

Por otro lado, en el caso del péptido mutante, se observan también tres picos:
uno de mayor intensidad correspondiente al péptido sin fosforilar (1811,83 m/z), y
dos muy tenues correspondientes al péptido fosforilado (1793,86 y 1898,78 m/z). En

concordancia con el ensayo de medicion de ATP remanente, el péptido mutante
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presenta una fosforilacion menor con respecto al WT, incluso pese al aumento de la
concentracion de quinasa y ATP, y del tiempo de incubacion, confirmando que

efectivamente la quinasa es capaz de fosforilar a este péptido, pero con una menor
afinidad.
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Figura 3.22. Espectros de masa de péptido WT (A) y mutante (B).

Luego, para identificar los residuos que se fosforilaron, se analizaron los

espectros MS/MS provenientes de la digestién con tripsina de las reacciones de
ambos péptidos.

En el caso del péptido WT, se identificaron dos sefiales correspondientes a la Thr
21 fosforilada (1138,9 y 1236,9 m/z), mientras que no se detectaron los fragmentos

tedricos estimados para el residuo sin fosforilar (ver Tabla 3.1 de informacién
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suplementaria), indicando que el péptido fue fosforilado en su totalidad en esta
treonina. Por otro lado, para la Thr 22 se observé lo inverso: se detect6 el i6n
correspondiente al residuo sin fosforilar (1055,9 m/z), pero no los iones
correspondientes al residuo fosforilado. Concordantemente con lo descrito en
trabajos previos (O’Hare et al. 2008), PknG muestra una gran especificidad, incluso
en alta concentracion, exceso de ATP y el largo tiempo de incubacion (Figura 3.22).
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Figura 3.23. Espectros de fragmentacion MS/MS de péptido WT nativo y fosforilado. A: Péptido
WT nativo. Las flechas indican los iones correspondientes a la Thr 21 sin fosforilar (877, 8 y 1156,9
m/z). B: Péptido WT fosforilado. Las flechas indican los iones correspondientes a la Thr 21 fosforilada
(1138,9y 1236,9 m/z) y ala Thr 22 sin fosforilar (1055,9 m/z).

Por otro lado, en el caso del péptido mutante se pudo identificar inequivocamente
la fosforilacion de la Thr 21 (ver tabla 3.2 en informacion suplementaria), mientras
gue otras sefiales muy tenues sugieren que de la reaccién se obtuvo una mezcla de
péptidos monofosforilados (informaciéon no mostrada), sin embargo con los
resultados obtenidos no es posible identificarlos debido a la poca intensidad de las

bandas.
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3.3. Conclusiones

A pesar de la identificacion de STPKs mediante el andlisis de genomas
bacterianos y la demostracion de la actividad de fosforilacion in vitro de un namero
significativo de sustratos de STPKs, existe informacién muy limitada con respecto a
su especificidad. En lo que se refiere a la misma, podemos establecer dos niveles: i)
uno vinculado a la secuencia consenso, es decir, a los aminoacidos en la vecindad
del sitio P que a menudo contribuyen sustancialmente a la energia de union (Rust
and Thompson 2011), y otro, ii) que implica interacciones entre los motivos de union
del sustrato con dominios de interaccion en la quinasa (Holland and Cooper 1999;
Biondi and Nebreda 2003), como por ejemplo los que se dan entre la regién N-
terminal de PknG y el dominio FHA de GarA (O’'Hare et al. 2008). Para otras
quinasas, el primero ha sido bien descrito (Ubersax and Ferrell 2007), no siendo asi
en el caso de PknG y PknB, dos de las STPKs mas estudiadas, claves en la
regulacion de la fisiologia de Mtbh. (Walburger et al. 2004; Pablo Fernandez et al.
2006; Sharma et al. 2006; Dasgupta et al. 2006; Parikh et al. 2009; Tiwari et al.
2009; Bhattacharyya et al. 2018; Paroha et al. 2018). En particular, se han
dilucidado los efectos de la fosforilacion en GarA, un importante regulador del
metabolismo (O'Hare et al. 2008; Ventura et al. 2013; Nott et al. 2009; Rieck et al.
2017; Khan et al. 2017; Bhattacharyya et al. 2018), pero hasta el momento los
detalles a nivel atomico de la especificidad de cada quinasa no han sido

determinados.

La mayoria de las quinasas establecen contactos con al menos cuatro residuos
en cada lado del sitio P, pero también secuencias mas distales pueden contribuir a
la union y especificidad al interactuar con las porciones que estan fuera del sitio
activo (Biondi and Nebreda 2003). En este capitulo se demostré6 que los
aminoacidos en la vecindad del sitio P que contribuyen a la union de GarA a
PknB o PknG son diferentes, asi como la naturaleza de interacciones que

establecen.

Por un lado, el modelo de anclaje de PknG propuesto requiere de la presencia de
dos residuos hidrofébicos en las posiciones P+3 y P+4, que interactian con un
bolsillo hidrofébico de la quinasa, lo que posiciona a la Thr 21 en el sitio reactivo.

Este mecanismo de anclaje que implica interacciones hidrofébicas entre residuos
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del sustrato posicionados en la regién C-terminal con respecto al sitio P ha sido
ampliamente descrito en la literatura (Johnson, Noble, and Owen 1996; Johnson et
al. 1998; Biondi and Nebreda 2003; Kornev and Taylor 2010). Incluso, se observa en
la quinasa Ca (Lee et al. 2017), una proteina de mamiferos estrechamente
relacionada con PknG (Tiwari et al. 2009), asi como en PKA (Krupa and Srinivasan
2005).

En los ensayos de actividad quinasa in vitro realizados se observa que las
mutaciones del péptido GarA en las posiciones P+3 y P+4 reducen drasticamente la
fosforilaciéon por PknG, mientras que la comparacion con otros sustratos, asi como
las mutaciones realizadas in silico ponen de manifiesto la importancia de residuos
hidrofébicos en estas posiciones. Ademas, el analisis de espectrometria de masas
sugiere una pérdida parcial de especificidad sobre el péptido mutante, reforzando

nuestro modelo.

Como se menciond anteriormente la importancia de la Thr 309 de PknG para el
reconocimiento de sustrato fue reportada previamente (Tiwari et al. 2009). Lisa et al.
(Lisa et al. 2015) por su parte, propusieron que esta treonina estaria interactuando
con el Glu 20 de GarA. Mediante el analisis de las DM, hemos podido establecer
gue, efectivamente, la Thr 309 aporta una gran estabilidad al complejo PknG-GarA

mediante la interaccion con el Glu 20 del sustrato.

Por otro lado, la principal contribucién a la interaccion GarA-PknB es el puente
salino establecido por la Arg 26 de GarA una de las con treoninas fosforiladas del
loop de activacion de PknB. Este tipo de interaccidn se observa también en CDK2,
una quinasa que tiene preferencia por residuos basicos en la posicion P+3, los
cuales interactian con la pThr 160 de la quinasa. Se ha observado que al mutar
esta treonina por alanina, la quinasa pierde actividad. (Brown et al. 1999; Holmes
and Solomon 2001). Del mismo modo, se ha reportado una preferencia de la
guinasa 2PHK por argininas en la posicion P+2, de modo que pueda interactuar con

el Glu 182 (Lowe et al. 1997), en un tipo de interaccion similar al sefialado en PknB.

Las interacciones hidrofébicas en PknB tampoco pueden ser descartadas,
aunque en nuestras DM parecen contribuir poco a la especificidad, debido a la
labilidad de las mismas. Como ya ha sido mencionado, otros autores consideran

gue estas interacciones podrian ser centrales en el reconocimiento de sustrato por
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parte de PknB (Kang et al. 2005; Prisic et al. 2010). De hecho, se ha postulado que
la presencia de un residuo hidrofébico en las posiciones P+2 y P+3 es clave para el
reconocimiento de sustrato de las quinasas PknB, PknD, PknE y PknF (Prisic et al.
2010), todas ellas STPKs con loops de activacién con sitios fosforilables, capaces
de fosforilar a GarA (Villarino et al. 2005).

Vale la pena destacar la interaccion observada entre la Arg 101 de PknB y el Glu
en la posicion P-2 de GarA, cuya importancia ha sido sefialada previamente. (Prisic
et al. 2010). Notar, que éste residuo (P-2) también participa en el reconocimiento de
GarA por PknG; mientras que en la primer quinasa este interactia con un residuo
del 16bulo N del dominio quinasa (Arg 101), en PknG la interaccion se da con un
residuo del I6bulo C (Thr 309).

Un aspecto interesante y que vale la pena resaltar es que hasta el momento se
ha reportado un solo sustrato que es fosforilado tanto por PknB como por PknG en
el mismo sitio, la proteina FhaA, que regula el crecimiento celular y la sintesis de
peptidoglicanos mediante la unién a MviN (Roumestand et al. 2011; Gee et al. 2012;
Gil et al. 2018). Dicho sustrato, posee una Phe en la posicion P+3, y una Arg en la
posicion P+4. Es decir, presenta en forma simultanea tanto un residuo hidrofébico
en la posicion P+3 (clave para la fosforilacibn mediada por PknG segun nuestro
modelo) como una Arg en la posicion P+4 (clave para la fosforilacion mediada por

PknB segun nuestro modelo).

En otro orden de cosas, como mencionamos anteriormente, se ha postulado que
el dominio Rbx podria modular la entrada del sustrato al sitio activo por impedimento
estérico (Lisa et al. 2015), en este sentido en nuestros ensayos de DM, en los
cuales PknG se encuentra en estado activo, se observa una gran movilidad de este
dominio. Esto sugiere que cambios en el Rbx podrian generar facilmente cambios
en su locacion y quizas interferir con la entrada de sustrato o modificar el sitio activo

de la quinasa.

Otro hecho observado en la dinAmica de PknB que merece la pena ser
mencionado es la disposicion del parche basico que estabiliza a la Thr 171. Cuando
se compara con un grupo similar en PKA (Knighton et al. 1991), se encuentra que la
region cargada positivamente en PknB cubre una superficie mas amplia, lo que nos

permite suponer que esta region es capaz de unir indistintamente al grupo fosfato de
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la pThr 171 como el de la pThr 173. En este trabajo se le asigno en forma arbitraria
el rol de fosfato primario a la Thr 171, pero es probable que la Thr 173 pueda

cumplir este rol también.
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3.4. Informacion suplementaria

b+80-98 b+80 b y y+80 y+80-98
1 17

203,0662 2 16 1828,8963 1908,8963 1810,8963

332,1088 3 15 1713,8694 1793,8694 1695,8694

431,1773 4 14 1584,8268 1664,8268 1566,8268

532,2249 5 13 1485,7584 1565,7584 1467,7584

631,2933 6 12 1384,7107 1464,7107 1366,7107

760,3359 7 11 1285,6423 1365,6423 1267,6423

843,3836 | 941,3836 861,3836 8 10 1156,5997 1236,5997 1138,5997

944,4313 | 1042,4313 962,4313 9 9 1055,552 1135,552 1037,552
1031,4633 | 1129,4633 1049,4633 10 8 954,5043
1130,5317 | 1228,5317 1148,5317 11 7 867,4723
1277,6002 1375,6002 1295,6002 12 6 768,4039
1433,7013 1531,7013 1451,7013 13 5 621,3355
1504,7384 1602,7384 1522,7384 14 4 465,2344
1619,7653 1717,7653 1637,7653 15 3 394,1973
1766,8337 | 1864,8337 1784,8337 16 2 279,1703
17 1 132,1019

Tabla 3.1 Fragmentacion tedrica de péptido WT, iones principales tedricos predichos con Mascot
en negro. En rojo, los iones detectados por el espectro
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b+80-98 b+80 b y y+80 y+80-18
1 17
203,0662 2 16 1724,8337 | 1804,8337 1706,8337
332,1088 3 15 1609,8068 | 1689,8068 1591,8068
431,1773 4 14 1480,7642 | 1560,7642 1462,7642
532,2249 5 13 1381,6958 | 1461,6958 1363,6958
631,2933 6 12 1280,6481 | 1360,6481 1262,6481
760,3359 7 11 1181,5797 | 1261,5797 1163,5797
843,3836 941,3836 861,3836 8 10 1052,5371 | 1132,5371 1034,5371
944,4313 1042,4313 962,4313 9 9 951,4894 | 1031,4894 933,4894
1031,4633 1129,4633 1049,4633 | 10 8 850,4417 930,4417 832,4417
1102,5004 1200,5004 1120,5004 | 11 7 763,4097
1173,5376 1271,5376 11915376 | 12 6 692,3726
1329,6387 1427,6387 1347,6387 | 13 5 621,3355
1400,6758 1498,6758 14186758 | 14 4 465,2344
1515,7027 1613,7027 | 1533,7027 15 3 394,1973
1662,7711 1760,7711 | 1680,7711 16 2 279,1703
17 1 132,1019

Tabla 3.2. Fragmentacion tedrica de péptido WT, iones principales tedricos predichos con Mascot
en negro. En rojo, los iones detectados por el espectro.
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3.5. Materiales y métodos
3.5.1. Mutagénesis in silico utilizando el software FoldX

En el Capitulo 2 se explican los detalles de la implementacién del campo de
fuerzas de FoldX. En este apartado explicaremos los parametros empleados para la
evaluacion del complejo PknG-GarA. Como primer paso se mut6 en forma
secuencial cada aminoacido del sustrato peptidico por los otros 19 posibles,
utilizando el médulo BuildModel, luego se estimé la energia de union entre la
quinasa y el péptido tanto para el complejo WT como para los mutantes, utilizando
la herramienta Analyze complex.

El cambio en la energia de interaccion para cada mutante se computé como:

AAG = AG,,,, — AGy-r (ecuacion 3.1)

mid

(ecuacion 3.1)
donde mut es la mutante y wt es la secuencia original.

El cociente de afinidades entre un péptido mutante y uno WT se computdé como:

~AAG
Cociente de afinidades = e ¥ (ecuacion 3.2)

(ecuacion 3.2)
donde R = cte universal de los gases y T la temperatura en K.
3.5.2. Puesta a punto de purificacion de PknG

Para analizar la expresion de PknG en los distintos ensayos de expresion, se
tom6é una muestra de cada cultivo (“T”) , y luego se sonicé hasta lisis total
utilizandose pulsos de 25% de amplitud durante 15 segundos (Vibracell, Sonic), con
pausas de 1 minuto entre pulso y pulso. Los restos bacterianos fueron centrifugados
durante 20 minutos a 4°C a 20.000 G (Hanil, Combi 514R). El pellet fue
resuspendido en Buffer A en el mismo volumen que el cultivo original. Asi, se
sembraron T, sobrenadante (S) y pellet resuspendido (P) para cada cultivo segun se

indica en el Capitulo 2.
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Capitulo 4

4. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE PKNG
4.1. Introduccién
4.1.1. Proteinas Fe-S

Los grupos de Fe—S son componentes ubicuos y esenciales de las células vivas.
Las proteinas que contienen sitios activos de Fe—S fueron detectadas por primera
vez como huellas de resonancia paramagnética electronica en membranas
mitocondriales (Sands and Beinert 1960), y poco después se aislaron pequefias
ferredoxinas solubles (Mortenson, Valentine, and Carnahan 1962). En solo unos
pocos afos, se caracterizé una gran variedad de proteinas pequefias Fe—S, y pronto
se encontré que contenian hierro y sulfuro inorganico (Malkin and Rabinowitz 1966).
Durante las siguientes déecadas, los estudios que implementaron la cristalografia de
rayos X, la sintesis quimica de analogos estructurales y la espectroscopia revelaron
los marcos estructurales y las propiedades quimicas y magnéticas de una variedad
de grupos Fe-S (Jackson et al. 1993; Vickery and Cupp-Vickery 2007; Rochet 2007).

Mientras que la mayoria de los grupos Fe—S contienen de uno a cuatro atomos de
hierro, algunos mas grandes contienen hasta ocho (Ventura and Villaverde 2006).
Ademas, otros metales pueden conformar o estar unidos a grupos Fe-S, por
ejemplo, niquel o molibdeno (Martin et al. 1991; Ventura and Villaverde 2006). Los
clusters Fe-S tienen una marcada preferencia por la union de de tiolatos (P. V. Rao,
Venkateswara Rao, and Holm 2004), y en consecuencia el cisteinil azufre es, con
mucho, el ligando mas frecuentemente implementado de los sitios activos de Fe—S
(Bian and Cowan 1999). No obstante, la histidina y, en menor medida, la ligadura de

glutamina, serina o arginina se ha evidenciado en varios casos (Moulis et al. 1996)

Las proteinas Fe—S actualmente conocidas son muy diversas: su tamafio puede ir
desde 6 kDa hasta mas de 500 kDa, pueden contener hasta nueve grupos Fe-S
(Sazanov and Hinchliffe 2006), estan presentes en todo tipo de células y
compartimentos celulares, y participan en todo tipo de funciones celulares (E. S.
Johnson 2004; Meyer 2008; M. K. Johnson and Smith 2011).
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Si bien los grupos de Fe-S son intrinsecamente sensibles al oxigeno, su
estabilidad en las proteinas depende en gran medida de la matriz del polipéptido:
algunos son estables en el aire durante semanas, por ejemplo, la ferredoxina de
Aquifex aeolicus (Mitou et al. 2003), mientras que otros se destruyen en decenas de
segundos (Eady et al. 1972).

4.1.2. Dominio Rubredoxina

El dominio Rubredoxina (Rbx) es un dominio pequefio y soluble (Herriott et al.
1970; Bryan 2002). Los elementos estructurales comunes de estos dominios
incluyen una hoja 8, hélices 310, turns con glicinas y un nucleo hidrofébico que esta

formado principalmente por aminoacidos aromaticos (Schweimer et al. 2000).

El sitio activo del dominio Rbx incluye un atomo de hierro coordinado a sulfuros de
cisteinilo que se agrupan en dos motivos Cys-X-X-Cys-Gly (Herriott et al. 1970;
Bryan 2002). Su funcion esta relacionada con el transporte de electrones en varias
cadenas redox, muchas de las cuales estan relacionadas con reacciones de

oxigenacion o proteccion contra el dafio oxidativo (Bryan 2002).

Si bien la distribucion de Rbx es bastante escasa, las proteinas y dominios de tipo
Rbx son muy diversas. Algunas bacterias contienen Rbx que constan de 130-160
residuos (Bryan 2002), mientras que ciertas algas expresan Rbx con un anclaje de

membrana C-terminal de tan solo 30 residuos (Bryan 2002).

La estructura del dominio Rbx es similar al de otros dominios que coordinan union
de metales; la desulforedoxina, por ejemplo, es un homodimero en el cual cada
subunidad (36 residuos) asume un fold similar a un Rbx corto, con un loop de union
al hierro formado por un motivo Cys-X-X-Cys y dos cisteinas contiguas (Herriott et al.
1970). Por su lado, la rubrerythrin y la superéxido reductasa, ademas de sus
dominios cataliticos, contienen dominios similares a Rbx (deMaré, Kurtz, and
Nordlund 1996; Yeh et al. 2000). Ademas, se han observado dominios similares a
Rbx de funciones indeterminadas, quizads regulatorias, en las estructuras de
proteinas grandes (Yeh et al. 2000).

Otro folding similar al de la Rbx se observa en el sitio activo de la proteina Rieske.
Las proteinas Rieske se caracterizaron por primera vez como subunidades de

complejos de transferencia de electrones respiratorios (citocromo bc 1) vy
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fotosintéticos (citocromo b6f) (Rieske, MacLennan, and Coleman 1964), pero
posteriormente se encontraron en oxigenasas, ya sea como subunidades o
dominios, o como pequefios portadores de electrones (Bertini and Sigel 2001;
Lebrun et al. 2006). El marco estructural basico (aproximadamente 120 residuos) de
las proteinas Rieske consta de tres hojas B apiladas, de las cuales la superior
incluye los dos bucles de unién al ligando que sostienen al grupo 2Fe-2S (Bertini and
Sigel 2001).

Por otro lado, el dominio Rbx muestra sorprendentes similitudes con los folds de
proteinas que contienen Zn pertenecientes a familias de dedos de zinc. El dominio
Rbx en si tiene afinidades similares para el hierro y el zinc, y el contenido de metal
de Rbx in vivo parece estar determinado, al menos en Escherichia coli, por las
concentraciones relativas de los dos metales en el medio de cultivo (Dauter et al.
1996a; Raab 2002). Los metales mas pesados de la misma serie (cadmio, mercurio)
también pueden unirse al sitio activo de Rbx (Maher et al. 2004).

4.1.3. El dominio Rbx de PknG de Mtb

Como se mencion6 anteriormente, PknG es una proteina multidominio (Scherr et
al. 2007a; Lisa et al. 2015). EI dominio quinasa canonico esta flanqueado por
dominios N y C-terminales cuyos roles funcionales aiun no han sido totalmente
caracterizados. ElI dominio C-terminal de PknG contiene un motivo de repeticion de
tetratricopéptidos (TPR), el cual normalmente participa en interacciones proteina-
proteina, tanto eucariotas como procariotas (Scherr et al. 2007b). La secuencia N-
terminal que precede al dominio quinasa contiene tanto sitios de autofosforilacion
(O’'Hare et al. 2008) como un dominio Rbx. Analisis genéticos y estructurales
revelan que PknG es la Unica quinasa de Mycobacterium en la que el dominio
catalitico esta flanqueado por un dominio Rbx, con dos motivos Cys—X—X—-Cys-Gly
involucrados en la unién de metales (Av-Gay and Everett 2000; Scherr et al. 2007c,
Lista et al. 2015).

Aunque el papel del dominio Rbx en PknG es todavia incierto, diversos autores
han sugerido que podria regular la actividad quinasa mediante un mecanismo redox
dependiente (Scherr et al. 2007; Tiwari et al. 2009; Gil et al. 2013; Wittwer et al.
2016).
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Con el fin de profundizar los conocimientos existentes en cuanto al rol del dominio
Rbx en la regulacion de la actividad quinasa de PknG, se procedié a realizar un

estudio fisicoquimico in vitro.

4.2. Resultados
4.2.1. Andlisis del metal coordinado al dominio Rubredoxina

Como ya fue sefialado, o méas frecuente es que las cuatro cisteinas del dominio
Rbx coordinen un i6n de hierro (Sieker, Stenkamp, and Legall 1994), pero otros
iones metalicos tales como cobalto, niquel y zinc pueden reemplazarlo (Dauter et al.
1996b). En particular, el dominio Rbx de PknG puede coordinar, in vitro metales
divalentes como cadmio, zinc y hierro. Sin ir mas lejos, el hecho de los cristales
existentes contengan Zn o Cd y no Fe, sugiere una preferencia de PknG por los dos

primeros metales (Scherr et al. 2007a; Lisa et al. 2015).

Para evaluar qué metal une a nuestra proteina expresada en medio rico (Pkng-
MR), se utilizé espectrometria de absorcibn atdmica, una técnica que permite
cuantificar iones en el rango de concentraciones de las partes por billon (ppb) y
partes por millon (ppm) de manera muy precisa (Begum et al. 2016) (Tabla 4.1). Se
determind que la proteina de la muestra contenia un 49% de Fe, un 12% de Zinc. El
39% restante puede estar unido a uno 0 mas metales, el sitio de unidn puede estar

vacio, o una mezcla de las anteriores.

En vista de la composicion heterogénea del centro del grupo Fe-4S, nos
preguntamos si podiamos modular el metal que se une al mismo cambiando las
condiciones de expresion de la proteina, para lo cual sustituimos al medio LB por
medio minimo (M9), y se agregdé el metal de interés al momento de la induccioén (ver
MyM) (M. Wittwer et al. 2016). Este cambio de medio de cultivo, implic6 numerosas
pruebas de expresion, dado que se reduce fuertemente la expresion de proteina. De
este modo se expresé PknG enriquecida en Cadmio (PknG-Cd), en hierro (PknG-Fe)
y en Zinc (PknG-Zn).
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Muestra Zn/Proteina Fe/Proteina

PknG-MR 12% 49%
Pkng-Fe 12% 60%
PknG-Zn 45% -

Tabla 4.1. Porcentaje de Fe y Zn unido a PknG-MR, PknG-Fe, y Pkng-Zn, cuantificados por
espectrometria de absorcion atomica. El error de la metodologia utilizada es del 3%

Se analizaron por espectrometria atbmica PknG-Fe y PknG-Zn. Se observa, por
un lado, enriquecimiento de Fe en PknG-Fe con respecto a PknG-MR, y por el otro,
gue PknG-Zn no incorpora Fe en cantidades detectables, con lo cual nuestro intento
de modular la uniébn al metal cambiando las condiciones de expresion resultd
exitoso. Estos datos indican que la proteina expresada en E. coli tiene una alta
afinidad por metales diferentes a Fe, lo cual dificulta fuertemente la obtencion de la

proteina unida mayoritariamente a Fe.
4.2.1. Actividad comparada de Pkng-MR/Fe/Zn

A continuacion, se midié y comparo la actividad de PknG-MR, PknG-Cd, PknG-Zn
y PknG-Fe utilizando el kit comercial Kinase Glo (Gil et al. 2013). Como puede
observarse en la Figura 4.1 todas las proteinas presentan una actividad similar al
momento de ser purificadas. Una diferencia notable, sin embargo, se observa en el
hecho de que mientras que la actividad de PknG-MR/Cd/Zn se mantiene estable
incluso en el transcurso de meses, la actividad de PknG-Fe decae abruptamente en

pocos dias.
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Figura 4.1. Actividades de PknG-MR (gris) , PknG-Cd (azul), PknG-Zn (verde) y PknG-Fe (rojo). La
columna de la izquierda representa la actividad tomada al dia siguiente de la purificacion. Para PknG-

Fe se midio la actividad en los dias 1, 3, 7y 15.

4.2.3. Estado de oxidacion del Fe del dominio Rbx de PknG-Fe

Mientras que el zinc y el cadmio son elementos redox-inertes y presentan un solo
estado de valencia en organismos vivos, (II) (Krezel and Maret 2016; Maret and
Moulis 2013), el hierro puede puede encontrarse tanto en su forma reducida, Fe(ll),
como en su forma oxidada, Fe(lll) (Z. Xiao et al. 1998; Halliwell 2006; Outten and
Theil 2009).

Si bien hasta el momento se desconoce qué metal se une al dominio Rbx in vivo,
se ha reportado que la actividad de PknG es regulada por su entorno redox (Scherr
et al. 2007a; Tiwari et al. 2009; Gil et al. 2013; M. Wittwer et al. 2016). Dado que
para proporcionar una regulacion en respuesta a los cambios redox en el entorno
celular se requiere un sensor sensible a tales cambios, y que el metal mas frecuente
unido al dominio Rbx es el Fe (Herriott et al. 1970; Bryan 2002) es légico pensar que
éste es el metal que une in vivo al dominio Rbx, por lo que para el resto de los

ensayos se utilizé PknG-Fe.

La primer incégnita a revelar fue el estado de oxidacion que presenta el hierro en
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el domino Rbx de PknG.

Para determinar la proporcién de Fe(ll)/Fe(lll) se utilizé una técnica colorimétrica.
Los detalles pueden verse en materiales y métodos, pero resumidamente se usé la
capacidad de la 1,10-fenantrolina para formar un complejo coloreado en presencia
de Fe(ll), el cual posee un maximo de absorbancia a 480 nm (Bandemer and
Schaible 1944; Niazi 2006). Como primer paso, se incubd la quinasa con 1,10-
fenantrolina, y se midié el espectro en el UV-VIS. Luego, se redujo a la proteina
utilizando &cido ascorbico, se repitio el procedimiento anterior (Figura 4.2), y la

proporcién de Fe(lll) se calculé por diferencia.

018
PknG-Fe + ac. ascarbico + OF
® PknG-Fe + OF
o
s
=
]
=
o
[¥y}
0
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0
380 400 480 500 550 600

Longitud de onda (nm)

Figura 4.2 Espectros UV-VIS de PknG incubada con 1,10-fenantrolina (determinacion de Fe(ll),
curva violeta) y de la reaccién de la proteina reducida con acido ascorbico, disgregada e incubada

con 1,10-fenantrolina (determinacion de Fe(lll), curva cian).

Se determind que al momento de expresar la proteina bajo nuestras condiciones
la misma presenta una mezcla de las dos formas de Fe, siendo mayoritario el Fe(lll)
(aproximadamente 90%), no pudiendo cuantificarse fehacientemente las
proporciones de cada especie, debido la complejidad del sistema. (Mandal et al.
2016).
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4.2.4. Regulacion redox de la actividad quinasa de PknG-Fe

A fin de entender mejor la relevancia de la regulacion redox de PknG, y de
complementar y resolver resultados parcialmente contradictorios de la literatura
(Scherr et al. 2007a, 2009; Gil et al. 2013; Tiwari et al. 2009; M. Wittwer et al. 2016),
se evalud la actividad de PknG-Fe en presencia de un agente reductor (acido
ascorbico) y un agente oxidante (H0,), utilizando el kit comercial Kinase Glo (Gil et
al. 2013) (Figura 4.3).

0,75

0,5

Actividad

0,25

PknG-Fe  PkmG-Fe, PknG-Fe, PknG-Fe, PknG Fe,
H202 (1: &scorbico dscorbico ascorbico,
100) (1:1) (1:0,5) H202 (1:
0,5:3)

Figura 4.3. Regulacion redox de la actividad de PknG. Efecto del H,0, y del &cido asérbico sobre la
actividad de PknG.

Se observa un descenso de actividad en condiciones oxidantes, y un aumento en
condiciones reductoras, el cual puede ser parcialmente revertido por el agregado de
H,0,, indicando que los eventos vinculados a la regulacion redox de PknG son al

menos parcialmente reversibles.
4.2.5. Recuperacién de actividad quinasa de PknG mediante reduccion

Dado que la actividad de PknG-Fe desciende a medida que pasan los dias, y que
la misma es mayor en condiciones reductoras, nos preguntamos si seria posible
revertir la pérdida de actividad vinculada al paso del tiempo utilizando un agente
reductor. Para responder esta interrogante, medimos la actividad de PknG-Fe a

distintos tiempos, pre incubandola con distintas concentraciones de acido ascorbico
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(Figura 4.4).
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PknG-Fe PknG-Fe:50 PknG-Fe100 PrniG-Fe: 300
ac. ascarbico ac. ascarbico ac. ascorbico

Figura 4.4. Recuperacion de actividad de PknG-Fe. Se midi6 la actividad de la proteina a distintos
tiempos: dia 1 (dia de purificacion), 3, 10 y 15, pre incubando con distintas relaciones de acido
ascorbico (PknG: ascorbico: 1:50; 1:100: 1:300).

Como puede observarse en la Figura 4.4, la actividad de PknG-Fe puede
recuperarse parcialmente por medio del agregado de un agente reductor incluso
hasta el dia 10 con respecto al dia de su purificacion; ya luego de los 15 dias la
pérdida de actividad es permanente, y no puede recuperarse siquiera ante el

agregado de grandes cantidades de acido ascérbico.
4.2.6. Contenido de sulfhidrilos de PknG-MR

Como se menciond anteriormente, se requieren de 4 cisteinas para la unién del
hierro en dominios Rbx (Herriott et al. 1970; Bryan 2002). PknG posee en total 5
cisteinas (Figura 4.5), para explorar el estado de oxidacion de los sulfidrilos de
cisteinas se sometié a PknG a distintos tratamientos, y el contenido de sulfhidrilo se
determind por reaccion con DTNB (Rahman, Kode, and Biswas 2006). Los

resultados, relativizados al control, se encuentran resumidos en la Tabla 4.2.
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Y
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Figura 4.5. Cisteinas de PknG. Derecha: ubicacion de las 5 cisteinas de PknG. Izquierda: detalle
de las 5 cisteinas (representadas en “varillas”), 4 conforman el dominio Rbx (105, 108, 128, 131) y
coordinan al i6bn metalico (representado como una esfera), la quinta (156) se encuentra en el I6bulo N

del dominio quinasa

Tratamiento Cisteinas libres
relativas
PknG 10 uM 1
PknG 10 uM + DTT 1 mM (30 min) 1
PknG 10 uM + DTT 10 mM (30 min) 1
PknG 10 uM + EDTA 1 mM (30 min) 1
PknG 10 uM + EDTA 10 mM (30 min) 1
PknG 10 uM + EDTA 1 mM (anoxia) (30 min) 1
PknG 10 uM + EDTA 10 mM (anoxia) (30 min) 1
PknG 10 uM + Urea 8 M 4

Tabla 4.2. Promedio de cisteinas libres por proteina luego de distintos tratamientos.
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Coémo puede apreciarse en la tabla 4.2, no se observan cambios con respecto al
control al exponer a PknG a DTT, lo que nos indica que las cisteinas se encuentran
reducidas. Por otro lado, al exponer a la quinasa ante un quelante (EDTA), ya sea en
condiciones aerdbicas o anaerobicas (para evitar la formacién de puentes disulfuro),
tampoco se observan cambios, lo cual podria hablarnos de la estabilidad del dominio
Rbx, la cual ha sido reportada por otros autores (Bonomi et al. 1998; Bryan 2002)
Finalmente, al exponer a PknG a un agente desnaturalizante, se observa un
aumento de las cisteinas libres, aunque no se llegan a contabilizar las 5 esperadas,

con lo cual no puede descartarse la formacion de puentes disulfuro.
4.2.7. Espectrometria UV-VIS y Raman resonante

Como se sefald anteriormente, se sugiere que el dominio Rbx de PknG regula la
actividad de la quinasa sensando el estado redox del microambiente que la rodea
(Scherr et al. 2007a; Tiwari et al. 2009; Gil et al. 2013; M. Wittwer et al. 2016). Los
ensayos de colorimetria realizados, nos indican que el dominio Rbx se encuentra
mayoritariamente oxidado. A su vez, hemos visto que efectivamente la actividad de
la proteina puede ser modulada por su entorno redox, aumentando en condiciones
reductoras, y descendiendo en condiciones oxidantes. A continuacion, utilizamos dos
técnicas (UV-VIS y espectrometria de Raman resonante) para analizar los cambios

sufridos por el hierro del dominio Rbx en un ambiente u otro.
4.2.8. UV-VIS

El espectro UV-VIS de PknG-Fe a las 12 hs de ser purificada se corresponde con
el espectro del dominio Rbx en su forma oxidada, en la que destacan los picos a 370
y 480 nm (Lode and Coon 1971; K. K. Rao et al. 1972) (Figura 4.6).
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Figura 4.6.Espectro de absorcién de PknG-Fe. En el zoom se aprecian los dos maximos asociados
al dominio Rbx en su forma oxidada (370 y 480 nm) (Lode and Coon 1971; K. K. Rao et al. 1972).

Vale la pena destacar que la coloracion rojiza que presenta PknG-Fe (480 nm)
puede apreciarse a simple vista al ser purificada (Figura 4.7 A), y se va perdiendo a
lo largo del transcurso de los dias. Si bien la sustitucion espontanea por otros
metales presentes, tales como cadmio y zinc ha sido reportada para otros dominios
Rbx (Bonomi et al. 1998), la disminucion de la actividad que acompafa la
decoloracion, junto con los resultados exhibidos en la Figura 4.1 sugieren gque este
no seria el caso. Por otro lado, se observa un aumento en el pico de 480 nm,

correspondiente al dominio Rbx oxidado, 12 hs luego de ser purificada (Figura 4.7).
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Figura 4.7. A.Fracciones de la elucion de la columna his-tag con PknG-Fe. B. Espectro de

absorcion UV-VIS de PknG-Fe recién purificada (celeste), y 12 hs después de ser purificada (azul).

Con el fin de evaluar los efectos del H;0, y del acido ascorbico sobre el dominio
Rbx, se analizo el efecto de agregados secuenciales de H,0,, y luego de acido
ascorbico sobre la misma muestra. En ambos casos se tituld hasta que se dejaron
de observar cambios en el espectro. Los resultados se hallan resumidos en la Figura
4.8, en la que se observa el pico de absorcion a 480 nm tipico del cluster Fe(lll)-4S
de la proteina recién purificada y como éste varia frente al agregado del oxidante y

del reductor.
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Figura 4.8 Espectro de absorcién UV-VIS de PknG-Fe tratada con H,0, y acido ascérbico. La

curva azul corresponde a las condiciones iniciales.

Como puede observarse en la Figura 4.8, la adicion de H,0, provoca un aumento
del pico a 480 nm, oxidando en su totalidad al FeS,, este evento no obstante puede
revertirse mediante el agregado de un agente reductor. El proceso inverso, es
también posible. Al incubar proteina en una relacién PknG-Fe, acido ascorbico, H,0,
(1:1:6) se ve un aumento en el pico de 480 nm con respecto a la proteina tratada con
acido ascorbico en la misma relacién, sin embargo el cambio es mas sutil

(informacion no mostrada).
4.2.9. Espectroscopia de Raman resonante (RR)

La espectroscopia RR es un monitor Gtil de la estructura biolégica y se aplica a
una variedad de proteinas con clusters hierro-azufre, debido a que proporciona
huellas vibratorias de cromoforos, las cuales son sensibles a los detalles de la

estructura local (Czernuszewicz et al. 1986).

Las proteinas Fe-S son de color rojizo o marrdon, debido a las bandas de

absorcion visibles que se asocian con la transicién de transferencia de carga S—Fe .
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La espectrometria RR aprovecha esta transicion electronica, amplificando la sefial
del cromoéforo, obteniendo patrones espectrales caracteristicos de los diferentes
tipos estructurales, los cuales han sido asignados y analizados con la ayuda de
sustitucion isotépica, de estudios de compuestos modelos y con el analisis de
coordenadas normales (Czernuszewicz et al. 1994).

En particular el espectro RR del cluster Fe—-S4 del dominio Rbx oxidado se
encuentra bien caracterizado: mientras que los modos de vibracion para el modo
reducido no dan sefal, debido a la pérdida de las bandas visibles de transferencia de

carga de S—Fe cuando se reduce la proteina (Y. Xiao et al. 2005).

En la Figura 4.9 se observa el espectro obtenido para PknG-Fe recién purificada
(control), asi como los espectros de la proteina pre incubada con acido ascorbico y
H202.

Figura 4.9. Espectros RR PknG-Fe
(control) y, con agregado de ascérbico
y de H,0,.

En el control, se visualizan
claramente dos picos
corbic acid mayoritarios (ademas del
cercano a 200 cm™ propio de
las muestras congeladas) a 311
y 318 cm?, y dos picos mas
débiles a 365 y 378 cm™, lo cual
se condice con lo esperado para
clusters Fe-4S del dominio Rbx
oxidados, siendo consistente
con una coordinacion tetraédrica
del Fe (Mapolelo et al. 2012).

Por otro lado, s6lo se observan

pequeilas  variaciones con
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respecto a la Rbx de Desulfovibrio gigas (Czernuszewicz et al. 1987, 1994). Estos
resultados nos indican que el dominio Rbx de la proteina recién purificada se
encuentra encuentra oxidado (concordantemente con lo observado en los
experimentos de colorimetria), y, dada la sensibilidad de estos espectros a
variaciones en el entorno al cluster Fe-4S podemos asegurar que el plegado es el
correcto para dominios de este tipo.

El agregado de acido ascoérbico produce la pérdida de la sefial RR (no total
probablemente debido a un control estequiométrico de la reaccion deficiente, o a una
reaccion lenta), lo cual es esperable ya que como se menciond anteriormente el
cluster Fe—S4 reducido no da sefial RR; esta decoloracién ademas concuerda con la
decoloracion observada en el UV-VIS al tratar con el reductor.

4.2.10. Espectrometria de fluorescencia de triptofanos

Con el fin de abordar si el efecto del estado de oxidacion del hierro podria afectar
a la estructura tridimensional de la proteina, se analizaron los cambios globales en la
estructura de la misma tras la incubacion con acido ascorbico y peroxido de

hidrogeno mediante espectrometria de fluorescencia de triptéfanos.

PknG posee 9 triptéfanos en total, dos de ellos en el dominio Rbx (Trp 127 y 106),
y uno en la region N-terminal del dominio quinasa (Trp 164); si el estado de
oxidacion del Fe va acompafiado de grandes cambios estructurales, es esperable
gue el espectro de fluorescencia de estos tres ultimos aminoacidos cambie. Los Trp

restantes se encuentran en el dominio TPR (Figura 4.10).

w127
Rbx + .rgs W164 Figura 4.10. Distribucién espacial de Trp

L o en PknG.

W106
- KD

) Como puede observarse en la
ALS Figura 4.11, no se observan cambios
. : ante la exposicion de de &cido
W596 | W536 ascorbico y peroxido de hidrégeno.
W556" 5347 - Estos resultados podrian indicar que
\ weos f los cambios en la actvidad

TPR{ =
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observados en los apartados anteriores no se deben a grandes cambios
estructurales (como por ejemplo desplazamiento del dominio Rbx). Estos resultados
concuerdan con lo reportado previamente (Gil et al. 2013).
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Figura 4.11. Espectroscopia de Trp de PknG-Fe bajo distintos tratamientos.
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4.3. Conclusiones

Al analizar por medio de absorcion atomica los metales unidos al dominio Rbx de
PknG, se ha observado que éstos varian segun la composicion del medio, lo cual es
concordante con lo descrito anteriormente para otros dominios Rbx expresados en
E. coli (Dauter et al. 1996a; Raab 2002), asi como lo observado en los cristales
depositados en el PDB (Scherr et al. 2007a; Lisa et al. 2015).

Podria resultar tentador pensar que entre PknG-MR y PknG-Zn no hay diferencias
significativas, ya que ambas poseen la misma proporcion de zinc unido, y PknG-Fe
solo posee un 11% méas de hierro que PknG-MR (Tabla 4.1). Sin embargo la
diferencia entre ambas poblaciones de quinasas se pone de manifiesto al analizar la
actividad de las mismas a lo largo del tiempo (Figura 4.1), ya que la actividad de
PknG-Fe decae a los pocos dias, mientras que PknG-MR se mantiene estable
incluso 6 meses después de su purificacion. Asimismo, al comparar los resultados
de actividad de PknG-Fe, PknG-Cd y PknG-Zn, podemos apreciar que ante la union
de metales divalentes, pero redox inactivos (Krezel and Maret 2016; Maret and
Moulis 2013), la actividad de la proteina se mantiene estable por muchos meses,
mientras que al unir hierro la actividad decae a los pocos dias, lo que da indicios de
gue la actividad quinasa esta siendo regulada negativamente por algun evento

redox.

A su vez, gracias a los ensayos de colorimetria, hemos visto que el hierro unido al
Rbx en PknG-Fe se encuentra en una mayor proporcion oxidado al momento de la
purificacion (Figura 4.2), lo cual es concordante con lo descrito en literatura para el
estado de oxidacion del hierro unido al Rbx (Goodfellow et al. 2010); y que el pico de
absorcion de 480 nm, correspondiente al cluster Fe(lll)-S4 (Bandemer and Schaible
1944; Niazi 2006) aumenta tras 12 horas de purificacion, indicando un evento de
oxidacion (Figura 4.7). Ademas, la actividad quinasa cae a lo largo de los dias,
hecho que puede ser parcialmente revertido por el agregado de un agente reductor
(Figura 4.4), sugiriendo que la proteina es inactiva en estado oxidado. Sin embargo,
tras 15 dias con respecto al momento de purificacion, el agregado de acido
ascorbico, incluso en grandes cantidades, no permite recuperar la actividad,
implicando que ademas de la oxidacién de la poblacién de Fe(ll) a Fe(lll) (evento

reversible), esta ocurriendo un evento irreversible. Por otro lado, los ensayos
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realizados en condiciones reductoras y oxidantes revelan un aumento de actividad
en condiciones reductoras, y un descenso en condiciones oxidantes (Figura 4.3).
Con esta informacion en mente, proponemos el siguiente esquema de

caracterizacion biofisico del dominio Rbx de PknG:

C106 g g C128 S S S g
N o 0; N wd 0,
Fe(ll) —_— Fe{lll) ——O. _— Fe{lll)
ST red Al red
Maxima actividad Colo rojzo Actividad mtermedia
0,
Fe }
C106 ‘“S S/z C128
cios S S, aa
Inactiva

Figura 4.12. Esquema de caracterizacion biofisico del dominio Rbx unido a Fe de PknG. Cuando
PknG se encuentra reducida (izquierda) se observa méxima inactividad, la cual se va perdiendo a

medida que se oxida el hierro y las cisteinas del dominio Rbx.

Asi, se plantea un modelo de oxidacion (y disminucidon de actividad) secuencial:
en el momento de purificacion, hay una proporcion del hierro unido al dominio Rbx
gue se encuentra como Fe(ll), estado en que la proteina tiene su maxima actividad,
mientras que el restante se encuentra como Fe(lll). Conforme pasan los dias, el
hierro se oxida en su totalidad. Parte de esta oxidacion puede ser revertida mediante
el agregado de un agente reductor (lo que se traduce como una recuperacién parcial
de la actividad quinasa), hasta llegado un punto, en el cual todo el hierro se perdio, y
el agregado de acido ascorbico no produce efecto. Esto no sucederia en los casos
de PknG-Zn y PknG-Cd, ya que ademas de ser redox inactivos, estos dos metales

unen al dominio Rbx con mayor afinidad que el Fe (Bonomi et al. 1998).

Un caso similar de regulacion se observa en la nitrogenasa de Klebsiella
pneumoniae, una proteina con dos clusters hierro-azufre (Eady et al. 1972; Rees et

al. 2005). Esta nitrogenasa es estable hasta por 50 hs a temperatura ambiente en
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condiciones anaerbbicas, mientras que al ser expuesta al oxigeno ambiental su
actividad decae a menos del 40% en tan solo 10 minutos, debido a modificaciones
reversibles en el cluster 4Fe-4S (Kavanagh and Hill 1993).

Con respecto a los resultados de los ensayos de tioles libres (Tabla 4.2), es
probable que el hierro se desprenda e inmediatamente se formen puentes disulfuro
entre las cisteinas, dejandolas inactivas frente al mismo (lo cual justificaria que no se
detecte un mayor numero de tioles libres). Para determinar si esto es asi, seran

necesarios nuevos ensayos.

Como se menciond, la regulacion de la actividad de la actividad quinasa en
funcion del estado redox, es un tema en actual discusién. Por un lado, Lisa et. (Lisa
et al. 2015) han reportado que la delecidn de los primeros 137 aminoacidos del sitio
N-Terminal (NORS, y Rbx casi en su totalidad), aumenta la actividad de PknG sobre
un péptido de 17 aminoacidos derivado de GarA que contiene la treonina fosforilable
(SDEVTVETTSVFRADFL). En principio, estos resultados se contraponen con lo aqui
expuesto, dado que segun nuestro modelo (que aun no comprendemos en su
totalidad) el desensamble del dominio Rbx produciria una disminucion de la actividad

guinasa de PknG, con lo cual seria esperable que su delecion tenga el mismo efecto.

Por su lado, Tiwari et al. (Tiwari et al. 2009), utilizando a GarA como sustrato, han
propuesto que la exposicion de PknG a un oxidante (DTT oxidado) aumenta 2.5
veces la actividad quinasa, también en contraposicion con el modelo aqui expuesto.
Por otro lado, este mismo autor ha descrito que la delecion de los primeros 150
aminoacidos del sitio N-Terminal (NORS, Rbx) produce una pérdida del 95% de
actividad frente al wild type, lo cual si se condice con nuestro modelo. Sin embargo,
la actividad de la mutante de PknG en la cual las cisteinas que conforman el dominio
Rbx por alaninas (C106A, C109A, C128A, C131A) reportada por este autor solo
demuestra una caida del 50-75% (Tiwari et al. 2009). Basados en el modelo aqui
propuesto, lo esperable hubiera sido que la actividad se anule completamente, tal
cual lo observado por Scherr et al. al mutar ésas mismas cisteinas por serinas
(C106S, C109S, C128S, C131S) (Scherr et al. 2007a).

Méas aun, y coincidiendo nuevamente con nuestro modelo, Gil et al. (Gil et al.
2013) han publicado un trabajo en el cual se emplea un acido graso nitrogenado

(&cido 9- y 10-nitro-octadeca-9-cis-enoico) el cual nitroalquila las cisteinas,
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disminuyendo la actividad de PknG sobre GarA, sin provocar grandes cambios
conformacionales en la quinasa. Si bien la nitroalquilacién es reversible, la pérdida
de la actividad no lo es, probablemente debido al desprendimiento irreversible del

hierro.

Finalmente, Wittwer et al. (Wittwer et al. 2016) proponen que el estado de
oxidacién del dominio Rbx esta relacionado con cambios en la selectividad del
sustrato, y no con la actividad quinasa intrinseca, lo cual con los ensayos hasta aqui

expuestos no puede descartarse.

Como puede observarse, hasta el momento, los resultados que vinculan al estado
redox del dominio Rbx con la actividad quinasa son contradictorios. Empero,
nuestros resultados de actividad quinasa de PknG sobre GarA, acompafiados por los
resultados obtenidos utilizando espectrometria UV-VIS (Figura 4.8) y Raman
resonante (Figura 4.9) son indicadores robustos de que la actividad de la proteina

aumenta en un ambiente reductor, mientras que desciende en un ambiente oxidante.
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4.4. Materiales y métodos
4.4.1. Absorcion atémica

Las proteinas, almacenadas a -80°C fueron colocadas en hielo hasta
descongelacion; a continuacién se las centrifug6é por 15 minutos a 4°C a 20.000 G
(Hanil, combi 514R), conservandose el sobrenadante. Luego se utilizé una columna
de desalado para bajar la fuerza iénica del buffer (50 mM Tris-HCI, 250 mM NacCl,
5% glicerol, pH=7,4) (ver seccidén 2.2.6), y se cuantificé la proteina (ver seccién
2.2.8). Este segundo buffer fue utilizado como blanco para las mediciones de

absorcidon atdbmica. Para cada medicion se utilizé 1 ml de proteina 10 uM.

Se utilizé un espectrofotometro de absorcion atbmica Shimadzu modelo AA-6800,
irradiando con lamparas de hierro y zinc respectivamente (ver seccion 2.2.7). Se
realizaron sendas curvas de calibracion (Figura 4.13), para luego obtener las

concentraciones totales de ambos analitos.

Considerando una concentracion de proteina 10 uM y una proporcién 1 a 1 con el
metal correspondiente, se espera una concentracion maxima de Fe y Zn en el rango

de las partes por billon:

10 uM proteina - 10 pM de metal maximo

Por ejemplo para Fe (Mr = 56 ug/pmol)

10 pmoles/It x 56 pg/umol = 560 ug/It = 560 ppb
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Figura 4.13. Curvas de calibracion para hierro (arriba) y zinc (abajo) determinados por

espectroscopia de absorcion atémica.

4.4.2. Ensayos de actividad quinasa, Kinase Glo

Las proteinas, almacenadas a -80°C fueron colocadas en hielo el dia de la
medicién de la actividad hasta descongelacion; a continuacion se las centrifugd por
15 minutos a 4°C a 20.000 G (Hanil, combi 514R), conservandose el sobrenadante.

Se cuantificé la proteina (ver seccion 2.2.8). Luego se procedié a cuantificar
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actividad (ver seccién 2.2.10). Cada ensayo de actividad fue realizado por
duplicado.

4.4.3. Ensayos colorimétricos
Preparacion de reactivos:

e 1,10-fenantrolina: se disolvieron aplicandose calor mediante un bafio térmico

0,1 g de 1,10-fenantrolina monohidratada en 100 mL de agua destilada.

e Solucion de acido ascérbico: se disolvieron 0,4 g de acido ascoérbico en 100
mL de agua destilada.

e Soluciéon de citrato de sodio: se disolvieron 25 g de citrato de sodio en 100
mL de agua destilada.

e Solucién de 1000 ppm Fe(ll): se disolvieron 0,700 g de sulfato de amonio y
hierro(ll) en agua destilada y se transfirieron a un matraz aforado de 100 mL.
Se agrego 2,5 mL de acido sulfurico concentrado y se enrasOd con agua

destilada.
Preparacion de patrones:

e Se pipeted 1 mL de la solucion patron de Fe(ll), se transfirid el volumen a un

matraz de 100 mL y enras6 con agua destilada.

e Se transfirieron 1, 2, 5, 10 y 20 mL de la solucién anterior a cinco matraces
de 100 mL. A cada uno de los matraces se le adicionaron 10 mL de la
solucion de 1,10-fenantrolina y 8 mL de la solucion de citrato de sodio. Luego
se enrasaron todos los matraces con agua destilada, se homogeniz6 y se
dejé en reposo a temperatura ambiente durante 10 minutos. Finalmente, se
midié el espectro UV-VIS (350-700 nm), y se realizd la curva de calibracion
(Figura 4.14).
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Figura 4.14. A. Patrones (color desarrollado en la reaccion). B. Espectros de absorcion de los

patrones preparados (mM). C) Curva de calibracién a 510 nm.

Determinacion Fe:

e Fe(ll). Se transfiri6 1 ml de proteina 50 uM a un matraz de 10
ml, se agregaron 1 ml de 1, 10-fenantrolina y 0,8 ml de de la solucién
de citrato de sodio. Luego se enrasaron todos los matraces con agua
destilada, se homogenizé y se dejé en reposo a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Se midio el espectro UV-VIS (350-700 nm).

e Para la determinacion de Fe(lll), se repiti6 el mismo protocolo pero

afnadiendo 1 mL de la solucién de acido ascoérbico.

Las concentraciones de ambos analitos fueron determinadas mediante la curva

de calibracion.
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4.4.4. Ensayos de actividad regulacion redox

Antes de realizar las reacciones, se controlé que tanto el acido ascérbico como el
H,0, no afectaran la actividad luciferasa del kit empleado para medir actividad (ver
secciéon 2.2.10). Para ello, se midié la luminiscencia producida por una muestra de
50 pL de buffer 25 mM Tris-HCI (pH 7,4), 2 mM MnCl,, 2 yM ATP, asi como la
luminiscencia producida por el mismo buffer en presencia de H,0, 100 uM y acido
ascorbico 30 uM, y la combinacion de ambos (es decir, en las mismas
concentraciones maximas finales utilizadas en las reacciones). Se observo que ni el

H0 ni el acido ascérbico interfieren con la actividad luciferasa (Figura 4.15).

4000000

3000000

2000000

1000000

Luminiscencia

ATP 2 uM ATP 2 uM, ATP 2 uM, ATP 2 uM,
H202 100 uM  &cido ascorbico acido ascérbico
30 uM 30 uM, H202
100 pM

Figura 4.15 Control de actividad luciferasa en presencia de acido ascérbico y/o H,0,

La proteina, almacenada a -80°C fue colocada en hielo hasta descongelacion; a
continuacion se la centrifugd por 15 minutos a 4°C a 20.000 G (Hanil combi 514R),
conservandandose el sobrenadante, se cuantifico la proteina (ver seccién 2.2.7.1),
se la pre incubd con el agente reductor y/u oxidante, segun correspondiere (ver

seccion 2.2.11), y se midi6 actividad por duplicado (ver seccién 2.2.9.1).

En todos los casos, las proteinas fueron descongeladas en el dia a realizar la
medicién, descartandose el excedente (es decir, cada ensayo fue realizado con
proteinas que se fueron descongeladas por primera y Unica vez desde el dia de su

purificacion).
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4.4.5. Cuantificacion de tioles libres

Las proteinas, almacenadas a -80°C fueron colocadas en hielo hasta
descongelacion; a continuacion se las centrifugé por 15 minutos a 4°C a 20.000 G
(Hanil combi 514R), conservandose el sobrenadante, y luego cuantificadas (ver
seccion 2.2.7.1). Posteriormente, se incubd en hielo en presencia de EDTA, DTT o
urea, en un eppendorf sellado con parafilm. Luego del tiempo de incubacién, se
pas6 por columna de desalado (ver seccion 2.2.6), eluyéndose con buffer 50 mM
Tris-HCI, 500 mM NacCl, 5% glicerol, pH=7,4, se volvi6é a cuantificar la proteina, y se
procedié a realizar la reaccion de Ellman’s (ver seccion 2.2.10). Todas las

mediciones se realizaron por duplicado.
4.4.6. Espectrometria UV-VIS
Las mediciones se realizaron en las condiciones sefialadas en la seccion 2.2.7.1).

Para cada ensayo se utilizaron muestras de 200 pyL de proteina 50 uL 12 hs

después de ser purificada.

Para la titulacion se utilizaron soluciones de éacido ascérbico 500 y 5000 uM
preparadas en buffer 25 mM Tris-HCI (pH 7,4), y diluciones de H,0, 500 y 5000 uM

realizadas con el mismo buffer.
4.4.7. Espectrometria Raman resonante

Se utilizé un centricon (Amicon Ultra, 0.5ml) para concentrar la proteina (tras 12
hs de su purificacion), asi como para cambiar el buffer por uno con menor cantidad
de glicerol ya que este interfiere con la espectroscopia raman resonante (50 mM
Tris-HCI, 500 mM NaCl, 5% glicerol, pH=7,4). Se obtuvo una muestra de

concentracion superior a 500 uM.

Los espectros Raman fueron realizados en colaboracion con el Dr. Murgida
(DQIAYQF), adquiridos a -80 C empleando un microscopio Raman confocal (Jobin
Yvon XY 800) equipado con un detector CCD retro-iluminado refrigerado con

nitrégeno liquido.
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4.4.8. Espectroscopia de fluorescencia de triptofanos

Las mediciones de fluorescencia a presion atmosférica fueron realizadas
utilizando un espectrofluorimetro JASCO FP-6500. Los espectros fueron registrados
en una cubeta de cuarzo de 1,8 ml a 25 °C. Por cada muestra se promediaron 4
espectros utilizando una longitud de onda de excitacién a 295 nm, y tomando los
espectros de emisién en el rango de 310-450 nm a una velocidad de barrido de 1

nm/s utilizando aperturas de excitacion y emisién de 4 nm
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Capitulo 5

5. EFECTO DEL NO Y DEL HNO SOBRE LA ACTIVIDAD DE PKNG
5.1. Introduccién
5.1.1 .Especies reactivas de oxigeno y nitrégeno

Las especies reactivas del oxigeno y nitrdgeno (ERON), como el superéxido, el
peroxido de hidrégeno, el radical hidroxilo, Oxido nitrico y el peroxinitrito
desempefian un papel importante en la fisiopatologia de las infecciones clinicas (R.
A. Miller and Britigan 1997; Radi 2018). Estos compuestos exhiben un amplio
espectro de biotoxicidad y son cruciales para la defensa del huésped para la
actividad microbicida optima de los neutrofilos y otros fagocitos (Riddell, Graham,
and Owen 1997; Barry Halliwell 2006; Ximenes et al. 2007; Ferrari et al. 2011; H.
Kumar and Choi 2015). En respuesta, los microorganismos han desarrollado
estrategias complejas no solo para evitar el contacto con oxidantes derivados de
fagocitos, sino también para defenderse de lesiones una vez expuestos a los
mismos (Hassett and Cohen 1989; Gusarov and Nudler 2005).

A continuacién se revisa brevemente el rol de algunas de las ERON mas

relevantes fisiologicamente.
5.1.1.1. Superéxido y peroxido de hidrégeno

El superdxido (O2) es un compuesto moderadamente reactivo capaz de actuar
como oxidante o reductor en sistemas biologicos. Esta relativa inactividad permite
gue el O, pueda difundir distancias considerables antes de ejercer sus efectos
toxicos. El O, es generado extracelularmente, y puede acceder a targets
intracelulares a través de canales anionicos celulares (Nauseef 2014). Sus dianas
incluyen enzimas bacterianas, particularmente aquellas involucradas en la

biosintesis de aminoacidos ramificados (Haas and Goebel 1992; Benov 2001).

Se ha propuesto que el radical superdoxido causa dafio celular indirectamente,
participando en la llamada reaccién de Haber-Weiss (reacciones 5.1 y 5.2), que
genera al radical hidroxilo, altamente reactivo (McCord and Day 1978; B. Halliwell
1978).
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Fe3" + O, > Fe?" + O, (reaccion 5.1)

H.0, + Fe %" » «HO + HO™ + Fe*" (reaccién 5.2)

De acuerdo con el mecanismo anterior, el Unico papel de O, en la produccion del
radical hidroxilo es reducir Fe®*" a Fe?*. Por supuesto, O, seria importante para la
reaccion de Haber-Weiss solo si no hay otros reductores de hierro.

En ambientes acidos, como en sitios de inflamacion o dentro del fagosoma, el Oy
se protona para formar el radical perhidroxilo (HO¢). Debido a su carga neutra, el
HO,* es mas permeable a la membrana y es mas probable que reaccione para
formar H,O (R. A. Miller and Britigan 1997; Benov 2001).

El peroxido de hidrogeno es un oxidante mas reactivo que el Oy, y difunde
facilmente a través de las membranas celulares. Imlay y Linn (Imlay, Chin, and Linn
1988) probaron que la exposicion de Escherichia coli durante la fase de crecimiento
a peroxido de hidrégeno conduce a dos modos de destruccion celular cinéticamente
distinguibles. La muerte en Modo 1 sucede cerca de la concentracion 1 mM de H,0,
y es causada por dafio en el ADN, mientras que la muerte en Modo 2 requiere una
mayor concentracion (> 10 mM), y parece ser esencialmente debida a dafo
generalizado de macromoléculas. En particular, el dafio a ADN esta mediado por la
interaccion del H,O, con Fe?" para formar el radical téxico ferrilo (FeO’), un producto

intermediario en la formacion de OH" (Imlay, Chin, and Linn 1988):

Fe?" + H,0, + H" - Fe**- +HO + H.0 (reacci6n 5.3)

Fe**-HO - Fe* + -HO (reaccién 5.4)

5.1.1.2. Oxido nitrico

El 6xido nitrico (NO) es citostatico o citotdéxico tanto para células procariotas
como eucariotas (Kovacevic et al. 2017; Pant et al. 2018). EI NO posee dos
mecanismos principales de lesion. El primero involucra su interaccion con enzimas
gue contienen hierro, claves en ciclo respiratorio, y el segundo mutagénesis de las
células diana (Moncada and Higgs 1993).
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El NO puede unirse reversiblemente al Fe(ll), con distintas tasas de asociacion,
las cuales son dependientes del sistema biologico (Cooper 1999) mediante la

siguiente reaccion:

NO + Fe?" & Fe?-NO (reacci6n 5.5)

Este tipo de reaccién se da por ejemplo entre el NO y la enzima respiratoria
citocromo oxidasa; existe clara evidencia de que niveles bajos de NO generan un
complejo NO-citocromo oxidasa ferrosa, inhibiendo la respiracién, la cual es
restaurada en segundos tras la remocion del NO del medio (Cooper 1999). A su vez,

en presencia de oxigeno la reaccion puede dar lugar a:

NO + Fe?*+ O,»Fe**-NOO -»Fe**+NOj3 (reaccion 5.6)

El NO también puede unirse reversiblemente a Fe(lll), y en este caso las tasas de
asociacion también seran dependientes del sistema biolégico (Cooper 1999)

mediante la siguiente reaccion:

NO + Fe*" o Fe*-NO( Fe?*-NO") (reaccién 5.7),

la cual es seguida por:

Fe3*-NO( Fe?*-NO*) + OH - Fe*" + NO, + H" (reaccién 5.8)

Fe3*-NO( Fe?*-NO*) + H,0 - Fe?" + NO, +2H" (reaccién 5.9)

Por otro lado, cuando el ADN se expone in vitro a NO, las aminas exociclicas de
las nucleobases forman derivados inestables de N-nitroso (-N-N=0) que conducen a
la desaminacion. Asi, la adenina se desamina a hipoxantina, la guanina se
desamina a xantina y la citosina se desamina a uracilo. Los productos desaminados
se emparejan con bases diferentes a las de sus hebras molde. Por lo tanto, casi
siempre producen mutaciones durante la replicacion posterior (Weiss 2006). El

oxido nitrico también puede reaccionar con otras biomoléculas para formar nuevos
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compuestos que también pueden ser toxicos. Por ejemplo, la formacion de grupos
nitrosotiol en proteinas puede conducir a la inactivacion de enzimas o cambios en la
funcion de la proteina (Moncada and Higgs 1993). Estos grupos pueden reaccionar
mas para reticular grupos sulfhidrilo y asi iniciar una reaccién en cadena (Rockett et
al. 1991). Ademas, el NO y sus derivados pueden formar agentes alquilantes toéxicos
al reaccionar con aminas secundarias (Weiss 2006).

5.1.1.3. Nitroxilo

Mientras que la bioquimica, farmacologia y toxicidad del NO han sido
ampliamente estudiadas (citas), aun queda mucho por estudiar acerca de su forma
reducida, el nitroxilo (HNO, azanona) (Augustyniak, Skolimowski, and Btaszczyk
2013). Probablemente, el desinterés por los los congéneres reducidos de NO se
debe a la creencia de que el destino biologico de NO es principalmente oxidativo
(Fukuto et al. 2005). Ademas, los informes de que reportan una actividad biologica
relevante en tejidos de mamiferos asociados con especies reducidas de NO han
surgido recién en los ultimos afios (Fukuto et al. 2005). Por lo tanto, las especies de
oxido de nitrégeno como el nitroxilo (HNO) han recibido mucha menos atencién que

los 6xidos de nitrogeno mas oxidados.

Histéricamente, el HNO entro6 a la luz como una posible sustancia biolégicamente
activa, a mediados de los afios ochenta, con estudios relacionados con la cianamida
(H2NCN), un medicamento contra el alcoholismo.(E. C. DeMaster, Shirota, and
Nagasawa 1984; Demaster, Nagasawa, and Shirota 1983). La cianamida genera
HNO en una reaccion oxidativa (con catalasas o peroxidasas) (Reisz, Bechtold, and
King 2010), que a su vez inhibe la enzima aldehido deshidrogenasa (ADH). Este
ultimo paso de inhibicién sucede por la reacciéon del HNO generado, con el residuo
tiolato de la cisteina en el sitio activo de la ADH, y fue por lo tanto una de las
primeras evidencias que indican una alta reactividad de HNO con tiolatos (RS") (E.
G. DeMaster, Shirota, and Nagasawa 1985; E. G. DeMaster, Redfern, and
Nagasawa 1998). Hoy en dia, se cree que los tioles son un blanco importante del
HNO (Fukuto et al. 2005).

El HNO ha demostrado una quimica y una biologia distintas de la de NO (Elsevier
n.d.). Al igual que NO, se sugiere que el HNO es producido endégenamente (E.
Shoman and M. Aly 2016).
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Otra caracteristica biologica clave del HNO, es su alta reactividad con las
hemoproteinas, férricas y ferrosas (T. W. Miller et al. 2009; M. R. Kumar et al. 2010;
Shi and Zhang 2018).

El HNO podria ser un nuevo mensajero producido endégenamente que media
respuestas fisiolégicas especificas, muchas de las cuales se atribuyeron a los
efectos NO<(Hamer et al. 2015). EI mecanismo subyacente de esta interaccion NO- -
HNO y sus efectos posteriores en diferentes contextos siguen siendo una incognita,
donde la quimica béasica de estos compuestos deberia desempefiar un papel
importante. También quedan lagunas considerables en el conocimiento con
respecto al papel de NO in vivo, particularmente en humanos, y la investigacién
profunda de los mecanismos implicados en la conversion de NO « a HNO por
alcoholes, tioles y otras moléculas en ausencia y presencia de posibles dianas
biologicamente relevantes es una materia pendiente pendiente (Sebastian A. Suarez
et al. 2015; Sebastian A. Suarez et al. 2017).

5.1.1.4. Peroxinitrito

El descubrimiento del peroxinitrito como oxidante biologico nacio el analisis de
datos combinados de la bibliografia fisiologica (Gryglewski, Palmer, and Moncada
1986; Rubanyi and Vanhoutte 1986; Ignarro et al. 1988) y quimica (Bartesaghi and
Radi 2018).

El anidn peroxinitrito esta en equilibrio con el acido peroxinitroso (ONOOH): el pK
a es de 6,8 a 37°C (Radi et al. 1991). Por lo tanto, bajo condiciones de pH
fisiolégicamente relevantes, ambas especies coexisten, una consideracion
importante dado que ONOO y ONOOH poseen propiedades quimicas
diferentes(Ferrer-Sueta et al. 2018). Ademas, ONOOH es inestable en solucién
acuosa y en ausencia de dianas moleculares se isomeriza a nitrato (NO3); vale la
pena destacar que un informe inicial propuso que la isomerizacion de ONOOH
involucra la intermediacion de los radicales de -HO y di6xido de nitrogeno (*NO,)
(Mahoney 1970), en consonancia con la nitracibn de compuestos fendlicos
dependiente de ONOOH (Halfpenny and Robinson 1952).

El peroxinitrito fue propuesto inicialmente como un intermediario citotoxico

biol6égicamente relevante por Beckman et al. (Beckman et al. 1990). Este documento

163


https://paperpile.com/c/myinoE/PgKu+gyGd+Feh7
https://paperpile.com/c/myinoE/PgKu+gyGd+Feh7
https://paperpile.com/c/myinoE/PgKu+gyGd+Feh7
https://paperpile.com/c/myinoE/q7QA
https://paperpile.com/c/myinoE/yFJP+AtG6
https://paperpile.com/c/myinoE/yFJP+AtG6
https://paperpile.com/c/myinoE/yFJP+AtG6
https://paperpile.com/c/myinoE/M2USV+YY9Ru+DFjU7
https://paperpile.com/c/myinoE/M2USV+YY9Ru+DFjU7
https://paperpile.com/c/myinoE/M2USV+YY9Ru+DFjU7
https://paperpile.com/c/myinoE/skZnq
https://paperpile.com/c/myinoE/skZnq
https://paperpile.com/c/myinoE/skZnq
https://paperpile.com/c/myinoE/Ol3HI
https://paperpile.com/c/myinoE/e7Mt
https://paperpile.com/c/myinoE/M4Nqd
https://paperpile.com/c/myinoE/woA96
https://paperpile.com/c/myinoE/NIn5j

historico exploré la reactividad quimica del peroxinitrito en presencia de
secuestradores de *OH, y como tal atribuy¢ la toxicidad potencial del peroxinitrito a
la formacién de *OH o a especies similares. La formacién del producto putativo «OH
se debidé a la homolisis catalizada por protones del peroxinitrito; y se estima que la
formacion de «OH a partir de ONOOH ocurre con un < 30% de rendimiento (Ferrer-

Sueta et al. 2018), y el resto se isomeriza directamente a nitrato.

Los estudios mecanisticos sobre la reaccion directa del peroxinitrito con tioles
indican que los tioles se oxidan por oxidacion de dos electrones para producir el
acido sulfénico correspondiente (Ferrer-Sueta et al. 2018):

ONOOH + RS" - RSOH + NO;y  (reacciéon 5.10)

En general, la evaluacion cinética de las reacciones del peroxinitrito lleva a la
conclusién de que la formacién de *OH en los sistemas biolégicos es un proceso
cuantitativamente marginal. Aun asi, los derivados de peroxinitrito *OH y <NO,
pueden jugar un papel en la oxidacion de biomembranas y lipoproteinas y
bioestructuras hidréfobas donde los niveles de reactantes directos con peroxinitrito
son escasos y las oxidaciones de un electron se propagan por reacciones en

cadena gue involucran radicales derivados de lipidos (Bartesaghi et al. 2017).

5.1.2. ERON y Mtb.

El éxito de las micobacterias como patdgenos depende de su capacidad para
infectar y persistir dentro de los macrofagos de su huésped (Russell et al. 1997), en
donde se enfrenta a una serie de condiciones hostiles, como por ejemplo la
exposicion a ERON (Abdallah et al. 2007) y a un medio acido (Paroha et al. 2018).

Las respuestas al acido se han estudiado ampliamente en patdégenos entéricos,
tales como Escherichia coli, Vibrio cholerae y Helicobacter pylori, las cuales se
encuentran con el pH extremadamente bajo del estbmago durante la ingestion (pH 2
a 3). En contraste, se sabe mucho menos acerca de cémo los patdégenos
bacterianos intracelulares obligados o facultativos como Mtb. responden, resisten y
persisten en el ambiente moderadamente acido del fagosoma o fagolisosoma. El pH

del compartimiento de macréfagos en el que reside oscila en un rango de pH 4.5 a
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6.2, dependiendo del estado de activacion del macréfago (Via et al. 1998; Schaible
et al. 1998; J. D. MacMicking, Taylor, and McKinney 2003).

Varios estudios han demostrado que la interferencia con la acidificacion del
compartimento fagosémico favorece la supervivencia de las micobacterias (J. D.
MacMicking, Taylor, and McKinney 2003). Es tentador concluir que el acido
fagosdémico en si es bactericida; sin embargo, otra interpretacién es que la acidez
del fagosoma apoya y sinergiza con los mecanismos antibacterianos adicionales de
los fagocitos, como las hidrolasas lisosomales dependientes de los acidos, las
especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno (Stuehr and Nathan 1989; Tews et al.
2005; Jackett, Aber, and Lowrie 1978). Por ejemplo, el NO es el producto principal
de la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS), una enzima necesaria para el control de
la tuberculosis en ratones en condiciones experimentales (J. D. MacMicking, Taylor,
and McKinney 2003). En ambientes acuosos oxigenados, el NO se auto oxida
rapidamente, produciendo cantidades aproximadamente equivalentes de nitrito y
nitrato, los cuales difunden lejos de la enzima, tanto fuera del macréfago como
presumiblemente hacia el fagosoma. Sin embargo, el pH de un fagolisosoma que
contiene Mtb. en un macrofago activado esta lo suficientemente cerca del pKa del
acido nitroso (3.8) para permitir que el nitrito protonado (es decir, el acido nitroso)
mantenga su propia dismutaciéon, formando NO y otro radical toxico, el didxido de
nitrégeno. Por lo tanto, la difusién de nitrito en un compartimento acidificado genera
otra ronda de ERON bactericida (J. MacMicking, Xie, and Nathan 1997). El medio
fagosomico en el macrofago activado se asemeja, en cierta medida, al entorno
intragastrico, cuya eficacia microbicida depende de la accién combinada del acido y
las especies reactivas de nitrogeno (Benjamin et al. 1994; McKnight et al. 1997; Zhu
et al. 2006).

Por otro lado, gran parte de la la capacidad de Mtb. de sobrevivir y multiplicarse
dentro de los macréfagos se debe a su capacidad para inhibir la fusion de
fagosomas con lisosomas, un proceso conocido como maduracion fagosémica
(Armstrong and Hart 1971; Russell et al. 1997). Como ya hemos mencionado, el
genoma de ésta bacteria codifica once serin-treonin quinasas (STPKs) que sirven
como reguladoras claves de la virulencia, del proceso metabdlico, de la interaccion
huésped-patdégeno, del crecimiento y del desarrollo (Cole et al. 1998; Av-Gay and
Everett 2000; O’Hare et al. 2008; Ventura et al. 2013; Rieck et al. 2017). Algunas de
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estas STPKs son esenciales para Mtb. dentro de los macréfagos del huésped. Se
ha sugerido que PknG se secreta a través del sistema de secrecion SecA2 (van der
Woude et al. 2014) en el citosol de los macrofagos (Walburger et al. 2004), donde
se propone que interfiere con las vias de sefializacion del huésped que controlan la
sintesis de fagolisosomas (Walburger et al. 2004), alterando la fagocitosis de las
micobacterias por regulacion negativa de la PKC-a de los macrofagos (Chaurasiya
and Srivastava 2008, 2009). La PKC-a es una proteina quinasa involucrada en la
fagocitosis, en la maduracion del fagosoma, en la inmunidad a la infeccion, en la
apoptosis y en la produccidon de citoquinas/quimiocinas (St-Denis et al. 1999;
Zheleznyak and Brown 1992; Webb, Hirst, and Giembycz 2000; Holm et al. 2003) .
Ademas, se ha reportado que la interrupcion de PknG aumenta la susceptibilidad de
las micobacterias a antibidticos (Wolff et al. 2009), a medios acidos (Khan et al.
2017), atenua el crecimiento durante la fase estacionaria (Cowley et al. 2004), altera
la formacién de biofilms (vinculada con la resistencia a antibioticos) (Ojha et al.
2008), aumenta la susceptibilidad al estrés oxidativo,y produce acumulacion de
NADH y FAD durante dicho estrés (Wolff et al. 2015). Ademas, recientemente se
demostré que la disponibilidad de aminoacidos actia como un estimulo para la
fosforilacion de GarA mediada por PknG, lo que vincularia a PknG con el sensado
de aminoécidos disponibles, y, en ultima instancia, de nutrientes (Rieck et al. 2017;
Bhattacharyya et al. 2018). Todos estos factores sugieren que PknG desempefia un
rol fundamental en el estado de latencia, en el cual Mth. se encuentra bajo estrés
oxidativo; es por esto que en este capitulo estudiaremos el efecto de ERON

fisiol6gicamente relevantes sobre la actividad quinasa de PknG.

5.2. Resultados

Dada la relevancia de las ERON como sefiales externas para la regulacién del
metabolismo del bacilo, en ésta seccién de la tesis nos propusimos analizar en
detalle como es la potencial regulacién de la actividad quinasa de PknG por parte de
NO, HNO/NO" y H,0,. Para ello se realizaron ensayos de actividad quinasa de
PknG purificada en medio minimo enriquecido con hierro (PknG-Fe) pre incubada

en presencia de dichas ERON.
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En una primera instancia, se midi6 y se comparo la actividad de PknG-Fe pre
incubada con acido ascérbico (como control positivo de reduccion), NO y HNO en
una relacion proteina: reductor 1:1. En todos los casos se midi6 el espectro UV-VIS.
También, se midié el espectro Raman Resonante para la proteina pre incubada con
NO y HNO (Figura 5.1).

El efecto del NO se determind utilizando concentracion en “bolo” de NO gas,
generado in-situ (por reduccion de Nitrito y Sulfato Ferroso) (ver Materiales y
métodos de este capitulo). Por su parte, el efecto de la Azanona (HNO/NO-) se
evalud utilizando Sal de Angeli. EI mecanismo aceptado para la descomposicion
espontanea para dar HNO Yy nitrito, implica la monoprotonacion del anion de sal de

Angeli entre pH 4 y 8, como se muestra a continuacion:

0 O OH 0 0 O
\ / ' Ay /’ lento \
N=—N" —= N=—=N" — N=—N - ——= HNO+NO,
\ /
O_ H O

(reaccion 5.11)

La sal de Angeli se usa comunmente como un dador confiable de HNO en medios
casi neutros, con una constante de descomposicion pH-dependiente y de primer
orden. De pH 4 a 8 la constante de velocidad es practicamente invariable, siendo
6,8x10* s a 25 °C, equivalente a un ty, de 17 minutos (Huges and Wimbledon
1976; Veprek-Siska, Smirous, and Plika 1959).

Tanto el HNO como el NO reaccionan con el Fe(lll) en una reaccion nitrosativa
reductora, pero mientras que el primero reacciona rapida y eficientemente, el
segundo forma complejos de nitrosilo férricos labiles que, al final, pueden no
producir eficazmente el producto de nitrosilacion reductora, lo que provoca que la

reaccion sea mas lenta (Bari et al. 2003).

Se aprecia que la pre incubacion de PknG-Fe con HNO, al igual que el control
con acido ascorbico, provoca la desaparicion del pico a 480 nm en el espectro UV-

VIS, correspondiente al cluster Fe-4S oxidado (Lode and Coon 1971; Rao et al.
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1972), visibles tanto en la quinasa sin tratamiento, como en el caso de la proteina
pre-incubada con NO (Figura 5.1 A); lo que concuerda con lo observado en los
espectros RR, en donde se observan los picos correspondientes al cluster oxidado
(311 y 316 cm™) (Mapolelo et al. 2012) en el caso del control y de la proteina pre
incubada con NO, con una notable disminucion del mismo en el caso de la proteina
pre incubada con HNO (Figura 5.1 B).

Cabe destacar que dado que la reduccion del Fe por parte del NO es mas lenta,
el espectro UV-VIS de la quinasa pre incubada con NO fue tomado luego de 24 hs
de incubacién, tiempo que resultd insuficiente para apreciar cambios en el pico de
480 nm. Por otro lado, se observa una actividad similar a la de la proteina sin pre
tratar, mientras que se hay un marcado aumento tanto al preincubar con HNO como

con acido ascorbico (Figura 5.1 C).
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Figura 5.1. A. Espectros UV-VIS de PknG-Fe (curva celeste) y de PknG-Fe pre incubada con
acido ascorbico (1:1), (curva naranja), con HNO (1:50) (curva magenta), y NO (1:1) (curva cian). B.
Espectros RR PknG-Fe (control) y, con agregado de HNO y NO,. C.Actividades de PknG-Fe tras la

pre incubacién con reductores.

En resumen, estos resultados indican que, en las relaciones proteina:reductor
utilizados en los ensayos, el HNO es capaz de reducir al hierro del dominio Rbx (lo
cual se observa reflejado en los espectros de UV-VIS y RR), lo que se correlaciona
con un aumento de la actividad (en coherencia con los resultados presentados en el
capitulo anterior), mientras que el NO es incapaz de reducir al hierro en una
proporcién suficiente como para que pueda apreciarse en los ensayos realizados.

Como fue sefialado anteriormente, la nitrosilacion reductora del hierro catalizada por
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el NO, posee una cinética mas lenta que la que presenta el HNO (Bari et al. 2003),
por lo que los resultados se encuentran dentro de lo esperado.

A continuacién, nos preguntamos si modificando las relaciones proteina:NO
podriamos ver cambios, tanto en la actividad como en el espectro UV-VIS. Por
consiguiente, realizamos nuevos ensayos de actividad y medidas en el UV-VIS. Esta
vez, la actividad fue medida mediante ATP radiactivo, el cual es utilizado
frecuentemente para medir actividad quinasa, debido a la robustez del método
(Inglese et al. 2007; Burkhard et al. 2009; Olsson et al. 2010).

Para validar la técnica, se realizaron ensayos de actividad con distintas
concentraciones de acido ascorbico, asi como un ensayo de reduccion y oxidacion
(empleando acido ascorbico y H,0,, respectivamente), similares a los presentados

en el capitulo anterior. También se midi6 el efecto de la preincubacion con HNO.

En la figura 5.2 pueden verse los espectros UV-VIS de PknG-Fe; en el panel A
podemos apreciar los efectos de dos concentraciones diferentes de HNO (1,5x y 2x,
con respecto a la proteina), asi como el efecto del NO (6x, con respecto a la
proteina). Mientras que el NO no afecta al pico a 480 nm correspondiente al cluster
Fe(ll)-4S (Lode and Coon 1971; Rao et al. 1972), al preincubar con HNO 1,5X el
pico desaparece casi totalmente, y al preincubar con HNO 2X resulta indetectable.
Por otro lado, en el panel B vemos los efectos de la preincubacion con tres
concentraciones de acido ascorbico (0,3x, 0,5x y 1x, con respecto a la proteina), asi
como el efecto de la reoxidacion por H,O, en una de las muestras previamente
reducida. Se observa desaparicion del pico a 480 nm en las muestras tratadas con
0,5x y 1x de reductor, mientras que las muestras tratadas con 0,3x de acido
ascorbico, o con 0,5x y luego oxidada con H,O, (6X con respecto a la proteina)

presentan picos similares, de menor amplitud que el control.
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Figura 5.2. Espectros UV-VIS PknG-Fe. A. Efecto del HNO y NO. B. Efecto del &cido ascorbico y
del H,0,.

En la Figura 5.3 pueden verse los datos correspondientes a la actividad medida
con ATP radiactivo. A modo ilustrativo, en el panel A se muestra un gel
representativo; en los paneles B y C se encuentra graficada la actividad quinasa de

PknG (sobre GarA y sobre si misma) en forma cuantitativa. La cuantificacion de la
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intensidad de bandas se realizd utilizando el programa ImageJ, y los resultados

fueron relativizados al control (proteina sin tratamiento).

Con respecto a la proteina pre tratada con acido ascorbico, se observa un
incremento de la actividad quinasa a medida que aumenta la concentracion del
reductor. Por otro lado, al igual que lo observado en el capitulo anterior al utilizar el
Kinase Glo, se observa una disminuciéon de la actividad al tratar a la quinasa
previamente reducida con un agente oxidante (H20,).

En concordancia con lo registrado en la seccién previa, se observa que la
preincubacién con HNO aumenta la actividad quinasa. Por otro lado, al pre incubar a
la quinasa con una concentraciéon mayor de NO se observa también un aumento de
actividad. Cabe destacar que en este Ultimo caso, pese a haber pre incubado con
una concentracion 5 veces superior a la utilizada en el caso de HNO, la actividad
registrada fue menor, lo que es concordante con la cinética de reduccion mas lenta

nombrada anteriormente (Bari et al. 2003).

Es importante destacar que la actividad quinasa muestra la misma tendencia ante
los diferentes pre tratamientos tanto en los eventos de fosforilacion de GarA como

en los de autofosforilacion (Figura 5.3, paneles By C).

Finalmente, todas las medidas de actividad realizadas con ATP radiactivo, fueron
medidas también con el kit Kinase Glo, obteniéndose resultados similares (Figura
5.4).
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Figura 5.3. .Actividades de PknG-Fe tras la preincubacién con reductores. A, Gel ilustrativo. B.
Actividad quinasa sobre GarA. C. Autofosforilacion,
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Figura 5.4. .Actividades de PknG-Fe tras la preincubacion con reductores utilizando GarA como

sustrato medida con Kinase-Glo.

5.3. Conclusiones

Para sobrevivir a las condiciones hostiles que enfrentan durante el estado de
latencia, las bacterias reajustan sus circuitos reguladores y el metabolismo redox,
especialmente el ciclo TCA (Eoh and Rhee 2013).

La importancia de PknG para la virulencia de Mtb. ha sido puesta de manifiesto
en numerosos estudios (Cowley et al. 2004; Walburger et al. 2004; Wolff et al.
2015). En particular, Khan et al. (Khan et al. 2017) han demostrado la relevancia de
esta quinasa, asi como la de GarA, en condiciones de similares a las de latencia,
sugiriendo que la capacidad del bacilo para soportar el estrés oxidativo se ve
comprometida en ausencia de PknG, evento que ha sido sefialado también por otros
autores (Wolff et al. 2015). Estos estudios resaltan la importancia fisiolégica de la

capacidad de PknG para sensar el estado redox en el que se haya inmersa.

En este escenario, los inhibidores de PknG representan una estrategia

prometedora para el desarrollo de farmacos, con unos pocos inhibidores de PknG
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de actividad moderada descritos hasta el momento (Székely et al. 2008; Scherr et
al. 2007; Anand et al. 2012). Estos inhibidores poseen como blanco el sitio catalitico
de la quinasa. Por ejemplo, AX20017, basado en caracteristicas estructurales del
sitio activo de PknG, muestra cierto grado de especificidad hacia dicha quinasa
(Scherr et al. 2007). Dado que el sitio activo de las quinasas se encuentra altamente
conservado, incluso entre reinos diferentes (Ortiz-Lombardia, Pompeo, and Boitel
2003), su inhibicion especifica no es sencilla. Una estrategia alternativa para la
inhibicion selectiva de quinasas es apuntar a otros dominios (diferentes al KD) de la
proteina, como el dominio Rbx en el caso de PknG. En particular, hasta el momento
no se han reportado otras quinasas con un dominio Rbx, mas alld de las
relacionadas a PknG (Narayan et al. 2007). Como hemos mencionado
anteriormente en las estructuras disponibles de PknG en el PDB (Scherr et al. 2007,
Lisa et al. 2015) se observa que el dominio Rbx se encuentra en estrecha relacion
con el la regiébn N-terminal del dominio quinasa (Figura 3.7), sugiriendo que
modificaciones en el dominio Rbx podrian afectar la actividad quinasa. Tanto en
este capitulo de la tesis, como en el anterior, se demuestra una relacion directa
entre la actividad quinasa de PknG y el estado de oxidacion del cluster Fe-4S del
dominio Rbx, por lo este que este podria representar un blanco farmacolégico
interesante. Especificamente, hemos demostrado mediante la combinacién de
diferentes técnicas como espectroscopia UV-VIS, Raman Resonante, y medidas de
actividad (para las que se usaron tanto ensayos de luminiscencia como ATP
radiactivo) que la actividad quinasa de PknG es dependiente del estado redox en el
cual se encuentra inmersa, siendo mas activa en ambientes reductores, y
presentando menor actividad en ambientes oxidantes. Estos resultados se observan

tanto con GarA como sustrato como en eventos de autofosforilacién (Figura 5.3).

En el capitulo anterior hemos demostrado que podemos manipular a PknG,
oxidando y reduciendo el cluster Fe-4S, y hemos observado el grado de oxidaciéon
de dicho cluster correlaciona directamente con su actividad. En este capitulo, nos
preguntamos si es posible modificar la actividad con reductores mas suaves, de
relevancia fisiologica (NO, HNO) (Schnappinger et al. 2003; Miao and King 2016).
Hemos observado que tanto el HNO como el NO resultaron ser efectivos para

reducir el hierro del dominio Rbx de PknG y regular positivamente la actividad
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guinasa, mientras que el H,0, por su parte puede oxidar al hierro de dicho dominio,
y reducir la actividad quinasa.
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5.4. Materiales y métodos.
5.4.1. Sintesis de NO

El 6xido nitrico (NO) gaseoso fue generado por el agregado de 5 ml de agua
desgasada sobre una mezcla solida de FeSO4 (8,5 g), NaNO (8,5 gr) y NaBr (4 gr).
El NO producido fue pasado por una columna de granallas de KOH para remover

otros 6xidos de nitrogeno, principalmente NO..
5.4.2. Sintesis de de sal de Angeli

La sintesis de este dador de HNO se realiza nitrando hidroxilamina segun la

siguiente reaccion:

NH,OH + CH3NO3 — N203s* + CH3OH + 2H" (reaccion 5.12)

5.4.2.1. Sintesis de hidroxilamina Nitrato de metilo

Fue necesario preparar ambos reactivos, la hidroxilamina (2 gr, 0,03 moles) debe
ser liberada del clorhidrato con metoxido de sodio (CH3ONa, 4,5 gr, 0,09 moles) el

mismo dia, mientras que el metdxido fue preparado a partir de metanol y Na°.

NH>,OH e HCI + CH3;ONa - NH,OH + CH3;0H + Na® + CI’

(reaccidon 5.13)
Por ultimo, el CH3NO2 (30 ml, 0.5 moles) se preparo nitrando metanol:
A.HNOz/H,S04 (c) 1:1
B. MeOH/H,S04 (c) 3:1
5.4.2.2 Procedimiento experimental

Se coloca en una ampolla de decantacion 240 ml de la mezcla A (120 ml de
HNOzy 120 ml de H,SO,). Se agrega gota a gota sobre 80 ml de la mezcla B (60 ml
de MeOH y 20 ml de H,SO,) en bafio de hielo (la temperatura no debe superar los
40°C). Luego de agitar durante 15 minutos se forman 2 fases. Se traspasa a otra

ampolla y se elimina la fase inferior. Luego se lava con una solucion de NacCl, otra
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de NaOH y por ultimo con agua destilada. Se seca con CacCl, y se filtra. El control de
la temperatura es para evitar la formacion de NO,.

La hidroxilamina libre (1,2 g, 0,035 moles), en 10 ml de metanol, se agrega gota a
gota sobre una solucién de nitrato de metilo (2,2 ml, 0,035 moles) en 10 ml de
metanol bajo atmdsfera de nitrégeno. Se realiza a baja temperatura para favorecer
la precipitacion de la Sal de Angeli. Se obtuvieron 4,06 gr (0,031 moles) del
compuesto. El espectro UV-Vis (Figura 5.5) obtenido coincide con lo descripto en
literatura,y la pureza de la misma se calcula con el épsilon informado ((Hughes and
Cammack 1999)
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Figura 5.5. Espectro UV de la Sal de Angeli sintetizada
5.4.3. Ensayos de actividad quinasa, Kinase Glo
Los ensayos fueron realizados como se indica en la seccion 4.5.
5.4.4. Ensayos espectrometria Raman Resonante
Los ensayos fueron realizados como se indica en la seccion 4.5.
5.4.5. ATP radiactivo

Cada medicion de actividad fue realizada por duplicado, en un volumen final de
20 ul, conteniendo 25 mM Tris-HCI (pH 7,4), 2 mM MnCl,, 2 uM ATP, 25 uM de
GarA (segun corresponda) como sustrato. La concentracibn de enzima en los
ensayos fue de 0,5 yM. Las reacciones fueron iniciadas mediante la adicién de ATP,

incubadas 1 hora a 37°C, la actividad quinasa fue medida como se comenta en la
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seccion 2.2.10.3, y se realizaron en colaboraciéon con el Lic. Burastero,

perteneciente al mismo grupo de investigacion.
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Capitulo 6

6. CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS
6.1. Conclusiones generales

En el presente trabajo de tesis se estudiaron los mecanismos de regulacién
(activacion/inhibicion) de la actividad quinasa de la serin treonin quinasa G (PknG)
de Mycobacterium tuberculosis. Para ello, se utilizaron técnicas de modelado y
simulacion computacionales, asi como técnicas biofisicas (espectrometria de masa,

de absorcién atébmica, UV-VIS y Raman resonante) y medidas de actividad quinasa.

Como mencionamos anteriormente, GarA es un regulador del metabolismo, cuya
actividad a su vez esta regulada mayoritariamente por PknG (O'Hare et al. 2008;
Nott et al. 2009; Ventura et al. 2013; Rieck et al. 2017; Khan et al. 2017;
Bhattacharyya et al. 2018). GarA influye en la distribucion del a-cetoglutarato entre
el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) y la sintesis del glutamato (Ventura et al.
2013). En condiciones de estrés, cuando el bacilo se encuentra en la fase
estacionaria/latencia dentro del macrofago, y la actividad de PknG es baja, GarA sin
fosforilar activa la sintesis de glutamato e inhibe al ciclo de los TCA; mientras que
cuando PknG es estimulada, por ejemplo por abundancia de nutrientes, se revierte
la inhibicion sobre el ciclo de los TCA y se promueve el catabolismo del glutamato
(Figura 1.10) (Ventura et al. 2013; Rieck et al. 2017; Bhattacharyya et al. 2018). En
otras palabras, durante la fase estacionaria PknG se encontraria mayoritariamente
inactiva, mientras que en la fase de crecimiento, la quinasa se encontraria

mayoritariamente activa.

En el Capitulo 3, exploramos a nivel atbmico mediante dinamica molecular la
especificidad de PknG por la Thr 21 de GarA. Para ello, utilizamos como punto de
comparacion otra quinasa de Mtb., PknB, capaz de fosforilar a GarA en la Thr 22.
Ambos eventos, son excluyentes (O'Hare et al. 2008). Observamos que los
aminodcidos en la vecindad del sitio P que contribuyen a la union de GarA a PknB o
PknG son diferentes, asi como la naturaleza de las interacciones que establecen.
Segun nuestro modelo, el anclaje a PknG requiere de la presencia de dos residuos

hidrofébicos en las posiciones P+3 y P+4, los cuales interactian con un bolsillo

188


https://paperpile.com/c/7Y0awG/eyJU+Txhk+l0dt+QHkc+iF9m+V7PF
https://paperpile.com/c/7Y0awG/eyJU+Txhk+l0dt+QHkc+iF9m+V7PF
https://paperpile.com/c/7Y0awG/eyJU+Txhk+l0dt+QHkc+iF9m+V7PF
https://paperpile.com/c/7Y0awG/eyJU+Txhk+l0dt+QHkc+iF9m+V7PF
https://paperpile.com/c/7Y0awG/l0dt
https://paperpile.com/c/7Y0awG/l0dt
https://paperpile.com/c/7Y0awG/l0dt
https://paperpile.com/c/7Y0awG/l0dt+QHkc+V7PF
https://paperpile.com/c/7Y0awG/eyJU

hidrofobico de la quinasa, lo que posiciona a la Thr 21 en el sitio reactivo (Figuras
3.11 y 3.12); mientras que la principal contribucion a la interaccién GarA-PknB viene
dada por el puente salino establecido por la Arg 26 de GarA con una de las con
treoninas fosforiladas del loop de activacion de PknB, lo que posiciona a la Thr 22
en el sitio reactivo (Figuras 3.5 y 3.6). Asimismo, exploramos la actividad de PknG
sobre un péptido derivado de GarA con las treoninas fosforilables
(14SDEVTVETTSVFRADFL30), asi como la actividad sobre un péptido mutante en
el cual los residuos hidrofébicos correspondientes a las posiciones P+3 y P+4 se
hayaban mutados por alaninas (14SDEVTVETTSAARADFL30). Por un lado,
esperabamos que la actividad sobre el péptido mutante sea menor que la observada
en el wild type, y por el otro, esperabamos que PknG sea capaz de fosforilar tanto el
residuo 21 como el 22 en el mutante. Mediante ensayos de actividad quinasa,
confirmamos nuestra primer hipétesis (Figura 3.21). En cuanto a la segunda, los
ensayos de espectrometria en masa permitieron identificar inequivocamente a la Thr
21 en ambos péptidos. Para el péptido mutante, se observaron ademas indicios de
gue otro residuo, distinto a la Thr 21, podria estar fosforilandose. Sin embargo la
sefal obtenida fue demasiado débil como para poder identificarlo. Estos resultados
indican que, efectivamente, los residuos Val 24 y Phe 25 de GarA son importantes
para el reconocimiento por PknG, y que regulan en parte la especificidad, y
entonces otras interacciones no exploradas en esta tesis estarian contribuyendo
también a la especificidad. Otra pregunta pendiente a resolver, es el rol bioloégico de
la fosforilacion en cada residuo y el hecho de que son excluyentes en estas

guinasas.

En los siguientes dos capitulos, exploramos la relacion entre la actividad de PknG
y su entorno redox, sensado por el dominio rubredoxina (Rbx) . Hasta la fecha las
publicaciones vinculadas a este aspecto ofrecen resultados contradictorios (Scherr
et al. 2007; Tiwari et al. 2009; Gil et al. 2013; Lisa et al. 2015; Wittwer et al. 2016).
Empero, nuestros resultados son indicadores robustos que la actividad de la
proteina aumenta en un ambiente reductor, mientras que desciende en un ambiente
oxidante. Los resultados observados son consistentes tanto cuando se utiliza un
reductor fuerte, como acido ascoérbico, como otros mas suaves, como NO y HNO.
Hemos visto, ademas, que los eventos de reduccién y oxidacion, con su

consecuente aumento/disminucion de la actividad quinasa son, dentro de cierto
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marco, reversibles. Basados en los resultados obtenidos, hemos propuesto un
modelo que vincula el grado de oxidacién del dominio Rbx con su actividad (Figura
4.12). En dicho modelo, se propone una oxidacién secuencial reversible, con un
ultimo paso irreversible que implica la pérdida del atomo del hierro. En este ultimo
paso la actividad se pierde completamente y no puede recuperarse, incluso ante el
agregado de grandes cantidades de reductor.

El entorno fagosémico se sugiere nitrosativo, oxidativo, bajo en tensién de
oxigeno y limitado en nutrientes (Schnappinger et al. 2003).Tras la fagocitosis por
parte de las células huésped, Mycobacterium tuberculosis experimenta cambios
ambientales drasticos y, por lo tanto, tiene que reacomodar su metabolismo para
asegurar su supervivencia. El catabolismo del glutamato plantea el desafio de
mantener el equilibrio entre el metabolismo del carbono y el del del nitrégeno,
particularmente dadas las estrategias del huésped para privar a las bacterias
intracelulares de aminoacidos (Zhang et al. 2013). El glutamato es el principal
donante para las transaminaciones, por lo que su concentracion intracelular debe ser
finamente regulada. En este contexto, el control ejercido por PknG-GarA para una
utilizacion balanceada de los nutrientes disponibles, resulta crucial para la
supervivencia (Rieck et al. 2017). Asi, bajo condiciones oxidantes como las que
enfrenta el bacilo dentro de los macréfagos, y segun lo expuesto en esta tesis, PknG
se encontraria inactiva. Por lo tanto, GarA inhibiria al ciclo de los TCA, preservando

la concentracion de glutamato intracelular.
6.2. Perspectivas

Como en todo trabajo cientifico, cuando se responden algunas preguntas se
abren nuevos interrogantes En nuestro caso, en lo que respecta al modelo de
especificidad de reconocimiento de GarA por PknG y PknB, seria interesante probar
la actividad quinasa de PknB sobre los péptidos derivados de GarA utilizados en

esta tesis y comparar los resultados con los obtenidos para PknG.

En cuanto a los ensayos de oxidacion-reduccion, posibles pasos a seguir serian,
en primera instancia, realizar ensayos que permitan esclarecer los resultados
obtenidos en cuanto a la cuantificacién de tioles (seccion 4.2.6). Acorde al modelo
propuesto, se espera que ante la exposicion de un agente quelante las 4 cisteinas

gue conforman el dominio Rbx liberen al hierro. Como se sefald, los resultados no
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permiten distinguir si la liberacion del Fe no estd ocurriendo debido a la alta
estabilidad del grupo Rbx, o si en simultdneo se estan formando puentes disulfuro
entre las cisteinas cercanas. Un ensayo posible para develar esta incégnita, seria
exponer a la proteina en simultdneo a un agente desnaturalizante, como urea, y a
iodoacetamida, un agente alquilante que reacciona con las cisteinas (Begum et al.
2016; Speziale and Detwiler 1990), y luego analizar por espectrometria de masa.
Otro ensayo que podria arrojar luz sobre este asunto seria realizar andlisis de
espectrometria atbmica y colorimetria (tal cual como se realizé en la seccion 4.2.1y
4.2.3) sobre PknG-Fe recién purificada, y tras 15 dias de la purificacion (para lo que
seria necesario previamente pasar por una columna de desalado remover del medio
al hierro que podria haberse desprendido). Si nuestro modelo es correcto, tras estos
ensayos, en el segundo caso se esperaria una menor proporcion proteina:hierro, y
todo el hierro unido a la proteina deberia estar oxidado. Para distinguir entre Fe(ll) y
Fe(lll), también podria utilizarse espectroscopia Mdssbauer, una técnica mucho mas
sensible (Pandelia et al. 2015). También, una DM de los dominios quinasa y Rbx de
PknG, pero carente del metal que coordina a las cisteinas de este ultimo dominio,

podria ayudar a comprender mejor qué sucede si se pierde el hierro.

Otro aspecto interesante a evaluar seria repetir los ensayos de actividad de la
seccion 4.2.4 utilizando un sustrato diferente a GarA full-length. Para ello, se podria
usar el péptido derivado de GarA con la treonina a fosforilar empleado en el capitulo
3. Este ensayo permitiria distinguir si, efectivamente, PknG es mas activa en estado
reducido, o si por el contrario, como propone Wittwer (Wittwer et al. 2016) el estado
de oxidacion del dominio Rbx sélo regula la selectividad por el sustrato, y lo que
estamos viendo en este trabajo es simplemente una mayor afinidad por GarA en el
estado reducido. De todas formas, vale la pena destacar que en los ensayos de
oxido-reduccion realizados con ATP radiactivo en el Capitulo 5 la actividad de PknG
tanto en eventos de autofosforilacion como medida sobre GarA muestra la misma

tendencia.

En cuanto al impacto de las ERON sobre la actividad quinasa de PknG, en una
primera instancia, se podria probar el efecto de otras ERON (como por ejemplo
peroxinitrito y superdxido) sobre la proteina tal cual los ensayos realizados en esta
tesis. También, seria interesante realizar un control de estos ensayos, a fin de

asegurar que los oxidantes y reductores no estén afectando alguna otra region de la
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proteina ademas del dominio Rbx. Para esto, podria utilizarse tanto PknG-Zn como
una construccion de PknG que carece del dominio Rbx.
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