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1. RESUMEN

Los polifosfatos inorganicos son polimeros altamente ubicuos, presentes en todos
los dominios de la vida. Estas moléculas pueden contener desde diez hasta cientos de
residuos de ortofosfato unidos por enlaces fosfo- anhidro de alta energia, lo que los hace
muy buena fuente de energia alternativa al ATP, ademas de ser reservorios de fosfato
inorganico, quelantes de cationes metalicos, etc. Los niveles de éste polimero en la celula
estan relacionados con el estado metabdlico y fisioldgico de la célula, asociados al estado
estacionario de la curva de crecimiento bacteriana, y a situaciones de estrés, donde se
encuentran los niveles mas elevados dentro de la célula, Los polifosfatos tambien han sido
relacionados con procesos celulares asociados a la patogénesis bacteriana. Mutantes de
la enzima PPK1 resultan ser viables, pero con fenotipos visiblemente atenuados en relacion
a la virulencia, patogénesis y resistencia a antibidticos en microorganismos
enteropatogenos como Pseudomonas aeruginosa, Salmonella tiphimurium, Klebsiella
aerogenes entre otros.

Dadas estas caracteristicas, es que la PPK1 se ha propuesto como un blanco
prometedor para el disefio de nuevos compuestos antimicrobianos que no afecten la
viabilidad bacteriana, sino que ataquen las funciones asociadas a la produccion de factores
de virulencia, resultando ser una alternativa antivirulencia, en contraposicion al efecto

bactericida logrado por los antibiéticos de uso comun.

Para el desarrollo de una terapia con un compuesto inhibidor de la PPK1 resulta
necesario, en primera instancia, desarrollar una metodologia de facil implementacion y
aplicable a gran escala, que permita llevar a cabo estudios in vifro de la actividad enzimatica
de la PPK1 y que brinde la capacidad de obtener pardmetros cinéticos que permitan

cuantificar la actividad inhibitoria de dichos compuestos.



En este frabajo se clond y purificd la PPK1 de E. coli a partir de la fraccion soluble y
se desarrollé una metodologia para el estudio de la actividad enzimatica de la enzima PPK1
de E. coli, aprovechando su condicion de bacteria modelo del grupo de las gram negativas,
ademas del alto grado de conservacion de dicha enzima dentro del grupo de las bacterias
enteropatogenas. Para lograr esto fue preciso sobreexpresar la proteina, a partir del
clonamiento del gen ppk7 de E. colifusionado a una secuencia codificante para un Tag de
6 residuos de histidina (His6), o que permitio realizar la purificacion en un solo paso
mediante cromatografia por afinidad. Luego de obtener la proteina purificada en su forma
activa, se desarrollé un protocolo para realizar los ensayos de cuantificacion de los poliP de
forma eficiente y a gran escala mediante un ensayo fluorimétrico en placas multipocilios con
DAPI. El desarrollo de esta metodologia permitié determinar algunos parametros cinéticos
y realizar un ensayo de la actividad inhibitoria de 40 moléculas disefiadas previamente a

través de un estudio de docking molecular in sifico.




2. Abstract

Inorganic polyphosphates are a highly ubiquitous polymer, present inside all types
of cell. These molecules may contain from tens to hundreds of orthophosphate residues
linked by high-energy phosphorylated anhydrous links, making them very good alternative
sources of energy similar to ATP. Besides being an obvious reservoir of inorganic phosphate
and chelator of metal cations, this biopolymer is associated with metabolic and physiological
state of the cell related with the steady state growth, and multiple cellular siresses.
Polyphosphates also have been linked to cellular processes related to bacterial
pathogenesis. Particularly, PPK1 enzyme mutants are viable, but with attenuated virulence
phenotypes and antibiotic sensitivity in pathogenic microorganisms such as Pseudomonas

aeruginosa, Salmonella typhimurium, Klebsiella aerogens among many others.

Given these characieristics, it has been proposed that PPK1 is a valid target for the
design of new antimicrobial compounds that do not affect bacterial viability, but affect the
functions associated with the production of virulence factors, proving an alternative
antivirulence approach in opposed to bactericidal effect achieved by commonly used

antibiotics.

For the development of a putative therapy with a compound that inhibit PPK1 activity

initially is necessary to develop an easy and high-throughput enzymatic assay for the in vitro

studies.

In this work we has cloned, overexpressed and purified the E. cofi PPK1 enzyme
from from the soluble fraction. To achieve this the protein was overexpress fused to tag of
6 histidine residues (His6), which allowed the one-step purification by affinity
chromatography. After obtaining the purified protein into its active form, a protocol was

developed for the quantitation of polyP by using a fluorimetric assay with DAPI in 96-




multiwell plates. The development of this methodology allowed us to determine some Kinetic
parameters and performing high-throughput assay to evaluate the inhibitory activity of 40
molecules pre-designed to bind the active site of the PPK1 enzyme through an in sifico

molecular docking study.




3. INTRODUCCION:
3.1 Los polifostatos inorganicos.

Los polifosfatos inorganicos son polimeros altamente ubicuos, presentes en todos
los dominios de la vida [Jagannathan, 2010]. Estas moléculas pueden contener desde diez
hasta cientos de residuos de ortofosfato unidos uno a uno por enlaces fosfo- anhidro
[Achbergerova & Nahalka, 2011] (Figura 1). El rompimiento de09 dicho enlace es muy
favorable energéticamente, lo que hace a estos compuestos una fuente energética
alternativa al ATP. Los polifosfatos han sido encontrados en todo tipo de células: bacterias,

argueas, hongos, protozoos, vegetales y animales [Kornberg, 1999].

En bacterias, el metabolismo de los polifosfatos es controlado principalmente por las
enzimas PPK1y PPX, donde la primera realiza la reaccidn reversible de polimerizacion de
la cadena lineal de polifosfatos a partir del fosfato terminal del ATP, mientras que la segunda
enzima mencionada es la encargada de la degradacion del polimero a fosfato inorganico
(Pi) [Akiyama y col., 1993]. Ademads del almacenamienio de energia, se han descrito
diversas funciones atribuidas a los polifosfatos, tales como ser reservorios de fosfato
inorganico, quetantes de cationes metalicos, especificamente Mg?*, Mn?*, Ca?*, Zn?*, and
Fe*, ademas de su capacidad de secuestrar metales toxicos como Cd#* y Hg* [Brown &
Kornberg, 2004]. Los niveles de éste polimero en la célula estan relacionados con el estado
metabdlico y fisiologico, por lo que es normal encontrarlo en cantidades elevadas en el
estado estacionario de la curva de crecimiento bacteriano, asi como en situaciones de
estrés, donde se han reportado cambios considerables en los niveles de poliP
entre los que se encuentra un aumento de hasta 100 veces en los niveles de este
compuesto ante sefiales como disminucion en el Pi, aminoacidos o nitrégeno, carencia de

nutrientes o estrés por salinidad [Kornberg, 1999].




Los polifosfatos también han sido relacionados con procesos celulares relacionados
con la patogénesis bacteriana como la movilidad celular (swimming, swarming y twitching)
en Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella thiphymurium, Vibrio cholerae
[Achbergerova & Nahalka, 2011, Rashid y col, 2000c], la formacion de biopeliculas
(Pseudomonas aeruginosa) [Rashid y col, 2000b] , la comunicacion celular de tipo quérum
sensing [Rashid y col, 2000a, Achbergerové & Nahalka, 2011], la produccion de factores
de virulencia como pigmentos toxicos, siderdforos, elastasa y ramnolipidos (Pseudomonas
aeruginosa )[Chavez y col, 2011, Ahn y Kornberg,1990]. Adicionalmente, se ha estudiado
la importancia de los polifosfatos en la regulacién génica, especificamente relacionada al
estado de persistencia, el cual es un fenémeno que provoca la baja en el metabolismo de
un subset de células dentro de una poblacion genéticamente indistinta, y que las hace
resistentes temporalmente a la acciéon de antibiéticos [Maisonneuve y col, 2013].
Finalmente, la deficiencia en la sintesis de los polifosfatos particularmente mutantes ppk1
también se relacionan con una mayor sensibilidad a los antibidticos en Pseudomonas

aeruginosa y Escherichia coli [ Kim y col, 2002 , Ortiz-Severin y col, 2015}
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Figura 1: molécula de polifosfato [Achbergerova & Nahalka, 2011]




3.2 La polifosfato kinasa | de Escherichia coli.

La biosintesis y degradacion de polifosfatos en E. coli es catalizada por la enzima
polifosfato quinasa PPK1 (EcPPK, EC 2.7.4.1), enzima que cataliza reversiblemente la
polimerizacién del fosfato terminal del ATP a la cadena de poliP.: NTP + PoliP, <-> NDP +
PoliP «+1. Por ofro [ado, la degradacion es catalizada por la exopolifosfatasa PPX, que libera
ortofosfato al degradar la cadena de poliP [Chavez y col., 2011]. La PPK1 solo utiliza ATP
para la sintesis de polifosfato, mientras que puede fosforilar los 4 nucledtidos difosfato, pero
con preferencia por los nucledtidos puricos: ADP > GDP> UDP> CDP [Achbergerova &

Nahalka, 2011].

Particularmente la PPK1 de E. coli [PDB_1XDO] se trata de un homotetramero de
unidades asimétricas donde cada una de estas es formada por 2 subunidades entrelazadas
de 80 KDa, y 687 aminoécidos [Achbergerova & Nahalka, 2011]. A suvez, cada subunidad
contiene 4 dominios estructurales: un dominio amino (dominio N), un dominio cabeza o
head (dominio H) y dos dominios carboxilo (dominios C1 y C2) (Figura 2). El primer paso
en la catalisis de la PPK1 es la autofosforilacién de los residuos de histidina 435 y 454
[Kumble, 1996], donde el primero es el encargado del ataque nucleofilico al fosfato y del
ATP [Zhu y col., 2005). Una vez autcofosforilada, la PPK1 es capaz de seguir con la
elongacién de [a cadena de polifosfatos [Zhu y col., 2005]. En el sitio activo de la PPK1, se
encuentra un tunel formado entre el dominio H y los dominios C1 y C2. En un extremo de
éste tunel, se encuentra un bolsillo hidrofdbico donde se une una molécula de ATP, con sus
tres fosfatos coordinados por dos iones de magnesio (cofactor) [Zhu y col., 2005]. En el otro
extremo del tanel hay residuos positivos altamente conservados que interactian con la
cadena de polifosfatos durante su elongacion. Todos los residuos implicados en la

interaccién con el ATP son altamente conservados dentro de las PPK1 de numerosos




organismos patdégenos, como se muestra en la (Figura 3). Por estas razones el uso del

modelo de la enterobacteria E. coli es ventajoso para el estudio de esta enzima.

Figura 2: Estructura cristalina de la PPK1 de Escherichia coli. La imagen muestra una de las
unidades asimétricas. Una unidad asimeétrica es formada por dos subunidades que a su vez estan
formadas por los dominios N (residuos 2-106), H (residuos 107-321), C1 (residuos 322-502), C2

(residuos 503-687) y N*, H', C1" Y C2’ respectivamente. [Zhu y col., 2005].

Dentro de los estudios cinéticos de la enzima EcPPK1, se destacan los del grupo de
Arthur Kornberg, quienes reportaron una actividad especifica, para la proteina nativa, de 30
umol/min/mg [Ahn & Kornberg, 1990], para la proteina recombinante, 600 umol/min/mg
[Ault-Riché & Kornberg, 1999] , y 10 umol/min/mg para la proteina recombinante con cola
de histidina [Tzeng & Kornberg, 2000]. Por otro lado se ha reportado, para 1Mm ATP como
sustrato, una Ky de 2 mM, una Vmax de 51 umol/min y un nimero de recambio, kcat de 59

subunidades/ seg. [Ahn & Kornberg, 1990]
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Figura 3. Alineacién de las secuencias de las polifosfato quinasas 1 (PPK1) de varios
patégenos. Los residuos idénticos estdn sombreados en amarillo, y los residuos parcialmente
conservados estan sombreados en color rosa. La estructura secundaria derivada de la proteina de
Escherichia coli; la estructura tipo alfa hélice se representa como tubos y los barrilles beta como
flechas. En azul el dominio N’ terminal, en verde el dominio H, en amarillo el dominio C1 y en rojo el
dominio C2. Los residuos de unién a ATP (Mg-AMPPNP (B-y-imidoadenosina 5-fosfato) se muestran
con bloques y estrellas bajo la secuencia; los bloques representan los residuos involucrado en los
contactos laterales con el anillo de adenina del AMPPNP, mientras que las estrellas representan los
residuos que mantienen contacto con los grupos fosfatos del AMPPNP. El sitio fosforilado (H435) y
los residuos involucrados con la autofosforilacion (D470 y E623) se indican con estrellas rojas. EC,
Escherichia coli, VC, Vibrio cholerae; PA, Pseudomonas aeruginosa; BA, Bacillus anthracis; HP,

Helicobacter pylori. [Zhu y col., 2005]




3.3 Condiciones para la catalisis in vitro de la EcPPK1.

En 1990 Ahn y Kornberg reportan una serie de condiciones fundamentales para la
actividad enzimatica de EcPPK1, como es la presencia de Mg?* (5-10 mM), 1 mM de ATP
como sustrato, y que el sulfato de amonio (100 mM) estimula entre 3 y 4 veces la sintesis
de polifosfatos [Ahn & Kornberg, 1990]. Por ofra parte, determinaron que para estas
concentraciones de ATP es necesario un cebador de polifosfatos, donde el mas eficiente
es una cadena de polifosfatos de 4 moléculas de ortofosfato (poliPs4) [Ahn & Kornberg,
1990]. Finalmente, indicaron que el ADP actia como inhibidor competitivo, por lo que se
recomienda utilizar un sisterna de regeneracion de ATP (creatina quinasa/creatina fosfato)

gue evite la inhibicién por producto [Ahn & Kornberg, 1990].
3.4 Metodologias de cuantificacion de polifosfatos inorganicos.

Existen diversos métodos de cuantificacion de los polifosfatos inorganicos. La forma
mas clasica utilizada es el método que utiliza ATP marcado radiactivamente en el fosfato
gamma [*P], vy la posterior filtracién y medicién del [*2P]-poliP producido mediante un
contador de centelleo [Kornberg, 1956, Ahn & Kornberg, 1999]. Otra forma descrita es la
conversion del polifosfato a ATP mediante la catdlisis reversa de la enzima polifosfato
kinasa y la posterior medicidon del ATP utilizando luciferina, proteina que lo utiliza para
producir luz, la que posteriormente se mide en un lector de luminiscencia [Ault-Riché&, 1998].
Una curva patrén permite relacionar la cantidad de luz emitida con la concentracion de ATP
y por consiguiente la de poliP. Existen también métodos colorimétricos basados en la
capacidad de los polifosfatos inorganicos de reaccionar con la toluidina azul, cambiando su
espectro de absorcion, y que permite medir el cambio en la razén de absorbancia 530/630
nm en presencia de la cadena crecienie de polifosfatos [Mullan y col., 2002]. Cabe destacar
que las metodologias anteriormente nombradas precisan de la purificacion del polifosfato

para su posterior cuantificacion. En el caso del método colorimétrico la sensibilidad no es




elevada y se utiliza solo para tinciones en geles de los poliP. Finalmente otro método
colorimétrico menos utilizado es cuantificar el poliP mediante la hidrélisis de este a fosfato
inorganico (Pi). Luego el fosfato puede ser cuantificado colorimétricamente con un kit
(Phosphate Assay Kit) que contiene verde de malaquita y molibdato de amonio [Rodrigues

y col, 2002] (Figura 4).
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Figura 4: Esquema de dos metodologias de medicion de polifosfatos. En A, ensayo radiocactivo,
y en B, ensayo no radioactivo basado en la medicidn por luciferasa. [Modificado de Auli-Riché &
Kornberg, 1999].

En el afic 2008 Aschar-Sobbi y colaboradores publicaron un meétodo altamente
sensible y cuantitativo de medicién de polifosfatos inorganicos mediante un ensayo basado
en el marcador fluorescente DAPI (4',6-diamino-2-fenilindol), utilizado cominmente para
detectar el ADN. Al igual que en el DNA, el DAPI se une a las cargas negativas del fosfato
del poliP, pero cambiando su longitud de onda de emisién de 475 a 525 nm, lo que permite
el uso de DAPI para la deteccién de poliP in vitro e in vivo sin interferir con el DNA ni
tampoco con el ATP [Aschar-Sobbi y col., 2008]. La emisién de la fluorescencia de DAP!
libre y DAPI-DNA son minimos en esta longitud de onda, haciendo que la sefial de DAPI-
poliP sea altamente especifica y esencialmente independiente de la presencia de ADN

(Figura 5) [Kulakova y col., 2011].
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Figura 5: Espectro de emision y Excitacion de DAPI en presencia y ausencia de polyP, ATPy
DNA. En A, efecto de la adicién de ATP en la fluorescencia de DAPI. En B, espectro de emision para
10 uM DAPI en ausencia y presencia DNA y DNA + polyP. En ambos casos la fluorescencia fue

excitada a 415nm. [Aschar-Sobbi y col., 2008].




3.5 Polifosfatos inorganicos y virulencia en organismos entero-patégenos.

Se han reportado ortdlogos de la enzima PPK1 con un alto grado de conservacion
en diversas especies de procariontes, incluidas alrededor de 20 especies de
microorganismos patogenos. La relacion de los poliP con la virulencia se descubrio
principalmente en trabajos donde se realizaron mutantes del gen ppk?, donde
principalmente se reportaba atenuacion de la virulencia y disminucion de la produccion de
factores de virulencia que causan dafio en los hospederos. Como ejemplo, podemos
destacar al mutante Appk? de Salmonella sp, que presenta una reduccion drastica en [a
tolerancia a pH &cido, en su invasividad en tejido epitelial y en su sobrevivencia en
macréfagos [Kim y col, 2002. Por otra parte, en Shigella flexneri, una delecion en el gen
Appk1 lleva a una baja en variados factores que influyen en su virulencia, incluyendo la
invasividad en células epiteliales [Kim y caol, 2002. Ademés de los ejemplos anteriores,
existen estudios similares en mutantes de Vibrio cholerae [Ogawa y col., 2000], Neisseria
meningitidis [Tinsley & Gotschlich, 1995], Mycobacterium tuberculosis [Sureka y col., 2007],
Helicobacter pylori [Ayraud y col., 2005] y Pseudomonas aeruginosa PAO1 [Rashid y col.,
2000], que refuerzan la idea de que el metabolismo de los polifosfatos es una pieza
fundamental en mecanismos de virulencia y patogénesis bacteriana. Otro antecedente que
es importante destacar, es la escasa presencia de ortdlogos del gen ppk7 en eucariontes
superiores, ya que solamente ha sido reportada en la ameba social Dictyostefium

discoideum y la levadura Candida humicola [Zhang y col., 2005].

3.6 La sintesis de los poliP como blanco para el disefio de nuevos antimicrobioanos.

Debido a los problemas mundiales con el sobreuso de antibiéticos y la alta
resistencia a los mismos mostrados por los patégenos microbianos, en la actualidad el

paradigma de los antibidticos ha sido cambiado por estrategias que buscan no matar a la




bacteria sino por el contrario, buscar blancos celulares que no sean esenciales para el
crecimiento microbiano pero que si afecten la produccién de factores de virulencia de los
patogenos (Cegelski y col, 2008). Teniendo en cuenta las caracteristicas del metabolismo
de los poliP que no es esencial para el crecimiento bacteriano pero si para la regulacion de
procesos celulares relacionados con la virulencia, es que se ha propuesto al metabolismo
de los poliP y particularmente a la sintesis de [os poliP por la PPK1 como un blanco atractivo
para el disefio de nuevos compuestos antivirulencia. A partir de lo anterior, surge la idea de
investigar y desarrollar un mecanismo que utilice la enzima PPK1 como blanco molecular
alternativo a los antibidticos convencionales actualmente utilizados, considerando que
estos son poco especificos y, por ende, tienen un efecto negativo sobre los procariontes
comensales propios del microbioma natural de los pacientes, ademés de [as consecuencias
de la sobre-medicacién con respecto a la aparicion de bacterias resistentes a muiltiples
antibiéticos (MDR, muti-drug resistant) que amenazan cada vez mas la efectividad de

dichos tratamientos [Tzeng & Kornberg, 1998, Chavez y col., 2011, Saha & Verma, 2013].

Un paso fundamental para el estudio antes mencionado es lograr desarrollar un
protocolo tanto de purificacion de la enzima PPK? de E. coli en su forma activa, como una
metodologia High-throughput de medicién de actividad de la proteina, con el fin de llevar
a cabo ensayos de inhibicién, in vitro e in vivo, de la actividad de dicho blanco molecular
frente a moléculas quimicas disefiadas para unir al sitio activo de la PPK1, lo que permitira

avanzar en la busqueda de los posibles tratamientos alternativos antes mencionados.
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3.7 Objetivos

Objetivo General:

Desarrollo de un protocolo de sobreexpresion y purificacion, y una metodologia enzimatica
a gran escala (high-throughput) para medir la actividad de la proteina polifosfato quinasa 1,

1

(PPK1) de Escherichia coli.
Objetivos especificos:

. Sintetizar y clonar el gen ppk1 de Escherichia coli en el vector de expresion
pET-TEV

L. Sobreexpresar la proteina polifosfato kinasa 1 (PPK1) de E. coli con cola de
histidina, bajo un promotor inducible.

Iif. Purificar la enzima PPK1 de E.coli mediante cromatografia de afinidad.

V. Estudiar la actividad de la proteina purificada mediante ensayos de
fluorescencia High-throughput con DAPI 4',6-diamino-2-fenilindol.

V. Ensayar la actividad 1 inhibitoria de compuestos quimicos disefiados para

unirse al sitio activo de [a enzima PPK.
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4. Materiales y Métodos:

Tabla 1. Reactivos utilizados éste estudio

Insumos Proveedor
LB, LB Agar DifcoTM
Bradford (Coomassie PlusTM), Coctel de inhibidor de proteasas
sin EDTA, TCEP Thermo Fisher SCIENTIFIC
Gel Red Biotium {CA-EEUU)

Glicina, Tween-20, SDS

Calbiochem {NJ-EEUU)

HisTrap™ HP

GE Healthcare (Sweden)

Acrilamida, BSA

Invitrogen {(CA-EEUU)

Partidores

IDT (I0-EEUU)

LE Agarosa SeaKem®

Lonza [Basel-Switzerland)

Azul de Coomassie R-250, Tris, MgCl2, NaCl, imidazol

Merck {NJ-EEUU)

Fast digest HindIl y Ndel

New England Biolabs®Inc
(MA-EEUY)

E.Z.N.A (miniprep kit)

OMEGA Bio-tek (GA-EEUU)

B-mercapto-etanol, standard M.W., PoliP, Creatina quinasa,
Creatina Fosfato

Sigma (MO-EEUU)

IPTG, Kanamicina, Ampicilina

US Biological (MA-EEUU)

Glicerol

Winkler (STGO-CHILE)

DAPI

Life Technologies

4.1 Sintesis y clonacién del gen ppk1 de Escherichia coli:

4.1.1 Cepas bacterianas

Para la mantencién y amplificacidn de los plasmidos, se utilizé la cepa JM109 de

Escherichia coli. Como vector de expresion de la proteina EcPPK1 se utilizo la cepa de

E.coli BL21 Al, que posee una regulacion fina de la expresién, gracias a que contiene el

promotor regulable por la induccidn de L-arabinosa, rio arriba del gen de [a RNA polimerasa

T7. Adicionalmente esta cepa bacteriana posee el gen de resistencia a tetraciclina.
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4.1.2 Sintesis del gen Ecppk? y plasmidos utilizados.

Para el clonamiento, se uliliz6 el gen ppk? de Escherichia coli, de 2067 pb,
sintetizado por GeneScript, entre los sitios de corte de las enzimas de restriccion Ndel
(CATATG) y Hindll (AAGCTT) en el plasmido pUC57, vector de 2710 pb que contiene un
marcador de seleccién por resistencia al antibiético Ampicilina (amp”) (50pg/ml), ademas
del promotor del fago T7.

Con vistas a afiadirle una cola de histidina y tener una expresion mas regulada del
gen ppk1 de E. cofi se cloné el gen Ecppk en el plasmido pET-TEV. Este vector de expresion
tiene un tamafio aproximado de 6000 pb. En su estructura posee el marcador de seleccion
kar’ que confiere resistencia al antibiotico kanamicina (50 pg/mi). Contiene ademas el
promotor del bacteriéfago T7, que es reconocido por la T7-RNA polimerasa, enzima
inducible por isopropil-B-D-tiogalactésido (IPTG) en cepas de E. coli BL21 Al. Como
sefialamos este vector también posee la secuencia codificante para una cola de seis
aminodacidos de histidina (His-tag), seguido del sitio de corte para la proteasa TEV. Rio
abajo contiene los sitios de corte para las enzimas de restriccion Hindlll y Ndel entre otras.

Se realizé la digestion de los plasmidos pET-TEV y PUCS57-Ecppk? con las
endonucleasas Hindlll y Ndel (Fast Digest. Bio Labs). Las reacciones con la doble digestion
fueron incubadas a 37 ° C, por 2 horas en tubos de PCR y su mix de reaccion fue el
siguiente: 1,5 pg de DNA plasmidial, buffer 10X, 1 ul Hindlll, 1 pl Ndel y agua nanopura
hasta completar un volumen final de 50 ul. Solo el vector pET-TEV fue digerido
secuencialmente, primero con Hindlll y luego con Ndel, para evitar su recircularizacién.y se

obtuvieron dos bandas de 2,1kb y 6kb aproximadamente.
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4.1.3 Electroforesis de DNA plasmidial en geles de agarosa.

Luego de realizar las digestiones, se procedio a comprobarias mediante un gel de
agarosa. Se tomd un volumen con alrededor de 100 ng de DNA plasmidial y se mezcld en
proporcién 5:1 (volumen) con amortiguador de carga 6 X loading dye de Fermentas. En
paralelo se prepard un gel de agarosa de 1 % p/v en solucién TAE 1X (Tris-HCI 40 mM,
acetato 20 mM y EDTA 1 mM) y se cargaron las muestras ademas del estandar de peso
molecular de 1 Kpb (BioLabs). Las eleciroforesis se realizaron a voltaje constante de 80V
(fuente de poder powerPac™ Basic, de Biorad). Al cabo de aproximadamente 60 minutos,
el gel se puso a tefiir en una solucion de 45 pl de Gel Red (Biotium), 15 ml de NaCl 1M
estéril y 135 ml de agua nanopura. Finalmente, los geles se observaron sobre un

transiluminador (FOTO/UV 21®, FOTODYNE® Inc.) y se fotografiaron.

4.1.4 Purificacion de DNA plasmidial desde gel de agarosa

Una vez comprobadas las correctas digestiones plasmidiales mediante electroforesis,
se cortd la porcién del gel de agarosa que contenia las bandas con a) gen Ecppk1 (a partir
de la digestion del plasmido pUCS7 y b) el plasmido pET-TEV abierto, y se realiz6 la
purificacion del DNA desde el gel mediante el kit de Gene Clean UltraClean™ 15 MO BIO

Laboratories, Inc. de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

La concentracién del DNA obtenido en el Gene Clean fue menor que la minima para
una ligacion efectiva por lo que fue necesaric concentrar 50 veces mediante un

concentrador SpeedVac™.

Una vez purificadas y concentradas las bandas de interés, se procedio a realizar la
ligacién de ambas muestras, el gen de interés Ecppk1, y el vector linealizado pET-TEV, se

ligaron en tubos estériles de PCR con el kit Rapid Ligation (a razon de 5:1 respectivamente,
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segun el tamario de cada fragmento y las instrucciones del fabricante). Las reacciones de
ligacion se mantuvieron a temperatura ambiente toda la noche. La composicion del mix de
ligacién fue: 1 pl / 55,25 ng del inserto, 1 pt / 30 ng del vector linealizado, 1 pl/ 3 U de T4
Ligasa (Invitrogen), 4 ut de Buffer 2x rapid ligation y 3 pl de agua nanopura. Finalmente se
visualizo el resultado de la ligacion mediante una electroforesis en gel de agarosa. El

plasmido resultanie de la ligacién fue llamado pET- His6-TEV-Ecppk1.
4.1.5 Comprobacion del plasmido obtenido por cultivo en placas.

A modo de comprobacidn, se transformaron celulas de la cepa de E. coli IM109 y se
sembraron en placas de LB-Agar con kanamicina 50 pg/ml y se incubaron durante la noche
a 37°C. Se seleccionaron las colonias sobrevivientes para guardar como stock a -80°C en

glicerol 50%.
4.1.6 Purificacion de ADN plasmidial (miniprep).

Para la amplificacién de! plasmido, una colonia aislada fue elegida al azar, picada
desde la placa LB agar de células EcJM109 transformadas con el plasmido de interés y se
inoculd en 10 mi de LB con el antibidtico apropiado para cada plasmido. Se incubé toda la
noche a 37 ° C con agitacion. El ADN plasmidial de los clones recombinantes se purificd
(colectando las células por centrifugacién) mediante el uso del kit Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification System (Promega). Se eluyd el ADN plasmidial con 50 pl de
agua nanopura. Se determind la concentracion del plasmido eluido mediante medicién con
Nanofotometro IMPLEN NanoPhotometer®. Se estimd el grado de pureza del DNA,

mediante la relacion Abszss/Abszan.
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4.1.7 Comprobacién del plasmido obtenido por PCR de colonias.

A partir de las colonias seleccionadas, se realizé un PCR de colonias con los

partidores universales externos del promotor y terminador del fago T7.

La reaccion de amplificacion por PCR se realiz6 en un volumen de 50 pl. Se eligieron
al azar 5 colonias de cada placa con los clones transformados, cada colonia se picd bajo
esterilidad con un mondadientes estéril y se rayo en el fondo de un tubo estéril de PCR. La
mezcla de reaccion contenta 5 ul de buffer PCR 10X, la colonia rayada en el fondo del tubo
que contiene la muestra de ADN a amplificar, 1 il de ambos cebadores universales T7 (1
UM finales para cada uno); 0,5 ul de la mezcla de deoxinucléotidos (dNTPs), 10 mM, 0,5 ul
(1,5 U) de la enzima Pfu Ultra Il Fusion HS DNA®, y por ultimo 47 pl de agua nanopura
estéril. Las reacciones de amplificacion del ADN se realizaron en un termociclador
Axygen® MaxyGene™ Thermal Cycler (Corning Incorporated) .Se utilizé un protocolo que
consistia de una etapa inicial de denaturacion a 85 ° C por 2 minutos, seguida por 30 ciclos
de amplificacién que incluian 3 etapas: 20 segundos a 95 ° C; 20 segundos de alineacicn a
la temperatura de apareamiento de los partidores utilizados (55 ° C) y una etapa de
extensién a 72 ° C por 3 minutos. Los productos de amplificacion se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa esperandose una banda con migracion electroforetica

cercana a los 2,2 Kb, correspondiente al tamano del inserto Ecppk1.

4.1.8 Comprobacién del plasmido obtenido por pruebas de digestion.

Se realizé la comprobacion de los plasmidos obtenidos a partir del paso anterior de
purificacién a partir de colonias, mediante la digestién con enzimas de restriccion (Ndel y
HindlI}, bajo las siguientes condiciones: 0,3 pg de DNA plasmidial, 1 pl de Buffer 10X, 0,2

1l de Ndel, 0,2 pl de Hindlll y agua nanopura hasta completar un volumen final de 10 pl.
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Los productos de las digestiones se visualizaron en una electroforesis de gel de agarosa al
1%. De acuerdo con el tamafio de cada banda en el gel (en comparacién con una estandar
de ADN), se pudo determinar la presencia o ausencia de los fragmentos de ADN del

tamano esperado.

4.1.9 Comprobacién del plasmido obtenido por secuenciacion.

Para comprobar la ausencia de mutaciones en el plasmido obtenido, se envid a
secuenciar los fragmentos del gen clonado, que pasaron satisfactoriamente los pasos
anteriores de comprobacion. Macrogen Inc. Fue el encargado de la secuenciacion por el
Método de Sanger. Se utilizaron los primers universales para el promotor terminador del
fago T7 (Rio arriba y rio abajo del gen Ecppkien el plasmido pET- His6-TEV-Ecppk1).
Ademas se utilizaron primers disefiados para la region interna del gen con la herramienta
Blast del NCBI, Tabla 2. Los cromatogramas obtenidos se analizaron con el programa

Geneious v4.8 (Drummond y cols., 2009).

Tabla 2. Partidores utilizados en la secuenciacion plasmidial.

T7 forward TAATACGACTCACTATAGGG
T7 reverse TAATACGACTCACTATAGGG
Forward interno CATTGCCATCGTTACTGGCG
Reverse interno CGAAACCTTTGCTGTCCTGC
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4,2 Transformacion bacteriana
4.2.1 Obtencion de células Escherichia coli BL21 (Al) quimiocompetentes

Se prepard un cultivo overnight a 37°C, de 10ml de cuitivo LB fresco, inoculado con
una colonia aislada de la cepa receptora BL21 Al. Una vez crecido, se separé el cultivo en
alicuotas de 1 ml en tubos de microcentrifuga pre enfriados en hielo. Se centrifugd a
temperatura ambiente por 30 s a 13000 g. inmediatamente se resuspendio6 el petlet en 1 ml
de MgCL 0,1 M v se centrifugdé nuevamente por 30 s a 13000 g. Luego se resuspendio el
pellet en 1ml de TG salino frio: 75 mM CaClz, 6 mM MgClz y glicerol 15% viv. Se mantuvo
la suspension en hielo por 10 min y luego se centrifugé por 30s a 13000g a temperatura
ambiente. Acto seguido, el pellet se resuspendié en 200 pM de TG salino frio y se guardd

a -80°C hasta su uso.

4.2.2 Transformacién de células Escherichia coli BL21 (Al) quimiocompetentes, con
los plasmidos pUC57-Ecppk1 y pET- His6-TEV-Ecppk.

Alicuotas de 100 pl de células quimiocompetentes fueron se transfirieron a tubos de
microcentrifiga previamente enfriados en hielo. Se mezclé con 100-1000 ng de DNA
plasmidial, ademas de un control con agua nanopura. La mezcla se incubd por 15 minutos
en hielo. Inmediatamente se calentd por 2 minutos a 37°C y luego se transfirié a un tubo de
recuperacion de poliestireno de 5 mi con 500 ul de LB fresco, y se incubd por 1 hora a 37°C.

Posteriormente se sembraron en placas LB-Agar el antibidtico correspondiente.
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4.3 Sobreexpresion de la proteina PPK1 de Escherichia coli.
4.3.1 Prueba de sobreexpresion de PPK1 a baja escala.

Se transformaron células quimiocompetentes de la cepa BL21Ai de Escherichia coli
con los plasmidos: pET- His6-TEV-Ecppk1 y pUC57-Ecppk1. Se escogieron 2 colonias de
cada uno de los transformantes y se procedid a realizar la induccion, para lo que se
crecieron pre-indculos over-night a 37°C de los dos clones de cada plé'smido en triplicado.
Luego, se re-inocularon al 1% en matraces de 100 ml con 20 ml. de medio de cultivo LB
fresco suplementado con los respectivos antibidticos y se incubaron a 37°C hasta alcanzar
la D.O. de 0,5- 0,6. Llegado este punto, se dividieron en matraces de 50 ml con 10 ml de
cultivo cada uno, los que se dividieron en “inducido” y “sin inducir’. Los matraces para
inducir, se complementaron con 1 mM de IPTG y L-arabinosa al 0,4%, luego se incubaron
por 4 horas a 3 diferentes temperaturas: 25°, 28° y 37° Celsius. Los matraces sin inducir se
dejaron el mismo tiempo de incubacion a las correspondientes temperaturas.

Pasado el tiempo de induccién, los cultivos se centrifugaron a 6000 RPM por 10

minutos a 4°C. El pellet celular se almaceno a -20°C.

4.3.2 Extraccidon de las proteinas solubles mediante B-PER®

La extraccién de las proteinas solubles desde las células bacterianas se llevo a cabo
con el reactivo B-PER® (Bacterial Protein Extraction Reagents, Thermo Scientific) segtn el
protocolo del fabricante: Se agregaron 4 ml de reactivo B-PER® por cada gramo de pellet
celular. Luego se agregd 2 pl de lisozima y 2 pl de DNasal por cada 1 ml de B-PER® y 10
pl de inhibidor de proteasas libre de EDTA previamente incubado a temperatura ambiente.

La mezcla se suplementd con glicerol al 20 % y 10 mM de B-mercaptoetanol para
estabilizar las proteinas. Se incubé la mezcla por 15 minutos a temperatura ambienie y
luego se centrifugé a 14 mil RPM por 15 minutos. Se separd el sobrenadante (fraccién

soluble de proteinas) del pellet correspondiente a la fraccion insoluble de proteinas.




De cada pellet celular fratado con BPER®, se obtuvo una fraccion soluble y una

insoluble de proteinas, las cuales se observaron en un gel SDS-PAGE.

4.3.3 Extraccién de proteinas solubles mediante sonicacion.

Como método alternativo de lisis celular para la extraccién de las proteinas solubles,
se utilizo la sonicacion. Para esto el pellet fue resuspendido en 3 volumenes/g de peso seco
en un buffer de lisis: 50 mM Tris-HCI pH 7,4, MgClz 5 mM, glicerol al 10 % v/v, lisozima 250
pg/ml, B-mercaptoetanol 20 mM y agua nanopura, hasta completar el volumen final). La
muestra fue incubada a 37 °C por 10 min, luego se sometié a tres ciclos de
congelacion/descongelacion (incubada en hielo e incubada a 37 °C) de 10 min cada uno.
las células se sonicaron dos minutos (30 seg pulso/ 30 seg descanso) y se agrego 25 pg/ml
de DNasa y RNasa por 30 min a 4 °C. Luego de esto, se agrego 1 M de KCI, 10 mM de
NazCOsy 0,05% Triton X-100 y se incubo por 2 horas a 4 °C, para luego sonicar por un
minuto (30 seg pulso/ 30 seg descano), con el fin de desprender la proteina desde la
membrana celular. El lisado celular resultante fue centrifugado por 30 min a 14000 ¢
obteniendo el sobrenadante, usado posteriormente para purificar la proteina recombinante

de interés.

4.3.4 Electroforesis de proteinas en geles SDS-PAGE

Se prepararon geles al 8% de poliacrilamida. En el caso de las fracciones insolubles,
una muestra de aproximadamente 0,03 gr se mezclaron con 22,5 pl de agua nanopura con
7.5 pl de buffer de carga 4x (poner composicion) se calentaron por 15 minutos a 95°C, y se
centrifugd por 20 segundos a 14000 g. Se cargaron 10 ul del sobrenadante en el gel de

SDS-PAGE.
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En el caso de las fracciones solubles de proteinas y la solucion de proteina
purificada, se midié fa concentracién con el método de Lowry, y se fomaron 20 ug de
protefna, las que se mezclaron con agua nanopura hasta alcanzar 7,5 ply se afiadieron 2,5
ul de buffer de carga 4x. El gel se corrié con una fuente de poder powerPac™ Basic, de
Biorad a un voltaje de 80 V para la porcion del gel de concentrado (stacking), y a 150 V en
el caso de la porcion de gel de corrida (running). Finalmente el gel fue tefiido por 30 minutos
en agitacién en una solucion de Azul de Coomasie 250 (Sigmay).

Posteriormente el gel se incubé en una solucion que contiene 10% metanol y 10%
acido acético por aproximadamente 12 horas en agitacion, hasta lograr el contraste de
bandas deseado. Para determinar la masa molecular relativa de las bandas se utilizé el
estandar molecular PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific).

Luego de elegidos los clones que mejor expresaron la proteina en la fraccion

soluble, se tomaron y se almacenaron mezclados con glicerol 50 % viv a -80 °C.

4.3.5 Andlisis de la enzima EcPPK1 por Western Blot

Para detectar la expresion de la proteina y su correcta fusién a [a cola de histidina
se realizo la deteccion de la proteina ECPPK1 recombinante mediante el conjugado de
Nickel-HRP, HisDetector™ (KPL).

Se transfirieron las bandas de un gel SDS-PAGE a una membrana de nitrocelulosa.
Se us6 buffer de transferencia, 25 Mm Tris, 1,92 M glicina, 20% v/v metanol, pH 8,4. La
transferencia se realizé por 2 h a 300 mA a 4°C.

Transcurrida la transferencia, se realizo el revelado de las bandas. Para esto se lavo
la membrana de nitrocelulosa 2 veces por 10 minutos en agitacion con buffer TBS: Tris-HCI
pH 7,5, NaCl 150 mM. Se incubo por 1 h en una solucién de proteina de leche al 3 % en

buffer TBS, a temperatura ambiente y con agitacién. Luego se hicieron 3 lavados por 10
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minutos a temperatura ambiente y agitacion, en buffer TBS-T: Tris-HCI 20 mM pH 7,5, NaCl
500 mM y Tween 20 al 0,05 %. Finalmente se incubd, por 1 hora a temperatura ambiente y
agitacion, la membrana junto con el conjugado de Niquel- acido nitrilotriacético (NTA)
1:1000 en TBS-T e inmediatamente se lavd 3 veces por 10 minutos en agitaciéon y

temperatura ambiente con Buifer TBS-T.

La visualizacion de las bandas transferidas a la membrana se hizo con una solucion
de 18 mg de 4-cloro-1-naftol, en 6 ml de metanol, junto con 24mL de TBS y 60 pl de

perdxido de hidrogeno al 30 % viv.

4.3.6 Ensayos de sobreexpresidn a gran escala

El clon elegide fue inducido a 28 °C por 4 horas en un matraz de 2 litros con 500 ml
de medio de cultivo LB fresco con kanamicina 50 pyg/ml inoculado al 1% con un cultivo en
D.O. 0,5-0,6. Pasado e! tiempo de induccion, el cultivo se centrifugé a 6000 RPM por 10

minutos a 4 °C. El pellet celular se almacend a -20 °C.

4.4 Purificacién de la proteina PPK1 de Escherichia coll.

4.4.1 Purificacién de la proteina PPK1

La proteina PPK1 se purifico a partir de la fraccion soluble extraida con el reactivo
B-PER®. Este procedimiento se llevé a cabo por cromatografia de afinidad, utilizando
columnas Ni Sepharose™ High Performance HisTrap™ HP de GE Healthcare, de 5 ml,
donde se inyectd con jeringa, 15 ml de agua nanopura, luego 25ml de Bufier A (de
equilibrio): 20 mM Tris-HCI pH 8,2, imidazo! 20 mM, NaCl 300 mM, 3-mercaptoetano! 10
mM, glicerol al 20% Tween 20 al 0,05%, sulfato de amonio 50 mM y MgClz 10 mM. Se

aplico la fraccion soluble de proteinas y luego se pasaron otros 50 mi de Buifer A, acto
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seguido, se inyectd el buffer de elucion (Buffer B) a 3 concentraciones distintas

sucesivamente: 25 mM de Buffer de elucién con imidazol 80 mM, luego 10 ml de buffer de

elucion con 200 mM de imidazol, y finalmente 25 ml de buffer de elucion con 600 mM de

imidazol.

La elucion con 200 mM de imidazol fue concentrada 10 veces en columnas de

concentracion (AMICON, MERCK) y seleccionada para los ensayos de actividad.

La proteina fue dializada contra un Buffer de dialisis 20 mM Tris-HCI pH 8,2, NaCl 150 mM,

B-mercaptoetanol 10 mM, glicerol al 20%, Tween 20 al 0,05%, sulfato de amonio 50 mMy

MgCl, 10 mM (Tabla 3) overnight en agitacion.

Tabla 3. Composiciéon buffers utilizados en la purificacion de EcPPK1.Composicion del

buffer de equilibrio (Buffer A), los buffers de elucion (B1, B2 Y B3) y el buffer de dialisis

Tris-HCI Ph 8,2 20 mM

NacCl 300 mM

B-Mercaptoetanol 10 mM

glicerol 20%

Tween 20 0,05% 0,05%
sulfato de amonio 50 mM

MgCl; 10 mM

Imidazol 20mM

20mM

300 mM

10 mM

20%

0,05%

50 mM

10 mM

80 mM

20mM

300 mM

10 mM

20%

0,05%

50 mM

10 mM

200 mM

20 mM 20 mM
300 mM 150 mM
10 mM 10 mM
20% 20%

0,05% 0,05%
50 mM 50 mM
10 mM 10 mM
600 mM -
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4.4.2 Corte del Tag de histidina con proteasa TEV

Para obtener la proteina nativa, es decir, sin la cola de histidina se incubd la proteina
purificada con proteasa TEV (fusionada desde fabrica a un Tag de histidinas) 0,4 pg/pl en
la razén 10:1. El célculo se hizo a partir de la cantidad de PPK1 contenida en 200
dependiendo de la concentracion calculada. Se sumé TCEP (tris (2-carboxietil) fosfina) 1
mM. Y se incubé a 37 °C por 2 horas. Luego, se procedié a eliminar la proteasa TEV unida
a la cola de histidina, pasando la solucién por una columna Ni Sepharose™ High
Performance HisTrap™ HP de GE: se inyecté con jeringa, 15 ml de agua nanopura, luego
25 ml de Buffer A (de equilibrio). La mezcla incubada se aplicd y se recupero el frente
correspondiente a la proteina sin cola. Finalmente se siguio el proceso de elucion para

eliminar la proteasa TEV y el tag escindido, unidos a la columna.

4.5 Actividad enzimatica de la proteina PPK1 de Escherichia coli

4.5.1 Determinacién de las condiciones 6ptimas para la medicién de fluorescencia de
polifosfatos inorganicos utilizando DAPI

Se realizaron pruebas preliminares para determinar: el buffer optimo, la
concentracion de DAPI, la sensibilidad del equipo y el rango lineal de medicién de la curva
patron de [os polifosfatos. Para establecer la composicién del buffer, primeramente se
ensayaron varias concentraciones conocidas de polifosfatos (0, 16 y 32 pg/ml) con Hepes-
KOH pH 7,2, KCI 150 mM, una mezcla de ambos y solo con agua. También se ensayaron
5 concentraciones de de DAPI (Tabla 4). Ademas de lo anterior, se hicieron pruebas con
las distintas opciones de sensibilidad del equipo Sinergy HT de BIOTEK® y se realizaron
las curvas de calibracién a distintas concentracion de polifosfatos de cadena 700 y 45

(SIGMA), Tabla 4.
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Tabla 4: Condiciones probadas para la medicién de PoliP. En la tabla, las condiciones
probadas para la puesta a punto de la medicién, por fluorescencia, de polifosfatos

inorganicos unidos a DAPI. En negrita las condiciones seleccionadas para la metodologia

final.

Rango lineal de poliP-DAPI [ug PoliP] 0,0,2,0,4,08, 1,6, 3,2,6,4, 12,8y
24,6
Concentracion DAPI [pM] 0.5, 10, 20, 50 y 200

HEPES-KOH pH 7,2, KCI 150mM

Buffer de medicién HEPES-KOH pH 7,2
KCI 150mM
Agua
Sensibilidad equipo Synergy 150, 170, 190, 210, 230, 250
(ganancia) HT
Synergy |l 70, 100, 120
PoliP estandar 45, 700

4.5.2 Ensayo discontinuo de la actividad enzimatica PPK1 mediante DAPI

Con la proteina purificada, se realizaron ensayos in vitro para medir la actividad de
la enzima. Se probaron distintas condiciones de reaccion, dentro de las cuales esta:
distintas concentraciones de ATP y MgClz (en relacién 1:5 ATP: MgCl) . Ademas se probd
con y sin sistema de regeneracion de ATP (creatina quinasa y creatina fosfato), con y sin

cebador (poliPss) este dltimo hidrolizado y sin hidrolizar. Se probé con la proteina dializada

25




o sin dializar. Finalmente se probd con 3 métodos de detencion de reaccion distintos:
poniendo la muestra en frio, aplicando acido perclérico, agregando EDTA 20 mM y frio, y
solo agregando DAPI, Tabla 5.

El mix de reaccion con las condiciones finalmente escogidas quedo de la siguiente
manera: 50 mM de Hepes-KOH pH 7.2, MgCl. 5 mM, 1ug/ul de poliP de largo 45, sulfato de
amonio 50 mM, ATP 1 mM, creatina fosfato 2 mM y creatina quinasa 20 pg/mly 16,7 pg/mi
de la proteina EcPPK1, todo en un volumen final de 300 pl. Se tomo una alicuota de 20 pl
en el tiempo cero, y luego se incubo a 37°C en un termo-

blogue, donde se extrajeron alicuotas de 20 plalos 1, 2, 3, 4,5,10, 20, 30 y 60 minutos.

Tabla 5. Condiciones ensayadas para la actividad PPK1 mediante DAPI. En la tabla, las
condiciones ensayadas para obtener la catélisis efectiva de la enzima recombinante

ECPPK1 in vitro. En negrita las condiciones finalmente seleccionadas

0 mM; 0,01 mM; 0,02 mM; 0,1 mM; 0,2 mM;

Sustrato: ATP 0,5mM; 1 mM; 2 mM; 5mM y 10 mM
: . 0;0,06 mM; 0,1 mM; 0,5 mM; 1 mM; 1,25
Cofactor: MgLLs g mM; 5 mM; 10 mM; 25 mM; y 50 mM
Si/no

Cebador: PoliP .
Hidrolizado/ sin hidrolizar

 Sistema de regeneracion: Creatina Si/
quinasa/creatina fosfato ks

Incubacion a -20°C

. Acido perclérico 3,5%
Detencion
EDTA + Frio (-20°C)
DAPI 50 uM
Dialisis ‘ Si/no
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4.5.3 Hidrolisis y electroforesis en gel de poliacrilamida para Polifosfatos

Se realizé una hidrolisis de polifosfatos para obtener polifosfatos de cadena corta y
probarlos como cebador de la proteina:

1 Precalentar por 3 minutos a 95 ° C 20 pL de poliP a 2 mM

N

Precalentar por 3 minutos a 95° C 20 pL de HCI a 40 mM

Mezclar poliP y HC! precalentados y mantener a 95 °C por 1 minuto

AW

Detener la reaccién con hielo y afiadiendo 2 pL de 1 M Tris-HCt apH 7.4
5 Neutralizar con 250 pL Hepes-KOH pH 7,0 40 mM vy llevando a 1 mL final con agua

nanopura. El ph final queda en 6,5

Para visualizar los poliP hidrolizados se utlizaron geles de poliacrilamida para poliP.
Se prepararon geles de 0,75 mm de espesor. Los geles fueron hechos al 10% de
poliacrilamida, se prepararon de la siguiente forma: 2,5 ml acrilarida mix 40%, 1 mi Buffer

TBE 10X, 0,1 ml PSA 10%, 8 ul Temed y 6,4 ml de agua nanopura

Las muestras de poliP hidrolizado se mezclaron en proporcién 3:1 con un buffer de
carga pollP 4X, se cargaron aproximadamente 15 ug de poliP. En cada pocillo del gel se
cargé 10 pl de las muestras. Los geles se corrieron de forma continua (80 mV con una
fuente de poder powerPac™ Basic, de Biorad) en buffer TBE 1X, hasta que el buffer de
carga alcanzara la parte posterior del gel. Posteriormente, los geles se visualizaron con la
tincién de Azul de Toluidina donde se tifieron durante aproximadamente 1 hora y se
destifieron en agua hasta obtener un contraste claro de las bandas. La masa molecular
relativa de los poliP se determind a partir de su migracion electroforética en relacion con
muestras de poliP (SIGMA) sin hidrolizar de tamafios conocidos cargado generalmente en

los primeros pocillos del gel.
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El buffer TBE 10X se prepar6 de la siguiente forma: 1,1 M Tris-HCI pH 8,3, 900 mM
de 4cido bérico, 25 mM EDTA. La tincién de azul de toluidina consistio en 0,5% viv azul de
toluidina, 25% v/v metanol, 5% viv glicerol y 5% v/v acido acético. Finalmente, el buffer de
carga de polifosfatos se preparo con TBE 1X, 10% p/v de sacarosa 'y 0,05% p/v de azul de

bromofenal.

4.5.4 Cuantificacién de los polifosfatos

Una vez extraldas, las alicuotas se mezclaron en placas de 96 pocillos negras no
tratadas, con 20 mM HEPES-KOH pH 7.2, KCI 150 mM y DAPI 50 mM en un volumen final
de 200 pl.

La medicion de los polifosfatos producio de la reaccién enzimatica se midio
mediante la fluorescencia, excitando con un fiitro de 400/10 nm y midiendo la emision a
540/25 nm en un fluorimetro Sinergy Il de BIOTEK®.

Se realizaron curvas de calibracién a distintas concentracién de polifosfatos de

cadena 45 (Sigma-Aldrich).

4.5.5 Calculo de la produccién de poliP a partir de la fluorescencia medida.

El céleulo de la cantidad de producto obtenido, se realizé a partir de una curva patron
promedio, efectuada con cantidades crecientes conocidas de polifosfato inorganico de
cadenas de 45 monémeros de ortofosfato (Sigma-Aldrich). La medicion se realizé en placas
negras de 96 pocillos con un volumen de 200 pl que contenfa: Hepes KOH 20 mMph 7,2,
KCI 150mM, DAPI 50uM, PoliP entre 0 y 6,4 ug y agua nanopura hasta el volumen final de
200 pl. La medicién se realizé excitando con un filtro de 400/10 nm y midiendo la emision a
540/25 nm en un fluorimetro Sinergy !I de BIOTEK®. Se graficaron los datos de
fluorescencia entregados por el soitware de uso del equipo (Gen5) versus la cantidad de

polifosfatos medidos y se obtuvo la ecuacion de la recta en triplicado, por lo que los valores
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(3) de fluorescencia para cada concentracion de polifosfatos se promedié. A cada valor
promedio se le resté el primer punto, es decir la medicién promedio para la fluorescencia
emitida con 0 pg de poliP, considerado el blanco de la medicion. Con estos datos se
procedié a graficar la curva promedio (Figura 6), de la cual se obtuvo la siguiente ecuacion
de la recta (ecuacion [1]):

y = 9000000x — 5371 [1]

donde despejamos y obtenemos:

__ y+5371
= m—— [2]
9000000
1000000 A
< 800000 -
=
L
[T) 600000 4
c
)
3} y = 900000x - 5371
g 400000 R2=0,9994
o
i 200000 -
T
0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
PolyP,; [pgl

Figura 6: Curva de calibracién. La imagen muestra la curva realizada a partir de la medicion de
fluorescencia de las distintas cantidades de polifosfato indicadas, bajo las condiciones definitivas del
ensayo. La ecuaciéon obtenida es la utilizada para la conversion de unidades de fluorescencia a

cantidad de producto en ug.
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El fratamiento de los datos de fluorescencia en unidades arbitrarias [UA] entregados
por el equipo, consistié en los siguientes célculos para llevarlos a pg de poliP. Para cada
concentracion de sustrato se utilizaron 3 o 4 réplicas técnicas promediadas.

En primer lugar, a cada valor de la cinética se le resto el valor promedio obtenido en
el punto cero de cada medicién. Acto seguido, se aplicé la ecuacion de la recta de la curva
de calibracién mencionada anteriormente. Luego, dado que las mediciones se realizaron
con alicuotas de 20yl exiraidas del batch de reaccion de 300 pl, se multiplicé por un factor
de dilucién de 15, obteniendo el valor de pg de producto, de la reaccion de 300pl, en el
tiempo.

Finalmente obtenemos la siguiente ecuacion:

(UF—B)+5371)
9000000

poliP = [( Y} * 15] [3]

Donde:

UF: es el valor de unidades de fluorescencia
B : es el blanco de la medicion

15: es el factor de dilucion

5371 y 9000000: se obtienen de la ecuacion [2]

4.5.6 Cinética enzimética y determinacion de la actividad especifica de la proteina
PPK1.

Se realizaron reacciones independientes para cada tiempo de determinacion de la
cantidad de producto (seccion 2.4.2), en cuatriplicado, para 10 concentraciones de sustrato
ATP: 0 mM, 0,01 mM, 0,02 mM, 0,1 mM, 0,2 mM, 0,5 mM, 1 mM, 2 mM, 5 mMy 10 mM. Se
midié la fluorescencia de la reaccién y se transformo a valores de ug de polifosfato como
se indica en la seccién anterior. Con estos valores, se utilizé el programa GraphPad Prism

6 (GraphPad Software, Inc.) para obtener los graficos de cantidad de producto promedio,
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en funcion del tiempo de reaccién. De dichas curvas se obtuvieron las pendientes para los
primeros 10 minutos (rango lineal) y se graficaron versus la concentracién de sustrato,
obteniendo el grafico de velocidad inicial para la enzima PPK1 de E. coli. Los parametros
cinéticos, Km, Kiy Vmax, fueron entregados por el programa GraphPad, al ajustar los datos

a una curva no hiperbdlica de inhibicion por sustrato (ecuacion 4)

Y = Vmax*X 4]

" kmxs(1+3)

A partir del valor de velocidad maxima y del valor de concentracién de enzima total

utilizada, [E]r, obtenemos la constante de recambio kcat segtin la siguiente ecuacion:

Vmax

kcat = T

5]

Para calcular la actividad especifica, se utilizé cociente del valor de la pendiente
antes mencionada (en ymol/min) y los miligramos de enzima utilizados en la reaccion,
obteniendo los micro moles de producto obtenido por cada miligramo de proteina purificada,

por minuto.
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4.6 Compuestos inhibidores de la PPK1
4.6.1 Prueba de los compuestos inhibidores para la proteina PPK1 de Escherichia coli

Se utilizaron 39 compuestos previamente seleccionados a partir de la base de datos
del NCI! Open chemical library, mediante un screening virtual, para realizar pruebas
preliminares de inhibicion enzimatica para la PPK1.

El mix de reaccion se realizé mezclando 50 mM de Hepes-KOH pH 7.2, MgCl25 mM,
sulfato de amonio 50 mM, ATP 1 mM, creatina fosfato 2 mM y creatina quinasa 20 ug/m,
1dg/ml PoliPss [Ahn & Kornberg, 1990] 20 uM de inhibidor y 16,7 pg/ml de la proteina
EcPPK1, todo en un volumen final de 30 pl. Se incubd en un termociclador AXYGEN
MAXIGEN a 37 °C por 60 minutos. Se agregd DAPI 50uM, se incubd 10 minutos a

temperatura ambiente y se midio [a fluorescencia emitida
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Resultados:

5.1 Sintesis y clonacién del gen ppk1 de Escherichia coli:

5.1.1 Construccién del plasmido pET- His6-TEV-Ecppk1

El gen Ecppk1 fue sinteizado y posteriormente clonado en el vector de expresién
pUCS57 por la empresa GeneScript,. Dado que la purificacion de una proteina nativa es mas
laboriosa que si ésta esté fusionada a una cola de residuos de histidina, se propuso clonar
el gen de interés en un vector que tuviera la secuencia codificante para una cola de seis
aminoéacidos de histidina (His-tag) para su purificacion por cromatografia de afinidad.

Esa estrategia permite tanto la expresién con el tag como en estado nativo pues el
mismo puede ser eliminado mediante la proteasa TEV adjunto al sitio de muiltiple
clonamiento (MCS). Para esto se utilizd el vector pET-TEV. Se realizé la digestién de los
plasmidos pET-TEV y pUC57-Ecppk1 con las endonucleasas Hindlll y Ndel y se obtuvieron
exitosamente dos bandas de 2,1kb y 6kb aproximados, visualizadas en un gel de agarosa
(Figura 7).

Luego, se purificé el DNA de las bandas de interés, correspondientes al gen ppk?
(2,1 kb) y al plasmido pET abierto {6 kb aprox) usando un kit de purificacion de ADN desde
geles de agarosa. Con el resultado del paso anterior, se procedid a la ligacion de ambas
muestras, el gen de interés Ecppk?, y el vector linealizado pET-TEV. Finalmente se
visualizo el resultado de {a ligacién mediante una electroforesis en gel de agarosa. El

plasmido resultante de la ligacion fue llamado pET- His6-TEV-Ecppki.
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Figura 7. Digestion de los plasmidos pET-TEV y pUC57-Ecppk1 con las enzimas de restriccion
Hindlll y Ndel. En la imagen se muestra el gel de agarosa con el resultado de la digestion de los
plasmidos pET-TEV (carril 2) y pUC57-Ecppk1 (carril 3). En el carril 2 se observa una banda de
aproximadamente 6 kilobases correspondiente al vector pET-TEV linealizado, mientras que en el
carril 3 se ven dos bandas, una de aproximadamente 2,8 kilobases correspondiente al vector pUC57
sin inserto, y otra banda de aproximadamente 2,2 kilobases correspondiente al gen Ecppk?. En el

carril 1 se muestra el patron de DNA.
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5.1.2. Comprobacion del plasmido pET- His6-TEV-Ecppk1

Se realizaron cuatro pasos sucesivos de comprobacién del plasmido de expresion
clonado. En primer lugar se transformé la cepa JM109 de Escherichia coliy se sometio a la
seleccion de los transformantes mediante el cultivo en placas de agar LB con antibiotico
kanamicina. El segundo paso fue mediante la reaccién de PCR en colonias transformantes
con los partidores universales para el promotor y el terminador del fago T7, y visualizado
en un gel de agarosa (Figura 8). El tercer paso de comprobacion fue un ensayo de digestién
doble del plasmido obtenido, con las enzimas de restriccion Ndel y Hindlll y su visualizacién
en gel de agarosa (Figura 8) Para continuar con las comprobaciones se seleccionaron los

clones 8 y 13, correspondientes a las bandas 4 y 6.

Kilobases
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Figura 8. Comprobacion del plasmido pET- His6-TEV-Ecppk1 por PCR de colonias. La imagen
muestra el gel de agarosa con el resultado del PCR de 6 de las 10 colonias transformantes
seleccionadas (carriles 2 al 7). En los carriles 4 y 6 las bandas de aproximadamente 2,1 kilobases

corresponden a posibles productos del PCR deseados.
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Figura 9 Comprobacion del plasmido pET- His6-TEV-Ecppk1 por prueba de digestion. La
imagen muestra parte de las digestiones realizadas transformantes exitosos (clones 8 y 13) (carriles
2 al 4), donde la muestra del carril 3 (clon 8) coincide con las bandas esperadas (~ 2,1y ~ 6 kb). En
el carril 1 se cargé el ladder de peso molecular, sin embargo la cantidad fue deficiente por lo que las

marcas se ven muy tenue.

Como cuarto paso, se enviaron muestras del plasmido para la secuenciacion del
fragmento de interés, tanto con los promotores universales del promotor T7, como con

partidores de la regién interna del gen (Figura 10).
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Score Expect Method Identities Positives Gaps

1405 bits(3637) 0.0 Compositional matrix adjust. 688/688 (108%) 688/688(100%) ©/688(0%)

Query 22 MQEKLYIEKELSNLSFNERVLQEMBKSNPLIERHRFLGIYSNNLDEFYKVRFAELKRR 81
I"EQEKLYIEI(ELSHLSFNERVLQEMDKSNPLIERHRFLGIYSNNLDEFYKVRFAELKRR

Sbjct 3 PGQEKLYIEl(ELSWLSFNERVLQEMDKSNPLIERHRFLGIYSMILDEFVI(VRFAELKRR 62

Query 82 IIISEEQGSNSHSRHLLGKIQSRVLKADQEFDGLYNELLLEHARDQIFLINERQLSVM)Q 141
IIISEEQGSNSHSRHLLGKIQSRVLKAWEFDGLYNELLLEHARNIFLINERQLSVI'QQ
Sbjct 63 I1ISEEQGSNSHSRHLLGKIQSRVLKADQEFDGLYNELLLEMARNQIFLINERQLSVNQQ 122

Query 142 MNWLRHYF KQYLRQHITPILINPDTDLVQFLKDDYTYLAVEIIRGDTIRVALLEIPSDKV? 201
NWLRHYFKQYLRQHITPILINPDTDLVQF LKDDYTYLAVETIRGDTIRYAL LEIPSDKVP
Sbjct 123 NWLRHYFKQYLRQHITPILINPDTDLVQF LKDDYTYLAVEIIRGDTIRYALLEIPSDKVP 182

Query 202 RFVNLPPEAPRRRKPMILLDNILRYCLDDIF KGFFDYDALNAYSMKMTRDAEYDLVHEME 261
RFVNLPPEAPRRRKPMILLDNILRYCLDDIFKGFFDYDALNAYSMKMTRDAEYDLVHEME
Sbjct 183 RFVNLPPEAPRRRKPMILLDNI LRYCLDDIFKGFFDYDALNAYSMKMTRDAEYDLVHEME 242

Query 262 ASLME LMSSSLKQRLTAEPVRFWQRDHPNALVEVLREKLTISR\"DSIVPGGRYENFKDF 321
ASLMELMSSSLKQRL TAEPVRFVYQRDMPNALVEVLREKLTISRYDSIVPGGRYHNFKDF
Sbjct 243 ASLME LMSSSLKQRLTAEPVRFVYQRDMPNALVEVLREKLTISRYDSIVPGGRYHNFKDF 302

Query 322 INFPNVGKANLVNKPLPRLRHIWFDKAQFRNGFDATRERDVLLYYPYHTFEHVLELLRQA 381
INFPNVGKANLVNKPLPRLRHIWFDKAQFRNGFDAIRERDVLLYYPYHTFEHVLELLRQA
Sbjct 303 INFPNVGKANLVNKPLPRLRHIWFDKAQFRNGFDATRERDVLLYYPYHTFEHVLELLRQA 362

Query 382 SFDPSVLAIKINIYRVAKDSRIIDSMIHAAHNGKKVTVVVELQARFDEEANIHWAKRLTE 441
SFDOPSVLAIKINIYRVAKDSRIIDSMIHAAHNGKKVTVVVELQARFDEEANIHWAKRLTE
Sbjct 363 SFDPSVLAIKINIYRVAKDSRIIDSMIHAAHNGKKVTVVVE LQARFDEEANIHWAKRLTE 422
Query 442 AGVHVIFSAPGLKIHAKLFLISRKENGEVVRYAHIGTGNFNEKTARLYTDYSLLTADARL 501
AGVHVIFSAPGLKTHAKLFLISRKENGEVVRYAHIGTGNFNEKTARLYTDYSLLTADARI
Sbjct 423 AGVHVIFSAPGLK IHAKLFLISRKENGEVVRYAHIGTGNFNEKTARLYTDYSLLTADART 482
Query 502 TNEVRRVFNFIENPYRPVTFDYLMVSPQNSRRLLYEMVDREIANAQQGLPSGITLKLNNL 561
TNEVRRVENF IENPYRPVTFDYLMVSPQNSRRLLYEMVDRE TANAQQGLPSGITLKLNNL
Sbjct 483 TNEVRRVFNF IENPYRPVTFDYLMVSPQNSRRLLYEMVDRE TANAQQGLPSGITLKLNNL 542
Query 562 VDKGLVDRLYAASSSGVPVNLLVRGMCSLIPNLEGISDNIRAISIVDRYLEHDRVYIFEN 621
VDKGLVDRLYAASSSGVPVNLLVRGMCSLIPNLEGISDNIRAISIVDRYLEHDRVYIFEN
Shbjct 543 VDKGLVDRLYAASSSGVPVNLLVRGMCSLIPNLEGI SDNIRAISIVDRYLEHDRVYIFEN 602
Query 622 GGDKKVYLSSADWMTRNIDYRIEVATPLLDPRLKQRVLDIIDILFSDTVKARYIDKELSN 681
GGDKKVYLSSADWMTRNIDYRIEVATPLLDPRLKQRVLDIIDILFSDTVKARYIDKELSN
Sbjct 6@3 GGDKKVYLSSADWMTRNIDYRIEVATPLLOPRLKQRVLDIIDILFSDTVKARYIDKELSN 662
Query 682 RYVPRGNRRKVRAQLAIYDYIKSLEQPE 7@9

RYVPRGNRRKVRAQLAIYDYIKSLEQPE
Sbjct 663 RYVPRGNRRKVRAQLAIYDYIKSLEQPE 69@

Figura 10. Alineamiento entre secuencia aminoacidica derivada del gen EcPPK1 secuenciado
y la secuencia de la proteina PPK1 de Escherichia coli. El alineamiento realizado con la
herramienta BLASTp de la NCBI, muestra que no existen gaps y el porcentaje de identidad entre las
dos secuencias es de un 100%, por lo que confirmamos que no exixten mutaciones en la proteina

recombinante utilizada a lo largo de este trabajo.
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5.2 Sobreexpresion de la proteina PPK1 de Escherichia coli:

Luego de transformar la cepa de expresién BL21 (Al) de Escherichia cofi, se
escogieron, al azar, 2 colonias fransformantes y se hicieron pruebas de induccion a 3
distintas temperaturas (25, 28 y 37°C) con cada una de las dos cepas transformadas con
los vectores pET- His6-TEV-Ecppk1 y pUCS7.

Antes de la induccion, los cultivos se separaron en 2 partes iguales y solo una de
ellas se indujo con 1 mM de IPTG y L-arabinosa al 0,4 % y la otra no recibio tratamiento
(control sin inducir). Luego de las 4 horas de induccion, los cultivos se centrifugaron, los
pellets se guardaron a -80 °C y posteriormente se extrajo la fraccion soluble de las proteinas
con B-PER®.

Para la eleccién del clon con mejor expresién de la enzima en la fraccién soluble de
proteinas se visualiz6 en un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS
PAGE) (Figura 11 y Figuras $1-S5) en contraste, se cargaron las fracciones solubles e
insolubles de los cultivos inducidos y los no inducidos. Esto permitio la eleccion del clon con
mejor produccién de proteina soluble (Figura 11).

Este clon fue elegido ya que tiene una banda en el peso esperado mas intensa en
la fraccién soluble de las proteinas. El clon elegido fue utilizado para la expresion a mayor

escala y la consiguiente purificacién por afinidad de [a proteina. :
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Figura 11: Sobreexpresion de la PPK1 a baja escala en E. coli. Se seleccionaron 2 colonias al
azar de la cepa BL21 (Al) transformadas con el plasmido pET- His6-TEV-Ecppk1 (Carriles 2,34y 5
corresponden a la colonia |, mientras que los carriles 6,7,8 y 9 corresponden a la colonia Il) y se
sometieron a induccién por 4 horas con IPTG 0.1mM y L-arabinosa al 0,4% a 28°C. Para cada colonia
se cargd la fraccion insoluble de proteinas inducidas (Carriles 2 y 6), la fraccion soluble de proteinas
inducidas (20 pg) (Carriles 3 y 7), la fraccion insoluble de proteinas no inducidas (Carriles 4 y 8)yla
fraccion soluble de proteinas no inducidas (20 pg) (Carriles 5 y 9). Dada la intensidad de banda en
la fraccion soluble, se eligio el clon | para proseguir con la purificacién de la proteina. En esta seccion
solo se muestra el gel con el clon escogido, los otros 5 geles se encuentran en el Anexo 2 Figuras

S1-85.

5.3 Purificacién de la proteina PPK1 de Escherichia coli.

A partir de los ensayos de induccion a baja escala, se escogié uno de los clones
transformados con el plasmido pET-His6-TEV-Ecppk. Dado que este vector de expresion
posee la secuencia codificante para un His-tag rio arriba del gen, la proteina PPK1 se
expresa fusionada a una cola de 6 Histidinas, lo que permite la purificacion por

cromatografia de afinidad en matrices asociadas a niquel.
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Para esto se utilizaron columnas Ni Sepharose™ High Performance HisTrap™
HP (GE, EEUU), de 5 ml y se realizd un protocolo por inyeccion con jeringa. A partir de la
prueba de elucion, se establecio la concentracion 6ptima de imidazol para eluir la proteina
(200 mM). En la Figura 12 se observa un gel de SDS-PAGE donde se contrasta en los
carriles 2 y 3 las fracciones insolubles y solubles de los cultivos sin inducir, mientras que en
los carriles 4 y 5 las fracciones insolubles y solubles respectivamente, de un cultivo inducido.
A partir del extracto del carril 5 se obtuvo la purificacion que se muestra en el carril 6, donde
se observa una banda unica y nitida de alrededor de 80 kDa segun permite determinar el
estandar del carril 1. Dado que la proteina cargada (alrededor de 2,5 mg) es muy poca, no

podemos afirmar la purificacion a homogeneidad.

s 4—"80kDa
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Figura 12. Gel SDS-PAGE para visualizar la purificacion de la proteina EcPPK1. Se cargaron
las fracciones insoluble y soluble de las proteinas de un cultivo transformado con el plasmido pET-
His6-TEV-Ecppk sin inducir, (Carriles 2 y 3), la fraccion insoluble y soluble de proteinas inducidas
(Carriles 4 y 5) y la proteina EcPPK1 purificada por cromatografia de afinidad en matriz asociada a

niquel (carril 6).




Para determinar la condicion éptima de purificacién en cuanto a la concentracién de
imidazol, agente responsable de la elucion de la proteina, se realizd una prueba con
distintas concentraciones del mismo en el buffer de elucion. Se obtuvieron 6 fracciones de
elucion provenientes de las diferentes concentraciones de imidazol (100, 200, 300, 400,
500 y 600 mM) y 20 pl se visualizaron en un gel de SDS-PAGE (Figura 13A). Ademas, para
verificar la correcta fusién de la PPK1 con la cola de 6 histidinas, se realizd la deteccion

mediante el conjugado de Nickel-HRP, HisDetector™ (KPL) (Figura 13B).
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Figura 13. Prueba de elucidn para la purificacion de la enzima EcPPK1. En el panel A se observa
el gel de SDS-PAGE mientras que en el panel B se observa un Western Blot del mismo gel para
detectar la presencia de proteinas con colas de histidina. En ambos casos, el carril 1 corresponde al
estandar de proteinas, el carril 2 el estandar para Western Blot (Bench Marck), En el carril 3 la
fraccién soluble de proteinas antes de la purificacion. Finalmente en los carriles 4, 5, 6, 7, 8 y 9 las

eluciones con 100, 200, 300, 400, 500 y 600 mM de imidazol respectivamente.
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5.4 Actividad enzimatica de la proteina PPK1 de Escherichia coli:

5.4.1 Determinacién de las condiciones dptimas para la medicion de los polifosfatos

inorganicos mediante fluorescencia con DAPI

Se realizaron pruebas preliminares para determinar la mejor forma de cuantificar los
poliP, uno de los productos de la reaccién de la actividad enzimatica de la proteina PPK1.
Esto se realizd por medio de la medicion de la fluorescencia emitida por el fluoréforo DAPI
en complejo con los polifosfatos inorganicos producidos por la enzima. Para esto se
probaron diferentes condiciones como: 1) el buffer de reaccion, 2) la concentracion de DAPI,
3) la sensibilidad del equipo y 4) el rango lineal para la medicidon de los polifosfatos
inorganicos, todo [o anterior en pos de encontrar la mejor manera de cuantificacion dentro

de los parametros descritos en la literatura.

En cuanto al buffer utilizado en la medicién, se probé con i) Hepes-KOH pH 7,2, ii}
KCI 150 mM, iii) una mezcla de Hepes-KOH pH 7,2 y KCI 150 mM vy iv) solo agua nanopura.
En la Figura 14 se observa que la mejor pendiente resulté de la mediciéon con el buffer
Hepes-KOH pH 7,2 y KCI 150Mm, por lo que este fue el escogido para las posteriores

mediciones.
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Figura 14. Cuantificacion de los poliP mediante fluorescencia con DAPI en diferentes buffers

de reaccion. La grafica muestra la medicidon de fluorescencia para 3 cantidades de polifosfatos
unidos a DAPI 50 pM, en 4 condiciones distintas. La medicion se realizo en un equipo Sinergy HT

(Biotek) con una ganancia de 230 (sensibilidad).

Con vistas a realizar una curva patrén de la fluorescencia segun la concentracién de
poliP, se utilizaron polifosfatos de largo de cadena 45 como patrones para observar el
comportamiento poder determinar el rango lineal de medicion de fluorescencia. Se utilizo
un rango de concentracion entre 0 y 25,6 pg de poliP (Figura 15 A) y como se observa en
la Figura 15 B. El rango lineal de fluorescencia para la cuantificacion de poliP en nuestras
condiciones va desde los 0 hasta los 6,4ug de PoliP4s, por lo que definimos este rango como

el optimo para realizar las mediciones.
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Figura 15. Curva patrén para la cuentificacion de los poliP4s mediante fuorescencia con DAPI.
La imagen muestra los resultados de la medicién de fluorescencia para poliP de largo de cadena 45
en un rango de concentracién creciente y unido a DAPI (10 y 50 pM). En A se muestran los valores
de fluorescencia para el rango completo de concentraciones, mientras que en B se acota la gréafica
al rango lineal de medicion con poliP4s y 50uM DAPI, condicion seleccionada para las mediciones

posteriores.
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Se hicieron pruebas a distintas concentraciones de DAPI, para determinar la
condicién que nos entregara una curva lineal con pendiente alta, lo que nos entregaria una
medicién mas sensible. Se probo la cuantificacion de los poliP con 0,5 20, 50 y 200 mM de
DAPI. Con estos resultados pudimos elegir la concentracion 50 M, ya que su curva es

lineal, tiene la mayor pendiente y comparado con 200 uM usaremos 4 veces menos

fluoréforo.
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Figura 16. Prueba DAPI para medicion de polifisfatos. La figura muestra la medicion de
fluorescencia de 3 cantidades crecientes de polifosfatos unidos a DAPI en 5 concentraciones
distintas. Podemos notar que la curva que se ajusta mejor a nuestro criterio de seleccion es la
obtenida para la medicion con 50uM de fluoréforo DAPI. La medicion se realizé en un equipo Sinergy

HT de Biotek con una ganancia de 230 (sensibilidad).




Siguiendo el proceso de puesta a punto de la metodologia de medicion por
fluorescencia de los poliP mediante DAPI, se efectuaron mediciones para las mismas
muestras ajustando la sensibilidad del equipo, obteniendo valores para cada una de las 6
ganancias utilizadas. Los resultados arrojados permiten concluir que la ganancia 230 para
el equipo Synergy HT es la que mejor pendiente entrega antes de saturarse la lectura como

se ve para la curva 250 (Figura 17).
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Figura 17: Medicién de los poliP sintetizados con diferentes ganancias (sensibilidades) del
equipo Sinergy HT. El grafico muestra la medicién de fluorescencia, para la misma muestra
ajustando el equipo en 6 sensibilidades distintas (ganancias). Vemos que la medicién con la ganancia
230 entrega un rango mayor en la escala de valores de fluorescencia sin llegar a saturarse como en

el caso de la ganancia 250.

47




5.4.2 Determinacion de las condiciones 6ptimas para la actividad enzimatica de la

proteina PPK1 de Escherichia coli mediante fluorencencia con DAPI.

Una vez determinadas las condiciones para la cuantificacion del producto de la
reaccion enzimatica (poliP), se ensayaron diferentes condiciones de reaccion para realizar
el ensayo de actividad. Para esto se comenzé probando la proteina purificada de un extracto
lisado con B-PER®, con 1 mM de ATP como sustrato. En nuestros ensayos preliminares
comprobamos que tanto el uso de cebador (poliP de cadena pequena) (Fgura 18), como el

de un sistema de regeneracion de ATP son esenciales para la actividad enzimatica (Figura

19).
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Figura 18: Medicion de los poliP sintetizados con diferentes cebadores. Se muestra la medicion
de fluorescencia para la actividad de la proteina PPK1 utilizando como cebador un hidrolizado del
poliP87 y un poliP 45 sin hidrolizar. Se observa una leve diferencia a favor del polifosfato 45, por lo
que se selecciona para las mediciones posteriores. Ademas se observa que en ausencia de cebador,

no se registra produccion de poliP
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Figura 19: Medicion de los poliP sintetizados en presencia de un sistema de regeneracion de
ATP. El grafico muestra la medicién de fluorescencia, en presencia y ausencia del sistema de

regeneracion de ATP creatina fosfato 2 mM y creatina quinasa 20 ug/ml

También probamos cortar la cola de histidina fusionada a la proteina. Como se

aprecia en la Figura 20 la presencia del Tg de histidinas favorece la produccién de poliP.
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Figura 20: Medicion de los poliP sintetizados con EcPPK1 fusionada a Tag de histidina. En el
grafico se muestran los resultados de la medicion de fluorescencia para las reacciones de actividad
discontinua de la proteina PPK1 antes y después de cortar la cola de histidinas (Tag). El punto en el
minuto 30 queda fuera del rango lineal, sin embargo los valores en tiempos mayores si indican,
consistentemente, una mayor cantidad de producto, por ende la opcién de la proteina fusionada con

el Tag de histidina es |la seleccionada para los siguientes ensayos.




Teniendo en cuenta que nuestro método de cuantificacion de poliP es un ensayo
discontinuo, se probaron distintos métodos para detener la reaccion, dentro de los cuales
se incluyd la detenciéon con frio (-20°C), con EDTA 10 mM vy frio (-20°C) y con &cido
perclérico al 3,5% final. Las dos primeras no resultaron efectivas (datos no mostrados),
mientras que el acido detuvo la reaccion sin embargo la incubacion que resultaba del tiempo
de detencidon hasta la medicion, precipitaba el poliP disminuyendo la fluorescencia de la
muestra (Figura 21). Por esto realizamos un ensayo continuo en cubeta de cuarzo en un
espectofotometro HP y en paralelo se realizé el ensayo discontinuo deteniendo con &cido
perclérico. De esta prueba resultéd, por sorpresa, que el DAPI es un inhibidor de la reaccion,

por lo que en los ensayos posteriores se detuvo la reaccién utilizando el mismo fluoréforo

a 50uM.
2000000 A
—®— con acido 2h
-~ con acido
© 1500000 A
2 0 & &~ Sin acido
=
Q
(4]
» 1000000 A
e
)
=
w 5000004
0 ¥ L) L] T
0 2 4 6
PolyP,; [pal

Figura 21: Medicion de los poliP sintetizados luego de tratamiento con acido perclérico. En el
gréfico, resultados de la medicion de la curva de calibracion sin acido, con acido pre-incubado por 2
horas y con acido agregado inmediatamente antes de medir. La Incubacion con acido disminuye la

fluorescencia emitida.




Dado que la proteina era eluida con una concentracion elevada de imidazol y esto
podria afectar su estabilidad, se decidié someter a un protocolo de dilisis, lo que le permitid
mantener la estabilidad al menos el doble de tiempo (3-4 dias versus 2 semanas) (datos no
mostrados). Otro aspecto a considerar segun la literatura es la importancia de un cebador
de poliP de cadena corta para una eficiente polimerizacion del poliP. Aunque en la literatura
se recomienda moléculas de pentafosfatos (5 monomeros) [amentablemente
comercialmente no hay disponible. Para intentar resolver este problema hidrolizamos ef
poliP para obtener cadenas mas cortas del polimero. Utilizamos como sustrato poliP con
largo de cadena 87 y 700. Se visualizd en gel de poliacrilamida para los polifosfatos
hidrolizados que la hidrolisis con mejores resultados, bajo nuestras condiciones, resulto con
el poliPsz (Figura $3). En el ensayo de medicion de los poliP comparamos la reaccion con
el hidrolizado (poliPs7) como cebador versus el poliP4s comercial sin hidrolizar. (Figura 18).
Como se aprecia en la Figura 18 ratificamos que es estrictamente necesario la presencia
del cebador y que no hay mayor diferencia entre ambos cebadores. Por esto decidimos

seguir utilizando el poliPss como cebador.

5.4.3 Ensayo de medicion de la actividad enzimética de EcPPK1

Como lo indica el objetivo especifico nimero IV, se estudié la actividad enzimatica
de la proteina EcPPK1 de. Para esto se utilizé la proteina purificada junto con ATP como
sustrato, el cofactor Mg**, sulfato de amonio y un sistema de regeneracion del ATP que
consistié en creatina quinasa y creatina fosfato. Todo lo anterior en amortiguador HEPES-
KOH pH 7.2 El ensayo fue discontinuo y se midié y detuvo utilizando el fluoréforo DAPI, el
cual se une a las cargas negativas de los grupos fosfato del polifosfato inorganico (producto
de reaccion). Se tom¢ una alicuota en el tiempo cero, y luego se incubd a 37°C en un termo-

blogue, donde se extrajeron alicuotas de 20 L alos 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30 y 60 minutos




de iniciada la reaccién con la adicion de la enzima. En la Figura 22 se observa la cantidad
de producto a lo largo del tiempo, donde dicha cantidad de polifosfatos se calcul6 a partir
de la fluorescencia emitida al unirse el poliP al DAPI, mediante la ecuacién de la recta de

una curva de reaccion realizada dentro del rango lineal de fluorescencia del poliP-DAPI.
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Figura 22: Actividad enzimatica de la enzima PPK1 de E. coli mediante fluorescencia con DAPI.
Se observa la produccion de poliP en el tiempo desde el inicio de la reaccion, donde se afiadio la
proteina 16,5 pg/mL al mix de reaccion: 50 mM de Hepes-KOH pH 7.2, MgClz 5 mM, sulfato de

amonio 50 mM, ATP 1 mM, poliP4s 1 ug/ml, creatina fosfato 2 mM y creatina quinasa 20 ug/mL.

| mix de reaccion para las condiciones ¢ptimas de actividad para EcPPK1 resulté en:
50 mM de Hepes-KOH pH 7.2, 5 mM de MgClz, 50 mM de (NH4).S04, 1 mM de ATP, 1 mM
creatina fosfato, 20 pg/mL de creatina quinasa, 1 pg/mL de poliPss como cebador y 16,7

pg/ml de EcPPK1 con cola de histidina, obtenida de un cultivo de la cepa EcBL21 Al en




medio LB, crecido e inducido a 28°C, lisado con B-PER, purificada con un buffer de elucién
que contiene 200 mM de imidazol, concentrada vy dializada en frio.

Ademas la reaccion debe ser incubada por un maximo de 2 horas a 37 ° C sin
agitacion y cada alicuota de 20 pL debe ser detenida con DAPI concentracion final 50 pM.
Con esto se cumple el objetivo especifico | en su totalidad ya que se tiene la EcPPK1
purificada en su forma activa. Con estas condiciones optimas se hicieron ensayos de
actividad en diferentes concentraciones de sustrato con vistas a determinar algunos

parametros cinéticos de la proteina purificada.

5.4.4 Obtencion de los parametros cinéticos dela proteina EcPPK1

Se realizaron ensayos para medir la cinética enzimatica de la PPK1 con distintas
concentraciones de sustrato, ATP. Se calculd la pendiente de las curvas de cantidad de
producto en los primeros 10 minutos de reaccién y luego se graficé dicha pendiente
correspondiente a la velocidad inicial versus la concentracién de sustrato (Figura 23). Es
posible observar una disminucion de la velocidad inicial a medida que aumenta la
concentracion de sustrato, lo que podriamos atribuir preliminarmente al fenémeno de
inhibicion por sustrato. Graclas a estos ensayos se obtuvieron los valores de Vmax de 0,07

[umol/min], de Km de 2,4 mM, kcat de 0,024 s y una Ki de 2,37 mM. Para 1 mM de ATP,

se calculd una actividad especifica de 11,3 [pmol/min/mg].
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Figura 23: Cinética de la proteina EcPPK1 a distintas concentraciones de sustrato. Se observa
la velocidad inicial calculada para los primeros 20 minutos de reaccién versus la concentracion de

ATP utilizada. La curva se ajusta con un valor de R?= 0,9927 a la ecuacién de inhibicién por sustrato.

5.5. Inhibidores

5.5.1 Ensayos a gran escala para estimar la actividad PPK1 en presencia de

moléculas inhibitorias disenadas in silico.

Previamente en nuestro laboratorio y mediante disefo in silico de drogas se obtuvieron 39
compuestos con el potencial de unirse al sitio activo de la proteina PPK1 de

Pseudomonas aeruginosa. Con vistas a ver si algunos de estos compuestos eran capaces
de inhibir a la EcPPK1 se realizaron ensayos de actividad enzimatica a una concentracion
de 20 uM del compuesto. En este ensayo se agrego el posible inhibidor al mix de reaccién

de la proteina y se midio la fluorescencia emitida en el tiempo cero y luego de 60 minutos




de reaccion (Figura 24). Como se aprecia hay algunos compuestos que son capaces de
inhibir cerca del 60% de actividad. Otros ensayos a diferentes concentraciones seran
necesarios para determinar la concentracién capaz de inhibir el 50% de la actividad

enzimatica (ICso) de cada compuesto.
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Figura 24: En la imagen se muestran los resultados con 2 réplicas para cada una de las reacciones,
transformados a porcentaje de Actividad calculado en funcién a la reaccion sin proteina (0% de
Actividad) y a la reaccién sin inhibidor (100% de actividad). Se destacan los compuestos 11, 13, 14
y 27, todos con valores menores al 40% de actividad. El ensayo se realizd bajo las condiciones de

actividad determinadas en los ensayos anteriores.
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6. Discusién y Proyecciones.

La enzima Polifostato quinasa 1 (PPK1), encargada de la biosintesis y degradacion
de los polifosfatos inorganicos, es una proteina altamente conservada en los organismos
procariontes, destacandose estas similitudes entre las bacterias enteropatdgenas, como es

el caso de! modelo entérico Escherichia coli.

Dado el alto grado de conservacion de ésta proteina dentro de los enteropatogenos,
sumado al rol de los polifosfatos inorganicos en el metabolismo bacteriano, y al fenotipo
atenuado que resulta de la delecion de la proteina PPK1 [Crooke y col, 1994, Rao y col.,
2009, Rashid & Kornberg, 2000 a, Rashid y col., 2000 b,c], es que se ha propuesto a la
sintesis de los poliP y particularmente a la PPK1 como un blanco prometedor para un
posible tratamiento antimicrobiano (antivirulencia), que en contraste con los antibidticos
convencionales no tenga como objefivo matar a la bacteria patégena sino atenuar la
.virulencia bacteriana y por ende reducir la presion selectiva que rapidamente provoca la

resistencia a antibidticos por parte de los microorganismos.

En este escenario, se han reportado un nimero considerable de estudios y
revisiones respecto a los poliP y su rol en el metabolismo bacteriano, sin embargo pocos
estudios se han realizado tltimamente en cuanto a la cinética enzimatica de [a PPK1, donde
los ya existentes utilizan metodologias engorrosas y poco sensibles. Estos estudios resultan
esenciales a la hora de desarrollar estudios de inhibicion enzimatica que tengan como

objetivo el descubrimiento de compuestos inhibidores de la proteina PPK1.

Adicionalmente, los actuales métodos enzimaticos para en ensayo de la actividad

PPK1 no permiten su uso a gran escala {high-throughput).
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En vista de la necesidad de contar un una metodologia de amplia reproducibilidad y
facil ejecucion para ensayar un gran numero de réplicas como significa el screening de
compuestos inhibitorios de una enzima, y para la validacion de esta nueva metodologia
propuesta, es que como objetivo de este trabajo, se planted purificar la proteina PPK1 de
Escherichia coli, estandarizar la medicion de la actividad de la proteina recombinante y
finalmente poner a punto un método high froughput de deteccion de los polifosfatos
inorganicos, de manera simple y reproducible mediante la union del polimero con el

fluoréforo 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI).

6.1 Clonamiento y sobreexpresién

Como primer objetivo especifico se planted clonar el gen ppki de Escherichia coli
en el vector de expresién pET-TEV. Las ventajas que presenta este vector estan basadas
directamente en el sistema de sobre expresion que presenia, desde [a ubicacion de un sitio
de reconocimiento para la T7 polimerasa rio arriba del sitio de clonamiento, hasta la
produccién de una proteina recombinante con elementos que facilitan su purificacion: una
cola de 6 residuos de histidina y un sitio de corte por la proteasa TEV. Este Gltimo elemento
queda fusionado al extremo carboxilo de gen y por ende al realizar la purificacién mediante
cromatografia de afinidad en resinas de Niquel- Sepharosa, el producto puede ser digerido
con la proteasa, con tal de remover la cola de 6 histidinas y presentar una proteina

equivalente a una silvestre. El vector resultante fue denominado pET- His6-TEV-Ecppk1.

El segundo objetivo especifico fue sobre expresar el gen de Ecppk1 en la cepa de
E.coliBL21 Al. Para esto se realizaron pruebas de sobreexpresion utilizando como control
positivo el vector pUC57-Ecppk? (disefiado previamente por integrantes del laboratorio
SysMicroLab) el cual presenta una alta fraccion de proteina insoluble. Es decir, la proteina

expresada en el vector pET-TEV aunque tuvo niveles comparables de expresion que el
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vector pUCS57-Ecppk1, resulté con mayor expresion de proteina en la fase soluble.
Eso sumado a las ventajas que presenta en la etapa de purificacion de la proteina de interes
nos hizo inclinarmos por este plasmido. Una vez determinado y seleccionado el clon con
mejor expresién de la proteina en la fraccion soluble dentro de las pruebas realizadas con
pET-TEV-Ecppk1, se procedié a realizar el tercer objetivo especifico correspondiente a

purificar la enzima PPK1 de E.coli.

6.2 Purificacion de la proteina recombinante EcPPK1 con cola de histidina

La purificacion de la proteina recombinante se lievd a cabo mediante un simple paso
de purificacion por cromatografia de afinidad con resina de Niquel-Sepharosa, y se
comprobd mediante SDS-PAGE el resultado de la misma. Dada la minima concentracion
de la proteina purificada, y la insuficiente concentracion lograda, es que la cantidad cargada
en el gel de SDS-PAGE (2,5 mg) fue insuficiente y por ende no podemos afirmar la
homogeneidad de la purificacion, ya que no fue posible descartar presencia de impurezas
en el resultado. A partir de la proteina purificada se determind su actividad especifica,
obteniendo un valor de 11,3 umol/min/mg, diez veces mayor que el reportado por Kornberg
en 1956 (1,07 umol/min/mg). El aumento en dicho valor puede ser atribuido en primer lugar,
al método de purificacién realizada por Kornberg, el que consistio en sucesivos pasos de
precipitacion de proteinas y tratamiento con nucleasas, metodologia que podria no haber

resultado en una muestra homogénea, o haber afectado la estabilidad de la enzima pura.

En contraste, el grupo de Kornberg reportd la purificacién de la proteina EcPPK1
con cola de histidina por cromatografia de afinidad, reportando una actividad especifica de
9,2 ymol/min/mg [Tzeng & Kornberg, 2000], lo que se aproxima considerablemente al valor
obtenido en este trabajo. En este caso, si la diferencia fuera significativa pedria ser atribuida

a la metodologia utilizada por Kornberg, ya que previo a la medicion de la radiactividad




emitida, es preciso precipitar y purificar el polimero de polifosfatos, proceso que segun lo
gue se ha registrado, no logra un rendimiento del 100% [Mullan y cols., 2002]. Esto podria
contribuir a la subestimacién de [a actividad catalitica de la enzima en cuestién. En
contraste, la metodologia aqui expuesta, permite la medicidon directa del producto de la
reaccion, lo que evita el error asociado al proceso de purificacion del producto, antes
mencionado. El contar con un método de fluorescencia que no tiene interferencia con los
sustratos y productos de la reaccion y que tiene muy buena resolucion para cuantificar tanto
poliP cortos como largos, ayuda en el establecimiento de un protocolo a gran escala (high-

throughput) para la busqueda de inhibidores de dicha enzima.

Por ofro lado, Auli-Riché y Kornberg afirmaron que la actividad de la proteina
EcPPK1 recombinante sin cola de histidina, tendria alrededor de 60 veces mayor actividad
que la purificada con cola (600 versus 10 pmol/min/mg respectivamente) [Ault-Riche &
Kornberg, 1999]. En contraste, el presente trabajo se probd cortar la cola de histidina con
la proteasa TEV, sin embargo esta proteina no logré una mayor actividad relativa respecto
a la proteina que conservaba la cola, por el contrario, ésta resulté ser 4 veces menor que
la actividad de la proteina con cola. Este resultado podria ser afribuido a alguna
desestabilizacion sufrida por la protefna durante el proceso de digestion, por ejemplo
causado por el agente reductor TCEP (iris (2-carboxietil) fosfina) utilizado en este proceso,
o por una falla en la eliminacién de la proteasa [uego de la digestion, lo que pudo provocar
una sobreestimacion de la cantidad de EcPPK1 al agregarla al mix de reaccion. Esto, sin
embargo, no tiene incidencia en nuestro objetivo de buscar inhibidores pues esta inhibicion
siempre serd relativa al valor de la enzima que medimos con respecto a un control sin

inhibidor.




6.3 Condiciones de medicién de la actividad enzimética y la inhibicion de la
proteina EcPPK1

Finalmente y como cuarto objetivo especifico se planted: Estudiar la actividad de la
proteina purificada mediante ensayos de fluorescencia High-throughput con DAPI (4,6-
diamino-2-fenilindol). Para ésta etapa, se tomé como referencia principal el trabajo de
Kornberg y cols, 1990, donde reportaron una serie de condiciones esenciales para la
actividad in vitro de la proteina PPK1 de E. cofi, deniro de [as cuales se destaca la inhibicion
por parte del ADP resultante de la desfosforilacion del ATP, por lo que se indica la necesidad
de un regenerador del ATP en la reaccién. En este trabajo se comprob6 dicha inhibicidn, la
que fue revertida al utilizar ef sistema regenerador de ATP formado por el sustrato creatina
fosfato y la enzima creatina quinasa. Por otra parte, en el mismo trabajo se indica que, al
usar muy bajas concentraciones de ATP (5 uM) existia una fase de retardo o /agen la curva
de tiempo para la formacion de producto, que se veia disminuida si se afiadia poliP de
cadena corta (4 fosfatos) a modo de cebador del inicio de la polimerizacion. En nuestro
caso, no se registré actividad enzimatica medible sin la presencia de dicho cebador, por lo

que resultd imprescindible su adicion al mix de reaccién en todos los ensayos realizados.

Teniendo en cuenta que la medicion de los poliP formados en [a reaccion no es
directa, fue necesario probar un método de detencién de la reaccién de polimerizacion de
los poliP. Para esto, se realizaron modificaciones con respecto al trabajo de Kornberg ya
que este ultimo utiliza acido percldrico y BSA, lo que detiene la reaccidén debido a la
precipitacién del poliP en presencia de ambiente &cido, por lo que resulta necesaria la
neutralizacion de la solucién con NaOH para su cuantificacion [Kornberg, 1956]. En
contraste, en éste trabajo se observé que el mismo fluordforo DAPI utilizado para la
medicién del polifosfato, detiene la reaccion. Lo que nos permite pensar que el fluordforo
estaria inhibiendo la polimerizacion de éste por parte de la enzima al unirse a las cargas

negativas de! ATP, secuestrandolo.
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En cuanto a los método de deteccion de poliP que se encuentran en la literatura, se
utiliza principalmente el método de medicién de la radiactividad del fésforo marcado
transferido desde la posicién gama del ATP a la cadena de polifosfatos [Kornberg, 1998,
Auli-Riché & Kornberg, 1998]. Como mencionamos anteriormente, éste método resulta
altamente engorroso, considerando tanto el uso de radioactividad y las consideraciones de
seguridad que esto requiere, ademas del tiempo que requiere, considerando que para la
medicion de los poliP, estos deben ser filtrados y sometidos a la catalisis por parte de [a
enzima PPX, para la posterior medicién de los residuos de ortofosfato. Por otro lado, se han
desarrollado otros métodos alternativos no radiactivos, como el uso de la reaccion reversa
de la PPK1, seguido de la medicion del ATP generado usando luciferasa [Ault-Riché &
Kornberg, 1999]. Sin embargo éste ultimo también requiere de la purificacion y el
tratamiento enzimatico del producto, sumado a que se limita a cadenas de poliP de al menos
60 residuos [Ault-Riché y cols., 1998], lo que sin duda implica una subestimacion en la
medicién del polimero. En contraste, la deteccién y cuantificacion de los poliP utilizande la
fluorescencia emitida por el complejo poliP-DAPI no se solapa con la emision de otras
molécula como el ADN o el ATP, por lo que no es necesaria la purificacion del producto
desde el mix de reaccion, evitando la pérdida y la consecuente subestimacién del producto
de reaccion. Ademas, es un método altamente econdmico en cuestion de tiempo, ya que
no es necesario ningtin tratamiento del producto, mas que la incubacion por un tiempo fijo

de entre 5 y 10 minutos antes de la medicion.

Con la metodologia de medicion high-trougput puesta a punto se llevaron a cabo
ensayos cinéticos de la proteina, de esta forma se logré determinar una Ku de 2,4 mM,
valor cercano al registrado en la literatura (2 mM [Ahn & Kornberg, 1980, Ault-Riché &
Kornberg, 1999]). Sin embargo, sorprendentemente se registré un comportamiento cinetico

distinto al descrito anteriormente, de hecho la curva de cinética enzimatica no parecfa una
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hipérbole a simple vista, por lo que se decidio ajustar a la ecuacion de inhibicién por sustrato
(ecuacion 4), la que resulté con un valor de R? = 0,992 Si bien este comportamiento
inhibitorio por parte del ATP en concentraciones elevadas, no se ha reportado para la
enzima EcPPK1, si se registra en la proteina PPK1 de Mycobacterium smegmatis [Suzuki
y cols., 1971].

Actualmente se sabe que en E.coli, la regulacion de la acumulacion de polifosfatos
que ocurre durante la fase estacionaria [Kolter y cols., 1993], al cambiar de medio de cuitivo
rico a uno bajo en nutrientes [Ault-Riché y cols., 1998] (o incluso frente a niveles bajos de
nitrégeno, aminoacidos o fosfatos [Kornberg, 1999]) es generada por la inhibicion de la
exopolifosfatasa PPX en presencia de (p)ppGpp [Siegele y Kolter, 1992]. Debido a esto, no
podemos relacionar directamente una situacion de aumento en los niveles de ATP, con una
inhibicion de la PPK1, mas aun sabiendo que en condiciones fisioldgicas los niveles de
ATP/ADP se mantienen relativamente constantes [Siegele y Kolter, 1992].

Ademas de lo anterior, cabe destacar que el actual trabajo solo concluye parametros
cinéticos aparentes de la enzima PPK1 de E. coli, por lo que resulta necesario realizar mas
estudios que permitan afirmar que el comportamiento visualizado se trata efectivamente de
un efecto de inhibicién por sustrato. Para esto debiese realizarse una caracterizacion
cinética detallada, donde se prueben, ademas de distintas condiciones de buffer, DAPI, y
sustrato, distintas concentraciones de enzima, para asi lograr calcular pardmetros cinéticos
reales, que permitan concluir respecto al posible efecto inhibitorio por parte del sustrato.

Finalmente, se realizaron ensayos preliminares de inhibicion de la actividad de la
proteina EcPPK, donde se probaron 40 compuestos disefiados in silico (trabajos previos
SysMicroLab) para hacer docking con el sitio activo de la proteina PPK1 de Pseudomonas
aeruginosa. Si bien se utilizaron compuestos que no fueron disefiados para la proteina
estudiada en este trabajo, este ensayo es una primera aproximacion a [a aplicacién de la
metodologia desarrollada, en el screening de sustancias inhibidoras de la PPK1 en el
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estudio de ésta enzima como blanco de un futuro tratamiento antibiético alternativo a los
actualmente utilizados. En las condiciones ensayadas de 20 uM del inhibidor igual
encontramos moléculas con la capacidad de inhibir €l 100% de la reaccion. Otros ensayos
con diferentes concentraciones del inhibidor seran requeridas para determinar con exactitud
la ICsp, @s decir, la concentracion que es capaz de inhibir el 50% de [a actividad PPK1.
Gracias al trabajo realizado contamos con una enzima PPK1 de E. coli purificada y
activa que puede ser utilizada con fines practicos para la sintesis de poliP y también nos
permite contar con un novedoso ensayo de actividad PPK1 mediante fluorescencia con
DAPI que nos ayudara en el futuro para la busqueda de nuevos inhibidores PPK1 con

posible uso antimicrobiano.
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7. CONCLUSIONES

1. Mediante el clonamiento del gen Ecppk? en el vector pET-TEV, se pudo
sobreexpresar y purificar la enzima en su forma activa.

2. Mediante el uso de DAPI fue posible cuantificar los poliP formados durante la
reaccion de la EcPPK1, y desarrollar un ensayo de actividad enzimatica discontinuo
a gran escala.

3. Mediante el ensayo de actividad enzimatica DAPI-poliP determinamos los
parametros cinéticos de la enzima EcPPK1 y corroborar la factibilidad del ensayo.

4. Finalmente y gracias al ensayo a gran escala en placas de multipocillos fue posible

ensayar preliminarmente cerca de 40 posibles inhibidores de la enzima PPK1.
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9. MATERIAL SUPLEMENTARIO

Anexo 1

n realizada por Macrogen

Cromatogramas resultado de la secuenciacio
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Secuencia nucleotidica consenso de EcPPK1 obtenida de la secuenciacion analizada

en el programa Geneious 4.8.4.:

1 10 20 30 40 50
I I | I ! I
ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCGARAACCTGTA
TTTTCAGGGCCATATGGGTCAGGAAAAGCTATACATCGAARAAGAGCTCA
GTTGGTTATCGTTCAATGAACGCGTGCTTCAGGAAGCGGCGGACAAATCT
AACCCGCTGATTGAAAGGATGCGTTTCCTGGGGATCTATTCCAATARCCT
TGATGAGTTCTATAAAGTCCGCTTCGCTGAACTGAAGCGACGCATCATTA
TTAGCGAAGAACAAGGCTCCAACTCTCATTCCCGCCATTTACTGGGCARR
ATTCAGTCCCGGGTGCTGARAGCCGATCAGGAATTCGACGGCCTCTACAA
CGAGCTATTGCTGGAGATGGCGCGCAACCAGATCTTCCTGATTAATGAAC
GCCAGCTCTCCGTCAATCAACAAAACTGGCTGCGTCATTATTTTAAGCAG
TATCTGCGTCAGCACATTACGCCGATTTTAATCAATCCTGACACTGACTT
AGTGCAGTTCCTGAAAGATGATTACACCTATCTGGCGGTGGRAATTATCC
GTGGCGATACCATCCGTTACGCGCTGCTGGAGATCCCATCAGATARAGTG
CCGCGCTTTGTGAATTTACCGCCAGAAGCGCCGCGTCGACGCAAGCCGAT
GATTCTTCTGGATAACATTCTGCGTTACTGCCTTGATGATATTTTCARAG
GCTTCTTTGATTATGACGCGCTGAATGCCTATTCAATGAAGATGACCCGC
GATGCCGAATACGATTTAGTGCATGAGATGGAAGCCAGCCTGATGGAGTT
GATGTCTTCCAGTCTCAAGCAGCGTTTAACTGCTGAGCCGGTGCGTTTTG
TTTATCAGCGCGATATGCCCAATGCGCTGGTTGAAGTGTTACGCGAARAR
CTGACTATTTCCCGCTACGACTCCATCGTCCCCGGCGGTCGTTATCATAA
TTTTAAAGACTTTATTAATTTCCCCAATGTCGGCAAAGCCAATCTGGTGA
ACAAACCACTGCCGCGTTTACGCCATATTTGGTTTGATAAAGCCCAGTTC
CGCAATGGTTTTGATGCCATTCGCGAACGCGATGTGTTGCTCTATTATCC
TTATCACACCTTTGAGCATGTGCTGGAACTGCTGCGTCAGGCTTCGTTCG
ACCCGAGCGTACTGGCGATTARAATTAACATTTACCGCGTGGCGAAAGAT
TCACGCATCATCGACTCGATGATCCACGCCGCACATAACGGTAAGAAAGT
CACCGTGGTGGTTGAGT TACAGGCGCGTTTCGACGAAGAAGCCAACATTC
ACTGGGCGAAGCGCCTGACCGAAGCAGGCGTGCACGTTATCTTCTCTGCG
CCGGGGCTGAAAATTCACGCCAAACTGTTCCTGATTTCACGTARAGAARR
CGGTGAAGTGGTGCGTTATGCACACATCGGGACCGGGAACTTTAACGAARA
BAACCGCGCGTCTTTATACTGACTATTCGTTGCTGACCGCCGATGCGCGLC
ATCACCARACGAAGTACGGCGGGTATTTRAACTTTATTGAAAACCCATACCG
TCCGGTGACATTTGATTATTTAATGGTATCGCCGCAAAACTCCCGCCGCC
TATTGTATGAAATGGTGGACCGCGAGATCGCCAACGCGCAGCAAGGGLTG
CCCAGTGGTATCACCCTGAAGCTAAATAACCTTGTCGATARAAGGCCTGGET
TGATCGTCTGTATGCGGCCTCCAGCTCCGGCGTACCGGTTAATCTGCTGE
TTCGCGGAATGTGTTCGCTGATCCCCAATCTGGAAGGCATTAGCGACAAC
ATTCGTGCCATCAGTATTGTTGACCGTTACCTTGAACATGACCGGEGTTTA
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TATTTTTGAARATGGCGGCGATARARRGGTCTACCTTTCTTCCGCCGACT
GGATGACGCGCAATATTGATTATCGTATTGAAGTGGCGACGCCGCTGCTC
GATCCGCGCCTGRAGCAGCGGGTACTGGACATCATCGACATATTGTTCAG
CGATACGGTCAAAGCACGTTATATCGATARAGAACTCAGTAATCGCTACG
TTCCCCGCGGCAATCGCCGCARAGTACGEGCGCAGTTGGCGATTTATGAC
TACATCAAATCACTCGAACAACCTGAATAAGCGGCCGCTAGCATARCCCC
TTGGGGCCTCTARACGGGTCT TGAGGGGTTTTTTGGGATCCCTCGAGARG
CTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGLTGL
TAACARAGCCCGARAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAAT
AACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG
CTGARAGGAGGAACTATATCCGGATTGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGC
GGCGCATTAAGCGCGGCGGGETGTGGTGGET TACGCGCAGCGTGACCGCTAC
ACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTETCGCTTTCTTCCCTT

Secuencia aminoacidica consenso de EcPPK1 obtenida de la secuenciacion analizada

en el programa Geneious 4.8.4.:
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MGSSHHEHHESSGENLYFQGHMGOEKLY IEKELSWLSFNERVLOEAADKS

NPLIERMRFLGIYSNNLDEFYKVRFAELKRRITIISEEQGSNSHSRILLGK
IQSRVLKADQEFDGLYNELLLEMARNQIFLINERQLSVNQONWLRHYFKQ

YLROHITPILINPDTDLVQFLKDDYTYLAVEIIRGDTIRYALLEIPSDKV
PRFVNLPPEAPRRRKPMILLDNILRYCLDDIFKGFFDYDALNAYSMKMTR
DAEYDLVHEMEASLMELMSSSLKORLTAEPVRFVYQRDMPNALVEVLREK

LTISRYDSIVPGGRYHNFKDFINFPNVGKANLVNKPLPRLRHIWEDKAQF

RNGFDAIRERDVLLYYPYHTFEEVLELLRQASFDPSVLAIKINIYRVAKD

SRIIDSMIHAAHNGKKVTVVVELQARFDEEANIHWAKRLTEAGVEVIFSA
PGLKIEAKLFLISRKENGEVVRYAHIGTGNFNEKTARLYTDYSLLTADAR
IFNEVRRVFNFIENPYRPVTFDYLMVSPONSRRLLYEMVDRETANAQQGL

PSGITLKLNNLVDKGLVDRLYAASSSGVPVNLLVRGMCSLIPNLEGISDN

IRAISIVDRYLEHDRVYIFENGGDKKVYLSSADWMTRNIDYRTEVATPLL

DERLKQRVLDIIDILFSDTVKARYIDKELSNRYVPRGNRRKVRAQLATYD

YIKSLEQPE*AAASITPWGL*TGLEGFFGIPREACGRTRAPPPPPLRSGC

*QSPKGS*VGCCHR*AITSITPHGL* TGLEGFFAERRNYIRIGEWDAPCS

GALSAAGVVVTRSVIATLASALAPAPFAFFP
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Anexo 2

Geles ensayo sobreexpresion a baja escala

Figura S1. Prueba de sobreexpresion de PPK1 a baja escala. Se seleccionaron 2 colonias al
azar de la cepa BL21 (Al) transformadas con el plasmido pET- His6-TEV-Ecppk1 (Carriles 2,3,4 y 5
corresponden a la colonia |, mientras que los carriles 6,7,8 y 9 corresponden a la colonia Il) y se
sometieron a induccion por 4 horas con IPTG 0.1mM y L-arabinosa al 0,4% a 25°C. Para cada colonia
se cargo la fraccion insoluble de proteinas inducidas (Carriles 2 y 6), la fraccion soluble de proteinas
inducidas (Carriles 3 y 7), la fraccion insoluble de proteinas no inducidas (Carriles 4 y 8) y la fraccion

soluble de proteinas no inducidas (Carriles 5y 9)
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Figura S2: Prueba de sobreexpresion de PPK1 a baja escala. Se seleccionaron 2 colonias al
azar de la cepa BL21 (Al) transformadas con el plasmido pET- His6-TEV-Ecppk1 (Carriles 2,34 y 5
corresponden a la colonia |, mientras que los carriles 6,7,8 y 9 corresponden a la colonia ) y se
sometieron a induccion por 4 horas con IPTG 0.1mM y L-arabinosa al 0,4% a 37°C. Para cada colonia
se cargd la fraccion insoluble de proteinas inducidas (Carriles 2 y 6), la fraccion soluble de proteinas
inducidas (Carriles 3 y 7), la fraccién insoluble de proteinas no inducidas (Carriles 4 y 8) y la fraccion

soluble de proteinas no inducidas (Carriles 5y 9).

81




Figura S3: Prueba de sobreexpresion de PPK1 a baja escala. Se seleccionaron 2 colonias al azar
de la cepa BL21 (Al) transformadas con el plasmido pUC57-Ecppk1 (Carriles 2,3,4 y 5 corresponden
a la colonia |, mientras que los carriles 6,7,8 y 9 corresponden a la colonia Il) y se sometieron a
induccion por 4 horas con IPTG 0.1mM y L-arabinosa al 0,4% a 25°C. Para cada colonia se cargd la
fraccion insoluble de proteinas inducidas (Carriles 2 y 6), la fraccion soluble de proteinas inducidas
(Carriles 3 y 7), la fraccién insoluble de proteinas no inducidas (Carriles 4 y 8) y la fraccion soluble

de proteinas no inducidas Carriles 5y 9).
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Figura S4: Prueba de sobreexpresion de PPK1 a baja escala. Se seleccionaron 2 colonias al azar
de la cepa BL21 (Al) transformadas con el plasmido pUC57-Ecppk1 (Carriles 2,3,4 y 5 corresponden
E a la colonia |, mientras que los carriles 6,7,8 y 9 corresponden a la colonia Il) y se sometieron a

induccion por 4 horas con IPTG 0.1mM y L-arabinosa al 0,4% a 28°C. Para cada colonia se cargo la

fraccion insoluble de proteinas inducidas (Carriles 2 y 8), la fraccion soluble de proteinas inducidas
(Carriles 3 y 7), la fraccidn insoluble de proteinas no inducidas (Carriles 4 y 8) y la fraccion soluble

de proteinas no inducidas Carriles 5y 9).
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Anexo 3

Hidrolisis poliP

Figura S6. Gel de poliacrilamida para polifosfatos. En la figura se aprecia la visualizaciéon de
polifosfatos de distinto largo de cadena de forma relativa (No se presenta carril con estandar). En 1,
2 y 3 Polifosfatos de largo 45, 87 y 700 respectivamente. En 4 y 5 polifosfatos de cadena 87 y 700

hidrolizados por 1 minuto a 90°C con HCI 20mM, respectivamente.
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Figura S5. Prueba de sobreexpresion de PPK1 a baja escala. Se seleccionaron 2 colonias al azar
de la cepa BL21 (Al) transformadas con el plasmido pUC57-Ecppk1 (Carriles 2,3,4 y 5 corresponden
a la colonia |, mientras que los carriles 6,7,8 y 9 corresponden a la colonia Il) y se sometieron a
induccioén por 4 horas con IPTG 0.1mM y L-arabinosa al 0,4% a 37°C. Para cada colonia se cargo la
fraccion insoluble de proteinas inducidas (Carriles 2 y 6), la fraccion soluble de proteinas inducidas
(Carriles 3 y 7), la fraccién insoluble de proteinas no inducidas (Carriles 4 y 8) y la fraccion soluble

de proteinas no inducidas Carriles 5y 9).
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