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RESUMEN

Los polifosfatos son biopolimeros lineales formados por residuos de ortofosfatos unidos
por un enlace fosfoanhidrido. En bacterias, la enzima polifosfato quinasa 1 (PPK1)
sintetiza estos biopolimeros a partir de ATP y son degradados a fosfato inorganico (Pi)
por [a enzima exopolifosfatasa (PPX). En bacterias, la carencia de los poliPs afecta
procesos celulares como la motilidad, [a formacién de biopeliculas y la patogénesis. En
Pseudomonas aeruginosa, si bien la enzima PPK1 no es esencial para su crecimiento,
es indispensable para la sobrevida de la bacteria en condiciones de carencia y estrés
asi como para los procesos de virulencia. Estas caracteristicas hacen a la PPK1 un
atractivo blanco para el disefio de nuevos compuestos antimicrobianos que no afecten

la viabilidad bacteriana pero que si afecten la produccién de factores de virulencia.

Para poder descubrir inhibidores de la enzima PPK1, es importante contar con la
proteina purificada. Para ello, es necesario sobre-expresar y posteriormente purificar la
proteina en su forma activa. En este seminario de titulo se clono, purificé y ensayé la
actividad enzimatica para establecer los parametros cinéticos de la enzima PPK1 de P.
aeruginosa (PaPPK1). Esto nos permitio estudiar la inhibicién producida por moléculas
sintéticas generadas a partir de docking molecular in silico usando como blanco
molecular la PaPPK1. Para esto se sintetizd el gen ppk? de P. aeruginosa PAO1 con el
uso de codones adaptados a Escherichia coli y bajo el control del promotor del fago T7.
Se subcloné en un vector de expresién y se sobreexpresé la proteina recombinante en

la cepa BL21 Al de E. coli para luego purificar la enzima gracias a la cola de histidina

fusionada al extremo amino. La actividad PPK1 se determiné mediante la cuantificacién




del poliP sintetizado unido a un marcador fluorescente DAPI, que interactia con el
polifosfato cambiando su longitud de onda y permitiendo el uso de DAPI para la
deteccién de poliP in vitro e in vivo. Finalmente pudimos establecer un protocolo de
actividad enzimatica de la enzima PaPPK1 gue nos permitié descubrir 6 moléculas

candidatas a inhibidores de la actividad PaPPK1{1 con posible uso como nuevos

antimicrobianos.




ABSTRACT

Polyphosphates are linear biopolymers composed of orthophosphate residues linked by
a phosphoanhydride bond. In bacteria, these biopolymers are synthesized by the enzyme
polyphosphate kinase 1 (PPK1), from ATP and are degraded to inorganic phosphate (Fi)
by the enzyme exopolyphosphatase (PPX). In bacteria, the lack of poliPs affects cellular
processes such as muotility, biofilm formation and pathogenesis. In Pseudomonas
aeruginosa, although PPK1 enzyme is not essential for growth, it is essential for the
survival of the bacteria in conditions of deprivation and stress as well as during the
virulence processes. These characteristics make the PPK1 an attractive target for the
design of novel antimicrobial compounds that do not affect bacterial viability but instead

disturbs the production of virulence factors.

To discover PPK1 inhibitors is imporiant to obtain the purified protein. For this the
overexpression and purification of the enzyme in its active form is needed. Our aim in this
thesis was to clone, purify and test the enzyme activity to establish the kinetic parameters
of the P. aeruginosa enzyme PPK1 (PaPPK1). This alfowed us to study the inhibition of
the enzyme by synthetic molecules generated by using in silico molecular docking using
PaPPK1as the molecular target. For this, the ppk? gene from P. aeruginosa PAO1 gene
was synthesized with codon usage adapted to Escherichia coli under control of T7 phage
polymerase and the recombinant protein was overexpressed in the strain E. coli BL21 Al.
Then, the enzyme was purified by affinity chromatography thanks to the histidine tail

fused to the amino terminus. The PPK1 activity was measured by quantifying the

synthesized polyP linked to a fluorescent marker DAPI, which interacts with the




polyphosphate changing its wavelength and allowing the use of DAPI for detecting polyP
in vitro and in vivo. Finally, we could establish a protocol PaPPK1 enzymatic activity of
enzyme that allowed us to discover six candidates inhibitors of PaPPK1 activity with

possible use as novel antimicrobial agents.




3. INTRODUCCION

3.1. Polifosfatos inorganicos y polifosfato quinasa PPK1

Una de las moléculas que recientemente se ha involucrado en la supervivencia ante
distintos factores ambientales son los polifosfatos inorganicos (poliP). Estos
biopolimeros lineales estan formados por decenas o centenas de ortofosfatos unidos por
enlaces fosfoanhidrido de alta energia (Kornberg, 1995; Kornberg y cols., 1999) (Figura
1). La energia liberada al hidrolizar el fosfato terminal de la cadena es utilizada por la
célula para la produccion de todas las moléculas vitales, tales como los aminoacidos,
nucleétidos, azUcares y lipidos (Achbergerova y Nahdalka, 2011). Considerados
clasicamente como componentes con funcidn de reserva energética, la funcién de los
poliP en los seres vivos permanecié desconocida por muchos afios debido a la falta de

métodos analiticos especificos.

N
“O—~P=O7P=0+P=-0"
1l il If
O O O

T

Figura 1. Molécula de Polifosfato. El valor de n varia dependiendo de la localizacton y el estado celular.

Los poliPs se han estudiado principalmente en microrganismos y estd presente en todas
las especies de los tres dominios de la vida. En cada célula de la naturaleza se ha
encenfrado este biopolimero, incluyendo bacterias, hongos, plantas, células animales

(Wood y Clarck, 1988) y también en arqueas (Scherer y Bochem, 1983; Rudnick y cols,,

1990}, pero ninguno lo utiliza como fuente de energia esencial. Curiosamente, en




numerosos organismos si bien presentan poliPs no se conoce en detalle la enzima

encargada de su sintesis.

La localizacién microscépica de los poliPs es importante para entender su funcion. En
bacterias, los poliP son principalmente citoplasmaticos y se encuentran como granulos
o en forma soluble {Rao y cols., 1998). También existen pequefias cantidades de poliP
en las membranas plasmaticas, en complejo con poli-B-hidroxibutirato (PHB) y calcio
(Reusch y Sadoff, 1988). En eucariontes, los poliP se encuentran en distintos
compartimentos celulares como vacuolas, pared celular y ntcleo (Kulaev y cols., 1999).
Su carga negativa sugiere que podrian haberse adherido a las supeificies de pirita donde
se cree que se originaron los primeros metabolizadores quimioautotréficos en un
ambiente no reductor y de altas temperaturas (Wéchtershauser, 1992). Seguin esta teoria
los poliP habrian cumplido un rol en la activacion de grupos como dadores de Pi en

reacciones de fosforilacion.

El posible origen prebiético y el caracter ubicuo de los poliP sugieren una multiplicidad
de funciones dependiendo del organismo o de la localizacion subcelular. En el pasado,
Arthur Kornberg y su grupo propusieron diversas funciones alternativas para los poliPs
{Kornberg y cols., 1999), tales como un medio de almacenamiento de energia, depésito
celular de fosfato, quelante de iones metalicos, amortiguador frente a iones alcalinos,
canal para la entrada de DNA, regulador de la tensidon y la supervivencia, un factor
relevante en la regulacién de genes y un sustituto de ATP en reacciones de fosforilacién
(Kornberg, 1995). Adicionalmente, los poliP cumplen un rol importante en la respuesta
ante ciertos factores de estrés (Ault-Riche y cols., 1988). Actualmente se sabe que los

poliP regulan directamente algunos procesos en la célula, como la movilidad, la

formacion de biopeliculas, la comunicacion bacteriana (quorum sensing) y otros




procesos fisiolégicos (Rashid y cols., 2000a; Rashid y cols., 2000b; Rashid y Kornberg,
2000c). También se utilizan como donantes de fosfato en la regulacién génica, en la
fosforilacion de GDP a GTP por medio de la enzima PPK2 (més adelante mencionada)
y en otros procesos de fosforilacién dentro de la célula (Achbergerova y cols., 2011). El
poliP puede ayudar a los organismos a adaptarse a condiciones extremas, como la
salinidad, la osmolaridad, la desecacion, la radiacion UV, la presion barométrica, el pH y
la temperatura (Crooke y cols., 1994; Rao, 1996, Keasling y Hupf, 1996; Keasling, 1997;

Rao y Kornberg 1999).

Esta bien establecido que los niveles de poliP aumentan en respuesta a la carencia de
aminodcidos (Ault-Riché y cols., 1998). Sin embargo, s6lo recientemente se dilucido la
funcién de los poliP en la respuesta adaptativa ante esta condicion. Los poliP forman un
complejo con la proteasa Lon que [leva a la degradacion de varias proteinas ribosomales,
proveyendo asi los aminoacidos necesarios para responder a la condicién de carencia
(Kuroda y cols., 2001). Esta es la primera evidencia experimental directa sobre un rol de

los poliP en Ia respuesta adaptativa a condiciones de estrés.

El metabolismo de los poliPs en las células es dindmico. En bacterias, la sintesis de los
poliP se realiza mediante la polimerizacién del fosfato terminal del ATP mediante la
enzima polifosfato quinasa 1 (PPK1). Esta enzima cataliza 1a sintesis de poliP desde
ATP (Figura 2). La reaccion es reversible, dando lugar a la sintesis de ATP desde ADP

y poliP, [o que sdlo ocurre ante un exceso de ADP (Ahn y Kornberg, 1990).

La PPK1 esta bien estudiada en E. cofi (EcPPK1), ha sido purificada y su gen clonado y
secuenciado (Ahn y Kornberg., 1980; Akiyama y cols., 1992). Su sitio activo contiene dos

histidinas fosforilables in vitro altamente conservadas (His 441 y His 460) (Kumble y




cols., 1998), Por otro lado, [a enzima exopolifosfatasa (PPX) esta involucrada en la

hidrélisis de los polifosfatos para liberar fosfato inorganico (Akiyama y cols., 1993).

ATP = Polip. — s+ Polips + Py

Figura 2. Reacciones principales del metabolismo de los poliP descritas para Escherichia coli.
La regulacién coordinada de actividades EcPPX y EcPPK no es sorprendente. El gen
Ecppx se encuentra rio abajo de Ecppk? formando un operdn. Esto significa que el nivel
de degradacién de poliP por EcPPX siempre depende del nivel de la sintesis de poliP
por EcPPK (Akiyama y cols., 1992). Este ordenamiento del operén ppk-ppx no es una

caracteristica comtin en otros genomas bacterianos. Por ejemplo, en Acinefobacter sp.

el genh ppk es una unidad transcripcional (Geifdérfer y cols., 1998).

Contrariamente a lo que sucede en E. coli, en P. aeruginosa el gen ppx se encuentra en
una direccion opuesta al gen ppk1, y por lo tanto, no forman un operén (Zago y cols.,
1999). Esto puede explicar la diferencia en los niveles de poliP entre diferentes bacterias.
La acumulacion de poliP en P. aeruginosa es varias veces mayor que en E. coli (Kim y
cols., 1998). Al parecer los niveles de enzimas PaPPX se regulan independientemente

de los niveles de PaPPK1 (Miyake y cols., 1999; Zago y cols., 1999).

El gen codificante de la PPK1, Ia principal enzima que sintetiza poliP, esta presente en
varios genomas bacterianos, incluyendo numerosas bacterias patégenas (Tzeng y
Komberg, 1998). Por lo tanto, proteinas homdélogas de PPK1 se han encontrado en mas
de 100 especies de procariotas, incluyendo 20 grandes agentes patogenos y, hasta la

fecha, s6lo en dos eucariotas, Dictyostelium discoideum y \a levadura Candida humicola

(Zhang y cols., 2005). La DdPPK1 de D. discoideum comparte un 30% de identidad y




51% de similitud con la PPK1 de E. cofi (Rao y cols., 2009). Sin embargo, todavia siguen
siendo dificil de encontrar las enzimas encargadas del metabolismo de los poliPs en las

células vegetales y de mamiferos.

Cepas mutantes del gen ppk? de E. coli, P. aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Vibrio
cholerae tienen afectadas varias funciones celulares y estructurales como la motilidad a
pesar de la presencia del flagelo intacto (Rashid y cols., 2000a) y la virulencia (Rashid y
cols., 2000b; Ortiz-Severin, 2013). Otras caracteristicas observadas es que los mutantes
son mas sensibles a peréxido de hidrégeno, a las altas temperaturas y a los niveles de

sal en comparacion con la cepa de tipo silvestre (Rao y cols., 1996).

Por lo mencionado, y por el alto grado de identidad entre los ortélogos de PPK1 en
algunas de las principales especies patégenas, se ha purificado la EcPPK1 y se han

reportado sus inhibidores metabdlicos (Kornberg, 2003).

3.2. PaPPK1 y Pseudomonas

P. aeruginosa PAO1, al igual que otras bacterias, no posee uno, sino dos ortélogos PPK
(PPK1 y PPK2). La PPK1 de P. aeruginosa (PaPPK1) tiene una masa molecular de
83,151 kDa, un punto isoeléctrico de 7,72, el gen de Pappk1 esta compuesto por 2208
pb que codifica una proteina de 736 aminoacidos, cuya secuencia muestra extensa
similitud con las PPK1 conocidas (Ishige y cols., 1998). Los mutantes ppk7 de P.
aeruginosa PAO1 no muestran niveles de actividad PPK1 detectables pero atin poseen
alrededor del 20% del poliP que tiene la cepa silvestre (Rashid y cols., 2000b). Esto es
debido a la enzima PPK2, que fosforila GDP a GTP mediante el uso de poliP como

donante de ortofosfato, pero que también puede utilizar GTP o ATP en la sintesis de las

cadenas de poliP (Ishige y cols., 2002). Esto difiere de la PaPPK1, que utiliza




exclusivamente ATP para la sintesis de poliP (Varela y cols., 2009). Mientras PPK1 tiene
como actividad principal sintetizar poliP, la PPK2 principalmente degrada poliP para
fosforilar purinas (Achbergerova y cols., 2011) (Figura 3), por lo tanto, PPK1 es la
principal enzima para la sintesis de poliP. Ademas P. aeruginosa también posee una

PPX (no detallado en la figura 3), al igual que E. coli.

ATP — , Polips ¢—— GTP
S AN

Figura 3. Reacciones descritas para la sintesis de PoliP en P. aeruginosa.

La PaPPK1 tiene un tamafio molecular mayor a las PPKs conocidas de otras especies
ya que contiene un tramo extra de 46 aminoacidos en la region N-terminal nunca antes
visto en otra PPK1. El primer codén del gen Pappk1 esta localizado s6lo a 18 pb rio
abajo del codén de término del gen hemB que codifica para la deshidratasa del acido
delta-aminolevulinico, implicando que ambos genes podrian ser transcritos en la misma

unidad de ARN mensajero (Ishige y cols., 1998).

Al igual que en otras bacterias, como ya se menciond, en P. aeruginosa las alteraciones
en el metabolismo de los poliP causan numerosas disfunciones estructurales y
funcionales. Las bacterias mutantes de la enzima PaPPK1 estan afectadas en el
crecimiento durante la fase estacionaria, en la sobrevivencia al estrés por calor, a
cambios en el pH y al estrés causado por agentes oxidantes, cambios osmoticos y de
radiacién (Ghafoor, Hay y Rehm, 2011). También se ven afectadas en la formacion de
biopeliculas, el quorum sensing, la produccion de exopolisacaridos y los tres tipos de
motilidad como swimming, swarming y el twitching (Rashid y col, 2000c). Finalmente los

mutantes Pappk? son mas susceptibles a la accidén de antibiéticos y a la desecacion



(Rashid y cols., 2000b y 2000¢) y tienen problemas con la compactacién del nucleide y

la distorsién de la envoltura nuclear (Fraley y cols., 2007).

En estudios de nuesfro laboratorio, usando microarreglos, se analizaron los cambios
fenotipicos que ocurren en las cepas mutantes del gen ppk? y ppk2 en P. aeruginosa.
Se encontrd gran similitud fenotipica entre los dos mutantes ppk, caracteristicas que no
son compartidas por la cepa control, P. aeruginosa PAO1 silvestre. Por ejemplo, se
evidencié una marcada sensibilidad de ambos mutantes a distintos iones toxicos,
desestabilizantes de membrana y numerosos antibiéticos (Ortiz-Severin y cols., 2015).
Por otro lado, al evaluar la produccién de biopeliculas en la interface aire-liquido
mediante un ensayo con Rojo Congo, se determinéd una menor produccion de
exopolisacérido pel en ambas cepas mutantes al compararlas con la cepa silvestre
(Alvarez y cols., 2011). También en estudios de virulencia utilizando el pez cebra como
modelo animal, se observé que los mutantes de PaPPK1 tienen una virulencia atenuada
a diferencia de lo observado en la cepa silvestre (Clatworthy y cols., 2009). Estos
resultados sugieren que los muiltiples defectos estructurales y funcionales encontrados
relacionan el metabolismo de los poliPs en P. aeruginosa con una funcién reguladora

celular.

Adicionalmente, la enzima PaPPK1 es importante no sélo por [a motilidad y el desarrollo
de biopeliculas en P. aeruginosa, sino también para la produccién de factores de

virulencia tales como la elastasa y los ramnolipidos (Hare y cols., 2012).

P. aeruginosa es un patégeno oportunista, Gram negativo, de humanos que causa una

alta mortalidad en pacientes con fibrosis quistica o inmunocomprometidos (Lyczak y

cols., 2000). Su patogenicidad se ha relacionado con el quorum sensing (Van Delden y




Iglewski, 1998) y con la gran capacidad de producir variados factores de virulencia, como
el pili, el flagelo, el lipopolisacarido pel, el sistema de secrecion tipo Il (T388) (Yahry
Wolfgang, 2008), exotoxinas, pigmentos toxicos (sideréforos, piocianina) (Clatworthy y
cols., 2009), proteasas, ramnolipidos, entre otros. Estos numerosos factores son claves

para la persistencia de la infeccion permitiéndole colonizar y sobrevivir en el hospedero.

El tratamiento de las infecciones causadas por P. aeruginosa en pacientes
intrahospitalarios es muy complejo y constituye un gran desafio cientifico, debido a que
posee una gran resistencia intrinseca a numerosos antibidticos comparada con otras
bacterias Gram negativas (MHancock, 1986; Breidenstein y cols., 2011). Se le ha
denominado “stiper bacteria”, por su gran capacidad de generar resistencia a una amplia
variedad de antibidticos, y también por su capacidad de infectar una gran variedad de

hospederos (Rahme y cols., 1997; Tan y cols., 1999; Jander y cols., 2000).

En muchos patogenos, incluyendo P. aeruginosa, se ha observado el fendmeno
denominado “persistencia bacteriana”, el que ha sido implicado en muchas infecciones
tanto crénicas como recurrentes (Maisonneuve y cols., 2013). La persistencia bacteriana
es el fenémeno en el cual las poblaciones bacterianas sensibles a antibidticos, producen
algunas células que se vuelven tolerantes a multiples drogas de forma transitoria debido
a mecanismos de dormancia (Maisonneuve y cols., 2013). Es decir, células vivas pero
metabdlicamente detenidas son capaces de resistir la accion de antibidticas que tienen
como blanco procesos celulares activos (Bigger, 1944). Trabajos realizados en E. cofj,
revelaron que las células persistentes se generan estocésticamente y vinculan el grado
de persistencia que pueden desarrollar las bacterias, con el nivel intracelular de los poliP,

a mayor concentracion de poliP, mayor persistencia (Maisonneuve y cols., 2013).



Tomando en cuenta lo anterior, es de suma importancia estudiar [a relacién de estos
aspectos con la virulencia bacteriana, especialmente en P. asruginosa, por ser unc de
los principales patégenos intrahospitalarios, por tener la capacidad de colonizar una
amplia variedad de nichos (Hare y cols., 2012), por ser un patégeno con alta incidencia
de morialidad vy, sobre todo, porque la virulencia de este patégeno oportunista puede
relacionarse con el metabolismo de los polifosfatos. Es objetivo de este seminario
estudiar mas a fondo la principal enzima relacionada con la sintesis de poliP, ya que

hasta la fecha no se ha purificado la PaPPK1.

3.3. Purificacién y medicion de la actividad PPK1

La enzima EcPPK1 se purificé hasta homogeneidad (Ahn y Kornberg, 1990; Akiyama y
cols., 1992), luego de identificar y clonar el gen de Ecppki, para asi, lograr su
sobreproduccion (alrededor de 100 veces). Se caracterizé su masa molecular, su radio
de Stokes, el coeficiente de sedimentacién, el coeficiente de friccion y concluyeron que
la enzima era un tetramero simétrico (Ahn y Kornberg, 1990; Akiyama y cols., 1992). En
el afio 2000, se volvié a purificar la enzima, pero esta vez se hizo mediante una columna
de niquel-acido nitrilotriacético. La enzima se eluy6 y las muestras fueron verificadas por
SDS-PAGE y Western Blot, ademés se caracterizé mediante ensayos de actividad
(Tzeng y Komnberg, 2000). En literatura se han encontrado caracterizaciones de PPK1
de otros organismos, pero no hay reportes de que se caracterizaran los parametros

cinéticos de la PaPPK1, sélo se ha caracterizado la PaPPK2 (Zhang y cols., 2002).

Por su parte, para medir la actividad de la enzima PPK1, usualmente se utiliza ATP

marcado con fosfato radiactivo y luego se purifica el poliP sintetizado y se mide por medio

de un contador de centelleo, el cual mide el **P con una eficiencia del 81% (PerkinElmer,




2011). Asl se han obtenido fuertes evidencias con respecto al papel desempefiado por
[os poliP en la regulacion de la respuesta a deficiencias nutricionales, estrés ambiental y
supervivencia en fase estacionaria en E. coli (Rao y Kornberg, 1999). Sin embargo, este
método tiene la gran desventaja de trabajar con radiactividad y el protocolo es engorroso,
ya que generalmente se debe hacer con numerosas muestras donde el poliP debe ser
extraido. Otra forma alternativa de cuantificar el poliP es mediante un ensayo basado en
la fluorescencia de 4,6-Diamidino-2-fenilindol (DAPI) unido a poliP, que facilita su
cuantificacién sin interferencias con el ATP (Kulakova y cols., 2011). El fluoréforo DAPI
es ampliamente utilizado para el DNA, pero también interactia con el poliP, formando el
complejo DAPI-PoliP, el cual cambia su longitud de onda de emision de 475 a 550 nmy
de excitacion de 360 a 415 nm comparado con [a unién de DAPI-DNA, permitiendo el
uso de DAPI para la deteccién de poliP in vifro e in vivo (Aschar-Sobbi, 2008). Como la
longitud de onda de excitacién (2 400 nm) del complejo DAPI-poliP proporciona un
significativo aumento en la sensibilidad de deteccién de poliP, el uso de excitacion a 415
nm permite que la flucrescencia de este complejo sea detectado en una longitud de onda
mayor {emisién a 550 nm) para detectar la fluorescencia de hasta 25 ng/ml de poliP
(Aschar-Sobbi, 2008). La emision de la fluorescencia de DAPI 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 DNA y ATP (Aschar-Sobbi,
2008). Sin embargo, pese a la eficiencia de este método, hasta la actualidad ningtn
método de actividad PPK1 ha sido reportada con el uso del DAPI para cuantificar el

poliP. Es objetivo de este seminario establecer un protocolo para medir la actividad PPK1

mediante el uso del fluoréforo DAPL.




3.4. Sintesis de los poliP como blanco para el disefio de antimicrobianos.

Las bacterias patdgenas son la causa de un sinnGmero de enfermedades que afectan a
Ja humanidad. La neumonia, fiebre tifoidea, la diarrea, la tuberculosis, el célera, e incluso
el cancer son sélo algunos ejemplos. Grandes enfermedades provocadas por
infecciones con bacterias patégenas han sido superadas por la accion de los antibiéticos,
el descubrimiento de estos farmacos revoluciond la medicina, pero con el paso de los
afios éste gran descubrimiento ha traido consecuencias colaterales (Maviglia y cols.,

2009).

La mayoria de los antibiéticos utilizados en la actualidad, apuntan a erradicar el patégeno
o a interferir con su crecimiento, lo cual les interpone una fuerte presion selectiva, que
se traduce en la evasion de este “ataque” creando resistencias o desarrollando
persistencia, haciendo que los antibiéticos no logren su efecto letal. El uso excesivo de
antibioticos resulté en que ciertas cepas bacterianas se volvieron resistentes a estos
farmacos, teniendo que aumentar la dosis para ciertos tratamientos, lo que trae
consecuencias en el microbioma natural del paciente y en la aparicion de cepas

resistentes al mismo (Maviglia y cols., 2009).

Actualmente, la resistencia a la mayoria de los antibiéticos aparece sblo unos pocos
afios después de su introduccion en la practica clinica (Sintim y cols., 2010}. La mayoria
de los antibiéticos se dirigen a las funciones celulares bacterianas esenciales o procesos
de crecimiento, pero los farmacos que tienen como blanco la sintesis de proteinas, son
por lo general bacteriostaticos (Kaakoush y Mendz, 2009). Estos farmacos permiten la

reduccion de la virulencia bacteriana (antivirulencia) e incrementan la susceptibilidad a

las defensas de! hospedero, en vez de exterminar al patégeno (Pournaras y cols., 2009);




ya que al no ser bactericida son menos propensos a producir gfectos secundarios y
producen menos resistencia. Un ejemplo es un antimicrobiano dirigido al quorum sensing
bacteriano, éste inhibe la comunicacion bacteriana, degradando las moléculas auto-

inductoras o bloqueando la recepcion de éstas (Swem y cols., 2009).

Los compuestos quimicos antimicrobianos dirigidos a la virulencia bacteriana,
idealmente deben poseer un amplio espectro de actividad y poca toxicidad. La busqueda
de una molécula o proceso celular apropiado como blanco para dirigir un farmaco en la

célula bacteriana es esencial para la eficacia de una nueva droga.

Teniendo en cuenta que el metabolismo alterado de los poliP, en particular la delecion
del gen ppk1, produce una disminucién de la virulencia en varios microorganismos
patégenos, se puede establecer que la PPK1 exhibe un buen potencial como un nuevo
blanco para el disefio de farmacos antimicrobianos para el control de la virulencia, ya
que tiene funciones de regulacién importantes, pero no esenciales en las células (Rashid
. y cols,, 2000a, 2000b y 2000c; Ortiz-Severin y cols., 2013). Ademas no se han
encontrado ortélogos de PPK1 en eucariotas superiores (Zhang y cols., 2005) y existe
un alto grado de identidad entre ortdlogos de PPK1 en la mayoria de los principales

patégenos bacterianos conocidos (Zhang y cols., 2002; Tzeng y Kornberg, 1998).

Para lograr estas proyecciones, es necesario en primer lugar poder obtener la enzima

purificada en su forma activa y determinar posibles moléculas inhibidoras de la enzima.

En estudios previos en nuestro laboratorio se encontraron posibles inhibidores de la
PaPPK1 mediante el disefio in silico de drogas (Chavez y cols., 2011). Primero se

modeld la PaPPK1 a partir de la estructura 3D conocida de la EcPPK1 (Zhu y cols.,

2005). La estructura obfenida se utilizé para hacer un sondeo biolégico virtual de




pequefias moléculas con la capacidad de unirse y desplazar al ATP del sitio activo de la
PaPPK1. Para esto se utilizaron moléculas de la base Diversity Set || (National Cancer
institute, National Institutes of Health) y moléculas contenidas en la biblioteca quimica
pliblica Maybridge Diversity Fragment Library (Thermo Fisher Scientific), una de las
primeras bibliotecas de fragmentos disponibles comercialmente. Estas moleculas
incluyen mas de 140 mil compuestos y tienen la ventaja de estar disponible
gratuitamente previa solicitud institucional. Ambas colecciones contienen estructuras
optimizadas de dos tipos diferentes de candidatos a ligando, la primera coleccion
comprende farmacéforos mas globales, mientras que la segunda incluye principalmente
fragmentos. Mediante los programas LibDock y CHARMMbased CDOCKER (Accelrys)
se comprobd que varios compuestos se acoplaron al sitio activo de la estructura cristalina
de PaPPK1. Se evalué el puntaje con la funcién empirica consenso, Ludi, y se selecciono
un grupo de compuestos para su evaluacion biolégica. En este frabajo se estudio la

accion de estas moléculas en la actividad enzimatica PaPPK1 in vifro.

Resultados preliminares, indicaron que in vivo, estos compuestos quimicos tienen

efectos antivirulencia en P. aeruginosa al ser usada en un modelo patégenc-hospedero

con D. discoideum (Bravo-Toncio, 2015).




3.5 Objetivos

3.5.1. Objetivo general

Expresar heterlogamente y purificar la enzima PPK1 de Pseudomonas aeruginosa

PAO1 en Escherichia colj para utilizar dicha enzima en ensayos de inhibicidn enzimatica.

3.5.2. Objetivos especificos

1. Sintetizar y sobre-expresar heterdlogamente en E. coli el gen ppk? de P.

aeruginosa PAO1.

2. Purificar la enzima PPK1 de P. aeruginesa PAO1 en su forma activa.

3. Ensayar la actividad enzimatica de PaPPK1 mediante DAPI y determinar algunos

pardmetros cinéticos de la enzima PPK1 de P. aeruginosa PAO1.

4. Ensayar la actividad inhibitoria de moléculas sobre la actividad enzimatica de la

PPK1 de P. aeruginosa PAO1.
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4. MATERIALES Y METODOS

4 1. Reactivos utilizados en este estudio

El agua utilizada en todos [os experimentos se nanopurifico (Agua nanopura), hasta

una resistencia de 18,2 ohm. La tabla 1 detalla los reactivos utilizados en esta tesis.

Tabla 1. Reactivos utilizados.

Insumos Proveedor
LB, LB Agar Difco™ (CHILE)
Coomassie Plus™, Inhibidor de proteasas, TCEP, kit Rapid Ligation, B-PER® Thermo Fisher (CHILE)
Gel Red Biotium (CA-EEUL)
Glicina, Tween-20, SDS Calbiochem (NJ-EEUU})
HisTrap™ HP GE Healthcare (Suecia)
Acrilamida, BSA, MassRuler™ DNA Ladder Mix Invitrogen (CA-EEUU)
Partidores IDT {IO-EEUU}
LE Agarosa SeakKem® Lonza (Basilea-Suiza)

Azul de Coomassie R-250, Tris, MgClz, NaCl, Imidazol.

Fast digest Hindlll y Ndel, 6X loading dye

E.Z.N.A (miniprep kit)

B-mercapto-etanol, standard M.W., PoliPss, Creatina quinasa y fosfato
IPTG, Kanamicina, Ampicilina

Gliceral

DAPI, UltraClean™ PCR Clean-up

Merck (NJ-EEUU)

New England Biolabs®Inc {(EEUU)
OMEGA Bio-tek (GA-EEUU)
Sigma (MO-EEUL)}

US Biological (MA-EEUU}

Winkler (STGO-CHILE)

Life Technologies (CHILE)

4.1.1. Cepas utilizadas en este estudio

Diferentes cepas de E. cofi fueron usadas para evaluar cudl es la que da una mejor

expresion de la proteina en su forma soluble y ademés medir la actividad de cada

PaPPK1 proveniente de las distintas cepas, ya que alguna de éstas podria tener

problemas en el plegamiento o la expresién de la proteina recombinante.




Tabla 2. Cepas de E. coli usadas en este estudio

Cepa Genotipo Caracteristica Referencia

DH5a endA1 gyrA96 hsdR17 A(lac)U169 recA1 Muy usada para clonar. Elevada eficiencia de  Granty
relAt supE44 thi-1 (680 lacZ AM15) transformacién. Minimiza la recombinacién v cols, 1890

garantiza estabilidad al plasmido.

JM109 endA1 ginV44 thi-1 relA1 gyrA96 recA1 Alto rendimiento en la purificacion DNA Mairhofer y
merB*  A(lac-proAB) el4- [F' traD36 plasmidial. Mingr}igag IaI reclgmbi;aciénm t; cols, 2008

+ . garantiza estabilidad al plasmido.
proAB* lacl? lacZAM15] hsdR17(nmx’) eficiencia de transformacion.
K-12 cepa silvestre Se utilizan en biologia molecular como un Bachman,
organismo modelo. 1672

BL21-Al™ F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm Para pldsmidos con promotor T7. La expresion Berrowy
araB::T7RNAP tetA de la T7 RNA polimerasa es reprimida hasta cols, 2008

gue se induce con L-arabinosa.

Origami 2 Alara—leu)7697 AlacX74 AphoA Pwull por Control, no expresa protelna basal de Pfeffery
araD139 ahpC galE galK rpsL Fllac+ lacl ¢  hospedero. Permite la formacién de enlaces  cols, 2007
pro] gor522::Tn10 trxB (StrR , TetR } disulfuro en el citoplasma, lo que facilita el

plegamiente de la protefna recombinante.

Crigami 2 Afara—-leu)7697 AlacX74 AphoA Pvull phoR  Permite la formacion de enlaces disulfuro en el Pleffery

(DE3)* araD139 ahpC galE galK psL Flact lacl g  citoplasma, lo que facilita el plegamiento de la  cols, 2007
pro] (DE3) gor522::Tn10 trxB (StrR , TetR)  proteina recombinante.

BL21(DE3) F — ompT hsdSB (rB — mB — ) gal dem  Hospedero de alta expresion, con bajo nimero  Berrowy

pLysS (DE3) pLysS (CmR } de copias plasmidial pero de gran rendimiento.  cols, 2006

*(DE3): A liségeno que llgva el gen para la ARN polimerasa de T7, se utiliza para el sistema de expresion
basado en promotor de T7.

4.1.2. Cepas de bacterias y medios de cultivo

E. coli JM109 fue usada para la mantencién de los plasmidos. Distintas cepas de E.

coli (Tabla 2) fueron usadas para la expresion de la proieina recombinante. Las cepas

DE3 se obtuvieron gracias a la gentileza del laboratorio de genética de la Facultad de

Ciencias de la Universidad de Chile, las demas cepas son propias del Laboratorio de

Microbiologia de Sistemas. Estas cepas se cultivaron aerébicamente en medio liquido

Luria-Bertani (LB), medio S.0.C. (2% bactotriptona, 0.5% extracto de levadura, 10 mM

NaCl, 2.5 mM KCI, 20 mM (MgCl. 6H.0 + MgS0O4 7 H20), 20 mM sucrosa) y en medio




solido de placas agar LB con su respectivo antibi6tico. Las placas de agar LB de E. coli
JM109 se almacenaron a 4°C durante un maximo de un mes, y las placas de E. coli
BL21 Al se mantuvieron durante un maximo de dos semanas. Se mantuvo un stock de
cada cepa en glicerol (almacenados a -80°C). En todas las cepas transformadas se
utilizé kanamicina y ampicilina para mantener los plasmidos pET-TEV y pUC57,

respectivamente.

4.2. Sintesis del gen ppk1 de Pseudomonas aeruginosa

El gen ppk1 de P. aeruginosa (Pappk1) se sintetizo quimicamente (GenScript USA
Inc.) con el uso de codones adaptados a Escherichia coli y bajo el control del promotor
del fago T7 con un total de 2401 pb. El gen fue clonado en el vector pUC57. El

plasmido resultante fue denominado pUCS57-Pappk1 (Figura 4).

Eco0109 2698 ,BstARt 179
Aafil 2641 l / Ndel 133
Sspl 2525, ‘

)/ Ehel 235

Pdmi 2318

Begl 2239
Scal 2201

Gsul 18082

Crol 1803 =~
Eco31l 17980~

Eanm105i 1718

Cail 1241
Figura 4. Mapa del vector pUC57. Se destacan: lac Z gen que codifica para la enzima B-galactosidasa; el

sitio MCS, donde esta el sitio de corte Hindlll y rio arriba se encuentra Ndel, entre esos dos sitios fue
clonado el gen Pappk1. Bla (Ap"): gen de resistencia a ampicilina.
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4.3. Clonamiento del gen Pappk? en pET-TEV

El vector pET-TEV se utilizd para la expresidn de la enzima PaPPK1 seguin se describe
mas adelante y para facilitar su purificacién ya que presenta una cola de seis histidinas.
El vector pET-TEV (facilitado por el laboratorio de Bioquimica de la Facultad de
Ciencias de la Universidad de Chile) posee un tamafo aproximado de 6000 pb y
contiene un marcador de seleccion por resistencia al antibidtico Kanamicina. El gen
Pappk1, del vector pUC57-Pappk1, se clond en pET-TEV y se secuencié para

demostrar la ausencia de mutaciones espurias.

Para esto se digirieron los vectores pUC57-Pappk? y pET-TEV con las enzimas de
restriccion Ndel y Hindlll. Las reacciones fueron incubadas a 37°C, por 2 horas. Sélo el
vector pET-TEV se digirié secuencialmente, primero con Hindlll y luego con Ndel, para

evitar su recircularizacion.

Después de la digestion el gen de interés y los pldsmidos de expresion se analizaron

por electroforesis en un gel de agarosa al 0,8% p/v para luego ser purificados.

Cada muestra digerida de aproximadamente 150 ng de DNA se mezclo en proporcion
5:1 con una solucién de amortiguador de carga 6X loading dye y luego se cargaron en
geles de agarosa. La agarosa se preparo en solucion TAE 1X (Tris-HCI pH 8,3 40 mM,
Acetato 20 mM y EDTA 1mM) y Gel Red 1X. En cada corrida electroforética se incluyd
un carril con el estandar de peso molecular MassRuler™ DNA Ladder Mix de 10 Kpb
para estimar los tamafios de las bandas de DNA resultantes de la digestién. Luego de
la electroforesis se extrajeron las bandas de DNA desde el gel (el fragmento de tamario
2,4 Kb que corresponde al gen Pappk? y la de 6 Kb que correspondia al vector pET-

TEV linealizado) utilizando el kit de extraccion de gel UliraClean™ PCR Clean-up de
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acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI DNA fue eluido con 50 pL de agua

nanopura y concentrado 20 veces por medio de speed vac al vacio.

l.uego de purificadas y concentradas las bandas tanto del gen de interés, Pappk1, y el
vector linealizado, pET-TEV, se ligaron con el kit Rapid Ligation (a razén de 5:1
respectivamente, segin el tamafio de cada fragmento y las instrucciones del
fabricante). Las reacciones de ligacién se mantuvieron a temperatura ambiente toda la

noche. El plasmido resultante de la ligacion fue llamado pET-TEV-Pappk1.

Debido a que el vector pET-TEV expresa constitutivamente un cassette del gen de
resistencia a kanamicina, las ligaciones exitosas entre el gen de interés y el vector
pudieron seleccionarse en placas de agar LB que contenfan 50 pg/mL de kanamicina,

luego de la transformacion en una cepa de E. coli.

4.4. Transformacidn bacteriana

Se transformé el plasmido pET-TEV-Pappk? en la cepa quimiocompetente E. coli
JM109. Luego se extrajo el plasmido para f{ransformarlo en ofras cepas

quimiocompetentes de E. coli en donde se sobre expreso la proteina PaPPK1.

Para transformar y preparar las células quimiocompetentes de E. coli se siguid el

procedimiento descrito por Galvan (2013).

4.5. Aislamiento de DNA plasmidial (miniprep)

Para [a amplificacion del plasmido, una colonia transformante de E. cofi JM109 aislada
se eligio al azar y se inoculd en 10 mL de LB con el antibiético apropiado. Se incubd
toda la noche a 37°C con agitacion. El DNA plasmidial de los clones recombinantes se

purificé mediante el uso del kit E.Z.N.A® Plasmid Miniprep Kit [l. Se eluyd el DNA
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plasmidial con 50 puL de agua nanopura. Se determiné la concentracion del plasmido
eluido mediante medicién con Nanodrop (EEUU). Se estimd el grado de pureza del
DNA, mediante [a relacion Abszse/Abszse. Esta siempre resulté superior a 1,8, lo cual

indica un gradoe de pureza superior al 95%.

4.6. PCR de colonias

Rutinariamente para comprobar las construcciones realizamos PCR en colonia. Para
esto se eligieron al azar 15 colonias de los clones fransformados con el mix de ligacién,
cada colonia se picé bajo esterilidad y se rayé en el fondo de un tubo de PCR estéril
con 5 pL de buffer PCR 10X. La mezcla de reaccidn contenia ademas 1 pL de ambos
cebadores universales T7 forward y T7 reverse {1 UM final); 0,5 pL de la mezcla de
deoxinucléotidos (dNTPs) 10 mM, 0,5 pL (1,5 U) de la enzima Pfu Ultra Il Fusion HS
DNA®, y por dliimo 47 pL de agua nanopura estéril. Las reacciones de amplificacion
del DNA se realizaron en un termociclador AXYGEN MAXIGEN. Se utilizé un protocolo
que consistia de una etapa inicial de desnaturalizacion a 95°C por 2 min, seguida por
30 ciclos de amplificacion que incluian 3 etapas: 20 s a 95°C; 20 s a la temperatura de
apareamiento de los partidores utilizados (55°C) y una etapa de extension a 72°C por 3
min. Los productos de amplificacién se analizaron mediante electroforesis en gel de

agarosa al 1% piv.
4.7. Secuenciacion plasmidial

Para confirmar que no hubo mutaciones, los plasmidos (pET-TEV-Pappki) que
contenian los insertos del famafio esperado, se enviaron a secuenciar a Macrogen Inc.
(Corea), mediante la metodologia de Sanger. El gen Pappk? clonado en vector pET-

TEV se secuencié en ambas direcciones con los cebadores universales T7 forward y
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T7 reverse ubicados rfo arriba y rio abajo del gen Pappk? en nuestro vector de
expresion. También se secuenci¢ el gen con cebadores internos para obtener una
completa secuenciacion del gen. Los cebadores utilizados son mostrados en la Tabla 3
y fueron disefiados usando el programa Omega (Oxford Molecular) a partir de los datos
enviados por GenScript de la secuencia del gen Pappk! modificado. Los
cromatogramas de secuenciacién fuercn analizados con el programa Geneious 4.8.4 y

las secuencias finales fueron contrastadas con la secuencia enviada por GenScript del

gen PappkT.
Tabla 3. Cebadores usados en este estudio
Cebador Secuencia de oligonucledtido (6'- 3)
T7 forward TAATACGACTCACTATAGGG
T7 reverse TAATACGACTCACTATAGGG
Interno forward AGTGTGACCGGTCTGGAATC
Interno reverse CAGAACGTTCGGATCTTTGG

4.8. Ensayos de induccidn de Ia proteina a pequefia escala

Para los ensayos de induccién, se usaron placas con diferentes cepas de E. coli
(JM109, DH5a, Origami2 (DE3), Origami2, BI21-Al y BL21 (DE3) plLysS) recién
transformadas con el plasmido- pET-TEV-Pappk1 para todos los cultivos de expresion

de la proteina (o placas que tenian menos de 3 dias almacenadas a 4°C).

Se escogid al azar una colonia para inocular 56 mL de LB liquido con kanamicina (50
ygfmL). Este pre-indculo se incubd toda la noche a 37°C con agitacion de 150 rpm. En
la mariana del dia siguiente se inoculd con 0,5 mL del pre-indcule un matraz de 500 mL
de volumen que contenia 100 mL de LB liquido fresco con kanamicina, el cual se
incubd con agitacién de 150 rpm hasta alcanzar una D.Ospo de 0,6. Antes de inducir el

cultivo, se agregd L-arabinosa a una conceniracién final de 0,4 % pfv y luego este
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cultivo se separd en distintos matraces para ser inducido bajo diferentes condiciones,

sefialadas a continuacion:

a. Temperatura de incubacién del cultivo previo a la induccién: 28 y 37°C.

b. Temperatura de induccion: 20, 28 y 30°C (Temperaturas mayores hacen que la
proteina forme cuerpos de inclusion)

c. Concentracion final de IPTG: 0,1, 0,5y 1 mM IPTG

d. Horas de induccién: 1, 2 y 4 horas de induccién

Finalmente, los cultivos se centrifugaron en alicuotas de 2 mL a 6000 x g, por 10 min a
4°C. Los precipitados de células colectadas se lisaron en Sample Buffer (Tris-HCI pH
6,8 250 mM, Glicerol 4% viv, SDS 8% pfv, B-mercaptoetanol 2,8 mM y Azul de
bromofenol 4%) y se analizaron por medio de SDS-PAGE.

Luego de determinar las condiciones 6ptimas, se escogieron 3 colonias aisladas al
azar y se indujeron bajo las condiciones determinadas, con el objetivo de escoger uno
de estos clones para inducirlo a gran escala. Cada colonia escogida se contrasté
contra un cultivo conirol sin inducir y un cultivo control inducido pere de una colonia sin

transformar.
4.9. Induccion de la proteina a gran escala

De las condiciones analizadas se escogio el clon que produjo la mayor cantidad de
proteina en forma soluble. Se picé la colonia y se inoculd en 5 mk de LB con
kanamicina (50 pg/mL), este pre-indculo se incubé toda la noche a 37°C con agitacion
de 150 rpm. En la mafiana del dia siguiente se inoculé con 2,5 mL del pre-indculo un
matraz de 2 L de volumen que contenia 500 mL de LB con kanamicina. Este matraz

inoculado se incubd por alrededor de 2 h, a 28°C, con agitacién de 150 rpm hasta
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alcanzar una D.Ospo de 0,5 a 0,6. Luego el cultivo se indujo con las mejores
condiciones elegidas en el acapite anterior. Finalmente, el cultivo se centrifugé a 6000
x g, por 10 min a 4°C. Los precipitados de las células colectadas se lisaron para
purificar la proteina PaPPK1 y se analizaron por medio de SDS-PAGE. En ocasiones
que el precipitado no se lis6 inmediatamente, se almacené en tubos Falcon de 50 mL a

-20°C para su posterior uso.

La Figura 5 ejemplifica los procedimientos descritos anteriormente.

Sintesis del gen PaPPK1 Vector pET-TEV
His-Tag
TEV - site
itz Netal e T
Papps 1 ) €3
el It Hinai s o
amg Kan
Digestion con Ndel y Hinchll P ——
Bs oA T T A AT pefleta -20°C
Gen Vector pET-TEV linealizado ‘
Pappk1 o
Lsgacion {
Crecer hasta D.O. 0.6,
/ = luego inducir cen IPTG y
LS Arabinosa por4 ha 28°C
Plasmido - e
PET-TEV:Pappk1 " LB + Kan
Kan
Seleccionar y
cultivar clon
Transformacion
Verificar transformantes

EcBL21 Al EcBL21 Al por PCR de colonia
P e, " . o
g__ ' g_\ﬂ) f-')
T b Seleccion por
resistencaa

LB agar + Kan
Figura 5. Sobre-expresién de PaPPK1 en E. coli. El gen Pappk1 se sintetizé en el vector pUC57 con el
uso de codones adaptados para E. coli. Por propositos de purificacion por afinidad se cloné el gen Pappk1
en el vector pET-TEV que tiene una cola de 6 histidinas y un sitio de corte de |la proteasa TEV entre el
inserto y la cola. La cepa de E. coli BL21 Al se transformé con el plasmido resultante pET-TEV-Pappk? y
los transformantes se seleccionaron usando placas de LB agar con kanamicina. Tres clones se
seleccionaron al azar para ser crecidos e inducidos para producir la proteina recombinante PaPPK1.




4.9.1. Western Blot

Para comprobar que el inserto del gen Pappk? se clond correctamente en el vector
pET-TEV que codifica la cola de 6 histidinas, se realizé la deteccion de la cola de
histidina mediante el conjugado de Nickel-HRP, HisDetector™ (KPL), Para esto fue
necesario primero expresar la proteina en alguna cepa de E. coli, lisar las células para
obtener las proteinas expresadas y visualizarlas en un gel SDS-PAGE, tanto las

fracciones solubles e insolubles de proteinas y la PaPPK1 purificada.

Primero se corrieron dos geles SDS-PAGE idénticos, uno se usé para ser tefiido con Ja
solucion de azul de Coomassie v el otro se usé para transferir las bandas de proteinas
a una membrana de nitrocelulosa. La fransferencia se realizé a 4°C por dos horas a

300 mA, usando buffer de transferencia.

Para el revelado se lavd la membrana de nitrocelulosa con buffer TBS 2 veces por 10
min con agitacién a temperatura ambiente y luego se bloqueé la membrana mediante
incubacién por una hora en una solucién de proteina de leche al 3% en buffer TBS con
agitacion a temperatura ambiente. Luego se lavé 3 veces con buffer TBS-T por 10 min
a temperatura ambiente y con agitacion. Finalmente se inc;.lbé la membrana con el
conjugado de Niquel-acido nitrilotriacético (NTA) 1:1000 en TBS-T por 1 h a
temperatura ambiente y agitacion, y se lavé con buffer TBS-T 3 veces por 10 min en
agitacion a temperatura ambiente. Para visualizar las bandas transferidas
correspondientes a la proteina con cola de histidina se incubé la membrana con la
solucién de revelado (18 mg de 4-cloro-1-naftol, 6 mL de metanol, 24 mL de TBS y 60

ML de peréxido de hidrégeno 30%) durante 5 min sin agitacién.
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4.10. Purificacidn de la proteina

Luego de obtener las condiciones de induccidn dptimas, se procedié a la purificacién
de la proteina mediante cromatografia de afinidad en una columna HisTrap HP (GE) 5

mL. eluyendo la protefna mediante una gradiente de imidazol.

Para esto, los precipitados celulares obtenidos de [a induccion de [a proteina se lisaron
mediante el reactivo B-PER® (Bacterial Protein Extraction Reagents), un detergente
agregado al pellet celular segun las instrucciones del fabricante. Fue necesario agregar
también lisozima, DNasa y un cdctel de inhibidor de proteasas libre de EDTA como lo

especifica el fabricante dentro de los procedimientos opcionales.

Luego de la incubacion a temperatura ambiente por 15 min, se agregé al lisado celular,
glicerol y pB-mercaptoetanol a una concentracion final de 20% y 10 mM,
respectivamente, para estabilizar las proteinas. Luego se centrifugd a 14000 x g por 15
min a temperatura ambiente para sedimentar los restos celulares. El sobrenadante
generado (extracto libre de células) corresponde a la fraccion soluble de proteinas, la
cual se separd de la fraccion insoluble de proteinas (pellet), para purificar la enzima

PaPPK1.
4.10.1. Cromatografia de afinidad con metal inmovilizado (IMAC)

Para la purificacién de toda la proteina recombinante fusionada con la cola de 6
histidinas se utilizé una columna de 5 mL Ni Sepharose™ High Performance HisTrap™
HP. Antes de cargar la muestra obtenida del procedimiento de lisis celular, se limpi6 el
etanol que contiene con 5 volimenes de agua nanopura, luego la columna se equilibré

con 5 volttmenes de buffer A. El extracto libre de células se complementé con imidazol

a una concentracion final a 20 mM (igual a la concentracién del buffer A) y cargado en




la columna. Las proteinas no especlificamente adheridas a la columna se eluyeron
usando 12 volimenes de buffer A. La proteina recombinante se eluy6 usando buffer B
con una concentracién creciente de imidazol (80, 200 y 600 mM en 2, 5, vy 2
voliimenes, respectivamente). Finalmente se limpié la columna con 10 volimenes de
agua nanopura para retirar los excesos de sal e imidazol, y se guardé con etanol al
20% viv. Las fracciones eluidas se colectaron, concentraron y analizaron en SDS-
PAGE. Todas las cargas a la columna se hicieron con una jeringa a una velocidad
aproximada de 5 mbl/min. La proteina PaPPK1, obtenida de la purificacién, se
concentré usando las columnas Amicon MERCK, y luego se dializaron durante toda la
noche a 4°C contra 2 L de buffer de dialisis. Los buffers usados para este
procedimiento se muestran en la Tabla 4. Se analizé la pureza de las fracciones en

geles SDS-PAGE y finalmente las proteinas puras se seleccionaron para los ensayos

de actividad.
Tabla 4. Buffers usados en la purificacion de PaPPK1

Reactivo ) Buffer A BufferB  Buffer de dialisis
Tris-HC! pH 8,2 20 mM 20 mM 20 mM
NaCl 300 mM 300 mM 150 mM
B-mercaptoetanol 10 mM 10 mM 10 mM
Glicerol 20% viv 20% viv 20% viv
Tween 20 0,05% viv 0,05% viv 0,05% viv
(NH4)2804 50 mM 50 mM 50 mM
MgCl2 10 mM 10 mM 10 mM
Imidazol 20mM 80, 200 y 600 mM -

4.10.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida y medicién de la concentracién

Los geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) y su tincién con Azul Brillante de Coomassie

se realizaron como se describe por Laemmli (1970). La concentracién de proteina




presente en las fracciones purificadas y en los extractos crudos se midié por el método

de Bradford (1976) con albtiimina de suero bovino (BSA) como estandar.

4.10.3. Procesamiento de la cola de histidina

Para analizar la actividad de la proteina nativa con y sin cola de histidina se clivé la
misma de la proteina purificada. Para eliminar la cola de histidina se incubé la proteina
purificada con la proteasa TEV en una razon 10:1, respectivamente. Se aiiadio el
agente reductor TCEP a concentracién final 1 mM. La mezcla de reaccién resultante se

incubéd a 37°C por 2 h sin agitacion.

Para eliminar la proteasa TEV presente en la mezcla de corte y las colas de histidina
cortadas, la reaccion se aplicé sobre una columna HisTrap™ HP (5 mL), segun el
procedimiento descrito anteriormente. Se recuperd la proteina sin cola del frente
obtenido al cargar la columna con la mezcla de corte. La columna se lavé al pasar el

buffer B (600 mM de imidazol) de elucion.
4.11. Medicion de la actividad de PaPPK1 y cuantificacién de polifosfatos

La actividad de la enzima PaPPK1 se determind mediante la cuantificacion de la
fluorescencia producida por la unién de DAPI al poliP sintetizado. DAPI se une a las
cargas negativas de los grupos fosfato de! polifosfato inorganico (producto de
reaccion). Todos estos ensayos in vifro se realizaron primeramente con la fraccién
soluble de proteinas (extracto crudo) y luego con la proteina purificada incubada con su
sustrato. A partir de un volumen de reaccién stock se cuantificé la sintesis de poliP de
manera discontinua extrayendo una alicuota (20 plL) en determinados tiempos, las
cuales fueron incubadas por 10 min en placas de 96 pocillos negras opacas con 20 mM

de Hepes-KOH pH 7,2, 150 mM de KCl y 50 uM de DAPI en un volumen final de 200
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HL. Se utilizé un filtro de excitacién de 400/10 nm y un filtro de emisiéon de 540/25 nm
en el fluorimetro Synergy HT de BIOTEK® para medir la fluorescencia del poliP

producido unido a DAPIL.

4.11.1. Determinacién de las condiciones dptimas para la cuantificacién de PoliP

mediante la fluorescencia con DAPI

Se ensayaron las siguientes variables para encontrar la mejor condicion para la
cuantificacién de poliP, en estos ensayos no se utilizé el poliP sintetizado por la

proteina purificada, sino que se utilizé poliP4s como reactivo.

a. Diferentes buffers: Hepes-KOH, Hepes-KOH mas KCI, KCI o agua. En todas las
mediciones se incluye PoliP y DAPI.

b. Concentracion de DAPI; 1, 10, 50 y 200 pM.

c. Sensibilidad del equipo: 6 ganancias diferentes.

d. Curva de calibracién para obtener el rango lineal de la medicién de poliP: entre O y
128 pg/mL.

Todas las reacciones se incubaron 10 min con DAP] y se midid su fluorescencia como

se sefiala mas arriba.

4.11.2. Ensayos para determinar las condiciones 6ptimas de la actividad PaPPK1
Se evaluaron diferentes condiciones de reaccion sefialadas a continuacion:

a. Efecto de la cola de histidina para la actividad PaPPK1,
b. Uso de sistema de regeneracion de ATP,

c. Expresion de PaPPK1 en diferentes cepas de E. coli,
d. Concentracion de ATP,

e. Medio de cultivo para la induccién (LB o S.0.C.)
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f. Condicion de !a proteina PaPPK1 purificada (dializada o sin dializar)

Resumidamente la mezcla de reaccién del protocolo de actividad PaPPK1 quedé de la
siguiente manera: 50 mM de Hepes-KOH pH 7.2, 25 mM MgClz, 40 mM de (NH4)2804,
5 mM de ATP, 2 mM creatina fosfate y 20 pg/mL de creatina quinasa como agenies
regeneradores del ATP, 1 pg/mL de poliPss como cebador (pequefia cadena de poliP
que facilita el inicio de la sintesis de poliP por PaPPK1) y 7 ug de la proteina PaPPK1,
todo en un volumen final de 300 L. Luego se incubo en un termoblock a 37°C por 120
minutos, se sacé una alicuota en los tiempos establecidos. Finalmente, a estas

alicuotas se les midié la fluorescencia del producto (poliP) unido a DAPIL.
4.11.3. Caracterizacion cinética de la enzima PaPPK1

Para obtener las constantes cinéticas de PaPPK1 fue necesario realizar pruebas de
actividad variando la concentracion de ATP: 0, 0,1, 0,5, 1, 2, 3, 5, 7, 10, 15y 18 mM.
Los ofros componentes de la mezcla de reaccion se seleccionaron como se describe
en la seccidn anterior. La mezcla de reaccién se incubd a 37°C, por 2 h y se midi6 la
actividad de la proteina de manera discontinua, midiendo alicuotas de 20 pL extraidas
alos 0, 5, 8, 11, 14, 17, 20, 25, 30, 60, 90 y 120 minutos de iniciada la reaccién con la
adicién de la enzima. Para la obtencién de los pardmetros cinéticos se utilizé el

programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Prism Software Inc., San Diego, CA).

Se obtuvieron los nmoles de poliP desde la fluorescencia obtenida mediante la curva

de calibracién hecha a distintas concentraciones conocidas de poliPss (Grafico 1).
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Grafico 1. Curva de calibracidon. Esta curva es el promedio de tres curvas de calibracion realizadas
dentro del rango lineal de fluorescencia del poliP-DAPI.

4.12. Ensayos de inhibicion de PaPPK1

Para realizar los ensayos de inhibicién de la actividad de PaPPK1 se utilizaron 39
compuestos seleccionados (Anexo 8) a partir de un screening molecular in silico hecho
contra el sitio activo de la proteina PaPPK1 modelada en base a la estructura de la
proteina EcPPK1 cristalizada, este screening se realizd previamente en nuestro
laboratorio. Estas moléculas fueron provistas por el Instituto Nacional del Cancer NCI/
Open chemical library y se usaron para realizar las pruebas de inhibicién enzimatica

para PaPPK1.

La mezcla de reaccion de inhibicién se realizé6 como en la seccion anterior, salvo que
se le agrego el inhibidor a una concentracién de 20 uyM y 1,5 ug de la proteina
PaPPK1, todo en un volumen final de 50 pL. Luego se incubd a 37°C por 120 minutos,
se saco una alicuota de 20 uL al tiempo 0 y otra al tiempo 120 min. Finalmente, a estas
alicuotas se les midio la fluorescencia del producto (PoliP) unido a DAPI. Para obtener
el porcentaje de inhibicion del compuesto se comparé el poliP producido por la enzima
en la reaccién con inhibidor versus la reaccién sin inhibidor. La Figura 6 resume los

procedimientos descritos anteriormente.
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Figura 6. Esquema de la metodologia para la purificacién de la PaPPK1. El pellet guardado se traté

con el detergente B-PER® para lisar las células, luego se centrifugé y se obtuvo la fraccién insoluble y
soluble de las proteinas. La fraccién soluble se estabilizé y cargd en la columna de afinidad His-Trap ®
para purificar la proteina PaPPK1 (con cola de histidina). Previamente se modeld in silico la proteina
PaPPK1 baséndose en la proteina cristalizada EcPPK1. Contra el sitio activo de PaPPK1 se hizo un
docking molecular y se encontraron 39 potenciales inhibidores de la proteina recombinante. Finalmente, la
actividad enzimatica se ensay6 por la unién DAPI-poliP, lo cual nos permitié establecer un protocolo
vinculante para cuantificar la inhibicién producida por las moléculas sintéticas generadas.
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4.13. Determinacion de las constantes cinéticas aparentes

Las constantes cinéticas de la enzima recombinante, se calcularon a partir de
mediciones de velocidad inicial (vo) a diferentes concentraciones de sustrato (S),

ajustando a los datos el modelo cinético de Michaelis-Menten descrito por la ecuacién:

- Vmax % [S]
°7 Ky + [S]

En donde,

VMmax = kcar X Er

En esta ecuacién, Ku es la constante de Michaelis-Menten, que operacionalmente
corresponde a la concentracion de sustrato a la cual vo = ¥ Vuax. La Vuax por su parte,
es la velocidad maxima de la reaccién catalizada por [a enzima y a su vez, equivale al
producto de la constante catalitica k.t por la concentraciéon de enzima total [E]r.

Especificamente, la ket se calcula por medio de la ecuacion:

Viax X PMpappgyy % 0.001
mg de PaPPK1

keor (min™) =

En donde, Vmax es la velocidad méaxima expresada en unidades de pmol*min; PM el
peso molecular de la PaPPK1 expresado en g/mol y 0,001 el factor de conversién para
convertir los g/mol en mg/pmol. El peso molecular (PM) de PaPPK1 es 83.151 Da.

Finalmente, la Kcat S€ expresa en min-.
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4.13.1. Procesamiento de datos y andlisis estadistico

Los ajustes del modelo Michaelis-Menten con los daios experimentales de vo y
concentracion de S, se realizaron en GraphPad Prism 6. Este programa entregd para
cada ajuste su coeficiente de determinacion (R?) y la desviacién estandar (DS) de sus

parametros Vivax v Ku.
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5. RESULTADOS

5.1. Sintesis del gen ppk? de Pseudomonas aeruginosa

En numerosos intentos previos del laboratorio no se pudo sobre-expresar el gen ppk?
de P. aeruginosa PAO1 en E. coli. Es por eso que en esta ocasién el gen fue sintetizado
con codones adaptados al uso de E. coli. La secuencia resultante del gen Pappk? se
muestra en el Anexo 1. El gen sintetizado se envid clonado entre los sitios de corte
cohesivos Ndel (CATATG) y Hindlll (AAGCTT) del vector pUC57 que tiene 2710 pb y
contiene ademéas un marcador de seleccion por resistencia al antibiético ampicilina. El
plasmido recibido denominado pUC57-Pappk? contiene 5111 pb. La sobreexpresion de
PaPPK1 con el plasmido pUC57-Pappk1, resulté en su totalidad en la fraccién insoluble
de proteinas (datos no mostrados). Esto sumado a que el plasmido no tiene cola de
histidina se decidié clonar el gen Pappk? del vector pUC57-Pappk? en el vector de
expresién pET-TEV ya que introduce una cola de histidina y: un sitio de corte de Ia

proteasa TEV en el N-terminal de la secuencia de [a proteina.
5.2. Clonamiento del gen Pappk? en pET-TEV

El gen Pappk1 se cloné entre los sitios Hindlll y Ndel del sitio miiltiple de clonamiento
del vector pET-TEV, en el mismo marco de lectura que la secuencia que integra los 6
residuos de histidina y un sitio de corte para la proteasa TEV. Este sitio se encuentra
entre la cola de histidina y la regién amino terminal de la secuencia de la protefna, lo que

permite escindir Ia cola de la proteina.

Para esto se digirieron los vectores pUCS57-Pappk? y pET-TEV con las enzimas de

restriccion Hindlll y Nde! (Figura 7). Se obtuvieron tres fragmentos de ~2,4 Kpb, 2,7 Kpb
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y ~6 Kpb referentes al estandar de DNA. Estas bandas corresponden al gen Pappk1, al
vector pUCS57 linealizado y al vector pET-TEV linealizado, respectivamente. Para
verificar que el vector pET-TEV se linealizé se transformé el vector digerido en una cepa
de E. coli. No se observaron colonias al plaquear la transformacién en placas de LB agar

con kanamicina, por lo tanto, la digestion fue exitosa.

Figura 7. Digestion de los plasmidos pET-TEV y PUC57-Pappk1. Gel de agarosa al 0,8% p/v. Carril 1:
estandar de peso molecular en Kpb; carril 2: digestion del plasmido pUC57 y carril 3: digestion del plasmido
pET-TEV.

La purificacion de los fragmentos del gel permitié proceder con el clonamiento del gen
Pappk1 en el vector pET-TEV linealizado. Luego se transformé el plasmido resultante,

PET-TEV-Pappk1 en la cepa de E. coli JM109. En la Figura 8 se muestra un esquema

con la disposicion de los elementos en el vector pET-TEV-Pappk1.
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Figura 8. Mapa del plasmido de expresién pET-TEV-Pappk1. Flanqueando al gen ppk1 de P. aeruginosa,
dos sitios de corte Ndel y Hindll. Rio arriba del sitic de corte Ndsl esta el sitio de corte para la proteasa TEV

y un His-tag: Secuencia codificante para la cola de 6 histidinas. El gen ppk1 se encuentra bajo el control del
promotor del bacteridfago T7, que es reconocido por la T7 RNA polimerasa.

Se transformé el producto de la ligacién inicialmente en la cepa JM109 para asf tenerla
como reservorio del plasmido construido, por lo tanto, la células transformadas se
conservaron en glicerol a -80°C, Luego se extrajo el plasmido para transformar las demas
cepas mencionadas en la Tabla 2. Se seleccionaron 15 colonias resultantes de)
clonamiento del plasmido pET-TEV-Pappk1 en la cepa JM109 para analizarlas mediante
PCR de colonias y mediante la digestién de plasmidos. Las 2401 pb del gen Pappk? se
amplificaron a partir de las colonias transformadas. Los fragmentos de PCR
correspondientes a la amplificacién del gen tienen un tamario de ~2,4 Kpb referente al
estandar de DNA (Figura 9). Los fragmentos con un menor tamaiio se estima que

representan los fragmentos de DNA amplificados del vector pET-TEV recircularizado

coriado con una o con las dos enzimas de restriccion.
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Figura 9. PCR de colonias de cepas JM109 transformadas con el plasmido pET-TEV-Pappk1. Gel de
agarosa al 1% p/v. Carriles: 1: Estandar de peso molecular en Kpb; 2 al 16: PCR de 15 diferentes colonias
seleccionadas al azar, transformadas con el plasmido pET-TEV-Pappk?. En los carriles 13 y 14 se observan
bandas de ~2,4 Kpb que corresponden posiblemente al gen Pappk.

El resultado del PCR de colonia mostré que 2 de las colonias tenian el fragmento de

PCR correspondiente al gen esperado, por lo tanto, se hizo un cultivo de cada colonia y

se extrajo el plasmido.

Los plasmidos se denominaron plasmido 1y plasmido 2, y se digirieron con las enzimas
de restriccion Ndel y Hindlll. Los fragmentos de ~2,4 Kpb, ~6 Kpb y ~8,4 Kpb
corresponden al gen Pappk1, el vector pET-TEV linealizado y el plasmido pET-TEV-
Pappk1, respectivamente (Figura 10). Estos fragmentos de DNA tienen el tamafio

esperado por la digestion realizada del plasmido pET-TEV-Pappk.
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Figura 10. Digestién de pET-TEV-Pappk1. Gel de agarosa al 0.8% p/v. Carriles: 1: estandar de peso
molecular en Kpb; 2: plasmido 1; 3: plasmido 2; 4: plasmido 1 parcialmente digerido; 5: plésmido 2
parcialmente digerido; 6: plasmido 1 digerido totalmente y 7: plasmido 2 digerido totalmente.

Finalmente, de los plasmidos 1y 2 purificados, se secuencio el gen Pappk1 clonado. Los
resultados se analizaron y se obtuvo un 100% de identidad entre la secuencia
aminoacidica del gen sintetizado y la enzima PPK1 de P. aeruginosa PAO1 silvestre. No
se encontraron mutaciones al comparar el gen secuenciado y la secuencia enviada por
GenScript (Figura 11). En el Anexo 2 se muestran los cromatogramas enviados por

Macrogen y mas detalles de las secuencias obtenidas.
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> 113358 | 5902386 - 5904596 | PAS242 | polyphosphate kinase[Pseudomonas_aeruginosa_PAO1_uid57945]
Length=736

Score = 151@ bits (391@), Expect = 0.2, lMethod: Compositional matrix adjust.
Identities = 736/736 (100%), Positives = 736/736 (leex), Gaps = 0/736 (0%)

Query 22  MNTQQGLDEI ERIAADETVVANVESEAEVKMAETIPVETPPAVVPSVDDSSLYIHRELSQ 81
MNTQQGLDEI ERIAADETVVANVESEAEVKMAE TIPVETPPAVVPSVDDSSLYTHRELSQ
Sbjet 1 MNTQQGLDEIERIAADETVVANVESEAEVKMAETIPVETPPAVVPSVDDSSLYIHRE LSQ 60

Query 82 LQFNIRVLEQALDESYPLLERLKFLLIFSSNLOEFFEIRIAGLKKQITFAREQAGADGLL 141
LQFNIRVLEQALDESYPLLERLKFLLIFSSNLDEFFEIRIAGLKKQITFAREQAGADGLL
Sbjct 861 LQFNIRVLEQALDESYPLLERLKFLLIFSSNLDEFFEIRIAGLKKQITFAREQAGADGLL 120

Query 142 PHQALARISELVHEQVSRQYRILNETLLPELAKHQIRFIRRRHWTLKIKTWVRRFFRDEI 201
PHQALARISELVHEQVSRQYRILNETLLPELAKHQIRFIRRRHNT LK IKTWVRRFFRDET
Sbjet 121 PHQALARISELVHEQVSRQYRILNETLLPELAKHQIRFIRRRHNTLKIKTHVRRFERDET 180

Query 202 APIITPIGLDPTHPFPLLVMKSLNFIVELEGMDAFGRDSGLAIIPAPRLLPRIIRLPEDYV 261
APIITPIGLDPTHPFPLLVNKSLNFIVELEGMDAFGRDSGLAIIPAPRLLPRIIRLPEDY
Sbjct 181 APIITPIGLDPTHPFPLLVNKSLNFIVELEGMDAFGRDSGLAIIPAPRLLPRIIRLPEDV 240

Query 282 GGEGDNYVFLSSMIHAHADDLFPGMKVKGCYQFRLTRNADLSVDTEDVEDLARALRGELF 321
GGEGDNYVFLSSMIHAHADDLFPGHKVKGCYQFRLTRNADLSVDTEDVEDLARALRGELF
Sbjet 241 GGEGDNYVFLSSMIHAHADDLFPGMKVKGCYQFRLTRNADLSVDTEDVEDLARALRGELF 300

Query 322 SRRYGDAVRLEVWTCPQIJLﬂJYLLKQFGLSESELYKVSGP’VNLTRLFSVTGLESHPELQ 381
SRRYGDAVR LEVVDTCPQNLTNYLLKQFGLSESELYKVSGPVNLTRLFSVTGLESHPELQ
Sbjct 301 SRRYGDAVRLEVVDTCPQNLTNYL LKQFGLSESELYKVSGPVNLTRLFSVTGLESHPELQ 360

Query 382 YPPFTPAIPRLLQKKENLFNVLSKLOVLLMHPFESFTPVIDLLRQAAKDPNVLAIKQTLY 441
YPPFTPAIPRLLQKKENLFNVLSKLDVLLMHPFESFTPVIDLLRQAAKDPNVLAIKQTLY
Sbjct 361 YPPFTPAIPRL LQKKENLFNVLSKLDVLLMHPFESFTPVIDLLRQAAKDPNVLAIKQTLY 420

Query 442 RSGANSEIVDALVEAARNGKEVTAVIE LRARFDEESNLQLASRLQQAGAVVIYGWOGFKT 521
RSGANSEIVDALVEAARNGKEVTAVIELRARFDEESNLQLASRLQQAGAVVIVGVVGFKT
Sbjct 421 RSGANSEIVDALVEASRNGKEVTAVIELRARFDEESNLQLASRLQQAGAVVIYGVVGFKT 480

Query S@2 HAKMMLILRREDGELRRYAHLGTGNYHAGNARLYTDYSLLTADVALCEDLHKLFHQLIGH 561
HAKMMLILRREDGELRRYAHLGTGNYHAGNARLYTDYSLLTADVALCEDLHKLENQLIGM
Sbjct 481 HAKMMLILRREDGELRRYAHLGTGNYHAGNARLYTDYSL LTADVALCEDLHKLFNQLIGM 5S40

Query 562 GKTLRMKKLLHAPFTLKKNLLEMINREALQAALGQPAHIMAKVNS LTOPKVIRALYKASQ 621
GKTLRMKKLLHAPFTLKKNLLEMINREAAQAALGQPAHIMAKVNS LTDPKVIRALYKASQ
Sbject 541 GKTLRMKKLLHAPFTLKKNLLEP-’!INREAAQAALGQPAHINAKVMSLTDPKVIRALYKASQ (=]

Query 622 AGVRIDLVVRGMCCLRPGIPGVSHNIHVRSIIGRFLEHSRIYYFLNGGDEKLYLSSADWM 681
AGVRIDLVVRGMCCLRPGIPGVSHNIHVRSIIGRFLEHSRIYYFLNGGDEKLYLSSADWM
Sbjct 601 AGVRIDLVVRGMCCLRPGIPGVSHNIHVRSIIGRFLEHSRIVYFLNGGDEKLYLSSADUM 660

Query 682 ERNLDMRVETCFPVEGKKLVQRVKKELETYLTONTQAWVLQADGSYQRLSPTGNQNPRNT 741

ERNLDMRVETCFPVEGKK LVQRVKKELETYLTONTQALVLQADGSYQRLSPTGNQNPRNT
Sbjet 661 ERNLDNRVETCFPVEG%KLVQRVKKELE'I'YLTDNTQAHVLQADGSYQRLSPTGNQNPRNT 720

Query 742 QATLLEKLAAPVLTAR 757
QATLLEKLAAPVLTAR
Sbjct 721 QATLLEKLAAPVLTAR 736

Figura 11. Alineamiento de secuencias mediante blast entre la PPK1 de P. aeruginosa PAO1 y la
secuencia protéica derivada del gen Pappk1 secuenciado en este trabajo. Se observa que no hay
ningln Gap y que hay 100% de identidad entre las dos secuencias, por lo tanto, no hay mutaciones en la
proteina recombinante. Este andlisis se realizé en el sitio web www.Pseudomonass. com Mas informacion

en el Anexo 2. ‘
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5.3. Seleccion de clones y expresion de la proteina recombinante PaPPK1

5.3.1. Obtencién de los parametros 6ptimos para la induccién de la proteina

PaPPK1 a pequeria escala

Después de transformar la cepa de E. coli BL21 Al (excepto en la Figura 16) con el
plasmido obtenido, se realizaron pruebas de induccién a pequefia escala, es decir, en
poco cultivo para probar distintas variables. En cada ensayo se seleccioné una colonia
transformada con el vector pET-TEV-Pappk1, se incubé e indujo la enzima. Como se
aprecia en los geles a continuacion, en las muestras inducidas vemos una banda mas

intensa a la altura de 80 kDa que corresponde a la proteina PaPPKA1.

a. Temperatura de incubaci6n del cultivo previo a la induccién: La mejor temperatura

de incubacién fue a 28°C, ya que la proteina purificada del cultivo crecido a 28°C
tuvo mejor actividad, pues sintetiza mas poliP que la de un cultivo crecido a 37°C,

como se indica mas adelante.

_SinlIPTG ) @LPLG,,I f_C_O_'J_".’_TQI
[ 1 |
kDa 1 2 s 4 5 6 7
-170 -
-130 -
-100 -

28°C 37°c

Figura 12. Ensayo de inducci6n a pequeiia escala para la temperatura de crecimiento del precultivo.
Se observa un gel de poliacrilamida al 8%. Se indujo a 28°C, 1 mM de IPTG, durante 4 horas y se comparé
el cultivo crecido a 28 y a 37°C. El gel se cargd con los extractos crudos lisados con el reactivo B.PER.
Carriles: 1: estandar de peso molecular; 2: fraccion insoluble de muestra sin inducir; 3: fraccién soluble de
muestra sin inducir; 4 y 6: fraccién insoluble de muestra inducida; 5y 7: fraccion soluble de muestra inducida.
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b. Temperatura de induccion: De las temperaturas ensayadas la escogida fue de 28°C,

ya que a temperaturas mas altas hay mayor expresién de proteinas en estado

insoluble. A 28°C se obtuvo la mayor expresion soluble de la proteina PaPPK1.

Sin IPTG Con IPTG
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Figura 13. Ensayo de inducci6n a pequefia escala para la temperatura. Se indujeron con IPTG 1 mM
durante 4 horas a diferentes temperaturas. El gel tiene una concentracién de poliacrilamida de 10%. Carriles:
1: estandar de peso molecular; 2: extracto crudo sin inducir; 3: extracto crudo inducido a30°C; 4,6y8:
fraccién soluble de muestra inducida; 5, 7 y 9: fraccion insoluble de muestra inducida.

c. Concentracion de IPTG: La concentracion de IPTG elegida fue de 1 mM, ya que es

la condicién en donde hay una banda mas intensa en la fraccion soluble de proteinas,
como se indica en la Figura 14. Esto coincide con otros reportes (Ishige y cols., 1998;

Novy y cols., 2001).
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Figura 14. Ensayo de induccion a pequefia escala para la concentracién de IPTG. Gel de poliacrilamida
al 12,5%. Se someti6 a induccidn a 28°C, durante 4 horas (excepto el carril 3) a diferentes concentraciones
de IPTG. Carriles: 1: estandar de peso molecular; 2: extracto crudo sin inducir; 3: extracto crudo inducido

con 1 mM de IPTG por 2 horas; 4: extracto crudo inducido con 1 mM de IPTG por 4 horas; 5, 7 y 9: fraccion
soluble de muestra inducida; 6, 8 y 10: fraccion insoluble de muestra inducida.
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d. Tiempo de induccién: Los tiempos ensayados para la induccién por IPTG fueron de

1, 2 y 4 horas. El tiempo de induccion escogido fue de 4 horas pues mientras mas
tiempo se induce el cultivo, mas proteina es expresada tanto en la fraccion soluble

como en la fraccién insoluble (Figura 15).

Sin IPTG Con IPTG
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Figura 15. Ensayo de induccién a pequefia escala para definir las horas de induccion. Gel de
poliacrilamida al 12,5%. Se sometid a induccién a 28°C, 1 mM de IPTG, hasta diferentes horas. Carriles: 1:
estandar de peso molecular; 2: extracto crudo sin inducir; 3: extracto crudo inducido con 1 mM de IPTG por

2 horas; 4: extracto crudo inducido con 1 mM de IPTG por 4 horas; 5, 7 y 9: fraccion soluble de muestra

e
e

75

inducida, carril 6, 8 y 10: fraccién insoluble de muestra inducida.

e. Cepas: La cepa elegida de E. coli fue la BL21-Al por la buena expresion de PaPPK1
tanto en la fraccion insoluble como en la soluble de proteinas (Figura 16). Se observa
que las cepas BL21 (DE3) pLysS, Origami 2 DE3 y BL21-Al son las que presentan
una banda mas intensa de la proteina PaPPK1 pero en la fraccion insoluble inducida.
Sin embargo, luego comprobamos que la cepa que expresé la enzima con mejor

actividad fue la BL21-Al.
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Figura 16. Ensayo de induccién a pequefia escala con diferentes cepas de E. coli Geles de
poliacrilamida al 8%. Cultivos de distintas cepas de E. coli transformadas se indujeron a 28°C, 1 mM de
IPTG, durante 4 horas. Los geles se cargaron con los extractos crudos lisados con el reactivo B.PER.
Carriles; 1: estandar de peso molecular; 2: fraccion insoluble de muestra sin inducir; 3: fraccién soluble de
muestra sin inducir; 4: fraccién insoluble de muestra inducida; 5: fraccidn soluble de muestra inducida.

Tres colonias de la cepa BL21-Al, que expresan la proteina PaPPK1, se seleccionaron
al azar para observar cual de ellas presenta mayores niveles de expresion frente a las
mismas condiciones de induccién escogidas. Las células recolectadas por centrifugacion
de cada muestra (cultivo inducido y no inducido de cada colonia), se lisaron, se cuantifico
la concentracion de proteina de la fraccion soluble y se cargaron 20 pg en un gel de

poliacrilamida. Con esto se cumple el objetivo especifico 1.
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Se aprecia una banda mas intensa en las muestras inducidas (Figura 17). El clon 3 no
muestra una expresion significativa. Los clones 1y 2 tienen una expresién similar segun

lo observado en el gel. Se escogi6 el clon 2 para la induccién a gran escala.

~cdon2  clon3

Figura 17. Ensayo de induccidn a pequefia escala de clones. Gel de poliacrilamida al 8%. Las colonias
escogidas (clones) se indujeron a 28°C, 1 mM de IPTG por 4 horas. El gel se cargd con los extractos crudos
lisados con B.PER. Carriles: 1: estandar de peso molecular; 2, 5 y 8: fraccién insoluble de muestra sin
inducir; 3, 6 y 9: fraccién insoluble de muestra inducida; 4, 7 y 10: fraccién soluble de muestra inducida.

5.3.2. Induccién de la proteina PaPPK1 a gran escala

Para obtener cantidades suficientes de proteina recombinante, se utilizaron 500 mL de
cultivo celular para una mayor expresion a gran escala. Las condiciones optimas
escogidas para la induccion de PaPPK1 fueron: incubacion previo a la induccion a 28°C,
0,4% pl/v final de L-arabinosa (condicién fija), 28°C, 1 mM de IPTG y 4 horas de induccién
en la cepa de E. coli BL21 Al. Luego de la centrifugacion del cultivo, se almacené el

precipitado celular a -20°C para la posterior lisis y purificaciéon de la proteina PaPPK1.

Para lisar el precipitado celular se utilizé el reactivo B-PER ya que se obtuvieron mejores

resultados al medir la actividad PaPPK1 que los obtenidos por sonicacion. Tanto por su
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sencillez y por los resultados obtenidos, la ruptura celular con el reactivo B-PER fue la

utilizado en el resto de los ensayos de expresion a gran escala.

5.4. Purificacion de la proteina PaPPK1

La proteina PaPPK1 sobre-expresada y fusionada con una cola de histidinas se purifico

con IMAC mediante una columna HisTrap impregnada con iones de niquel (l1).

Las fracciones de proteinas eluidas de la columna se analizaron en un gel de
poliacrilamida (Figura 18). En la fraccién eluida con 200 mM de imidazol (carril 6) se
observa claramente una banda pura de proteina con un peso molecular de ~83 kDa de
acuerdo al estandar de proteinas, lo cual es consistente con el peso molecular teérico

de la proteina PaPPK1 (Ishige y cols, 1998).

kDa

-170 -
-130 -

=100

e

Figura 18. Purificacién de la proteina PaPPK1. Gel de poliacrilamida al 8%. Carriles: 1. estandar de peso
molecular; 2: fraccién insoluble; 3: fraccion soluble; 4: frente de purificacion de la fraccién soluble; 5: fraccion
de PaPPK1 pura eluida con 80 mM de imidazol; 6: fracciéon de PaPPK1 pura eluida con 200 mM de imidazol;
7: fraccion de PaPPK1 pura eluida con 600 mM de imidazol.

El analisis del SDS-PAGE demostré que la purificacion de la proteina PaPPK1 fue

exitosa. La concentracion de las fracciones de PaPPK1 purificada resultaron adecuadas

luego de concentrar y dializar la proteina en AMICON y bolsas de dilisis,
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respectivamente. Generalmente, se obtuvieron 2 mL de la proteina a una concentracién
de aproximadamente 2 pg/uL. Por lo tanto, después de este procedimiento, la proteina

se utilizé directamente para los ensayos de actividad.

Finalmente se realizé6 un Western-Blot, usando niquel como metodo de revelado de la
cola de histidina, con los extractos crudos y las distintas fracciones de la proteina
purificada. Como se aprecia en la Figura 19, tanto en los extractos crudos como en las
fracciones purificadas fue identificada una proteina del tamafio esperado. Con esto se
cumple parte del objetivo especifico 2, ya que se dispondra de la proteina PaPPK1 con

cola de histidina para estudiar su actividad in vitro.

kDa

180 -
130 -

9 -

72 -

5 -

Figura 19. Western Blot. La enzima PaPPK1 se visualizé usando HisDetector Nickel-HRP conjugates
(KPL). Carriles: 1: estandar de peso molecular, 2: fraccién insoluble de cultivo sin inducir; 3: fraccién
insoluble de cultivo inducido; 4: fraccién soluble de cultivo inducido; 5 frente de purificaciéon; 6: proteina pura
PaPPK1. El tamafio de la banda mostrada es de ~83 KDa correspondiente al tamafio de PaPPK1.
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5.5. Medicién de la actividad enzimatica PaPPK1
5.5.1. Condiciones 6ptimas para la cuantificacion de poliP mediante DAPI

Primero establecimos las condiciones dptimas para la cuantificacién de los poliP.
Utilizamos diferentes buffers de reaccién (Figura 20), variadas concentraciones de DAPI
(Figura 21), se midié la fluorescencia emitida con distintas sensibilidades de equipo
utilizado (Figura 22) y se determind el rango lineal para la medicion de poliP con DAPI
(Figura 23). En todas las condiciones escogidas se observa un comportamiento lineal y
una mayor pendiente en la curva, dando un rango mayor en la escala de valores de
fluorescencia. La ganancia indica la sensibilidad usada por el equipo Sinergy HT (Biotek),
a mayor ganancia, mayor sensibilidad. Los graficos muestran los resultados de la
mediciéon en unidades de fluorescencia [UF], esta fluorescencia es emitida por el

producto de las interacciones entre el poliP y el DAPI.

a) Buffer de reaccion: La mejor condicién para cuantificar el poliP unido a DAPI 50

uM fue con el buffer Hepes-KOH 20mM mas KCI 150 mM.

2500
—. 2000
[V
=)
= —@—HEPES-KC
2 1500 ——KCl
g HEPES
E 1000 —@— Agua
Q
>
= 500

0

0 5 10 15 20 25 30 35

PoliP ug/ul

Figura 20. Efectos de los componentes de la solucién amortiguadora sobre la dependencia de la
fluorescencia con la concentracion de DAPI. Este ensayo se realizé midiendo 3 concentraciones
distintas de poliP (0, 16 y 32 ug/mL) en 4 condiciones distintas de solucién detalladas en la leyenda del
grafico. La ganancia usada para la medicion fue de 150 (la menor ganancia).
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b) Concentracién de DAPI: De todas las concentraciones analizadas escogimos 50

mM por presentar el mejor ajuste de los datos.

2500

2000
i 1500 80,5 pM
@ =10 UM
Q
S 1000 i 20 pM
a —8—50 uM
g == 200 uM
3 500
(VN

0 5 10 15 20 25 30 35
PoliP pg/mL
Figura 21. Dependencia de la fluorescencia con la concentracién de poliP en diferentes

concentraciones de DAPI. Este ensayo se realizé midiendo 3 concentraciones distintas de poliP (0, 16 y
32 ug/mL) en 5 distintas concentracién de DAPI detalladas en |a leyenda del grafico, en todas las condiciones
se usd como buffer Hepes-KCI. La ganancia usada para la medicion fue de 150 (la menor ganancia).

c) Sensibilidad del equipo: La ganancia seleccionada que permitio obtener un mayor

numero de Unidades de fluorescencia fue la de 230.
20000
70000 i

60000 B @150

50000 / @10

—8— 190
40000 o—210

30000 —— 230

20000 =33

Fluorescencia [UF]

e ———

0 e = —
20 25 30 35

% polip ulgS/mL
Figura 22. Efecto del parametro Ganancia sobre la dependencia de la fluorescencia con la
concentracion de poliP. Este ensayo se realizé midiendo 3 concentraciones distintas de poliP (0, 16 y 32
pg/mL) ajustando la ganancia del equipo a 6 distintas sensibilidades detalladas en la leyenda del grafico, en
la medicion se us6é como buffer Hepes-KCl y DAPI 50 pM. La ganancia 250 tiene over flow, es decir, la
medicién se satura.
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d) Rango lineal: Elrango lineal de concentracion de poliP se muestra entre 0 y 32

pg/mL de poliP al medir con 50 uM de DAPI
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- sin DAPI
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Fluorescencia [UF]

20000
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0 20 40 60 80 100 120 140
PoliP ug/mL

Figura 23. Determinacién del rango lineal para la medicién de poliP con DAPI. Este ensayo se realizd

— =

midiendo concentraciones distintas de poliP 0 a 128 pg/mL con la ganancia 230 y con concentraciones de
DAPI detalladas en la leyenda de los graficos, en la medicion se us6 como buffer Hepes-KCl.

5.5.2. Condiciones 6ptimas para la actividad PaPPK1

Para realizar los primeros ensayos fue necesario establecer las condiciones dptimas de
la actividad PaPPK1. Todas las mediciones de poliP fueron realizadas con las
condiciones obtenidas en la seccion anterior. Cabe destacar que se compararon
diferentes métodos de detencién de la reaccién, lo cuales no dieron resultados
concluyentes (con frio (-20°C), frio + EDTA y con acido perclérico al 3,5% concentracion
final) (datos no mostrados). Se ensay6 la actividad con diferentes cationes divalentes
para la enzima PaPPK1 como ZnClz, MgClz y MnClz, dando mejor resultado con Mg?*
(Anexo 3). A continuacién resumimos algunos de las condiciones esenciales para la

actividad PaPPK1
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a. Cola de Histidina: Al medir la actividad PaPPK1 pura con o sin cola de histidina

(Figura 24) no se observan resultados satisfactorios ya que la fluorescencia es muy
baja, por lo tanto, las condiciones establecidas no son suficientemente favorables
para la enzima. Sin embargo, se observé que luego de cortar |la cola de histidina de
PaPPK1, la actividad de ésta disminuia significativamente luego de un par de dias,
por lo tanto, la cola de histidina proporciona cierta estabilidad a la enzima (datos no

mostrados).

18000 -

13000

L

= 5iN COla
=== con cola

8000 A

=i 5in prot
3000 =,

Fluorescencia [UF]

-2000 & 20 40 60 80 100 120

7000 Tiempo [min]
Figura 24. Efecto de la remocion de cola de His sobre la actividad PaPPK1. Las reacciones se ilustran
en la leyenda del grafico. Se observa que la reaccidn con la proteina sin cola tiene mejor actividad que la

reaccidn de la proteina con cola, es importante destacar que la cola de histidina fue cortada el mismo dia de
la medicion de actividad. Todas las reacciones tienen 1 mM de ATP.

b. Sistema de regeneracién de ATP: Adicionar el sistema regenerador de ATP junto

con el cebador de PoliP resulté ser esencial ya que aumenté la actividad de la
proteina significativamente. En la figura 25 se observa que la proteina sin cola no
mejora su actividad aunque se le agregue sistema de regeneracién de ATP. Todas

las reacciones de la figura 25 llevan poliP como cebador.
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Figura 25. Ensayos con sistema de regeneracién de ATP (sist reg) mas cebador. Las reacciones
se ilustran en la leyenda del grafico. Se observa que la reaccién de la proteina con cola de histidina y
con sistema de regeneracion de ATP tiene una actividad mayor en contraste con la reacciéon que no
tiene sistema de regeneracién de ATP. Los controles negativos (sin prot, sin ATP y sin prot con sist
reg) no tienen actividad

c. Cepasde E. coli. Expresar la enzima en otra cepa no dio buenos resultados. El uso

del cebador hidrolizado no mostré diferencias significativas, por lo tanto, se

descarté su uso. El medio de incubacion de las células fue S.0.C. (Figura 26)

300000
250000
—§— BL21-Al 282C poliP
T 200000 =g B1.21-Al 372C poliP
= Ori 2 DE3 289C poliP
2 150000 @ BL21-Al 28°C poliPh
5 —8— BL21-Al 372C poliPh
5 100000 == Qri 2 DE3 282C poliPh
§ —8— sin prot
i 50000
0
80 100 120 140
-50000 Tiempo [min]

Figura 26. Actividad de extractos de cepas de E. coli inducidas para la expresiéon de PaPPK1. Las
reacciones se ilustran en la leyenda del grafico. La reaccion con el extracto crudo obtenido de un precultivo
crecido a 28°C de la cepa BL21 Al mostré mejor actividad que la de 37°C. El extracto crudo obtenido de la
cepa Origami2 DE3 (Ori 2 DE3) tiene una menor actividad que el obtenido de la cepa BL21 Al. Al hidrolizar
el poliP (poliPh) se observa un aumento en la actividad en la cepa Origami 2 DE3 (curva naranja versus
curva verde). Sin embargo, en la cepa BL21 Al el poliP hidrolizado no da cambios. Ver detalles en Anexo 4.
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d. Concentracién de ATP: Aumentar el ATP a 5 mM en el ensayo y crecer la bacteria

en medio de cultivo LB producen los mejores niveles de actividad la proteina.
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Figura 27. Efecto de la concentraciéon de ATP en el ensayo de actividad y el tipo de medio de cultivo
durante la induccién. Las reacciones se ilustran en la leyenda del grafico. La enzima obtenida de un cultivo
de LB mostré mejor actividad que la del cultivo crecido en S.0.C. (curva naranja versus curva gris). La
reaccioén incubada en agitacién mostrd una leve menor actividad que la reaccion sin agitacién (curva azul
versus curva gris). Se realizaron controles negativos (curvas verde) que no muestran actividad significativa,
al igual que la reaccién con 1 mM de ATP (curva negra). Ver mas detalles en Anexo 5.

e. Efecto de la presencia de imidazol en PaPPK1 purificada: La proteina eluida con el

buffer de 200 mM de imidazol, concentrada y dializada sintetizé mas poliP en las 2

horas de incubacion (Figura 28). Ver mas detalles en el Anexo 6.
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Figura 28. Prueba de actividad de la proteina pura. Se estudié la actividad de las fracciones de proteinas

puras, concentradas, dializadas versus sin dializar. Las reacciones se ilustran en la leyenda del gréfico. Las

proteinas sin concentrar no mostraron actividad (datos no mostrados).
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El mix de reaccion para las condiciones optimas de acfividad para PaPPK1 resulitd en:
50 mM de Hepes-KOH pH 7.2, 25 mM de MgCls, 40 mM de (NH4)250., 5 mM de ATP, 2
mM creatina fosfato, 20 pg/mL de creatina quinasa, 1 pg/mL de poliP4s como cebador y
7 ug de PaPPK1 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 y dializada en irio. Ademas la
reaccion debe ser incubada por 2 h a 37°C sin agitacién y la alicuota de 20 pL debe ser
detenida con DAPI concentracion final 50 pM. Con esto se cumple el objetivo especifico

2 en su totalidad ya que se tiene la PaPPK1 purificada en su forma activa.

5.5.3. Parametros cinéticos de PaPPK1

Con vistas a cumplir con el objetivo especifico nimero 3, se estudié la actividad
enzimatica de la proteina PPK1 de P. aeruginosa para determinar sus parametros
cinéticos, gracias a las condiciones obtenidas en la seccién anterior. Definimos la
actividad enzimatica como los nmoles de ortofosfato (Pi) agregados a la cadena de poliP
en un minuto. En fa Figura 29 se observa la cantidad de productc en nmoles de
ortofosfato agregado a una cadena de poliP en el tiempo. El polifosfato se cuantifico a
partir de la fluorescencia emitida al unirse a DAPI, extrapolando [a ecuacién de la recta

de la curva ilustrada en el grafico 1 de materiales y métodos.
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Figura 29. Actividad enzimatica de la enzima PaPPK1. Se observa la cantidad de producto producido
por la enzima a lo largo del tiempo desde el inicio de la reaccién, donde se afadid 7 ug de la proteina al mix
de reacciéon con 5 mM de ATP. Las barras de error corresponden a 4 réplicas técnicas.

Se realizaron ensayos para medir la cinéetica enzimatica de la PaPPK1 con distintas
concentraciones de sustrato (ATP) y con las mismas condiciones del experimento

anterior. La reaccion con 5 mM de ATP es la que tiene una mayor pendiente, al subir de

esa concentracion de ATP, la actividad va disminuyendo.
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Figura 30. Curvas de tiempo de la actividad enzimatica de la enzima PaPPK1 a distintas
concentraciones de sustrato. El grafico ilustra en la leyenda la concentracion de ATP de cada curva. Todas
las reacciones estan bajo la misma condicién, excepto por la concentracion de sustrato. Se muestran los
primeros 25 minutos de actividad. A) Reacciones con 0, 0,1, 0,5, 1, 2 y 3 mM de ATP; B) reacciones con 5,
7,10, 15y 18 MM de ATP. Cada experimento se realiz6 con 4 réplicas técnicas representadas con las barras
de error. En el Anexo 7 se observan las curvas de tiempo de PaPPK1 durante 2 h de reaccién y la actividad

especifica de la enzima para cada concentracién de sustrato.
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Del grafico de la figura 30 se obtuvo la velocidad inicial, a partir de la pendiente de las
curvas enire 0 y 25 minufos. Con este dato se pudo calcular la actividad especifica de

PaPPK1 para cada concentracion de sustrato.

Posteriormente se midié el efecto de la conceniracion de sustrato sobre la velocidad
inicial (Vo) de la reaccién, manteniendo la concentracion de la enzima constante. En la
Figura 31, se muestra el comportamiento cinético de PaPPK1 a diferentes
concentraciones de sustrato (ATP). Se observa que PFPaPPK1 no muestra el
comportamiento Michaeliano clasico de una curva hiperbélica, si no que por sobre 5§ mM
la actividad disminuye con la concentracion de ATP, dando indicio de una inhibicién por

sustrato.

Vo [nmol PO3/min]

0 1 3 ¥ [} 1
0 5 10 15 20
ATP [mM]

Figura 31. Cinética de PaPPK1 a distintas concentraciones de sustrato. Se cbserva la velocidad inicial
obtenida en los primeros 25 minutos de reaccidn versus la concentracion de ATP utilizada en dicha reaccion.
La enzima estudiada tiene un comportamiento de inhibicién por sustrato (R? 0,9839) y la ecuacidn de la
curva es Y=14,1X/ (2,28 + {1 + X/ 5,8} X).

Mediante el uso del programa GraphPad Prism 6 se obtuvieron los siguientes parametros
cinéticos: Vmax de 2,01 x 10° pmol/min*mg, Ku de 2,280 mM, kcat de 0,17 min™ y ki de

5,599 mM. Ver detalles del analisis entregado por el programa en el Anexo 7. Con estos

resultados se cumple el objetivo especifico 3.
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5.6. Inhibicion de la actividad PaPPK1

Con vistas a determinar la capacidad inhibitoria de 39 compuestos previamente
analizados in silico en relacion con su capacidad de unirse al sitio activo de la PaPPK1,
se ensayo la incubacion de dichos compuestos con la enzima purificada para cumplir el

objetivo especifico 4. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 32.

% inhibicién

12 3 4 5 68 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 34 32 33 34 35 37 38 39 40

inhibidores

Figura 32. Actividad inhibitoria de 39 compuestos en la enzima PaPPK1. En el grafico se muestran los
resultados con 10 réplicas biologicas para cada uno de los inhibidores, transformados a porcentaje de
inhibicién calculado en funcién a la reaccién sin inhibidor (0% de inhibicion o 100% de actividad). Los
compuestos con 1 asterisco (*) tienen mas de un 50% de inhibicién; los con 2 asteriscos (**) tienen méas de
un 60% de inhibicién; y el compuesto 23, con 3 asteriscos (***) tiene mas de un 70% de inhibicién. La
reaccion control, sin inhibidor, se realizé con 5 mM de ATP. EIl compuesto 36 no se envié, por lo tanto, no

se muestra en el grafico.

Para comparar la potencia entre las moléculas candidatas se utilizo el ICs, de cada
inhibidor. El ICso es una medida de eficacia de la droga pues indica la concentracion del
compuesto inhibidor que es necesario para inhibir un 50% de la actividad enzimatica.
Segun la FDA, el ICs representa la concentracion de droga que se requiere para la
inhibicién del 50% in vitro. El ICsq de una droga se puede determinar construyendo una
curva de dosis-respuesta, examinando el efecto de diversas concentraciones del
inhibidor sobre la actividad de la proteina. Los siguientes graficos muestran la curva
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dosis-respuesta para cada inhibidor con mas de un 50% de inhibicién sobre la proteina

PaPPK1. Los compuestos 11 y 23 tuvieron un mal ajuste a la curva, es por esto que se

descart6 su uso, sin embargo para este ensayo no se realizé duplicado, por lo tanto,

estos resultados son muy preliminares.
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Figura 33. Efecto del inhibidor segiin la dosis. Cada inhibidor se midié en 4 concentraciones distintas

(0,1, 5, 10 y 20 yM). La reaccién se detuvo a las 2 horas. En el titulo de cada grafico se indica el inhibidor

correspondiente, y en la leyenda la ecuacién logaritmica para cada curva, con estas ecuaciones se calcula

el ICso para cada compuesto (Tabla 5).

En la Tabla 5 se muestran los valores de ICso de los inhibidores ensayados.

Tabla 5. ICso para cada compuesto candidato (inhibidor).

Inhibidor 7 14

16

27 31

ICso (WM) 35,5 18,5

15,0

34,5

8,0 6,0
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6. DISCUSION

6.1. Sintesis del gen Pappk1 para optimizar el uso de codones en E. coli

La informacidon de un genoma es fundamentalmente un catilogo codificado de
polipéptidos que el organismo debe ser capaz de sintetizar o fraducir; pero cada

organismo lleva su propio sesgo en el uso de los 61 codones.

La poblacion tRNA refleja estrechamente el sesgo de codones mas utilizados por el
organisme (lkemura, 1981; Dong vy cols., 1996). Esta condicién, denominada seleccidn

traduccional, permite una mayor eficiencia en la traduccion de proteinas.

La adaptacién del uso de codones es fundamental para la expresion heterdloga de
proteinas. Cuando se expresa un gen en un hospedero que no es el propio, su uso de
codones puede ser muy distinto; lo que puede disminuir la expresion del gen, estancar
la traduccion, terminar la traduccién de forma prematura, desplazar el ORF ylo
incorporar aminoacidos erréneamente (Kurland y Gallant, 1996), todo debido a la
demanda de uno o mas tRNAs que pueden ser raros o carentes en la cepa hospedero
(Kane, 1995; Goldman y cols., 1995). Es fundamental el hecho de que el uso de
codones de E. colfi difiere con el uso de codones de P. aeruginosa. Fseudomonas
utiliza preferentemente aquellos codones que forman interacciones coddn-anticodén de
gran energia de enlace. Esto coincide con el uso de codones de organismos con alto
contenido de GC en su genoma (alrededor de un 67% en F. aeruginosa). En cambio,

E. coli utiliza preferentemente aquellos codones que forman interacciones codén-

anticodon de energia de enlace intermedio (West y Iglewski, 1988).




En varios intentos previos en el laboratorio, la sobreexpresion del gen ppk? de P.
aeruginosa habfa resultado infructifera. Teniendo en cuenta que la expresiéon de otros
genes ppk? no es tdxico en E. cofi, (Ruiz y cols., 2011; Lee y cols., 2003; Pan-Hou y
cols., 2002), una causa muy probable de la falta de expresion podria ser que el uso de

codones del gen Pappk1 no fuera eficientemente utilizado por E. coli.

En la practica con el Sistema pET y otros sistemas de alto nivel de expresién en E. colj,
la presencia de un pequefio nimero de codones raros a menudo no deprime
severamente la sintesis de la proteina. Sin embargo, la expresion de proteinas
heterdlogas puede ser muy baja cuando un gen codifica numerosos codones raros
para E. coli. Se han observado los efectos més graves sobre la expresion cuando
multiples codones raros consecutivos estan cerca del N-terminal (Nakamura y cols.,

2000).

Existen diversos métodos para optimizar el uso de codones de un gen, entre ellos el
denominado “one amino acid, one codon” (un aminoacido, un codén), que consiste en
sustituir todos los codones de un gen por el codén sinénimo éptimo (Puighd y cols.,
2007). Otro método, es incrementar el tRNA carente dentro del hospedero. Los niveles
de tRNA pueden ser aumentados incrementando el nimero de copias del gen del tRNA
respectivo (Brinkmannm y cols., 1989; Seidel y cols., 1992; Rosenberg y cols., 1993).
Esto se realiza tipicamente insertando el gen silvestre del iRNA en un plasmido
multicopia. Sin embargo, los codones raros son usados comg un mecanismo para
mantener la expresion de un gen de baja expresién en bajos niveles; por lo tanto,
agregar uno de estos plasmidos a la célula hospedera romperia este mecanismo de

regulacion, ya que no habria un equilibrio entre codones abundantes y tRNAs

abundantes, pues todos los tRNAs estarian en la misma proporcién. Esto llevaria un




desbhalance en la expresion basal del hospedero, causando una competencia en la
fraduccion de los genes, lo que podria significar una disminucién en la expresién de la

proteina heteréloga.

Por todo o anteriormente expuesto y para superar la nula expresién de PaPPK1 en E,
coli, se optimizd el uso de codones con el método “one amino acid, one codon”, y se
sintetizd el gen Pappk? con codones adaptados para el uso en E. cofi. Este método
resulié muy adecuado pues a diferencia de los intentos anteriores fue posible expresar
el gen ppk1 silvestre de P. aeruginosa PAO1 en E. coli. Este procedimiento nos
permitid expresar activamente PaPPK1 en E. cofi para su posterior purificacion sin

afectar el proceso de traduccion general en la célula hospedero.
6.2. Eleccion del vector y de la cepa de E. coli para la expresion de PaPPK1

Los sistemas de expresion estan disefiados para producir muchas copias de una
proteina deseada dentro de una célula hospedero. Con el fin de lograr esto, un vector
de expresion se inserta en una célula hospedero. Este vector contiene toda la
codificacion genética necesaria para producir la proteina, incluyendo un promotor
apropiado para la célula hospedero, una secuencia que termina la transcripcion y una

secuencia que codifica para la unién al ribosoma (Purves y cols., 2001).

La eleccién del vector de expresién de PaPPK1 resultdé no ser trivial, ya que el vector
original donde se encontraba el gen Pappk? era el pUCS7. Este vector es cominmenie
usado para el clonamiento en E. coli y es de alto nimero de copias (500-700). La
sobreexpresion de proteinas recombinantes a partir de plasmidos de multiples copias
puede resultar en niveles de expresion de hasta el 40% de la proteina celular total

(Rosano y cols., 2014). Sin embargo, en la mayoria de los casos, esto resulta en la
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formacién de agregados de proteinas insolubles conocidos como cuerpos de inclusién,
que pueden afectar la actividad de las proteinas expresadas (Worrall, 1996; McGettrick
y Worrall, 2004). Esto fue lo que sucedié con el vector pUC57-Pappki, ya que su
expresion resultd ser poco regulada, ya que incluso sin inducir la expresion con IPTG
habia una expresién basal de la proteina y [a mayor parte de ésta aparecié en la
fraccion insoluble de proteinas, lo que pudo causar un plegamiento defectuoso,

formando cuerpos de inclusién.

Un sistema de expresion desarrollado por Studier y Moffatt (1986), es el de la RNA
polimerasa altamente selectiva por el bacteri6fago T7 RNA polimerasa. Este sistema
se ha conocido como el sistema de expresion pET, y actualmente es ampliamente
utilizado debido a su capacidad para producir grandes cantidades de proteinas, por la
especificidad involucrada en que la T7 RNA polimerasa so6lo se une al promotor T7 y
también por el disefio del sistema que permite una facil manipulacién para expresar la
cantidad de proteina deseada y elegir cuando se produce dicha expresion (Unger,

1997; Novagen, 2003).

Una de las partes mas importantes del sistema de expresion pET implica el hecho de
gue la proteina no se transcribe a menos que la T7 RNA polimerasa esté presente. Las
células procariotas no poseen esta polimerasa, por lo tanto, la célula hospedero debe
haber sido manipulada genéticamente para incorporar el gen de la T7 RNA polimerasa

en su genomat.

El gen de interés se clona en el sitio de multiple clonamiento en la direccién adecuada
del! vector pET, tanto el promotor T7 como el operador /ac se encuentran al extremo 5'
del gen. Cuando la T7 RNA polimerasa esté presente -gracias a la induccion por L-

arabinosa en la célula hospedero- y el operador /ac no es reprimido -gracias al IPTG
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afiadido-, la transcripcién del gen transcurre rapidamente. Debido a que T7 es un
promotor viral, se transcribe rapida y profusamente durante el tiempo en que [a T7 RNA
polimerasa esté presente. La expresion de la proteina aumenta rapidamente. En unas
pocas horas, la proteina es uno de los componentes mas abundantes de la célula

(Unger, 1997).

Por estas razones y para superar el problema preducido al expresar PaPPK1 en
pUCS57, se utilizé el vector pET-TEV (15-20 copias). Ademas, este vector tiene la
ventaja de afiadir una cola de histidina al ORF de la profeina, Io que permite seguir
facilmente la expresién de PPK1 y purificarla rapidamente mediante cromatografia de
afinidad. También el plasmido pET-TEV permite incluir el sitio de corte de la proteasa
TEV entre la cola de 6 His y la secuencia aminoacidica de la proteina, lo que posibilita
cortar la cola de histidina si ésta afecta en la actividad enzimatica de la proteina
expresada. Con este sistema de expresion se superd el problema de expresar la
proteina en forma insoluble y la purificaciéon de ésta pudo realizarse de manera mas

simple y rapida.

Otro aspecto importanie es el hospedero donde se expresa la proteina heteréloga. En
este estudio se ulilizaron diferentes cepas de E. coli para encontrar en cual se
expresaba mejor y de manera soluble la PaPPK1. Se escogit la cepa EcBL21 AI™, ya
que en esta cepa la expresién es finamente regulada sin expresion basal del plasmido.
Ademas, esta cepa no contiene la proteasa lon y es deficiente en la proteasa de
membrana externa, OmpT. La falta de estas proteasas reduce la degradacién de
proteinas heterdlogas expresadas en esta cepa. Otro aspecto fundamental es que lleva

una insercién cromosdmica de un cassette que conliene e] gen de la T7 RNA

polimerasa en el locus araB, o que permite que la expresién de esta polimerasa sea




regulada por el promotor araBAD (inducido por L-arabinosa) (Lee, 1980; Lee y cols.,
1987). El gen araB es eliminado de la cepa. También codifica el gen fetA que confiere

resistencia a tetraciclina y permite la verificacion de la identidad de |a cepa.

La cepa BL21 Al es adecuada para una alta expresion de proteinas recombinantes que
se encueniren en cualquier vector de expresion basado en el promotor T7. El
rendimiento de la proteina recombinante obtenida a partir de BL.21 Al es generalmente
similar a Ia obtenida por otras cepas BL21 segun lo indicado en el catdlogo de la cepas

de Invitrogen.
6.3. Purificacion de PaPPK1

Para estudiar detalladamente las propiedades de cualquier proteina es preciso contar
con una muestra homogénea que sélo contenga dicha proteina. Las técnicas de
separacién se concentran en el tamafio, [a carga y la polaridad, que es donde residen
las diferencias de las moléculas. Para estudiar las proteinas es necesario extraerlas de
las células, por lo tanto, la purificacién de PaPPK1 se toma en cuenta desde la lisis

celular hasta la homogeneidad de la proteina.

Para lisar las células se usaron dos métodos, el detergente B-PER y la clasica
sonicacion. No se encontiré en la literatura estudios que purificaran PPK1 mediante el
método B-PER, en todos los estudios repartados en donde purificaban PPK1 siempre
se utilizd Ja sonicacion para la lisis celular. En este estudio se compararon estas dos
metodologias, dando mejor resultado el B-PER, tanto al visualizar los geles de
poliacrilamida, como al comparar la actividad de las proteinas puras provenientes de
extractos tratados con B-PER versus sonicacidn (datos no mostrados). Es importante

evitar la protedlisis de la proteina durante [a lisis celular, para esto se utilizé un céctel
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de inhibidores de proteasas libre de EDTA, también se afiadié DNasa | y lisozima para

destruir los componentes celulares que puedan interferir con la purificacion.

Intentos anteriores de nuestro laboratorio, usando el vector pUC57, no fueron efectivos
para purificar la proteina (datos no mostrados), ya que resultaron ser muy aparatosbs y
consistian en muchas etapas con distintas columnas de purificacién, por lo tanto, era
un proceso muy lento. Por ejemplo, se purifico la PPK1 de E. cofi hasta la
homogeneidad (Kornberg y col, 1990); este procedimiento incluyd cinco etapas
distintas: desde la lisis celular por sonicacién, la precipitacién de las proteinas con
sulfato de amonio, y el paso del exiracto protéico por 3 columnas diferentes
(fosfocelulosa, DEAE-celulosa y Mono SF). Para evitar estos procedimientos se decidio
utilizar el vector pET-TEV que fusionaba la cola de histidina a la proteina, ademas de

los beneficios anteriormente mencionados.

Para la purificacién se utilizé la columna HisTrap™ HP (Ge Healthcare Life Sciences).
Este método de purificacién es muy eficaz, por lo que se ha utilizado incluso para

purificar la PPK1 de E. coli (Zago y cols., 1999; Kornberg y cols., 2000).

Luego de la purificacion se evalué cortar la cola de histidina. Este paso previo a Ia
concentracion y didlisis se realizé porque se reportdé que la cola podria disminuir o
afectar la actividad de la enzima en E. coli (Bornhorst y Falke, 2000; Panek y cols.,
2013). Sin embargo, al medir la actividad de la proteina con y sin cola se observé que,
aunque en un inicio la proteina sin cola tenfa una mayor actividad, ésta perdia la
estabilidad muy pronto y luego de aproximadamente una semana se inactivaba. Por el
contrario, la proteina con cola tenfa una menor actividad pero ésta permanecia estable
en el tiempo. Ademas, la diferencia de actividad no era significativa entre las proteinas

con o sin cola, ya que a las dos horas de actividad la proteina sin cola agrega a las
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cadenas de poliP aproximadamente 1 nmol de ortofosfato mas que la proteina con cola
de histidina, esto es despreciable considerando que luego de dos horas de reaccidn
PaPPK1 agrega alrededor de 900 nmoles de ortofosfato a las cadenas de poliP. Es por
esto que se eligid mantener la cola de histidina y evitar periurbaciones en la PaPPK1
que pudieran inactivarla. Efectos similares se han obtenido en ofros estudios usando
una proteina con cola de histidina (Mateo y cols., 2001), es decir, [a cola puede otorgar

cierta estabilidad a algunas enzimas en el tiempo.

Otro paso importante fue la dialisis de la proteina. Para este procedimiento se utilizaron
dos métodos: con bolsas de didlisis y con filtros de ulira cenfrifuga para concentrar
proteinas {(cambio de solvente en la proteina). Con ambos métados se abtuvo el mismo
resultado y sélo resultaban exitosos si se hacian en frio (4°C), de otra forma la proteina
perdia su actividad. Por otra parte, este paso resulté ser esencial ya que sin dializar, la
PaPPK1 no tenia actividad, aunque la proteina control, EcPPK1, mantenia actividad

durante aproximadamente dos semanas sin dializar.
6.4. Medicion de actividad PaPPK1 y cuantificacién de los poliP

La principal actividad de PPK1 es la sintesis de poliP. En P. aeruginosa PAO1 esta
asociada casi exclusivamente con la fraccién de membrana, igual que en E. cofi. Los
niveles de poliP son similares en P. aeruginosa y E. coli (Fraley y cols., 2007), pero
bajo condiciones adversas, en P. aeruginosa son considerablemente mas alios

(Kuroda y cols., 1997).

Para encontrar las condiciones favorables en que PaPPK1 tuviera actividad fue

necesario primero ensayar con la proteina control, EcPPK1, puesto que sus
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condiciones ya han sido reportadas y en base a éstas se adapté un nuevo protocolo

que se ajustara a los requerimientos de la actividad PaPPK1.

Uno de los cambios fue la adicion de un cebador. Anteriormente se reporié (Kornberg y
cols., 1990) que la adicion de éste no es requerido en la reaccién de sintesis de poliP;
ni ATP ni ortofosfato inorganico cumplen este rol (Kornberg y cols., 1990). Sin
embargo, a niveles muy bajos de ATP (5 uM), muy por debajo de su K, un
pronunciado retardo se obhserva en la sintesis de poliP por EcPPK1, este retardo puede
ser evitado por la adicién de tetrapolifosfato (poliP4), pero no por Pi, PPi o tripolifosfato
(poliPs). Un efecto estimulante similar fue visto con poliPs heterogéneos, con
longitudes entre 5 y 15 ortofosfatos. Sin embargo, al estudiar las condiciones dptimas
para la actividad de PaPPK1 no se observo actividad de la enzima si no se aftadia a la
reaccion poliP como cebador. El poliP utilizado fue de un largo de 45 ortofosfatos
{poliPss), y aunque se ensayo hidrolizarlo para obtener un cebador més pequefio, no se
vieron cambios significativos en este procedimiento, por lo tanto, se siguié utilizando
poliP4s. Cabe destacar que en nuestros experimentos tampoco se evidencid actividad

enh EcPPK1 sin afiadir el cebador al mix de reaccidn que contenia 1 mM de ATP.

Otro cambio en las condiciones de actividad fue la concentracion de sustrato utilizada.
Para EcPPK1 fue necesario 1 mM de ATP para observar suficiente actividad
enzimatica, en cambio para PaPPK1 no fue suficiente esta concentracion, por lo tanto,
se aumenté a 5 mM de ATP para observar una actividad similar a EcPPK1. Ademés
fue estrictamente necesario agregar un sistema regenerador de ATP y el co-factor de
la proteina, que resulté ser el mismo que para EcPPK1, Mg?'. Estudios anteriores

concuerdan con este resultado, sefialando que el cofactor de PaPPK1 es Mg?*, tanto

para la reaccion directa como reversa. En cambio, para PaPPK2 el cofactor es Mg?*




para la sintesis de poliP, pero cambia a Mn?* para la sintesis de GTP o ATP (Zhang y

cols., 2002),

Para medir la sintesis del poliP catalizada por PPK1, el método clasico usado es
mediante el uso de ATP radioactivo como sustrato, [y-*P] ATP. Luego el poliP se
extrae y se cuantifica en un contador de centelleo. Como se mencioné anteriormente,
éste método es complicado, ya que se trabaja con radioactividad, porque la extraccién
del poliP aumenta el error de la medicion y porque se debe hacer con muchas
muestras, o cual lo vuelve dificultoso. Es por esto que en este estudio se utilizdé un
nuevo método para analizar la actividad de PaPPK1, utilizando DAPI para medir el
poliP sintetizado in vitro por la enzima, en un buffer compuesto por Hepes-KOH (20
miM} mas KCI (150 mM) (buffer de cuantificacion del poliP). Este método ha sido
reportado en una ocasion para medir la actividad PPK1 en una tesis de doctorado que
no ha sido publicada (Wang, 2009). Se intentd seguir el protocolo descrite en aquella
tesis para medir la actividad PaPPK1 con DAPI pero no dio resultado, por lo tanto, el
procedimiento utilizado en este trabajo es diferente en cuanto a la concentracién de
DAPI usada, a la alicuota de la reaccion stock medida, a la forma de detener Ia
reaccion, entre otros. También se ha reportado este método para la cuantificacion y

visualizacion del poliP en la célula (Kulakova y cols., 2011).

Como se describié en materiales y métodos, la medicién de la actividad se hace de
manera discontinua, sacando una alicuota del mix de reaccién cada cierto tiempo y
deteniendo la actividad de la proteina con la adicion de DAPI (50 uM concentracion

final). Esto se decidi6 luego de ensayar diversas formas de detener la reaccion (con

frio -la sintesis de poliP es insignificante a 0°C (Kornberg y cols., 1990)-, con frio mas




EDTA —por ser un quelante de cationes divalentes- y con acido perclérico), las cuales

resultaron poco reproducibles.

La detencién de la actividad con acido perclérico es la mas utilizada en los diversos
estudios en donde ensayan la actividad PPK1, sin embargo, tras ufilizar este
procedimiento observamos un precipitado blanco que se formaba luego de un tiempo
de incubada la reaccion. Para corroborar esto se ensayd incubar las alicuotas de la
curva de calibracion con acido perclérico durante una hora, los resultados fueron
evidentes (datos no mostrados), la curva perdié su linealidad y todos los puntos de
diferente concentracién de poliP disminuyeron significativamente su fluorescencia. Por
lo tanto, esto impidié una cuantificacién fiable del poliP, ya que dependia del tiempo
que la alfcuota fuera incubada con el acido. Luego corroboramos que este acido es
comunmente utilizado también para extraer poliP (Ryazanova y cols., 2011), por lo
tanto, debe actuar sobre éste, precipitandolo o alterando su integridad. Este aspecto
podria explicar los distintos resultados reportados de los parametros cinéticos de

EcPPK1 (Li y cols., 1973; Ahn y Kornberg, 1990 y Haeusler y cols., 1992).

Debido a los fallidos intentos de detener la reaccion se intenté medir la actividad de
forma continua (datos no mostrados), este procedimiento tampoco dio resultado, ya
que la proteina no tenia actividad al ser incubada con DAPI y con el buffer de
cuantificacién del poliP, lo que indica que uno de estos componentes podria detener la
actividad de PaPPK1. Se ensayd detener la actividad de la proteina con DAPI, lo que si
dio resultado. Sin embargo, el KCI inhibe la reaccidn de sintesis de poliP en ~50% a 50

mM o niveles méas altos {Kornberg y cols., 1990), lo que indica que el buffer de

cuantificacion también ayuda a detener Ia reaccion directa de PPK1.




6.5. Parametros cinéticos de la enzima PaPPK1

Se han estudiado anteriormente las enzimas principales del metabolismo de los poliP y
algunas de sus caracteristicas. PPK1 es responsable de la sintesis de la mayor parte
del poliP celular (Ahn y cols., 1990; Kumble y cols., 1996). Cepas mucoides de P.
aeruginosa acumulan mucho poliP, en particular durante la fase estacionaria (Kim y
cols., 1998) y bajo diversas condiciones de crecimiento (Auli-Riché, 1998). Se ha
reportado que dependiendo del estado fisiolégico de la bacteria, [a concentracion
intracelular de poliP varia ente 0,1-200 mM (Boguslaw y cols., 2008). Sin embargo,
poco se sabe acerca de la PaPPK1 y su regulacién en la sintesis de poliP en P.

aeruginosa.

Aungue ya varias enzimas que metabolizan poliP se han purificado, vy sus genes han
sido clonados y secuenciados -incluso la PPK1 de la cepa 8830 de P. aeruginosa
(Ishige y cols., 1998; Zago vy cols., 1999)-, en ningun estudio se han reportado los
pardmetros cinéticos de dicha enzima. Este frabajo aporta la primera aproximacion de
estos parametros, lo que constituye un gran aporte a los proximos estudios realizados

con esta enzima.

Por ejemplo, [a PPK1 de la cepa mucoide 8830 de F. aeruginosa ya se clond en E.
coli BL21 (DE3) {pLysS) y purifico mediante cromatografia de afinidad usando Niquel
para atrapar la cola de histidina (Zago y cols,, 1999). Se midié su capacidad de
sintetizar poliP in vitro con el método convencional, usando ATP radioactivo (y-*°P) y
purificando el producto de la reaccidn con glassmilk, para finalmente visualizar el
producto por medic de cromatografia en capa fina (TLC). Sin embargo, en ese estudio

no se reportaron parametros cinéticos de esta enzima, mas bien se hizo un analisis de
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las secuencias de Pappk1, Pappx y sus promotores, ademas de evaluar la actividad de

los promotores bajo distintas condiciones de estrés.

Es interesante mencionar que hay méas estudios realizados con la PPK2 de P.
aeruginosa que con la PaPPK1 (Zhang y cols., 2002; Ishige y cols., 2002; Nocek y
cols., 2008). Zhang y cols., (2002) muestran parametros cinéticos obtenidos de la
PaPPK2 de la cepa P. aeruginosa PAOMS, detallando el largo de cadena de poliP
utilizado o sintetizado por la enzima en la reaccidn directa y reversa, respectivamente.
Algunos de estos ensayos también los hacen con PPK1 de P. aeruginosa PAOMS5,
detallando sélo la velocidad maxima (Vmax) ¥ €l largo de cadena de poliP sintetizado

por la enzima, que fue de entre 500 y 800 unidades de ortofosfato.

Se sabe que la PPK2 es muy distinta a la PPK1; ya que utiliza poliP como susfrato
para generar GTP desde GDP (Ishige y cols., 2002), ho muestra similitud de secuencia
con PPK1 y se distingue por una actividad mucho mayor para la sintesis de GTP
(Zhang y cols., 2002). Ademas la PPK2 fosforila preferentemente GDP a GTP,
mientras que su afinidad por el ADP es 2,5 veces menor (Ishige y cols., 2002; Zhang y

cols., 2002).

Por lo mencionado aqui y en la introduccion, es menester estudiar mas en profundidad
la PaPPK1 y sus parametros cinéticos. Como la Ku, que bajo ciertas condiciones
puede dar cuenta de la afinidad de una enzima por su sustrato (Cornish-Bowden,
1975), v la ket 0 Vmax para obtener la eficiencia catalitica y poder comparar este
parametro con sustratos alternativos, como GTP u otro nucleédtidos trifosfatos o
difosfatos. En este trabajo se obtuvieron los parametros cinéticos y solo se estudié
como sustrato el ATP; y aunque esta reportado que el sustrato especifico de EcPPK1

es ATP, no hay estudios similares de PaPPK1.
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Los parametros cinéticos obtenidos en este estudio fueron: Vimax de 2,01x108

pmol/min*mg, Kude 2,3 mM y Kt de 10,05 s+.

La velocidad maxima obtenida dio muy parecida al tnico reporte encontrado (Zhang y
cols., 2002), perteneciente a PPK1 de P. aeruginosa PAOMS que fue de 2,1x10°
pmol/min*mg de proteina. Cabe mencionar que el método usado por Zhang y cols.
(2002) es muy diferente al empleado en este trabajo, ya que en £l se midié la actividad
con ATP radioactivo, con el método clasico. El hecho de que los resultados obtenidos
con procedimientos tan diferentes sean tan similares, valida la metodologia usada en

este seminario de titulo.

La Ku de PaPPK1 no se ha reportado, pero obtuvimos un valor similar a la reportada
en EcPPK1, que también es 2 mM para ATP (Ahn y cols., 1990). En cuanto a 1a keat
obtenida también se puede comparar con la de EcPPK1, que es de 23,6 s*(Ahn y cols.,
1990), esto significa que cada molécula de PPK1 puede catalizar la hidrolisis de 23,6
moléculas de ATP por segundo, para unir su fosfato terminal a una cadena de poliP.
Este parametro es el doble al obtenido en este estudio para PaPPK1 (10,05 s+). A priori
uno podria esperar que !a ket fuese mayor para Pseudomonas por su capacidad de
almacenar y acumular mayor poliP intracelular que E. cofi, esta capacidad puede
explicarse por la regulacién de su metabolismo; como en E. coli los genes ppk y ppx
estdn en un operdn, su regulaciéon es coordinada, por el contrario en Pseudomonas
estos genes estén adyacentes pero opuestos, por lo tanto, su regulacion es diferente.
Ademés, la ket puede variar dependiendo de las condiciones de cultivo y generalmente

tiene un rango de valores considerable.

La curva de vo versus concentracion de ATP se ajustd a un comportamiento de

inhibicion por sustrato con un R? de 0,9839 y con una K de 5,6 mM para ATP. Este
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comportamiento ya se habia reportado en la PPK1 de Mycobacterium smegmatis
(Suzuki y cols., 1971), en donde se observé inhibicién de la actividad de sintesis de
poliP por PPK1 sobre 1 mM de ATP, lo cual indica que la K obtenida en este estudio es
considerablemente mas alta. Ademas en un estudio realizado en nuestro laboratario
con EcPPK1, también se obtuvo inhibicion por sustrato (Seminario de titulo en

desarrollo de Francisca Campos).

Generalmente, la actividad especifica de una proteina es medida en unidades/mg de
proteina. Una unidad (U) corresponde a un nmol de fosfato incorporade como
producto, por minuto de reaccién a 37°C. En este estudio se reporta una actividad
especifica de PaPPK1 de P. aeruginosa PAO1 de 541,19 U/mg. El tnico reporte de
este parametro para PPK1 de P. aeruginosa 8830 fue de 0,344 U/mg (Ishige vy cols.,
1998). Estos resultados difieren en 3 érdenes de magnitud. Lo cual puede explicarse
porque el método utilizado en ambos estudios es radicalmente diferente. En el trabajo
de Ishige y cols. (1998) se mide la actividad de la enzima midiendo el poliP sintetizado
de un lisado celular post sonicacion, sin extraer el poliP (por lo tanto, tampoco detiene
la actividad). El lisado celular se aplicé en la parte posterior de una placa TLC, luego el
poliP se visualizé y cuantificé usando un sistema de anélisis de imagenes BAS2000
(Fujix, Tokio, Japén). Por lo tanto, estos métodos mantienen a la enzima bajo

condiciones totalmente distintas, lo cual hace que no sean comparables.

6.6. Inhibidores de Ia PaPPK1

P. aeruginosa es una bacteria encontrada comtnmente en el suelo, el agua vy las
plantas, y es un patégeno oportunista en humanos que causa infecciones graves en

pacientes con diversas enfermedades, con quemaduras graves y heridas (Van Delden
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y Iglewski, 1988). Se ha reportado que causa enfermedades en numerosos hospederos
como plantas, insectos, gusanos y una variedad de vertebrados (Finlay, 1999; Bennett
y cols., 2014). Ei éxito de P. aeruginosa en diversos ambientes se atribuye a su gran
variedad de factores de virulencia, que incluyen factores asociados a la células, como
alginato, lipopolisacarido, flagelos y pili; y factores de virulencia secretados, como
toxinas, elastasas, proteasa, fosfolipasa, y pequefias moléculas que incluyen
fenazinas, ramnolipido y cianuro (Van Delden y Iglewski, 1998; Bennett y cols., 2014).
La virulencia de P. aeruginosa y las funciones de los factores han sido examinados con
el uso de diferentes animales, asi como modelos de plantas e invertebrados (Rahme y
cols., 1997; Tan y cols., 1989; Jander y cols., 2000). Debido a la formacién de biofilms
y su resistencia inherente a los agentes antimicrobianos, P. asruginosa es capaz de
generar infecciones persistentes y cronicas, como en los pulmones de pacientes con

fibrosis quistica (Costerton y cols., 1999).

Como ya se menciond en la introduccién, el poliP es importante para muchas funciones
y procesos en P. aeruginosa PAO1. Particularmente, el mutante nulo PaPPK1 exhibe
fenotipos pleiotrépicos que incluyen la disminucién de [a virulencia y la motilidad
(Rashid y cols., 2000a), defectos en la formacién de biopeliculas (Ghafoor y cols.,
2011) y problemas en la compactacion del nuclecide, entre otras (Fraley y cols., 2007).
En mutantes de PPK1, tanto en E. coli como en P. aeruginosa, tales defectos son
eliminados por complementacién (Fraley y cols., 2007), indicando funciones similares
de PPK1 y/o poliP en estos dos organismos. Sin embargo, las diferencias entre los dos
sugieren que P. aeruginosa, en su habitat natural y en las infecciones, ha evolucionado
con estrategias especiales para producir y utilizar poliP respondiendo y adaptandose al

estrés ambiental y las limitaciones nutricionales.

73




Por ejemplo, [a reaccion reversa de PaPPK1 es principaimente la sintesis de GTP a
partir de poliP, actividad 10 veces mas potente que en la EcPPK1. Ya que el GTP es
necesario para la mayor acumulacién de alginato (May y cols,, 1994), un
exopolisacarido esencial para la virulencia de P. aeruginosa (Shankar y cols., 1995). La
capacidad de PaPPK1 para generar GTP a pariir de poliP puede cumplir una
importante funcién en la virulencia de esta cepa, ya que el alginato es un polimero
esencial para la formacién de biopelfculas (May y cols., 1994). Por lo tanto, el poliP
puede ser un sensor para la produccion de alginato, la fuente de GTP requerido para
su sintesis (Fraley y cols., 2007) o un regulador de la expresion de alginato (Kim y

cols., 1998).

Diversos estudios estan enfocados en buscar y/o disefiar nuevas drogas
antimicrobianas que no apunten a erradicar al patégeno (Rao y cols., 2009; Chavez y
cols., 2011, Starkey y cols., 2014), ya que conlleva al desarrollo de cepas resistentes a
muliiples drogas. Es por esto que para enfrentar los fendémenos de resistencia y
persistencia bacteriana, se han explorado varias estrategias anti-virulencia {Rasko y
cols., 2008; Cheng y cols., 2014; McShan y De Guzman, 2015), una de éstas es
interferir con la regulacion de los genes relacionados con la produccion de los factores
de virulencia (Rasko y cols., 2010; E-Mowafi y cols., 2015). Por ejemplo, un blanco
muy utilizado es el sistema de comunicacién bacteriana (quorum sensing) debido a que
esta via regula la expresion y produccion coordinada de un amplio rango de factores de
virulencia en diversos patégenos, y son dispensables para la supervivencia bacteriana
(Hentzer y cols., 2003; Rasko y cols., 2008; Rasko y Sperandio, 2010; Naik y Mahajan,
2013; Bhardwaj y cols., 2013; Starkey y cols., 2014). Sin embargo, aunque se ha

reportado que mutantes de la comunicacion bacteriana tienen su virulencia atenuada
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(Rashid y cols., 2000b; Smith y Iglewski, 2003; Juhas y'co[s., 2005), no todos los
factores de virulencia estan controlados por el quorum sensing; ademas, [as bacterias

pueden desarrollar resistencia a estos inhibidores (Kalia y cols., 2014).

Por todo lo mencionado anteriormente, se ha postulado a la sintesis de los poliP y
particularmente a la PPK1 como un blanco para |a produccién de nuevos compuestos
antivirulencia en Pseudomonas. Es importante estudiar la PaPPK1, ya que constituye
un “regulador global” de la virulencia debido a que numerosos genes de virulencia que
son dependientes y otros independientes de la via del quorum sensing, disminuyen su
expresién en mutantes del gen ppk7, incluyendo el mismo quorum sensing (Rashid y
cols., 2000b; Kim y cols., 2002; Fraley y cols., 2007; Rao y cols., 2009; Kassem Yy

Rajashekara, 2011; Ortiz-Severin, 2013).

Debido a que la PaPPK1 esta involucrada en el metabolismo celular en vez de en una
funcién esencial, es altamente conservada en patdgenos Gram-positivos y Gram-
negativos (Tzeng y Kornberg, 1998; Kornberg y cols., 1989) y no se ha encontrado en
mamiferos, lo que la califica como una diana terapéutica para el control de la virulencia.
Consecuentemente, no se somete al patdgeno a una presién selectiva [etal como con
los antibi6ticos sino a una desregulacién de [a produccidn de sus factores de virulencia.
Por lo tanto, se estaria haciendo frente ademas, al fenémeno de persistencia
bacteriana y a la resistencia adquirida por las bacterias a los farmacos (Maviglia y cols.,
2009). A pesar de esto, no hay reportes de inhibidores de PaPPK1. Sin embargo, se
han reportado inhibidores EcPPK in vitro, reportado por Arthur Kornberg (Chavez y
cols., 2011), en particular compuestos seleccionados de la Biblioteca quimica 1COS".

Algunos mostraron inhibicion de la enzima; sin embargo, en el ensayo in vivo con E.
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coli, los resultados no fueron equivalentes; lo que evidencia Ia necesidad de evaluar in

vivo el efecto de estas drogas.

Como el disefio de nuevas drogas debe considerar ciertos aspectos que tienen que ver
no s6lo con que sean efectivos contra la virulencia del patoégeno, sino que sean
inocuos frente al hospedero y a sus bacterias beneficiosas. Se verificaron tales
requisitos con ensayos in vivo, en una fesis de Magister previamente realizada en
nuestro laboratorio (Bravo-Toncio, 2015), donde se estudid la virulencia de P.
aeruginosa en el modelo de la ameba social D. discoideum, poniendo a prueba la
toxicidad de inhibidores hacia el patdgeno, la bacterias beneficiosas y el hospedero.
Entre los compuestos con mayor actividad antivirulencia destacé un derivado de
triazina (NSC-696924); previamente otro derivado de triazinas se reportd por su
actividad antivirulencia en K. pneumoniae en el protozoo Tetrahymena pyriformis

(Benghezal y cols., 2007).

Este estudio tuvo como objetivo especifico evaluar el efecto in vitro de las moléculas
antimicrobianas previamente disefiadas (Chavez y cols., 2011) y probadas en la tesis
de Bravo-Toncio (2015), y enconirar compuesios que pudieran evidenciar una
disminucién en la sintesis de poliP por PaPPK1 o inhibir su actividad enzimatica.
Gracias a esto, descubrimos nuevos potenciales compuestos anti-virulencia que tienen
como blanco la PaPPK1 mediante un ensayo sencillo, de bajo costo y a gran escala,
previamente estandarizado. Nuestro trabajo, constituye el primer estudio que emplea

PaPPK1 in vitro como blanco para la btisqueda de compuestos antimicrobianos.

En el ensayo para medir la inhibicién de estos compuestos se utilizé una concentracion
de ATP mayor al valor de la Ky de PaPPK1, pero bajo el rango de inhibicién por

sustrato, por lo fanto, no se usé una concentracion inhibitoria de ATP. En los ensayos
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realizados destacaron 8 compuestos candidatos a inhibidores de PaPPK1 de los
cuales sélo 6 se ajustaron a una curva de inhibicion para obtener el 1Cs. Los dos
compuestos descartados provocaron una gran inhibicién a la actividad PaPPK1, sin
embargo, se ajustaron muy mal a la curva logaritmica obtenida del efecto del inhibidor
segun la dosis. A pesar de esto, los resultados obtenidos son muy preliminares y
requiere de mas investigacion o mas réplicas de los ensayos para poder realizar

pruebas estadisticas que respalden fuertemente los resultados obtenidos.

En resumen, en este seminario de titulo pudimos sintetizar, expresar y purificar la
enzima PPK1 de P. aeruginosa PAO1. Luego con [a enzima purificada se adapté un
método de cuantificacion por fluorescencia de poliP mediante DAPI para desarrollar un
método para determinar la actividad enzimatica PPK1. Gracias a esta metodologia
logramos probar diversos posibles inhibidores de la enzima y demostrar la eficacia de
inhibicion de algunos de ellos sobre la PaPPK1. El desarrollo de este seminario permite
contar con nuevas moléculas que [uego deben ser validadas en ensayos in vivo de

virulencia para ver su potencial como nuevos compuestos antimicrobianos.
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7. CONCLUSIONES

El uso de codones adaptados para la expresién en Escherichia coli permitié la sintesis
de una enzima con 100% de identidad respecto a la PPK1 de Pseudomonas
aeruginosa PAO1 silvestre.

Mediante la expresion de la enzima PaPPK1 fusionada con una cola de 6 histidinas
bajo el control del promotor de la T7 RNA polimerasa se logré la purificacién a
homogeneidad de la enzima desde la fraccién soluble mediante cromatografia de
afinidad.

El uso de un ensayo discontinuo mediante el uso de DAP| permitié establecer las
condiciones oOptimas para determinar la actividad de la enzima PaPPK1 mediante
fluorescencia.

La determinacién de los principales parametros cinéticos de la enzima PaPPK1, como
Km Vumax, Ki ¥ keat, permite conocer la afinidad de la enzima por su sustrato y su
eficiencia catalitica, los cuales podrian utilizarse en eventuales ensayos comparativos
para probar distintos inhibidores de 1a actividad PaPPK1.

Mediante un ensayo preliminar de inhibicion de la actividad enzimatica se detectaron
seis compuesios inhibidores de la actividad PaPPK1 que podrian ser nuevos
candidatos de agentes antimicrobianos.

Teniendo en cuenta gue la PPK1 esta involucrado en el metabolismo celular y no en
una funcién esencial celular, la convierte en un blanco afractivo para el desarrollo de

nuevos antibidticos que no apunten matar a la bacteria sino a afectar la produccion de

los factores de virulencia de la misma.
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9. MATERIAL SUPLEMENTARIO

Anexo 1

Secuencia nucleotidica de Pappk? enviada por GenScript:

> opiPAppk; Length: 2401, GC: 52,60%
GAATTCAAGCTTGGTACCCCATGGTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATA
ACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTT TAAGAAGGAGATATCATATGAATACG
CAGCAAGGCCTGGACGAAATCGAACGCATCGCAGCAGACGAAACGGTGGTGGCTAATGTT
GAATCAGAAGCAGAAGTTAAAATGGCGGAAACGATTCCGGTTGAAACCCCGCCGGCAGTG
GTTCCGAGCGTCGATGACAGCTCTCTGTATATTCATCGTGAACTGTCTCAGCTGCAATTC
AACATCCGCGTGCTGGAACAGGCGCTGGACGAAAGCTACCCGCTGCTGGAACGTCTGAAA
TTTCTGCTGATCTTCAGTTCCAATCTGGATGAATTTTTCGAAATTCGTATCGCAGGCCTG
AAAAAGCAGATTACGTTTGCTCGCGAACAAGCAGGTGCAGATGGTCTGCTGCCGCATCAG
GCACTGGCTCGCATCAGTGAACTGGTCCACGAACAGGTGTCCCGCCAATATCGTATTICTG
AACGAAACCCTGCTGCCGGAACTGGCGAAACATCAGATTCGTTTTATCCGTCGCCGTCAC
TGGACGCTGAAAATCAAGACCTGGGTICGTCGTTTCTTITCGCGACGAAATTGCCCCGATT
ATCACGCCGATCGGTCTGGATCCGACCCACCCGTTTCCGCTGCTGGTTAACAAATCACTG
AATTTCATTGTCGAACTGGAGGGTATGGACGCGTTITGGCCGTGATICGGGTCTGGCAATT
ATCCCGGCACCGCGTCTGCTGCCGCGCATTATCCGTCTGCCGGAAGACGTGGGCGETGAA
GGCGATAACTATGTTTITCCTGTCATCGATGATCCATGCGCACGCCGATGACCTGTTCCCG
GGCATGAAAGTGAAGGGTTGCTACCAGTTTCGCCTGACGCGTAATGCCGATCTGAGCGTC
GATACCGAAGACGTGGAAGATCTGGCACGCGCTCTGCGTGGCGAACTGTTITCTCGCCGT
TATGGTGACGCAGTTCGTCTGGAAGTCGTGGATACGTGTCCGCAGAACCTGACCAATTAT
CTGCTGAAACAATTCGGCCTGAGTGAATCCGAACTGTACAAAGTTAGCGGTCCGGTCAAT
CTGACGCGTCTGTTTAGTGTGACCGGTCTGGAATCCCATCCGGAACTGCAGTACCCGCCG
TTCACCCCGGCAATCCCGCGTCTGCTGCAGAAAAAAGAAAACCTGTTTAACGTTCTGTCA
AAACTGGATGTCCTGCTGATGCACCCGTTTGAATCGTTCACGCCGGTGATTGACCTGCTG
CGTCAGGCAGCCAAAGATCCGAACGTTCTGGCCATTAAGCAAACCCTGTATCGTTCAGGC
GCGAACTCGGAAATCGTGGATGCCCTGGTTGAAGCAGCTCGCAATGGTAAAGAAGTTACC
GCAGTCATTGAACTGCGCGCTCGTTICGATGAAGAATCAAATCTGCAGCTGGCATCGCGT
CTGCAGCAAGCAGGTGCCGTTGTCATCTACGGCGTGGTTGGTTT TAAAACGCATGCAAAG
ATGATGCTGATTCTGCGCCGTGAAGATGGCGAACTGCGCCGTTATGCTCATCTGGGCACC
GGTAACTACCACGCCGGTAATGCTCGCCTGTATACGGATTACAGTCTGCTGACCGCAGAC
GTGGCACTGTGCGAAGATCTGCATAAACTGTTCAACCAGCTGATCGGCATGGGCAAGACG
CTGCGTATGAAAAAGCTGCTGCACGCACCGTTITACCCTGAAAAAGAACCTGCTGGAAATG
ATTAATCGCGAAGCAGCACAGGCAGCTCTGGGTCAACCGGCACATATTATGGCTAAAGTC
AACAGTCTGACCGACCCGAAAGTGATCCGTGCCCTGTATAAGGCATCCCAGGCTGGCGTT
CGCATTGATCTGGTCGTGCGTGGCATGTGCTGTCTGCGTCCGLGGTATTCCGGGTGTGAGC
CATAATATCCACGTTCGCTCTATTATCGGCCGTTITCTGGAACACTCTCGCATTTATTAC
TTCCTGAACGGCGGTGATGAAAAACTGTATCTGAGCTCTGCGGACTGGATGGAACGCAAT
CTGGATATGCGTGTCGAAACCTGTTTTCCGGTGGAAGGTAAAAAGCTGGTGCAGCGTGTT
AAAAAGGAACTGGAAACCTATCTGACGGACAATACCCAGGCGTGGGTGCTGCAAGCCGAT
GGCAGCTACCAGCGCCTGTCTCCGACCGGTAACCAAAATCCGCGCAATACGCAGGCGACG
CTGCTGGAAAAGCTGGCTGCTCCGGTTCTGACGGCACGCTGAGCGGCCGCTAGCATAACC
CCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCCATGGGGTACCAAGCTTGTCGAC
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Secuencia aminoacidica de PaPPK1 enviada por GenScript:

>Protein: Translation Start Position: 1
MNTQQGLDEIERIAADETVVANVESEAEVKMAETIPVETPPAVVPSVDDSSLYIHRELSQLQFNI
RVLEQALDESYPLLERLKFLLIFSSNLDEFFEIRIAGLKKQITFAREQAGADGLLPHQALARISELV
HEQVSRQYRILNETLLPELAKHQIRFIRRRHWTLKIKTWVRRFFRDEIAPI TPIGLDPTHPFPLLY
NKSLNFIVELEGMDAFGRDSGLAIIPAPRLLPRIIRLPEDVGGEGDNYVFLSSMIHAHADDLFPGM
KVKGCYQFRLTRNADLSVDTEDVEDLARALRGELFSRRYGDAVRLEVVDTCPQNLTNYLLKQF
GLSESELYKVSGPVNLTRLFSVTGLESHPELQYPPFTPAIPRLLQKKENLFNVLSKLDVLLMHPF
ESFTPVIDLLRQAAKDPNVLAIKOTLYRSGANSEIVDALVEAARNGKEVTAVIELRARFDEESNLQ
LASRLOQAGAVVIYGVVGFKTHAKMMLILRREDGELRRYAHLGTGNYHAGNARLYTDYSLLTAD
VALCEDLHKLFNQLIGMGKTLRMKKLLHAPFTLKKNLLEMINREAAQAALGQPAHIMAKVNSLTD
PKVIRALYKASQAGVRIDLVWRGMCCLRPGIPGVSHNIHVRSHIGRFLEHSRIYYFLNGGDEKLYL
SSADWNMERNLDMRVETCFPVEGKKLVQRVKKELETYLTDNTQAWVLQADGSYQRLSPTGNQ
NPRNTQATLLEKLAAPVLTAR*

Alineamiento entre secuencia de ppk7 de P. aeruginosa PAO1 (Pseudomonas) y la

secuencia de ppk1 con los codones optimizados para el uso en E. coli (optPAppk;).

Psendomonas = = 0 o—om e e e e e e e

optPAppk; GARTTCAAGCTTGGTACCCCATGGTRAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATA

Pseudomonas = = oo oo e e e e e e e e e e ATGAATACG
optPappk; ACARTTCCCCTCYAGAAATAATTTTGT TTAACT Y TARGANGGAGATATCATATGAATACG
* Rk ok d Rk ok k

Pseudomonas CAGCAAGGACTTGAT GAGAT CGAACGTATCGCCGCCGACGAAACCGTAGTGGCGAACGTG
optPAppk; CAGCAAGGCCTGGACGARATCGAACGCATCGCAGCAGACGARAACGGTGGTGGC PAATGTT
khkkkhhkd dk kk hk hhkkhhhkhhk hhkkkhkkh kdk hEkkdkkkdkdr *d kkkkit xk kk

Pseudomcnas GAAAGCGAAGCAGAAGTGAAGATGGCCGAARCGATCCCGGTGGARAACGCCACCTGCGGTG
optPAppk; GAATCAGAAGCAGAAGTTAARATGGCEGAARCGATTCCGGTTGARACCCCGCCGGCAGTG
* %k khkkhhkkhkEbhr kk kwekhhk khhkhkdkkhkd kEkdxdk Fhkhkhkk Kk kh xhk kkxk

Pseudomchas GTTCCCAGCGTGGAT GACAGCAGCCTGTACATTCATCGCGAGCTCTCCCAGTTGCAGTTC

optPAppk; GTTCCGAGCGTCGATGACAGCTCTCTGTATATTCATCGTGAACTGTCTCAGCTGCAATTC
*hkkkhk khkhkd Ahkhhdhdkdkhk *hhkk hhkkddkk kx dk F*hk KAhkhk khhkhkk hkwk

Pseudomonas AACATCCGCGTGCTCGAACAGGCGCTGGACGAGT CCTACCCGCTCCTGGAGCGGLTGARG

optPAppk; AACATCCGCGTGCTGGAACAGGCGCTGGACGARAGCTACCCGCTGCTGGAACGTCTGAAA
FhkdrkFhhkhhdhrhkd Fhkhdhhhkrkrhhhidhhd Khdhkhkdhkkk khkhkhkx kd whkhkd

Pseudomonas TTCCTCCTCATCTTCTCGAGCAACCTCGACGART TCTTCGAGATCCGCATCGCCGGCCTG

optPAppk; TTTCTGCTGATCTTCAGTTCCAATCTGGATGAAT TTTTCGAAATTCGTATCGCAGGCCTG
dkk kd dkk dkdkkokok dkd gk ek kdwokd Fukkdkk khk kEk dkhkEkk dhkhdkkok

Pseudomonas AAGARAGCAGATCACCTTCGCCCGCGAGCAGGCCGGCGCCGACGGCCTGCTGCCGCACCAG

optPAppRk; AARARGCAGATTACGTTTGCTCGCGRACAAGCAGETGCAGATGGTCTGCTGCCGCATCAG

dkk krxkdkhkAhhk gk kk ok hhkdkkd ik Kk Gk Ak kR kk kkkdkhkkkhhkk dkw
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Pseudomonas
optPAppk;

Pseudomonas
optPAppk;

Pseudomconas
optEBAppk;

Pseudomcnas
optPAppk;

Pseudomonas
optPAppk:

Pseudomonas
optFPAppk;
Pseudomonas

optPAppk;

Pseudomonas
optPAppPk;

Pseudomonas
optPAppk;

Pseudcmonas
optPAppk;

Pseudomonas
optPAppPk;

Pseudomonas
optPAppk;

Pseudomonas
optPAppk;

Pseudomeonas
optPAppk;

Pseudomonas
optPAppk;

GCCCTGGCGCGGATCAGCGAGCTGGTCCACGAGCAGGTATCGCGGCAGTACCGGATCCTIC

GCACTGGCTCGCATCAGTGAACTGGTCCACGAACAGGTGTCCCGCCAATATCGTATTCTG
Jk kkkkk kk kkkkh kk hxkkkkkkkkkk kkkkd kk kx *kk kk kk Kk ok

AACGAGACCCTGTTGCCGGAGCTGGCCARGCACCAGATCCGCTTCATCCGCCGGECGTCAC
ARCGARACCCTGCTGCCGGAACTGGCGARACATCAGATTCGTTTTATCCGTCGCCGTCAC

Fkdkhk hdkdkd khkdkkdkhhk dhkhkkd ke ek dhkkhd kEh dkk khxkd khk hhkkkhkk

TGGACGCTGAAGATCAAGACCTGGGTGCGGCGCTTCTTCCGCGACGAGATCGCGCCGATT
TGGACGCTGARRATCARGACCTGGGTICGTCGTITTCTTTCGCGACGARATTGCCCCGATT

hhkhhdrhhhhx hhhrdkhhhdkdhbhdrxr *xk %k Fhkdkhkh khhkkhhhkk *k kk *hkhkx ik

ATCACCCCGATCGGCCTCGACCCGACCCATCCGTTCCCGLTGCTGETGARCARGRAGCCTC

ATCACGCCGATCGGTCTGGATCCGACCCACCCGTTTCCGCTGCTGGTTARCAAATCACTG
dkhkkhk kkhkkkkhkk kk kk Akhkhkkh kkkhk kkkkkkhkrhk whkkx * %

AACTTCATCGTCGAGCTGGAGGGGATGGAT GCCTTCGGCCGCGACTCCGGECCT GGCGATC

ARTTTCATTGTCGARCTGGAGGGTATGGACGCGTTTGGCCGTGATTCGGGTCTGGCARTT
Fok kdkdek Whkdeokk kkkkdkkkhk kkkokk kk k¥ AxFAkx khk Kk kk hkkkk ke

ATCCCGGCGCCGCGCCTGCTGCCACGGATCATCAGGCTGCCGGRAGACGTTGGCGGCGAG
ATCCCGGCACCGCGTCTGCTGCCGCGCATTATCCGTCTGCCGGARGACGTGGGCGGTGAR
hkkkkkdkhk khhkd kkkkhhkAk kk kk khkx K AkkRA R AN Ik R RkEk kdkkkk kx

GGTGACAACTACGTGTTCCTGTCGTCGATGATCCACGCCCACGCCGACGACCTGTTCCCC

GGCGATAACTATGTTTTCCTGTCAT CGATGRATCCATGCGCACGCCGATGACCTGTECCCG
Kk kk kkkkhk Kk kkkkkkhkk KkkAkkhhdobd kr whkEhkFAd krkkkhkrkkkhk

GGCATGRAAGGTGANGGGCTGCTACCAGTTCCGCCTGACCCGCAACGCCGACCTGTCGGTG
GGCATGARAGTGARGGGTTGCTACCAGTTTCGCCTGACGCGTAATGCCGATCTGAGCGTC

Fkdkkdhde hhkhkdkdhdk dhhhhkkhkdhkdhhk hhcdhhkhkrhk kk hk whkhrwdk Kik * %

GACACCCAGGATGTCGAGGACCTGGCCCGCGCGCTECGCEEGCCAGCTETICTCGCGTCGC

GATACCGAAGACGTGGAAGATCTGGCACGCGCTCTGCGTGGCGARCTGTTTTCTCGCCGT
Kk kkkkk Kk ek kh kk kkkkk hkkhw kkhdhk khkkk kkhkkd kk kk Kk

TACGGGGATGCGGTACGCCTGGAGGTGGTGGATACCT GCCCGCAGAACCTGACCAACTAC
TATGGTGACGCAGTTCGTCTGGAAGTCGTGGATACGT GTCCGCAGAACCTGACCARTTAT

wd whk kk ok kA kk kkdhk hhk kA kdAAhkn hk wkkkkkdhkkhkkhkkAkhkhkk kK
.

CTGCTCAAGCAGTTCGGCCTGTCCGAAAGCEAGTTGTACARGGTCAGCGGCCCGGTCAAC

CTGCTGARACARTTCGGCCTGAGTGAATCCGAACTGTACARAGTTAGCGGTCCGGTCAAT
deddedere ki kk kdkewdokdond dkk kkk  ckkkkkdk wk kkkkk wkkkdkdw

CTGACCCGCCTGTTCAGCGTCACCGGCCTGCARRGCCATCCGGAGCTGCAGTACCCGLLT

CTGACGCGTCTGTTTAGTGTGACCGGTCTGGARTCCCATCCGGAACTGCAGTACCCGCCG
khkkhwx khk khkhh hk hx hhkkhk kkokkkdk  kkkhdkhwd hkkkkhkdkkhhrkkk

TTCACCCCGGCGATCCCGCGTCTTTTGCAGRAGAAGGARAACCTCTTCAACGTCCTCAGL

TTCACCCCGGCARTCCCGCGTCTGCTGCAGAAARRAGARBRACCTGTTTAACGTTCTGTCA
hkkhkkkdkdhok dhkkkhkkhkokkk  kkkkhkk hk Rk hkwkkkw hk kkkkhk kk

AAGCTCGACGTGTTGCTGATGCACCCGTTCGAATCCTTCACCCCEGGTGATCGACCTGCTG
ARBCTGGATGTCCTGCTGATGCACCCGTTTGAATCGTTCACGCCGGTGATTGACCTGC TG

*h kk ke kR Rhkdekkddkhk bk hhkdkdhk dhhkhkhhk khhkhkht khhkrhhdkk hhhhkhhwehd

CGCCAGGCLGCCARGGATCCGAACGTGCTCGCGATCAAGCAGACCCTGTACCGCAGCGGT

CGTCAGGCAGCCARAGATCCGAACGTYCTGGCCATTAAGCAARRCCCTGTATCGTTCAGGEC
kk kkkokk kdkkkk FhkEkhkkkkhkdk hhkhhk hh kkhkk hkwkkhkkd ko kK




Pseudomonas
optPAppk:;

Pseudomonas
optFAppk;

Pseudomonas
optPRppk;

Pseudomonas
optPARppk;

Pseudomonas
optPAppPk;

Pseudomonas
optPAppk;

Pseudomonas
optPAppk:

Pseudomonas
optPAppk;

Pseudomonas
optPAppk;

Pseudomonas
optPappk;

Pseudomcnas
optPAppk;

Pseudomonas
optPRAppk;

Pseudomonas
optPAppk:

Pseudomonas
optPAppk;

Pseudomonas
optPAppk;

GCCAACTCTGAGATCGTCGACGCCCTGGTCGAGGCGECACGCARCGGCARGGAGGTCACC

GCGARACTCGEARATCGTGGATGCCCTGGTTGAAGCAGCTCGCAATGGTARAGARGTTACC
dke khkdk kh hkdekde ke hedrkhdkkkk ek sk dok hakkd kk kx kk kk kkdk

GCGGTGATCGAGCTGCGCGCCCGCTTCGACGAAGAGTCCARCCT GCAACTGGCCAGCCGC

GCAGTCATTGAACTGCGCGCTCGTTTCGATGARGAATCARATCTGCAGCTGGCATCGCGT
Kk kk kk hhk kkkkkkkdk kdk kkkhk FhkrkEk kx kdk kkkEh KWWK wdk

CTGCARCAGGCCGGCECGETGETGATCTACGGCGTGETCGGCTTCARGACCCACGCCARG

CTGCAGCAAGCAGGTGCCECTTGTCATLCTACGGCGTGGTTGGTTTTARAACGCATGCAARG
kkhkkk kk hk Kk kk kh kk hkkhkhkhdkdkokkdkh hdk kk hk kk Kk ko kkdk

ATGATGCTGATCCTCCGTCGCGAGGACGGCGARCTGCGCCGCTACGCGCACCTGGGCALCC

ATGATGCTGATTCTGCGCCGTGARGATGECGAACTGCGCCGTTATGCTCATCTGGGCALC
Ak khkhkkhd kk ek ok kk ke hdhkkhkkhdhkdx kk kk hx kkhkkkdkhk

GGCAACTACCATGCCGGCAACGCTCGCCTGTACACCGACTACAGCCTGCTGACCGCCGAT
GGTAACTACCACGCCGGTAATGCTCGCCTGTATACGGATTACAGTCTGCTGACCGCAGAC

*k khkkhkxhkhkk hkdhhk xhk hhdhkdhkdahhkrt Kk kk hkhkk dhkhkhkhkkxhkFEhkk dhok

GTGGCGCTCTGCGAGGACCTGCACAAGCTGTTCAACCAACTGATCGGGAT GGGCARGACG
GTGGCACTGTGCGARGATCTGCATARACTGTTCAACCAGCTGATCGGCATGGGCAAGACG

*xkhkdk kk kkhkdhdk dhk hhhkkd kh hkkdhkhkhdkhkhkk Fhhkkhddhh KA ERRARIARR AR KL

CTGCGCATGAAGAAGCTGTTGCATGCGCCGTTCACCCTGRAGRAGRACCTGCTGGARATG
CTGCGTATGAARAAGCTGCTGCACGCACCGTTTACCCTGARAAAGAACCTGCYGGARATG

*khkhk hhhdd hRrbhhk kbhkk kh khkddAht khkhkhhkkhk khkdkdkkkhrrrkhbr ik xokh

ATCAACCGCGAGGECGEGCCCAGGCGGCGCTCGGCCAGCCTGCGCACATCATGGCCARAGGTC
ATTAATCGCGAAGCAGCACAGGCAGCTCTGGGTCAACCGGCACATATTAT GGCTARAGTL

dkk ke khkkdkk hk kk kkhkhkk whk hk kwk khk kEk kEk kEk khk khkkdkkx kk FhkKk

ARCTCGCTGACCGATCCGAAGGTCATCCECGCCCTGTACAAGGCCAGCCAGGCCGGEGGTC
AACAGTCTGACCGACCCGRARGTGATCCGTGCCCTGTATARGGCATCCCAGGCTGGCGTT

* k& hhhdhhkRd hhhkh kdk hkkEdEdk dxhkhkhhkkkd *kkdhk *hrkFhI Fk wk

AGGATCGACCTGGTGGEYGCGTGGCATGTGCTGCCTGCGGCCGGECATCCCGGGGGTCTCG
CGCATTGATCTGGTCGTGCGTGGCATGTGCTGTCTGCGTCCGGGTATTCCGGGTGTGAGT

d* kok ok dokkkk Fkhkkdkhkhdkkdkokkdhdkhkdk khkdkk Fkhkkxhk kx hkdkkk kk

CACARATATCCACGTGCGCTCGATCATCGGGCGCTTCCTCGAGCACAGCCGCATCTACTAC

CATAATATCCACGTTCGCTCTATTATCGGCCGTTTTCTGGAACACTCTCGCATTTATTAC
khk kkkokkkkkkhk kxkhk kk kkxkk kk kk k* kx wkw dekkrk kk ko

TTCCTCARCGGCGGCGACGAGAAGCTCTATCTCTCCAGCGCCGACTGGATGGAGCGCARC

TTCCTGAACGGCGGTGATGAAARACTGTATCTGAGCTCTGCGGACTGGATGEGANCGCART
Fekkkk dkkkkRkhd dkh kW kR dk kkdhd * hk hkdeckdkhkhkkhk kEhdok

CTCGACATGCGCGTCGAGACCTGCTTCCCGGTGGAAGGCAAGAAGCTGGTGCAGCGGGTC

CTGGATATGCGTGTCGAAACCTGTT T TCCEGGTGGRAGGTAAARAGCT GGTGCAGCGTGTT
hk hk kkkhk hhhhd hhkhhk kk khkhwkkohhkkk kk kkkkkhkkhkkhkhkd *x

AAGARAGGAACTGGRARCGTACCTGACCGACARCACCCAGGCLTGGGTGTTGCAGGCCGAC
ARRBAGGAACTGGAAACCTATCTGACGGACAATACCCAGGCGTGGGTGCTGCARGCCGAT

Fok khkkhkkkhkhkwkhhd Kk hhkhkkdh khkkkx wkkhwokkwk khkhkkiAk xokhkk whkkhkk

GGTAGCTACCAGCGGCTCAGTCCCACCGGTAACCAGARCCCCCGCAATACCCAGGCGACC

GGCAGCTACCAGCGCCTGTCTCCGACCGGTAACCAARATCCGCGCARTACGCAGGCGACG
ok kkkhkkkkkhxk Kk Hkk kkkkkkkhhkk khk kk kkhkkhhk FhkkkkkEk
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Pseudomonas
optPAppk;

Pseudomonas
optPAppk:

Pseudomonas
optPAppk;

CTGCTEGAGRAGCTGGCCGLECCGETGCTTACCGCACGT TGRA~ —————— ——m—— ——— e

CTGCTCGARRAGCTGGCTGCTCCGGTTCTGACGGCACGCTGAGCGGCCGCTRAGCATAACC
Akkkhkkhkk Ikkkkkhk kk kkkkx kk kk *kkkk kk*

CCTTGGGGECCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCCATGGGGTACCAAGCTTGTCGA




Anexo 2

Secuencia nucleotidica consenso de Pappk? obtenida de la secuenciacién analizada

en el programa Geneious 4.8.4.:

1 10 20 30 40 50 60

I I | I | | I
GAATAATTTTIGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCAT
CATCACAGCAGCGGCGAAAACCTGTATTTTCAGGGCCATATGAATACGCAGCAAGGCCTG
GACGAAATCGAACGCATCGCAGCAGACGAAACGGTGGTGGCTAATGTTGAATCAGAAGCA
GAAGTTAAAATGGCGGAAACGATTCCGGTTGAAACCCCGCCGGCAGTGGTTCCGAGCGTC
GATGACAGCT CTCTGTATATTCATCGTGAACTGTCTCAGCTGCAATTCAACATCCGCGTG
CTGGAACAGGCGCTGGACGAAAGCTACCCGCTGCTGGAACGTCTGAAATTTCTGCTGATC
TTCAGTTCCAATCTGGATGAATTTTTCGAAATTCGTATCGCAGGCCTGAAAAAGCAGATT
ACGTTTGCTCGCGAACAAGCAGGTGCAGATGGTCTGCTGCCGCATCAGGCACTGGCTCGC
ATCAGTGAACTGGTCCACGAACAGGTGTCCCGCCAATATCGTATTCTGAACGAAACCCTG
CTGCCGGAACTGGCGAAACATCAGATTCGTTTTATCCGTCGCCGTCACTGGACGCTGAAA
ATCAAGACCTGGGTTCGTCGTITCTTTCGCGACGAAATTGCCCCGATTATCACGCCGATC
GGTCTGGATCCGACCCACCCGTTTCCGCTGCTGGTTAACAAATCACTGAATTTCATTGTC
GAACTGGAGGGTATGGACGCGTTTGGCCGTGATTCGGGTCTGGCAATTATCCCGGCACCG
CGTCTGCTGCCGCGCATTATCCGTCTGCCGGAAGACGTGGGCGGTGAAGGCGATAACTAT
GTTTTCCTGTCATCGATGATCCATGCGCACGCCGATGACCTGTTCCCGGGCATGAAAGTG
AAGGGTTGCTACCAGTTICGCCTGACGCGTAATGCCGATCTGAGCGTCGATACCGAAGAC
GTGGAAGATCTGGCACGCGCTCTGCGTGGCGAACTGTTITCTCGCCGTTATGGTGACGCA
GTTCGTCTGGAAGTCGTGGATACGTGTCCGCAGAACCTGACCAATTATCTGCTGAAACAA
TTCGGCCTGAGTGAATCCGAACTGTACAAAGTTAGCGGTCCGGTCAATCTGACGCGTCTG
TTTAGTGTGACCGGTCTGGAATCCCATCCGGAACTGCAGTACCCGCCGTTCACCCCGGCA
ATCCCGCGTCTGCTGCAGAAAAAAGAAAACCTGTTTAACGTTCTGTCAAAACTGGATGTC
CTGCTGATGCACCCGTTTGAATCGTTCACGCCGGTGATTGACCTGCTGCGTCAGGCAGCC
AAAGATCCGAACGTTCTGGCCATTAAGCAAACCCTGTATCGTTCAGGCGCGAACTCGGAA
ATCGTGGATGCCCTGGTTGAAGCAGCTCGCAATGGTAAAGAAGTTACCGCAGTCATTGAA
CTGCGCGCTCGTTTCGATGAAGAATCAAATCTGCAGCTGGCATCGCGTCTGCAGCAAGCA
GGTGCCGTTGTCATCTACGGCGTGGTTGGTTTTAAAACGCATGCAAAGATGATGCTGATT
CTGCGCCGTGAAGATGGCGAACTGCGCCGTTATGCTCATCTGGGCACCGGTAACTACCAC
GCCGGTAATGCTCGCCTGTATACGGATTACAGTCTGCTGACCGCAGACGTGGCACTGTGC
GAAGATCTGCATAAACTGTTCAACCAGCTGATCGGCATGGGCAAGACGCTGCGTATGAAA
AAGCTGCTGCACGCACCGTTTACCCTGAAAAAGAACCTGCTGGAAATGATTAATCGCGAA
GCAGCACAGGCAGCTCTGGGTCAACCGGCACATATTATGGCTAAAGTCAACAGTCTGACC
GACCCGAAAGTGATCCGTGCCCTGTATAAGGCATCCCAGGCTGGCGTTCGCATTGATCTG
GTCGTGCGTGGCATGTGCTGTCTGCGTCCGGGTATTCCGGGTGTGAGCCATAATATCCAC
GTTCGCTCTATTATCGGCCGTTTTCTGGAACACTCTCGCATTTATTACTICCTGAACGGC
GGTGATGAAAAACTGTATCTGAGCTCTGCGGACTGGATGGAACGCAATCTGGATATGCGT
GTCGAAACCTGTTTTCCGGTGGAAGGTAAAAAGCTGGTGCAGCGTGTTAAAAAGGAACTG
GAAACCTATCTGACGGACAATACCCAGGCGTGGGTGCTGCAAGCCGATGGCAGCTACCAT
CGCCTGTCTCCGACCGGTAACCAAAATCCGCGCAATACGCAGGCGACGCTGUTGGAAAAG
CTGGCTGCTCCGGTTCTGACGGCACGCTGAGCGGCCGCTAGCATAACCCCTTGGGGCCTC
TAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCCATGGGGTACCAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCA
CCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCC




Secuencia aminoacidica consenso de PaPPK1 obtenida de la secuenciacion analizada

en el programa Geneious 4.8.4.:

1 10 20 30 40 50 60

I I I I | I
MGSSHHHHHHSSGENLYFQGHMNTQQGLDEIERIAADETVVANVESEAEVKMAETIPVET
PPAVVPSVDDSSLYIHRELSQLQFNIRVLEQALDESYPLLERLKFLLIFSSNLDEFFEIR
IAGLKKQITFAREQAGADGLLPHQALARISELVHEQVSRQYRILNETLLPELAKHQIRFI
RRRHWTLKIKTWVRRFFRDEIAPIITPIGLDPTHPFPLLVNKSLNFIVELEGMDAFGRDS
GLAIIPAPRL LPRIIRLPEDVGGEGDNYVFLSSMIHAHADDLFPGMKVKGCYQFRLTRNA
DLSVDTEDVEDLARALRGELFSRRYGDAVRLEVVDTCPQNLTNYLLKQFGLSESELYKVS
GPVNLTRLFSVTGLESHPELQYPPFTPAIPRLLQKKENLFNVLSKLDVLLMHPFESFTPV
IDLLRQAAKDPNVLAIKQTLYRSGANSEIVDALVEAARNGKEVTAVIELRARFDEESNLQ
LASRLQQAGAVVIYGVVGFKTHAKMMLILRREDGELRRYAHLGTGNYHAGNARLYTDYSL
LTADVALCEDLHKLFNQLIGMGKTLRMKKLLHAPFTLKKNLLEMINREAAQAALGQPAHI
MAKVNSLTDPKVIRALYKASQAGVRIDLVVRGMCCLRPGIPGVSHNIHVRSIIGRFLEHS
RIYYFLNGGDEKLYLSSADWMERNLDMRVETCFPVEGKKLVQRVKKELETYLTDNTQAWV
LQADGSYQRLSPTGNQNPRNTQATLLEKLAAPVLTAR*

Se realizé un blast entre la secuencia proteica del gen secuenciado y la base de datos

del sitio web www.pseudomonas.com dando como resultado la siguiente tabla resumen

en donde se muestran las cepas de Pseudomonas aeruginosa que tuvieron 100% de

identidad con la PaPPK1 secuenciada:

Tabla 6. Blast entre PaPPK1 estudiada y la PPK1 de diferentes cepas de P.

aeruginosa.
Strain Product Query Query Subject Subject Percent Alignment Mismatches Gaps  Bit Expect
Name Start Stop Start Stop ldentity Length Score  Value

Pseudomonas seruginosa RPT3 polyphosphate kinase 22 787 1 T34 109.0 739 2 0 1510.0 00
Psaudomonas ssruginosa Dik2 polyphasphate kinase 22 757 1 733 100.0 738 ] ] 1510.0 0.0
Pssudomonas seruginoss LESESS polyphosphats kinase 2 757 1 733 100.0 ] 0 0 1510.0 0.0
Pseudomonas ssruginosa M1§ palyshospnate kmase 22 7 1 738 100.0 738 0 0 15100 0.0
Praudomonas seruginosa PADY, subsiain PADT-UW poychosphate kinase 2 57 1 738 100.0 738 0 0 1510.0 0.0
Preudomonss aeruginoss 2182 PolyEnasENAE K NBEe 2 7 1 738 100.0 738 0 0 1510.0 0.0

Pseudomonsas serugnosa £3712 colychasphate kinsse 22 57 1 738 100.0 738 0 0 1510.0 8.0

Cromatogramas de Pappk1 enviado por Macrogen:
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ANEXO 3

Los graficos mostrados en los siguientes anexos ensefian los datos crudos obtenidos

al medir la fluorescencia en el fluorimetro Sinergy HT de BIOTEK®.

En la figura suplementaria 1 no se observa actividad en ninguna de las reacciones del
grafico, sin embargo en literatura pudimos comprobar que el cofactor de PaPPK1 de P.
aeruginosa PAOM5 en Mg?. Las condiciones de cada reaccion de la figura
suplementaria 1 no son favorables para la enzima, ya que no tienen sistema de
regeneracion de ATP ni cebador, por lo tanto, no hay un aumento de la florescencia en
el tiempo ya que la enzima no sintetiza poliP, o lo hace en un rango no medido por el

método utilizado.

$===con cola MnCI2
e=fil==sin cola MnCI2

=== con cola ZnClI2

180000 L
160000 €

140000

'§ 120000 2l e ————) =) sin cola ZnCI2

g 100000 L e — con cola MgCI2

o At — g - i

5 80000 o— — + - sin cola MgCI2

= 60000 - ; con cola ambientada
40000 «=t==sin cola ambientada
20000 sin proteina

0 - ; - . . T T )

0 20 40 60 PRl 80 100 120 140

Figura suplementaria 1. Cambio de cofactor y ambientacion de la proteina PaPPK1. La alicuotas
fueron detenidas con &cido perclérico (3,5% concentraciéon final). La proteina utilizada fue PaPPK1
purificada, concentrada y dializada contra un buffer sin imidazol. El mix de cada reaccién fue 1 mM ATP, 5
mM de MgClz, Hepes-KOH pH 7,2 50 mM, (NH4)2SOs4 40 mM. La leyenda del gréfico detalla la
particularidad de cada reaccién. En las reacciones “ambientadas” se incubé la enzima previo a al inicio de
la reaccién a 37°C durante 20 min.
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Anexo 4

Diferentes cepas de E. coli

Diferentes cepas de E. coli

500000
600000
000 400000 !
e —a— Origami 2 s/i 1 K-12 (1) sfi
400000 m Origami 21i 300000 |r,_*\’—_'_§—‘—-—- K-12 (1)
300000 @ Origami 2 DE3 s/i BL21 DE3 plysS s/i
’M —@— Origami 2DE3 |1 200000 === BL21 DE3 plysSi
o =@ sin transformar
B O I Y .
100000 —g— 5in proteina 100000
0 O T T T T
0 50 :n 100 150 0 0 . 10 1
min 5 min 0 50

Figura suplementaria 2. Reacciones con fraccién soluble de proteinas proveniente de diferentes
cepas de E. coli, transformadas con el vector pET-TEV-PaPPK1, crecidas a 28°C en medio S.0.C. El
mix de cada reaccién fue 1 mM ATP, 5 mM de MgClz, Hepes-KOH pH 7,2 50 mM, (NH4)2S04 40 mM,
cebador, sistema de regeneracion de ATP y 10 pg fraccion soluble en 300 L finales de reaccion. En cada
tiempo se midié una alicuota de 20 L detenida con DAPI (50 pM de concentracion final). La leyenda del
grafico detalla la particularidad de cada reaccion. La leyenda sfi se refiere a “cultivo sin inducir” e i se

refiere a “cultivo inducido”
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Anexo 5

S.0.C. versus LB
1600000

1400000
1200000
1000000
800000
600000

fluorescencia

400000 -4

200000 Nt

=g S0C 282C 1mM ATP
== S0C 282C 5mM ATP (1)
=== S0C 282C 5mM ATP shaker
—@—S0C 372C SmM ATP
et | B 372C 5mM ATP (colonia 1)
e | B 372C 5mM ATP (colonia 2)
== B 282C 5mM ATP
e | B sin trans i

Lb sin trans s/i

0 50 min 100

Figura suplementaria 3. Actividad de PaPPK1 purificada desde EcBL21 Al. EI mix de cada reaccion
fue 5 mM de MgClz, Hepes-KOH pH 7,2 50 mM, (NH4)2S04 40 mM, cebador, sistema de regeneracion de
ATP y 7 ug de PaPPK1 en 300 pL finales de reaccion. En cada tiempo se midi6 una alicuota de 20 pL
detenida con DAPI (50 uM de concentracion final). La leyenda del grafico detalla la particularidad de cada
reaccién. La leyenda “sin trans” se refiere a “células sin transformar” e “i* se refiere a “cultivo inducido”. En

150

cada reaccion se detalla la temperatura a la que fue crecida el cultivo previo a la induccién.

Replicas técnicas

600000 1
- /
SOR000 e —e—S0C 282C ImM ATP
= 400000 ; p — —@—S0C 282C 5mM ATP (1)
e e —#—SOC 282C 5mM ATP (2)
(5] —
g o ~—SOC 282C 5SmM ATP (3)
S e  — ~&—Sin prot
2 200000 & P
100000
0 T T T 1
0 50min 100 150

Figura suplementaria 4. Actividad de PaPPK1 purificada desde EcBL21 Al en triplicado. El mix de
cada reaccion fue 5 mM de MgClz, Hepes-KOH pH 7,2 50 mM, (NH4)2S0s 40 mM, cebador, sistema de
regeneracion de ATP y 7 pg de PaPPK1 en 300 L finales de reaccién. En cada tiempo se midid una
alicuota de 20 pL detenida con DAPI (50 uM de concentracion final). La leyenda del grafico detalla la
particularidad de cada reaccion. El cultivo fue incubado en S.0.C. a 28°C previo a la induccion, como

indica la leyenda del grafico.
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600000

500000

la

400000

300000

fluorescenc

200000

100000

Figura suplementaria 5. Actividad de PaPPK1 con agitacién versus sin agitacién (shaker). El mix de
cada reaccion fue 5 mM de MgClz, Hepes-KOH pH 7,2 50 mM, (NH4)2SQO4 40 mM, cebador, sistema de
regeneracion de ATP y 7 pg de PaPPK1 en 300 plL finales de reaccién. En cada tiempo se midio una
alicuota de 20 pL detenida con DAPI (50 pM de concentracién final). La leyenda del grafico detalla la
particularidad de cada reaccion. En cada reaccién se detalla la temperatura a la que fue crecida el cultivo

Con agitacion versus sin agitacion

= S0C 282C 1mM ATP

= SOC 282C 5mM ATP (2)
SOC 282C 5SmM ATP shaker

= SOC 372C 5mM ATP

Sin prot

0

20

previo a la induccién.

T

40

T T T T

60 80 100 120
min
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Anexo 6

PaPPK1 dializada versus sin dializar

1200000 -
1000000 -
© 800000 - \/ —o—fs5 282C
g PaPPK1 200mM imid
o
g 600000 7 s PaPPK1 [ ] 200 mM imid
o B . "
= 400000 - PaPPK1 [ ] dial 200 mM imid
4 fs sin transformar
200000 SR s ; o
0 Y

0 50 min 100 150

Figura suplementaria 6. Actividad de PaPPK1 bajo diversas condiciones post purificacion. El mix de
cada reaccion fue 5 mM de ATP, 25 mM de MgClz, Hepes-KOH pH 7,2 50 mM, (NHs)2SO4 40 mM,
cebador, sistema de regeneracion de ATP y 7 pg de PaPPK1 en 300 pL finales de reaccién. En cada
tiempo se midié una alicuota de 20 pL detenida con DAPI (50 uM de concentracién final). La leyenda del
grafico detalla la particularidad de cada reaccién. La leyenda "fs” se refiere a “fraccion soluble de
proteinas”, “[ ]" se refiere a “enzima concentrada”, “dial” se refiere a "enzima dializada” e “imid” se refiere a

imidazol.
Distintas concentraciones de sustrato

1400000 -

1200000 -
w
2, 1000000 -
= s 5, 2.5 mM ATP
g 800000 Fs, 5mM ATP
(]
o 600000 =[5, 10 mM ATP
g ———Fs, 15 mM ATP
S 400000 Fs, sin trans, sin inducir
w

200000
0¥ ; = ; ; ; : :
2 40 60 80 100 120 140
-200000 9 .
Tiempo [min]

Figura suplementaria 7. Actividad de fraccion soluble de proteinas (Fs) bajo distintas
concentraciones de sustrato. El mix de cada reaccion fue 25 mM de MgClz, Hepes-KOH pH 7,2 50 mM,
(NH4)2S04 40 mM, cebador, sistema de regeneracion de ATP y 7 pg de PaPPK1 en 300 pL finales de
reacciéon. En cada tiempo se midié una alicuota de 20 plL detenida con DAPI (50 uM de concentracion
final). La leyenda del grafico detalla la concentracién de ATP para cada reaccién.
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Anexo 7

Curvas de tiempo de PaPPK1 a distintas concentraciones de ATP

1000 ~®-0mM
900 @-01mM
800 @ 05mM

— 700 1mMm
=} —@—2mM
€ 600
= @ 3mM
o 500
E —8—5mM
§ 400 —8— 7 mM
g 300 —&— 10 mM
o 200 —8—15mM
100 —8— 18 mM
20 40 60 80 100 120 140

-100 ©
Tiempo [min]

Figura suplementaria 8. Actividad enzimatica de la enzima PaPPK1 a distintas concentraciones de
sustrato. El gréfico ilustra en la leyenda la concentracion de ATP de cada curva. Todas las reacciones
estan bajo la misma condicién, excepto por la concentracion de sustrato. La reaccién con 5 mM de ATP es
la que muestra una mayor actividad, al subir de esa concentracién de ATP, la actividad va disminuyendo.
Se observan las curvas de tiempo de PaPPK1 durante 2 horas.

Actividad especifica
1000
900
800
700
600
500 |
400
300

18
200

882,04 883,56
812,14 e

471,60

Actividad especifica [U/mg]

12 14 16 18 20

10
[ATP]
Figura Suplementaria 9. Actividad especifica de PaPPK1 para distintas concentraciones de

sustrato. En cada reaccion se agrego 7 pg de la enzima PaPPK1. La enzima incubada con 1 mM de ATP
tiene una actividad especifica de 541,19 U/mg de proteina. Una unidad de enzima se define como 1 nmol
de fosfato incorporado a una cadena de poliP por minuto a 37°C.
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Datos entregados por el programa GraphPad Prism 6, de acuerdo a la cinética de

PaPPK1.
[swsrmemmoton ||
Best-ft values {Std Error |95% Confidence Intervals |
Vmax 1410 Vmax 2450 Vmax B 447101975
Km 2 280 K 0 6425 Km |o7985103 762
K 5 590 K 1533 | K 2064108135
'(hm-jneg; of Fit ;{',nr\c.tfagnfr. Humber of porits
Degrees of Freedom g Km _|km>= D_ I ! Analyred _ ¥
| R square - ] 9539 Ko Ki>00
| Absolte Sum of Squaresi0 6473
| Syx 0.2845
Anexo 8
Tabla 7. Compuestos inhibidores utilizados
N° Compuesto  Cédigo Compuesto  PM (g/mol)
1 166381 -1/2 384
2 33424 -N/1 722
3 293892 -H/1 403
4 369503 -R/1 322
5 205764 -P/1 341
6 102059 -R/1 370
7 65375 R/1 551
8 618160 -V/1 618
9 600448 -T/1 403
10 166366 -Q/2 369
11 240899 G/5 417
12 212468 -Af1 402
13 65376 -S/1 527
14 341082 -Y/1 579
15 292216 -K/1 472
16 292214 -1/1 486
17 291103 -Y/1 537
18 380323 -C/1 575
19 205574 -)/1 359
20 205572 -H/1 389
21 76431 -K/1 364
22 76430-J/1 346
23 666767 -G/1 324
24 141672 -Y/2 347
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25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
37
38
39
40

108334 -N/1
210452 -L/1
172774 -H/1
696924 K/1
607617 -M/1
618177 -P/1
137765 -C/4
172619 -N/1
623150 U/1
641999 -1/1
39912 -Pf1
403447 -Nf2
293891 G/1
180973 -5/203
77592 -V/1

368
488
653
327
344
479
461
315
326
382
502
304
426
563,65
296
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