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RESUMEN

Existen evidencias que demuestran que las fosfatasas en tirosina (PTPs) de numerosos patdgenos
intracelulares juegan un papel importante durante la infeccidén, controlando el nivel de fosforilacidén en
tirosina de moléculas claves para la biologia de la célula hospedera. De esta forma el patégeno modula
diferentes vias de sefalizacion eucariota contribuyendo a la evasién de la respuesta inmune y sobrevida
dentro del hospedero. Un ejemplo son las dos Unicas fosfatasas en tirosina de Mycobacterium
tuberculosis, PtpA y PtpB, consideradas factores claves de virulencia. En este trabajo, nos propusimos
avanzar en la identificacidn de nuevos sustratos de estas fosfatasas, como un paso esencial para avanzar
en la comprension del papel que cumplen las mismas en la adaptacion de Mtb a la célula hospedera. En
primer lugar, se optimizaron diversas etapas de la estrategia global de Substrate Trapping (ST),
ampliamente utilizada para aislar sustratos de PTPs. La misma se basa en generar una fosfatasa mutante
en aminoacidos conservados del sitio activo, de forma de retener al sustrato por mds tiempo en este
sitio, facilitando asi su aislamiento. Se generaron los mutantes para la PtpA y PtpB, y se profundizé en la
caracterizacion estructural y funcional de uno de ellos, el mutante PtpA-D126A. Dicha caracterizacién
demostré que la mutacidn no introdujo grandes alteraciones en la estructura de la fosfatasa y que el
mutante presentd las caracteristicas cinéticas adecuadas para su utilizacion en el aislamiento de
potenciales sustratos. Utilizando este mutante vy ajustando las condiciones de lavado y elucidon que
fueron optimizadas previamente con el objetivo de minimizar el aislamiento de interactores
inespecificos, se aislaron cuatro nuevos potenciales sustratos de PtpA a partir de extractos de
macrofagos enriquecidos en P-Tyr. Entre ellos, tres proteinas sintetizadas en el citosol y cuyo destino
final es la mitocondria, la subunidad alfa (ECHA) de la proteina trifuncional (TFP), la subunidad alfa de
la ATP sintasa (ATPA) y la sulfuro quinona oxidoreductasa (SQRD), y una cuarta proteina exclusivamente
citosdlica, la fosfofructoquinasa (PFK). En este trabajo nos focalizamos en la TFP humana (ECHA/ECHB),
enzima central de la beta-oxidacion de acidos grasos, habiendo logrado demostrar que in vitro
interacciona con la PtpA a través del sitio activo y es sustrato de esta ultima. Llamd la atencion que
todos los potenciales sustratos identificados se encuentran directa o indirectamente vinculados con el
metabolismo energético celular. Se puso en marcha un modelo de transduccion de macréfagos,
derivados de la linea celular THP-1 humana, con un vector viral que permite la sobre-
expresion transitoria de la PtpA bacteriana en las células. El objetivo fue utilizar este modelo para
evaluar el efecto de la PtpA en la funcionalidad de vias metabdlicas centrales, tratando de identificar
posibles transiciones metabdlicas, asi como el efecto de la PtpA sobre las propiedades inflamatorias de
los macréfagos. En un primer ensayo de transduccién con el vector viral que expresa PtpA conjugado a
la EGFP y con el vector control (EGFP), obtuvimos un porcentaje de transduccion del orden de 27%, que
esperamos sea posible aumentar a futuro. En estas condiciones, evaluamos el efecto de la transduccion
sobre los niveles de glucosa, lactato, y de las interleuquinas IL-1beta e IL-6 en los sobrenadantes de
cultivo celular. No se registraron cambios en los niveles de glucosa y lactato, pero si un aumento notorio
en los niveles de IL-1beta e IL-6, del orden de 4 y 9 veces, respectivamente. En conjunto, los resultados
estimulan a seguir investigando el rol de la PtpA de Mtb en el metabolismo lipidico del macréfago, en
especial examinando cdmo se ve afectada la actividad o localizacion de la TFP una vez desfosforilada por
PtpA, y como ésto podria influir en la disponibilidad de acidos grasos y en la respuesta inflamatoria del
macroéfago.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

La sefializacion celular mediada por fosforilacion/defosforilacion controla fenédmenos como la
adhesioén celular, el metabolismo, la division celular y la proliferacién. En particular, durante la
infeccidn por bacterias intracelulares, la desfosforilacién de tirosinas en moléculas claves para
la biologia de la célula hospedera parece tener relevancia en el éxito de la infeccion. Esta
desfosforilacién es llevada adelante por fosfatasas en tirosina (PTPs). Nuestro grupo ha
trabajado desde hace afios en las propiedades bioquimicas de las dos uUnicas PTPs de
Mycobacterium tuberculosis, PtpA y PtpB, con el objetivo de elucidar su importancia en la
adaptacion de la bacteria al hospedero. En esta tesis nos interesé profundizar en la busqueda
de nuevos sustratos eucariotas. En este contexto comenzaremos desarrollando los
antecedentes en relacidn con la biologia de Mycobacterium, centrdndonos en los mecanismos
asociados a la adaptacién, los cambios transcripcionales y protedmicos que ocurren en Mtb y
en el macréfago durante la infeccidn. Luego, describimos las propiedades bioquimicas de las
PTPs de Mtb y los sustratos hasta ahora reportados.

1.1. Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) es el agente causal de la tuberculosis (TB), enfermedad
infecto-contagiosa que ha sido declarada de emergencia mundial por la Organizacion Mundial
de la Salud (WHO, del inglés Word Health Organization) en 1993. Mtb es una bacteria aerdbica
y patdgena intracelular, identificada por Robert Koch en 1882 como el agente causante de la
enfermedad, descubrimiento por el cual recibié el premio Nobel de Fisiologia en 1905. Mtb
afecta principalmente los pulmones (TB pulmonar), pero también puede afectar otros érganos
(TB extrapulmonar). La enfermedad se propaga a través del aire cuando una persona que
padece TB pulmonar activa, tose y expulsa la bacteria en forma de aerosol. Las bacterias que
son inhaladas en forma de pequefias gotas, llegan a los alvéolos pulmonares donde son
fagocitadas principalmente por los macréfagos alveolares (Figura 1.1). El riesgo de que un
individuo se infecte depende del grado de contacto con la persona enferma, de la carga
bacteriana inhalada y de su estado inmunoldgico. En la primera etapa de infeccién, Mtb se
replica intracelularmente dentro de los macréfagos. En la mayoria de los individuos infectados,
se desarrolla una respuesta inmune celular efectiva entre las 2-8 semanas luego de la infeccién,
gue impide que la bacteria se siga multiplicando. Se forma una estructura compleja y ordenada
llamada granuloma, que consiste en un nucleo de macréfagos infectados y células necréticas
producto de la infeccion, rodeado por una capa de células especializadas derivadas de los



macréfagos, conocidas como células gigantes multinucleadas, células espumosas y células
epiteloides. Por fuera de esta capa, se encuentran otras células del sistema inmune
principalmente linfocitos T efectores, que se rodean de tejido fibroso, y que contribuyen a
limitar la replicacién y propagacion de la bacteria. En general, una baja proporcién de las
personas infectadas con Mtb desarrollan la enfermedad.
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Figura 1.1. Ciclo de vida de Mycobacterium tuberculosis. Imagen adaptada del trabajo publicado por
Russell en Nature Reviews Molecular Cell Biology (Russell 2001).

Mtb es capaz de evadir el sistema inmune logrando sobrevivir en el hospedero en un estado no
replicativo, normalmente denominado latencia. Durante este periodo la persona no presenta
sintomas de la enfermedad, y tampoco transmite la infeccién. Mtb puede permanecer en este



estado de latencia por muchos afos hasta su reactivacion debido a la edad avanzada de la
persona infectada, malnutricién u otras condiciones que comprometen el sistema inmune
como la co-infeccidn con el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV).

La vacuna existente contra la tuberculosis es la Bacille Calmette-Guérine (BCG), empleada por
primera vez en humanos en 1921, sin embargo actualmente es efectiva principalmente en
nifios, ya que en adultos el porcentaje de proteccién varia entre 0 a 80%. Sin tratamiento, la
mortalidad de TB es alta. En el afio 1940 se desarrollaron las primeras drogas efectivas contra
la enfermedad, y a partir del afio 1960 estuvo disponible la droga anti-TB de primera linea mas
efectiva, la rifampicina. Actualmente, el tratamiento recomendado contra la TB combina el uso
de por lo menos cuatro antibidticos de primera linea durante un periodo de seis meses: se basa
en una fase inicial de 2 meses que combina el uso de isoniazida, rifampicina, etambutol y
pirazinamida (Tabla 1.1); y una segunda fase del tratamiento que tiene una duracién de 4
meses y combina sélo el uso de isoniazida y rifampicina.

Tabla 1.1. Quimioterapia actual contra la Tuberculosis.

Antibiético Blanco/Mecanismo Resistencia

. . . Asociada a una mutacion en el
. o Se une a la ARN polimerasa micobacteriana bloqueando .
Rifampicina » . ) . gen de la subunidad f de la

la elongacion del ARN que estd siendo sintetizado. )
ARN polimerasa (gen rpoB).

Interfiere con numerosas vias metabdlicas de Mtb. La ) )
Asociada a mutaciones en los

genes katG, inhA (NADH enoil
acil carrier proteina reductasa),
kasA (cetoacil ACP sintasa), ndh
(NADH deshidrogenasa), ahpC
(hidroperoxido reductasa).

isoniazida entra a la bacteria por difusidn y es activada
por la enzima catalasa-peroxidasa (KatG) de Mtb
Isoniazida generandose una amplia variedad de especies reactivas
con actividad bactericida que afectan la sintesis de acido
micdlico, dafian el ADN, oxidan lipidos, y alteran el
metabolismo del NAD+.

Interfiere con la sintesis e integridad de la pared celular
de la micobacteria inhibiendo las arabinosil transferasas | Asociada a mutaciones en el
Etambutol codificadas por el locus embCAB esencial para la sintesis | locus embCAB, principalmente
de arabinogalactano (EmbA y EmbB) y | enembB.

lipoarabinomannano (EmbC).

Este antibidtico es activado a acido pirazinoico (POA),
por la enzima pyrazinamidasa-nicotinamidasa de Mtb
codificada por el gen pncA. Uno de los blancos es la

proteina ribosomal RpsA, una proteina necesaria para el ) )
= . Asociada a mutaciones en el
ensamblado y estabilidad de los ribosomas en la »
. . . o . gen pncA, aunque también
o . traduccién. Estudios recientes indican que la enzima L- ]
Pirazinamida ) n mutaciones en el gen rpsA vy
aspartato a-decarboxilasa codificada por el gen panD, | -
o, i . . panD estdn asociados con
también seria un nuevo blanco involucrado en la accién . .
) o i ] resistencia a la droga.
de PZA. Esta enzima participa en la sintesis del

pantotenato (Vitamina B5), requerida para la sintesis de
coenzima A, una molécula central en el metabolismo
energético.

Tabla generada con informacion extraida de Shi et a/ 2007 (Shi et al. 2007) y Borssier et al 2015 (Brossier et al. 2015).



Este tratamiento es exitoso en mas del 85% de los casos, sin embargo esta terapia larga y de
dificil implementacién ha contribuido a la aparicion de cepas multi-resistentes (del inglés
multidrug-resistant, MDR) resistentes a isoniazida y rifampicina (las drogas mas eficaces para la
TB) y cepas ultra-resistentes (extreme-drug resistant, EDR) a todas las drogas utilizadas
actualmente. Para la mayoria de los pacientes con MDR-TB, los protocolos recomendados por
la WHO tienen una duracion de 20 meses y la probabilidad de éxito del tratamiento es mucho
menor (Who 2014).

La TB es una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial, los ultimos datos indican
qgue en el afo 2013, se reportaron cerca de 9 millones de nuevos casos de TB a nivel mundial, y
alrededor de 1.5 millones de personas murieron debido a esta enfermedad (Global tuberculosis
report 2014, who; www.who.int) (Who 2014). En la Figura 1.2 se muestra la distribucién a nivel
mundial de la tasa de incidencia de TB durante el afio 2013, definida como el nimero de
nuevos casos de TB por cada 100.000 habitantes.
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Figura 1.2. Tasa de incidencia de TB cada 100.000 habitantes, estimada por la OMS en el afio 2013
(Adaptada de Global tuberculosis control WHO: report 2014) (Who 2014).

Las tasas de incidencia mds altas se encuentran en Africa y Asia, generalmente en paises de
bajos ingresos. Los paises con mayor incidencia son Mozambique, Sudafrica, y Zimbawe, con
mas de 500 casos por 100 mil habitantes. La mayoria de los paises en la regidén de las Américas
tienen tasas menores a 50 por 100 mil habitantes por afio, y en promedio es la regién con
menor incidencia de TB. En Uruguay se diagnostican en la actualidad algo mas de 600 nuevos
casos de TB por afio (www.chlaep.org.uy), lo cual corresponde a una tasa de incidencia de



aproximadamente 20 casos por cada 100 mil habitantes. Las zonas con mayor incidencia son las
mas pobladas, Montevideo, Canelones, Maldonado, y las zonas fronterizas con Brasil.

La WHO desarrollé una estrategia global para detener la tuberculosis (Stop TB Strategy) en el
periodo 2006-2015. La estrategia global planteé como meta reducir en 2015 la prevalencia y las
muertes por TB en un 50% respecto a los valores iniciales de 1990; y para el afio 2050 eliminar
la TB como un problema de salud mundial (definido como < 1 caso por 1 millén de habitantes
por afo). La estrategia plantea asegurar el acceso universal a la atencién de alta calidad para
todos los pacientes con TB. La estrategia plantea: (i) garantizar un compromiso politico con
financiacion adecuada y sostenida; (ii) asegurar la deteccién temprana de casos mediante
pruebas bacteriolégicas de calidad garantizada; (iii) proporcionar un tratamiento
estandarizado con supervisién y apoyo al paciente, evitando que estos abandonen el
tratamiento; (iv) asegurar un sistema eficaz de suministro y gestion de medicamentos; (v)
monitorear y evaluar el desempefio e impacto de las acciones de control; (vi) abordar la co-
infeccién TB/HIV, la MDR-TB y las necesidades de las poblaciones pobres y vulnerables; (vii)
posibilitar y promover investigaciones para el desarrollo de nuevos métodos de diagndstico,
medicamentos y vacunas. A nivel mundial, la infeccién y las muertes por TB se estdn
controlando (Figura 1.3), y la meta de detener y comenzar a reducir la incidencia de
tuberculosis para 2015 se ha alcanzado casi globalmente. La tasa de incidencia disminuyé en un
promedio de 1.5% por afio entre 2000 y 2013. Globalmente, en el afio 2013 la tasa de
mortalidad (muertes por 100.000 habitantes) cayd en un 45% desde 1990 y la tasa de
prevalencia cayd en un 41% desde 1990.
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Figura 1.3. Numeros absolutos estimados de casos de TB y muertes por TB (en millones por aio) en el
periodo 1990-2013. Adaptada de Global tuberculosis control WHO: report 2014, (Who 2014).

La region de las Américas y la region oeste del Pacifico ya han alcanzado los tres objetivos
propuestos para 2015 a nivel de la reduccién en la carga de TB (incidencia, prevalencia y



mortalidad). La regidn del sureste Asiatico pareceria estar en camino de lograrlo. Las otras tres
regiones, Africa, este mediterrdneo y regiones europeas aparentemente no alcanzarian la
meta, aunque las tasas de incidencia, prevalencia y mortalidad también estan disminuyendo.
En el afio 2012 la WHO inici6 el desarrollo de una nueva estrategia: post-2015 global strategy,
con la finalidad de eliminar la epidemia de TB para el afio 2035, con las correspondientes metas
globales de reducir un 95% el nimero de muertes por TB y reducir un 90% la tasa de incidencia
de TB con respecto al afio 2015. Durante estos ultimos diez afios se han intensificado los
esfuerzos por desarrollar nuevos métodos de diagndstico de TB, nuevas drogas y vacunas. Hay
10 drogas anti-TB nuevas que estan actualmente en las ultimas etapas de desarrollo clinico, y
en los ultimos afios se ha aprobado el uso de dos drogas nuevas para el tratamiento de MDR-
TB bajo condiciones especificas: bedaquilina (inhibidor de la ATP sintasa) y delamanid (inhibe la
sintesis de acido micélico). Actualmente hay 15 candidatos a vacunas en etapa de ensayos
clinicos. Varias de ellas estdn ahora o entraran en breve en fase Il y llb y seran testeadas en
ensayos de fase lll. La investigacion y el desarrollo es uno de los pilares de la estrategia WHO
post-2015 global TB, y juega un rol fundamental en acelerar la reduccién en la incidencia y
mortalidad necesarias para alcanzar la meta propuesta. Un pre-requisito importante para el
rapido desarrollo de nuevas drogas clinicamente relevantes, es la comprensién a nivel
molecular, de las interacciones bacteria-hospedero, responsables de la patogénesis de la
enfermedad.

1.2. Interaccion entre Mtb y el hospedero

Mtb es considerado uno de los patégenos humanos mas exitosos por su habilidad de sobrevivir
y replicarse principalmente en los macréfagos del hospedero. Los macréfagos son células
claves del sistema inmune capaces de neutralizar los patégenos intracelulares e iniciar una
respuesta inflamatoria que contribuye a la activacién de los mecanismos de la respuesta
inmune adaptativa. En esta seccion presentaré una revision de los mecanismos de entrada,
evasion y de los cambios transcriptémicos, protedmicos y metabdlicos asociados a la infeccién.

1.2.1. Entrada de Mtb en los macrofagos

La entrada de Mtb a los macréfagos alveolares puede estar mediada ya sea por un proceso no
especifico de macropinocitosis, o mediante fagocitosis a través de la interaccidn con una gran
variedad de receptores especificos (Hmama et al. 2015). Entre ellos encontramos: receptores
denominados PRRs (pattern recognition receptor) que reconocen patrones moleculares
altamente conservados en los patdgenos PAMPs (pathogen-associated molecular patterns)
(Akira et al. 2006), receptores de complemento de tipo 3 (CR3), que reconocen bacterias
opsonizadas por el componente C3bi, receptores barrenderos conocidos como scavengers (por
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su nombre en inglés), y en el marco de la respuesta adaptativa receptores de Fcy, que
reconocen la porcidn Fcy de 1gG unidas a su antigeno. El reconocimiento de uno u otro receptor
da origen a diferente tipo de fagocitosis y compromete la activacién de distintas vias de
sefializacion. Para el reconocimiento de Mtb, en el marco de la respuesta innata participarian
varios PRRs del macréfago. Los receptores lectina de tipo C y los receptores barrenderos
pueden participar directamente en el reconocimiento y fagocitosis del bacilo, mientras que
otros PRRs, como los receptores de tipo (TLRs) y de tipo NOD (NLRs) mediaran seiales que
contribuyen a la activacion del macréfago (Huynh et al. 2011; Court et al. 2010; Hossain &
Norazmi 2013). Los receptores lectina de tipo C reconocen moléculas ricas en carbohidratos, y
entre ellos, el receptor de manosa (ManR) reconoce lipoarabinomanano (LAM) y manosil-LAM
(ManLAM), que son glicolipidos abundantes expresados en la superficie de la micobacteria. Se
ha reportado que la fagocitosis de Mtb por parte de los macréfagos ocurre principalmente via
el ManR (Schlesinger 1993). La unién de Mtb a dicho receptor via Man-LAM no resulta en la
muerte de la bacteria, sino que desencadena una respuesta anti-inflamatoria (Nigou et al.
2001) e inhibe fuertemente la fusion fagosoma-lisosoma (Kang et al. 2005). El CR3 vy los
receptores barrenderos también contribuirian a la fagocitosis directa de la micobacteria,
compartiendo con el ManR la propiedad de ser poco eficientes en la promociéon de la
fagocitosis. En contraste, la Dectina-1, otro receptor de tipo lectina, mediaria una fagocitosis
mas eficiente induciendo ademas sefiales inflamatorias en la célula. Por otro lado, la
interaccion de Mtb con los TLRs (principalmente TLR2, TLR4 and TLR9) asi como también con el
receptor NOD2 desencadena una cascada de sefializacidon celular que deriva en una respuesta
inmune innata antimicrobiana y pro-inflamatoria, con activacién de la via mediada por NFkf y
diferentes MAP-quinasas, que conducen a la produccién de TNFa, IL-1B, IL-12, quimioquinas y
oxido nitrico (Quesniaux et al. 2004). La contribucion de la respuesta mediada por los TLRs a la
eliminacion de Mtb estd en discusidon ya que se han observado resultados contradictorios
utilizando modelos de infecciéon en ratones deficientes en uno o varios de estos receptores
(Huynh et al. 2011). Redundancia en el empleo de receptores para el reconocimiento o
diferencias entre cepas de Mtb podrian explicar estos resultados.

En general se acepta que la internalizacion de Mtb a través del ManR esta fuertemente ligada
al éxito de la infeccion mientras que las sefiales inflamatorias mediadas por TLRs y NLRs, si bien
no son eficientes en potenciar la fagocitosis de forma de eliminar completamente a la bacteria,
contribuirian a limitar su replicacién y diseminaciéon. Ademads, vale la pena recalcar que la
inflamacién inducida por el reconocimiento innato tiene un papel fundamental en el
desencadenamiento de la respuesta adaptativa, caracterizada por la generacidon de células
TCD4+ efectoras capaces de colaborar en la potenciacién de los mecanismos efectores de los
macréfagos, contribuyendo al control de la infeccidn.
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1.2.2. Mecanismos de evasion de Mtb

En los macréfagos, la primera forma de defensa contra los patégenos intracelulares consiste en
la fusidon del fagosoma con el lisosoma, que conlleva a la acidificacion del contenido del
fagolisosoma, y la destruccion de la bacteria. Desde hace tiempo esta claramente demostrada
la habilidad de Mtb de inhibir la fusion del fagosoma con el lisosoma, lo cual le permite
sobrevivir y replicarse dentro de los macréfagos hospederos (Koul et al. 2004; Russell 2011).
Esta inhibicion impediria la degradacién proteolitica de proteinas de la bacteria y la
presentacion de antigenos requerida para desarrollar una respuesta inmune adaptativa, por lo
cual cumpliria un papel esencial en el éxito de la infeccién del macréfago. La importancia de
evadir la fusidon del fagosoma con el lisosoma se refleja en el desarrollo por Mtb de varios
mecanismos asociados a este punto de control.

En primer lugar, se ha demostrado que los lipidos de membrana de la micobacteria como el
lipoarabinomanano (LAM) (Fratti et al. 2003), el glicolipido fendlico fenolftiocerol (PGL-
1)(Robinson et al. 2007), el isoprenoide exadieno (Mann et al. 2009), y la trehalosa dimicolato
(TDM) (Axelrod et al. 2008) son capaces de modular la maduracidn del fagosoma. LAM es capaz
de inhibir la actividad de la quinasa eucariota Vps34, limitando la acumulacién del lipido de
membrana fosfatidil inositol 3-P (PI3-P) en el fagosoma. De esta forma se impide la unién de
moléculas efectoras que se unen a PI3-P, como el antigeno EEA1 (early endosome antigen 1),
necesario para la pérdida de la proteina rab5 de la membrana del fagosoma y su reemplazo por
rab7, que dirige la fusion del fagosoma con los endosomas tardios y compartimentos
lisosomales (Vergne et al. 2004; Vergne et al. 2003b; Vergne et al. 2003a; Vergne et al. 2005)
Varios estudios han mostrado que Mtb produce quinasas y fosfatasas implicadas en alterar la
maduracion del fagosoma, que incluyen a PknG, una quinasa en serina/treonina , la fosfatasa
acida SapM vy la fosfatasa en tirosina PtpA. PknG es una de las 11 quinasas de serina/treonina
que posee Mtb la cual ha sido sugerida como factor de virulencia clave en la infeccién (Scherr
et al. 2009). Se ha propuesto que dicha quinasa es liberada al citoplasma donde modifica
enzimas del hospedero aun no determinadas pero que conllevan a una inhibicién de la
maduracién del fagosoma (Walburger 2004). A su vez PknG tendria un rol dentro de la bacteria
participando en la regulacién del metabolismo del glutamato (O’Hare et al. 2008) mediante un
mecanismo que esta siendo dilucidado (Lisa et al. 2015). Con respecto a la fosfatasa dacida
SapM, se ha descrito que es liberada al citoplasma de la célula hospedera donde desfosforilaria
el fosfolipido PI3P, esencial para la maduracién del fagosoma a fagolisosoma (Vergne et al.
2005). Por dultimo, PtpA es una fosfatasa en tirosina que seria secretada al citosol del
macréfago, y considerada esencial para la patogenicidad de Mtb. Se propuso que PtpA
desfosforila la proteina eucariota Vacuolar Protein sorting 33B (VPS33B) implicada en la
regulacion de la fusion de los compartimientos vesiculares durante el trafico en la via
endocitica. Se observd que la defosforilacion de VPS33B por PtpA detiene la maduracion del
fagosoma (Bach et al. 2008). La inhibicién de la fusién fagosoma-lisosoma se evalué utilizando
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un modelo en el cual los macréfagos fueron expuestos a esferas unidas no covalentemente a
PtpA, a BSA o a los mutantes de la fosfatasa. Luego de fagocitadas las esferas se evalud la
maduracién del fagosoma utilizando citometria de flujo, evaluando la colocalizacién de los
lisosomas cargados con FITC-dextrano y los fagosomas conteniendo las esferas. Asimismo, PtpA
también se une a la subunidad H de la V-ATPasa, quien regula el transporte de protones a
través de la membrana, bloqueando de esta forma la acidificacidon del fagosoma contribuyendo
a la eliminacion de la bacteria (Wong et al. 2011).

Finalmente, otra proteina esencial para la sobrevida de Mtb en el fagosoma es la proteina
eucariota conocida como coronina 1. Esta proteina se encuentra presente en la membrana del
fagosoma y se asocia al citoesqueleto. Durante la fagocitosis, dicha proteina es liberada desde
el fagosoma en maduracién hacia el citosol donde activa la fosfatasa dependiente de Ca*",
calcineurina, desencadenando la fusién del fagosoma con el lisosoma. Sin embargo, luego de la
infeccion con Mtb, la bacteria impide la liberacién de coronina 1, a través de un mecanismo
todavia no esclarecido. Recientemente se ha reportado que la proteina micobacteriana
lipoamida deshidrogenasa (Lpd) estaria involucrada en la retencién prolongada de coronina 1
en la membrana del fagosoma (Deghmane et al. 2007).

Otra importante actividad antimicrobiana a la cual se enfrenta Mtb es el estallido respiratorio
generado por el complejo eucariota NADPH oxidasa (NOX2), responsable de generar
superoéxido, el cual luego se convierte en perdxido de hidrégeno y radicales hidroxilo, especies
altamente téxicas para muchos patégenos. Mtb posee varias formas de evadir esta respuesta
oxidante, entre ellas la dismutacién del superdéxido por la enzima superdxido dismutasa
(Spagnolo et al. 2004; Dussurget et al. 2001; Piddington et al. 2001), y la neutralizacién de estos
radicales por lipidoglicanos de su pared (Chan et al. 1989). Asimismo, se ha reportado que Mtb
posee una nucledsido difosfato quinasa (Ndk) que interactda con Rac-1, una GTPasa necesaria
para la formacion del complejo NOX2, inhibiendo el ensamblaje del mismo y disminuyendo
entonces la produccidn de especies reactivas del oxigeno mediada por la enzima (Sun et al.
2013).

Con respecto a la induccién de la respuesta adaptativa, Mtb interfiere con un paso esencial de
este proceso que es la presentacion de antigenos por las células dendriticas a las células T CD4+
virgenes. Esta interferencia parece ser principalmente producto del deficiente muestreo de
antigenos bacterianos en los complejos de MHC de clase Il (Grace & Ernst 2016) el cual seria
resultado del control del proceso fagocitico en las células dendriticas, de forma similar a lo que
sucede en macrofagos. Estos mecanismos limitan la generacién de células T efectoras, en
particular T CD4+ helper de tipo 1, secretoras de IFNy capaces de activar macréfagos
potenciando sus efectos téxicos. Por otro lado, a nivel de los macréfagos residentes en el
tejido, también ocurre atenuacién de la presentacién de antigenos a las células T-helper CD4+
efectoras; en este caso también se ha propuesto que Mtb limita la expresion de MHC de clase |l
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en la superficie del macréfago (Baena & Porcelli 2009; Cooper 2009). Varios estudios han
reportado que la disminucién en la expresién de los genes de MHC clase Il es la principal
estrategia utilizada por Mtb para inhibir la presentacién de antigenos; esta inhibicién estaria
mediada por algunas lipoproteinas bacterianas como LpgH, LprG y LprA (revisado por Hmama
et al (Hmama et al. 2015)) asi como por glicolipidos de membrana LAM, lipomanano (LM)y
fosfatidilinositol mandsido (PIM) (Harding & Boom 2010) (Saraav et al. 2014), que actuarian
como agonistas del receptor TLR2 induciendo una excesiva y prolongada sefializacion que
resulta en la inhibicién de la expresion de MHC de clase Il. Otros estudios muestran que Mtb
interfiere con el trafico endosomal y maduracién de las moléculas de MHC clase Il, resultando
en una alteracién en la presentacién de antigenos (Hestvik et al. 2005).

Varios reportes indican que las células infectadas por patdgenos intracelulares utilizan el
mecanismo de autofagia como parte de la respuesta inmune contra el patégeno. La autofagia,
conocida como una respuesta a un estrés nutricional, es un proceso que busca restablecer la
homeostasis celular mediante la degradacion de componentes celulares secuestrados en
vesiculas de doble membrana denominadas autofagosomas. Sin embargo, nuevas evidencias
indican que la autofagia es mas que un proceso para reciclar nutrientes. De hecho, se ha
reportado que en la infeccién con Mtb, la estimulacién de la autofagia contribuye a la
eliminacion de la micobacteria en las células hospederas (Colombo et al. 2006). Para controlar
esta via de defensa Mtb ha desarrollado estrategias para inhibir la via autofdgica
desencadenada en la célula dendritica hospedera durante la etapa de fusidon autofagosoma-
lisosoma, a través de un mecanismo mediado por el sistema de secreciéon ESX-1 (tipo VII)
(Romagnoli et al. 2012).

La apoptosis es otro mecanismo de defensa utilizado por la célula hospedera que permitiria
eliminar el nicho intracelular donde se mantiene la bacteria. Mtb ha desarrollado varios
mecanismos para bloquear la apoptosis del macréfago, basado en la disminucién de especies
reactivas del oxigeno (ROS). En dicho proceso se encuentran involucradas las proteinas SecA2,
NuoG, Ndk y PtpA de Mtb. SecA2 dirige el transporte de la superéxido dismutasa (SodA) fuera
de la bacteria. La secrecion de la misma le permite a Mtb la detoxificacion de ROS, evitando se
alcancen valores altos que inducen la apoptosis (Hinchey et al. 2007). NuoG es una subunidad
del complejo NADH deshidrogenasa tipo |, para la cual existen evidencias que la infeccion con
una cepa de Mtb knockout en este gen resulta en un fenotipo pro-apoptético (Velmurugan et
al. 2007). La proteina de Mtb NdK, como se describidé anteriormente, afecta el ensamblado del
complejo eucariota NOX2 afectando la produccion de ROS (Sun et al. 2013).

Por otro lado, la fosfatasa micobacteriana PtpA es capaz de desfosforilar la subunidad alfa de la
glicogeno sintasa quinasa (GSK3a), enzima implicada en la activacién de la via apoptética
celular (Poirier et al. 2014). Este trabajo, sugiere que la desfosforilacion de la Tyr?”°de la
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GSK3a. por la PtpA disminuye su actividad, lo cual conlleva a una disminucién de la apoptosis
celular de las células infectadas.

Si bien la habilidad de Mtb de impedir la maduracidn del fagosoma y permanecer en el mismo
parece ser esencial para la virulencia de la bacteria, recientemente se ha reportado que Mtb es
también capaz de translocarse desde el fagosoma hacia el citosol. Esto desafia el paradigma
que Mtb se localiza exclusivamente dentro del fagosoma de la célula hospedera (van der Wel et
al. 2007). La translocacion de Mtb al citoplasma estd mediada por el antigeno de secrecién
temprana de 6kDa (ESAT-6) y el sistema responsable de su secrecion ESX-1 (tipo VII). Ademas
dicha translocacién se correlaciona con el aumento en la patogenicidad de la bacteria. Especies
de micobacterias patédgenas como Mtb, M. leprae, M. bovis y M. marinum son encontradas en
el citosol, mientras que especies no patégenas como M. smegmatis y M. bovis BCG
permanecen en el fagosoma (Houben et al. 2012). Esto se verific6 demostrando que en una
cepa de M. bovis BCG donde se introdujo parte del sistema ESX-1, BCG::ESX-1, capaz de
secretar ESAT-6, se logrd inducir translocacion al citosol, aumentando con esto la virulencia de
la bacteria (Houben et al. 2012). Por otro lado, se ha demostrado que el dafio en la membrana
del fagosoma durante la infeccion con Mtb seria dependiente de ESAT-6 (Wong & Jacobs 2011).
Durante la infeccidn con Mtb o con M. marinum, se observé que la ruptura del fagolisosoma es
seguida de la muerte celular por necrosis de los macréfagos, sin embargo, al infectar con las
cepas portando la delecion del gen ESX-1, las bacterias permanecen dentro del fagolisosoma y
no inducen dicha toxicidad. De esta forma, las cepas virulentas de Mtb y M. marinum inducen
la muerte celular escapando de las defensas innatas del hospedero y favoreciendo su
propagacion a otras nuevas células.

1.2.3. Cambios en la expresion y sintesis de proteinas de Mtb durante la infeccion

El estudio del transcriptoma y del proteoma de Mtb a partir de bacterias aisladas de células o
tejidos infectados ha permitido estudiar la interaccion de Mtb con su célula hospedera
principal, el macréfago (D Schnappinger et al. 2003; Schnappinger et al. 2006; Kruh et al. 2010).
Estos estudios vinculan componentes de Mtb algunos de los mecanismos de evasidén descriptos
anteriormente, pero también revelan la participacion de otros componentes en funciones
vitales para la bacteria.

La sintesis, remodelacién y mantenimiento de la pared bacteriana son fenémenos que parecen
estar fuertemente regulados en Mtb durante la infeccidén y que contribuyen a la sobrevida de la
bacteria ya que la pared no es sélo una barrera de proteccidén, sino también la superficie que
sensa seifales del medioambiente y expone los motivos de reconocimiento para las células del
hospedero. Los estudios realizados muestran que la infeccion induce rdpidamente la expresion

15



del gen regulador transcripcional PhoPR que controla dos operones necesarios para la sintesis
de deaciltrehalosas, poliaciltrehalosas, y sulfolipidos, todos importantes componentes de la
pared celular de Mtb (Asensio et al. 2006). Apoyan la importancia de PhoR en la biologia de
Mtb el hecho que la inhibicién farmacolégica de la acidificacién del fagosoma impide la
induccion del gen micobacteriano PhoPR y de los genes que éste regula (Rohde et al. 2007), y
que la cepa Mtb depletada en dicho gen muestra una importante atenuacién en la sobrevida
en los macréfagos (Walters et al. 2006). Otro gen inducido durante la infeccion que podria
participar en el mantenimiento de la pared celular es sigE, un regulador de la transcripcion
perteneciente a una familia de factores llamados sigma; sigE tiene funcién extracitoplasmica
(ECF, extracytoplasmic function) (Manganelli et al. 2001) y regularia la expresion de rmIB2, gen
que codifica para una epimerasa de galactosa involucrada posiblemente en la sintesis de
galactofurano, componente esencial para la unién del peptidoglicano y el acido micélico (Dirk
Schnappinger et al. 2003) (Fontan et al. 2008). Es importante mencionar que sigE regularia
también la expresidon de otros genes que le permiten a la bacteria adaptarse a los cambios
ambientales, algunos de los cuales son importantes para la virulencia (Manganelli et al. 2004;
Manganelli 2014; Rodrigue et al. 2006). Ademas de sigE, se ha reportado la expresion de los
genes de otros factores sigma conocidos como sigB, sigG y sigH durante la infeccion de los
macréfagos humanos (Graham & Clark-Curtiss 1999; Cappelli et al. 2006), asi como de sigD
quién juega un rol importante en la virulencia de Mtb (Mukhopadhyay et al. 2012). Estudios a
nivel proteémico mostraron que durante la infeccién Mtb sintetiza proteinas involucradas en la
sintesis de acido micélico, como la proteina Fas y miembros de la via FASII. La proteina Fas, que
cataliza la sintesis de novo de acidos grasos de cadena corta, se observd sélo a los 30 dias,
mientras que los miembros de la via FASII, que catalizan la elongacién de los acidos grasos
producidos por Fas, aparecieron principalmente a los 90 dias. Interesantemente, la mayoria de
las proteinas involucradas en la sintesis de peptidoglicano fueron encontradas a los 30 dias
sugiriendo que en la etapa crénica la bacteria disminuye la sintesis de pared celular. Otras
proteinas inducidas a lo largo de la infeccion fueron varias policétido sintasas (PKS), y proteinas
asociadas a PKSs, llamadas PapAs, que participan en la sintesis de lipidos complejos, algunos de
los cuales constituirian componentes de la pared celular de Mtb (Mukhopadhyay et al. 2012).
Asimismo, se identificaron nueve de las doce Mmpls (large membrane-spanning proteins)
involucradas en la translocacién de lipidos, apoyando la hipétesis que cumplen un rol en la
infeccidon y estdn involucradas en la virulencia. (Lamichhane et al. 2005) (Domenech et al.
2005). Finalmente, otro grupo de proteinas abundantes de Mtb expresadas y sintetizadas en la
fase aguda y cronica de la infeccién son las proteinas del grupo PE/PEE, que si bien no se
conoce su funcién con exactitud, se piensa que integran la pared celular y estan implicadas en
aumentar la variacion antigénica (Cole et al. 1998).

Otros factores importantes que la bacteria debe controlar son el estrés y el dafio provocado
por productos téxicos derivados de la activacion celular. Para este control, Mtb induciria

16



rapidamente la expresidon de un regulador transcripcional conocido como DosR que controla la
expresion de cerca de 50 genes bacterianos (Boon & Dick 2002; Sherman et al. 2001; Park et al.
2003; Voskuil et al. 2003; Voskuil et al. 2004; Kumar et al. 2007; Dirk Schnappinger et al. 2003;
Tan & Russell 2015). Varios de estos genes son proteinas de respuesta al estrés. Asimismo en la
fase intrevesicular de Mtb, se ha observado la induccién de diferentes chaperonas bajo el
control del regulador transcripcional hspR (incluyendo la hsp70)(Dirk Schnappinger et al. 2003)
y de varios genes que corresponden a enzimas responsables de la reparaciéon de ADN (alkA,
recX, recC, dinF, and radA) (Dirk Schnappinger et al. 2003). Finalmente, genes de reguladores
transcripcionales de la familia WhiB se encontraron también expresados durante la infeccién
(Rohde et al. 2007). Estos poseen un centro Fe-S que actuaria como sensor redox (Green &
Paget 2004) y en Mtb jugarian un rol en la respuesta frente a los altos niveles de NO- y a la
hipoxia generada durante la infeccion (Singh et al. 2007; Crack et al. 2013). Cabe notar que si
bien el NO- es una rica fuente de nitrégeno y puede ser metabolizado e incorporado por Mtb,
los productos toxicos derivados de él deben ser eliminados por la bacteria. Se han identificaron
proteinas involucradas en el transporte de nitrato/nitrito (NarX, (Fenhalls et al. 2002) y en la
detoxificaciéon del nitrito (el producto del gen narU y la proteina NirB). También se ha
observado un aumento en la expresidn de la quinasa PknE en bacterias que sufren estrés por
NO-, y se ha propuesto también que esta quinasa estd implicada en la inhibicién de la apoptosis
de la célula hospedera (Jayakumar et al. 2008).

Otro grupo de genes inducidos en Mtb como consecuencia de su entrada en el macréfago son
genes de respuesta a la baja concentracion de hierro que encuentra la bacteria en el ambiente
intracelular, y que aparecen fuertemente inducidos en los macréfagos activados con IFNy (Dirk
Schnappinger et al. 2003). Estos incluyen el operén mbt, que dirige la sintesis de sideréforos,
componentes capaces de secuestrar este metal, denominados micobactinas. El hierro es un
constituyente esencial para todos los organismos, forma parte de la estructura y sitio catalitico
de al menos 40 enzimas en Mtb, y es esencial para su virulencia (Voss et al. 1999). Mtb es capaz
de sobrevivir en ambientes con bajos niveles de hierro gracias a la sintesis de las micobactinas.
El regulador transcripcional IdeR (iron-dependent repressor) regula los genes de micobactinas.
En presencia de Fe, IdeR reprime la transcripcién de los mismos mientras que en presencia de
baja concentracién de hierro IdeR no puede unirse a dichos genes y se desreprime la
transcripciéon de los genes mbt. IdeR también regula la transcripcion del gen bfrA que codifica
para bactoferrina, una proteina de almacenamiento de hierro (Krithika et al. 2006)
(Mukhopadhyay et al. 2012). Mediante estudios proteémicos se observé también que durante
la infeccidn del macréfago Mtb aumenta la sintesis de enzimas que participan en la sintesis de
micobactinas, incluyendo MbtA, B, Cy D (Kruh et al. 2010).
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Por ultimo, gran parte de los cambios en la expresién de proteinas de Mtb durante la infeccién
se relacionan con su adaptacién metabdlica al ambiente de la célula hospedera. El regulador
transcripcional DosR también seria esencial en la regulacion de la actividad metabdlica de la
bacteria durante la fase de anoxia y latencia (Leistikow et al. 2010). Globalmente, la
informacién disponible sugiere que la bacteria dirige su metabolismo hacia la utilizacion de los
lipidos como fuente principal de carbono. De acuerdo con esto, genes que participan en el
metabolismo de los lipidos se han visto inducidos (Dirk Schnappinger et al. 2003; Dubnau et al.
2002; Waddell & Butcher 2007). Entre ellos se encuentran los genes de acil-CoA sintetasas
(fadD3, fadD9, fadD10, fadD19), acil-CoA deshidrogenasas (fadE5, fadE14, fadE22-24, fadE27-
29,fadE31), enoil-CoA hidratasa (echA19), hidroxibutiril-CoA deshidrogenasas (fadB2, fadB3), y
acetil-CoA transferasas (fadA5, fadA6) (Dirk Schnappinger et al. 2003) (Waddell & Butcher
2007). Ademads, también esta altamente expresado el gen de la isocitrato liasa (gen icl), una
enzima clave en el ciclo del glioxilato que constituye un by pass del ciclo de los acidos
tricarboxilicos y permite generar glucosa a partir de acidos grasos (McKinney et al. 2000).
Asimismo, también se encuentra inducida la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (pckA), enzima
que cataliza una de las etapas de la gluconeogénesis que utiliza oxalacetato como sustrato, el
cual puede estar siendo generado gracias a la oxidacion de acidos grasos (Dirk Schnappinger et
al. 2003). A nivel proteédmico varias proteinas relacionadas al metabolismo son inducidas en
Mtb durante la infeccién; todas las proteinas que participan en el ciclo de los dacidos
tricarboxilicos (TCA) fueron identificadas a los 30 dias post-infeccion, sin embargo sélo una fue
identificada en la etapa crénica (90 dias). De la misma forma, sélo en la etapa crénica se
identificaron proteinas que participan en la unién y transporte de fosfato, los transportadores
PitA y PstS1/PstS3 y una lipoproteina de unién a fosfato llamada UgpB (Van Veen 1997). Estos
resultados sugieren una disminucién de la actividad respiratoria a medida que transcurre la
infeccidn, hecho que se correlaciona con la disminucién de los niveles de oxigeno a la que se
enfrenta la bacteria al formarse los granulomas. También, similarmente a lo observado en los
estudios transcriptdmicos, a los 90 dias de la infeccidn se identificaron fosfolipasas capaces de
degradar los lipidos del hospedero: fosfolipasa C; lisofosfolipasa (LipR), una estearasa lipolitica;
y LipY una triacilglicerol lipasa. Esto refuerza la idea que Mtb experimenta un cambio
metabdlico que favorece el consumo de los lipidos del hospedero como principal fuente de
carbono y energia.

Como ya se comento, la fosforilacion y desfosforilacion podria ser un mecanismo util para la
regulacion de vias de sefializacidon asociadas a la respuesta de adaptacion de la bacteria a la
célula hospedera. Mtb posee 11 quinasas de serina/treonina, y se observé que 9 de ellas son
inducidas durante la infeccion. Dentro de éstas, PknA, PknB y PknG han sido postuladas como
componentes esenciales de Mtb (Sassetti et al. 2003; Cowley et al. 2004). Por otro lado, se ha
propuesto que PknH seria necesaria para el desarrollo de la infeccién cronica
(Papavinasasundaram et al. 2005), lo cual estaria en acuerdo con la identificacién de PknH
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Unicamente a los 90 dias en un modelo experimental de infeccién en cobayos. Los mecanismos
especificos de control de estas quinasas estan aun en estudio; PknB y PknL podrian participar
en procesos asociados a la divisién celular y la sintesis de la pared bacteriana (Narayan et al.
2007). Sorprendentemente, ni en los estudios transcriptémicos ni protedmicos se detecté la
induccion de las fosfatasas de Mtb, PtpA y PtpB. Este hecho no significa que estas moléculas no
estén presentes en algun momento de la infecciéon ya que los estudios no abarcan quizas las
ventanas de tiempo en que se expresan, o bien sus niveles podrian ser muy inferiores a los de
otras proteinas, aln cuando fueran significativos en términos de la actividad.

1.2.4. Cambios transcripcionales y proteomicos del macrofago durante la infeccion
con Mtb

Durante la infeccion con Mtb existen también grandes cambios transcripcionales en el
macréfago. Estudios en células infectadas revelan la activacion de la expresidon de un grupo de
genes no especificos de patdgeno (core response genes), entre los cuales predominan genes
que codifican receptores, moléculas de adhesién y proteinas vinculadas a la remodelacién de
tejidos, asi como genes que participan en la transduccién de sefales (Nau et al. 2002)
(Schnappinger et al. 2006). Pero ademas, otro grupo importante (alcanza a ser el 32% del total)
de genes inducidos por la infeccion con Mtb estdn relacionados con la inmunidad y la
inflamacién. Muchos de estos genes estdn regulados por el factor de transcripciéon NF-Kf, el
cual como ya se comentd podria ser activado como consecuencia del reconocimiento de
motivos de Mtb por TLRs (Schnappinger et al. 2006). Entre los genes mas inducidos se
encuentran aquellos que codifican quimioquinas como IL-8, RANTES (regulated in activated
normal T cells, expressed and secreted), IP-10 (IFNy inducible protein-10), MIP2 (macrophage
inflamation protein), MIP1a y MIP1f (macrophage inflammatory proteins-1 alfa and beta),
MCP (monocyte chemoattractant protein) y receptores de quimioquinas. La fuerte induccién de
los genes MIG, (monoquine induced by IFNy) RANTES y IP-10 podria contribuir a la formacion
del granuloma (Sadek et al. 1998). Otro factor de transcripcidn inducido por Mtb y asociado a la
respuesta inflamatoria es STAT-1 (Wang et al. 2003), que cumple un rol importante en mediar
la sefalizacién celular por citoquinas, en particular por los interferones. Por otro lado, también
se observd aumento de la expresiéon de genes antimicrobianos como consecuencia de la
infecciéon por Mtb, dentro de los cuales el de mayor relevancia es el gen de la enzima éxido
nitrico sintasa (Nos2), que se sabe es critica para el control de Mtb en ratdn. Es interesante que
en los macroéfagos las especies reactivas del nitrogeno, como también las derivadas del
oxigeno, ademds de tener actividad antimicrobiana, pueden afectar la sefializacion celular,
incluyendo la respuesta transcripcional (Bogdan 2001; Ehrt 2001). De hecho, en la infeccién de
macrofagos murinos la deleciéon de Nos2 afecta aproximadamente el 58% de los genes cuya
expresion se modifica por la infeccion con Mtb, mientras que la delecidon de phox causa un
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efecto algo menor, indicando que tanto Nos2 como Phox estarian modulando directa o
indirectamente el transcriptoma del macréfago infectado (Ehrt 2001). Algunos de los genes
afectados por estas especies estdn asociados al metabolismo celular (Brune & Lapetina 1995;
Drapier & Hibbs 1996; Riobd et al. 2001), por lo cual se asocia la infeccion a un cambio
metabdlico importante.

Los cambios en el metabolismo de los macrdéfagos infectados son multiples. Estudios
metabolomicos realizados en ratones y cobayos infectados con Mtb (Shin et al. 2011,
Somashekar et al. 2011; Somashekar et al. 2012) mostraron que Mtb es capaz de modular los
procesos metabdlicos de la célula hospedera. Estos cambios —determinados en funcién de los
metabolitos producidos por las principales vias catabdlicas y anabdlicas- fueron similares en
todos los drganos testeados (pulmdn, higado y bazo), pero fueron mas significativos en el
pulmoén, érgano blanco de Mtb. Los niveles de glucosa y glucégeno asi como los de NAD y
NADP disminuyeron, lo que sugiere un aumento en el consumo de glucosa por la via glucolitica
y por la via de las pentosas fosfato. Los niveles de oxalacetato y fumarato (intermediarios del
TCA) disminuyeron, sugiriendo una actividad reducida del ciclo TCA. En cambio, la
concentracién de lactato aumentd. La acumulacidon de lactato en el tejido granulomatoso
puede ser consistente con la hipoxia existente dentro del granuloma, sin embargo la
acumulacién de lactato fue observada también en los tejidos no granulomatosos (no forman
granulomas). Este perfil metabdlico sugiere que la célula responde llevando adelante una
glucdlisis aerdbica, mecanismo conocido como efecto Warburg, caracterizado por un alto
consumo de glucosa con produccién de lactato aun en condiciones aerdbicas. De esta forma el
ATP es generado principalmente por la via glucolitica y no por fosforilacion oxidativa. Este
metabolismo fue observado por primera vez en células cancerosas (Hsu & Sabatini 2008), pero
es caracteristico también del fenotipo inflamatorio del macréfago inducido por agonistas de
TLRs e IFNy (Zhu et al. 2015).

Por otro lado, el aumento observado en los niveles de succinato sugiere que ocurre un
aumento en la glutaminolisis en la mitocondria, inducido probablemente por el estrés oxidativo
que tiene lugar durante la infeccién (Fedotcheva et al. 2006). Alternativamente, el succinato
podria ser secretado por Mtb; se ha reportado que la produccién de succinato en otras
bacterias podria aumentar debido a la induccién del ciclo del glioxilato, causado por el cambio
en el metabolismo de carbono de Mtb, hacia la 3 oxidaciéon de acidos grasos (Munoz-Elias &
McKinney 2005). También se han descripto cambios en el nivel de varios aminodcidos que
sugieren un aumento en la protedlisis y un aumento en los niveles de glutatidon (GSH) en tejidos
(pulmén y bazo) que podria representar una reaccién de defensa contra el estrés oxidativo.

Resulta interesante que la infeccidn con la cepa virulenta Mtb H37Rv (y no con la avirulenta)

induce cambios significativos en la ultraestructura y funcién de la mitocondria de los
macréfagos, las cuales mostraron un aumento en la densidad electrénica y las crestas
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claramente definidas (Jamwal et al. 2013). Estas mitocondrias son mds alargadas, algunas de
ellas estan interconectadas y con tendencia a agregarse alrededor de los fagosomas
conteniendo Mtb. Los autores sugieren que estas caracteristicas reflejan un aumento en la
actividad funcional de la mitocondria. Sin embargo, estas observaciones se contradicen, al
menos parcialmente, con la caracterizacién del proteoma mitocondrial de macréfagos
infectados con la cepa virulenta H37Rv y con la cepa avirulenta H37Ra. En las células infectadas
con la cepa virulenta se observé que el nivel de 12 proteinas se modificd en mas de 10 veces
respecto al observado en las células no infectadas. Seis proteinas aumentaron sus niveles:
HCLS1, ACSL1, VDAC2, ATP50, PRDX1, and ATAD3A. La ACSL1 (Long-chain-fatty acid-CoA ligase)
participa en la sintesis de fosfolipidos (Suzuki et al. 1990) y contribuiria a aumentar la
integridad estructural de la mitocondria. Las proteinas VDAC2 (Voltage-dependent anion-
selective channel protein 2), PRDX1 (Peroxiredoxin 1), y ATAD3A (ATPase family AAA domain
containing 3A protein), tendrian un rol antiapoptético (Jamwal et al. 2013). La ATPASO0 es
esencial para la actividad de la ATP sintasa y la HCLS1 (hematopoietic cell-specific Lyn substrate
protein) es una proteina cuya funcién en la mitocondria aun se desconoce (Jamwal et al. 2013).
Sin embargo, otras seis proteinas dejaron de ser detectadas sélo en los macréfagos infectados
con la cepa virulenta. Estas proteinas son la ATP5B, ATP5A1, OAS2, PRDX3, ECHA, y la SQRD. La
disminucion en el nivel de la ATP5A1 y ATPB (subunidades o y 3 del componente F1 de la
FoF1 ATP sintasa) indicaria pérdida de la sintesis de ATP a través de la ATP sintasa. La ECHA
(subunidad o de la proteina trifuncional TFP) es una enzima clave de la beta-oxidacién de
acidos grasos (Eaton et al. 2000) y su disminucion causaria una inhibiciéon del catabolismo
lipidico, facilitando la utilizacién de los acidos grasos del hospedero por parte de la bacteria. La
SQRD (sulfide quinone oxidoreductasa mitocondrial) es responsable de oxidar el H,S a sulfuro
(S*). En las células de mamiferos el H,S es generado por la actividad de dos enzimas
dependientes de fosfato, la cistationina-y-liasa (CSE) y la cistationina -B-sintetasa (Li et al.
2006). Este H,S interactta con el anion peroxinitrito formado por la reaccidn entre el NO- y el
superoéxido, neutralizando de esta forma el efecto antimicrobiano y pro-apoptdtico del NO-. Los
autores sugieren entonces que la disminucién del nivel de SQRD favoreceria la acumulacién de
H,S, neutralizando la actividad NO- que pueda generarse, y protegiendo a la bacteria. Los
factores bacterianos responsable de dichos cambios alin no han sido sugeridos ni identificados.

En resumen, poco se conoce hasta ahora de como eventos de fosforilacion y desfosforilacion
podrian estar vinculados a los mecanismos de adaptacion de Mtb a su hospedero. Sabemos
del uso por Mtb de varias quinasas y de dos fosfatasas en tirosina; entre estas PtpA parece
participar en el bloqueo de la acidificacion del fagolisosoma, pero ademads llegaria al citosol,
donde podria interactuar con otros blancos. Por otro lado, tanto la bacteria como los
macrofagos que la hospedan parecen alterar su metabolismo a medida que transcurre la
infeccion, destacdndose en la bacteria una transicion hacia un metabolismo compatible con
bajas concentraciones de oxigeno, y capaz de utilizar en mayor medida los lipidos como
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recurso energético y fuente de C. A nivel del macrofago, la infeccion induce cambios
metabdlicos que se traducen en el efecto Warburg y en sorprendentes cambios a nivel
mitocondrial, donde claramente enzimas importantes implicadas en el metabolismo
energético del macréfago dejan de ser detectadas durante la infeccion con la cepa virulenta,
pero no con la no-virulenta de Mtbh. No se conoce que eventos moleculares asociados a la
infeccion regulan estos cambios metabdlicos.

1.3. Las fosfatasas en tirosina como factores de virulencia bacterianos

Como ya mencionamos, la sefalizacion celular mediada por fosforilacion/desfosforilacion
controla fendmenos como la adhesion celular, el metabolismo, la division celular y la
proliferacién. En particular, el control de la fosforilacién en Tyr de factores del hospedero por
las PTPs seria uno de los mecanismos utilizados por los patdgenos para facilitar la infeccion y su
sobrevida. De hecho, se ha visto que muchas PTPs bacterianas juegan un rol clave como factor
de virulencia. Yersinia pseudotuberculosis, secreta una PTP, YopH, que inhibe la fagocitosis,
suprime el estallido respiratorio y desestabiliza las adhesiones focales (Bliska & Black 1995)
(Black & Bliska 1997)(Black et al. 2000). Salmonella typhimurium, secreta la proteina SptP que
tiene actividad fosfatasa en Tyr y GTPasa. La actividad PTP actua especificamente sobre la
proteina VCP (del inglés, valosin-containing protein), un regulador de la fusién de membranas
que facilita la replicacién bacteriana en las vacuolas replicativas intracelulares (Humphreys et
al. 2009) y también es responsable de la modulacién de la inhibicién de la via ERK mediada por
Raf-1 en las células del hospedero (Kaniga et al. 1996; Lin et al. 2003). En el caso de Mtb las dos
PTPs, PtpA y PtpB, parecen actuar como factores de virulencia claves durante la infeccidn.

Las PTPs son fosfatasas que poseen un dominio catalitico conservado cuya secuencia es
CXsRS/T y catalizan la hidrdlisis del fosfato ligado a residuos de Tyr en proteinas y pueden
dividirse en dos clases: (i) son en su mayoria PTPs de masa molecular cercana a 30kDa que
incluye las PTPs cldsicas que desfosforilan sustratos fosforilados en Tyr y las fosfatasas de doble
especificidad (DSPs) que también son activas frente a fosfoserina y fosfotreonina, y (ii) incluye
las llamadas LMW-PTPs (de inglés, low molecular weight PTPs), tienen una masa molecular
cercana a 18kDa y desfosforilan solamente fosfotirosina (Shi et al. 1998) (Moorhead et al.
2009). El mecanismo catalitico involucra el dominio conservado CXsRS/T (Figura 1.4). Los
residuos en este dominio forman el loop de unién a fosfato (P-loop), el cual esta ubicado en la
base de la hendidura del sitio activo. Los residuos de cisteina y de arginina en este motivo
conservado son esenciales para la actividad catalitica. El sitio activo estd formado también por
un residuo de aspartato esencial cuya localizacion en la secuencia varia segun las familias (loop
DPYY en las LMW-PTPs). La cisteina catalitica actla en la primera etapa de la catdlisis, en donde
el atomo de azufre del grupo tiolato realiza un ataque nucleofilico al grupo fosfato unido a la
tirosina del sustrato (Figura 1.4), conduciendo a la formacién de un intermediario cisteinil-
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fosfato. El residuo arginina contribuye en la unién al sustrato y estabiliza el intermediario
formado. En el caso de las LMW-PTPs, el aspartato catalitico, que se desplaza varios amgstroms
luego de la unidn al sustrato [8-12 A], queda alrededor de la cadena lateral del residuo
fosfotirosina. Este cambio conformacional posiciona al residuo aspartato en una posicién que le
permite actuar como acido en la primera etapa de la catalisis. Este paso involucra la
protonacion del grupo tirosilo saliente, clivando entonces el fosfato de la tirosina y formando el
intermediario cisteinil-fosfato. Este mismo residuo de aspartato también actia como una base
en la segunda etapa de la catdlisis (Figura 1.4), el cual junto a un residuo de glutamina
altamente conservado que coordina una molécula esencial de agua, promueve la hidrdlisis del
intermediario, liberando el grupo fosfato y regenerando el sitio activo de la PTP.
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Figura 1.4. Esquema del mecanismo catalitico de las PTPs. A) El azufre de la cisteina catalitica se
encuentra estabilizado como tiolato, debido el enlace de hidrégeno entre el azufre y el grupo hidroxilo
de la cadena lateral de la Thr/Ser conservada en el P-loop. Seguido a la unién del sustrato, en la cual la
Arg del P-loop participa en posicionar el sustrato, el grupo tiolato actia como nucleéfilo atacando al
grupo fosfato del sustrato. La formacidn del intermediario cisteinil-fosfato es facilitado por el Asp (loop
conservado DPYY- flanqueando el sitio activo en las LMW-PTP) que dona un protdn al grupo tirosilo
saliente. A continuacién, el sustrato desfosforilado se disocia del sitio de union. B) La hidrélisis del
intermediario cisteinil fosfato es mediada por una molécula de H,0. Aqui, el Asp o el residuo
correspondiente actla como base aceptando un protén de la molécula de H,0. En algunas clases de
PTPs la molécula de agua es activada a través de puentes de hidrégeno con uno o dos aminoacidos
polares, como se muestra en la figura para la interaccién con la glutamina. Luego de aceptar el protdn,
el fosfato se disocia de la cisteina catalitica, y se regenera la conformacién del sitio activo de la PTP.
Figura adaptada de (Hobiger & Friedrich 2015).
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1.3.1. PtpA y PtpB, las dos unicas fosfatasas de tirosina de Mtb

PtpA y PtpB si bien no son esenciales para el crecimiento de Mtb son consideradas factores de
virulencia necesarios para su adaptaciéon al hospedero, seglin lo demostrado tanto en modelos
de infeccion celulares como animales (Bach et al. 2008; Singh et al. 2003; Beresford et al.
2009). Ambas fosfatasas PtpA y PtpB se expresan en cultivos de la cepa virulenta de Mtb H37Rv
(Koul et al. 2000). Asimismo, la presencia del gen PtpA se ha reportado también en otras
micobacterias como M. bovis, M. leprae, M. smegmatis y M. marinum. A pesar de la presencia
del gen, algunas evidencias sugieren que la PtpA se expresa sélo en las especies patogenas
Mtb, y M. bovis (Cowley et al. 2002). Sin embargo, recientemente se demostré que M.
smegmatis expresa una forma mucho menos activa de la PtpA en comparacién con la enzima
expresada por Mtb (Chatterjee et al. 2015). Por otro lado, el gen de PtpB se encuentra también
en M. bovis, M. marinum y M. smegmatis.

A pesar de carecer de secuencia N-terminal de exportacién conocida, PtpA y PtpB han sido
detectadas fuera de la bacteria, en el filtrado de medio de cultivo de Mtb. Esta localizacién
extracelular ha sido confirmada mediante western blot de los filtrados de medio de cultivo
(Koul et al. 2000)(Cowley et al. 2002). El mecanismo por el cual ambas fosfatasas son
exportadas todavia aun no se ha elucidado. Estudios recientes sugieren que los sistemas de
exportacion de proteinas SecA2 y el ESX/tipo VIl podrian ser los responsables (Sullivan et al.
2012) (Wong et al. 2013). En el caso de PtpA, es interesante que ha sido detectada en el
citoplasma de macrdéfagos infectados con Mtb (mediante inmunomicroscopia electrdnica, y
western blot de la fraccidon citosélica) (Bach et al. 2008). Ademads, en M. avium subsp.
paratuberculosis se ha demostrado que el homdlogo a PtpA también es detectado en el
citoplasma de los macréfagos infectados (Bach et al. 2006). Para PtpB al dia de hoy no existen
datos que demuestren su localizacion citosélica en los macréfagos infectados con Mtb. Por
tanto, aunque en la literatura ambas fosfatasas son consideradas proteinas vertidas al citosol
de los macrofagos infectados, esto no ha sido comprobado aun en el caso de PtpB.

Como ya se menciond, PtpA y PtpB actian como factores de virulencia. Varios estudios han
demostrado que PtpA es necesaria para la sobrevida de Mtb dentro del macréfago. Por un
lado, la cepa mutante de Mtb que carece del gen PtpA (APtpA) mostré una disminucion
significativa en la sobrevida intracelular en macréfagos humanos derivados de la linea THP-1 a
las 48 hs post-infeccién. Asimismo, la expresién celular de anticuerpos neutralizantes contra
PtpA o el uso de inhibidores especificos, produce el mismo efecto sobre la sobrevida
intracelular de la bacteria (Bach et al. 2008). Por el contrario, en estudios de infeccién en
ratones C57BL/6 utilizando una cepa mutante de MtbAPtpA, Grundner et al. observaron que
no existen diferencias significativas entre la carga bacteriana obtenida en ratones infectados

con la cepa salvaje y con la cepa APtpA, sugiriendo que el ratén no es un modelo apropiado de
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infeccidn para el estudio de la funcién de PtpA (Grundner et al. 2008). Recientemente Wang et
al. sugieren que lo observado para PtpA en la infeccion en ratén puede deberse a que pueda
existir algun otro factor de virulencia de Mtb que sea redundante de PtpA (Wang et al. 2015).
Para demostrarlo, utilizaron una cepa de M. bovis, la cual carece de varios factores de
virulencia y con esta infectaron la misma cepa de ratones, observando que la delecidn de PtpA
causo un aumento en los niveles de citoquinas proinflamatorias (TNF, IL-1B e IL-12), asi como
una disminucién de la carga bacteriana en pulmon respecto a la infeccidn con la cepa salvaje.
Estos resultados sugieren que PtpA inhibe la respuesta inmune innata para promover la
sobrevida de la bacteria.

En el caso de PtpB, ensayos de infeccidn realizados en un modelo animal (cobayo) con una cepa
mutante de Mtb en que se suprimio el gen de PtpB, mostraron una reduccién de 70 veces (1.8
log) en la carga bacteriana inicial luego de seis semanas de infeccion comparado con animales
infectados con la bacteria portando el gen salvaje de PtpB (Singh et al. 2003). Por otro lado, los
autores evaluaron el efecto de la disrupcién del gen de PtpB en la sobrevida intracelular de Mtb
en macréfagos murinos sin activar y activados. En macréfagos no estimulados no se observaron
diferencias en la sobrevida de la cepa mutante para el gen PtpB respecto a la cepa salvaje. Sin
embargo, cuando se infectaron macréfagos previamente activados con IFNy, se observé que la
sobrevida de la cepa mutante para el gen de PtpB se reduce 7 veces respecto a la cepa salvaje.
Este resultado fue confirmado mediante el uso de inhibidores especificos de PtpB, los cuales
también causaron una disminucién en la sobrevida de la bacteria dentro de los macréfagos.

Recientemente, Chauhan et al. generaron una cepa mutante (MtbAmms) eliminando los tres
genes de fosfatasas involucrados en la virulencia de Mtb, el gen de la PtpA, PtpB y el gen de la
fosfatasa dacida SapM (Chauhan et al. 2013). Este triple mutante mostré una reduccién
significativa en la capacidad de infectar y crecer en macréfagos derivados de la linea THP-1.
Ademas, luego de 10 semanas de una infeccién en cobayos con dicho mutante MtbAmms, no
se recuperaron bacilos en bazo y pulmones, lo cual sugiere un rol importante de estas
fosfatasas en la colonizacién de estos 6rganos (Chauhan et al. 2013).

1.3.2. Caracteristicas estructurales de PtpA y PtpB

1.3.2.1. PtpA, una fosfatasa de la familia LMW-PTP

PtpA pertenece a la familia de las LMW-PTPs (18kDa), es monomérica y posee similitud con la
fosfatasa humana hLMW-PTP o ACP1 (37% de identidad y 57% de similitud a nivel de la
secuencia aminoacidica y alta homologia estructural). Sorprendentemente, el genoma humano
codifica para 107 PTPs pero sélo un gen pertenece a la familia de LMW-PTPs; este gen origina
cuatro isoformas proteicas (ACP1s) producto del splicing alternativo (Alonso et al. 2004). La
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estructura cristalografica de la PtpA de Mtb muestra un Unico dominio, con el plegamiento
clasico del dominio catalitico presente en las LMW-PTP, compuesto por un nucleo de 4 hojas 8
paralelas, rodeado por a-hélices (protein data bank [PDB]: 1U2Q). Al igual que en otras LMW-
PTPs, la cavidad del sitio activo de PtpA es profunda, lo cual favorece la entrada especifica de la
P-Tyr del sustrato. Ademas, la conformacién del sitio activo, el P-loop que contiene la Cys
catalitica y el loop DPYY que contiene el residuo catalitico Asp se encuentran conservados
cuando se compara con la estructura de otras LMW-PTPs (Zhang et al. 1997) (Zhang et al.
1998).

Las principales diferencias entre la PTP humana y la de Mtb se ubican en dos regiones, una
deleciéon (D1) en hLMW-PTP (residuos 104-107) y una insercion (11) en PtpA (residuos 118-120)
(Figura 1.5). En otras PTPs, el loop variable (residuos 44-56 en PtpA) se ha visto implicado en
definir la especificidad por los sustratos (Wang et al. 2000)(Zhang et al. 1998). Dicho loop forma
una de las paredes y el fondo de la hendidura del sitio activo. El residuo Trp 48 de dicho loop
junto a la Tyr 128 y Tyr 129 generan una superficie hidrofdbica a la entrada del sitio activo,
caracteristica especifica de la PtpA. Ademas la presencia de la His 49 y Ser 52, comparado con
el Glu 50 y Asn 53 en hLMW-PTP contribuyen en generar una distribucion de cargas diferencial.
Otra regidn de PtpA cercana al sitio activo, a lo largo de a4, muestra diferencias significativas,
debido a la sustitucion de los residuos cargados Asp-98/Lys-102 en hLMW-PTP, por los residuos
hidrofébicos Leu-96/Leul00 en PtpA. Estas regiones menos cargadas en PtpA respecto a su
homologo humano, se piensa jugarian un rol importante en definir el reclutamiento y/o unién
al sustrato fisioldgico de PtpA (Wang et al. 2000)(Zhang et al. 1998). Por lo tanto, a pesar que la
estructura 3D de estas fosfatasas es similar, existen claras diferencias en la distribucién de
cargas superficiales, que han estimulado la busqueda de inhibidores especificos. Al dia de hoy
se han reportado alrededor de 12 inhibidores inhibidores para PtpA (Chiaradia et al. 2008;
Chiaradia et al. 2012; Mascarello et al. 2010; Silva & Tabernero 2010; Wong et al. 2013;
Chatterjee et al. 2015).

Por otro lado, existen evidencias in vitro que demuestran que la actividad de PtpA estd
regulada por fosforilacion en dos Tyr especificas: Tyr-128 y Tyr-129. La fosforilacion de PtpA en
estas Tyr se ha reportado aumenta la actividad fosfatasa. Es discutido quién fosforila PtpA. El
grupo de Av-Gay plantea que se trata de una quinasa de Tyr atipica de Mtb, la PtkA (Bach et al.
2009; Zhou et al. 2015). Asimismo, este grupo reportd in vitro que PtpA también puede ser
fosforilada por varias Ser/Thr proteina quinasas (STPKs) de tipo eucariota (Zhou et al. 2015),
entre ellas, la quinasa PknA de Mtb que activa a la PtpA a través de la fosforilacidn de la Thr 45.
Sin embargo, en un trabajo reciente se realizaron experimentos que demuestran que la PtkA
no seria una quinasa de Tyr y sugiere que las responsables de la fosforilaciéon en Tyr en Mtb son
Ser/Thr quinasas de la bacteria(Kusebauch et al. 2014).
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Figura 1.5. Comparacion de la estructura de PtpA y hLMW-PTP . A) Diagrama mostrando la
superposicion de la estructura de PtpA (rojo, PDB: 1U2Q) y la hLMW-PTP (azul, PDB: 5PNT). Una
molécula de glicerol y un ion cloruro se muestran en el sitio activo de PtpA, y una molécula de 2-(N-
morpholino)- ethanesulfonic acid en la hLMW-PTP. Se indican los loops y residuos funcionales
importantes. B) Distribucion de cargas superficiales en PtpA (arriba) y hLMW-PTP (abajo). Se indican las
regiones con diferentes cargas superficiales entre PtpA y hLMW-PTP, Al y A2. C) PtpA coloreada segun
la conservacién de secuencia, aumentando de blanco a verde.-D) Alineamiento de secuencias entre
PtpA y hLMW-PTP, donde los residuos conservados estan coloreados en verde. Se indican las regiones
de insercién, delecién, regiones Al y A2 y loops funcionales. Figura tomada de Silva et al. (Silva &
Tabernero 2010).
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1.3.2.2. PtpB, una fosfatasa de una nueva familia de fosfatasas lipidicas atipicas

PtpB es una fosfatasa monomérica de 30kDa, que en el primer estudio estructural fue
clasificada como miembro de la familia de las DSPs, es decir una fosfatasa capaz de defosforilar
P-Tyr y P-Ser/P-Thr. En este estudio se determind que la Cys 160 y el Asp 82 eran los residuos
cataliticos (Grundner et al. 2005). Sin embargo en un nuevo estudio estructural, se clasificé a la
PtpB como una fosfatasa lipidica atipica (ALP), observandose que in vitro presenta triple
especificidad, pudiendo actuar también sobre fosfoinositolfosfatos, incluyendo PI(3)P vy
PI(3,5)P2 (Beresford et al. 2007).

PtpB, no presenta homodlogo humano y la familia a la que pertenece se caracteriza por
presentar una secuencia consenso distintiva en el sitio activo: HCXXGKDR, compartiendo
caracteristicas con las fosfatasas lipidicas eucariotas y con las PTPs. En PtpB la secuencia exacta
del sitio activo es -CFAGKDRT- la cudl define el P-loop (residuos 160-167), similar a la de las
fosfatasas lipidicas eucariotas PTEN (lipid phosphatases phosphatase and tensin homolog
deleted on chromosome 10) y MTMs (miotubularinas). Estudios cinéticos muestran que el Asp
165 y no el Asp 82 previamente reportado seria el residuo importante para la actividad
fosfatasa y que la Lys 164 es importante para la actividad sobre fosfoinositol sustratos como en
las fosfatasas lipidicas eucariotas MTMs y FYVE-DSP1/2 (fosfatasas de tipo DSP que contienen
un dominio FYVE) (Beresford et al. 2007). La estructura cristalografica de PtpB reveld un
plegamiento inusual, no visto en otras estructuras de PTPs (Grundner et al. 2005). A pesar de
que tiene el tipico dominio fosfatasa con una hoja beta central rodeada por hélices alfa, posee
dos inserciones que rodean el dominio central; la insercién 1 (residuos 85-117) e insercién 2
(residuos 197-235) (Figura 1.6). Estas inserciones parecen ser importantes para regular la
funcién de PtpB. La insercién 2 forma una "tapa" de dos hélices (a7 y a8), que cubre el sitio
activo, definiendo una estructura cerrada de la enzima (PDB: 1YWF). La hélice a8 contiene una
PheX, la cual mimetiza a la P-Tyr y se ubica en el sitio activo. Otra caracteristica estructural de
PtpB es la presencia de una hélice alfa (a3) en un motivo conservado que generalmente no
tiene estructura secundaria en las PTPs ni en las DSPs. Esta hélice proporciona un segundo
sitio de unién para inhibidores inhibidor OMTS diferente al sitio activo (Grundner et al. 2007).
La presencia de dos sitios de unidn en PtpB facilitaria el disefio de inhibidores mas especificos,
con afinidad combinada. Asimismo, la diferencia en los sitios de unién respecto a las fosfatasas
humanas también ha motivado la busqueda de inhibidores altamente selectivos. Al dia de hoy
se han reportado alrededor de 16 inhibidores para PtpB (Chiaradia et al. 2012) (Dhanjal et al.
2014) (Silva & Tabernero 2010).
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Figura 1.6. Caracteristicas estructurales de las fosfatasas lipidicas atipicas (ALPs) en comparacién con
una PTB humana de la familia de las DSP.La estructura de PtpB de Mtb (PDB ID 20Z5), a la izquierda,
muestra las 2 inserciones caracteristicas, la insercidon 1 (a7-a8) en magenta, y la insercién 2 (a3A) en
verde, junto con la hélice C3 (a3) conservada en las ALP, en naranja. La estructura de la PTP1B humana
(PDBID 1AAX), a la derecha, muestra que la region analoga a C3 (en naranja) adopta una conformacién
no-helicoidal. El sitio activo (P-loop) se muestra en rojo. Extraido de Beresford et al. (Beresford et al.
2010).

1.3.3. Sustratos de las PtpA y PtpB: hacia la elucidacion de su papel en la biologia de
Mtb

De acuerdo con los antecedentes expuestos anteriormente, PtpA y PtpB constituyen moléculas
relevantes en la biologia de Mtb lo cual justifica el estudio de sus blancos o sustratos
fisiolégicos. El hecho que ambas fosfatasas se recuperen en los sobrenadantes de cultivos
bacterianos, y en el caso de PtpA, en el citosol de los macréfagos infectados, orienta la
busqueda hacia blancos en el macréfago, aunque no deberiamos de descartar totalmente la
posibilidad de que existan blancos en la bacteria. La busqueda de sustratos de fosfatasas ha
resultado mas compleja que en el caso de las quinasas ya que implica detectar la remocién y
no la adicién del grupo fosfato a una proteina; la adicion resulta mds sencilla de detectar
porque se puede marcar al grupo fosfato, por ejemplo utilizando atomos radioactivos. La
estrategia mas comunmente utilizada para identificar potenciales sustratos de PTPs es la
estrategia conocida como substrate trapping (ST), que se basa en la generacién de mutantes de
la fosfatasa que retienen la habilidad de unirse a sus sustratos (Km similar a la proteina salvaje),
pero tendrian ausente o disminuida la capacidad de defosforilarlos (kcat muy baja o nula),
permitiendo la captura del complejo enzima-sustrato (Flint et al. 1997) (Blanchetot et al. 2005)
(Tiganis & Bennett 2007). Inicialmente el mutante mas utilizado para las PTPs ha sido el
mutante en la Cys catalitica la cual es sustituida generalmente por una serina (mutante C/S)
(Blanchetot et al. 2005). Como se mostré en la Figura 1.4, en la proteina salvaje esta Cys
conservada del motivo C[X]sR[S/T] del sitio activo de las PTPs actiia como nucledfilo sobre el
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sustrato fosforilado para formar un intermediario tiofosforilado (E-P), por lo cual el mutante
C/S presenta pérdida total de actividad. Actualmente, el mutante mas utilizado es el producido
por la sustitucion del Asp catalitico por un residuo de Ala (mutante D/A). Este Asp conservado
se encuentra presente en el loop DPY, y en la proteina salvaje asiste la formacién e hidrélisis
del complejo E-P. La mutagénesis de este residuo critico de Asp resulta en una disminucién
importante pero no total de la actividad. Desde que se describid el uso de este mutante D/A, se
han obtenido grandes progresos en la identificacién de sustratos de PTPs.

En 2008, antes del inicio de este trabajo, Bach et al. Identificaron la proteina "Vacuolar Protein
sorting 33B" (VPS33B) empleando la estrategia de ST con el mutante PtpA-D126A. VPS33B es
un componente del complejo proteico de clase C requerido para el trafico y fusidon de
membranas de compartimientos vesiculares de la via endocitica (Bach et al. 2008). Por un lado,
la desfosforilacion de VPS33B por parte de PtpA excluiria la subunidad H del complejo V-
ATPasa (Vacuolar H*-ATP-ase), inhibiendo la acidificacién y maduracién del fagosoma. Se ha
reportado que PtpA interaccionaria primero con la subunidad H de la V-ATPasa, lo cual
contribuiria a aproximar a PtpA a su sustrato VPS33B ubicado en la interfase de unién del
fagosoma con el lisosoma. La unién de PtpA a la V-ATPasa seria entonces un pre-requisito para
la defosforilacién de VPS33B dentro del macréfago (Bach et al. 2008) (Wong et al. 2011).

Mds tarde, en el afio 2014 el mismo grupo reportd un segundo sustrato de PtpA: la proteina
Glycogen Synthase Kinase 3, subunit alpha (GSK3a) (Poirier et al. 2014). Los autores esta vez
utilizaron una estrategia protedmica denominada kinome analysis, para identificar proteinas
que participan en las vias de sefializacion del macréfago y cuya fosforilacién es modificada por
la PtpA de Mtb. Para estudiar el efecto de PtpA, los autores compararon el estado de
fosforilacion de una serie de proteinas sefializadoras provenientes de macréfagos no
infectados, macréfagos infectados con Mtb y macréfagos infectados con APtpA Mtb. Mediante
este método, observaron que la PtpA afecta el patron de fosforilacion de varias proteinas
sefalizadoras, entre ellas GSK3a. Determinaron que PtpA defosforila in vitro la Tyr279 de la
GSK3a, y luego confirmaron la interaccion entre PtpA y GSK3a mediante la tecnologia ALPHA
Screen (amplified luminescent proximity homogeneous assay). La defosforilacién de GSK3a por
PtpA induciria la via anti-apoptética durante la infeccidon temprana, favoreciendo la sobrevida
del patégeno dentro del macréfago hospedero. Recientemente, Wang et al. 2015, encontraron
que PtpA interacciona de forma no-covalente con la ubiquitina del hospedero a través de una
region de PtpA previamente desconocida y nombrada ubiquitin-interacting motif-like (UIML).
Esta interaccién activaria a PtpA la cual segun este trabajo seria capaz de desfoforilar las
quinasas Jnk y p38, con la consecuente inhibicién de la respuesta inflamatoria del macréfago
(medida en término de la disminucién de la secrecién de citoquinas TNFa, IL-1B y IL-12). La
desfosforilacién de Jnk y p38 no sélo afectaria vias asociadas a la expresion de citoquinas sino
también regularia otras moléculas downstream en la via de sefalizacién involucradas en la

apoptosis, autofagia, respuesta al estrés y proliferaciéon (Figura 1.7).
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Figura 1.7. Esquema representativo de las vias de sefializacién que serian alteradas por las fosfatasas de
Mtb, PtpA, PtpB y SapM, que son secretadas por Mtb durante la infeccién del macréfago. Mientras que
PtpA se ha demostrado que es traslocada al citosol, éste fendmeno no se ha observado directamente
para PtpB y SapM (lineas azules interrumpidas). SapM actuaria desfosforilando PI3P en la membrana
del fagosoma, inhibiendo las vias de sefializacidon del hospedero y el reclutamiento de proteinas del
trafico de membranas hacia el fagosoma. La actividad de PtpB llevaria a una disminuciéon en la
fosforilacidn de las quinasas ERK1/2 y p38, y un aumento en la fosforilacién de Akt, resultando en una
disminucién en la produccidn de IL-6 y una disminucién de la apoptosis respectivamente. PtpA: actuaria
desfosforilando VPS33B, lo cual resulta en la exclusién de la V-ATPasa del fagosoma, inhibiendo la
acidificacion y maduracién del fagosoma. Asimismo, PtpA interaccionaria no covalentemente con la
ubiquitina del hospedero a través de la region UIML, activando PtpA que desfosforilaria la quinasa Jnk y
la MAPK p38 suprimiendo asi la respuesta. Por otro lado PtpA bloquea la respuesta inmune innata

mediada por el adaptador TAB3 y dependiente de NF-kB.
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Hasta ahora no se han identificado sustratos para PtpB, pero se han sugerido varios teniendo
en cuenta evidencias experimentales indirectas. Se piensa que PtpB cumple un rol en atenuar
la respuesta inflamatoria del hospedero, interfiriendo con la sefializacion mediada por
interferon gamma (IFNy) en macréfagos (Zhou et al. 2010). Los autores sugieren que PtpB
desfosforila dos quinasas del macréfago (ERK1/2 y p38), bloqueando la produccion de IL-6, e
inhibiendo asi la respuesta inmune innata del hospedero. Asimismo, se postula que PtpB
activaria en paralelo la via mediada por la quinasa Akt, inhibiendo la apoptosis de los
macréfagos, lo que permitiria la persistencia de la bacteria dentro de las células eucariotas
(Zhou et al. 2010).

Finalmente, dada su actividad in vitro sobre fosofinositoles, se postula que PtpB podria alterar
el metabolismo del fosfoinositol y las vias de sefalizacién asociadas, que juegan un rol
importante en la maduracién del fagosoma (Beresford et al. 2007).

En resumen, teniendo en cuenta los antecedentes expuestos, surge que las fosfatasas en Tyr
son capaces de utilizar multiples sustratos proteicos, mostrando potencial para modular una
variedad de vias de sefnalizacion asociadas a propiedades funcionales del macrofago. Esta
modulacion pareceria contribuir a la adpatacion y sobrevida de Mtb en el macrofago.

1.4. Objetivos y estrategia experimental

1.4.1. Objetivo general

El objetivo general de esta tesis es avanzar en la comprensién del papel que cumplen las
fosfatasas PtpA y PtpB en la adaptacidon de Mtb a su célula hospedera.

1.4.2. Objetivos especificos
1. Aislar e identificar nuevos sustratos de la fosfatasa PtpA de Mtb.

2. Validar los nuevos sustratos de la fosfatasa PtpA de Mtb, como punto de partida para
orientar el andlisis de las propiedades celulares que podria modular en los macréfagos.
2.1. Se analizara la interaccion entre la PtpA y los sustratos identificados, previamente
obtenidos en forma pura, asi como la capacidad de la PtpA de desfosforilarlos.

2.2. Se introducira el gen de la PtpA en macréfagos humanos mediante la utilizacidn de
un vector viral para evaluar el efecto de la PtpA en las propiedades funcionales de los

macroéfagos, asociadas a los candidatos identificados.

3. Con respecto a la PtpB, prepararemos mutantes que permitan a futuro reproducir el
trabajo que desarrollemos con la PtpA.
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1.4.3. Estrategia experimental

Como metodologia para abordar la identificacion de los sustratos se utilizard una estrategia de
ST, pero optimizando etapas de la metodologia que consideramos cruciales para su éxito. En
primer lugar, sabemos que un mutante para ser utilizado en ST debe: (i) ser inactivo o
parcialmente inactivo (kc;t muy baja o nula, determinada con un sustrato artificial), (ii) unir
eficientemente a su sustrato (Km similar a la de la proteina salvaje) y (iii) mantener
practicamente su estructura integral. Vale la pena mencionar que en muchos de los trabajos
publicados que usan ST (incluyendo como ya se menciond el de Bach et al.), el mutante
utilizado no ha sido caracterizado estructuralmente, poniendo en duda la pertinencia de los
sustratos identificados. Nos proponemos trabajar con el mutante PtpA-D126A previamente
utilizado por Bach et al, pero estudiaremos las propiedades estructurales y funcionales para
asegurarnos que la enzima obtenida es adecuada para su uso en la estrategia de ST. Ademas,
para el ST emplearemos extractos de macrdéfagos enriquecidos en P-Tyr mediante el uso de
inhibidores de fosfatasas como el ortovanadato de sodio y la iodoacetamida durante su
preparacion. Por otro lado, para el aislamiento de potenciales sustratos por ST, es fundamental
cuidar las condiciones experimentales de los ensayos de asociacion, definiendo cuales son las
condiciones mas favorables a emplear en las etapas de lavado y elucion, de forma de evitar la
captura de proteinas abundantes e inespecificas que dificultan el aislamiento de las proteinas
de interés. Para optimizar el ST, evaluaremos en forma previa por Resonancia Plasménica de
Superficie (SPR) la interaccién de la PtpA D126A con componentes del extracto de macréfagos
humanos enriquecidos en P-Tyr, y determinaremos las caracteristicas especificas de dicha
interaccion.

A la identificacién por espectrometria de masas de las proteinas asiladas por ST seguird una
etapa posterior de validacion como sustratos de la PtpA. Se han descripto diferentes
aproximaciones experimentales y criterios para la validacién de sustratos, no existiendo un
estandar experimental minimo para definir una molécula como sustrato de una PTP, hecho que
discuten Tiganis & Benett (Tiganis & Bennett 2007). Estos autores han propuesto tres criterios
para esta definicion: (i) demostracién de la interaccién directa entre el potencial sustrato y la
PTP; ademads, la formacién de este complejo deberia inhibirse con ortovanadato de sodio, un
inhibidor competitivo de las PTPs; (ii) desfosforilaciéon in vitro del sustrato por parte de la
fosfatasa; (iii) modulacién a nivel celular por parte de la PTP de la fosforilacién en Tyr del
potencial sustrato. Cada una de estas aproximaciones proporciona evidencias que sugieren la
identificacion de un potencial sustrato de PTP, pero todas tienen limitaciones. En este trabajo
buscaremos validar in vitro los sustratos aislados por ST. Ademas, teniendo en cuenta la
identidad de los mismos y la informacién en la literatura sobre sus funciones, nos proponemos
poner a punto un modelo experimental -basado en la expresion de PtpA en macréfagos
humanos- que nos permita examinar si PtpA modifica aquellas propiedades funcionales de los
macréfagos que estdn asociadas a la actividad de los candidatos identificados.
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CAPITULO 2
MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales
2.1.1. Reactivos quimicos y bioquimicos

Todas los productos que se detallan a continuacion se obtuvieron de Sigma o AppliChem, o
segln se detalla.

Sales inorgdnicas; compuestos utilizados en la preparaciéon de soluciones amortiguadoras
(buffer): 4acido 4-(2-hidroxietil) -1-piperazina-etano sulfénico (HEPES), tris(hidroximetil)
aminometano (TRIS).

Ditiotreitol (DTT); iodoacetamida (IAA); acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y etanolamina.

Inhibidores de proteasas: benzamidina, inhibidor de tripsina, fluoruro de fenilmetilsulfonilo
(PMSF), coctail de inhibidores de proteasas sin EDTA (Sigma S8830). Sustrato artificial de
fosfatasas: para-nitro fenil fosfato (p-NPP).

Agarosa, acrilamida, N,N'-metilen-bis-acrilamida, glicina, N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamine
(TEMED), azul de bromofenol, azul de Coomasie R-250, azul de Coomasie G-250, nitrato de
plata, seroalbumina bovina (BSA), azida de sodio.

Solventes orgdnicos: etanol, glicerol, formalina, acetonitrilo, dimetilsulféxido (DMSO).

Reactivos utilizados en la preparaciéon de medios de cultivo de bacterias: triptona, extracto de
levadura, Lysogeny broth (LB), agar.

Antibidticos: ampicilina, kanamicina, tetraciclina.

Detergentes: lauril sulfato de sodio (SDS), polisorbato 20 (Tween 20), t-octil-
fenoxipolietoxietanol (Tritén X-100).

Marcadores de PM de proteinas: Fermentas SM 0431 y Fermentas SM0431 prestained kit.
Marcadores de PM para ADN: 100 bp DNA Ladder Bioron 304005; 1 Kb Fermentas SM0311.

Bloqueante comercial : Blocking solution, Invitrogen #00-0105.

Medios de cultivo de lineas celulares: RPMI 1640 (Sigma), DMEM (Gibco 12320032).



2.1.2. Lineas celulares

2.1.2.1. Cultivo de monocitos de la linea THP-1 humana

La linea celular pre-monocitica humana THP-1 (American Type Culture Collection, ATCC TIB-
202) se cultivé a 37°C bajo una atmdsfera hiumeda con 5% CO, en medio RPMI 1640 (Sigma)
suplementado con L-glutamina 2 mM (Invitrogen), bicarbonato de sodio 1.5 g/l, piruvato de
sodio 1 mM, Hepes a pH 7.0, suero fetal bovino 10% (SBF, Invitrogen), antibidtico y
antimicdtico (penicilina, streptomicina, anfotericina, Sigma # A5955) (ATB/AM Sigma). Los
cultivos se mantuvieron a una concentracién entre 0.2-1.0 x 10° células/mL. Estas células
crecen en suspension, por lo cual para expandir el cultivo, las células se centrifugaron (10 min a
800 rpm) cuando alcanzaron una concentracion de 1.0 x 10° cel/ml, y se resuspendieron a una
concentracion entre 0.2-0.3 x 10° cel/ml.

2.1.2.2. Cultivo de la linea celular Vero 2.2

La linea celular Vero 2-2 (provista por el Dr. Cornel Fraefel del Instituto de Virologia de la
Universidad de Zurich, Suiza) es una linea celular derivada de la linea Vero de epitelio de higado
de mono africano, a la cual se le incorporé al genoma un plasmido conteniendo el promotor y
el gen ICP27 de HSV-1. Dicha linea celular se cultivd en medio DMEM completo (DMEM,
conteniendo SBF 10%, antibidtico-antimicético 1% (Penicilina, Streptomicina, anfotericina B,
Gibco #15240-062) (ATB/AM Gibco), G418 sulfato (Geneticina, Gibco) 500 ug/mL, a 37°C bajo
una atmdsfera humeda con 5% CO,. Las células Vero se adhieren a la superficie, por lo cual
para mantener y/o expandir el cultivo las células se disgregaron con tratamiento con una
solucién de Tripsina 0.25%-EDTA 0.02%. Para mantener la linea celular se realizaron 2 pasajes
semanales realizando una dilucién 1:5 de la suspensién con medio fresco.

2.2 . Métodos generales de biologia molecular

2.2.1. Preparacion de células competentes de Escherichia coli

Se prepararon células E.coli DH5a. y células E coli BL21 (DE3) quimio-competentes y células
E.coli DH5a y E.coli XL-1 blue electro-competentes. Las células DH5c. y XL-1 blue se utilizaron
para la evaluacion de las mutagénesis realizadas y en la expansion de los vectores utilizados a
lo largo de la tesis: el pET28a conteniendo el gen de la PtpA salvaje (PtpA-wt del inglés wild
type) y el gen de PtpA-D126A; el pET28a conteniendo el gen de la PtpB salvaje (PtpB-wt); y el
bacmido fHSV-Apac-AICP27. Las células BL21(DE3) se utilizaron para los ensayos de expresion
de los genes de interés especificados.

2.2.1.2. Obtencidn de células de E. coli quimio-competentes
El protocolo utilizado para la produccion de células quimio-competentes estd basado en el uso
de CaCl, (Mandel & Higa 1970). Se inoculé un tubo de 3 mL de Lysogeny broth (LB) con una
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colonia fresca de la cepa de células E.coli DH5a o E coli BL21 (DE3). Se dejo crecer toda la noche
a 37°C bajo una agitacién de 200 rpm. Al dia siguiente se inocularon 250 mL de LB en un matraz
de 1L, con 2.5 mL (1/100) del precultivo. Se crecié a 37°C hasta que la densidad dptica (D.0.) a
620 nm alcanzara 0.3. Se centrifugd a 3500 rpm, durante 10 min a 4°C. A partir de ese
momento las células y reactivos se mantuvieron en frio. Se descarté el sobrenadante, se lavo el
pellet con 100 mL de CaCl, 0.1 M estéril, agregando de a poco hasta resuspender el pellet.
Posteriormente se centrifugd a 3500 rpm, durante 10 min a 4°C. Se descarto el sobrenadante y
se resuspendio el pellet en 100 mL de CaCl,0.1 M. Se incubd 1 h a 4°C en la solucién de CaCl,
0.1 M. Se centrifugd a 3500 rpm durante 10 min a 4°C y se resuspendio el pellet en 3 mL de
CaCl, con 20% glicerol estéril. Finalmente, la suspension de células se alicuoté de a 50-100 pL
en eppendorf pre-enfriados en hielo, y se almacend rdpidamente a -80°C.

2.2.1.3. Obtencion de células E.coli XL-1 blue y E.coli DH5c. electro-competentes

Las células E.coli XL-1 blue tienen resistencia a tetraciclina por lo cual se preparé un precultivo
en 5 mL de LB con 12.5 pug/mL de tetraciclina, a partir de una colonia fresca de la bacteria. Se
dejé crecer toda la noche a 37°C bajo una agitaciéon de 200 rpm. Posteriormente se inoculd 1L
de LB conteniendo tetraciclina con 4.5 mL del precultivo y se puso a crecer a 37°C bajo
agitacién a 200 rpm, hasta que la DOgoo nm alcanzara 0.65. Se puso a enfriar el cultivo 15-30 min
en hielo, y luego se centrifugaron las células a 4000 rpm, durante 15 min a 4°C. Se descarto el
sobrenadante y se resuspendieron las células en un volumen final de 1L de agua fria estéril,
manteniendo siempre en hielo. Se centrifugaron las células a 4000 rpm, durante 15 min a 4°C.
Se descartd el sobrenadante, se lavaron las células con un volumen final de 500 mL de agua fria
estéril y se centrifugaron nuevamente a 4000 rpm, durante 15 min a 4°C. Se descartd el
sobrenadante y resuspendié en 20 mL de glicerol al 10% estéril frio. Finalmente, luego de
centrifugar a 4000 rpm, durante 15 min a 4°C se descartd el sobrenadante y se resuspendio el
pellet en 2.5 mL de glicerol al 10% estéril y frio. Se alicuotaron las células rapidamente de a 50-
100 pL en tubos previamente enfriados, manteniéndolos en hielo y se almacenaron
rapidamente a -80°C. En el caso de la produccién de E.coli DH5a electro-competentes se utilizé
el mismo protocolo pero preparandose el precultivo y cultivo sin antibiético.

Para cada lote de células competentes preparadas se calculd la eficiencia de la transformacion,
realizando para ello una transformacién con un plasmido de concentracidn conocida y
sembrando varias diluciones de la mezcla de transformacion en las placas de LB adecuadas.

2.2.2. Transformacion de células de E. coli

2.2.2.1. Transformacion quimica de E. coli con los vectores de interés

Se transformaron bacterias quimio-competentes E.coli DH5a con el vector de interés, por la
técnica de shock térmico. Para ello, se descongeld una alicuota de 50 uL de células durante 10
min en hielo; pasado ese tiempo se agregaron 100-200 ng del ADN plasmidico de interés (o 5

36



uL del producto de mutagénesis tratado con Dpnl), se incubd 30 min en hielo, se realizé el
shock térmico en bafio de agua a 42°C durante 90 s e inmediatamente se enfriaron 2 min en
hielo. Luego se agregaron 500 puL de medio de cultivo LB y se incubaron 1 h a 37°C bajo
agitacién a 200 rpm. El vector pET28a contiene un gen de resistencia a la kanamicina, por lo
cual se sembraron 100-200 pL de la mezcla de transformacién en placas de LB Agar
conteniendo 50 pg/mL de kanamicina (LB-kanamicina). Las placas se incubaron en una estufa a
37°C por 16 hs para posterior evaluacién del crecimiento de colonias transformantes.

2.2.2.2 Transformacion de células por electroporacion

Para realizar la transformacion de las células electro-competentes se siguié el protocolo del
equipo Gene Pulser X Cell Electroporation System (BioRad). Se descongelé una alicuota de 50 uL
de células electro-competentes E. coli XL-1 blue durante 10 min en hielo. En un eppendorf
previamente enfriado en hielo se colocaron 40 pL de la suspensidn de células. Se agregd 1 uL
del ADN plasmidico de interés, se homogeneizé bien y se dejé 1-2 min en hielo. Se pasé la
mezcla a una celda de electroporacién de 2 mm de espesor previamente enfriada. En el equipo
se selecciond el protocolo para bacterias, se colocd la celda en el electroporador, se dio un
pulso de 5 ms, 2.5 kv y luego rapidamente se agregé 1 mL de LB o SOC a la celda y se mezcld
por inversion. Se pasé la suspensidon de células a un eppendorf y se incubd 1 h a 37°C bajo
agitacién a 200 rpm. Se sembraron 100-200 pL de la mezcla de transformacién en placas de LB-
kanamicina. Las placas se incubaron en una estufa a 37°C por 16 hs para posterior evaluacion
del crecimiento de colonias transformantes.

2.2.3. Purificacion de los plasmidos conteniendo el gen de interés

Para purificar el ADN plasmidico se siguio el protocolo de purificacion por lisis alcalina. Para la
obtencién de un precultivo se inoculé una colonia de una placa fresca de E. coli DH5 alfa o XL1-
blue conteniendo el vector pET 28a(+) con el gen de interés en 3 mL de medio LB-kanamicina,
dejandose crecer a 37°C bajo agitacion a 200 rpm por 16 hs. Se centrifugd 1 min a 12.000 rpm
(2 veces, para colectar todo el cultivo) y se descarté el sobrenadante. El pellet se resuspendid
en 200 pL de Tris-HCI 50 mM pH 8.0, EDTA 10 mM vy se agregaron 5 uL de ARNasa 10 mg/mL.
Posteriormente se agregaron 200 plL de una solucion recién preparada de NaOH 200 mM, SDS
1% y se mezcld por inversion suavemente, incubando 5 min a temperatura ambiente (TA).
Pasado este tiempo se agregaron 200 pL de una solucidon de acetato de potasio 3 M pH 4.8
(fria), observandose la aparicién de turbidez blanca al precipitar las proteinas y el ADN
cromosomico. Se mezclé por inversion, se dejé 5 min en hielo y posteriormente se centrifugd a
12.000 rpm por 20 min recuperandose en el sobrenadante el ADN plasmidico. Al sobrenadante
se le agregd 0.6 volumenes de isopropanol para concentrar el ADN plasmidico por
precipitacion. Se incubd 15 min en hielo y se centrifugé a 12.000 rpm esta vez a 4°C por 20 min.
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Se descartd el sobrenadante y se lavd el pellet con 1 mL de etanol 70% frio. Se centrifugd a
12.000 rpm 5 min a TA, se descarté todo el sobrenadante y se secé el pellet bajo lampara para
finalmente resuspenderlo en 35 L de agua miliQ. El ADN plasmidico obtenido se conservod a -
20°C.

2.2.4. Cuantificacion de acidos nucleicos

La cuantificacién se realizé mediante medida espectrofotométrica en Nano Drop Lite (Thermo
Scientific) y en paralelo mediante electroforesis en gel de agarosa, comparando la intensidad
de la banda de interés con la intensidad correspondiente a la banda del estdndar de tamafio
similar y concentracién conocida.

2.2.5. Electroforesis en geles de agarosa

Se prepararon geles de agarosa 1% en buffer 0.5x TBE (Tris acetato 20 mM, EDTA 2 mM, pH 8) y
se le agregd 2 uL del reactivo GoodView (SBS Genetech) por cada 50 mL de gel para detectar la
presencia de acidos nucleicos por exposicion al UV. A las muestras se les agregd buffer de carga
6x (glicerol 50%, azul de bromofenol 0.02%, xilencianol 0.002%) y se sembraron junto con un
marcador de acidos nucleicos de tamafio adecuado. Se realizé la electroforesis en buffer TBE
0.5x a 80V. Las imagenes se registraron con la camara fotografica.

2.2. Métodos generales de bioquimica de proteinas

2.2.1. Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracién de proteinas se determind por el método de Bradford (Bradford 1976) que se
basa en la deteccidn de la interaccion del Azul de Coomasie G-250 con ciertos aminodcidos
presentes en las proteinas (Arg, Trp, Tyr, His, Phe), lo que provoca un corrimiento en el
espectro de absorcion del compuesto de un color rojo/amarronado al color azul, facilmente
detectable a 595 nm. El método se adaptd para su realizacién en placa de 96 pocillos. Las
muestras y diluciones conocidas del estandar de seroalbimina bovina (BSA) se analizaron por
triplicado. A 10 uL de cada muestra se le agregaron 200 uL del reactivo de Bradford (Coomassie
Brilliant Blue G-250 10% (p/v) en una solucién de etanol 95%, acido fosférico 85% (p/v) y agua
miliQ (5:10:85). Se mezclé e incubd 5 min, y se midid la Abssgsnm. Con los valores de
absorbancia de las concentraciones del estandar de BSA se realizd una curva de calibracién la
cual se ajusté a una ecuacién cuadratica de la forma y=ax’+bx+c siendo y= pg BSA/uL y x=
Abssgsnm tal como recomiendan Olson,B.J. & Markwell (Olson & Markwell 2007).
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2.2.2. Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Las proteinas se separaron segun su peso molecular mediante SDS-PAGE siguiendo el protocolo
convencional (Laemmli 1970), utilizando un gel concentrador al 6% (p/v) y un gel separador de
12 o0 15% de acrilamida dependiendo de la muestra. Las muestras se diluyeron con buffer
muestra 6X (Tris 0.35 M, SDS 10%, glicerol 30%, azul de bromofenol 0.02%) hasta una
concentracién 1x de dicho buffer, se les agregd DTT a una concentracion final 50-100 mM, se
calentaron 5 min a 95°C, y se dejaron enfriar previo a ser sembradas en los pocillos del gel de
electroforesis. La misma se realizé a 60 V durante el pasaje por el gel concentrador, y luego a
180 V durante el pasaje por el gel separador, en un buffer Tris glicina (Tris 25 mM, glicina 192
mM, SDS 0.1% pH 8.3). El peso molecular de las muestras se estimé por comparacién con
estandares de PM. Los geles se tifieron con azul de Coomassie R-250, o con plata, o se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa por electrotransferencia (ver seccién 2.2.3)
dependiendo del experimento.

La tincion de Coomassie se realizd por inmersion en una solucion de Coomassie blue R250 0.2%
(p/v), etanol 30% (v/v), acido acético 7% (v/v) durante 60 min y luego se decolordé con una
solucién de etanol 30% (v/v) y acido acético 7% (v/v). La tincién de plata se llevd a cabo
siguiendo el siguiente protocolo: (i) se fijaron las proteinas incubando el gel en una solucién de
acido acético al 10%, etanol 50%, formalina 0.05%, durante al menos 1 h con agitacion. ii) se
realizaron 3 lavados de 5 min cada uno con etanol 50%, y se enjuagd 1 min con agua mQ; (iii) se
incubd rapidamente (no mds de 30 seg) con la solucidn de sensibilizaciéon (Na,S;03.5H,0 al
0.02%) y luego se hicieron 3 lavados de 1 min con agua mQ; (iii) se incub6 en oscuridad durante
20 min con solucién de tincién (nitrato de plata 0.2% (p/v), formalina 0.075% (v/v)) y
finalmente se hicieron 3 lavados de 1 min con agua mQ; (iv) por ultimo se incubd con solucién
de revelado (Na,CO3; 3%, Na,S,05.5H,0 0.0004 %, formalina 0.05%), hasta que se visualizaron
las bandas, deteniéndose la reaccion con solucidon de fijacion.

2.2.3. Electrotransferencia e inmunodeteccion (inmunoblot)

Las muestras separadas por SDS-PAGE se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
(Thermo) utilizando el sistema de transferencia himeda de BioRad, en Tris-HCI 25 mM, glicina
192 mM, SDS 0.1%, etanol 20%. Las proteinas se transfirieron durante 1 h a 100 V. Una vez
finalizada la transferencia, la membrana se bloquedé con Bloqueante comercial, durante toda la
noche a 4°C. Luego se lavé la membrana dos veces con TBS (Tris-Cl 50 mM pH 7.5, NaCl 150
mM) conteniendo Tween-20 al 0.1% (TBS-T) y se incubd con el anticuerpo diluido en TBS-T
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durante 90 min o toda la noche segun el anticuerpo utilizado. Luego de 3 lavados de 5 min cada
uno se incubd la membrana durante 1 h con el anticuerpo secundario conjugado a fosfatasa
alcalina (FA) o a peroxidasa (HRP) segun el experimento. Posteriormente, luego de 4 lavados
con TBS-T, y un lavado con TBS se procedié al revelado. En los ensayos en que se utilizd el
anticuerpo secundario conjugado a FA, se agregd el sustrato comercial BCIP/NBT (blue liquid
substrate system Sigma #B3804) hasta la aparicion de las bandas; cuando se utilizo el
anticuerpo conjugado a HRP se revelé con el sustrato comercial Super Signal West Pico
Chemiluminescent substrate (Thermo). En este caso se incubd la membrana 5 min con el
sustrato, y luego se expuso en el equipo de quimioluminiscencia GBOX Chemi System
(SynGene), haciendo exposiciones en general de entre 10 s y 2 min segun el anticuerpo
utilizado.

A lo largo de la tesis, se utilizé en varias oportunidades la metodologia de inmunodeteccion por
inmunoblot (western blot), y se utilizaron los siguientes anticuerpos comerciales:

Anticuerpos primarios:

Anticuerpo Origen Procedencia Dilucién
anti fosfotirosina Monoclonal en ratén Invitrogen #136600 1/500
anti fosfotirosina Monoclonal en ratén Cell Signalling # 9411 1/2000
anti ECHA/ECHB Monoclonal en ratén Abcam #ab110302 1/500
anti K6PP Policlonal en conejo Abcam #ab186132 1/2000
anti ATP5A Monoclonal en ratén Abcam #ab14748 1/1000
Anticuerpos secundarios:

Anticuerpo Origen Procedencia Dilucién
anti-mouse- FA Cabra Sigma #A3562 1/30000
anti mouse-HRP Cabra Santa cruz sc2005 1/2000
anti mouse-HRP Cabra Sigma #A4416 1/10000
anti rabbit-HRP Cabra Sigma #A6154 1/5000

2.3. Obtencion de los mutantes de las fosfatasas PtpA y PtpB

Los vectores pET 28a(+) conteniendo el gen de la PtpA-wt y PtpB-wt fueron obtenidos
previamente por la Dra. Villarino en el laboratorio dirigido por el Dr. Pedro Alzari (Unité de
Biochimie Structurale, Institut Pasteur, Paris-Francia). El vector pET 28a(+) confiere a las
bacterias transformadas resistencia al antibiético kanamicina, y presenta el promotor del fago
T7, por lo cual la induccién de la sintesis de la T7 polimerasa promueve la expresion de la
proteina recombinante. El mutante PtpA-D126A a ser utilizado en la estrategia de Substrate
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Trapping fue obtenido también por la Dra. Villarino por mutagénesis sitio dirigida, utilizando
como molde el gen de PtpA-wt clonado en el vector pET 28a(+). En la figura 1 se muestra un
esquema del vector pET 28a(+) y la secuencia del mismo indicando el sitio donde fue clonado el
gen de PtpA-wt y PtpB-wt.

Los mutantes en la Cys catalitica de PtpA: PtpA-C11S y PtpB: PtpB-C160S fueron obtenidos por
mutagénesis sitio dirigida utilizando el protocolo descrito en Stratagene, QuikChange® Site-
Directed Mutagenesis Kit, utilizando como molde el pldsmido conteniendo el gen de PtpA
(Rv2234) o el de PtpB (Rv0153c), e iniciadores conteniendo el coddn con la mutacién.

Los iniciadores utilizados para la produccién de PtpA-C11S (cambio de TGT a TCT), fueron:
Sentido: 5" -TTC GTT TCT ACG GGC AAC ATC TG-3’
Antisentido: 5'- CAG ATG TTG CCC GTA GAA ACG AA-3’

Los iniciadores utilizados para la produccién de PtpB-C160S (cambio de TGC a AGC), fueron:
Sentido: 5°- CCA CAG CTT CGC GGG TAA GGATGC - 3’
Antisentido: 5- CGA TCC TTA CCC GCG AAG CTG TGG - 3’

La reaccion de PCR se realizé utilizando 50 ng del ADN molde (PtpA-wt o PtpB-wt), 125 ng de
cada uno de los iniciadores, 1 pL dNTP mix (10 mM), y 1.25 Ul de Pfu ADN polimerasa
(Stratagene), en un volumen final de 50 pL conteniendo 2 mM MgSQ,. Las condiciones de
reaccion fueron: 30 s a 95°C, y 16 ciclos de 30 s a 95°C seguido de 1 min a 55°Cy 5 min a 68°C.
Luego de la reaccién de PCR, 10 pL del producto se trataron con 1 uL de la enzima Dpn | (10
U/uL) (Invitrogen) que se utilizé para digerir el ADN parental metilado y dejar sélo el vector
conteniendo la mutacidn. Se incubd la reaccidn con la enzima durante 1 h a 37°C. Con el vector
obtenido se transformaron células E. coli DH5a quimiocompetentes en uno de los casos o
células E. coli XL-1 electrocompetentes (con mayor eficiencia de transformacién). Con las
colonias tranformantes obtenidas se realizaron precultivos en LB-kanamicina, a partir de los
cuales se purificd el ADN plasmidico, y se almacend a -20°C. La pureza del mismo se analizé en
gel de agarosa al 1% y la secuencia del gen de interés fue verificada por secuenciacion (Servicio
de secuenciacion del Institut Pasteur de Montevideo).
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T7 promoter primer #69348-3
pET upslveaylv\"pnmer #69214-3 T7 promoter lac operator Xbal he
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
Neol His-Tag _Ndel Nhel T7-Tag

TATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGETGCCGCGCGGCAGCCATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAA
MetGlySerSerHisHisHisHisHisHisSerSerGlylLeuValProArgGlySerHisMetAlaSerMetThrGlyGlyGInGIn
zouvolProdrellyser!
Eagl thrombin
___ BamH|EcoR| Sacl Sall_ Hind Il __Not! Xhol His-Tag
ATGGGTCGCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGEACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGECTGCTAACAAAGCCE  pET-28al(+)
MetGlyArgGlySerG|uPheG luleuArgArgGInAlaCysG|yArgThrArgAlaProProProProProleuArgSerG|lyCysEnd

GGTCGGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCC pET-28b(+)
GlyArgAspProAsnSerSerSerValAsplysleuAlaAlaAlaleuGluHisHisHisHisHisHiSEnd

GGTCGGATCCGAATTCGAGETCCGTCCACAAGC TTECGECCECACTCEAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGEETGCTAACAAAGCLE pET-28c (+)
GlyArglleArgl leArghlaProSerThrSerleuhrgProHisSerSerThr ThrTheThr ThrThrGlul leArgleuleuThrlysPro. . .

Bpui102 | T7 terminator
GAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

-~
T7 terminator primer #69337-3

PET-28a-c(+) cloning/expression region

Figura 2.1. Vector de clonacion pET-28a(+). (A) Esquema del vector mostrando los diferentes elementos
qgue contiene, entre ellos el gen que confiere resistencia a la kanamicina y lo sitios de corte de enzimas
de restriccién (www.helmholtz-muenchen.de/fileadmin/PEPF/pET_vectors/pET-28a-c_map.pdf).

(B) Secuencia del vector indicando en azul el sitio donde fue clonado el gen de PtpA y PtpB de M.
tuberculosis, utilizando las enzimas de restriccion Ndel y Hindlll. Se puede observar que de esta forma al
gen de la fosfatasa se le adiciona una secuencia que codifica para un His-tag en la regién N-terminal.
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2.4. Produccion de las proteinas recombinantes

2.4.1. Expresion de las proteinas recombinantes en E. coli BL21 (DE3)

Se expresaron en forma recombinante PtpA-wt, PtpB-wt, PtpA-D126A y PtpB-C160S. Las
proteinas wt fueron producidas para ser utilizadas como referencia en la caracterizacion de los
mutantes puntuales obtenidos. El mutante PtpA-D126A fue utilizado en los ensayos de
substrate trapping con el objetivo de aislar posibles sustratos de PtpA.

Para expresar las proteinas recombinantes se transformaron células de la cepa E. coli BL21
(DE3) quimio-competentes con el vector pET28a conteniendo el gen de PtpA-wt, PtpA-D126A,
PtpB-wt o PtpB-C160S, siguiendo el protocolo de transformacidon quimica detallado en el punto
1.2.1. Se utilizaron 100-200 ng de ADN plasmidico para realizar la transformacion. Se realizé un
precultivo en medio LB-kanamicina inoculando unas 3-5 colonias de E. coli BL21 (DE3) de la
placa conteniendo transformantes. Se incubd a 37°C bajo agitacion de 200 rpm por 16 hs.
Pasado ese tiempo se diluyd el precultivo en medio LB-kanamicina fresco (1 mL de precultivo
por litro de medio). El cultivo se incubd a 37°C bajo agitacidon (180 rpm) hasta llegar a una
DOgoonm de entre 0.7-0.8, correspondiente al final de la fase exponencial de crecimiento
bacteriano, determinado previamente (Purificagdo 2008). Alcanzada la DOggonm Optima, se dejo
alcanzar los 15°C (20 min) y luego se indujo la expresién de la proteina de interés con 0.5 mM
de isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) durante 16 hs a dicha temperatura, bajo
agitacién a 180 rpm. Posteriormente, el cultivo se centrifugd a 4°C y 6000 rpm por 15 min, se
descarté el sobrenadante y se resuspendié el pellet en buffer de lisis frio (Tris-HCI 20 mM, NacCl
0.5 M, y glicerol al 10%) suplementado con un cocktail de inhibidores de proteasas sin EDTA. Se
utilizé 1 mL de buffer de lisis por cada 0.06 gramos de pellet himedo. Se agregd 0.1 mg/mL de
lisozima para debilitar la pared celular, y se mantuvo en hielo por 30 min. Las células se lisaron
por sonicacion en hielo realizando 10 ciclos de 1 min a 25% de amplitud y 1 min de descanso en
hielo (Branson digital sonifer), luego se agregé ADNasa a una concentracion final de 5 pug/mL,
se incubd 15 min en hielo y posteriormente la suspensidn se centrifugd a 12.000 g durante 1 h
a 4°C, y el sobrenadante de lisis se filtré por 0.22 um.

2.4.2. Purificacion de las proteinas recombinantes por afinidad a metales

Las proteinas recombinantes expresadas como se describié anteriormente presentan en el
extremo N-terminal una cola de seis histidinas (His-tag), lo que permite su purificacién por
cromatografia de afinidad por metales (IMAC) (Porath 1992). Se prepardé una columna
utilizando 2 mL de la matriz comercial Chelating sepharose fast flow (GE Healthcare #28-4047-
39 AC) a la cual se le cargé el metal mezclando la matriz con 600 uL de CuSO, 0.2 M. Para
eliminar el exceso de metal se lavd la matriz con agua destilada y con acetato de sodio 0.02 M
pH 4 conteniendo NaCl 1 M, hasta que el pH a la salida de la columna alcanzé un valor de 4.
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Finalmente se equilibré con buffer de lisis (Tris-HCl 20 mM pH 8.0, NaCl 0.5 M, glicerol 10%). El
sobrenadante de lisis filtrado conteniendo las proteinas solubles, preparado como se describié
anteriormente, se mezcldé con la matriz cargada de cobre y se incubé durante 40 min a TA bajo
agitacién suave. Transcurrido el tiempo se recuperd la matriz en la columna vacia y se guardé la
fraccion no pegada a la columna. Las proteinas no unidas o unidas de manera muy débil se
removieron mediante 3 lavados de 5 mL con buffer de lisis sin imidazol (L1), 3 lavados de 5 mL
con buffer de lisis con imidazol 10 mM (L2), 3 lavados de 5 mL con buffer de lisis con imidazol
20 mM (L3). A continuacién se prosiguié con la elucidn de la proteina inmovilizada, con buffer
de lisis conteniendo imidazol 300 mM, realizando 6 eluciones de 3 mL cada una. Las fracciones
se analizaron por SDS-PAGE y aquellas conteniendo la proteina recombinante purificada se
mezclaron y dializaron a 4°C en 4 etapas de 2 hs cada una contra buffer de elucién en el cual se
fue disminuyendo gradualmente la concentracion de imidazol (150 mM, 75 mM, 35 mM y sin
imidazol). La composicién del ultimo buffer de dialisis fue Tris-HCI 20 mM pH 8.0, NaCl 50mM,
EDTA 5 mM, glicerol 10%, DTT 5 mM. Las proteinas se concentraron por ultrafiltracion
utilizando una membrana de corte 10 kDa (Amicon Ultra-15 Millipore). La concentracion de
proteinas se determind utilizando el reactivo de Bradford (detallado en 2.2.1) y la muestra de
proteinas dializadas se conservé a 4°C hasta la siguiente etapa de purificacion.

2.4.3. Purificacion de las proteinas por cromatografia de exclusion molecular

Para separar las especies agregadas de la forma monomérica de PtpA-wt, PtpA-D126A , PtpB-
wt y PtpB-C160S, se realizd otra etapa de purificacién por cromatografia de exclusion molecular
llevada a cabo en un sistema AKTA (GE Healthcare). Se utilizdé una columna Superdex 200 16/60
(GE Healthcare) que se equilibré con dos volimenes de columna del buffer de gel filtracion
(Tris-HCI 20 mM pH 8.0, NaCl 50mM, EDTA 5 mM, glicerol 10%, DTT 5 mM). En primer lugar la
columna fue calibrada utilizando marcadores de masa molecular conocida (Gel filtration
molecular weight markers, Sigma), obteniéndose la recta y = -0,3872x + 2,2662, siendo y=Kay;
x=log masa molecular (kDa). El K, se calculé como el cociente (Ve — Vo) / (Vi — Vo), siendo V; el
volumen de elucién de la muestra de interés, V; el volumen total de la columna y V, el volumen
muerto de la columna (correspondiente al volumen de elucién del Blue Dextrano, 2000 kDa).
En la cromatografia de exclusion molecular de las proteinas de interés, se inyectaron 5 mL de la
proteina dializada y concentrada (aproximadamente 5 mg). Las fracciones correspondientes a
los picos de elucidn se concentraron por ultrafiltracion, utilizando una membrana de corte
10kDa (Amicon Ultra-15 Millipore). Se determind la concentracién de proteinas en las
fracciones por el método de Bradford, se suplementaron a una concentracién final de DTT 20
mM para su conservacién, se analizaron por SDS-PAGE y finalmente se alicuotaron y
almacenaron a -20 °C las fracciones de interés.

44



2.5. Caracterizacion de PtpA-wt y del mutante PtpA-D126A a ser utilizado en la
estrategia de Substrate Trapping

2.5.1. Andlisis del estado de oligomerizacidon por cromatografia de exclusion molecular
analitica

Estudios previos muestran que PtpA-wt es un mondmero en solucién (Madhurantakam et al.
2005). Por lo tanto, para asegurarnos que tanto PtpA-wt como PtpA-D126A estan en forma
monomérica realizamos una cromatografia de exclusién molecular, pero utilizando una
columna analitica Superdex 75 10/300 GL (sistema AKTA, GE Healthcare) previamente calibrada
utilizando blue dextrano para la determinacion del volumen muerto y marcadores de masa
molecular conocidos (Gel filtration molecular weight markers, Sigma). Las proteinas del
marcador y sus respectivos pesos moleculares son: albumina (66 kDa), anhidrasa carbdnica (29
kDa), citocromo-C (12.4 kDa) y aprotinina (6.5 kDa). Se inyectaron 10 pL (10 pg) de la proteina
recombinante en la columna previamente equilibrada con dos volimenes de columna del
buffer de gel filtracion. Se determiné el volumen de elucién de cada proteina y utilizando la
ecuacion de calibracidn de la columna obtenida al inyectar los marcadores de masa molecular
(y=4154.9e>?">"* siendo y= masa molecular de la proteina en kDa y x= cociente V./ V,) se
determiné la masa molecular en solucién de las proteinas purificadas (masa nativa). Esta masa
se compard con la masa tedrica calculada a partir de la secuencia aminoacidica utilizando el
programa ExPASy (http://web.expasy.org).

2.5.2. Determinacion de la actividad fosfatasa y de los parametros cinéticos.

La actividad fosfatasa se determind utilizando un sustrato artificial, para-nitro fenil fosfato (p-
NPP) que presenta un grupo fosfato en posicidon para con respecto al grupo nitro. La reaccién
de hidrdlisis del grupo fosfato generado por la actividad fosfatasa se puede seguir en el tiempo
detectando el aumento de la absorbancia a 405 nm debido a la liberacién gradual del producto
de la reaccion de color amarillo, el para-nitro fenol (p-NP).

QA =\ ' Fosfatasa 'Z' S/ 1:|
N=, /::,‘:’—n:u RO ——— _r\l‘—:;'_:::...‘ ,.»;,.’.':)_':" + Hcl—Fl'—r:vH

0 M 0 8] e’ 0

p-Nitrofenol

Figura 2.2. Defosforilacion del p-nitrofenilfosfato por una fosfatasa.

En estos ensayos se utilizo el buffer previamente reportado en la literatura para PtpA de M.
tuberculosis, imidazol 25 mM pH 7.0 (Koul et al. 2000). Los ensayos se realizaron a 37°C
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utilizando concentraciones crecientes de pNPP en un rango de 0.5-40 mM. El volumen de
reaccion utilizado fue de 520 uL y la concentracién de enzima utilizada en el ensayo (Eo) para
PtpA-wt fue entre 0.25-0.3 uM y para PtpA D126A entre 9.6-14.8 uM.

La actividad fosfatasa se expresé en umoles de p-NP formado/min.mg de enzima, utilizando
para el célculo de umoles de p-NP la ley de Lambert-Beer, Abs = €.b.c, siendo:

e el coeficiente de extincién molar del pNP (g,np=7.976x10° M.cm™),

b la longitud del camino éptico (1 cm),

c la concentracion molar del p-NP.

Las constantes cinéticas K, y Vmax fueron calculadas ajustando los datos de velocidad obtenidos
variando las concentraciones de sustrato a una hipérbola rectangular (ecuacién de Michaelis-
Menten). La keat (s'l) se calculé utilizando la ecuacion Ket=Vmax/Eo, Utilizando la V. expresada
en UM pNP. sy E, en pM de PtpA-wt o PtpA-D126A en la reaccion.

2.5.3. Determinacion del pK; de las cisteinas de PtpA-wt y PtpA-D126A

La cisteina catalitica de este tipo de fosfatasas se caracteriza por tener un pka menor (del orden
de 5) respecto al pK, de una Cys no catalitica (pka 8), ya que segun el mecanismo propuesto
(Pannifer et al. 1998) durante la catalisis ésta se encuentra estabilizada como tiolato (-S)
favorable para el ataque nucleofilico del P-Tyr sustrato. Con la finalidad de evaluar el pK; de la
fosfatasa wt y mutante se determind el pK, de las cisteinas por alquilacion de éstas con
monobromobimano (mBBr) a diferentes pHs. El método se basa en la reaccion del tiolato de la
proteina con una molécula de mBBr; el aducto formado fluorece a una longitud de onda de 482
nm al excitarlo a una longitud de onda de 396 nm (Sardi et al. 2013). Para determinar el pKa de
las cisteinas se calcularon las velocidades iniciales de reaccion con mBBr (variacion de la
fluorescencia/tiempo) al variar el pH de la reaccién, ya que la reactividad del tiol varia con el
pH. Antes de realizar el experimento fue necesario eliminar el DTT presente en la muestra, ya
gue el mismo al contener grupos tiol puede reaccionar con el mBBr, interfiriendo con el mismo.
El DTT se elimind por cromatografia de exclusion molecular, utilizando una PD-10 (Sigma)
previamente equilibrada con el buffer de trabajo (Tris 30 mM, MES 15 mM, &cido acético 15
mM, NaCl 20 mM, DTPA 0.1 mM, pH 7). La elucién de la proteina se realizd con 2 mLy no con
3.5 mL para asegurar la ausencia de trazas de DTT, el cudl al ser de menor masa molecular que
las proteinas eluye posteriormente. Se midié la absorbancia a 280 nm del eluido y utilizando la
ley de Lambert-Beer se determind la concentracién de proteina utilizando el valor de
absortividad molar de la fosfatasa (15470 M'cm™).

El experimento de alquilacidon de las cisteinas con mBBr se llevd a cabo en una placa de 96
pocillos en el equipo Varioskan Flash (Thermo Electroncorp). Las muestras se sembraron por
cuadriplicado. Se trabajé a temperatura ambiente y a 12 valores de pHs diferentes en un rango
entre 2.5 y 9. En cada pocillo se colocaron 65 puL de buffer, las cantidades necesarias de HCI 60
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mM o NaOH 60 mM para cubrir el rango de pH, agua para completar un volumen final en el
pocillo de 200 pL, y 35 pL de enzima. Por ultimo, con el inyector del equipo se agregaron 50 uL
de mBBr, 20 uM para el rango de pH entre 2.5 - 7.0, 0 20 pL de mBBr 20 uM para el rango de
pH 7.0-8.5. Para PtpA-wt y para PtpA-D126A la concentracion final de la fosfatasa en el pocillo
fue de 1.4 uM y 1.1 uM respectivamente. A continuacién se midié la variacion de fluorescencia
vs tiempo y con dichos datos se determinaron las velocidades iniciales. Al finalizar el ensayo se
verific6 el pH en cada pocillo utilizando un micro electrodo (Accumet Electrode-
FisherScientific). Para calcular los pKas se realizaron graficos de velocidad inicial de la reaccién
en funcién del pH utilizando el Software OriginPro8. Con la ecuacion de la curva que se ajustoé a
los datos experimentales se determinaron los puntos de inflexion en la curva, cada uno
correspondiente a un pka de las Cys.

En paralelo, evaluamos que en las preparaciones de fosfatasa obtenidas las cisteinas se
encontraran en su mayoria reducidas. Si la Cys catalitica estuviera oxidada a formas que no
fueran reversibles por accion del DTT, éstas no reaccionarian con el mBBr ni serian capaces de
reaccionar con los P-sustratos. La aparicion de formas oxidadas es un fenédmeno no deseado
que suele ocurrir durante el proceso de purificacion en condiciones aerobias. Por lo tanto, se
determiné el nimero de tioles reducidos por molécula de fosfatasa. Esta determinacion se
basd en que el compuesto 4-ditiopiridina (DTPy) reacciona especificamente con las cisteinas
reducidas (Cys-SH) para producir 4-tiopiridona, que absorbe a 324 nm, siendo el
€1py324nm=21400 M™cm™. Se mezclaron 50 uL de la misma fosfatasa utilizada en el ensayo con
mBBr, con 50 pL de DTPy 30 uM y se midié la absorbancia a 324 nm, realizando las mediciones
por duplicado (Grassetti & Murray 1967). Segun los datos estructurales, PtpA contiene tres Cys
(Cys11 catalitica, Cys16, Cys53), por lo cual si todas ellas se encuentran reducidas, es de esperar
dosificar del orden de 3-SH/molécula de PtpA-wt y PtpA-D126A.

La determinacion del pK, de las cisteinas se realizé en conjunto con Anne-Marie Labandera y
bajo la direccién del Dr. Gerardo Ferrer de Facultad de Ciencias.

2.5.4. Medicion de la fluorescencia del triptofano

La mayoria de las emisiones fluorescentes intrinsecas de una proteina plegada son debidas
principalmente a la excitacién de los residuos de triptéfano (Trp). El triptéfano tiene una
longitud de onda de maxima absorcidon de 295 nm y un pico de emisiéon entre 300-350 nm. De
esta forma la fluorescencia debida a Trp puede ser util para evaluar el estado conformacional
de una proteina. Teniendo en cuenta que la PtpA cuenta con dos Trp se analizé el efecto de la
mutacion D/A introducida en PtpA mediante la comaracién del espectro de emisidn de PtpA-wt
(17uM) 'y PtpA-D126A (20uM) con el equipo Varian Cary Eclipse Fluorescence
Spectrophotometer. Las mediciones se realizaron en el rango 305-550 nm, utilizando una
longitud de onda de excitacién de 295 nm.
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2.6. Preparacion de extractos de macrofagos (derivados de la linea THP-1)
enriquecidos en proteinas solubles

Se expandid un cultivo de células THP-1, realizando varios pasajes hasta tener un niumero de
entre 250 y 300 X 10° células, que se considerd suficiente como para preparar extractos
celulares. Cuando los cultivos alcanzaron 1 x 10° células/mL, las células se estimularon con 50
ng/mL de éster de forbol miristato (PMA, Sigma) por 48 hs para inducir su diferenciacion a
macréfagos (macréfagos THP-1).
Se prepararon dos tipos de extractos, a partir de:

- macréfagos THP-1 sin activar, que se mantuvieron a 37°Cy 5% CO,

- macréfagos THP-1 activados con LPS (0.2 pg/mL), durante 30 min a 37°Cy 5% CO..
Para preservar la fosforilacion en tirosina (P-Tyr) en las proteinas, las PTPs enddgenas se
inactivaron con el inhibidor competitivo ortovanadato de sodio (Na3VO,) y con iodoacetamida
(IAA), inhibidor irreversible por alquilacién de las Cys (Poirier et al. 2014)(Garton et al. 1996).
Brevemente, las células se incubaron durante 20 min con 100 uM NasVO,, se lavaron con PBS y
se lisaron con buffer de lisis (Hepes 25 mM pH 7.4, EDTA 1 mM, NaCl 150 mM, Triton X-100 1%,
glicerol 10%, benzamidina 1 mM, inhibidor de tripsina 1 pg/mL, PMSF 1 mM). Se despegaron
las células con un scraper, y se completd la lisis utilizando un homogeneizador manual,
manteniendo el extracto en hielo. Por ultimo se agregd IAA a una concentracion final de 5 mM,
se mantuvo en hielo por 30 min, y luego se inactivo el exceso de IAA mediante el agregado de
DTT a una concentracién final de 10 mM durante 15 min. Los lisados se centrifugaron a 15.000
g por 25 min a 4 °C, y luego los sobrenadantes se filtraron por 0.22 um y guardaron a -80 °C. A
lo largo de la tesis se prepararon diferentes lotes de extractos de macréfagos.
Como control, para evaluar si el tratamiento con IAA es realmente necesario se obtuvo
también un extracto de macroéfagos THP-1 sin activar al cual se le realizé el tratamiento con
NasVO,; pero no con IAA. El enriquecimiento en proteinas fosforiladas en los extractos
obtenidos se analiz6 mediante western blot utilizando un anticuerpo anti fosfo-tirosin-
proteinas (Ver punto 2.2.3). Para comparar los niveles de fosfo-tirosina (P-Tyr) se cuantificé la
intensidad de fluorescencia por unidad de drea utilizando la herramienta raw volumen del
GBOX ChemiSystem (SynGene).

2.7. Estudio por resonancia plasmoénica de superficie (SPR) de la interaccion
entre PtpA-wt o PtpA-D126A vy las proteinas del extracto de macrofagos

Los experimentos se realizaron en un equipo Biacore 3000 (GE Healthcare instrument) de la
Unidad de Biofisica de Proteinas del Instituto Pasteur de Montevideo (IPMon), bajo la

supervision de Federico Carridn. Estos experimentos se realizaron con la finalidad de
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caracterizar la interaccion entre la fosfatasa y los componentes del extracto de macréfagos de
forma de conocer cuales serian las condiciones de trabajo adecuadas para los ensayos de
Substrate Trapping. La proteina recombinante PtpA-wt o PtpA-D126A fue inmovilizada en un
sensorchip de tipo CM5 (carboximetildextrano, GE Healthcare) a través de grupos amino de la
proteina de interés utilizando procedimientos estandares de acoplamiento (Amine Coupling
Kit, GE Healthcare). En nuestro caso, el acoplamiento pudo ocurrir solamente a través del
grupo amino del extremo N-terminal o el correspondiente al grupo prostético de la Unica Lys
presente en PtpA (Madhurantakam et al. 2005). La activacién de la superficie del chip se realizé
con NHS (N-hidroxisuccinimida) 0.05 My EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida) 0.2
M. Previo a la inmovilizacion fue necesario eliminar el buffer Tris en el que estaban
solubilizadas las fosfatasas, ya que el Tris contiene grupos amino que interferirian con la
inmovilizaciéon. Asi, se cambié éste por el buffer de corrida usado tradicionalmente en este
analisis (HEPES 10 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, Tween-20 0.005% y DTT 1 mM)
mediante ultrafiltracién, utilizando un centricén de corte 3 KDa. Luego las proteinas PtpA-
D126A y PtpA-wt fueron diluidas en acetato de sodio 10 mM pH 4.5 a una concentracién de 5
pug/mL e inyectadas a una velocidad de flujo de 5 puL/min hasta alcanzar una densidad final de
1600 y 400 RU, respectivamente. Los sitios remanentes fueron bloqueados con etanolamina
1M pH 8.5. Otro canal de superficie del chip fue activado y bloqueado de la misma forma pero
sin inyectar ningun ligando, y utilizado como superficie de referencia. Finalmente, la superficie
del sensorchip se lavé con NaCl 1.0 M y se estabilizé con buffer de corrida antes de la inyeccién
de las muestras. La inyeccion de los extractos de macréfagos (1.2 ug de proteina total) se
realizé en buffer de corrida a 25°C, y una velocidad de flujo de 10 pL/min.

La interacciéon fue evaluada mediante el analisis de sensogramas de asociacion/disociacién en
tiempo real. El equipo detecta modificaciones en la masa que interacciona sobre la superficie
del chip. Estas modificaciones causan un aumento o disminucidn proporcional en el indice de
refraccion, el cual conduce a cambios en el dngulo de resonancia. Estos cambios son
registrados por el equipo como aumento o disminucién de unidades de respuesta (UR) (Figura
2.3), que mediante el software BlAevaluation 4.1 (GE Healthcare) genera curvas de asociacién y
disociacion.
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Sensograma de asociacion-disociacion en tiempo real
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Figura 2.3. Diagrama mostrando el estudio de la interaccién de PtpA con los extractos proteicos de
macréfagos por resonancia plasmonica de superficie (SPR).

La estabilidad de la interaccidn entre la(s) fosfatasa(s) y los componentes del extracto se evalud
mediante la inyeccion de pulsos de altas concentraciones salinas y por descenso brusco de pH.
Se realizaron dos pulsos consecutivos de 30 s de NaCl 1.0 M, o dos pulsos de 40 s de glicina 10
mM pH 2.0. Para verificar si la fosfatasa inmovilizada a la superficie del sensorchip no se vio
alterada por los pulsos de pH 4cido, se repitié el experimento de interaccién por SPR
analizando en cada ciclo si las UR obtenidas eran similares a las iniciales. En paralelo se evalud
si la fosfatasa pierde actividad luego de ser expuesta a condiciones de pH 4acido. Para ello en un
experimento aparte se incubd la fosfatasa en ausencia y presencia de buffer glicina 10 mM a
pH 2.5, durante 1 y 5 min. Posteriormente se agregé buffer de corrida SPR (pH 7.4) suficiente
como para neutralizar el pH, se adicioné DTT a una concentracion final de 5 mM, y se evalué la
actividad fosfatasa con el agregado de 10 mM del sustrato artificial pNPP. Se determind la
actividad a TA y a punto final (5 y 15 min), determindndose el % de actividad remanente luego

del tratamiento.

Para analizar si los componentes del extracto de macréfago podrian estar interaccionando a
través del sitio activo de la fosfatasa se analizé el efecto del agregado de concentraciones
crecientes (2.5-25 mM) del inhibidor competitivo Na3VO,; al extracto de proteinas de
macréfago inyectado..
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2.8. Metodologia Substrate Trapping para el aislamiento de potenciales
sustratos de PtpA

La estrategia de Substrate Trapping (ST) consiste en aislar in vitro potenciales sustratos
incubando la fosfatasa PtpA-D126A con el extracto de proteinas de macréfago. Como se detalld
en la introduccion esta estrategia consiste en aislar potenciales sustratos mediante el uso de
mutantes puntuales en residuos cataliticos conservados de la fosfatasa de Tyr. Dichos mutantes
permitiran la captura del complejo enzima-sustrato ya que es de esperar que la mutacién no
afecte la capacidad de la fosfatasa de unirse a su sustrato (K, similar a la proteina salvaje,
determinada con un sustrato artificial), pero tendran ausente o disminuida la capacidad de
desfosforilarlos (kcat nula 0 muy baja). En nuestro caso utilizaremos el mutante PtpA-D126A . La
PtpA-D126A fue inmovilizada en base a las mismas reacciones quimicas que las utilizadas en los
ensayos de SPR, es decir que se inmovilizé a través de los grupos €-amino a una matriz de NHS-
Sefarosa activada (GE Healthcare), siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se
lavé la matriz (100 uL) con HClI 1 mM frio, se agregaron inmediatamente 300 pg de PtpA-D126A
diluida en buffer de inmovilizacién (NaHCO30.2 M, NaCl 0.5 M pH 8.3) y se incubd durante 16
hs a 4°C. A continuacion los grupos libres de la matriz se bloquearon con etanolamina 0.5 M pH
8.3, NaCl 0.5 M, durante toda la noche a 4°C. Luego se lavd la matriz con buffer Tris-HCl 0.1 M
pH 8.0 y buffer acetato 0.1 M pH 4.5, NaCl 0.5 M (Figura 2.3.A). Para determinar el rendimiento
de la inmovilizacion se determind la concentracion de proteinas en el sobrenadante de
inmovilizacién y se compard con la cantidad de PtpA-D126A ofrecida a la matriz.

En paralelo, se prepard una matriz control, repitiendo todos los pasos de incubacion con la
misma cantidad de matriz pero sin agregar PtpA-D126A al buffer de inmovilizacion. Esta matriz
fue utilizada como control de unidén inespecifica de proteinas del extracto de macréfago a la
matriz de Sefarosa, durante los ensayos de ST.

Teniendo en cuenta que PtpA sdélo cuenta con dos grupos €-amino (el del N-terminal y el de la
Lys43) la inmovilizacion serd sélo uni o bi-puntual, por lo cual no se espera que distorsione en
forma significativa la estructura de la fosfatasa. Para estar seguros de ello, se realizé un control
de actividad de la fosfatasa a punto final, antes y después de la inmovilizacién a la matriz de
NHS-Sefarosa. Para ello se incubd la matriz conteniendo la fosfatasa inmovilizada, con el
sustrato en condiciones de velocidad maxima (concentracidén de sustrato a 10 K, siendo la Km,
2 mM, determinada previamente por nuestro grupo para la PtpA-wt), en buffer de gel filtracién
y a TA. En paralelo, se incubd la misma cantidad de fosfatasa en solucion. En ambos casos a los
30 min se midio la absorbancia a 405 nm (en el caso de la fosfatasa inmovilizada se centrifugé
la matriz, se separd el sobrenadante y se midid). Se determind la actividad en cada caso,
evaluandose si hubo pérdida de actividad debido al proceso de inmovilizacion. En la
comparacion se tuvo en cuenta el % de PtpA-D126A inmovilizada.
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Para cada ensayo de ST se incubaron 100 uL de la matriz con y sin PtpA-D126A inmovilizada,
con 5 mg de extracto de macréfagos diluido a 0.17 mg/mL en el mismo buffer utilizado en el
ensayo de SPR (HEPES 10 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, Tween 20 0.005% y DTT 1
mM), conteniendo benzamidina 1 mM, PMSF 1 mM y SBTI 1 pug/mL durante 1 h at 4°C con
agitacién suave en un rotor orbital. La matriz se colecté por centrifugacion suave (1000 g) y
luego se lavé dos veces y en forma consecutiva con 100 pL de buffer de corrida SPR, buffer
conteniendo NaCl 0.5 M y NaCl 1.0 M a 4°C (ver Figura 2.4), estd ultima condicion definida
previamente en los ensayos de SPR. Las proteinas retenidas se eluyeron siguiendo una de las
dos aproximaciones descritas a continuacion. En el primer caso, la elucién de las proteinas
retenidas se realizé con buffer de muestra SDS-PAGE. Se agregaron 50 pL de buffer muestra 2X
a la matriz y se calenté a 95°C por 5 min. Se centrifugd y separé el sobrenadante. Luego, se
agregaron 50 plL de buffer muestra y se repitid el procedimiento para tener una segunda
elucion. Todos los lavados y eluatos fueron analizados por SDS-PAGE seguido de tincién con
nitrato de plata. Esta aproximacién de eluciéon con buffer muestra se realizd con el extracto de
macréfagos sin activar y con el extracto activado con LPS. Los carriles del gel SDS-PAGE
correspondientes a las proteinas eluidas se cortaron en bandas de 2 mm de gel, y cada
fragmento del gel se analizé por MALDI-TOF MS. Para uno de los ensayos se analizaron también
las bandas por un método de espectrometria de masa mas sensible, Nano-LC-MS/MS. Los
detalles del analisis por espectrometria de masas se describen en 2.9.

En la segunda aproximacion, se utilizé la informacién obtenida de los ensayos de interacciéon
por SPR en el disefio de la estrategia de elucidn. Luego de lavada la matriz como se especificé
anteriormente, las proteinas se eluyeron con agregados sucesivos de 50 uL de 10 mM glicina
pH 2.5 (un total de 7 eluciones). Se centrifugé para separar la matriz, y el sobrenadante se
neutralizé inmediatamente con 2 plL de Tris-HCI 1 M, pH 7.5. Las muestras se guardaron a -20°C
y fueron analizadas por el método de espectrometria de masa mas sensible, Nano-LC-MS/MS,
ya que el contenido proteico en estas muestras es tan bajo que impide el analisis por SDS-PAGE
y posterior MALDI-TOF MS. Tanto para el ST con PtpA-D126A como para el ST control (sin PtpA-
D126A) los analisis por Nano-LC-MS/MS de los eluatos se realizaron sobre pooles de las
eluciones (2+3, 4+5 y 6+7). Esta estrategia de elucion se realizé para 3 ensayos de ST (dos en los
que se utilizé el extracto de proteinas de macréfagos sin activar con LPS y un ensayo en que se
utilizé el extracto de proteinas de macréfago activado con LPS).

Cada réplica biolégica fue realizada preparando una nueva matriz con PtpA-D126A

inmovilizada, utilizando diferentes lotes de proteina purificada y diferentes lotes de extracto de
macréfagos.
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Figura 2.4. Esquema mostrando la metodologia de ST indicando las dos estrategias utilizadas para la
elucién de los posibles sustratos de PtpA y su posterior identificacion mediante espectrometria de
masa.

2.9. Identificacion de proteinas por espectrometria de masa

El analisis de las muestras por MALDI-TOF MS fue realizado en el marco de una pasantia que
realicé en la Unidad de Bioquimica y Protedmica Analitica, del Instituto Pasteur de Montevideo
bajo la supervision de Rosario Durdn y Madeldn Portela. Durante esta etapa realicé tanto la
preparacion y procesamiento de las muestras como el analisis de los espectros e identificacion
de las proteinas por MALDI-TOF MS. En el caso del andlisis por nano-LC-MS, la inyeccién de las
muestras en el sistema nano-LC-MS y las busquedas en las bases de datos fue realizada por la
Dra. Rosario Durdn y la Lic. Magdalena Gil, pero fui responsable de la preparacion de las
muestras, del procesamiento y el analisis de los datos obtenidos en las blusquedas.

Para el analisis de proteinas por MALDI-TOF MS, las proteinas fueron digeridas con tripsina en
el mismo gel, como se describe en (Hellman et al. 2000). Para ello, las bandas del gel teiiido con
plata se cortaron manualmente con bisturi y se colocaron en tubos de 1.5 mL. Se lavaron dos
veces (2 x 10 min) con una mezcla 1:1 de una solucién 30 mM de Ks3(FeCNg) y una soluciéon 100
mM de Na,S,03; en agitacién. Luego se lavaron con agua miliQ y se incubaron agitando con
buffer bicarbonato de amonio 0.2 M durante 20 min. A continuacién se deshidrataron con
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acetonitrilo puro, y se dejaron secar. Las proteinas se digirieron con tripsina (grado
secuenciacion, Promega), empleando 0.25 ug de enzima por banda, en buffer bicarbonato de
amonio 50 mM pH 8.3, durante toda la noche a 37°C. La extraccion de péptidos del gel se
realizd incubando las muestras, dos veces, durante 1 h y en agitacion con una solucidon
acetonitrilo (ACN) 60% en agua, conteniendo trifluoroacético (TFA) 0.1%. Posteriormente, las
soluciones conteniendo los péptidos se concentraron por centrifugacion bajo vacio hasta un
volumen final de aproximadamente 20 uL. Previo al andlisis por MS, las muestras se desalaron
utilizando micro-columnas de fase reversa de tipo C18 (Omix®Tips, Varian) y se eluyeron
directamente sobre la placa de MALDI con 2.5 pL de la soluciéon de matriz, acido a-ciano-4-
hidroxicinamico (CHCA, Sigma) en ACN 60% conteniendo TFA 0.1 %. Para minimizar la
contaminacién con queratina humana, todos los pasos de preparacién de las muestras se
llevaron a cabo en camara de flujo laminar.

El espectro de masa de la mezcla de péptidos se obtuvo utilizando un instrumento 4800 MALDI
TOF/TOF (ABi Sciex), en modo reflector positivo, y haciendo una calibracién externa con una
mezcla de estandares de péptidos (Applied Biosystems). Posteriormente, se realizaron
fragmentaciones de péptidos seleccionados, por espectroscopia de masa en tandem (MS/MS).
Las proteinas se identificaron utilizando los valores de m/z medidos en los modos de
adquisicion MS y MS/MS vy utilizando el motor de busqueda MASCOT (Matrix Science,
http://www.matrixscience.com) en el modo de busqueda Sequence Query. Para realizar las
busquedas en la base de datos NCBInr (NCBInr 20130721) se utilizaron los siguientes
pardmetros: taxonomia homo sapiens; masa molecular de la proteina sin restriccion; tolerancia
en la masa mono isotépica de 0.05 Da, tolerancia en la masa de los fragmentos de 0.3 Da;
modificaciones posibles: oxidacion parcial de la metionina, carbamido-metilacion de la cisteina,
y fosforilacién de la Tyr; y omisidn de un sitio de corte triptico permitido. Como criterio para
identificacion positiva de cada proteina se utilizé la presencia de un score positivo para la

proteina (p<0.05) y al menos un idn peptidico con score significativo (p<0.05).

Para el andlisis por nano-LC-MS, las proteinas se digirieron con tripsina como se describio
anteriormente. En este caso al tratarse de muestras liquidas (50 L), las mismas se incubaron
con 0.25 ug tripsina durante 12 hs a 37°C. Posteriormente fueron desaladas, secadas en vacio y
resuspendidas en 20 uL de acido férmico 0.1% (v/v) en agua. Una vez preparadas las mismas se
inyectaron en un sistema nano-HPLC (Proxeon easynLC, Thermo Scientific) equipado con una
columna de fase reversa (easy C18 column, 3 um; 75 um ID x10 cm; Proxeon, Thermo Scientific)
y los péptidos se separaron con un gradiente de ACN - 0.1% 4acido férmico (0-60% en 60 min) a
una velocidad de flujo de 400 nL/min. La deteccion online y el analisis de los espectros de masa
se llevé a cabo en un LTQ Velos nano-ESI-Linear lon Trap Instrument (Thermo Scientific) en el
modo que permite un escaneo completo de los picos correspondientes a los diferentes
péptidos, seguido de MS/MS de los 5 picos mayoritarios en cada segmento, utilizando una lista
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de exclusion dindmica, es decir, luego de transcurrido un lapso de tiempo prefijado se realiza
un nuevo escaneo y se descartan los picos que ya fueron fragmentados, realizando
fragmentacion de los nuevos 5 picos mayoritarios. De esta forma se realiza un andlisis
completo de todas las proteinas identificando también las que estan poco representadas en la
mezcla. Las proteinas se identificaron mediante busqueda en la base de datos SwissProt
(Noviembre 2012), taxonomia homo sapiens, utilizando los siguientes parametros en el modo
de busqueda de iones MS/MS del motor de busqueda MASCOT: tolerancia en la masa de los
péptidos de 1.5 Da, tolerancia MS/MS de 0.8 Da, modificaciones posibles carbamido-metilacién
de cisteina, oxidacidn parcial de metionina, y fosforilaciéon de Tyr. El limite de significancia para
la identificacion de proteinas se fijé en p<0.01 y un ion cut off <40 (es decir, se descartaron las
proteinas identificadas con un score menor de 40). Solo las proteinas identificadas con dos o
mas péptidos se consideraron positivas.

Para focalizarnos en aquellas proteinas de macroéfago identificadas, que seguramente se tratan
de interactores de PtpA-D126A, decidimos definir la lista de proteinas candidatas eliminando
de esta aquellas proteinas que fueron identificadas en los ensayos utilizando ST control (sin
PtpA-D126A inmovilizada). Por otro lado, para centrarnos en los candidatos mas
representados, sélo se consideraron como potenciales sustratos las proteinas identificadas en
todos los ensayos de ST (4 réplicas biolégicas para el extracto de macréfagos sin activar y dos
replicas para el extracto activado con LPS).

2.10. Validacion in vitro de los potenciales sustratos eucariotas de PtpA de M.
tuberculosis

En una primera etapa, intentamos validar los potenciales sustratos identificados mediante una
estrategia in vitro. Tres de los cuatro sustratos identificados (ECHA/ECHB o TFP, K6PP y ATPA)
se purificaron a partir de los extractos de macréfagos utilizando Ac disponibles comercialmente
para luego realizar ensayos de interaccion y actividad. Previamente a la purificacion se verificé
gue cada anticuerpo detectaba el candidato a sustrato respectivo en los extractos proteicos de
macréfagos.

2.10.1. Purificacion de los candidatos a sustrato de PtpA

2.10.1.1. Inmunoprecipitacion de la proteina trifuncional (TFP o ECHA/ECHB)

La proteina trifuncional (TFP) es un octamero de cuatro subunidades alfa (ECHA) y cuatro
subunidades beta (ECHB). La misma la purificamos a partir de extractos de macréfagos con un
anticuerpo anti-TFP (ECHA/ECHB) humana (ab110302, MitoSciences). Para ello se utilizaron
esferas magnéticas comerciales que cuentan con un anticuerpo anti-IgG de ratén inmovilizado
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covalentemente a la superficie de las esferas (Dynabeads 11201D, Life technologies). A éstas le
unimos covalentemente el anticuerpo anti-ECHA/ECHB utilizando un reactivo bi-funcional BS®
(bis sulfo succinimidil suberato, Sigma) siguiendo el protocolo sugerido por Life technologies.
Brevemente, se incubaron 100 plL de las esferas magnéticas con 8 ug del anticuerpo anti TFP
(ECHA/ECHB) durante 2 hs a 4°C. Las esferas se lavaron y se procedid al entrecruzamiento de
los anticuerpos con 5 mM del reactivo BS® en 20 mM de buffer fosfato de sodio pH 8.0, NaCl
0.15M, durante 30 min. La reaccién se detuvo con el agregado de Tris-HCl 1M pH 7.5 y luego de
lavar las esferas se procedio a realizar la inmunoprecipitacién. Para ello se incubaron las esferas
con 750 pg del extracto de proteinas de macroéfagos diluido a 0.5 mg/mL en HEPES 10 mM pH
7.4, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, Tween 20 0.005%, conteniendo inhibidores de proteasas
(Sigma # S8830), durante 2-3 hs a 4°C bajo agitacion suave en agitador orbital. Luego de
realizada la inmunoprecipitacidon se recuperaron las esferas con un iman (Dynamag Spin, Life
technologies) y se procedid a realizar 4 lavados con 1 mL de PBS-T (0.05%) y posterior elucidn
de las proteinas unidas con citrato 25 mM pH 2.6 (2x 100 pL). Los eluatos se neutralizaron
inmediatamente con Tris-HCl 1 M pH 9.5 y se analizaron por SDS-PAGE. Los geles se tifieron con
plata o se transfirieron a nitrocelulosa. La cantidad de proteina obtenida se estimé por
comparacion con la intensidad de tincién con Coomassie coloidal obtenida para una cantidad
de proteina conocida. Con las membranas conteniendo las proteinas transferidas se procedioé a
realizar un western blot para confirmar la presencia o ausencia de la TFP, utilizando el
anticuerpo anti-TFP segln se detalla en 2.2.3. La identidad de la TFP en el inmunoprecipitado

se confirmé por espectrometria de masa utilizando nano LC-MS.

2.10.1.2. Inmunoprecipitacion de la proteina 6-fosfofructoquinasa (K6PP)

La K6PP se obtuvo a partir de extractos de macréfagos por inmunoprecipitacion con un
anticuerpo anti-K6PP (Abcam ab 1186132). En este caso no se pudieron utilizar las esferas
magnéticas ya que las mismas cuentan con un anticuerpo anti-lgG de ratédn inmovilizado
covalentemente a la superficie y el anticuerpo anti-K6PP es un anticuerpo de conejo. Para
realizar la inmunoprecipitacién se utilizaron esferas de Sefarosa unidas a proteina A.
Inicialmente, se incubd 1 mL del extracto de proteinas de macréfagos diluido a 0.5 mg/mL en
HEPES 10 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, Tween 20 0.005%, conteniendo inhibidores
de proteasas (Sigma # S8830), con 4 uL del anticuerpo anti K6PP, durante 2.5 hs a 4°C, con
agitacién suave. Para aislar los complejos K6PP-anticuerpo, dicha mezcla de reaccidn se incubd
luego durante 2 hs a 4°C, con agitacion suave con la matriz de Sefarosa unida a proteina A
previamente lavada y equilibrada (EZview Red Protein A Affinity Gel, SigmaP6486). Para el
lavado y equilibrado de la matriz se siguié el protocolo indicado por el fabricante: un volumen
de 50 uL de la suspensidon de matriz se lavd 2 veces con 750 plL del mismo buffer en el que se
diluyé el extracto de proteinas de macréfago, se centrifugd 30 s a 8.200 g y se retird el
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sobrenadante. Luego del aislamiento de los complejos K6PP-Ac, se centrifugd la suspensién 30s
a 8.200 g, se retird el sobrenadante y se hicieron 4 lavados de las matriz con 1 mL de PBS-T
(0.05%). La elucién de las proteinas retenidas se realizd agregando 50 pL de buffer muestra
SDS-PAGE 2x, se agito y dejé 5 min a 96 °C. Luego de mezclar bien se centrifugd, separé el
sobrenadante y éste se guardd a -20 °C. Las muestras se analizaron por SDS-PAGE vy los geles se
tiferon con plata o se transfirieron a nitrocelulosa. Con las membranas conteniendo las
proteinas transferidas se procedié a realizar un western blot para confirmar la presencia o
ausencia de la K6PP segln se detalla en 2.2.3.

2.10.1.3. Inmunoprecipitacion de la proteina ATP sintasa subunidad alfa (ATPA)

En este caso se utilizaron esferas magnéticas con el anticuerpo anti-IgG de ratén (Dynabeads
11201D, Life technologies) a las cuales se unié covalentemente el anticuerpo Anti-ATP5A
(ab14748, MitoSciences) utilizando el reactivo BS?, siguiendo el mismo procedimiento realizado
en la inmunoprecipitacién de la TFP. Se utilizaron 5 pg del anticuerpo anti-ATPA y 750 ug de
extracto de macroéfagos.

Como segunda aproximacion para lograr purificar la ATPA se realizé una inmunoprecipitacién
utilizando las esferas magnéticas sin realizar el entrecruzamiento entre el anticuerpo primario y
el secundario ya unido a las esferas. Para ello se incubd el extracto de macréfagos (700 ug)
diluido a 0.5 mg/mL en el mismo buffer usado anteriormente, con 3 pg del anticuerpo anti
ATPA, durante 2 hs a 4°C con agitacion suave. Posteriormente, la mezcla se incubé con 100 plL
de las esferas magnéticas durante 2 hs a 4°C y luego de 4 lavados de las esferas, se realizé la
elucion con buffer muestra 2x y calentamiento a 96 °C durante 5 min.

Como alternativa para inmunoprecipitar la ATPA se utilizaron las esferas conteniendo proteina
A (EZview Red Protein A Affinity Gel, Sigma). En este caso, con el objetivo de favorecer la
exposicion de epitopes de la ATPA y lograr que la proteina sea reconocida por el Ac, se hizo un
pre-tratamiento del extracto de macréfagos en un buffer desnaturalizante. Para ello, al
volumen de extracto de proteinas de macroéfagos a utilizar (500 pg, 150 pL, en buffer de lisis),
se le agregd 1% concentracion final de SDS, y se calentd a 95 °C durante 5 min. Luego de dicho
tratamiento, se diluyé 1/10 con buffer no desnaturalizante, Tris-HClI 50 mM pH 8.0, NaCl 150
mM, Triton X-100 1% y EDTA 2 mM, con inhibidores de proteasas (Sigma). A esta dilucién se le
agrego 3 ug del anticuerpo y se incubd durante toda la noche a 4°C con agitacién suave en un
rotor. A continuacion se agrego 50 plL de la matriz de Sefarosa-proteina A ya equilibrada (en el
mismo buffer no desnaturalizante) y se incubd dicha suspensiéon durante 3 hs a 4°C. Se
centrifugd durante 30 s a 8.200 g, se retird el sobrenadante y se hicieron 4 lavados de la matriz
con 1 mL de PBS-T (0.05%). La elucidén se realizé de la misma forma que para la K6PP, y se
confirmé la presencia o ausencia de la ATPA por western blot con el Ac anti-ATP5A.
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2.10.2. Estudio por SPR de la interaccion entre la TFP (ECHA/ECHB) y la PtpA de Mtb

Para verificar la interaccion de la PtpA con el candidato a sustrato TFP se propuso realizar
ensayos de SPR. Los mismos se realizaron inmovilizando la proteina TFP sobre la superficie de
un sensorchip CM5 utilizando la metodologia general descrita en el punto 2.7. La TFP diluida en
buffer acetato de sodio, pH 5.6 se inyectd sobre la superficie activada con una mezcla 1:1 de
EDC/NHS a un flujo de 50 pL/min y los grupos remanentes se bloquearon con etanolamina,
alcanzandose una densidad final de 360 UR. En este experimento no se pudo utilizar el mismo
buffer de corrida y se utilizé el buffer Tris-HCI 20 mM, pH 8.0, NaCl 50mM, EDTA 5 mM,
Tween20 0.005% y DTT 1mM. Este cambio se debié a que la fosfatasa a las diferentes
concentraciones ensayadas resultd ser mds estable en este buffer, respecto al utilizado
anteriormente en los ensayos de SPR. Las fosfatasas se inyectaron en la fase movil (sobre la
superficie inmovilizada y una superficie control sin activar) a un flujo de 20 uL/min. Para
evaluar si la interaccion ocurre a través del sitio activo de la enzima, se evalué también el
efecto de la co-inyeccién de concentraciones crecientes (entre 2.5-25mM) de Na3VO,; (un
inhibidor competitivo de PtpA).

Con el objetivo de determinar la constante de afinidad entre la TFP y la PtpA se realiz6 un
estudio cinético utilizando la modalidad denominada Kinetic Titration (Karlsson et al. 2006),
que consistid en realizar 5 inyecciones consecutivas de PtpA-D126A a concentraciones
crecientes. Cada inyeccion consistio de un periodo de asociacién de 5 min seguido por un
periodo de disociacion de 8 min para dar lugar a la siguiente inyeccidn. Esta modalidad permite
ajustar la reaccién a un modelo cinético sin necesidad de regenerar la superficie luego de cada
inyeccion. Brevemente, sobre la superficie del chip conteniendo TFP inmovilizada a una
densidad de 360 UR preparada como se detalld anteriormente y una superficie control sin
derivatizar, se realizd una inyeccion de PtpA-D126A a una concentracion de 3.15 uM, durante 5
min a un flujo de 40 uL/min y luego de un periodo de disociacion de 8 min se realizé la
siguiente inyeccion de PtpA-D126A de igual manera pero a una concentracién 1.5 veces mayor.
Siguiendo esta metodologia se realizaron en total 5 inyecciones (3.15, 4.72, 7.09, 10.63, 15.94
KUM). La concentracién de la solucidén stock de PtpA-D126A se determind mediante Abs 280
utilizando el valor de €pipa=15470 Micm™ A continuacion, se sustrajo la sefial de la superficie
control y de inyecciones de buffer realizadas de la misma forma (doble referenciacién) y se
analizaron los resultados obtenidos ajustando por regresién no lineal de minimos cuadrados al
modelo Kinetic Titration, con el objetivo de determinar los parametros cinéticos de la
interaccion (Karlsson et al. 2006).
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2.10.3. Desfosforilacion in vitro de la TFP (ECHA/ECHB) con PtpA-wt

La evaluacion de la actividad de PtpA-wt sobre los candidatos a sustrato identificados se realizo
hasta el momento sélo con la TFP (ECHA/ECHB), el Unico de los sustratos identificados que
logramos purificar en cantidad suficiente. Antes de utilizar dicha proteina en el ensayo de
desfosforilacién, verificamos que la misma se encontraba fosforilada en Tyr, utilizando un
anticuerpo anti P-Tyr. Para el ensayo de actividad fosfatasa se utiliz6 un protocolo
experimental descrito en la literatura para la fosfatasa viral VH1 (Najarro et al. 2001). El mismo
se inicia con la separacién por SDS-PAGE de cantidades iguales del sustrato inmunopurificado
sembrado en carriles consecutivos (15 ul del eluato, aprox. 20 ng de TFP). Las proteinas de
estos carriles son a continuacidon electrotransferidas a una membrana de nitrocelulosa,
separados ambos carriles y luego de ser bloqueada se incuba a 30 °C durante 1 h en presenciay
ausencia de la fosfatasa (PtpA-wt), a una concentracion final 0.75 y 1.5 uM en Tris-HCl 20 mM
pH 8.0, NaCl 50 mM, glicerol 5 %, EDTA 3 mM, Tween 20 0.005 %, TCEP 3 mM. A continuacion
se lavan las membranas con TBS-T y se evalua en cada una de ellas el nivel de fosforilacién en
Tyr con el anticuerpo anti-P-Tyr (Invitrogen #136600) a 0.6 pug/mL. Se utilizé6 como anticuerpo
secundario un Ac anti IgG de ratén unido a peroxidasa (HRP) (Sigma-Aldrich A4416, 1/10000) y
se siguié la metodologia descrita en 2.3. Las bandas inmunoreactivas se visualizaron vy
analizaron utilizando el equipo GBOX ChemiSystem (SynGene). Se utilizé como indice del nivel
de seial la intensidad de fluorescencia por unidad de area (raw volume) determinado por el
software del equipo. El ensayo se realizdé dos veces con diferentes lotes de TFP
inmunoprecipitada.

2.11. Evaluacion del efecto de la actividad PtpA de Mtb en los macrofagos

humanos

La estrategia adoptada consiste en introducir la actividad de PtpA-wt en los macréfagos
humanos derivados de la linea celular THP-1, para luego evaluar el efecto sobre propiedades
celulares que pensamos que se afectarian de acuerdo con los sustratos identificados vy
validados segun se describid en 2.9 y 2.10, respectivamente. Uno de los efectos que
suponemos PtpA podria tener sobre las células es un redireccionameinto del metabolismo, por
lo cual nos propusimos medir los niveles de glucosa y lactato en células transfectadas y sus
controles.
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Para introducir PtpA en los macrdéfagos utilizamos un vector viral (HSV-1 tipo amplicén, Herpex
Simple Virus). En primer lugar se cloné el gen de la PtpA en el plasmido amplicdn pHSV1-IRES-
EGFP cedido por el Dr. Cornell Fraefel (Universidad de Zurich, Suiza). Este pldsmido lleva un
bloque de expresion que permite la insercién del gen de interés bajo el promotor temprano
IE4/5 de HSV-1, seguido de un elemento IRES que favorece el reclutamiento de ribosomas para
la traduccién y el gen de la proteina verde fluorescente (EGFP). Una vez obtenido el plasmido
amplicon recombinante pHSV1-PtpA-IRES-EGFP se procedid a la construccién del vector HSV-1
amplicon. Para ello se realizd una transfeccién multiple en células Vero 2-2 con: (i) el plasmido
amplicon pHSV1-PtpA-IRES-EGFP que contiene ademads la informacion para la replicacion y el
empaquetamiento del genoma HSV-1; (ii) un cromosoma artificial bacteriano (bacmido: fHSV1
Apac AICP27) que contiene el genoma del HSV-1 sin su sefial de empaquetamiento en la
particula viral y sin el gen esencial ICP27. Este bacmido provee el genoma viral auxilar que
contiene toda la informacion requerida para la replicacién del vector HSV-1 amplicén.; (iii) el
pldsmido pEBHICP27 que provee en trans el gen esencial ICP27 (Figura 2.5).

De la misma forma también se prepararon vectores virales control, utilizando el plasmido
amplicon pHSV1-IRES-EGFP que contiene el gen de la EGFP pero no contiene el gen de la PtpA
de Mtb.

HSV-1 ori

fHSV1 Apac-
PtpA-wt AICP27
pAmplicén pEBHICP27

Yy IRES-1
EGFP D
HSV-1 pac
ICP27
— J

Vero 2-2

“z } Vector HSV-1 PtpA/GFP tipo

-~ amplicon
".,x P

Figura 2.5. Estrategia de produccidn del vector viral HSV-1 tipo amplicén conteniendo el gen de la PtpA
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2.11.1. Produccion del plasmido amplicon pHSV1-IRES-PtpA-wt

Como primer estrategia para la produccion del pldsmido amplicon pHSV1-IRES-EGFP
conteniendo el gen de la PtpA-wt, se utiliz6 la metodologia de clonaje sin enzimas de
restriccion Rf cloning (Restriction-enzyme free cloning) (van den Ent & Lowe 2006). La misma se
basa en el uso de un par de cebadores hibridos que son disefiados de tal forma que contienen
una secuencia complementaria al gen de interés (PtpA-wt) y otra complementaria al plasmido
en donde se va a clonar (pHSV1-IRES-EGFP) (Figura 2.6).

Forward TbPptA (x)
5'-AGGAGGAACGTCCTCGTCGATAAGCTTGCAATGTCTGATCCGCTGCACGTCACAT-3’
Reverse TbPptA
5'-GGTACAACCCCAGAGCTGTTTTAAAAGCTTTCAACTCGGTCCGTTCCGCGCGAGA-3’

(*) En negro se indica la secuencia complementaria al plasmido pHSV1-IRES-EGFP y en azul la secuencia
complementaria a PtpA-wt.

Estos cebadores fueron utilizados para amplificar el gen de interés a partir del pldasmido pET28a
conteniendo el gen de la PtpA-wt , utilizando la DNA polimerasa Phusion (Thermo Scientific
#F530), y siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. Las condiciones de reaccién fueron:
30 s a 98°C, y 35 ciclos de 8 s a 98°C seguido de 50 s a 72°C y una extension final de 5 min a
72°C. El producto de PCR obtenido se purificd (Tiangen, Universal DNA Purification Kit) y utilizé
como un megacebador en una segunda reaccion de PCR utilizando como molde el plasmido
pHSV1-IRES-EGFP. El stock del plasmido pHSV1-IRES-EGFP fue suministrado por el estudiante
de Maestria Dario Porley, de la Seccién Virologia con quien pusimos a punto el sistema de
transfeccidon viral, en colaboracion con la Dra. Mabel Berois. Luego de la reaccidon de
amplificacion, se digiri6 el ADN parental metilado con la enzima Dpnl y luego se utilizé el
producto final para transformar células E.coli DH5a electrocompetentes. Se ensayaron varias
condiciones en la reaccién de PCR secundaria sin obtener resultados positivos. Sin embargo,
dado que en el disefo de los cebadores utilizados para el Rf cloning se incluyeron sitios de
corte para la enzima Hindlll, se pudo aplicar la estrategia de clonado con enzimas de
restriccion. El producto obtenido en la primera reaccién de PCR (1 ug) se digirié con la enzima
Hindlll durante 30 min a 37°C. Se separé el producto de digestion mediante electroforesis en
gel de agarosa, se recortd la banda del gel y se purificéd utilizando un kit comercial (Tiangen,
Universal DNA Purification Kit). El plasmido pHSV1-IRES-EGFP se digirié también con la enzima
Hind Ill, durante 30 min a 37°C. Luego de la digestion, se desfosforild utilizando la enzima Fast
AP Thermo sensitive Alkaline Phosphatase (Thermo EF0651), durante 10 min a 37°C. A
continuacion se purificé el plasmido desfosforilado mediante el kit MNnucleospin. Para la
ligacidn, 60 ng del plasmido pHSV1-IRES desfosforilado y purificado, se incubaron con 15 ng del
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fragmento conteniendo el gen de PtpA-wt digerido con Hind Ill y purificado, junto a 0.4 uL (2
Weiss U) de T4 DNA ligasa (Thermo), durante 1 h a TA. Posteriormente se inactivé la enzima
durante 10 min a 65°C. Con el producto de ligacidon se transformaron células E.coli DH5a.
electrocompetentes segun el protocolo descrito en 1.2.2. Con algunas de las colonias
transformantes obtenidas se realizaron purificaciones del ADN plasmidico y utilizando este
como molde se realizé una reaccion de PCR para confirmar la presencia del gen de interés y se
enviaron a secuenciar aquellos clones que fueron positivos en dicho ensayo.

En la construccién final, el gen de la PtpA-wt se encontrara bajo control del promotor
temprano IE4/5 de HSV-1, seguido de un IRES y el gen de la proteina verde fluorescente (EGFP).
El plasmido amplicon pHSV1-IRES-EGFP control contard con el gen de la EGFP pero no
contendra el gen de la PtpA-wt.

de clonado

HindII (1021)
HindIIl (1051)

pHSV Iresl
6248 bp

o

)&

SVa0 DO‘YE“ 2
==\

300 ,,,,,,,.,,.ﬂ-

Figura 2.6. Vector de clonacién pHSV1-IRES-EGFP

2.11.2. Produccion y purificacion del bacmido

El bdcmido utilizado fue cedido por el Dr. Cornell Fraefel (Universidad de Zurich, Suiza) (Saeki et
al. 2001): fHSV1-Apac-AICP27 (pac-deleted, ICP27 deleted HSV-1 BAC DNA). El mismo provee
todas las funciones requeridas para la replicacién de la particula viral de Herpes, pero éste por
si mismo no puede incorporarse a una particula viral en formacién debido a la falta de la sefial
de empaquetamiento. Asimismo, para mejorar la seguridad, un gen esencial de HSV-1 (ICP27)
también fué eliminado del genoma viral del bacmido, y debe aportarse como un plasmido

separado. El stock del bacmido se mantuvo expandiendo el mismo en células E.coli DH5a
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electrocompetentes. Se guardé un stock en glicerol de células conteniendo el bacmido, a -80°C.
Para purificar el bacmido se utilizé el kit QIAGEN Large-Construct Kit #12462, y se siguio el
protocolo establecido por el fabricante. Se sembré una placa de LB-cloranfenicol con el stock
de células E.coli DH5a. conteniendo el bacmido, guardado a -80°C, y a partir de una Unica
colonia se inicié un precultivo que se crecié a 37°C con agitacion a 240 rpm durante 8 hs, para
luego iniciar un cultivo de 500 mL que se detuvo al llegar a una densidad de células entre 3—4 x
10° ufc/mL a partir del cual se realizé la purificacién. Se realizaron curvas de crecimiento para
determinar bien las fases de crecimiento y el nimero de ufc/mL necesario para el ensayo. Una
vez purificado, la identidad del bacmido fué verificada por el estudiante de Maestria Dario
Porley, mediante analisis del patron de restriccién en geles de agarosa utilizando las enzimas
Hind Il y Kpn | ademas de un bacmido estandar de patrén de digestion conocido disponible en
el laboratorio.

2.11.3. Produccion del vector amplicon HSV-1

Para empaquetar el vector amplicén en particulas HSV-1, las células (Vero2-2) deben ser
sometidas a una transfeccion multiple con el plasmido pHSV1-PtpA-IRES-EGFP o el plasmido
pHSV1-IRES-EGFP control, el bacmido fHSV1 Apac AICP27 y el pldsmido que codifica para ICP27.
El protocolo utilizado para la produccién del vector fue el descrito por Laimbacher y Fraefel
(Diefenbach & Fraefel 2014). EI mismo consiste en las siguientes etapas principales:

(i) Preparacion de las células a ser transfectadas: se partié de un cultivo de células Vero 2-2, en
medio DMEM completo (DMEM, conteniendo SBF 10%, ATB/AM (Gibco) 1%, G418 sulfato
(Geneticina, Gibco) 500 ug/mL. Las células se disgregaron con tratamiento con una solucién de
Tripsina 0.25%-EDTA 0.02% y se contaron. Finalmente éstas se sembraron en una placa estéril
de 6 cm a una concentracién de 1.2 x 10° células en 3 mL de DMEM completo y se incubaron
toda la noche a 37 °C en incubadora con 5% CO,.

(ii) Co-transfeccion: se prepararon dos tubos de 15 mL: tubo D (para la mezcla de ADN) y tubo L
(para la mezcla de lipofectamina). Por cada placa a ser transfectada se agregaron 250 ulL de
Optimem en cada tubo. Se agregaron 16.8 ulL lipofectamina al tubo L ; y 2 ug bacmido (fHSV1-
Apac-AKn), 0.2 ug pEBHICP27 y 0.4 ug ADN amplicdn (pHSV1-IRES-PtpA-wt o pHSV1-IRES
control) al tubo D. Se agitaron ambos tubos y se agregd lentamente 10 uL por placa del
reactivo PLUS al tubo D, se incubdé 5 min y se mezcldé. Luego de dejar 5 min se agrego el
contenido del tubo L al tubo D y se dejé 30 min a TA. Se hizo un lavado de las células con
Optimem. Se agregé 0.9 mL de Optimem por placa a la mezcla D-L. Se aspird el sobrenadante
de lavado y se agregd 1.3 mL de la suspensién D-L . Se incubd la placa durante 4 hs en
incubadora a 37°C con 5% CO,, moviendo suavemente las placas cada 1 h. Se aspiré el liquido
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de la placa, se hicieron 3 lavados con 2 mL de Optimem, se agregd 3.5 mL del medio de
transfeccion (DMEM conteniendo SFB al 6%), y se incubd a 37°C con 5% CO, durante 3 o 4 dias.

(iii) Cosecha de los vectores amplicon: previo a la cosecha, se confirmd la presencia de un
efecto citopatico caracteristico provocado por la replicacién viral en las células Vero 2.2. Luego,
empleando un scraper se despegaron las células de la placa y se transfirié la suspensién con
células a un tubo en hielo. Se centrifugd a 3500 rpm a 4°C, 10 min. Se alicuoté el sobrenadante
dejando unos 100 ul. Con el pellet restante se realizaron 3 ciclos de congelado - descongelado
utilizando nitrégeno liquido y un bafio de agua a 37°C. Se centrifugd nuevamente a 3500 rpm a
4°C, 10 min, se separo el sobrenadante y guardaron las fracciones a -80 °C.

(iv) Titulacion del vector stock: para ello se prepararon diluciones 1/10 y 1/100 del vector viral,
en medio de titulacion (DMEM conteniendo SBF 2% y antibidtico-antimicdtico 1%). Se tomaron
10 ulL del stock del vector y diluciones y se llevaron a 250 uL con medio de titulacion. Se
transfirieron las diluciones del vector a una placa de 24 pocillos conteniendo 100.000 células
Vero 2-2 por pocillo. Se incubd la placa a 37°C con 5% CO, durante 24 hs. Las células positivas
debido a la emisidn de la EGFP fueron contabilizadas a las 24 hs posteriores al ensayo con la
ayuda de un microscopio de epifluoresencia (Olympus IX81). El titulo se expresé como
unidades transductantes por mL (UT/mL) y es igual al nimero de células fluorescentes
contabilizadas por el reciproco de la diluciéon en la que se contabilizé y por le reciproco del
volumen del inéculo expresado en mL.

v) Concentracion del vector stock: para realizar la transduccidon de los macréfagos con los
vectores amplicén se realizé una produccién a gran escala de ambos vectores y luego se
concentraron los sobrenadantes conteniendo las particulas virales mediante
ultracentrifugacion, previo a realizar la titulacion de los mismos. Para ello, en cada tubo de
ultracentrifuga se colocaron 5.25 mL de sacarosa al 25% en PBS (estéril), y arriba se agregd
lentamente 6.5 mL de la suspensién de particulas virales. Se centrifugaron los tubos a 100.000
g durante 3 hs a 4°C, en el rotor 90 Ti, centrifuga Beckman-Coulter Optima L-100K. Se aspir6 el
sobrenadante y se disolvid cada pellet de particulas virales con 130-150 uL de medio de cultivo
RPMI 1640 conteniendo 4 g/L glucosa, suplementado con 2 mM L-glutamina, 1.5 g/L
bicarbonato de sodio, 10 mM Hepes pH 7.0, antibidtico y antimicético ATB/AM (Sigma). Se
dejaron toda la noche a 4°C y luego se terminaron de disolver y pasaron a tubos eppendorf,
juntando todos los tubos correspondientes a una misma produccién de particulas virales. Para
cada produccidn se dejo separada una alicuota de 10 ulL para realizar la titulacion del vector
stock, y se guardd a -80°C hasta el momento de la transduccién.
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2.11.4. Transduccidn de los macréfagos con los vectores amplicon obtenidos

2.11.4.1. Optimizacidn del nimero de células a ser utilizadas

En primer lugar fue necesario optimizar las condiciones de cultivo de macréfagos derivados de
la linea celular THP-1 para asegurarnos que los niveles de glucosa y lactato en el sobrenadante
fueran detectados por el método de medicidn disponible (ver 2.11.4.3.3). Para ello, se partié de
un cultivo de la linea THP-1 obtenido tal como se describié en 2.2 y se plaquearon las células a
50.000, 100.000 y 200.000 células/pocillo (6 pocillos para cada cantidad de células), en un
volumen final de 0.6 mL, cultivandolas en presencia de PMA 50 ng/mL por 72 hs en estufa a
37°C, y 5 % CO, para inducir su diferenciacion. Una vez diferenciados, se descarté el
sobrenadante de cultivo de cada pocillo, y se hizo un lavado con 1 mL de RPMI para retirar el
PMA remanente. Los macréfagos obtenidos a las 72hs de diferenciacidn se cultivaron en estufa
a 37°C,y 5 % CO, en medio RPMI conteniendo 10 % SBF utilizando un volumen de 0,6 mL por
pozo por tiempos de 8 hs, 24 hs y 48 hs (por duplicado). Se guardé una muestra del medio de
cultivo a tiempo 0 para tener los niveles basales de glucosa y lactato. Finalizado el tiempo de
cultivo se colectaron los sobrenadantes, se centrifugaron a 800g durante 10 min y se guardaron
los sobrenadantes a -20°C hasta la medicidn de glucosa y lactato.

2.11.4.2. Optimizacion del medio de cultivo a utilizar

Con el objetivo de aumentar el nivel de produccién de lactato en el cultivo de macréfagos
probamos a aumentar la concentracion de glucosa que contiene el medio RPMI (2 g/l) hasta
obtener una concentracion final de 4 g/l de glucosa; y a suprimir el agregado de piruvato 1 mM
durante la preparacion del RPMI para el ensayo.

Se partié de un cultivo de la linea THP-1 obtenido tal como se describié en 2.2, se plaquearon
las células a 100 mil y 200 mil células/pocillo (8 pocillos con cada cantidad), y se diferenciaron a
macrofagos con 50 ng/mL de PMA como se describié en el punto anterior. Una vez
diferenciados, se descarto el sobrenadante de cultivo de cada pocillo, y se hizo un lavado con 1
mL de RPMI para retirar el PMA remanente. Los macréfagos obtenidos a las 72hs de
diferenciacion se cultivaron en estufa a 37°C, y 5 % CO,: en medio RPMI conteniendo 4 g/l de
glucosa, piruvato 10 mM y SBF 10 % (la mitad de los pocillos) o el mismo medio RPMI pero sin
piruvato (RPMI sin piruvato), utilizando un volumen de 0,6 mL por pocillo por tiempos de 24 hs
y 48 hs. Finalizado el tiempo de cultivo se colectaron los sobrenadantes, se centrifugaron a 800
g durante 10 min y se guardaron los sobrenadantes a -20°C hasta la medicién de glucosa y
lactato.
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2.11.4.3. Ensayo de transduccion

Los experimentos realizados anteriormente permitieron definir las condiciones en que se
realizaria la transduccién de los macréfagos con los vectores virales. Se utilizaron macréfagos
THP-1 diferenciados con PMA tal como se describié en 2.11.4.1, a una concentracién de 170 mil
células por pocillo, en medio RPMI sin piruvato. Luego de lavar con medio RPMI sin fetal, se
sembraron en pozos por duplicado 250.000 particulas virales control pHSV1-IRES-EGFP,
250.000 particulas virales pHSV1-IRES-PtpA, y como control medio RPMI sin piruvato y sin SBF.
Se incubd la placa durante 2 hs en estufa a 37°C, y 5 % CO, , para que transcurra la
transduccion. Como no se logré obtener suspensiones de particulas virales de concentraciéon
suficientemente alta como para adicionar las particulas en volimenes pequefios, luego de
transcurridas las 2 hs de transduccidn se ajusté el volumen final a 500 uL de RPMI, incluyendo
la adicion de SBF al 10%. Se mantuvo el cultivo durante 48 hs en estufa a 37°C, y 5 % CO,.
Ademas, con el objetivo de comparar el efecto de la transduccién viral con el producido por
estimulos inflamatorios conocidos, se estimularon células con concentraciones crecientes de
LPS (0.01, 0.1 y 1 ug/mL), en las mismas condiciones de cultivo (concentraciéon de células/pozo,
volumen final, medio, composicién del medio, temperatura y atmdsfera de CO,). Luego de
transcurridas las 48 hs de cultivo se recuperaron los sobrenadantes, se centrifugaron a 1000 g
durante 10 min, a 4 °C y se guardaron los sobrenadantes a -20°C para luego analizar las
concentraciones de glucosa, lactato y citoquinas inflamatorias (IL-1B e IL-6). Las células
adheridas a la placa fueron analizadas para determinar el nivel de transduccién obtenido y la
actividad fosfatasa.

2.11.4.3.1. Evaluacion de la transduccion mediante citometria de flujo

Las células adheridas a la placa se lavaron con RPMI sin SBF (500 uL/ por pocillo), y luego se
despegaron mediante el tratamiento con Accutase (3 incubaciones de 5 min a 37°C) y luego
con una solucién 0.25% tripsina (150 ul), incubaciones de 5-10 min a 37°C durante 30 min. Se
frend la reaccion con el agregado de 200 uL RPMI 10% SBF y se terminaron de despegar con
pipeta. Se recuperaron las células y juntaron los sobrenadantes de los pocillos duplicados. La
suspensién de células se analizd por citometria de flujo en el equipo FACScalibur (BD
Bioscience, USA), midiendo la fluorescencia en el detector FL-1 para cuantificar el porcentaje
de células infectadas que expresan por tanto la EGFP. Para la medicién de la fluorescencia se
adquirieron 5.000 eventos dentro de la regidn de las células vivas (definida en base al grafico
FSC vs SSC) y se ajustd la fluorescencia en el canal FL-1 de forma de que las células control
mostraran niveles de fluorescencia menores a 10. Los datos se analizaron utilizando el software
FlowJo (www.flowjo.com). Se construyé un histograma con los datos de fluorescencia de las
células control y se tomé como umbral para definir las células positivas y negativas para EGFP
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la intensidad de fluorescencia a la cual el 99% de las células control fueron negativas. En
funcidn de este umbral se calculd el % de células infectadas que resultaron positivas.

2.11.4.3.2. Determinacion de actividad PtpA en los extractos celulares

Luego de realizadas las medidas por citometria de flujo, el resto de la suspensién de células se
centrifugd a 1000 g, durante 10 min a 4°C y el pellet de células se resuspendié en 70 uL de
buffer de lisis (Hepes 25 mM pH 7.4, EDTA 1 mM, NaCl 150 mM, Glicerol 10%, Triton X-100
0.25%, benzamidina 1 mM, SBTI 1 ug/mL, PMSF 1 mM. Se realizaron 3 ciclos de
congelado/descongelado a -20 °C, y luego los extractos se centrifugaron a 13.000 g durante 20
min a 4°C y se recuperd el sobrenadante. La concentracidén de proteinas de cada extracto se
determiné utilizando el reactivo de Bradford. En dichos extractos se midié la actividad fosfatasa
utilizando pNPP como sustrato artificial tal como se describié en 2.5.2. Brevemente, a 30 ug de
proteinas del extracto problema se les adiciond DTT, concentracién final 5 mM y se mezclaron
con 5 uL de pNPP 300 mM para obtener una concentracion final de pNPP 25 mM. Luego de 15
y 30 min se midié la Abs 420nm.

2.11.4.3.3. Dosificacion de lactato y glucosa en sobrenadantes de cultivo de macrofagos

Se midio la concentracion de glucosa y de lactato en los sobrenadantes de cultivo utilizando el
equipo Bioprofile Basic 2 de Nova Medical, del Laboratorio de Biologia Celular del IPMon. Este
equipo utiliza un biosensor enzimatico que combina una enzima inmovilizada y un sensor
electroquimico para medir los metabolitos. El potencial o la corriente generada son utilizados
para determinar la concentracion. El sensor de glucosa posee glucosa oxidasa unida a una
membrana, que cataliza la oxidacién de B-D-glucosa a acido glucdnico y perdxido de hidrégeno,
el cual es oxidado en el electrodo de platino. La corriente generada por el flujo de electrones
en la superficie del electrodo es proporcional a la concentracién de glucosa en la muestra. El
sensor de lactato posee lactato oxidasa inmovilizada, que en presencia de lactato y O, produce
acido piruvico y H,0,, el cual es oxidado en la superficie del electrodo de platino y la corriente
generada es proporcional a la concentracion de lactato en la muestra. Los electrodos se
calibraron con estandares comerciales de 1.00 g/L glucosa y 1.03 g/L de lactato, y las
mediciones se realizaron en un volumen de sobrenadantes de cultivo de entre 450 y 500 uL, a
TA.

2.11.4.3.4. Evaluacion de la secrecion de citoquinas proinflamatorias

Se determinaron los niveles de citoquinas inflamatorias en los sobrenadantes de cultivo
utilizando los kits comerciales de BD Biosciences para la medicion de IL-1f3 (BD OptEIA 558848)
e IL-6 humanas (BD OptEIA 555220), siguiendo las instrucciones del fabricante. El
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procedimiento de ambos ELISA es basicamente el mismo y se describe a continuaciéon: se
sensibilizaron las placas con 100 ul/pozo del anticuerpo de captura (Ac monoclonal anti-IL-1h
o Ac monoclonal anti IL-6h) diluido 1/250 en NaHCO3 0.1M pH 9.5, y se incubd ON a 42C. Luego
de lavar 3 veces con 300 ul/pozo de PBS-Tween-20 0.05%, se bloqued la placa con 200 uL/pozo
de PBS-SBF 10% pH 7.0, durante 1 h a TA. Se hicieron 3 lavados con 300 ul/pozo de PBS-
Tween-20 0.05%, se sembraron 100 ulL/pozo del estandar y las muestras diluidos en PBS-SBF
10% y se incubd la placa durante 2 hs a TA.

En el ELISA IL-1P se sembraron diluciones seriadas del estandar rhiL-13 en PBS-SBF 10%: 1000
pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62.5 pg/mL, 31.3 pg/mL, 15.6 pg/mL y diluyente
como 0 pg/mL.

En el ELISA IL-6 se sembraron diluciones seriadas del estandar rhiL-6 en PBS-SBF 10%: 300
pg/mL, 300 pg/mL, 150 pg/mL, 75 pg/mL, 37.5 pg/mL, 18.8 pg/mL, 9.4 pg/mL, 4.7 pg/mL y
diluyente como 0 pg/mL.

Se realizaron de 5 lavados con 300 ul/pozo de PBS-Tween-20 0.05%, y a continuacion la
siguiente etapa de incubacién con el Ac se realiza en 2 etapas en el ELISA IL-1 y en una Unica
etapa en el ELISA IL-6.

En el ELISA IL-1 se sembraron 100 ulL/pozo del anticuerpo de deteccién (Ac monoclonal anti-IL-
1Bh-biotinilado) diluido 1/250 en PBS-SBF 10% y se incubd 1h a TA. Se hicieron 5 lavados con
300 ul/pozo de PBS-Tween-20 0.05% y se agregaron 100 ul/pozo del reactivo enzimdtico
(Streptavidina-peroxidasa), diluido 1/250 en PBS-SBF 10%, y se incubd 30 min a TA.

En el ELISA IL-6 se sembraron 100 ulL/pozo de la preparaciéon de deteccién. Se prepard
previamente la dilucién del anticuerpo de deteccién (Ac monoclonal anti-IL-6h-biotinilado)
diluido 1/250 en PBS-SBF 10%, y 15 min antes de utilizarlo se agregd el reactivo Streptavidina-
peroxidasa. Se sembraron 100 ulL/pozo de la preparacién de deteccidn e incubé 1h a TA.

Luego de 7 lavados con PBS-Tween-20 0.05%, se agregaron 100 ul/pozo de sustrato (0.1
mg/mL de TMB en buffer fosfato-citrato pH 5.0 /H,0;). Se incubd 30 min a TA y oscuridad y
luego se detuvo la reaccion mediante el agregado de 50 ulL/pozo de H,SO4 2N.

Se midié la DO a 450nm en un lector de placas y se realizé la curva de calibracién a partir del
estandar correspondiente (DO vs concentracidn de IL) y se estimé la concentracion de IL-18 y
IL-6 en las muestras.
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CAPITULO 3
RESULTADOS

3.1. Obtencion y caracterizacion de los mutantes de Substrate Trapping (ST)

Como ya se menciond anteriormente, la estrategia de ST consiste en aislar potenciales
sustratos de fosfatasa de tirosina mediante el uso de mutantes puntuales en residuos
cataliticos conservados de la fosfatasa. Dichos mutantes permitiran la captura del complejo
enzima-sustrato ya que es de esperar que la mutacién no afecte la capacidad de la fosfatasa de
unirse a su sustrato (K., similar a la proteina salvaje), pero tendrdn ausente o disminuida la
capacidad de desfosforilarlos (ke nula o muy baja).

El primer paso consistié entonces en obtener los mutantes de las fosfatasas a ser utilizados en
la estrategia de ST para aislar e identificar posibles sustratos de las fosfatasas PtpA y PtpB de
Mtb. Una vez obtenido el mutante de la fosfatasa, se procedid a caracterizarlo
estructuralmente y funcionalmente para determinar si se trata de una herramienta adecuada.

3.1.1. Obtencion de los mutantes de ST

Los mutantes mas utilizados en la estrategia de ST son el mutante en el aspartato catalitico del
sitio activo, residuo que asiste la formacion e hidrdlisis del intermediario fosforilado, y que en
general se sustituye por un residuo de alanina generando el mutante D/A que presenta pérdida
parcial de actividad; y el mutante en la cisteina catalitica, la cual es sustituida por una serina,
generando el mutante C/S que presenta pérdida total de actividad.

En el caso de PtpA, el mutante en el aspartato catalitico PtpA-D126A ya habia sido obtenido
por la Dra. Villarino por mutagénesis sitio dirigida, utilizando como molde el gen de PtpA-wt
clonado en el vector pET 28a(+). Se prepararon entonces los mutantes en la Cys catalitica de
PtpA y PtpB: PtpA-C11S y PtpB-C160S por mutagénesis sitio dirigida utilizando como molde el
gen salvaje de PtpA o PtpB (wt) clonado en el vector pET 28a(+).

En el caso de PtpB, no priorizamos la obtencion del mutante D/A ya que en la literatura no
existia consenso sobre cual es el aspartato catalitico (Grundner et al. 2005; Beresford et al.
2007). Las secuenciacion de los mutantes evidencid la introduccidn de las mutaciones deseadas
segln se muestra en el Anexo 1.

La etapa siguiente fue la produccién de las proteinas recombinantes de PtpA y PtpB de M.
tuberculosis. Se obtuvieron todas las forma mutadas generadas y también las formas salvajes
de dichas fosfatasas, estas Ultimas para realizar una comparacién estructural y funcional con las
proteinas mutadas.
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kDa

Las proteinas PtpA-wt, PtpB-wt, PtpA C11S, PtpA-D126A, y PtpB-C160S se produjeron en E.coli
BL21 (D3), utilizando como condiciones de expresiéon la induccidon con 0.5 mM de IPTG a 15°C
durante 16 horas. En estas condiciones tanto las formas salvajes como mutantes se expresan
mayoritariamente en la fraccién soluble, es decir en el sobrenadante de lisis (SN, Figura 3.1). En
la figura 3.1 se muestra a modo de ejemplo el analisis por SDS-PAGE de las muestras obtenidas
luego de la purificacién por afinidad (IMAC) de uno de los tres lotes producidos de PtpA-wt,
PtpA-D126A y PtpB-wt. En todos los casos las proteinas se eluyeron con 300 mM de imidazol
(E1-E4 o E6). Las fracciones de eluciones conteniendo las proteinas recombinantes purificadas
por afinidad se dializaron para eliminar el imidazol, y esta didlisis se hizo en cuatro etapas para
disminuir gradualmente el imidazol, ya que la didlisis en una sola etapa causa la precipitacién
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Figura 3.1. Analisis por SDS-PAGE (15% de acrilamida) de las muestras obtenidas luego de la purificacién
por cromatografia de afinidad de PtpA-wt (Fig A), PtpA-D126A (Fig B) y PtpB-wt (Fig C). En cada uno de
los geles se sembraron 10 uL del sobrenadante de proteinas solubles aplicado a la matriz de afinidad
(SN); 10 uL de la fraccidn que no se unié a la columna (FT por flow through); 15 uL de los lavados de la
matriz (L1 - L3); 10 uL de las eluciones con 300 mM de imidazol (E1-E6) y el marcador de PM. Las
proteinas se visualizaron por tincion con Coomasie R-250. Se sefiala con una flecha la altura de las

bandas del gel que contienen la proteina de interés.
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De la literatura sabemos que tanto PtpA como PtpB son mondmeros en solucién
(Madhurantakam et al. 2005; Grundner et al. 2005), por lo tanto con el objetivo de mejorar la
purificaciéon y separar las especies agregadas de la proteina en su forma monomérica,
realizamos una etapa adicional de purificacion por cromatografia de exclusion molecular. En la
Figura 3.2 se muestra el perfil de elucién (Abs 280 nm vs tiempo) obtenido durante la
purificacion por exclusién molecular de PtpA-wt y PtpA-D126A utilizando una columna
Superdex 200 16/60. En ambos se observa un pico principal (indicado con una flecha en la
figura) que corresponde a un volumen de elucién compatible con la masa molecular de las
formas monoméricas de las fosfatasas (de acuerdo con la calibraciéon de la columna y datos
previos del grupo). En el caso de PtpA-wt el pico principal se eluyé a 95.1 mL, por lo cual
estimamos una masa molecular aparente de 18 kDa, siendo la masa molecular tedrica del
mondmero de PtpA-wt 19,9 kDa (Figura 3.2 A). Para PtpA-D126A el pico principal de elucion se
obtuvo a los 93,8 mL, que corresponderia a una masa molecular aparente de 20 kDa, similar a
la masa molecular tedrica (Figura 3.2 B). En la figura 3.2 A se observa también un pico de mayor
Ve que representa los restos de imidazol remanente en la muestra, no eliminados totalmente
durante la dialisis (en la Figura 3.2 B no se observa porque el registro de Abs 280 nm se
interrumpio antes).

La identidad del componente eluido en el pico principal de estas cromatografias se verificd por
SDS-PAGE, seguido de analisis por espectrometria de masa. En la Figura 3.2 A se muestra en el
panel de la derecha el perfil obtenido por SDS-PAGE de la muestra proveniente del pico
principal, previamente concentrada, doénde se observa una banda mayoritaria de
aproximadamente 20 kDa correspondiente a PtpA-wt, identidad confirmada por
espectrometria de masa. Similarmente, el panel de la derecha de la Figura 3.2 B muestra una
banda mayoritaria de aproximadamente 20 kDa correspondiente a PtpA-D126A, identidad
confirmada por espectrometria de masa (Anexo 2).

Estos resultados indican que durante todo el proceso de purificacién, el mutante PtpA-D126A
se comporté de forma similar a la proteina salvaje. Ademads, de acuerdo al perfil obtenido
podemos concluir que ambas fosfatasas se encuentran principalmente como mondmeros en
solucién.

Es importante mencionar que la purificacion de PtpA-C11S por cromatografia de afinidad y
exclusién molecular condujo a resultados similares (realizado recientemente por el Lic. Danilo
Segovia, miembro de nuestro grupo).

Finalmente, es interesante notar que, el rendimiento de la purificacién, estimado a partir de la
preparacion de tres lotes, fue mayor para el mutante PtpA-D126A que para la proteina PtpA-
wt. Se obtuvieron 8.8 + 3.1 mg de PtpA-D126A y 4.6 + 0.24 mg de PtpA-wt por litro de cultivo
bacteriano. Esta diferencia podria estar asociada a la menor actividad fosfatasa del mutante
D126A respecto a la proteina salvaje (determinada en el punto 3.1.2.3). De hecho, expresar una
PTP totalmente activa en un organismo que ya posee un sistema tirosin-quinasa/fosfatasa,
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como E. coli (Vincent et al. 1999) podria causar un desbalance en la fosforilaciéon celular y
afectar la produccidn de la proteina recombinante salvaje.
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Figura 3.2. Purificacidon por cromatografia de exclusién molecular de PtpA-wt (A) y PtpA-D126A (B),
utilizando el sistema AKTA, y la columna preparativa Superdex 200 16/60 (GE Healthcare). Los graficos
muestran el perfil de la elucién obtenido monitoreando la A280 a lo largo de la elucidon. En ambas
figuras se indica con flechas el componente principal eluido en el entorno de los 90 mL. Las diferencias
en las mUA obtenidas se deben a la diferencias en la cantidad de proteina inyectada en cada columna
previamente equilibrada (protocolo detallado en Materiales y Métodos). A la derecha de cada figura se
muestra el analisis por SDS-PAGE de los componentes del pico principal obtenido, en un gel al 15% de
acrilamida, donde se sembraron 2-3 ug de la proteina y a su lado el marcador de PM.
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La Figura 3.3 muestra el grafico con el perfil de elucién de las proteinas durante la purificacién
por cromatografia de exclusion molecular de PtpB-wt y PtpB-C160S. En ambos se observa un
pico principal que corresponde a un volumen de elucién compatible con la masa molecular de
las formas monoméricas de las fosfatasas (de acuerdo con la calibracion de la columna
obtenida y datos previos del grupo).
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Figura 3.3. Purificacién por cromatografia de exclusién molecular de PtpB-wt (A) y PtpB-Cys160Ser (B),
utilizando el sistema AKTA, y la columna preparativa Superdex 200 16/60 (GE Healthcare). Los graficos
muestran el perfil de la elucién obtenido monitoreando la A280 a lo largo de la elucién. En ambas
figuras se indica con flechas el componente principal eluido en el entorno de los 87 mL. Las diferencias
en las mUA obtenidas se deben a la diferencias en la cantidad de proteina inyectada en cada columna
previamente equilibrada (protocolo detallado en Materiales y Métodos). A la derecha de cada figura se
muestra el analisis por SDS-PAGE de los componentes del pico principal obtenido, en un gel al 15% de
acrilamida, donde se sembraron 2-3 ug de la proteina y a su lado el marcador de PM.
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En el caso de PtpB-wt el pico principal eluydé a los 87,1 ml correspondiente a una masa
molecular aparente de 33 kDa, siendo la masa molecular tedrica de 32.2 kDa. Para PtpB-C160S,
el pico principal de elucidn se obtuvo a los 86 mL, que corresponderia a una masa molecular
aparente de 36kDa, similar a la masa molecular tedrica de PtpB. A la derecha de los
cromatogramas se observan los andlisis por SDS-PAGE de los picos principales, previamente
concentrados, dénde se observa en ambos casos una banda principal del tamafio esperado.

En conclusion, tanto las proteinas recombinantes salvajes como mutantes se lograron
obtener con un alto grado de pureza y en forma monomeérica.

Al inicio de este trabajo de tesis, nos planteamos aislar posibles sustratos de ambas fosfatasas
en Tyr de Mtb, PtpA y PtpB. Sin embargo, decidimos centrarnos primero en la busqueda de
sustratos de PtpA, principalmente basandonos en el hecho de que sélo para PtpA existen
evidencias que demuestren su presencia en el citosol de los macréfagos infectados (Bach et al.
2008). Sumado a esto PtpA pertenece una sub-familia de fosfatasas de Tyr de proteinas, en
cambio PtpB fue descrita como perteneciente a una nueva familia de fosfatasas lipidicas
atipica, pudiendo desfosforilar ciertos fosfoinositol fosfatos (Beresford et al. 2010) ademas de
P-Tyr, P-Ser/P-Thr de proteinas.

De los mutantes generados para PtpA (PtpA-C11S y PtpA-D126A), utilizamos el PtpA D126A en
los ensayos de ST. La eleccidn se baso en el hecho de que al inicio de la tesis disponiamos de la
caracterizacién estructural por Dicroismo Circular de dicho mutante (tesis de maestria de
Marcela Purificagcao (Purificacdo 2008) que sugeria no presentaba cambios estructurales
importantes, por lo cual era probable constituiria una buena herramienta para aislar sustratos.
Sumado a esto, en la literatura existe un reporte que ha descrito que la mutacion C/S puede
llegar a perturbar la estructura del sitio activo de la fosfatasa, tal como se observd para la
fosfatasa humana PTP1B, donde la estructura cristalina del mutante apo-PTP1B C215S revela
que los residuos del motivo C[X]sR[S/T] del sitio activo estdn en una conformacion
dramaticamente diferente a la que presentan en la estructura de la enzima salvaje (Scapin et
al. 2001). Ademas, en la literatura, e independientemente de la fosfatasa estudiada, el mutante
de D/A ha sido el mas utilizado (Blanchetot et al. 2005; Tiganis & Bennett 2007).

A continuacion profundizamos en la caracterizacion del mutante PtpA-D126A, utilizado
posteriormente en los ensayos de ST.

74



3.1.2. Caracterizacion estructural y funcional del mutante PtpA-D126A

Para obtener una buena herramienta a ser utilizada en la metodologia de ST, la mutacién
introducida en la fosfatasa (D126A) no debe generar cambios sustanciales en la estructura de la
proteina que puedan afectar su funcionalidad, alterando por ejemplo su capacidad de unir
potenciales sustratos. Como se describié en el punto anterior, el mutante PtpA-D126A a lo
largo del proceso de expresién y purificacion, se comportd en forma similar a la forma salvaje,
sugiriendo que esta mutacién no alter6 significativamente la estructura de dicha proteina. Para
confirmarlo realizamos los estudios complementarios que se describen a continuacion.

3.1.2.1. Anadlisis del grado de oligomerizacion por cromatografia de exclusion molecular
analitica

En primer lugar, como forma de verificar que las preparaciones obtenidas son estables y
mantienen a las fosfatasas en su forma monomérica, realizamos un andlisis por cromatografia
de exclusién molecular analitica, utilizando una columna Superdex 75 10/300 GL. Los
resultados mostraron que tanto el mutante como la forma salvaje eluyeron en un Unico pico
mayoritario con una masa molecular aparente correspondiente al estado monomérico (Figura
3.4).

PtpA WT
25 Pt
] | »~PtpAD126A
20 -
Z 15
2
S
= 10+
S
c
& 51
~N
(%]
< 0
-5
-10
. T - : : : - T .
0 5 10 15 20

Volumen de elucion (ml)

Figura 3.4. Andlisis por cromatografia de exclusion molecular de PtpA-D126A en la columna analitica
Superdex 75 10/300. La cantidad de proteina inyectada en cada corrida fue de 10 ug y se monitore¢ la
Abs 280 nm durante la elucién. El grafico muestra el perfil de la eluciéon obtenido para cada fosfatasa. La
columna fue previamente calibrada utilizando marcadores de peso molecular comerciales (SIGMA)

obteniéndose la siguiente ecuacién y=4154.9¢ ">

, siendo y= masa molecular de la proteina en kDa y
x= cociente V¢/ V,, a partir de la cual determinamos la masa molecular aparente de la fosfatasa (Ve:

volumen de elucién, V,: volumen muerto de la columna).
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Concretamente, el volumen de elucidon de PtpA-D126A y PtpA-wt fue de 12.16 mly 12.43 ml,
correspondientes a una masa molecular aparente de 21 kDa y 19 kDa respectivamente (siendo
la masa molecular tedrica de PtpA-wt 19.9 kDa). Este incremento de tan solo 2 kDa observada
entre la masa estimada y la tedrica para PtpA D126A se encuentra dentro de la variacién
experimental que hemos observado en este tipo de ensayo y sugiere que la introduccion de la
mutacion puntual D126A no genera cambios sustanciales en la conformacion global de la
fosfatasa. Por lo tanto podemos concluir que ambas preparaciones contienen la fosfatasa en su
forma monomérica.

3.1.2.2. Medicién de la fluorescencia intrinseca del triptéfano

La fluorescencia intrinseca de las proteinas se debe a la excitacion de los aminodacidos
aromaticos, fundamentalmente el triptéfano (Trp), y puede medirse selectivamente mediante
excitacion a 295 nm, ya que a esa longitud de onda la Tyr no absorbe. La fluorescencia del
triptéfano es altamente sensible a la polaridad de su entorno molecular, y en respuesta a
cambios conformacionales que afecten el microambiente que rodea al anillo indol, se puede
ver un corrimiento en el espectro de emisién. PtpA posee solo dos residuos de triptéfano, Trp
48 y Trp 152, que de acuerdo con el analisis in silico realizado con el programa Pymol (Figura
3.5 B) se encuentran en regiones diferentes y en estructuras secundarias diferentes. Por un
lado el Trp152 se encuentra en una alfa-hélice distante del sitio activo. Por otro lado el residuo
Trp 48 se encuentra en una regién no estructurada, flexible y a la entrada del sitio activo. Por lo
tanto este ultimo Trp podria servir como indicador de perturbaciones a nivel del sitio activo. Se
compard asi el espectro de emisiéon de PtpA-wt y PtpA-D126A en el rango 305-550 nm,
utilizando una longitud de onda de excitacién de 295 nm, para evaluar si la mutacion D126A
generaba cambios en el pico de fluorescencia emitida por el triptéfano. Los espectros de
emision se muestran en la Figura 3.5 A. No se observé un corrimiento en el pico de emisién de
fluorescencia. Por otro lado, las diferencias en la intensidad no se tienen en cuenta ya que se
deben a leves diferencias en la cantidad de cada una de las proteinas presente en la celda del
fluorimetro. La ausencia de cambio en el pico de emision de los Trp de PtpA-D126A respecto a
la PtpA-wt sugiere que la mutacion no parece provocar cambios conformacionales importantes
en la region de los residuos Trp.

Esto concuerda con estudios previos de Dicroismo Circular (CD) obtenidos por nuestro grupo
(Purificacdo 2008) en dénde la PtpA-D126A y la PtpA-wt, mostraron un nivel de estructura
secundaria similar, observdndose para el mutante un 34% de estructura a-hélice, 19% de hojas
By 47% de regiones no estructuradas (o estructuras al azar); y para la proteina salvaje un 37%
a-hélice, 11% de hojas B y 52% de regiones no estructuradas; resultados que concuerdan con
los cdlculos determinados a partir de la estructura cristalina de PtpA-wt (PDB
ID:1U2P)(Madhurantakam et al. 2005).
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Figura 3.5. A) Espectro de emisién del triptofano para la PtpA-wt y PtpA-D126A. B) Localizacion de los
Trp en la estructura de PtpA-wt, obtenida mediante el programa Pymol (DelLano Scientific LLC, EUA),
utilizando como modelo la PDB 1U2P correspondiente a la estructura cristalina de PtpA-wt. En rojo se
indican los Trp presentes en la fosfatasa, en celeste la Cys catalitica y en amarillo el Asp 126 catalitico
que en la proteina mutante se sustituyé por una Ala.

3.1.2.3. Caracterizacion funcional del mutante PtpA-D126A
3.1.2.3.1. Determinacion de los parametros cinéticos K, y Kcat

A continuacion se determinaron los pardmetros cinéticos de PtpA-D126A y se compararon con
los obtenidos para PtpA-wt. El objetivo de esta etapa es evaluar el efecto de la mutacién en los
pardmetros cinéticos de la enzima, utilizando como sustrato artificial el p-nitrofenil fosfato
(pNPP). Dicho sustrato presenta un grupo fosfato en posicién para con respecto al grupo nitro,
cuya hidrélisis se puede seguir en el tiempo midiendo el aumento de la absorbancia a 405 nm,
debido a la liberacién del producto para-nitro fenol (p-NP), de color amarillo.

De acuerdo a la bibliografia, un mutante D/A éptimo para ser utilizado en la estrategia de ST, es
de esperar tenga un valor de K., similar a la proteina salvaje. Esto indicaria que la regién
involucrada en el reconocimiento del sustrato permanece sin grandes cambios, manteniéndose
la afinidad por el mismo. Somos conscientes de las limitaciones de dicha afirmacién ya que la
evaluacion se realiza con un sustrato artificial no proteico. Por otro lado, debido al rol del Asp
en la catalisis es de esperar que el mutante presente una menor constante catalitica (kcat), tal
como ha sido reportado para ésta y otras fosfatasa (Madhurantakam et al. 2008; Wu & Zhang
1996). Como describimos en la introduccién, en el mecanismo catalitico de las PTPs, el grupo
tiolato (-S°) de la Cys catalitica actia como nucledfilo sobre el grupo fosfato unido a la Tyr del
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sustrato. A continuacion, el Asp catalitico (Asp 126 en PtpA) actia como 4cido, protonando el
oxigeno del grupo tirosilo saliente, clivando el fosfato de la Tyr y formando el intermediario
cisteinil-fosfato. Este mismo residuo de aspartato también actia como base en la segunda
etapa de la catalisis, que coordina una molécula esencial de agua, y promueve la hidrélisis del
intermediario, liberando el grupo fosfato y regenerando la enzima libre. El Asp 126 es entonces
crucial en la etapa limitante de la velocidad de la catdlisis, y la mutacién de este residuo es de
esperar que cause una disminucién en la k. de la fosfatasa. Sin embargo esta mutacion se ha
visto no causa una pérdida total de la actividad, ya que a la larga las moléculas de aguas
pueden ir cumpliendo el rol acido-base del aspartato eliminado (Madhurantakam et al. 2008).

En nuestro caso, las caracteristicas esperadas para el mutante D/A se confirmaron, ya que la
proteina de tres lotes de purificaciones independientes de PtpA-wt y PtpA-D126A presentaron
valores de K, para el sustrato pNPP que son del mismo orden (7.4 + 3.1 mM vy 5.3 = 2.3 mM,
respectivamente). Por otro lado la ket para PtpA-D126A (0.04 + 0.02 seg) fue 40 veces mas
baja que la observada para PtpA-wt (1.58 + 0.24 seg™*) (Figura 3.6, Tabla 3.1).
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Figura 3.6. Representacion de la curva de Michaelis-Menten para un lote de purificacidon de
PtpA-wt y PtpA-D126A. Los circulos blancos representan los datos experimentales y los
triangulos negros representan la curva que mejor se ajusta a la ecuacién de Michaelis-Menten,
utilizada para determinar los valores de K, y Vmax. La velocidad de reaccién de PtpA-wt y PtpA-
D126A (grafico inserto) esta expresada como umoles pNP min™ mgde proteina.
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Tabla 3.1. Pardametros cinéticos de PtpA-wt y PtpA-D126A de M. tuberculosis. Los valores
corresponden a la media + desvio estdndar de tres determinaciones independientes utilizando
diferentes lotes de proteina purificada.

Vmax Keat Km
(wumol pNP min™ mg™) (seg™) (mM)
PtpA-wt 4.75+0.71 1.58+0.24 7.4+3.1
PtpA-D126A 0.12+£0.08 0.04 £0.02 53+23

Los valores de los parametros cinéticos reproducen datos previamente reportados en la
literatura para PtpA-D126A respecto a la proteina salvaje: un valor de K, similar y una
importante disminucidn en k. (36-veces) utilizando pNPP como sustrato (Madhurantakam et
al. 2008). Estos resultados estan de acuerdo con los datos reportados para otros mutantes D/A
caracterizados para otras PTPs (Flint et al. 1997; Garton et al. 1996; LaMontagne et al. 1998).
En cambio, Bach et al. reportaron que la mutacién D126A causa una pérdida total de la
actividad fosfatasa de PtpA de M. tuberculosis (Bach et al. 2008), y no una pérdida parcial de su
funcién como es de esperar para este tipo de mutante, y tal como fue observado en nuestros
ensayos (Tabla 3.1). Las diferencias con nuestros resultados seguramente se deben al uso de
distintos procedimientos experimentales durante purificacion del mutante, que llevan a la
obtencién de una proteina de calidad diferente. Las diferencias entre los procedimientos seran
analizados en la discusidn de la presente tesis.

Por lo tanto, considerando todos los resultados obtenidos hasta ahora, podemos concluir que
la disminucion en la actividad del mutante de PtpA-D126A no se debe a grandes cambios
conformacionales sino que es debida a la pérdida de contactos intramoleculares importantes
involucrados en la catdlisis, debido a la sustitucion del Asp catalitico 126 por Ala (cambio de
un grupo cargado carboxilo por un grupo no cargado metilo).

3.1.2.3.2. Determinacion del pK, de las Cys

En general las Cys del sitio activo de las PTPs (Cys 11 en PtpA) presentan un pK; menor (del
orden de 5), respecto a una Cys libre o no catalitica (pka 8.3). Esto se debe al entorno
aminoacidico en el que se encuentra. En el caso de la Cys catalitica de las PTPs, ésta se
encuentra estabilizada como tiolato (-S) principalmente por la interaccién con una serina
conservada del sitio activo, lo cual favorece el ataque nucleofilico del P-Tyr sustrato (Pannifer
et al. 1998; Madhurantakam et al. 2008). Basandonos en esta informacidn resulto interesante
evaluar si los pK, de las Cys del mutante PtpA D126A eran similares a los obtenidos con la
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proteina salvaje. Para ello utilizamos el método de determinacidn del pK; por alquilacion de las
Cys con monobromobimano (mBBr) a diferentes pHs (Sardi et al. 2013). Previamente a la
determinacién del pK,, nos aseguramos que las preparaciones de PtpA-D126A y PtpA-wt
purificada contaran con una alto contenido de Cys no oxidadas, porcentaje que fue del orden
de 60-80%, determinado mediante la dosificacién de tioles (-SH) reducidos utilizando
ditiopiridina. Esto es importante ya que la aparicién de formas oxidadas de Cys (incapaces de
reaccionar con el mBBr e irreversibles al ser tratadas con DTT) es un fendmeno no deseado que
suele ocurrir durante el proceso de purificacidon en condiciones aerobias (Scopes 1994).

El método de determinacidon del pK, por alquilacion de las Cys con mBBr se basa en la
formacién de un aducto capaz de fluorescer a 482 nm. La formacién del mismo puede ser
seguida en funcion del tiempo, esto permite el calculo de las velocidades iniciales de reaccién
para cada pH ensayado. La constante de velocidad de primer orden (k) se obtuvo realizando el
cociente de la velocidad con la concentracidn de mBBr utilizada. Para la determinacién del pK,
posteriormente se grafico6 k en funciéon del pH, ajustando las curvas a la funcidn
correspondiente dependiendo de la cantidad de pK, observados (Ver Anexo 3 Figura A3.1y
A3.2 para PtpA-wt y D126A, respectivamente). Se determinaron los puntos de inflexién en la
curva, cada uno correspondiente a un pKj, que se muestran en la Tabla 3.2. La PtpA posee tres
cisteinas (Cys11, Cys16 y Cys53), siendo la Cysll la catalitica. Por lo tanto, esperdbamos
observar al menos dos pKa, uno de ellos del orden de 5, correspondiente a la cisteina catalitica
y otro mayor, correspondiente a las demds cisteinas. Sin embargo observamos tres valores de
pK,, el mas bajo podria corresponder al pK, de la Cys catalitica, y los otros dos podrian
corresponder a las otras Cys no cataliticas. Es conocido que la reactividad del tiolato puede ser
diferente dependiendo del entorno, es decir puede variar con la presencia de otros residuos
con cadenas laterales de pK; bajo, capaces de desprotonarse tales como aspartato y glutamato.
Esto podria generar una heterogeneidad en la proteina utilizada en el ensayo, causando una
reactividad diferente del tiolato con el mBBr que podria explicar el pK, adicional observado.
Seria interesante realizar el mismo experimento utilizando el mutante en el cual sustituimos la
Cys catalitica por Ser (recientemente disponible en el laboratorio) para evaluar si con esta
proteina detectamos sélo los pK, mas altos; y utilizar otro método de determinacién de pka
para interpretar mejor los valores obtenidos de pka. A pesar de esto, tal como se observa en la
Tabla 3.2, los valores de pK, obtenidos para las Cys de PtpA-D126A fueron similares a los
obtenidos para la PtpA salvaje.

Tabla 3.2. Valores de pK, determinados para PtpA-wt y PtpA-D126A.

pK, PtpA-wt pKa, PtpA-D126A
pKa; =4.90 = 0.33 pKa; =4.73 = 1.78
pKa, =6.19 = 0.52 pKa, =7.08 = 1.85
pKaz = 8.55 = 0.48 pKas =10.03 = 0.65
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En resumen, en esta primera etapa de la tesis se logro producir la proteina recombinante
PtpA-D126A, la cual se obtuvo con un buen rendimiento y pureza, presentando caracteristicas

estructurales y funcionales que sugieren puede ser utilizada con éxito en la estrategia de ST.

3.2. Caracterizacion de la interaccion entre PtpA y los componentes del extracto

de macroéfagos

Una vez realizada la caracterizacidon bioquimica de PtpA-D126A, se procedié a preparar los
extractos enriquecidos en proteinas solubles de macrdéfagos, a ser utilizados en los ensayos de
aislamiento de los potenciales sustratos de PtpA. Luego, con la fosfatasa PtpA de Mtb y los
extractos de proteinas de macréfago se realizaron experimentos de SPR para caracterizar la
interaccion entre la fosfatasa y los componentes del extracto, de forma de conocer cuales
serian las condiciones de trabajo adecuadas para los ensayos de Substrate Trapping.

3.2.1. Obtencidon de extractos de macrofagos derivados de la linea celular THP-1

Se prepararon extractos de macréfagos derivados de la linea celular THP-1, en dos condiciones:
sin estimulacion y bajo activacion por LPS. La activacién con LPS se realizé con el objetivo de
obtener un extracto de proteinas a partir de células que estuvieran en un estado de activacién
similar al que podria encontrarse en macroéfagos infectados con Mtb. Como se describe en la
metodologia, en la preparaciéon de estos extractos se intentd preservar la fosforilacion de Tyr
en las proteinas, mediante la inactivacidn reversible de las PTPs enddgenas con el inhibidor
competitivo ortovanadato de sodio (NasVOQ,) y la inactivacién irreversible con iodoacetamida
(IAA). Es sabido que en ausencia de tratamiento con Na3VQO,, el nivel de P-Y en los extractos
celulares proteicos es indetectable (Buist et al. 2000).

En nuestro caso se comprobd que el tratamiento con IAA aumenta el nivel de P-Y en un 25%,
respecto a la fosforilacion detectada en extractos de macréfagos donde la P-Y fue preservada
sélo con Na3VO, (Figura 3.7). Por otro lado, tal como se observa en la Figura 3.8 se obtuvo un
perfil similar de proteinas fosforiladas con ambos extractos de macroéfagos, activado con LPS y
sin activar.
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Figura 3.7. Inmunodeteccidn de proteinas fosforiladas en Tyr en extractos de macroéfagos enriquecidos
en P-Y. Muestras conteniendo 2, 6 y 10 ug de extracto de macréfagos tratados con NasVO, + IAA o con
NasVO, se separaron por SDS-PAGE seguido de electrotransferencia y WB con un anticuerpo Anti-P-Tyr
(Cell Signalling # 9411). El grafico muestra la relacion entre los niveles de P-Y (%) en el extracto de
macrofagos tratado con NasVO, + IAA respecto al extracto tratado con NasVO,; esta relacidn se
determiné en base a la cuantificacidon de las bandas por densitometria con las herramientas del GBOX

ChemiSystem (SynGene).
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Figura 3.8. Inmunodeteccién de proteinas fosforiladas en Tyr en extractos de macroéfagos activados y sin
activar con LPS (tratados con NaszVO, + IAA). Carril 1: extracto de macrofagos sin activar; carril 2:
extracto de macrdéfagos activados con LPS. Muestras conteniendo 10 ug de extracto se separaron por

SDS-PAGE seguido de electrotransferencia y WB con un anticuerpo Anti-P Tyr (Invitrogen #136600).
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3.2.2. Estudio de la interaccion entre PtpA-D126A y las proteinas del extracto de
macroéfagos por resonancia plasmonica de superficie (SPR)

La interaccion entre PtpA y el extracto de proteinas de macréfagos se analizé mediante la
metodologia de resonancia plasmoénica de superficie (SPR). Esta metodologia permite
monitorear con alta sensibilidad y en tiempo real la interaccién entre moléculas, sin la
necesidad que las mismas estén marcadas. La fosfatasa se inmovilizéd covalentemente a la
superficie de un sensor chip CM5 para analizar entonces su capacidad de interaccionar
especificamente con componentes del extracto de macréfagos inyectados en la fase movil.
Como se explicé en la metodologia (punto 2.7), la interaccidn entre componentes del extracto
de macrdéfagos con la fosfatasa inmovilizada se evalué mediante el andlisis de sensogramas de
asociacion/disociacién en tiempo real generados utilizando el software BlAevaluation 4.1 (GE
Healthcare). En la Figura 3.9 se muestra un sensograma de asociacion-disociacién en tiempo
real entre PtpA-D126A y el extracto de macréfagos control (sin activar con LPS). En el mismo se
observé una respuesta que indica una asociacién, seguida de una disociacion lenta, lo que
sugiere que el extracto contiene moléculas capaces de interaccionar con PtpA-D126A.
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Figura 3.9. Andlisis por SPR de la interaccién entre componentes del extracto de macréfagos control y la
PtpA de M. tuberculosis. Se muestra un sensograma de asociacién-disociacion en tiempo real
representativo de la interaccion del extracto de macréfagos control con PtpA-D126A inmovilizada. Los
extractos se aplicaron a una velocidad de flujo de 10 uL/min durante 5 min y a una concentracién del
orden de 20 ug/mL en buffer HEPES 10 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, Tween-20 0.005% y DTT
1 mM. Los valores se expresaron como porcentaje, correspondiendo el 100% a 90 UR. La imagen
interior muestra el sensograma de asociacién-disociacién en tiempo real, del extracto de macréfagos
con PtpA-wt inmovilizada. Estos sensogramas son representativos de los resultados obtenidos en mas

de tres réplicas analiticas y dos réplicas bioldgicas realizadas con diferentes lotes de PtpA-D126A
purificada y extractos de macréfagos.
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A

Este sensograma resulté comparable al obtenido cuando se inmovilizé PtpA-wt al chip CM5
(inserto de la Figura 3.9). Por tanto, este resultado constituye una evidencia mas a favor de la
utilidad del mutante PtpA-D126A para capturar potenciales sustratos de PtpA presentes en el
extracto de macroéfagos.

Se realizaron diversos ensayos de SPR para comparar la interaccién entre PtpA-D126A con los
diferentes extractos de macréfagos control y activados con LPS, y no se observaron diferencias
sustanciales en el perfil de asociacidn-disociaciéon de los mismos (Figura 3.10).
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Figura 3.10. Comparacion de la interaccion entre PtpA-D126A y los componentes del extracto de
macréfagos control (sin activar con LPS) (A) y activados con LPS (B). Se muestran los sensogramas de
asociacién-disociacién en tiempo real, de PtpA-D126A (inmovilizada al chip) con los diferentes extractos
de macrofagos. Los extractos se aplicaron a una velocidad de flujo de 10 uL/min durante 5 minutos, a
una concentracion del orden de 20 ug/mL en buffer HEPES 10 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM,
Tween-20 0.005% y DTT 1 mM.

Luego de detectar que existen componentes del extracto de macréfagos que estan
interaccionando con la PtpA, procedimos a evaluar la estabilidad de la interaccién mediante la
aplicacion de pulsos de alta concentracién salina o de una solucién acida que desciende
bruscamente el pH. Como se muestra en la Figura 3.11, cuando se inyectaron dos pulsos
sucesivos de NaCl 1.0 M, la velocidad de disociacion permanecié similar a la observada antes
del agregado de dicho pulso, demostrando que la interaccion es resistente a la alta fuerza
idnica (Figura 3.11 A). Este resultado esta de acuerdo con datos en la bibliografia que sugieren
que residuos hidrofdbicos a nivel de la entrada del sitio activo de PtpA, como el Trp 48, Tyr 128,
Tyr 129, juegan un rol importante en definir la especificidad por el sustrato de PtpA
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(Madhurantakam et al. 2005). Como era de esperar, pulsos de 10 mM glicina a pH 2.0 causaron
una caida abrupta de la seiial, acelerando la disociacién hasta que ésta alcanza a la totalidad de

los complejos (la sefial alcanzé nuevamente la linea de base, Figura 3.11 B).
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Figura 3.11. Estabilidad de la interacciéon entre PtpA D126A y los componentes del extracto de
macrofagos a alta concentracion salina, pero no al descenso de pH. Se muestran los sensogramas de
asociacién-disociacién en tiempo real, obtenidos con PtpA-D126A inmovilizada al chip, inyectando el
extracto de macréfagos control, a una velocidad de flujo de 10 uL/min durante 5 minutos, a una
concentracion del orden de 20 ug/mL en buffer de corrida (HEPES 10 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, EDTA 3
mM, Tween-20 0.005% y DTT 1 mM. (A) Efecto sobre la velocidad de disociacion de la inyeccion de dos
pulsos de 30 seg de 1.0 M NaCl. (B) Efecto sobre la velocidad de disociacién de la inyeccion de dos
pulsos de 40 seg de 10 mM glicina pH 2.0. (C) Curvas de asociacidn-disociacién luego de 4 ciclos de
inyeccidn de extracto de macrdfagos control a una velocidad de flujo de 10 uL/min, concentracién del

orden 20 ug/mL en el mismo buffer de corrida seguido de 10 mM glicina pH 2.0.
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Para evaluar la posibilidad de reutilizar el chip sensibilizado con la PtpA-D126A se realizaron 4
ciclos que constan cada uno de la inyeccion del extracto de macréfagos seguido de dos
inyecciones rdpidas de glicina a pH 2.0. Como se muestra en la Figura 3.11 C el mutante
inmovilizado de PtpA-D126A es estable, observandose el mismo nivel de respuesta luego de los
4 ciclos de regeneracién con glicina a pH 2.0. En paralelo, se verificéd que la incubacidn de PtpA
en solucion a pH 2.5 durante 1 o 5 minutos no afectd la actividad fosfatasa (evaluada a pH 7.4
utilizando el sustrato artificial pNPP).

A continuacion se utilizé NasVO, (inhibidor competitivo de las PTPs), para analizar si el sitio
activo de la enzima estaba involucrado en la interaccién entre PtpA-D126A y los componentes
del extracto de macréfagos. La Figura 3.12 muestra que en presencia de una concentracién
igual o mayor a 2.5 mM del inhibidor, la interaccién de la fosfatasa con los componentes del
extracto de macréfagos disminuyd, y esta disminucidn fue mayor al aumentar la concentracién
del inhibidor. Estos resultados sugieren que el inhibidor estd compitiendo con componentes del
extracto por la unién con la PtpA, a través del sitio activo. Para completar estos estudios,
realizamos también ensayos donde se inyectd primero el extracto de macroéfagos, permitiendo
la formacién de los complejos, y luego se aplicaron pulsos con el inhibidor (25 mM). En este
caso, el NazVO, fue incapaz de promover la disociaciéon entre los componentes proteicos del
extracto y la PtpA-D126A en los tiempos ensayados. Esto indicaria que una vez establecida la
interaccion del mutante PtpA D126A con los componentes del extracto de macréfagos, éstos
son dificiles de desplazar con el inhibidor, sugiriendo una importante afinidad de la interaccién
establecida.

100

80 |

Unidades de Respuesta (UR)

60

T T T T 1
0 100 200 300 400 500

40 4

.
T

§ tiempo (s)
\;/

20 +

Unidades de Respuesta (%)

r~rr T T Trr 171771717 1T 71 71
00 25 50 7.5 10.0 125 15.0 17.5 20.0 22.5 25.0 27.5 30.0
Ortovanadato de sodio (mM)

Figura 3.12. Efecto del NasVO,en la asociaciéon de componentes del extracto de macrdéfagos a la PtpA-
D126A. Los resultados se expresaron como porcentaje, considerando como 100% a las unidades de
respuesta medidas sin el inhibidor, y los errores corresponden a réplicas experimentales. Grafico
inserto: sensogramas de asociacion-disociacién obtenidos mediante la inyeccién del extracto de
macrofagos sin NasVO,y previamente mezclado con 25 mM de NazVO,.
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En resumen, los andlisis de SPR constituyeron una herramienta util para detectar que existe
interaccion entre componentes del extracto de macrofagos y la PtpA. Logramos demostrar
que existen componentes del extracto que interaccionan con la PtpA-wt y la PtpA-D126A, que
dicha interaccion involucra el sitio activo de la fosfatasa, y que es estable a pulsos de alta
concentracion salina pero no a pulsos de pH bajo. Esto nos permitio definir condiciones de
lavado y elucién para los ensayos posteriores de ST, que contribuyeron a reducir las uniones
no especificas, favoreciendo el aislamiento de los potenciales sustratos de PtpA.

3.3. Identificacion de potenciales sustratos eucariotas de PtpA de Mtb

3.3.1. Preparacion de la matriz para el ST

Basandonos en los resultados obtenidos en los ensayos de SPR disefiamos una estrategia de ST
para aislar potenciales sustratos de PtpA a partir de extractos de macréfagos enriquecidos en
proteinas fosforiladas en Tyr. Como primer paso, la PtpA-D126A se inmovilizé covalentemente
a una matriz de NHS-Sefarosa mediante la misma quimica de unién utilizada en los
experimentos de SPR, es decir a través de los grupos €-amino de la fosfatasa. El rendimiento de
inmovilizacién fue del 100%, no observdndose proteina en el sobrenadante de inmovilizacion.

En paralelo, se preparé una matriz control, repitiendo el procedimiento con la misma cantidad
de matriz pero sustituyendo a la PtpA-D126A por el buffer de inmovilizacién. Esta matriz
permitid evaluar la unidn inespecifica de proteinas del extracto de macréfago durante los
ensayos de ST (Figura 3.13. Ay B). Es importante notar que la preparacién de las matrices con
PtpA-D126A y control, implicé el bloqueo de los grupos reactivos remanentes de la matriz con
etanolamina, etapa indispensable para minimizar la unidn inespecifica de proteinas a la misma.

Toda la PtpA-D126A ofrecida a la matriz fue inmovilizada y es de esperar no distorsione la
estructura de la proteina ya que como explicamos en la metodologia ésta serd uni o bi-puntual,
debido a que PtpA cuenta con una Unica Lys, ademas del grupo N-terminal, por donde puede
unirse a la matriz (Figura 3.13 D). Esto fue confirmado por la ausencia de pérdida significativa
de la actividad fosfatasa luego de la inmovilizacién, resultado obtenido al comparar la actividad
de una misma cantidad de proteina inmovilizada y en solucién. Para ello tuvimos en cuenta que
en condiciones de velocidad mdxima, y utilizando el pNPP como sustrato la k.: de PtpA-D126A
es 40 veces menor que la k.t de PtpA-wt, por lo que es de esperar que esta relacion se
mantenga cuando se comparan las actividades de la fosfatasa soluble (PtpA-wt) respecto a la
fosfatasa inmovilizada (PtpA-D126A). Como se observa en la Figura 3.13 C esta relacién o
cociente entre la actividad de PtpA-wt respecto a la actividad de PtpA-D126A se mantuvo,
confirmandose que no hubo pérdida de actividad durante la inmovilizacién.
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Figura 3.13. Preparacién de las matrices a ser utilizadas durante el ST con PtpA-D126A.

(A) Diagrama mostrando la estrategia utilizada para la inmovilizacién covalente de PtpA D126A a la
matriz de NHS-Sefarosa. (B) Matriz utilizada como control de interaccion inespecifica (sin PtpA-D126A).
(C) Relacion o cociente entre la actividad de PtpA-wt soluble respecto a la actividad de PtpA-D126A
inmovilizada, utilizando pNPP (30 mM) como sustrato artificial. (D) Secuencia de PtpA D126A
mostrando en rojo la Unica lisina (K43) presente en la secuencia primaria y la estructura de dicha
fosfatasa representada con el programa Pymol (Delano Scientific LLC, EUA) sefialando los dos grupos €-
amino presentes en la proteina. Se destaca también en la figura la Cys catalitica de la fosfatasa,
mostrando que se encuentra alejada del sitio de inmovilizacion.
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3.3.2. Aislamiento e identificacion de potenciales sustratos de PtpA mediante ST

Una vez preparada la matriz con la PtpA-D126A inmovilizada, se realizé el ST tomando ventaja
de la informacién obtenida por SPR sobre la interaccion de la enzima con los componentes del
extracto de macréfagos. Asi, se incubd la matriz con dicho extracto por 1h a 4°C y se realizaron
luego lavados con soluciones de alta fuerza idnica (0.5 M y 1 M NaCl), con el objetivo de
eliminar las interacciones no especificas. La elucién de los posibles interactores de PtpA-D126A
presentes en el extracto de macréfagos se realizé de dos maneras diferentes, utilizando
agentes fuertemente disociantes (el buffer de muestra del SDS-PAGE) o pH 4cido.

3.3.2.1. Elucion con buffer disociante

En primer lugar se utilizé el buffer que se utiliza en el SDS-PAGE para el tratamiento de las
muestras (buffer muestra) para recuperar la mayor cantidad de proteinas asociadas a la matriz
durante el ST. La Figura 3.14 muestra el analisis por SDS-PAGE de los lavados y las eluciones
obtenidas en los ensayos de ST con PtpA-D126A, utilizando un extracto de macréfagos control
(Figura A) y un extracto de macrofagos activado con LPS (Figura B).

Como podemos ver, luego de seis lavados de la matriz, casi no se detectaron proteinas en los
geles tefiidos con nitrato de plata (carril L6). En la fraccidon eluida con buffer muestra se
observaron varias bandas en el gel (carriles Est), y el patron de distribucidon de bandas resulté
muy similar para ambos extractos proteicos (carriles CPE y APE). Ademds, en ambas fracciones
eluidas (carriles Est) se observd un patrén de bandas visiblemente diferente al patron de
bandas observado en los extractos de macréfagos (carriles CPE y APE) utilizados en el ensayo y
en los lavados (carriles L1-L6).

Por otro lado, en los ensayos control del ST, en los cuales el extracto de macréfagos se incubd
con una matriz sin PtpA-D126A inmovilizada, se detectaron sélo unas pocas bandas en el eluato
(carril Ec). Tomadas en conjunto estas observaciones sugirieron que el método de ST eluyendo
con buffer muestra funciond, permitiendo obtener muestras enriquecidas en potenciales
interactores de PtpA-D126A.

89



Substrate trapping Substrate trapping control sin

con PtpA-D126A PtpA-D126A
A
PM CPE L2 L4 L6 Eg E.
116 kDa ¥ .

45 kDa [l

35 kDa mwws « : f

25 kDa
[
B
PM APE L2 L4 L6 EST Ec
116 kDa + = I
e > a'
66 kDa =2 & i b
45 kD N
a B d’
-== 3
35 kDa /
=
l.' -
25 kDa
-

Figura 3.14. Analisis por SDS-PAGE de las muestras obtenidas en los ensayos de ST realizados: A) con
extracto proteico de macréfagos control (CPE); B) con extracto proteico de macréfagos activados (APE).
Las muestras se separaron en un gel al 15 % de acrilamida. Para el analisis de los extractos CPE y APE se
sembraron 2 ug de proteina total, mientras que para los lavados y eluciones del ST se sembré un
volumen de 25 ulL de muestra. PM: marcador de peso molecular, L2: segundo lavado realizado con 10
mM Hepes pH 7.4, 150 mM NacCl, 3 mM EDTA, 0.005% Tween 20, L4: cuarto lavado, adicionando 0.5 M
NaCl, L6: ultimo lavado, adicionando 1.0 M NaCl. Esr representa el pool de cuatro eluciones realizadas
con buffer muestra de SDS-PAGE luego del ST con PtpA-D126A inmovilizada y E.el pool de las eluciones
realizadas en el experimento control con la matriz sin PtpA-D126A inmovilizada. Las proteinas se
visualizaron por tincién con nitrato de plata. Se indican los fragmentos de gel recortados en los que se
logré identificar proteinas por MALDI-TOF-MS.
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Para la identificacion de los potenciales interactores se cortaron todas las bandas del carril
correspondiente a la elucion con buffer muestra (Est) y a la elucion del ST control (Ec), y se
analizaron las proteinas presentes por MALDI-TOF MS. En las bandas correspondientes a los ST
con PtpA-D126A se identificaron un total de 11 proteinas eucariotas en 8 fragmentos de gel
extraidos del carril Es; (nombrados a-h y a’-h’en la Figura 3.14), mientras que no se identificaron
proteinas en los restantes fragmentos del gel. Las proteinas identificadas se muestran en la
Tabla 3.3. Analizando los resultados de dicha Tabla, podemos ver que el ST con PtpA-D126A
permitid aislar practicamente las mismas proteinas de macréfago, independientemente del
estado de activacién de la célula (ver primer columna, Tabla 3.3). En cambio, en los controles
de ST (Fig 3.16 Ay B, carril Ec) no se pudo identificar ninguna proteina por MALDI-TOF MS. Sin
embargo, utilizando una estrategia mas sensible de espectrometria de masa (nano-LC MS) se
detectaron numerosas proteinas que se unen a la matriz sin PtpA-D126A, ente ellas 4 de las 11
proteinas identificadas utilizando la matriz con PtpA-D126A inmovilizada (HS90, TBB5,TBA1C,
ACTB). A pesar de que no podemos excluir la posibilidad de que algunas de estas cuatro
proteinas hayan sido enriquecidas en forma especifica durante el ST, éstas fueron excluidas de
los siguientes analisis ya que también se unen a la matriz sin PtpA-D126A. Ademas, estas
proteinas han sido categorizadas como proteinas abundantes y que se unen inespecificamente
a diferentes matrices (Trinkle-Mulcahy et al. 2008; Mellacheruvu et al. 2013).

Si tenemos en cuenta la identidad y funcién de los 7 candidatos restantes, podemos observar
que la mayoria de las proteinas estan relacionadas con el metabolismo energético de la célula.
Ella son 5 proteinas mitocondriales (ECHA, ATPA, SQRD, MPCP and CY1) y dos proteinas
citosdlicas (K6PP and HSPB1) (Tabla 3.3).
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Tabla 3.3. Proteinas identificadas por MALDI-TOF-MS en las fracciones eluidas del ST con PtpA-D126A vy
el extracto de macroéfagos control y activado con LPS.

Cobertura
No. de No. de . _—
a oo Lo . . Masa Mascot L . de Secuencias peptidicas
Banda Proteina identificada Cédigo proteina b secuencias secuencias . b "
(Da) score s b .. b secuencia confirmadas por MS/MS
coincidentes” peptidicas (%)
, Heat shock protein f IDIIPNPQER
ala HSP-90 beta HS90 HUMAN 83242 134 8 7 13 GVVDSEDLPLNISR
Trifunctional enzyme TLQEVTQLSQEAQR
subunit alpha, ECHA_HUMAN 82947 127 21 16 28 TVLGTPEVLLGALPGAG
bib’ mitochondrial GTQR
6-phosphofructokinase YLEEIATQMR
* K6PP_HUMAN 85542 118 24 19 31 AIGVLTSGGDAQGMNAA
platelet type VR
EAYPGDVFYLHSR
ATP synthase subunit TGAIVDVPVGEELLGR
alpha, mitochondrial A TPA-HUMAN = 59714 128 10 9 26 EVAAFAQFGSDLDAATQ
QLLSR
cle’ FPGQLNADLR
. . c f
Tubulin beta-5 chain TBB5_HUMAN 49640 261 26 21 61 AILVDLEPGTMDSVR
ISEQFTAMFR
Tubulin alpha-1C chain® TBA1C_HUMAN' 49863 163 18 16 47 AVFVDLEPTVIDEVR
Sulfide quinone :mlﬂggﬁﬁ;om(l\n)
d/d frf'ltgzgji‘fjcglse’ SQRD_HUMAN 49929 188 22 19 49 YADALQEIIQER
! ! GYWGGPAFLR
ele’ Actin, cytoplasmic ° ACTB_HUMANf 41710 82 4 4 15 SYELPDGQVITIGNER
i Phosphate carrier MPCP_HUMAN 39933 76 7 6 18 IQTQPGYANTLR
protein, mitochondrial =
, Cytochome C1, g AANNGALPPDLSYIVR+
9 mitochondrial CY1_HUMAN 35399 77 3 2 9 Deamidated NQ
, Heat Shock protein LFDQAFGLPR
h/h beta 1 HSPB1_HUMAN 22768 167 5 5 29 LATQSNEITIPVTFESR

®El nombre de la banda corresponde al fragmento de gel indicado en los SDS-PAGE que se muestran en la Figura 3.15.

® para cada proteina, el valor del score, nimero de secuencias coincidentes, y numero de péptidos indicados
corresponde al mayor valor obtenido a partir de los dos experimentos.

“TBB3_HUMAN, TBB2A_HUMAN and TBB4B_HUMAN también fueron identificados con los mismos péptidos.
dTBAlA_HUMAN, TBA1B_HUMAN también fueron identificados con los mismos péptidos.

¢ ACTG_HUMAN también fue identificada con los mismos péptidos.

" Proteinas identificadas en los ensayos de ST control sin PtpA-D126A inmovilizada utilizando una estrategia mads
sensible, Nano LC-MS.

€ La proteina CY1_HUMAN fue identificada Ginicamente en el ensayo de ST utilizando el extracto de macréfagos activado
con LPS.
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3.3.2.2. Elucioén a pH acido

Una estrategia alternativa para la elucion de los interactores de PtpA, fue el tratamiento a pH
acido (en base a la informacién obtenida por SPR sobre la interaccién entre la fosfatasa y los
componentes del extracto). Para ésto se aplicéd una la disminucidn del pH a 2.5 y se recogieron
las fracciones E1 a E7 las cuales se neutralizaron inmediatamente. En este caso, sélo se utilizd
el extracto de proteinas de macroéfagos sin activar. Al realizar la elucidn acida de las proteinas
retenidas por la PtpA-D126A se recuperd una cantidad mucho menor de proteinas que con la
elucion con buffer muestra; esto se reflejé en que no se detectaron bandas en las fracciones
eluidas cuando se analizaron por SDS-PAGE utilizando tincién con nitrato de plata. Las
fracciones fueron entonces digeridas con tripsina y los péptidos resultantes se identificaron
mediante analisis por nano-LC MS. En este caso, tanto para el ST con PtpA-D126A como para el
ST control, el analisis por espectrometria de masa se realizé6 sobre pooles de eluciones
sucesivas (E2+E3, E4+E5, E6+E7). Las proteinas identificadas en cada pool fueron similares, por
lo cual se listaron en forma conjunta. Se descartaron luego aquellas proteinas que mostraron
una interaccién inespecifica con la matriz (identificadas a partir del andlisis de los eluatos del ST
control (Tabla 3.4). Los interactores potenciales se listan en la Tabla 3.5 y son el resultado del
andlisis de tres ensayos de ST realizados con lotes independientes de extracto de macréfagos
sin activar y diferentes lotes de matriz con PtpA-D126A inmovilizada (réplicas bioldgicas).

La comparacién de la Tabla 3.3 y 3.5 muestra que la alta sensibilidad del andlisis por LC-MS/MS
permitid identificar un nUmero mayor de proteinas que el obtenido por andlisis mediante SDS-
PAGE y posterior MALDI-TOF MS. Ademas, resultd interesante que entre las proteinas que se
lograron identificar aparecen las proteinas previamente identificadas (Tabla 3.3), asi como
otras subunidades de estas proteinas (ECHB, ATPB, ATPO, ATP5H).

Finalmente se realizé un ensayo de ST con el extracto de macréfagos activado con LPS
utilizando la estrategia de elucién 4cida, con el objetivo de evaluar si se aislaban e identificaban
proteinas diferenciales. La Tabla 3.6 muestra que al utilizar el extracto de macrdéfagos activados
se aislaron la mayoria de las proteinas identificadas en el ensayo de ST con extracto no
activado, con leves variaciones en los parametros de espectrometria de masa (score, iones
coincidentes, No. secuencias peptidicas). Es decir que en las condiciones de trabajo utilizadas
no encontramos interactores potenciales de PtpA que estén asociados a macréfagos activados
hacia un perfil inflamatorio, como se espera seria el fenotipo celular en la infeccién por Mtb.
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Tabla 3.4. Proteinas identificadas por Nano-LC MS en los ensayos de ST control, sin PtpA-D126A
inmovilizada. Esta lista representa las proteinas identificadas que se unen inespecificamente a la matriz
de NHS-sefarosa.

Codigo proteina

Nombre de la proteina

K2C1_HUMAN
K1C9_HUMAN
K1C10_HUMAN
K22E_HUMAN
K2C6B_HUMAN
K1C14_HUMAN
K1C16_HUMAN
K2C5_HUMAN

Keratin, type Il cytoskeletal 1

Keratin, type | cytoskeletal 9

Keratin, type | cytoskeletal 10

Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal
Keratin, type Il cytoskeletal 6B

Keratin, type | cytoskeletal 14

Keratin, type | cytoskeletal 16

Keratin, type Il cytoskeletal 5

TBA1A_HUMAN
TBA1B_HUMAN
TBA1C_HUMAN
TBB4A_HUMAN
TBB4B_HUMAN

Tubulin alpha-1A chain
Tubulin alpha-1B chain
Tubulin alpha-1C chain
Tubulin beta-4A chain
Tubulin beta-4B chain

TBB5_HUMAN Tubulin beta chain

TBB3_HUMAN Tubulin beta-3 chain

ACTA_HUMAN Actin, aortic smooth muscle
ACTB_HUMAN Actin, cytoplasmic 1

ACTC_HUMAN Actin, alpha cardiac muscle 1
ACTG_HUMAN Actin, cytoplasmic 2

ACTH_HUMAN Actin, gamma-enteric smooth muscle
ACTS_HUMAN Actin, alpha skeletal muscle
HSP7C_HUMAN Heat shock cognate 71 kDa protein
HSQO_HUMANf Heat shock protein HSP-90 beta
VDAC1_HUMAN Voltage-dependent anion-selective channel protein 1
RS3_HUMAN 40S ribosomal protein S3

POTEF_HUMAN
POTEE_HUMAN

POTE ankyrin domain family member F

POTE ankyrin domain family member

TRY1/TRY2/TRY3/TRY6_HUMAN

Trypsin-1/ Trypsin-2/ Trypsin-3/ Trypsin-6

CDK4_HUMAN

Cyclin-dependent kinase 4

MESP2_HUMAN

Mesoderm posterior protein 2

EPCAM_HUMAN

Epithelial cell adhesion molecule

RECK_HUMAN

Reversion-inducing cysteine-rich protein with Kazal motifs
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Tabla 3.5 Proteinas identificadas por Nano-LC-MS en los experimentos de ST utilizando el extracto de

proteinas de macréfago control sin activar.

Proteinas identificadas en tres réplicas biolégicas de ST

Proceso Cédigo de la . Mascot Masa No. de iones No. de_
. s a T Nombre de la proteina b s b secuencias
biologico proteina score (Da) coincidentes -
peptidicas
Metabolismo lipidico, Trifunctional enzyme
beta oxidacién de ECHA_HUMAN : d . 2422 82947 63 23
. subunit alpha, mitocondrial
acidos grasos
Oxidacion del Sulfide:quinone
sulfuro de SQRD_HUMAN oxidoreductase, 705 49929 28 10
hidrégeno mitocondrial
Transporte de )
electrones, cadena  ATPA_HUMAN  ATP synthase subunit a, 531 59714 16 7
. ; mitochondrial
respiratoria
K6PP_HUMAN  &-Phosphofructokinase, 922 85542 47 15
platelet type
Glicdlisis .
K6PL_HUMAN  S-Phosphofructokinase, 567 84964 20 9
liver type
Proteinas identificadas en dos réplicas biologicas de ST
GLCM_HUMAN Glucosylceramidase 806 59678 19 12
Metabolismo lipidico oo pyyman  Trifunctional enzyme 211 51262 5 4
subunit beta, mitochondrial
Adenylate cyclase-
Trgnsduccién de CAP1_HUMAN associated protein 485 51869 12 6
sefales ZYX_HUMAN Zyxin 232 61238 4 3
CY1_HUMAN  Cyfochrome c1, heme 333 35309 11 4
protein, mitocondrial
Transporte de ATPB_HUMAN ’:7‘7 Z’; o nntZ:Z/e subunit B, 274 56525 8 4
electrones, cadena ]
respiratoria ATPO_HUMAN  ATP synthase subunit O, 251 23263 6 4
- mitocondrial
ATPSH_HUMAN  ATP synthase subunit d, 124 18480 3 3
mitochondrial
78 kDa glucose-regulated
GRP78_HUMAN protein or Heat shock 70 929 72288 21 13
kDa protein
75 kDa glucose-regulated
GRP75_HUMAN protein or Heat shock 70 199 73635 4 3
Plegamiento, kDa protein 9
transporte y/o 60 kDa heat shock protein,
sintesis, de CH60_HUMAN mitochondrial 458 61016 8 7
proteinas
Small heat shock protein
HSPB1_HUMAN Hsp25/27 210 22768 4 3
COPE_HUMAN Coatomer subunit epsilon 131 34460 3 2
EF1A1_HUMANS Elongation factor 1-alpha 1 258 50109 9 5
Unién a acidos Single-stranded DNA-
SSBP_HUMAN binding protein, 312 17249 6 3

nucleicos

mitochondrial
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Tabla 3.6. Proteinas identificadas por nano LC-MS en los ensayos de ST utilizando el extracto de

proteinas de macréfago activado con LPS. Comparacion con los ensayos de ST utilizando el extracto

control.

Proteinas identificadas en el ST con extracto activado y en tres réplicas biolégicas de ST con extracto sin activar

. .. a Codigo de la ; Mascot Masa  No. de iones No. de
Proceso biolégico Protei Nombre de la proteina D incident secuencias
roteina score (Da) coincidentes peptidicas
Metabolismo lipidico, Trifunctional enzyme
beta oxidacion de ECHA_HUMAN subunit alpha, 1459 82947 60 19
acidos grasos mitochondrial
Transporte de )
electrones, cadena ~ ATPA_HUMAN  ATP synthase subunit a, 802 59714 19 11
. ; mitochondrial
respiratoria
Sulfide:quinone
Oxidacion del sulfuro SQRD_HUMAN oxidoreductase, 318 49929 11 5
mitocondrial
K6PP_HUMAN 6-phosphofructokinase, 536 85542 12 7
platelet type
Glicolisis 6-phosphofructoki
K6PL_HUMAN -POSPROITUCIOKINASe, 536 84964 12 7

liver type

Proteinas identificadas en el ST con extracto activado y en dos réplicas biolégicas de ST con extracto sin activar

. L GLCM_HUMAN Glucosylceramidase 633 59678 17 8
Metabolismo lipidico,
beta oxidacion de Trifunctional enzyme
mitochondrial
CY1_HUMAN Cytochrome c1, heme 363 35399 13 5
protein, mitochondrial
ATP synthase subunit B,
Transporte de ATPB_HUMAN mI'tOCh}:)nde'a/ 'B 335 56525 9 6
electrones, cadena ATP h bunit O
respiratoria ATPO_HUMAN [~ synthase subunit ©, 220 23263 5 3
mitocondrial
ATPSH_HUMAN  ATP synthase subunit d, 227 18480 6 3
mitochondrial
78 kDa glucose-regulated
GRP78_HUMAN protein or Heat shock 70 538 72288 13 8
kDa protein
Plegamiento, COPE_HUMAN Coatomer subunit epsilon 222 34460 4 3
transporte y/o sintesis )
de proteinas HSPB1_HUMAN  Small heat shock protein 393 22768 12 5
- Hsp25/27
CH60_HUMAN 80 kDa heat shock 160 61016 2 2
protein, mitochondrial
Unidn a acidos Single-stranded DNA-
SSBP_HUMAN binding protein, 231 17249 5 3

nucleicos

mitochondrial
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En suma, al analizar todos los resultados obtenidos se observa que independientemente de la
aproximacion experimental utilizada para la eluciéon y la identificacién de las proteinas, en un
total de cinco ensayos de ST utilizando extracto de macrdéfagos sin activar y dos ensayos
utilizando el extracto de macréfagos activado, se identificaron sistematicamente sélo cuatro
proteinas (Tabla 3.7). Estas proteinas se identificaron con los scores mas altos (entre 531 y
2411), un gran numero de péptidos coincidentes (154), correspondientes a 69 secuencias
peptidicas diferentes (Anexo 2). Tres de ellas cumplen su funcién en la mitocondria: la
subunidad alfa (ECHA) de la proteina trifuncional (TFP), enzima clave de la beta oxidacion de
acidos grasos; la sulfuro-quinona-oxido-reductasa (SQRD) enzima que degrada el sulfuro de
hidrégeno, y la subunidad A (ATPA) de la ATP sintasa. La cuarta es una proteina citosdlica, la 6-
fosfofructoquinasa (K6PP), enzima clave en la regulacién de la glucdlisis. Llama la atencion que
este grupo de cuatro proteinas estd involucrado directa o indirectamente con el metabolismo
energético celular. En la seccién siguiente se detallan algunas propiedades de cada uno de
estos potenciales blancos de la PtpA de Mtb ya que esta informacién contribuyé a elaborar un
marco conceptual diferente para la continuacién del trabajo.

Tabla 3.7. Proteinas identificadas como posibles sustratos de PtpA

No. de No.
iones secuencias
coincidentes® peptidicas

Codi M t M
oclgo Nombre de la proteina asco asa

Proceso biolégico®
lolog! proteina score® (Da)

Metaboli lipidi
elabollsmo fip dico, Trifunctional enzyme subunit

beta oxidacién de acidos ECHA_HUMAN . ) 2422 82947 63 23
alpha, mitochondrial

grasos

OIX|d’aC|on del sulfuro de SQRD_HUMAN SL'JIf/de:qum'one oxidoreductase, 705 49929 28 10
hidrégeno mitochondrial

Transporte d.e elelctrones, ATPA HUMAN A7"P syntha'se subunit a, 531 59714 16 7
cadena respiratoria - mitochondrial

Glicdlisis K6PP_HUMAN OPhosphofructokinase, platelet o, 85542 47 15

Type

@ Se muestra solo el proceso biolégico principal de cada proteina, con evidencias publicadas, obtenido en UniProt
(http://www.uniprot.org) database (Enero 2014) (The UniProt Consortium 2013)

® E| valor del score, numero de iones coincidentes, y secuencias peptidicas indicadas, es el mejor valor obtenido en
las réplicas bioldgicas de ST realizadas con el extracto control.

En resumen, utilizando el mutante PtpA D126A se identificaron cuatro proteinas como
potenciales interactores y/o posibles sustratos de PtpA: ECHA, SQRD, ATPA y K6PP.
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3.3.3. Identidad de los potenciales sustratos de PtpA identificados

Las proteinas ECHA, ATPA y SQRD, identificadas como potenciales sustratos de PtpA de Mtb,
son proteinas cuyos genes son nucleares, son sintetizadas en el citosol y luego transportadas a
la mitocondria (Chacinska et al. 2009; Avadhani 2011). Interesantemente, en un trabajo
reciente descrito en la introduccion se observé que la tanto la ECHA, como la ATPA y la SQRD
dejan de ser detectadas especificamente en la mitocondria de los macréfagos infectados con la
cepa virulenta Mtb H37Rv, pero no en los infectados con una cepa avirulenta Mtb H37Ra
(Jamwal et al. 2013). En dicho trabajo no se postula cual pueda ser el factor o los factores de
virulencia de Mtb responsables de dicho efecto. Teniendo en cuenta que estas proteinas
fueron aisladas e identificadas en nuestro trabajo como potenciales sustratos de PtpA y que
esta ultima ha sido localizada en el citosol de los macréfagos infectados (Cowley et al. 2002),
surge como hipdtesis que PtpA pueda ser el factor de virulencia responsable de desfosforilar
estas proteinas, alterando su actividad y/o localizaciéon mitocondrial.

La subunidad o (ECHA) de la proteina trifuncional humana TFP(ECHA/ECHB) es el candidato a
sustrato identificado con el score mas alto. La TFP es un complejo multienzimatico formado por
4 subunidades alfa (ECHA, conocida también como HADHA) y 4 subunidades beta (ECHB o
HADHB) que se asocia a la membrana interna mitocondrial (Fould et al. 2010).-La ECHA cataliza
2 de las 4 reacciones de la via de oxidaciéon de acidos grasos denominada beta oxidacién,
presenta dos dominios, uno con actividad enoil-CoA-hidratasa y otro con actividad beta-3-
hidroxiacil-CoA deshidrogenasa. La ECHA humana aun no ha sido cristalizada pero existen
estructuras para sus homoélogos bacterianos. La subunidad ECHB posee la actividad 3-cetoacil-
CoA tiolasa. La TFP (ECHA/ECHB) juega un rol clave en la beta-oxidacion, via que provee de
electrones a la cadena de transportes de electrones, para la sintesis de energia en forma de
ATP por fosforilacién oxidativa (Eaton et al. 2000). En cuanto a la regulacién de su actividad por
fosforilacién/desfosforilacion, la ECHA/ECHB humana ha sido reportada como fosforilada en
Tyr en la base de datos online PhosphoSitePlus (Hornbeck et al. 2012), pero no existen
evidencias aun de tal regulacion a nivel de la actividad enzimatica. Es importante destacar que
la ECHB fue identificada en 4 de los 6 ensayos de ST realizados.

La sulfuro quinona oxidoreductasa (SQRD) humana constituye también un candidato
interesante como sustrato de la PtpA, ya que participa en el metabolismo celular y en las vias
antimicrobianas del macréfago (Brito et al. 2009) (Goubern et al. 2007)(Cooper & Brown 2008)
(Filipovic et al. 2012). La SQRD es una proteina que se asocia a la membrana interna
mitocondrial. Esta enzima cataliza la oxidacidon del sulfuro de hidrégeno (H,S) producto del
metabolismo de aminodacidos que contienen azufre. Los electrones son transferidos a la cadena
respiratoria, y existen evidencias que muestran que la oxidacidn de H,S estd acoplada a la
sintesis de ATP (Goubern et al. 2007). Ademas, la oxidacidn de H,S por la SQRD contribuye a
mantener los niveles de H,S por debajo de los niveles toxicos, que de otra forma inhibirian la
citocromo oxidasa (complejo mitocondrial V), interrumpiendo la cadena respiratoria (Cooper &
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Brown 2008). Por otro lado, en macréfagos inflamatorios la acumulacién de H,S contribuye en
disminuir los efectos antimicrobianos y pro-apoptdticos del éxido nitrico, como resultado de la
reacciéon de H,S con peroxinitrito (Filipovic et al. 2012). Existen estructuras para varios
homdlogos bacterianos y en solucién podria estar como mondémero, dimero o trimero (Cherney
et al. 2012). Sin embargo, la estructura de la SQRD humana no ha sido reportada aun. Por otro
lado, no existen aun en la literatura informacion acerca de si la fosforilacion/desfosforilacion
modula la actividad/localizacién de la SQR.

La subunidad alfa (ATPA) forma parte del domino F; de la ATP sintasa mitocodrial humana (ATP
sintasa o Complex V). El dominio F; se ubica hacia la matriz mitocondrial y esta formado por 3
subunidades a y tres subunidades B no membranales, y las subunidades y, 6, y € que
constituyen el eje central de la ATP sintasa que se conecta con el dominio membranal F,. El
dominio F, se encuentra unido a la membrana mitocondrial interna y contiene las subunidades
a, b, ¢, d, F6 y otras subunidades asociadas. La ATPA es un componente estructural clave del
dominio catalitico F1 (Jonckheere et al. 2012) (Beke-Somfai et al. 2013). Se ha reportado la
estructura cristalina de la ATPA bovina, que presenta alta homologia con la humana. Aunque
no se ha reportado fosforilacién en Tyr para la ATPA, si se ha reportado para otras subunidades
del complejo (Di Pancrazio et al. 2006). Es importante destacar que en 3 de 4 ensayos de ST
también se identificaron las subunidades B del dominio F;, y las subunidades O y d del
dominio F,.

La 6-fosfofructoquinasa humana (K6PP o PFK), es la Unica proteina identificada como potencial
sustrato de PtpA que no actla en la mitocondria, sino que actua en el citosol. La PFK cataliza la
conversion irreversible de fructosa 6-fosfato y ATP a fructosa 1,6-bisfosfato y ADP, la etapa de
control mds importante de la glucdlisis en mamiferos (Evans et al. 1981; Schéneberg et al.
2013). Recordamos que en esta via se producen dos moléculas de ATP y que el piruvato
generado a partir de la oxidacién de la glucosa es capaz de entrar a la mitocondria (si existe
demanda de energia) donde es transformado en acetil-CoA y posteriormente oxidado en el
ciclo de Krebs, suministrando asi mas electrones para alimentar la cadena de transporte de
electrones para aumentar asi la sintesis de ATP. El ATP actla como inhibidor alostérico de dicha
enzima, lo que implica que una carga energética alta disminuye la actividad de esta via
metabdlica y en estas condiciones el piruvato es utilizado en la sintesis de glucosa la cual es
almacenada en forma de glucégeno. La estructura de la PFK humana ha sido reportada
recientemente (Kloos et al. 2015). Las PFK eucariotas forman homo y heterotetrdmeros, que
muestran tendencia a agregarse en grandes oligémeros. En mamiferos existen en tres tipos de
isoenzimas (de musculo, de higado y de plaquetas) que muestran una expresion diferencial
segun el tejido. Se ha reportado que la PFK es regulada también por modificacion covalente,
por fosforilacion en el dominio C terminal, y esto afecta su grado de oligomerizacién y la
interaccidon con otras proteinas (Schoneberg et al. 2013; Harrahy et al. 1997; Cai et al. 1997).
Aungue se ha reportado fosforilacion en Ser y Tyr, el sitio especifico de fosforilacidon en la PFK
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humana aun no se conoce (Zancan & Sola-Penna 2005; Coelho et al. 2007; Coelho & Sola-Penna
2013).

La hipdtesis planteada luego del andlisis de los antecedentes existentes para los candidatos a
sustrato identificados (ECHA, ATPA, PFK, SQRD), sugiere que PtpA puede ser el factor de
virulencia responsable de desfosforilar estas proteinas. Abordar dicha hipdtesis requiere
realizar la validacion in vitro de la interaccion ente estos candidatos y PtpA, asi como realizar
la demostracion de que son desfosforilados por la PtpA de Mtb.

3.4. Hacia una validacion in vitro de los candidatos a sustratos identificados

La informacion generada sobre los posibles sustratos de la PtpA en los macréfagos es valiosa,
pero es s6lo un primer paso para establecer si estas proteinas se comportan como sustratos de
la enzima, siendo necesaria su validacion. Esta validacion tendria al menos dos niveles
diferentes. En primer lugar, en un contexto in vitro, que permita verificar la interaccion de la
enzima con el sustrato de interés y los efectos de dicha interaccién sobre el sustrato
(desfosforilacién). En segundo lugar, seria necesario verificar si esta interacciéon ocurre en el
contexto de la infeccion. En el marco de esta tesis pudimos abordar solamente el analisis in
vitro. La estrategia elegida para la validacién de los potenciales sustratos consistié en
purificarlos a partir de los extractos de macréfagos, y confirmar si éstos interactian con la
fosfatasa PtpA de Mtb, evaluando si esta interaccién involucra el sitio activo de la fosfatasa. Por
ultimo se analizo si la fosfatasa era capaz de desfosforilar el candidato a sustrato.

En forma previa a esta validacidn, resulté pertinente examinar el nivel de fosforilacién de los
sustratos identificados, pero este analisis no fue posible de llevar adelante con precisién dado
que no hay disponibles en el mercado anticuerpos especificos para motivos P-Tyr en las
proteinas humanas identificadas. De todas maneras, realizamos un analisis de la presencia de
motivos P-Tyr en las bandas en las cuales se identificaron estos potenciales sustratos de PtpA,
como una aproximacion en la busqueda de evidencias de la presencia de estos motivos
fosforilados.

3.4.1. Evaluacion preliminar de la fosforilacion en tirosina de los potenciales sustratos
de PtpA

Los candidatos a sustratos de PtpA, recordamos fueron aislados a partir de extractos de
macréfagos donde se preservd la fosforilacion en Tyr mediante la inactivacién reversible e
irreversible de las PTPs con NasVO,y IAA, respectivamente. Esta etapa de preservacion de los
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motivos P-Tyr fue esencial porque cuando se realizd el ensayo de ST con un extracto de
macréfagos preparado sin tratar con IAA, sélo se aislaron 2 de los 4 posibles candidatos y
fueron identificados con un score mucho mas bajo (ECHA, score 62 y SQRD, score 266). (Ver
Anexo 5). Esta observacion indicaria que la interaccion entre la enzima y su sustrato dependio
del nivel de fosforilacién en Tyr de los componentes del extracto.

Por otro lado, tal como se describié en el punto 3.1.2.3., PtpA-D126A posee una actividad
fosfatasa muy baja en comparacion con la PtpA wt, por lo tanto es posible que luego del ST las
proteinas aisladas no estén totalmente desfosforiladas. De acuerdo con esto, el analisis por
western blot utilizando un anticuerpo anti P-Tyr demostré la presencia de residuos fosforilados
en Tyr en las bandas en las que fueron identificados los potenciales candidatos a sustratos:
banda b (ECHA y K6PP), banda c (ATPA) y banda d (SQRD) (Figura 3.15).
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Figura 3.15. Analisis de la presencia de motivos P-Tyr en los extractos de macréfagos y los eluatos
obtenidos por ST. Las muestras se analizaron por SDS-PAGE y se detectaron los motivos P-Tyr por
western blot (WB). Las muestras se sembraron por duplicado en un gel al 15% de acrilamida. Una parte
del gel se electrotransfiri6 a membrana de nitrocelulosa y se realizé un WB con un anticuerpo anti P-Tyr
(Invitrogen) y un anticuerpo secundario anti-ratdon conjugado a FA; la otra parte del gel se reveld
mediante tincidén con nitrato de plata. (A) extracto proteico de macréfagos (MPE) y su respectivo WB (5
ug de extracto/carril); (B) fraccién eluida con buffer muestra luego del ST realizado con PtpA-D126A
(Est) y su respectivo WB (14 ul de eluato/ carril). Las letras a-h corresponden a las bandas que fueron
recortadas del gel, y se indican con una flecha aquellas donde se identificaron los posibles candidatos a
sustrato por MALDI-TOF MS (Tabla 3.2); (C) fraccién eluida en el ST control utilizando la matriz sin PtpA-
D126A inmovilizada (E¢) y su respectivo WB (14 uL de eluato/carril). La sefial P-Tyr observada en este
WB del ST control corresponde a un componente minoritario cuyos niveles en la muestra no
permitieron su revelado por tincion con plata. Ademas, su altura no coincide con la de las bandas que
contienen a los candidatos de interés, por lo cual no afecta el objetivo del andlisis.

Como alternativa al andlisis por western blot, se intentd la identificacién por espectrometria de

masa, pero no se logré detectar péptidos fosforilados en las proteinas de interés. Existen
factores que complican usualmente la identificacién de fosfopéptidos en mezclas complejas
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utilizando nHPLC-MS/MS. En el anadlisis por MS estos factores incluyen, el hecho que la sefial de
los fosfopéptidos presentes en mezclas complejas es generalmente baja, debido a la poca
capacidad de desorcidn/ionizacion de las especies cargadas negativamente, la tendencia a
sufrir fragmentacion in source, y al efecto de supresion de iones inducido por la presencia de
péptidos no fosforilados predominantes. Durante el analisis por MS/MS la liberacién del grupo
fosfato es la principal fragmentacién, a expensas de la ruptura del enlace peptidico, resultando
en espectros MS/MS de menor calidad y menor confiabilidad en la identificacién de espectros
de fosfopéptidos (Mann et al. 2002; Dephoure et al. 2013). Por lo tanto, no es sorprendente
que los péptidos conteniendo P-Tyr no hayan sido detectados en los ensayos de MS realizados.

Por otro lado, como se muestra en la Tabla 3.9, todos los posibles sustratos de PtpA
identificados contienen residuos Tyr en la secuencia completa, y algunas de ellas estdn
anotadas como fosforiladas en la base de datos online PhosphoSitePlus la cual recoge la
informacién de los residuos fosforilados identificados principalmente en experimentos de
espectrometria de masa (Hornbeck et al. 2012).

Tabla 3.9. Residuos de Tyr y P-Tyr en los potenciales sustratos identificados

Cédigo de Nombre Péptido senal® 'Ty.r en eI~ Tyr en la secuencia
acceso péptido senal completa
Y24, Y43, Y158, Y239,
Trifunctional enzyme >sp|P40939|1-35 Y271, Y283, Y298, Y320,
ECHA_HUMAN , MVACRAIGILSRFSAFRILRSR Y24 Y343, Y435, Y499, Y546,
subunit alfa GYICRNFTGSSALL Y637, Y639, Y724, Y736,
Y740, Y762
>sp| QIY6N5 1-66 Y44, Y82, Y138, Y140,
Sulfide quinone MVPLVAVVSGPRAQLFACLLR Y151, Y170, Y210, Y215,
SQRD_HUMAN , LGTQQVGPLQLHTGASHAAR Y44 Y242, Y259, Y289, Y228,
oxidoreductase NHYEVLVLGGGSGGITMAAR Y373, Y376, Y385, Y395,
MKRK Y415, Y426, Y434
>sp|P25705[1-43 Y243, Y246, Y271, Y287,
. MLSVRVAAAVVRALPRRAGL Y291, Y299, Y311, Y321,
ATPA_HUMAN — ATP synthase subunita ;o\ | GSSFIAARNFHASNT N Y337, Y343, Y380, Y401,
HL Y440, Y476, Y489, Y495
Y52, Y58, Y61, Y56,
6-phosphofructokinase Y162, Y164, Y223, Y298,
K6PP_HUMAN NA NA Y394, Y447, Y487, Y512,

platelet type Y586, Y589, Y604, Y645,

Y651, Y654, Y764, Y768

@Extraido de la fuente online UniProt (The UniProt Consortium 2013) o predicho con MitoProt Il (Claros & Vincens
1996). En negrita, residuos tirosina anotados hasta el momento como fosforilados en la base de datos online
PhosohoSitePlus (http://www.phosphosite.org) (Hornbeck et al. 2012). N: ninguna tirosina en el péptido sefial
mitocondrial. NA: no aplica pues no contiene péptido sefal.
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3.4.2. Validacion de la TFP humana como sustrato de PtpA de Mtb

Como estrategia para obtener los potenciales sustratos de PtpA decidimos utilizar anticuerpos
comerciales para purificarlos mediante inmunoprecipitacion a partir de extractos de
macrofagos humanos. En primer lugar, se utilizé un anticuerpo anti-TFP humana (ECHA/ECHB)
para purificar la TFP (ECHA/ECHB). El analisis del inmunoprecipitado por SDS-PAGE con tincién
con Coomassie coloidal mostré en la muestra obtenida dos bandas de masa molecular acorde a
la de las subunidades alfa (ECHA) y beta (ECHB) de la TFP (Figura 3.16). Se analiz6 ademas la
fraccién inmunoprecipitada mediante western blot con el anticuerpo anti-TFP (ECHA/ECHB), y
se confirmé la presencia de las dos subunidades de la enzima. La identidad de las mismas fue
confirmada posteriormente mediante analisis de la fraccién inmunoprecipitada por nano-
LC/MS (Ver Anexo 6). La cantidad de proteina obtenida fue del orden de 300 ng/500 ug

extracto de macroéfagos.
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SDS-PAGE anti-TFP
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Figura 3.16. Inmunodeteccién de TFP (subunidades ECHA y ECHB). A la izquierda se observa el anilisis
por SDS-PAGE (15% acrilamida) y tincién con Coomassie coloidal: marcador de PM (carril 1) y muestra
enriquecida en TFP obtenida en la inmunoprecipitaciéon (aproximadamente 20 ng, carril 2). A la derecha,
se muestra el resultado del andlisis de la misma fraccién por WB utilizando el anticuerpo anti TFP
(ECHA/ECHB) y revelando con un anticuerpo secundario anti-lIg de ratdn conjugado a fosfatasa alcalina

(carril 3) y marcador de PM preteiiido (carril 4)

Para confirmar la interaccion de PtpA de Mtb con la TFP inmunopurificada se realizaron
ensayos de SPR, en los cuales inmovilizamos covalentemente la TFP al sensor chip y no la PtpA.
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Esto se debid a la baja cantidad de TFP que disponiamos para los ensayos, y resulté un disefio
experimental diferente que el utilizado en los ensayos de SPR realizados con la PtpA y los
extractos de macréfagos, en donde se inmovilizé la PtpA. De todos modos, inmovilizar la TFP en
lugar de la PtpA también resultd interesante ya que nos permitid evaluar la interaccién inversa,
es decir entre la TFP inmovilizada y la PtpA en solucién. Los sensogramas de asociacién
disociacion que se muestran en la Figura 3.17 confirmaron que la PtpA-D126A es capaz de
interaccionar con la TFP. Por otro lado, se observd que al inyectar la PtpA junto al inhibidor
competitivo NazVO, disminuyé el nivel de la interaccidon (en UR), y que dicha disminucién
dependié de la dosis de inhibidor utilizada. En conjunto estos resultados sugirieron que la
interaccion de la TFP con la PtpA involucra el sitio activo de la fosfatasa.
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Figura 3.17. Sensogramas de asociacion/disociacion en tiempo real de PtpA-D126A con TFP
inmovilizada. La linea continua representa el sensograma obtenido al inyectar la PtpA en ausencia de
NasVO,. La linea discontinua y la linea punteada representan el sensograma obtenido al inyectar la PtpA
en presencia de 2.5 mM y 5 mM de NasVO, respectivamente. La PtpA-D126A fue inyectada a 5 uM,
diluida en buffer de corrida a 25°C, durante 5 min y con un flujo de 30 ul/min.

Por otro lado, realizamos nuevos ensayos de SPR para evaluar la interacciéon de la TFP con la
PtpA-wt, inyectando dos concentraciones diferentes de PtpA-wt. La Figura 3.18 confirma que al
igual que el mutante PtpA-D126A, la fosfatasa PtpA-wt interacciona con la TFP.
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Figura 3.18. Sensogramas de asociacidén/disociacién en tiempo real de PtpA-wt con TFP inmovilizada.
Inyecciones de 20 ug (linea negra) y 10 ug de PtpA-wt (linea gris), diluida en buffer de corrida a 25°C,

durante 5 min y con un flujo de 40 ul/min.

En los ensayos de SPR no fue posible regenerar la superficie inicial con alta concentracion salina
lo que implicd que en los ensayos descritos de SPR fue necesario esperar que la disociaciéon se
completara hasta alcanzar la linea de base para la realizacién del siguiente ensayo. Es posible
que durante el protocolo utilizado para la regeneracién con alta concentracién salina se hayan
perdido subunidades de la TFP lo que nos impidié definir una condicion de regeneracién répida
y contar con una superficie de TFP estable para la repeticidén de los estudios de interaccién con
PtpA.

A continuacion, se realizaron ensayos de SPR para determinar la constante de afinidad entre la
TFP y la PtpA-D126A, mediante el método denominado Kinetic Titration (Karlsson et al. 2006).
Esta estrategia consiste en la inyeccidn consecutiva de diluciones seriadas de la proteina en
solucidn, sin regenerar la superficie del chip luego de cada inyeccién. Esta metodologia es util
cuando la regeneracion de la superficie es problematica, por ejemplo cuando el ligando unido a
la superficie es un multimero no covalente, o cuando no es posible asegurar su estabilidad
durante la regeneracién. Luego de cada inyecciéon se deja que transcurra un periodo de
disociacion y se inyecta la siguiente dilucion de la proteina sin necesidad de que la disociacién
sea completa. El modelo toma en cuenta que cuando empieza la segunda inyeccién todavia
queda analito unido al ligando en funcidn de la concentracién del mismo y de los pardmetros
cinéticos de la reaccién. En nuestro caso se inmovilizé covalentemente la TFP a la superficie del
chip y se inyectaron diluciones seriadas de la fosfatasa PtpA-D126A. Los resultados obtenidos
se ajustaron al modelo Kinetic titration, utilizando el software BlAevaluation (Figura 3.19).
Unicamente se logré un ajuste adecuado cuando asumimos que existe una deriva en la linea de
base, lo cual no resulta evidente viendo las curvas obtenidas en la Figura 3.19, pero si se
observa en los datos crudos sin editar.
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Asumiendo que los resultados se ajustan al modelo 1:1 con la restriccion mencionada,
obtuvimos una constante de afinidad de 5uM (Ver Anexo 7). Sin embargo es necesario
confirmar que este modelo (con la restriccion impuesta) es el adecuado (El ajuste al modelo fue
realizado por Federico Carrién, UBP-IPMon).

La imposibilidad para ajustar los datos obtenidos a un modelo de interaccién 1:1 simple, puede
deberse a la compleja estructura de la TFP, que es un octdmero de subunidades alfa y beta, lo
que lleva a pensar que el valor de la constante obtenida puede ser el resultado de la suma de
diferentes constantes de interaccién entre las diferentes subunidades de la TFP y la PtpA. Por
otro lado, la posible actividad residual de la PtpA-D126A sobre el sustrato TFP inmovilizado
durante el ensayo de SPR agrega una nueva variable al sistema, haciendo mas complejo aun el
andlisis de los datos. Estos factores podrian explicar también la dificultad observada para
encontrar una condicion de regeneracién exitosa que asegurara la repeticién de los

experimentos de SPR y que obligara a recurrir a la metodologia Kinetic Titration como
alternativa.
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Figura 3.19. Experimento de Kinetic titration realizado con la proteina TFP inmovilizada a un sensor chip
(360 UR). Inyecciones de PtpA-D126A a una concentracion de 3.15, 4.72, 7.09, 10.63, 15.94 uM en
buffer de corrida (Tris-HCI 20 mM pH 8.0, NaCl 50 mM, EDTA 5 mM, Tween 20 0.005 % y 1 mM DTT), a
25°C, durante 5 min y con un flujo de 40 ul/min. Se realizaron periodos de asociacion de 5 min y
disociacién de 8 min antes de la siguiente inyeccién. Todas las titulaciones fueron doble referenciadas
(se restaron las curvas correspondientes a las inyecciones con tampén de corrida realizadas durante los
mismos intervalos de tiempos y la sefial sobre la superficie control). La curva de color negro
corresponde a los datos obtenidos luego de la doble referenciacién y la curva de color rojo representa el
ajuste al modelo de interaccion 1:1 usando la modalidad de Kinetic Titration.
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Finalmente, para evaluar si la TFP fosforilada (ECHA/ECHAB) actia como sustrato in vitro de
PtpA, analizamos la capacidad de PtpA de defosforilar la TFP inmunopurificada, tomando como
base a una estrategia descrita en la literatura para la fosfatasa VH1 del virus Vaccinia que
evalla el nivel de fosforilacién por western blot (Najarro et al. 2001). Asi, en primer lugar,
analizamos la presencia de P-Tyr en la proteina TFP (ECHA/ECHB) obtenida por
inmunoprecipitacion, mediante western blot utilizando un anticuerpo anti P-Tyr (Figura 3.20).
Esto nos permitié demostrar que la TFP (ECHA/ECHB) contiene P-Tyr. Luego, se sembraron
cantidades iguales de la TFP inmunoprecipitada en un SDS-PAGE, se electrotransfirieron a una
membrana de nitrocelulosa y se incubaron posteriormente en solucion amortiguadora sin
PtpA-wt (como control) y con dos concentraciones de PtpA-wt (0.75 y 1.5 uM) para demostrar
si la TFP es defosforilada y si esta defosforilacion es dependiente de la actividad fosfatasa de
PtpA-wt.
WB de TFP con Ac anti-P Tyr

Luego de incubar con PtpA-wt
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Figura 3.20. Anilisis de la capacidad de PtpA de desfosforilar motivos P-Tyr en la TFP humana. Se separé
por SDS-PAGE cantidades iguales de la TFP inmunopurificada sembrada en carriles consecutivos (15 pl
del eluato obtenido en la IP, conteniendo 20 ng de TFP/carril), y se electrotransfiri6 a membrana de
nitrocelulosa. Luego de la incubacidn sin PtpA-wt, con 0.75 y 1.5 uM de PtpA-wt durante 1h a 30°C, se
examino la presencia de motivos P-Tyr por WB utilizando el Ac anti P-Tyr Invitrogen y el Ac secundario
anti-lgG de ratén unido a HRP. Para el revelado se utilizé un sustrato quimioluminiscente y las bandas
obtenidas fueron cuantificadas utilizando el programa del GBOX ChemiSystem (SynGene). La intensidad
de las bandas se normalizé con la seial obtenida para la muestra incubada sin PtpA-wt (considerada
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como 100%). Las barras de error representan la variabilidad inter-experimento, correspondiente a dos
experimentos independientes utilizando lotes diferentes de TFP inmunoprecipitada.

Se realizé una Unica incubacion de 60 min a 30°C debido a que logramos purificar poca cantidad
de TFP. Posteriormente, se analizé el nivel de fosforilacién de TFP por western blot con el
anticuerpo anti P-Tyr; se cuantific6 dicho nivel utilizando la herramienta del GBOX
ChemiSystem (SynGene). Los resultados mostraron que la incubacién con PtpA-wt produjo una
reduccion en el nivel de fosforilacion de la TFP dependiente de la concentracidn de fosfatasa
presente en el ensayo (Figura 3.20).

Ademas, en dicha figura se muestra que tanto la subunidad ECHA como la ECHB de la TFP son
desfoforiladas por la PtpA. El hecho que la ECHB resulté desfosforilda in vitro por la PtpA no es
sorprendente ya que en 2 ensayos de ST la aislamos e identificamos junto a la ECHA. Por otro
lado, la base de datos online PhosphoSitePlus muestra que al igual que en la ECHA, en la ECHB
humana se han detectado motivos P-Tyr en los residuos Y336, Y342 y Y357 (Hornbeck et al.
2012). Para complementar estos estudios de actividad fosfatasa, seria deseable realizar
ensayos con mayor cantidad de TFP y a diferentes relaciones enzima:sustrato, que permitan
determinar los parametros cinéticos de la reaccién.

En resumen, estos resultados indican que in vitro, la TFP (ECHA/ECHAB) humana interactia
con la PtpA de Mtb , esta interaccion involucra el sitio activo de la enzima, y como resultado
la TFP es desfosforilada por dicha fosfatasa.

3.4.3. Ensayos realizados para lograr la validacion de los otros candidatos a sustratos
de la PtpA

Para los otros posibles sustratos identificados (ATPA, SQRD y PFK) intentamos seguir la misma
estrategia utilizada para la validacién de la TFP, aunque en estos casos, diferentes limitaciones
técnicas impidieron la validacion.

3.4.3.1. ATP sintasa subunidad alfa (ATPA)

El anticuerpo anti-ATPA comercial que dispusimos para la inmunopurificaciéon de la proteina
fue un anticuerpo monoclonal (anti-ATP5A 15H4C4, producido en ratén, ab 147148) que
reconoce claramente a la ATPA en el extracto de macréfagos, tal como pudimos verificarlo por
western blot (Figura 3.21).
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Figura 3.21. Analisis por western blot de la presencia de ATPA en el extracto de macréfagos. La muestra
(30ug de extracto de macréfagos) se separd por SDS-PAGE utilizando geles al 12% de acrilamida.
Finalizada la electroforesis, las proteinas se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se
analizé la presencia de ATPA por western blot utilizando el Ac anti-ATPA, seguido del Ac secundario
conjugado a HRP y revelado con un sustrato quimioluminiscente.

Sin embargo, no logramos inmunoprecipitar la ATPA a pesar de haber probado varias
estrategias de inmunoprecipitacién. En particular se utilizaron Dynabeads con un anticuerpo
secundario ya unido, al cual unimos covalentemente o no covalentemente el anticuerpo anti-
ATPA y esferas unidas a proteina A, a la cual se le unid el anticuerpo anti-ATPA, utilizando
diferentes tiempos y tampones de incubaciéon. Ademas, pensando que el epitope de la ATPA
reconocido por el anticuerpo no esté expuesto en la proteina nativa en soluciéon, intentamos
desnaturalizar parcialmente la proteina mediante calentamiento breve del extracto proteico a

95°C, en presencia de SDS 1%, pero aun asi no logramos inmunoprecipitar la ATPA.

3.4.3.2. 6-Fosfofructoquinasa (PFK)

Purificamos con éxito la PFK humana a partir de los extractos de macréfagos mediante
inmunoprecipitacion utilizando un anticuerpo anti PFK humana. En la Figura 3.22 se muestra la
PFK detectada luego del western blot realizado con la muestra eluida de la inmunoprecipitacién
asi como en el extracto de macréfagos a partir del cual se inmunoprecipité dicha proteina.
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Figura 3.22. Andlisis por western blot de la presencia de PFK en el extracto de macréfagos y en la
fraccion eluida en la inmunoprecipitacion. Las muestras: fraccidn eluida en la inmunoprecipitacion (6 ul;
volumen total de elucién 50ul), el extracto de macréfagos (20ug), y el sobrenadante de la IP, depletado
de PFK (12.5 ug) se separaron por SDS-PAGE utilizando geles al 12% de acrilamida. Finalizada la
electroforesis, las proteinas se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se analizd la
presencia de PFK por western blot utilizando el Ac anti-PFK, seguido del Ac secundario conjugado a HRP
y revelado con un sustrato quimioluminiscente.

Se observa también una banda de aproximadamente 55 kDa que corresponde a la cadena
pesada de la Ig utilizada durante la inmunoprecipitacién. Esto se explica porque durante la
elucion de la PFK con el buffer muestra usado en el SDS-PAGE, también se rompe la unién del
anticuerpo anti-PFK a la proteina A de las esferas de Sefarosa, el cual resulta eluido
conjuntamente con la PFK.

Al igual que para la TFP, previamente a realizar los ensayos de actividad fosfatasa con PtpA,
analizamos la presencia de residuos fosforilados en Tyr mediante un anticuerpo anti P-Tyr. Sin
embargo, a pesar de que repetimos varias veces la inmunoprecipitacion y el ensayo de western
blot, no pudimos detectar mediante esta aproximacion la presencia de residuos fosforilados en
Tyr en la proteina PFK. Cabe recordar que tanto en la literatura como en la base de datos online
PhosphoSitePlus, la PFK estd reportada como fosforilada en tirosina (Hornbeck et al. 2012). Es
probable que la PFK estuviera desfosforilada en el momento del ensayo en el cudl se utilizaron
extractos preparados hacia ya un tiempo. Desconocemos aun la estabilidad de la fosforilacién
en muestras de este tipo, pero es sabido que son modificaciones postraduccionales Iabiles. Por
lo tanto, nuevos ensayos con extractos frescos deberan ser realizados.
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3.4.3.3. Sulfuro-quinona-oxidoreductasa

Durante el desarrollo del trabajo de tesis no encontramos en el mercado anticuerpos
comerciales para realizar la inmunoprecipitaciéon de la proteina. En una busqueda reciente
encontramos que existen anticuerpos comerciales anti SQRD humana (anticuerpo policlonal
anti SQRD humana, MY BioSource MBS713707), lo que permitira intentar su purificacién en el
corto plazo.

3.4.4. Hacia la obtencidn de los posibles sustratos en forma recombinante

Otra estrategia posible para la obtencidn de las proteinas candidatos a sustratos es la
obtencidn de las mismas en su forma recombinante. Para ello avanzamos en la obtencién del
ADNc de cada uno de los candidatos a sustrato. En primer lugar se aisléd el ARN total de
macrofagos humanos derivados de la linea THP-1. Se obtuvieron alrededor de 200 ug de ARN
total, cuyo analisis por electroforesis en gel de agarosa se muestra en la Figura 3.23. En la
misma se observan dos bandas que corresponden a ARN ribosémico de 28s (4.8 kB) y de 18s
(1.8 kB), y una banda de menor tamafio que corresponde al ARN mensajero.

Marcador
100pb

ARN total

1000 pb
500 pb

Figura 3.23. Separacién por electroforesis en gel de agarosa del ARN total aislado a partir de
macréfagos de la linea THP-1. Se sembraron aproximadamente 200 ng de ARN en un gel al 1% de
agarosa. Con una flecha se indica la banda que contiene los ARNm.

A partir del ARN total se purific6 el ARNm utilizando un kit comercial y a continuacién se
obtuvo el ADNc total por retrotranscripcion del ARNm obtenido, utilizando la enzima
superscript Ill. Se utilizaron cebadores especificos para amplificar los genes de la ECHA, ATP5A,
SQRD y PFK a partir del ADNc de macréfagos de la linea THP-1 ya obtenido. En la Figura 3.24 se
muestra el analisis por electroforesis de agarosa de los productos obtenidos luego de la
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amplificacién por PCR. Los resultados obtenidos confirman la amplificacién de cada uno de los
genes de interés.

ATPA PFK SQRD ECHA

2500 pb
2000 pb
1500pb

1000pb

Figura 3.24. Separacion por electroforesis en gel de agarosa de las muestras obtenidas luego de la
amplificacién de los genes correspondientes a cada uno de los posibles sustratos. Se sembraron 5 ul de
cada producto de la reaccién de PCR en un gel al 1% de agarosa.

En la muestra correspondiente a la ATPA se amplificd una banda cercana a los 1500 pb, lo cual
concuerda con el tamafio esperado (1659 pb). En el analisis de la muestra correspondiente a la
K6PP se observan dos bandas, una con un tamaio aproximado de 2400 pb y otra de 1200 pb.
La banda superior corresponderia al ADNc de la PFK, ya que el tamaio esperado es de 2352 pb.
En el caso de la SQRD, también se obtuvo una banda con el tamafio esperado, 1350 pb, y para
la ECHA, la banda de mayor intensidad entre 2000 y 2500 pb, concuerda con el tamafio
esperado para dicho ADNc, 2289pb.

Cada uno de los ADNc de interés se purificd a partir de la banda del gel de agarosa luego de
separar por electroforesis la totalidad del producto obtenido por PCR. El rendimiento obtenido

para cada uno de los ADNc fue en el orden de 0.6-1.5 ug.

El ADNc posibilitard la produccién recombinante de alguno de los candidatos a sustratos
identificados con el objetivo de contar con mas material para los ensayos de validacién. Para ir
definiendo los posibles protocolos realicé un analisis de los antecedentes reportados acerca de
la produccién recombinante de cada una de las proteinas de interés, que se describe a
continuacion.

Como ya se describié antes, la TFP (ECHA/ECHB) esta formada por 4 subunidades alfa y 4
subunidades beta. Se ha reportado, que la expresidon en E.coli BL21 de cada una de las
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subunidades de la TFP humana por separado da lugar a la ECHA soluble pero a la ECHB muy
poco soluble (Fould et al. 2010). Este mismo grupo describié un protocolo exitoso de co-
expresion de ambas subunidades, pero que da lugar a un a protéina que no parece presentar
modificaciones transduccionales (Fould et al. 2010). Esto sugiere, que seguramente para la TFP
deberemos abordar estrategias de expresion en bacterias modificadas (que co-expresen una P-
Tyr-quinasa poco especifica), o en sistemas eucariotas, o alternativamente producir la ECHA E.
coli pero intentar fosforilarla in vitro con alguna quinasa comercial. Para la SQRD humana
existen protocolos para su produccidon recombinante en E. coli (Jackson et al. 2012) (Jackson et
al. 2015). Sin embargo el mismo no es sencillo e implicé la expresiéon de la SQRD a baja
temperatura y junto a la co-expresién de dos chaperonas. Por lo tanto, no descartaremos
contactar a dicho grupo para solicitar los vectores utilizados. En el caso de la ATPA humana, no
encontramos trabajos donde la produzcan recombinate, pero si ha sido aislado el complejo de
la ATP sintasa humana a partir de tejido de corazdn y fibroblastos en cultivo (Aggeler 2002). La
ATPA bovina, que presenta 97.6% de identidad con la ATPA humana fue purificada mediante
intercambio idnico a partir de un extracto de mitocondrias de corazén bovino (Buchanan &
Walker 1996). Por lo tanto, una posible aproximacion alternativa a la produccién recombinante
serd purificarla como se hizo ocn la ATPA bovina. Para la PFK humana, el camino parece mas
sencillo ya que existen protocolos sencillos para su produccion recombinante en E. coli (Kloos
et al. 2015). Asimismo se ha reportado también su expresién utilizando baculovirus como
sistema de expresion (Webb et al. 2016).

3.5. Evaluacion de un posible rol de la actividad PtpA de Mtb en la modulacién
del metabolismo energético del macrofago

Como se describié anteriormente, las cuatro proteinas identificadas como potenciales
sustratos de PtpA tienen en comun estar relacionadas directa o indirectamente con vias
implicadas en el metabolismo energético y la produccién de ATP, lo cual sugiere que a través
de la actividad de PtpA, Mtb podria estar modulando la actividad de dichas vias en el
macrofago. Un antecedente que apoya esta hipdtesis son los resultados del trabajo de Jamwal
et al. (Jamwal et al. 2013) en el cual, como ya hemos descrito, observan que tres de los cuatro
potenciales sustratos descritos en la presente tesis (ECHA, ATPA, SQRD) dejan de ser
detectadas especificamente en la mitocondria de macrdéfagos infectados con la cepa virulenta
de Mtb.

La disminucidn de los niveles de estas proteinas en la mitocondria de los macréfagos infectados
es de suponer afectard la produccién de ATP en la mitocondria si como la regeneracion del
poder reductor. Esto abre la posibilidad de que el macréfago en este contexto re-direccione su
metabolismo con el objetivo de mantener los niveles celulares de ATP, activando la via
glucolitica y regenerando el poder reductor mediante la conversién del piruvato (producto de
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la glucdlisis) en lactato, aun en condiciones de aerobiosis. Como ya fue descrito en la
introduccidn a este cambio metabdlico se lo denomina efecto Warburg.

Si esto fuera asi, durante la infeccion con Mtb se deberia constatar un aumento en los niveles
de lactato. La literatura confirma este hecho ya que en estudios de infecciéon en ratones y
cobayos con la cepa virulenta de Mtb se observaron importantes cambios en los metabolitos
producidos por vias catabdlicas y anabdlicas destacandose la acumulacion de lactato en todos
los érganos infectados analizados sean granulomatosos o no (pulmén, higado y bazo) (Shin et
al, Somaskekar et al, 2011,1012). En estos experimentos el balance global muestra que los
niveles de glucosa y glucégeno asi como los de NAD" y NADP* disminuyen, lo que sugiere un
aumento en el consumo de glucosa via glucdlisis y la via de las pentosas fosfato. Ademas se
observa un aumento en el nivel de lactato. Los niveles de oxalacetato y fumarato -
intermediarios del ciclo de acidos tricarboxilicos (TCA)- también disminuyen, lo que sugiere una
actividad reducida del ciclo TCA.

En Uruguay todavia no es posible trabajar en modelos de infecciéon con Mtb, por lo cual para
evaluar este posible re-direccionamiento metabdlico y el rol de la PtpA en el mismo nos
planteamos introducir la actividad de PtpA-wt en los macréfagos mediante la utilizacién de un
vector viral. Luego de poner a punto el sistema, evaluamos pardmetros metabdlicos que nos
indicaran posibles cambios en el metabolismo energético. Como primera aproximacién nos
propusimos medir los niveles de glucosa y lactato en células transducidas y sus controles.

3.5.1. Transduccidon de los macréfagos con los vectores amplicon

Los macrdéfagos de tipo THP-1 son células notoriamente dificiles de transfectar. Se ha reportado
la transfeccién de monocitos THP-1 mediante métodos que no involucran el uso de vectores
virales, como el uso de liposomas o métodos fisicos como la electroporacidn, pero resultan en
baja eficiencia de transfeccién y pérdida de viabilidad (Kusumawati et al. 1999). Una estrategia
que ha tenido bastante éxito en la transfeccion de células de la linea monocitica es la
transduccion con vectores virales, como por ejemplo lentivirus, o vectores de tipo HSV
(Bambacioni et al. 2001; Stripecke et al. 2000). La estrategia elegida para expresar la PtpA-wt
en los macroéfagos humanos THP-1 fue la utilizacion de un vector viral HSV-1 amplicén (trabajo
realizado en coordinacion con Mabel Berois del Laboratorio de Virologia de la Facultad de
Ciencias).

Los vectores de tipo HSV-1 amplicdn son vectores versatiles tienen varias ventajas: permiten la
transferencia de genes a una amplia variedad de células con baja inmunogenicidad y toxicidad,
su manipulacion es relativamente sencilla y no presentan riesgos para el operador (Diefenbach
& Fraefel 2014). Ademas, el vector de tipo HSV-1 amplicdn nos permite la incorporaciéon de al
menos 22 copias del gen de la PtpA por particula viral (Figura 3.25). El uso de sitios internos de
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entrada del ribosoma (IRES) también posibilita la expresién simultdnea de multiples genes a
partir de un Unico promotor. En este caso, utilizamos el vector viral que se muestra en la Figura
3.25 generado a partir del plasmido amplicon pHSV1-IRES-PtpA; la expresion simultanea de la
PtpA-wt y la EGFP es muy Uutil para evaluar el éxito de la transduccién ya que puede
monitorearse mediante microscopia de flourescencia.
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Figura 3.25. Diagrama mostrando un esquema de la organizacion del plasmido amplicén pHSV1-IRES-

PtpA (panel de la izquierda) y el vector viral amplicon formado a partir de él (panel de la derecha).

3.5.1.1. Obtencidn del vector viral HSV-1 amplicén

Como ya se describié en materiales y métodos la preparaciéon del vector HSV-1 amplicén se
realizd mediante una transfeccion multiple en células Vero 2-2 con: (i) el plasmido amplicén
pHSV1-IRES-PtpA; (ii) un cromosoma artificial bacteriano (bdcmido: fHSV1 Apac AICP27) que
provee toda la informacién requerida para la replicacién del vector HSV-1 amplicon vy (iii) el
pldsmido pEBHICP27 que provee en trans el gen esencial ICP27. De la misma forma también se
prepararon vectores virales control, utilizando el pldsmido amplicdn pHSV1-IRES-EGFP que no
lleva el gen de la PtpA pero que contiene el gen de la EGFP.

En primer etapa se clond el gen de la PtpA-wt en el pldsmido amplicén pHSV1-IRES1, bajo el
promotor temprano IE4/5 de HSV-1, seguido de un IRES y el gen de la proteina verde
fluorescente (EGFP). En el Anexo 8 se muestra el analisis por electroforesis de agarosa del
pldsmido pHSV1-PtpA-IRES-EGFP, asi como el resultado de la amplificacion por PCR del gen de
la PtpA-wt que confirma la insercion del gen de la fosfatasa en el plasmido. En el Anexo 8 se
muestra también la confirmacién de la identidad e integridad de la secuencia del gen de PtpA
determinada por secuenciacién.

En la segunda etapa, se expandid el stock del bacmido fHSV1 Apac AICP27, mediante
electroporacion de células E.coli DH5a electrocompetentes, y se realizé una produccién del
mismo a gran escala. Luego de purificar el bacmido se verificé la identidad del mismo mediante
andlisis del patréon de restriccién utilizando las enzimas Hind Il y Kpn |, ademads de un bacmido
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estandar de patréon de digestion conocido disponible en el laboratorio (resultado en Anexo
Figura A8.4).

Finalmente, para evaluar la produccién de los vectores vy titular los mismos se realizé una
transduccion en células Vero 2-2 con distintas diluciones de cada uno de los vectores virales. El
sistema funciond correctamente y las células transducidas expresaron la EGFP. En la Figura
3.26. se observa la fluorescencia emitida por la EGFP en células transducidas con el vector
conteniendo la PtpA (HSV1-PtpA-IRES-EGFP) y con el vector control (HSV1-IRES-EGFP). El titulo
obtenido en las producciones de los vectores previo a la concentracion final por
ultracentrifugacién fue de 2.4x10* vy 3.0x10* UT (unidades transductantes o particulas
virales)/ml suspensidn respectivamente.

Figura 3.26. Células Vero 2-2 transducidas con el vector viral HSV1-PtpA-IRES-EGFP (Fig A) o con el
vector control HSV1-IRES-EGFP (Fig B). Fotos tomadas con el microscopio de epifluorescencia Olympus
IX81, aumento 40X, utilizando el software Micro manager. Se contabilizaron los focos fluorescentes
presentes en todos los campos de cada pozo de la placa de cultivo para cada dilucidn del vector.

3.5.1.2. Optimizacion del nimero de macréfagos y medio de cultivo a ser utilizado para la
medicion de niveles de glucosa y lactato

En primer lugar, antes de realizar la infeccidén, fue necesario optimizar las condiciones de
cultivo de los macroéfagos derivados de la linea celular THP-1 para asegurarnos que los niveles
de glucosa y lactato en el sobrenadante fueran detectados por el método de medicién
disponible. Para ello, evaluamos cémo estos niveles variaban en funcidon del nimero de
células/pozo, el medio de cultivo y el tiempo de incubacion.
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En el primer experimento determinamos los niveles de glucosa y lactato utilizando diferente
ndmero de células/pozo (50, 100 y 200 x10%) tiempo de cultivo (24 y 48 hs). Se cultivaron las
células en medio RPMI a 2 g/L de glucosa, suplementado con piruvato 1 mM, y 10% SBF. A las
24 hs no se observaron cambios en los niveles de glucosa del medio independientemente del
numero de células utilizado y sélo se detecté lactato cuando se utilizaron 200 mil células/pozo
(Figura 3.27-A). A las 48hs de cultivo se detectd un leve consumo de la glucosa del medio que
se tradujo en un leve aumento del nivel de lactato, notorio al utilizar 200 mil células (Figura
3.27-B). Este experimento nos permitié definir que para poder detectar el lactato producido se
necesitaban incubar las células por 48hs y sembrar por lo menos 200 mil células por pozo (en
un volumen final de 0.6 mL de medio de cultivo). No se evaluaron tiempos mayores de cultivo
debido a que los ensayos posteriores de transducciéon viral se realizardn con un tiempo de
incubacién de 48hs (informacién obtenida de Mabel Berois, Virologia FCIEN).

B
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Figura 3.27. Optimizacién del cultivo de macréfagos THP-1 para la medicidon de cambios en los niveles
de glucosa y lactato durante su cultivo. Se cultivaron 50, 100 y 200 x 10° células/pozo en medio RPMI
sumplementado con 1 mM piruvato y 10% SBF durante 24 hs (A) y 48 hs (B). Al tiempo final se
colectaron los sobrenadantes de cultivo y se determinaron los niveles de glucosa y lactato utilizando el
equipo Bioprofile Basic 2 (Nova Medical). Los valores obtenidos representan el promedio de dos réplicas
experimentales. El valor indicado como 0 en el eje x del grafico, representa la concentracidn inicial de
glucosa o lactato del medio utilizado, en ausencia de células.

Buscando incrementar los niveles de lactato detectados se evalud el efecto de aumentar la
glucosa (4 g/L) y eliminar el piruvato en el medio utilizado. Al comparar el % de glucosa
consumida utilizando 2 g/L (3.0%) o 4 g/L (8.5%) observamos que el aumento al utilizar 4 g/L es
de tan solo de un 5.5 %. Por otro lado, la Figura 3.28 muestra que la eliminacién del piruvato no
causo un aumento en el incremento del consumo de glucosa, pero si permitié detectar un claro
aumento en el nivel de lactato (del orden del 50%).
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Figura 3.28. Determinacion de niveles de glucosa y lactato en sobrenadantes de cultivo de macrdéfagos
THP-1, en medio RPMI en presencia o ausencia de 1 mM de piruvato luego de 48 hs de cultivo,
mediante el equipo Bioprofile Basic 2 de Nova Medical. Los valores obtenidos representan el promedio
de dos réplicas experimentales.

En base a los resultados obtenidos definimos las condiciones de cultivo a utilizar en los ensayos
de transducciéon con el vector viral: cultivo de 200 mil células por pozo en un volumen de 0,6
mL de medio RPMI conteniendo 4 g/L de glucosa y 10% de SBF sin agregado de piruvato,
durante 48 hs. En funcién de este dato se definié también el nimero de vectores virales a
preparar para poder utilizar una relacién de particulas virales:macréfagos de al menos 1:1,
durante los ensayos de transduccion.

3.5.1.3. Transduccion del vector viral en los macréfagos humanos

En el contexto de esta tesis, de acuerdo al tiempo y recursos disponibles, sélo se logré realizar
un experimento de transduccion de macréfagos humanos para evaluar los efectos de la
expresion de PtpA en la célula sobre pardmetros asociados al metabolismo e inflamacién de
macroéfagos. El disefio experimental utilizado involucré la transduccién con los vectores VHS1-
PtpA-EGFP y con su correspondiente control VHS1-EGFP. Ademas, se incubaron en paralelo
macréfagos con medio de cultivo (control) y con diferentes concentraciones de LPS, con el
objeto de comparar los resultados con los de un modelo de activacidn conocido. Para realizar la
transduccion se utilizaron 250 mil particulas de vector viral por 170 mil macréfagos THP-1; se
utilizé este numero de células para alcanzar una multiplicidad de infeccion mayor a 1 (1.4) que
mejora la eficiencia de la transduccidn. Luego de 48 horas de cultivo, se recuperaron las células
para determinar la eficiencia de la transduccién por citometria de flujo y en los sobrenadantes

la concentracion de glucosa, lactato y de las citoquinas proinflamatorias IL-1f e IL-6.
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3.5.1.3.1 Evaluacion de la transduccion mediante citometria de flujo

En primer lugar se examinaron las células en un microscopio de inversion, observdndose que

en los cultivos control y activados con LPS las células estaban en muy buen estado vy

presentaban una forma de huso. En los cultivos transducidos con el vector viral, se observé un

aspecto diferente, las células estaban mas redondeadas, y observamos un material particulado
en el fondo del pozo, sin embargo las células estaban bien adheridas. A continuacién se recogio
el sobrenadante, se despegaron las células y se analizaron por citometria de flujo. Esto implicé
el tratamiento de los macroéfagos con soluciones para despegar las células de la placa. Este
paso fue complicado ya que las células estaban muy adheridas y luego de realizar varias
incubaciones de 5 min con Accutase, sin poder removerlas, se retiré el mismo y se agregoé
tripsina para despegarlas. Se necesitaron alrededor de 30 minutos para lograr su remocién de
la placa. Una vez despegadas las células, se analizaron en el citdmetro FACSCalibur. Los
diagramas de SSC-H vs FSC-H (Figura 3.29 A) permitieron evaluar en forma aproximada el % de

células integras obtenido en cada caso.
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Figura 3.29. Diagramas obtenidos por citometria de flujo mostrando las distintas poblaciones
celulares obtenidas. A) Diagrama incluyendo la poblacién de macréfagos sin vector viral, macréfagos
48hs post transduccidn con el vector viral VHS1-GFP y macroéfagos 48 hs post transduccién con el vector
viral VHS1-PtpA- EGFP. B) Histograma con la distribucién de poblaciones celulares en funcién de la
fluorescencia de FITC, para las células control sin vector, células infectadas con el vector viral VHS1-

EGFP y células infectadas con el vector viral VHS1-PtpA- EGFP.
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El mayor % de células integras (89.8 %) se observd en el experimento control en el cudl las
células no fueron tratadas con el vector viral. En los experimentos en los cuales las células
fueron transducidas con los vectores virales HSV1-IRES-EGFP o HSV1-PtpA-IRES-EGFP se
observd una disminucién importante en el porcentaje de células integras, siendo mayor para
las células transducidas con el vector que expresa la PtpA (42.5% para los macréfagos
transducidos con el vector HSV1-IRES-EGFP y 38.6% para los macréfagos transducidas con el
vector HSV1-PtpA-IRES-EGFP). Si bien estos datos sugieren que la transfeccién con el vector
viral provocd un alto porcentaje de muerte, creemos que estas variaciones puede estar
asociadas también a la manipulacion de las células, las cuales como describimos arriba fueron
despegadas con dificultad, lo cual no es caracteristico de las células muertas. Creemos que es
factible que la activacidon celular, producto de la transduccién con el vector viral podria
provocar cambios en las proteinas de adhesion celular que aumenten su adhesividad,
explicando la mayor dificultad para recuperarlas. De todas formas aun no podemos descartar
un posible efecto téxico debido a la transduccion y/o expresion de la fosfatasa, por lo cual
serdn necesarios estudios adicionales donde se determine la viabilidad celular sin necesidad de
su recuperacioén, por ejemplo se utilizaran marcadores de viabilidad tales como el ioduro de
propidio. Por lo tanto el estudio que hemos realizado hasta el momento no nos permitid
conocer en qué medida la transduccién provocé muerte celular.

Para determinar el % de macroéfagos transducidos con el vector viral se midié la fluorescencia
debida a la expresidon de la EGFP en las células, se adquirieron 5.000 eventos dentro de la
region de las células vivas. La Figura 3.29-B muestra el histograma de distribucidon de las
poblaciones celulares (en %) en funcién de la intensidad de la fluorescencia (Flgrc). En el mismo
se observa que las células transducidas con el vector HSV1-IRES-EGFP y con el vector HSV1-
PtpA-IRES-EGFP muestran un corrimiento en la Flgrc respecto al observado para las células
control no transducidas. El % de transduccidn fue similar para la células transducidas con los
vectores HSV1-IRES-EGFP y HSV1-PtpA-IRES-EGFP (29.4% y 26.9%, respectivamente); estos
porcentajes se estimaron considerando como células positivas para la transduccién sélo
aquellas cuya Flgrc fue mayor que la correspondiente al valor maximo mostrado por el 95% de
las células del control. El porcentaje de transduccion en general se cuantifica mediante el
andlisis de las células positivas para la EGFP, por citometria de flujo. Sin embargo debemos
tener en cuenta que en la construccién del vector utilizado, la EGFP se coexpresa con la PtpA a
través de un elemento IRES, para facilitar el monitoreo de la eficiencia de transferencia del gen.
Sin embargo, a pesar que esta aproximacion permite controlar las eficiencias de transfeccién,
lleva a una subestimacion de la expresién del gen, ya que lo genes que se expresan a
continuacion del elemento IRES a menudo se expresan mas debilmente que el gen préximo al
promotor (Mizuguchi et al. 2000). Por lo tanto es posible, que el % de transduccion con el
vector que porta la PtpA esté siendo subestimado.

120



Teniendo en cuenta entonces que el gen de la PtpA se encuentra antes del gen de la EGFP y la
transcripcién de ambos genera un Unico ARNm, es de esperar que la expresiéon de la EGFP nos
indique indirectamente que la PtpA se expresé. Con el objetivo de confirmarlo realizamos una
extraccion de proteinas de las células transducidas, cuantificando las mismas y evaluando en
dichos extractos la actividad fosfatasa total a tiempo final para una misma concentracién de
proteina. En dichos extractos obtenidos a partir de células transducidas con el vector HSV1-
IRES-EGFP y HSV1-PtpA-IRES-EGFP no detectamos diferencias en el nivel de actividad fosfatasa
total. Esta informacién es limitada ya que la actividad detectada representa a la actividad del
total de fosfatasas presentes en la muestra y no mide especificamente la actividad de la ptpA.
Ademas no se descarta que no podamos ver diferencias debido al bajo nivel de transduccién
obtenido en estos primeros ensayos que podrian enmascarar un posible aumento debido a una
sobre-expresion de la PtpA. Para la deteccién de la proteina PtpA en extractos celulares,
estamos preparando anticuerpos especificos en llama (colaboracion con el Dr. Gualberto
Gonzalez, Catedra de Inmunologia, Facultad de Quimica y Ciencias). Estos anticuerpos nos
permitiran analizar por western blot la expresion de la PtpA en las células transducidas.

3.5.1.3.2. Dosificacion de lactato y glucosa en sobrenadantes de cultivo de macrofagos

Aun considerando que el porcentaje de transduccion obtenido no fue lo suficientemente alto
decidimos evaluar los niveles de glucosa y lactato en los sobrenadantes obtenidos.

En primer lugar es importante aclarar que el experimento estaba disefiando de tal manera que
todas las condiciones de estudio (transduccion con los vectores virales y controles) fueron
realizados por duplicado, lo cual nos permitia evaluar minimamente el error intra-experimento.
Lamentablemente, debido a un contratiempo perdi gran parte del volumen de los
sobrenadantes de los pozos correspondientes a las condiciones de transduccién y control. Esto
impidiod realizar mediciones de los pozos duplicados; siendo necesario preparar pooles a partir
de los sobrenadantes remanentes para disponer del volumen necesario para una Unica
determinacién. Por lo cual los resultados que se presentan a continuacién son descriptivos,
ayudardn al disefio de experimentos que los corroboren, pero no permiten obtener
conclusiones.

En la Figura 3.30 se muestran los niveles de glucosa y lactato en los sobrenadantes de cultivo
de las células estimuladas por la transduccion de los vectores virales o por la adicién de LPS en
comparacion con las células control. Cuando se compara con los niveles presentes en el medio
de cultivo de partida (equivale al tiempo 0), se observa que el cultivo de los macréfagos por 48
hs provocdé un descenso en el nivel de glucosa del medio y un aumento en el nivel de lactato.
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Estas variaciones fueron similares a las observadas por la estimulacion con LPS a todas las dosis
utilizadas. Por otro lado, en estas condiciones los niveles de glucosa y lactato medidos en los
sobrenadantes de cultivo de células transducidas con el vector viral control (vector HSV1-EGFP)
y transducidas con la PtpA (vector HSV1-PtpA-EGFP) revelan un aumento en el consumo de
glucosa y generacién de lactato, respecto a los controles descritos arriba. Sin embargo no
contamos con suficiente nimero de datos que nos permitan verificar esta tendencia mediante
un tratamiento estadistico. Asimismo, se observoé que el consumo de glucosa y la generaciéon de
lactato parecerian ser levemente mayores en las células transducidas con el vector viral HSV1-
PtpA-EGFP, que en aquellas células transducidas con el vector control HSV1-EGFP.
Nuevamente, la significancia estadistica no pudo ser analizada debido a que se tuvo que
trabajar con un pool de los sobrenadantes, perdiéndose los duplicados analiticos del

experimento, sumado a que ademas, no se pudo repetir todo el ensayo.
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Figura 3.30. Evaluacion del efecto de la expresidn de PtpA en macréfagos sobre el consumo de glucosa
y la produccion de lactato. Se determinaron los niveles de glucosa y lactato en el sobrenadante luego de
48 hs de cultivo de las células tratadas con los estimulos que se indican. En el caso de los cultivos
control sin vector, transducido con el vector HSV1-EGFP, y transducido con el vector HSV1-PtpA-EGFP,
los resultados corresponden al valor obtenido para los pooles preparados a partir de los sobrenadantes
correspondientes a dos pozos experimentales. En el caso de la estimulacidon con LPS, los resultados se
expresan como la media y el desvio estandar de pozos duplicados.

122



14

12

10

3.5.1.3.2. Determinacion de niveles de IL-1B8 e IL-6 en sobrenadantes de cultivo de

macrofagos

En la Figura 3.31 se muestran los niveles de IL-1f e IL-6 en los sobrenadantes de cultivo de las
células estimuladas por la transduccién de los vectores virales o por la adicién de LPS en
comparacion con las células control. Como era esperado, la estimulacién con LPS causé un
aumento significativo e importante en el nivel de ambas interleuquinas, lo que demuestra la
validez de este control positivo. La estimulacion con 0.01 ug/mL de LPS desencadend un
aumento de 4 veces el nivel de IL-1p observado en el sobrenadante del cultivo control,
mientras que la estimulacién con 1.0 ug/mL de LPS causé un aumentd de 13 veces. En el caso
de IL-6, La estimulacién con 0.01 ug/mL de LPS desencadend un aumento de 4 veces en el nivel
de IL-6 observado en el sobrenadante del cultivo control, y la estimulacién con 1.0 ug/mL de

LPS causd un aumentd de 43 veces.
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Figura 3.31. Evaluacidn del efecto de la expresion de PtpA en macrdéfagos sobre la producciéon de IL-1f e
IL-6 en sobrenadantes de cultivo de macréfagos. Se determinaron los niveles de IL-13 e IL-6 en el
sobrenadante luego de 48 hs de cultivo de las células tratadas con los estimulos que se indican. En el
caso de los cultivos control sin vector, transducido con el vector HSV1-EGFP, y transducido con el vector
HSV1-PtpA-EGFP, los resultados corresponden al valor obtenido para dos diluciones de los pooles
preparados a partir de los sobrenadantes correspondientes a dos pozos experimentales. En el caso de la
estimulacién con LPS, los resultados se expresan como la media y el desvio estdndar de pozos
duplicados, sembrados en distintas diluciones.
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Por otro lado, los niveles de IL-1f e IL-6 en los sobrenadante del cultivo sin transducir fueron
similares a los observados en las células transducidas con el vector control HSV1-EGFP.

En contraste, cuando se comparan los niveles de IL-1f3 e IL-6 en los sobrenadante del cultivo se
observa que la transduccién con HSV1-PtpA-EGFP indujo un aumento de 4 veces y 9 veces

respectivamente, respecto a la transduccion con el vector control HSV1-EGFP.

No es claro aun el significado de este resultado, pero en todo caso el mismo sugiere que PtpA
estimula la produccién de ciertas interleuquinas. Claramente necesitamos realizar nuevos
estudios, que seran propuestos en la discusidn, y ademas se abren nuevas interrogantes como
la pregunta de como se relaciona este efecto de acumulacidon de IL con los candidatos a
sustrato identificados y la vias en las que éstos participan, en especial con el validado en este
estudio la TFP(ECHA-ECHB), clave en la beta oxidacién de acidos grasos.

En resumen, mds alla de que los datos obtenidos en esta seccion aun no nos permiten sacar
una conclusion final, los mismos sugieren que el modelo de transduccion viral utilizado puede
ser de utilidad para explorar las hipdtesis atin abiertas en este trabajo.
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CAPITULO 4
DISCUSION GENERAL Y PERSPECTIVAS

Este trabajo de tesis buscd avanzar en la comprensién del papel que cumplen las fosfatasas
PtpA y PtpB en la adaptacién de Mtb a su célula hospedera, abordando principalmente la
identificacion y validacion de nuevos sustratos de la fosfatasa PtpA de Mtb, como forma de
orientar el andlisis de las propiedades celulares que podria modular en los macréfagos. En este
sentido logramos un avance sustancial identificando cuatro nuevos potenciales sustratos de la
PtpA y validando in vitro a la TFP (ECHA/ECHB) como posible sustrato fisiolégico de dicha
fosfatasa. Ademas, a partir de la identificacién de estos potenciales sustratos proponemos un
nuevo escenario vinculando a la PtpA con la regulacion de circuitos celulares asociados al
control del metabolismo del macréfago, y desarrollamos un modelo celular que confiamos sea
util para encarar su estudio. Por otro lado, como producto de este trabajo generamos
mutantes de PtpB, que son una herramienta util para investigar acerca de los sustratos y las
vias de sefalizaciéon que esta fosfatasa podria modular en los macréfagos. En esta secciéon
discutiremos estos resultados desde los aspectos metodolégicos que tuvimos que abordar
hasta las eventuales repercusiones que la informacién generada tiene sobre el conocimiento
actual de las propiedades bioquimicas y bioldgicas de PtpA.

4.1. Mejoras introducidas en la estrategia global de ST

Desde un punto de vista metodoldgico, debemos destacar que en la presente tesis se
adicionaron etapas previas a la estrategia de ST que resultaron extremadamente utiles y
permitieron con éxito el aislamiento de cuatro nuevos potenciales sustratos fisioldgicos de
PtpA de Mtb. La identificacién de estos candidatos y la validacién in vitro de uno de ellos como
sustrato se publicé recientemente en la revista Scientific Reports (Margenat et al. 2015)
(Seccién Anexos).

La etapa inicial de caracterizacién estructural y funcional del mutante PtpA-D126A fue esencial,
la misma debe ser incluida con la finalidad de corroborar que el mutante no ha sufrido cambios
sustanciales que invaliden su utilizacién en los ensayos de ST. Si analizamos la literatura
podemos observar que realizar este tipo de caracterizacidén previa es una excepcién mas que
una regla. Una de estas excepciones, es el estudio que demuestra que la estructura cristalina
del mutante PTP1B C215S (humana) presenta los residuos del motivo C[X]sR[S/T] del sitio
activo en una conformacién muy diferente a la observada en la estructura de la enzima salvaje
(Scapin et al. 2001). En nuestro trabajo se evalué la integridad estructural del mutante PtpA-
D126A mediante diferentes estrategias analiticas disponibles en Uruguay, y se compararon los
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resultados con aquellos obtenidos con la proteina salvaje. Pudimos demostrar asi que la
proteina mutante es un mondmero al igual que la proteina salvaje y no parece haber sufrido
grandes cambios estructurales. Estos resultados se integraron a los obtenidos previamente en
Brasil por un miembro de nuestro grupo, que demostraron la prevalencia de la estructura
secundaria en el mutante PtpA-D126A, determinada por CD (Purificacdo 2008). Con respecto a
la funcionalidad del mutante PtpA-D126A, podemos destacar que mostrd las caracteristicas
esperadas y recomendadas para ser usado en la estrategia de ST (Flint et al. 1997) (Blanchetot
et al. 2005); no presentd cambios sustanciales en el valor de K, respecto a PtpA-wt, pero
disminuyé considerablemente su ket Esto sugiere que la fosfatasa mutante serd capaz de
retener los sustratos mas tiempo en el sitio activo que la proteina salvaje, aumentando la
posibilidad de éxito del método de ST con ella. En conclusién, consideramos que el mutante
PtpA-D126A obtenido en esta tesis es una herramienta adecuada para el aislamiento de nuevos
sustratos.

Seria interesante contar con la estructura cristalografica de la PtpA-D126A para completar aun
mas su caracterizaciéon. Nuestro grupo ha realizado intentos de cristalizar la PtpA-D126A, sin
éxito aun (en colaboracidn con el Servicio de Cristalografia del IPMon). Es posible que la razén
por la cual no se haya podido cristalizar se deba a la oxidacidn gradual de las Cys a lo largo del
proceso de purificacion, ya que observamos que el nimero de Cys reducidas dosificadas
experimentalmente siempre fue menor al esperado, aun en condiciones desnaturalizantes y en
muestras previamente tratadas con DTT. Esta oxidacién de las Cys, posiblemente a formas
irreversibles como el acido sulfénico, podria generar una variedad de especies moleculares en
la muestra que dificulte la cristalizacién de la misma. De hecho podemos constatar en la base
de datos PDB que la estructura de muchas de las PTPs resueltas corresponde a la del mutante
totalmente inactivo C/S. Por lo tanto, una alternativa sera producir el doble mutante PtpA
D126A/C11S, el cual al igual que los mutantes puntuales D126A y C11S, es considerado util para
la estrategia de ST (Blanchetot et al. 2005). Nuestro grupo ya cuenta con los mutante simples
PtpA-D126A y PtpA-C11S, por lo cual seria posible obtener el doble mutante en el futuro
cercano. Otra mutacién que podria considerarse util es el cambio en la glutamina (Q) altamente
conservada del sitio activo (que participa en la estabilizacion de la molécula de agua
involucrada en la regeneracién de la enzima). Contar con otros mutantes de PtpA, nos
permitira utilizarlos en nuevos ensayos de ST que permitan corroborar el aislamiento de los
sustratos identificados en este trabajo, y eventualmente, aislar otros que no hayan sido
retenidos por el mutante D126A. Esta ultima posibilidad debe ser considerada ya que el uso de
dobles mutantes ha rendido resultados interesantes en el caso de otras fosfatasas; por
ejemplo, durante la busqueda de los sustratos de PTP1B el doble mutante D181A-Q262A
permitid identificar sustratos, probablemente menos abundantes en la muestra, que no fueron
capturados utilizando el mutante D181A (Xie et al. 2002).
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En segundo lugar, en los ensayos de ST realizados en la presente tesis el mutante PtpA-D126A
se inmovilizé covalentemente a una matriz NHS-Sefarosa, en la cual los grupos remanentes de
la matriz fueron blogqueados quimicamente de manera de convertirlos en grupos poco
reactivos. Este cambio es original, ya que tal como se describe en una de las dos revisiones
sobre la estrategia de ST (Blanchetot et al. 2005) generalmente se utiliza la fosfatasa
inmovilizada no covalentemente a través de diferentes tags (GST-tag o His-tag). El objetivo del
cambio de la estrategia fue obtener la fosfatasa inmovilizada de forma que favorezca el
aislamiento de interactores especificos y minimice el aislamiento de interactores inespecificos.
Claro que fue necesario demostrar previamente que este proceso de inmovilizacidn no alteré la
funcionalidad de la PtpA-D126A, lo cual fue logrado evaluando la actividad de la fosfatasa
inmovilizada. El presente trabajo nos permitié demostrar asi que el uso de la PtpA-D126A
inmovilizada covalentemente a NHS-Sefarosa resulta ventajoso al uso de la PtpA-D126A
inmovilizada no covalentemente a Ni-Sefarosa. En efecto, al utilizar la PtpA-D126A-NHS-
Sefarosa en los ensayos de ST, el perfil de proteinas aisladas y analizadas en un gel SDS-PAGE
fue completamente diferente al del extracto de proteinas de macréfago, y al observado al
utilizar la matriz control sin fosfatasa inmovilizada, sugiriendo el enriquecimiento en ciertas
proteinas presentes en el extracto. En cambio, en estudios previos de nuestro grupo déonde se
utilizé la PtpA-Ni-Sefarosa estos perfiles fueron extremadamente similares a los del extracto de
proteinas de macréfago, no lograndose identificar claramente las bandas del gel que podrian
contener potenciales candidatos a sustrato (Purificacdo 2008). Otra ventaja de la inmovilizacién
covalente de la PtpA-D126A, es que nos permitié utilizar condiciones de lavado y elucién
exigentes (definidas en los estudios de SPR) que no afectan la unién de la fosfatasa a la matriz,
pero que contribuyeron a reducir el aislamiento de interactores inespecificos y proteinas
abundantes que se asocian a la Sefarosa (Trinkle-Mulcahy et al. 2008). Por lo tanto, la
inmovilizacién de la enzima sobre NHS-Sefarosa es una modificacién que consideramos
relevante y que nunca habia sido descrita en los ensayos de ST reportados hasta ahora.

Ademas, en este trabajo confirmamos que otro factor importante para el éxito del ST fue el uso
de extractos de proteinas enriquecidos en P-Tyr proteinas, obtenidos gracias a la inhibicidon de
las PTPs enddgenas del macroéfago utilizando NasVO, y IAA. En ausencia de este tipo de
tratamiento se ha reportado que el nivel de P-Tyr en los extractos celulares proteicos es
indetectable (Buist et al. 2000). Nuestros resultados demostraron la importancia de adicionar
el tratamiento con IAA ademds de NasVO,, ya que de esta forma se aumenta en un 25% el nivel
de P-Tyr detectado en los extractos de proteinas de macréfago, respecto al detectado al utilizar
sélo Na3VO,4. Ademas, el uso de ambos inhibidores parece esencial, ya que demostramos que al
utilizar sélo el inhibidor Na3VO,, en los ensayos de ST se identifican un nimero menor de los
potenciales sustratos, con muy pocos péptidos y por lo tanto con un score mucho menor.
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Por ultimo, la caracterizacion de la interaccion entre la PtpA-D126A vy los extractos proteicos de
macréfagos por SPR, y la informacidn extraida de estos ensayos es la primera vez que se
reporta en la literatura. Esta etapa fue de suma utilidad antes de la realizacién de los ensayos
de ST principalmente por dos razones. Primero, los analisis por SPR nos permitieron detectar
que existe interacciéon entre componentes del extracto de macréfagos y la fosfatasa, y que
dicha interaccién involucra el sitio activo de la enzima. Segundo, mediante los ensayos de SPR
detectamos que la interaccidn es estable a pulsos de alta concentracién salina pero no a pulsos
de pH acido, lo cual nos permitié seleccionar, tal como ya mencionamos arriba, condiciones
mas estrictas durante las etapas de lavado y elucién del ensayo de ST, reduciendo asi
interacciones inespecificas.

Las modificaciones introducidas en la estrategia general de ST, deben ser consideradas en
ensayos futuros con los nuevos mutantes de PtpA, asi como en la busqueda de sustratos de
otras fosfatasas. Este trabajo ha motivado por ejemplo que nuestro grupo avance en la
busqueda de sustratos del factor de virulencia de otro patégeno intracelular, la fosfatasa de
tirosina del virus Orf. Como perspectiva tenemos programado escribir una revision
metodoldgica sobre la estrategia de ST que incluya todas las consideraciones discutidas en la
presente tesis.

4.2. Sustratos de PtpA: hacia la elucidacion del papel de esta fosfatasa en la
biologia de Mtb

Como resultado de esta estrategia optimizada de ST, se identificaron por espectrometria de
masa cuatro nuevos potenciales sustratos fisiolégicos de la PtpA de Mtb: las proteinas
humanas ECHA (TFP subunidad alfa), SQRD, ATPA y PFK. Es importante recordar que los
mismos se identificaron con un score elevado, sistemdticamente en todas las réplicas
bioldgicas de los ensayos de ST realizados, e independientemente de la estrategia de elucidn
utilizada, y del analisis por espectrometria de masa utilizado (MALDI-TOF-MS y nano-LC-MS).
Resultd sorprendente que utilizando este método optimizado no se detectaran los sustratos de
PtpA previamente reportados (Bach et al. 2008) (Poirier et al. 2014). Por tanto, en primer lugar
discutimos acerca de este contraste para luego profundizar en los candidatos identificados en

este trabajo.

4.2.1. Sustratos de PtpA ya reportados

Al inicio y transcurso de la parte experimental de la tesis, s6lo habian sido reportados dos
sustratos eucariotas de PtpA, la proteina VPS33B y la GSK3a (Bach et al. 2008)(Poirier et al.

128



2014). Como se detallé en la introduccién, la proteina VPS33B juega un rol clave en la
regulacion del trafico de membranas y la via endocitica, y se postula que la desfosforilacion de
la misma por parte de PtpA favoreceria la inhibicién de la acidificacién del fagosoma y la
maduracion del mismo. La proteina GSK3a. es una quinasa de serina/treonina que actia como
reguladora de numerosas vias de sefializacion, incluyendo la apoptosis. Se sugiere que la
desfosforilacién de la misma por parte de PtpA inactiva la quinasa, inhibiendo la apoptosis
durante las etapas tempranas de la infeccion.

Las proteinas VPS33B y GSK3a no fueron capturados en nuestros ensayos de ST. Sin embargo,
las diferencias en estos resultados deben analizarse cuidadosamente debido a las diferencias
metodoldgicas sustanciales existentes entre estos trabajos y el nuestro. En primer lugar, el
sustrato VPS33B fue aislado mediante la estrategia de ST utilizando el mismo mutante PtpA
D126A que nosotros (Bach et al. 2008). Sin embargo el mismo no fue ni purificado de la misma
manera, ni caracterizado estructuralmente. Ademas el resultado de su caracterizacidon
funcional no concuerda con lo esperado para el cambio D/A introducido. Si analizamos en
detalle la metodologia, podemos ver que el mutante PtpA-D126A utilizado en dicho ST fue
purificado sélo por cromatografia de afinidad, no habiéndose realizado una etapa posterior de
purificaciéon por cromatografia de exclusién molecular como en nuestro trabajo. Ademas, los
autores reportan que dicho mutante es completamente inactivo, resultado no esperado
teniendo en cuenta la caracterizacion del mutante D/A en otras PTPs, incluyendo la PtpA de
Mtb (Madhurantakam et al. 2008). De hecho, el mutante PtpA-D126A purificado por nuestro
grupo no presenté una ke nula sino que fue 40 veces menor que la de la PtpA-wt (evaluada
con pNPP como sustrato), y esta relacion es similar a la reportada para este mismo mutante en
un estudio cinético detallado (Madhurantakam et al. 2008). Ademas, el disefio experimental
utilizado en nuestro trabajo implicé el uso de condiciones de lavado y elucién en los ensayos de
ST que fueron mas rigurosas, por lo cual se pueden haber perdido componentes que estuvieran
interaccionando con menor afinidad con la PtpA. Sin embargo, analizamos cudles proteinas
fueron identificadas por espectrometria en los lavados y no detectamos a éstas proteinas.
Asimismo, la estrategia de ST utilizada en nuestro trabajo no fue la misma que la empleada por
Bach et al. En este caso incubaron la PtpA-D126A con el extracto de macréfagos y luego
incubaron la mezcla con una matriz de afinidad (Ni-NTA) para purificar los complejos a través
del His-tag presente en la fosfatasa. Como discutimos anteriormente, en este tipo de matriz los
grupos remanentes que no se unen a la fosfatasas, pueden unir interactores inespecificos,
dificultando el aislamiento de proteinas menos abundantes que sean reales candidatos.
Sumado a esto, lo que realmente dificulta ain mas la comparacién es que en el articulo de
Bach et al no se presenta ninguna tabla conteniendo las proteinas identificadas por
espectrometria de masa, por lo cual desconocemos que otras proteinas fueron identificadas en
dicho ensayo ademas de la proteina reportada como sustrato, VPS33B.
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Con respecto a la proteina GSK3a, la misma fue identificada como sustrato de PtpA utilizando
una aproximaciéon experimental completamente diferente a la del ST. Los autores utilizaron una
estrategia proteédmica denominada kinome analysis para identificar proteinas que participan en
las vias de sefalizacion del macréfago y cuya fosforilacion es modificada por la PtpA de Mtb
(Poirier et al. 2014) En dicho estudio, compararon el estado de fosforilacion de una serie
quinasas de macréfago, que se sabe son importantes en la seializacién celular. Este analisis lo
realizaron en macroéfagos no infectados, infectados con Mtb y en macréfagos infectados con
APtpA Mtb. Mediante este método, observaron que la PtpA afecta el patrén de fosforilacion de

una serie de proteinas sefializadoras, entre ellas la quinasa GSK3 c.

Por lo tanto, el hecho que VPS33B y GSK3a no hayan sido capturados en nuestros ensayos de
ST pareceria ser una consecuencia de las diferentes aproximaciones experimentales utilizadas y
por lo tanto no invalida el potencial de las moléculas identificadas en nuestros ensayos de ST
como sustratos de PtpA. Ademas, como ya mencionamos, las fosfatasas, al igual que las
quinasas, son capaces de utilizar multiples sustratos.

Recientemente, Wang et al (Wang et al. 2015) reportaron a la quinasa Jnk y la MAPK p38 como
nuevos sustratos de la PtpA. Sugieren que la desfosforilacién de estas quinasas suprimiria la
respuesta inmune innata. Con el objetivo de encontrar blancos de PtpA en la célula hospedero,
los autores analizaron la capacidad de PtpA de modular vias de sefializacion del sistema inmune
innato del hospedero, como la via NF-kB y la via de las MAPK quinasas. Observaron que la
expresion transitoria de PtpA en células hepaticas humanas HEK293T disminuye la fosforilacién
de Jnk y p38, inhibiendo estas vias. Analizaron luego la expresion de citoquinas inflamatorias en
macréfagos infectados con la cepa BCGAPtpA o con una cepa de M. smegmatis que sobre-
expresa PtpA de Mtb, y observaron que PtpA es capaz de disminuir la expresién de varias
moléculas inmunomoduladoras, entre ellas TNF, IL-18 y IL-12, promoviendo la sobrevida
intracelular de la micobacteria. Los autores reportaron que in vitro, PtpA presenta muy poca
actividad fosfatasa sobre los sustratos fosforilados p-Jnk y p-p38, sugiriendo la existencia de un
factor adicional en el hospedero necesario para la actividad fosfatasa. Mediante ensayos de
doble hibrido identificaron que la PtpA interacciona de forma no covalente con la ubiquitina
del hospedero a través de una region de PtpA que no representa un dominio conocido de
unién a ubiquitina. Ensayos in vitro demostraron que esta interacciéon con la ubiquitina
aumenta la actividad de la PtpA utilizando como sustrato a Jnk y p38 (evidencias por western
blot), asi como con el sustrato artificial pNPP. Asimismo, también reportan que la actividad de
PtpA frente al sustrato ya reportado VPS33B también aumenta en presencia de ubiquitina. En
este articulo la aproximacion experimental es totalmente diferente a la nuestra, ya que los
autores no intentan capturar sustratos de la PtpA, sino que analizan el efecto de Ia
sobreexpresién de la fosfatasa en las células, para identificar posibles sustratos.
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Como podemos ver, el nimero de nuevos sustratos de PtpA se incrementa y avanza también el
conocimiento de cémo la actividad de esta fosfatasa es regulada. Estudios in vitro previos ya
habian demostrado que la fosforilaciéon en la Tyr128 y la Tyr129, aumentan la actividad de la
fosfatasa, sugiriéndose a la PtkA bacteriana como responsable de esta fosforilaciéon (Zhou et al.
2015). Cabe sefialar que la PtpA producida en esta tesis en la bacteria E. coli no solo es activa
sino que ademas se obtiene fosforilada en tirosina como lo pudimos verificar en los diferentes
WB con el anticuerpo anti-P-Tyr. Ademas, se ha descrito recientemente que in vitro la
fosforilacién en Thr45 de PtpA, por las Ser/Thr quinasas como la PknA, aumenta la actividad de
la enzima (Zhou et al. 2015). Ademas, se ha visto que la S-nitrosilacion de la PtpA en la cisteina
no catalitica Cys53 disminuye la estabilidad y actividad de la proteina (Matiollo et al. 2013). Se
ha postulado también que las PTPs regulan su actividad mediante la oxidacién reversible de las
Cys catalitica por compuestos tales como el peréxido de hidrégeno y el peroxinitrito. En el caso
de la PtpA y la PtpB se ha sugerido que esto protegeria a la enzima del ambiente oxidante
generado durante la infeccién (Groen et al. 2005)(Ostman et al. 2011). Nuestro grupo ha
evaluado este aspecto (Labandera 2012) determinando las constantes de velocidad de las
reacciones entre la PtpA y la PtpB y estos agentes oxidantes, pero los valores obtenidos (10° M’
'sh) son tres érdenes de magnitud menor que los reportados para otras PTPs (Mallozzi et al.
1997), por lo cual parece dificil que estas fosfatasas de Mtb sean blanco celular de estas
moléculas.

4.2.2. TFP humana como sustrato de la PtpA de Mtb

La TFP (ECHA/ECHB) humana resulta un candidato interesante como potencial sustrato
fisiolégico de la PtpA de Mtb ya que juega un rol clave en la beta-oxidacion de los acidos
grasos, catalizando tres de las cuatro reacciones de esta via. Se conoce bien que los productos
de la beta-oxidacion de los acidos grasos alimentan directamente e indirectamente la cadena
respiratoria para la produccion de ATP por fosforilacién oxidativa. Como ya hemos mencionado
en los resultados de esta tesis las subunidades de este complejo enzimatico son sintetizadas en
el citosol de la célula y posteriormente son translocadas a la mitocondria, donde cumplen su
funcién (Eaton et al. 2000); recordemos que la mayoria de las proteinas mitocondriales son
sintetizadas en ribosomas libres del citosol para luego ser importadas hacia la mitocondria).
Estos antecedentes nos permiten considerar que la PtpA de Mtb, la cual ha sido localizada en el
citosol del macréfago (Bach et al. 2008), podria encontrarse con la/las subunidades de la TFP
en su transito a la mitocondria. Por otro lado, como ya hemos resaltado, la subunidad ECHA de
la TFP es una de las proteinas que se ha observado dejan de detectarse en la mitocondria de
macroéfagos infectados con la cepa virulenta de Mtb H37Rv, pero no en aquellos infectados con
la cepa avirulenta Mtb H37Ra (Jamwal et al. 2013). Todo esto sugiere que la disminucién de la
ECHA en la mitocondria podria causar una disminucién drastica en la actividad de la beta-
oxidacion y como consecuencia afectar la produccién de ATP, colocando a disposicion de la
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bacteria los acidos grasos no oxidados por esta via metabdlica. Esto es relevante ya que existen
evidencias que indican que los lipidos del hospedero constituyen la fuente primaria de
nutrientes para Mtb durante la infeccion (Daniel et al. 2011). Hasta ahora no existen evidencias
acerca de cudl es el factor bacteriano responsable de la disminucion de los niveles de ECHA en
la mitocondria, por lo cual la posibilidad que PtpA participe en este efecto es sumamente
interesante; la desfosforilacion de TFP(ECHA/ECHB) por la PtpA, podria alterar su localizacién
final a través de la interaccion con por ejemplo chaperonas capaces de dirigirla al proteasoma
para su degradacion, o reclutdndola en algun otro compartimento celular. Lo que apoya esta
hipdtesis es que hemos demostrado in vitro que la TFP interacciona con la PtpAy es sustrato de
la misma. Ademas, los estudios con NasVO, sugieren que la interaccién involucra al sitio activo
de PtpA, y el valor de la constante de afinidad de dicha interaccidon (5uM), a pesar de ser
preliminar, es del orden del reportado para otras fosfatasas y sus sustratos (Czikora et al.
2011).

Por otro lado, la escasa cantidad de TFP obtenida al purificarla a partir de los extractos de
macréfagos nos permitié realizar un niumero limitado de ensayos de actividad fosfatasa. Por lo
cual seria interesante en el futuro disponer de una mayor cantidad de proteina que posibilite
determinar los pardmetros cinéticos de PtpA, utilizando TFP como sustrato o sus subunidades
por separado. Para seguir la actividad fosfatasa contamos con un kit comercial que nos permite
dosificar el Pi liberado, producto de la desfosforilacion enzimatica (Echelon, Malachite Green).
Asimismo, disponer de una mayor cantidad de proteina nos permitira realizar nuevos ensayos
de interaccién por SPR para determinar con mayor exactitud las constantes de interaccién. En
estos ensayos, proponemos inmovilizar la PtpA a la superficie del chip y no la TFP como hemos
realizado hasta ahora. Esto permitira contar con una superficie estable y facilmente
regenerable, tal como ya lo hemos demostrado ocurre cuando la PtpA es inmovilizada. En la
literatura no existen evidencias de la regulacion de la actividad de la TFP por
fosforilacién/desfosforilacion, sin embargo en ambas subunidades de la TFP humana se han
detectado Tyr fosforiladas, anotadas en la base de datos PhosphoSitePlus (Hornbeck et al.
2012). Nuestro grupo inicié un analisis in silico de acoplamiento molecular, entre la estructura
cristalografica de la PtpA y ECHA humana previamente modelizada, que sugiere que la
fosfatasa interacciona de manera preferencial con una Tyr de la ECHA adn no reportada como
fosforilada (Tyr 271). Esto podrd ser validado una vez obtenida una mayor cantidad de
proteina, para la cual deberemos demostrar previamente que se encuentra fosforilada en Tyr.

Resta aun por demostrar si in vivo la TFP (ECHA/ECHB) es sustrato de PtpA, y si fuera asi que
efecto tiene la desfosforilacidén sobre la localizacion subcelular y/o la actividad de la TFP. Una
vez realizado esto podriamos asegurar si PtpA juega un rol relevante en la inhibicion del
catabolismo lipidico. Para abordar este estudio podriamos utilizar el modelo celular
desarrollado en este trabajo, aunque previamente es necesario optimizarlo para lograr un
mayor porcentaje de células transducidas que expresen la fosfatasa. En estas células o en
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fracciones mitocondriales y citosélicas de las mismas podriamos evaluar la presencia o ausencia
de la PtpA y de la TFP, y el estado de fosforilacion de esta ultima. Para evaluar la fosforilacién
serd necesario contar con anticuerpos especificos contra la PtpA e idealmente contra la TFP sin
fosforilar y fosforilada. Como ya se comentd, la producciéon en llama del anticuerpo contra PtpA
esta en curso en colaboracidon con el Dr. Gualberto Gonzdlez. Comercialmente por ahora
existen sélo anticuerpos contra la forma no fosforilada de la TFP humana. Dichos anticuerpos
se podran utilizar en un modelo celular eucariota que exprese la PtpA-wt o mutantes como los
producidos en esta tesis (PtpA-D126A o PtpA-C11S). Por otro lado nuestro grupo ha avanzado
en el andlisis de las hipétesis planteadas evaluando la interaccién entre la PtpA y la TFP (ECHA)
en un contexto celular, a través de la estrategia de doble hibrido en levadura (Tesina de
Licenciatura en Bioquimica de Vivian Irving, en redaccién). Los resultados de la interacciéon
entre la ECHA y la PtpA son promisorios aunque aun preliminares. Esta metodologia sera
utilizada a lo largo del afio también con los otros potenciales sustratos de PtpA.

4.2.3. SQRD, ATPA y PFK como potenciales sustratos de PtpA

Estos tres potenciales sustratos auin no los hemos validado in vitro por lo cual queda mucho
trabajo por delante. Sin embargo podemos discutir algunas de las caracteristicas que los hacen
relevantes y las perspectivas de estudio con ellos. Recordemos que al igual que las subunidades
de la TFP, la SQRD y la ATPA son sintetizadas a partir de genes nucleares en el citosol y luego
translocadas a la mitocondria déonde cumplen su funcién. Asi, de la misma manera que lo
discutido para la TFP, estos antecedentes nos permiten postular que la PtpA podria
desfosforilarlos en el citosol, afectando sus funciones. En cambio, la PFK es sintetizada y actua
exclusivamente en el citosol. ¢Qué funciones tienen estas proteinas y como la desfosforilacién
podria afectarlas? A continuacién discutimos estos puntos, en base a la informacion disponible
gue, como veremos, es limitada.

La SQRD es el segundo candidato a sustrato identificado con alto score por espectrometria de
masa. Como hemos descrito ya en los resultados, esta enzima cataliza la oxidacion del sulfuro
de hidrégeno (H,S) proveniente del metabolismo de aminoacidos que contienen azufre, y los
electrones provenientes de dicha oxidacién entran en la cadena respiratoria contribuyendo con
la sintesis de ATP (Goubern et al. 2007). Ademas, los niveles de H,S deben mantenerse debajo
de los niveles toxicos, que de otra forma inhiben la cadena respiratoria a través de la inhibicién
de la citocromo oxidasa del complejo IV, interrumpiendo asi la produccion de ATP mitocondrial
(Cooper & Brown 2008). Por otro lado, la actividad de la SQRD se ha visto también asociada con
las vias antimicrobianas del macréfago, observandose que en macréfagos inflamatorios la
acumulacién de H,S contribuye en disminuir los efectos antimicrobianos del peroxinitrito,
como resultado de su reaccién con H,S (Filipovic et al. 2012). Interesantemente, se ha
reportado que la SQRD en mamiferos se expresa en varios tejidos, incluyendo el pulmdn
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(Ackermann et al. 2014). Asimismo, se ha observado que los monocitos y macréfagos
presentan una mayor capacidad de oxidacién del H,S dependiente de SQRD con respecto a
otros tipos celulares que no pertenecen al sistema inmune (Lagoutte et al. 2010). Por otro lado,
al igual que la ECHA, la SQRD deja de ser detectada especificamente en la mitocondria de
macroéfagos infectados con la cepa virulenta de Mtb (Jamwal et al. 2013) lo que sugiere que su
ausencia en la mitocondria podria aumentar el H,S con la consecuente disminucion de la
actividad mitocondrial y de NO- que favoreceria la sobrevida de la bacteria. No existe auin en la
literatura informacion acerca de si la fosforilacion/desfosforilacion modula la
actividad/localizacion de la SQRD ni acerca de su rol en la interaccidon con otros patdgenos,
pero han sido reportado tres sitios de P-Tyr en la SQRD humana, en la base de datos
PhosphoSitePlus (Hornbeck et al. 2012). Por lo tanto seria de interés evaluar si PtpA estd
relacionada con la eventual disminucion de los niveles de SQRD mitocondriales en los
macréfagos infectados con Mtb. Se podra abordar en el futuro los ensayos de validacion in
vitro de este candidato ya que existen actualmente anticuerpos contra dicha proteina humana.

La ATPA es un componente clave del dominio catalitico F1 de la ATP sintasa, que cataliza la
etapa final de produccién de energia en la mitocondria (Jonckheere et al. 2012). Como
describimos en resultados se han reportado varias modificaciones post-traduccionales para
algunas de las subunidades de este complejo enzimatico, incluyendo fosforilacién en Tyr en la
subunidad gamma (Di Pancrazio et al. 2006), lo que abre la posibilidad de que exista una
regulacion a través de este tipo de modificacién para el cual alin no se conoce su efecto (Kane
& Van Eyk 2009). Por otro lado, como describimos anteriormente, al igual que la ECHA, la ATPA
deja de detectarse especificamente en la mitocondria de macréfagos infectados con la cepa
virulenta de Mtb (Jamwal et al. 2013), lo que seguramente afecte la produccion de ATP. Esto
reforzaria la idea que en los macroéfagos infectados el ATP no estd siendo producido
principalmente por fosforilacién oxidativa en la mitocondria del macréfago, lo cual podria
favorecer a la bacteria debido a la disminucién en la generacidon de especies reactivas del
oxigeno. En este marco, surge la interrogante si el ATP producido por la glucdlisis puede
compensar esta pérdida energética mediante una activacion de las enzimas claves de esta via.
Esta posible compensacién podria explicar el hecho que Jamwal et al. observaron aumentados
los niveles de ATP total en los macréfagos infectados con la cepa virulenta de Mtb respecto a la
cepa avirulenta.

La PFK fue la unica proteina identificada como potencial sustrato de PtpA cuya funcién no es
mitocondrial. Para su validacidn logramos purificar la PFK humana de macroéfagos, pero nos
llamé la atencidn que no pudimos detectarla fosforilada en Tyr (utilizando un anticuerpo anti P-
Tyr o por MS). No podemos descartar que la proporcion de P-Y-PFK en la muestra sea baja y/o
[abil. Tampoco podemos descartar que la PFK aislada en los ensayos de ST derive de su
asociacion a otro de los candidatos identificados, no siendo un interactor directo de la PtpA. La
validacién de este candidato presenta limitaciones porque requiere evaluar en un modelo
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celular el efecto de la expresién de la PtpA-wt o del mutante completamente inactivo PtpA-
C11S sobre el nivel de fosforilaciéon en Tyr de la PFK y no existen Ac contra la forma P-Tyr de la
PFK. Mas alla de que aun no sabemos si PFK es sustrato in vitro de PtpA, resulta interesante
pensar en cuales podrian ser las consecuencias de la desfoforilacion por PtpA. Hemos
comentado ya que la PFK es la enzima clave en la regulacién de la glucdlisis en mamiferos, y
que resulta activada por fosforilacion en Tyr, estimulando por tanto la glucdlisis. Ademas, es la
Unica proteina de los candidatos identificados que se ha detectado fosforilada en Tyr (en
particular, en la PFK de musculo esquelético de ratén (Coelho & Sola-Penna 2013). Esta
fosforilacién en Tyr se piensa seria introducida por una quinasa de la via Jak/STAT estimulada
por serotonina, y tendria como efecto la redistribucién intracelular de la enzima mediante la
interaccion de esta con los filamentos de actina (Coelho et al. 2007), (Coelho & Sola-Penna
2013). En el mismo sentido, en los eritrocitos se observé que la insulina activa la PFK humana
(Zancan & Sola-Penna 2005). Curiosamente, el lactato se ha postulado que a altas
concentraciones es capaz de disminuir la actividad de la PFK en todos los tejidos de ratén
evaluados (higado, rifién, tejido muscular esquelético y cardiaco) (Leite et al. 2011). Estos
autores sugieren al lactato como un metabolito relevante en la regulacién de la actividad de la
via glucolitica, y presentan evidencias de que el mismo actuaria como antagonista del activador
alostérico de la PFK, la fructosa-2,6-bisfosfato (molécula estimuladora de la glucdlisis cuyos
niveles aumentan por accién de la insulina). En todos estos trabajos descritos, el sitio especifico
de fosforilacion en la PFK aln no se conoce, ni tampoco cual es la fosfatasa implicada en la
modulacion de la respuesta. Considerando todos estos antecedentes, y suponiendo que la PFK
sea validada como sustrato, podriamos especular que Mtb durante la infeccién inyecta la PtpA
dentro del macréfago como un efector bacteriano que le permita controlar el nivel de actividad
de la via glucolitica del macréfago, y de esta manera la disponibilidad de glucosa para su
metabolismo.

4.2.4. La mitocondria, blanco de patogenos intracelulares

Los candidatos a sustratos de PtpA identificados nos hicieron pensar en el papel de la
mitocondria como blanco de Mtb. Esta idea no es nueva cuando pensamos en la interaccion
patégeno-hospedero, pero es poca la informacién acerca de efectores de patégenos, y en
particular de Mtb, que tengan como blanco proteinas mitocondriales.

Desde hace tiempo se sabe que la mitocondria representa un blanco recurrente para
patégenos intracelulares ya que juega un rol esencial en el metabolismo energético, la
respuesta oxidativa y la inducciéon de las vias de muerte celular en infecciones (Green &
Kroemer 2004) (Arnoult et al. 2009). A nivel del metabolismo existen evidencias de inhibicidon
de la beta-oxidacion en infecciones por virus (Seo & Cresswell 2013) (Kao et al. 2015) (Amako
et al. 2015). Esta inhibicién por un lado aumentaria la disponibilidad de los acidos grasos del
hospedero para la sintesis de componentes lipidicos del virus, necesarios por ejemplo para la

135



formacién de la envoltura del virién. Por otro lado, se ha observado que la acumulacién de
lipidos en la célula puede inducir estrés oxidativo con la produccién de citoquinas
proinflamatorias (IL-6 y TNFa), pero los mecanismos responsables y la repercusion que tendria
sobre la replicacién y/o diseminacidon del virus no se han elucidado aun. Varias proteinas
secretadas por patégenos (i.e. Salmonella, S. aureus, S. pneumoniae, H.pylori, Neisseria spp)
son transferidas a la célula y dirigidas hacia la mitocondria regulando la apoptosis celular (Boya
et al. 2001; Kozjak-Pavlovic et al. 2008).

En el caso de la infeccion con Mycobacterium, se ha descrito que la actividad mitocondrial se
altera durante la infeccién mediante un proceso que aparentemente seria dependiente de la
virulencia de la cepa (Abarca-Rojano et al. 2003) (Chen et al. 2006). La infeccién de macréfagos
humanos con la cepa virulenta H37Rv, pero no con la avirulenta H37Ra, induce una
disminucién en el potencial transmembrana mitocondrial, resultando en la degradacion de la
mitocondria y necrosis de la célula (Chen et al. 2006). Por otro lado, un estudio bioinformatico
de la secuencia gendmica de Mtb (Moreno-Altamirano et al. 2012) mostré que al menos 19
proteinas en un total de 4246, son proteinas posiblemente importadas por la mitocondria dado
que poseen una secuencia similar a la de los péptidos que dirigen especificamente el transito
de las proteinas eucariotas a dicho organelo. De esta lista validaron experimentalmente sélo
dos proteinas, la PE_PGRS33 y el factor de virulencia p27. Como hemos descrito en los
resultados, la fosfatasa PtpA no posee en su secuencia un péptido sefial que la dirija a la
mitocondria, por lo cual no se menciona en el trabajo de Moreno-Altamirano et al. Esto no
descarta la posibilidad de que interfiera con funciones mitocondriales si, como ya se menciond,
interfiere con proteinas mitocondriales durante su transito desde el citosol a dicho organelo.

4.3. Avances para el estudio de la modulacion del fenotipo de macréfagos por
PtpA

El hecho que la PtpA se localice en el citosol del macréfago, sea una de las dos Unicas fosfatasas
presentes en Mtb, sumado a que la fosforilacién/desfosforilacion constituye un mecanismo
clave en el encendido y apagado de vias de sefializacién intracelular, hacen de por si
interesante el estudio de cdmo PtpA puede afectar el fenotipo del macréfago. Creemos que
este trabajo de tesis ha aportado hacia como abordar este estudio. El hecho que la TFP se
comporte in vitro como un sustrato de PtpA, y que otras tres proteinas asociadas al
metabolismo -SQRD, ATPA y PFK- son potenciales interactores de PtpA, le da relevancia a
posibles efectos de PtpA sobre el metabolismo energético del macroéfago (Figura 4.1). Si
ocurren en un contexto celular las interacciones de PtpA con estos candidatos, eventos de
desfosforilacion de estas proteinas podrian interferir con su localizacion mitocondrial y/o su
actividad, afectando por tanto dicho metabolismo. Ademas, es logico suponer que un eventual
efecto de PtpA a nivel metabdlico comprometeria otras capacidades funcionales de la célula.
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éQué sabemos del metabolismo del macréfago en el contexto de la infeccion por Mtb?. Se
propone que durante la infeccién ocurre una transicion “swicht” desde un metabolismo en
donde el ATP es producido fundamentalmente por fosforilacién oxidativa hacia un
metabolismo donde los niveles de ATP son asegurados gracias a la activacion de la via
glucolitica. Esta transicion viene ligada a la necesidad de regenerar el poder reductor mediante

la conversidon del piruvato en lactato, aun en condiciones de aerobiosis (fenoméno descrito
como efecto Warburg).
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Figura 4.1. Vias metabdlicas en las cuales estdn implicadas los potenciales sustratos de PtpA.

La fosfofructoquinasa (PFK) cataliza la conversién de fructosa 6-fosfato a fructosa 1,6-bifosfato, etapa
de control mds importante durante la glicdlisis. La proteina trifuncional (TFP) cataliza 3 de las 4 etapas
de la beta-oxidacién de acidos grasos: la subunidad o posee dos dominios, uno con actividad 3-
hidroxiacil-CoA deshidrogenasa (HACD) y otro con actividad enoil-CoA-hidratasa (ECH), y la subunidad 3
posee actividad 3-cetoacil-CoA tiolasa (KACT). La sulfuro quinona oxidoreductasa (SQRD) cataliza la
oxidacién del H,S, y los electrones producidos son transferidos a la cadena respiratoria. La subunidad a
de la ATP (ATPA) cataliza la etapa final de produccion de energia en la mitocondria.
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Esta hipdtesis se ve apoyada por los recientes estudios metaboldmicos realizados en un
modelo de infeccién con Mtb en cobayo y ratéon donde demuestran que en todos los tejidos
infectados (sean granulomatosos o no) hay acumulacion de lactato (Shin et al. 2011)
(Somashekar et al. 2011) (Somashekar et al. 2012). Por tanto, pareceria interesante analizar si
PtpA repercute en este swicht metabdlico. Varias posibilidades podrian plantearse, incluyendo
gue un descenso mdas aumentado de la actividad mitocondrial forzara adn mas el uso de la
glucdlisis en aerobiosis.

Para analizar los efectos de PtpA sobre el fenotipo del macréfago, particularmente sobre su
metabolismo, nos planteamos introducir la actividad de PtpA-wt en los macréfagos utilizando
un vector viral, y medir el nivel de glucosa y lactato en los sobrenadantes de cultivo, como
indicadores de posibles cambios en el metabolismo energético. Esto implicé el ajuste de un
modelo experimental en el cual no teniamos experiencia y que de acuerdo a la literatura y
experiencia previa en nuestro laboratorio no es sencillo. En general los macréfagos son células
muy dificiles de transfectar con los procedimientos que habitualmente funcionan en otros tipos
celulares. Por eso, en colaboracion con la Dra. M. Berois, utilizamos un vector viral HSV-1
amplicon para la transduccidon de macréfagos THP-1, apostando a que la infeccidn por un virus
portador de PtpA-wt sea una via mas eficiente para la expresiéon de esta proteina en el
macréfago. El uso de vectores virales estd reportado que permite obtener altos niveles de
transfeccidon aunque los rangos reportados son muy variables (entre un 30 -70% usando
lentivirus (Miller & Blystone 2015)). No encontramos reportes del uso del vector viral tipo
amplicon usado en la presente tesis para transducir macréfagos, por lo cual nuestro trabajo es
original y valioso en este sentido. El porcentaje de transduccién que obtuvimos fue cercano al
30%, que si bien no es el deseable, seguramente pueda ser optimizado ya que en el marco de
esta tesis solo realizamos un experimento y no se pudo abordar la optimizacion. Para aumentar
el porcentaje de células transducidas lo mas inmediato seria aumentar la multiplicidad de
infeccidn, es decir la relaciéon entre el vector y las células de macréfago. En nuestro caso
utilizamos una multiplicidad de 1.4, pero de acuerdo a los protocolos utilizados con otros tipos
celulares seria posible trabajar a valores de 5 a 10 (Stripecke et al. 2000). Esto requiere la
produccién de un gran nimero de particulas virales lo cual no sélo es costoso sino que ademas
requiere probablemente la optimizacién de los protocolos de preparacion, ya que nos llamé la
atencién el bajo rendimiento que obtuvimos. Otro punto que se debe considerar en la
optimizacidn de la transduccién es el efecto tdoxico sobre las células, tanto el asociado a la
transduccion con el vector viral per se, como a la expresion de la fosfatasa. Para ello es
fundamental medir la viabilidad celular. En nuestro estudio, debido a la reducida cantidad de
particulas virales, no fue posible un disefio experimental que nos permitiera examinar muchos
pardmetros en las células, ya que sélo contamos con muy pocas células por pozo y apenas un
duplicado de cada condicidn. Pensamos evaluar la viabilidad por citometria de flujo sobre las
células recuperadas, pero esto no fue posible debido a que la transduccién indujo una muy
fuerte adherencia al plastico provocando dafios importantes durante el procedimiento para
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despegarlas. Asi, en funcién de la experiencia ganada con este ensayo resultard mas sencillo y
confiable medir la viabilidad celular en futuros ensayos de transduccién sobre las células
adheridas utilizando colorantes vitales, ioduro de propidio y/o sondas fluorescentes
comerciales. Por otro lado, se intenté medir la actividad fosfatasa en los extractos de las células
transducidas, como medida del éxito de la expresién de PtpA en los macréfagos. Sin embargo,
esta medida no fue atil ya que no vimos diferencias entre las células transducidas con y sin
PtpA a pesar del 30% de transduccion obtenida. Creemos que esto se debe no sélo al bajo
porcentaje de transduccién de las células, sino al hecho que el ensayo de actividad fosfatasa
utilizado determina la actividad de todas las fosfatasas y no especificamente la de las PTPs.

Apuntando a avanzar en los posibles efectos de PtpA sobre el fenotipo del macréfago, en las
condiciones de transduccién alcanzadas evaluamos el efecto de PtpA sobre los niveles de
glucosa, lactato, y la secrecidn de las interleuquinas IL-1p e IL-6. En estos ensayos el disefo
experimental -con sélo una réplica por condicion - y los datos obtenidos no permitieron realizar
un analisis estadistico, por lo cual la discusién de estos resultados se basa en tendencias que
deben necesariamente ser verificadas experimentalmente. Como se describié en los resultados
no se registraron cambios notorios en los niveles de glucosa y lactato, aunque se observé una
minima tendencia hacia una mayor produccién de lactato en las células transducidas con PtpA
respecto a las controles (vector sin PtpA). El hecho de que tampoco observamos diferencias en
los niveles de estos metabolitos cuando estimulamos las células con LPS, un estimulo
proinflamatorio que asociariamos a un cambio hacia la glucdlisis aerdbica, utilizado en
concentraciones de dos drdenes de magnitud de diferencia, sugiere que la medicién de estos
metabolitos en el sobrenadante del cultivo celular, y en las condiciones utilizadas, podria no
tener suficiente sensibilidad para nuestros propdsitos. Por tanto, es necesario mejorar el
disefio experimental para el andlisis del eventual efecto de PtpA sobre el metabolismo
energético del macréfago. Como alternativa nos planteamos evaluar otros parametros. Por
ejemplo, seria interesante determinar el consumo de oxigeno dependiente de distintos
nutrientes como glucosa y acidos grasos, utilizando un equipo OROBOROS y/o utilizando un
Seahorse XFe Analyzer (en colaboracién con la Dra. Celia Quijano). El objetivo de estos
estudios, serd determinar posibles transiciones en el metabolismo energético, determinado
cual de las vias celulares es principalmente la responsable de la sintesis de ATP. Para ello
proponemos medir el consumo de oxigeno y la concentracién de ATP intracelular en ausencia 'y
presencia de inhibidores de las distintas vias: 2-desoxiglucosa, inhibidor de la hexoquinasa, el
primer paso de la glucdlisis (Wu et al. 2007); y etomoxir, inhibidor de la carnitin-palmitoil
transferasa, que impide la entrada de los acidos grasos a la mitocondria dénde ocurre la beta-
oxidacion (Spurway et al. 1997). En estos experimentos sera posible controlar especificamente
en células el consumo de oxigeno mitocondrial, por ejemplo, luego de frenar la sintesis de ATP
mitocondrial mediante el agregado de inhibidores de diferentes complejos de la cadena
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respiratoria (antimicina A, oligomicina) o agentes desacoplantes como el carbonil cianida p-
trifluorometoxi-fenilhidrazona).

En contraste con el analisis metabdlico, fue notorio que la expresion de PtpA provocd un
aumento en la respuesta de citoquinas inflamatorias, determinada en funciéon de los niveles de
IL-18 e IL-6, efecto que como ya se menciond debe verificarse. Resulta necesario reproducir
estos resultados, pero ademas seria importante determinar si este aumento se debe a la
actividad de la PtpA, para lo cual proponemos realizar en paralelo ensayos de transduccién con
vectores virales que permitan la expresion de PtpA o del mutante inactivo PtpA-C11S. El
eventual aumento inducido por PtpA de los niveles de estas citoquinas contradice lo reportado
por Wang et al. (Wang et al. 2015); en este trabajo se observé una disminucién en los niveles
de citoquinas proinflamatorias TNF e IL-1f al infectar macréfagos humanos con una cepa de M.
smegmatis que sobreexpresa la PtpA de Mtb. Sin embargo este contraste podria deberse al uso
de dos modelos diferentes, es decir los efectos sobre el macréfago podrian diferir cuando se
expresa la PtpA en el contexto de una infeccién viral versus la infeccion por la bacteria M.
smegmatis. Especulando acerca de este resultado y en base a lo anteriormente discutido,
podemos sugerir que si la PtpA interfiere con la actividad de la TFP y afecta el metabolismo de
los lipidos, se acumularian acidos grasos en el citosol. Esta acumulacidn, si existiera en las
condiciones de nuestro ensayo, podria inducir un aumento en la produccién de interleuquinas
en el macréfago (segln se ha observado en otros modelos, (Kao et al. 2015)). En contraste,
cuando ocurre que PtpA esta presente por la infeccién con M. smegmatis, la bacteria consume
estos acidos grasos (con fines energéticos y/o biosintéticos) evitando el aumento en el nivel de
citoquinas. De acuerdo con lo anterior, como perspectiva, seria interesante estudiar el rol de
PtpA en el contexto de la infeccion por Mtb (a través de colaboraciones internacionales) y
examinar qué vias de sefializacion celular mediadas por PtpA podrian resultar alteradas,
incluyendo aquellas asociadas al metabolismo lipidico, asi como también a la producciéon de
citoquinas y mediadores inflamatorios téxicos para la bacteria (por ejemplo especies reactivas
del oxigeno y nitrégeno y péptidos antimicrobianos).

En conclusion en esta tesis logramos avanzar en el conocimiento de un nuevo papel de la PtpA

de Mtb en el metabolismo del macréfago, que abre la posibilidad de explorar un nimero
importante de hipdtesis aln abiertas.
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ANEXOS

Anexo 1. Obtencion de los mutantes PtpA-C11S y PtpB-C160S

Al.1. Analisis de la secuencia de la PtpA donde se introdujo la mutaciéon C11S

La secuenciacion confirmé la presencia de la mutacidon CysllSer (cambio de TGT a TCT)
obtenida por mutagénesis sitio dirigida utilizando como molde el gen salvaje de PtpA clonado
en el vector pET 28a(+). En dicho analisis confirmamos ademads la ausencia de otras
mutaciones en la secuencia de PtpA.

Por lo tanto contamos con el mutante inactivo PtpA-C11S clonado en el vector pET 28a(+).
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Figura Al.1. Comparacién de la secuencia del gen de la PtpA-wt y la de uno de los clones que tienen la
mutacién deseada (cambio de TGT a TCT) obtenido por mutagénesis sitio dirigida. Se indica con una
flecha el residuo mutado.



Al.2. Analisis de la secuencia del gen de la PtpB donde se introdujo la mutacion C160S

La secuenciacion confirmé la presencia de la mutacion Cys160Ser (cambio de TGC a AGC),
obtenida por mutagénesis sitio dirigida utilizando como molde el gen salvaje de PtpB clonado
en el vector pET 28a(+). En dicho analisis confirmamos ademads la ausencia de otras
mutaciones en la secuencia de PtpB. Por lo tanto contamos con el mutante inactivo PtpB-C160S
clonado en el vector pET 28a(+).
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Figura Al1.2. Comparacién de la secuencia del gen de PtpB-wt y la de uno de los clones que tienen la
mutacién deseada (cambio de TGC a AGC) obtenido por mutagénesis sitio dirigida. Se indica con una
flecha el residuo mutado. El andlisis se realizé en toda la secuencia pero se muestra sélo la region que
muestra el cambio deseado introducido.
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Anexo 2. Confirmacion de la identidad de PtpA de Mtb por MALDI-TOF-MS

Espectro de masa obtenido en modo reflector positivo de la digestion triptica de la PtpA purificada:

4700 Reflector Spec #1 MC=>BC=>MC[BP=893.5,7704]
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Parametros de la busqueda:

Type of search : Sequence Query

Enzyme : Trypsin

Variable modifications : Carbamidomethyl (C),Oxidation (M), Phospho (Y)
Mass values : Monoisotopic

Protein Mass : Unrestricted

Peptide Mass Tolerance : * 0.08 Da
Fragment Mass Tolerance: * 0.3 Da

Max Missed Cleavages 1
Instrument type : MALDI-TOF-TOF
Number of queries : 60

Utilizando datos de MS y MS/MS, se obtuvo el siguiente resultado:

Database : NCBInr 20130210 (23074978 sequences; 7923532702 residues)
Timestamp : 15 Feb 2013 at 19:21:27 GMT
Protein hits : gill5609371 Phosphotyrosine protein phosphatase PtpA (protein-tyrosine-phosphatase) (PTPase) (LMW phosphatase) [Mycobact

gi|407800400 ATP-dependent DNA helicase RecG [Oceaniovalibus guishaninsula JLT2003]

gi|345853015 hypothetical protein SZN_24453 [Streptomyces zinciresistens K42]

gi|359420606 putative ABC transporter ATP-binding protein [Gordonia araii NBRC 100433]

gil|431798438 hypothetical protein Echvi_3094 [Echinicola vietnamensis DSM 17526]

gi|148554963 TetR family transcriptional regulator [Sphingomonas wittichii RW1]

gi|319935068 O-acetylhomoserine/O-acetylserine sulfhydrylase [Coprobacillus sp. 29_1]

gi|381395006 ATP-dependent helicase Lhr and Lhr-like helicase [Glaciecola punicea DSM 14233 = ACAM 611]

Mascot Score Histogram
Tons score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.

Individual ions scores > 57 indicate identity or extensive homology (p=<0.05).
Protein scores are derived from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits.

10

Number of Hits

T T T T T
0 40 80 120 160 200
Protein Score
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Anadlisis por Mascot

Resultado de la busqueda:

Proteina identificada con mayor score: Phosphotyrosine protein phosphatase PtpA (protein-tyrosine-
phosphatase) (PTPase) (LMW phosphatase) [Mycobacterium tuberculosis H37Rv];gi| 15609371

Base de datos: NCBInr
Score: 244
Expect: 9.2e-18

Masa nativa (M,): 17881

pl tedrico: 6.03

Numero de péptidos analizados: 9
Numero de secuencias analizadas : 7

Porcentaje de cobertura de secuencia: 45%

Péptidos identificados en la secuencia de PtpA de Mtb, seialados en rojo:

1 MSDPLHVTFV CTGNICRSPM AEKMFAQQLR HRGLGDAVRV TSAGTGNWHV
51 GSCADERAAG VLRAHGYPTD HRAAQVGTEH LAADLLVALD RNHARLLRQL
101 GVEAARVRML RSFDPRSGTH ALDVEDPYYG DHSDFEEVFA VIESALPGLH

151 DWVDERLARN GPS

Query Start - End Observed Mr(expt) Mr(calc) Delta M Score Peptide

zf'g 18 - 30 1536.7722 1535.7649 1535.7588 0.0061 1 R.SPMAEKMFAQQLR.H

lﬁ'ﬁ 18 - 30 1552.7937 1551.7864 1551.7537 0.0327 1 R.SPMAEKMFAQQLR.H + Oxidation (
[ﬁ'& 24 - 30 893.4642 892.4569 892.4589 -0.0020 © 32  K.MFAQQLR.H
zf'g 24 - 30 909.4585 908.4512 908.4538 -0.0026 © K.MFAQQLR.H + Oxidation (M)

dﬁ 40 - 57 1846.8177 1845.8104 1845.8064 0.0040 0 48 R.VTSAGTGNWHVGSCADER.A

m-ﬁ 64 - 72 1053.4874 1052.4801 1052.4788 0.0013 0 R.AHGYPTDHR.A

[ﬁlﬁ 73 - 91 1963.0641 1962.0568 1962.0534 0.0034 0 112 R.AAQVGTEHLAADLLVALDR.N

[ﬁ-ﬁ 73 - 95 2441.2847 2440.2774 2440.2935 -0.0160 1 R.AAQVGTEHLAADLLVALDRNHAR.L

Er@ 96 - 106 1225.7324 1224.7251 1224.7302 -0.0051 1 R.LLRQLGVEAAR.V
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Anexo 3. Determinacion del pKa de las cisteinas de PtpA y PtpA-D126A

800 -

700 4

600

k(M's")

Figura A3.1. Grafico de constantes de velocidad de reaccion con mBBr en funcién del pH para PtpA-wt.
Con la ecuacién de la curva con la cual se ajustaron los datos experimentales se determinaron los
valores de pka de las Cys, correspondientes a los puntos de inflexion en la curva.

La ecuacion utilizada para ajustar los datos experimentales fue la siguiente:

_ | ay iy iy
Ko KK KKK, WK, KoK, M7 M0 K, W] T _H,
[H] [HT HT K., [H] [H] K.K, K., [H'] K,K,.K. K.K, K.

Donde y representa la constante de velocidad aparente y a;, a;,a3y a4 son las velocidades de reaccién independientes del pH, de las cuatro
especies involucradas en los tres equilibrios de ionizacién descritos por pKai, pKaz ¥ pKas.

1000

-logk (M's™)
8
HM
a
n

T T T T T T T
2 3 4 5 6 7 8 9

pH

Figura A3.2. . Grafico de constantes de velocidad de reaccidn con mBBr en funcién del pH para PtpA-
D126A. Con la ecuacion de la curva con la cual se ajustaron los datos experimentales se determinaron
los valores de pka de las Cys, correspondientes a los puntos de inflexidn en la curva.

Los datos se ajustaron con la misma ecuacidn utilizada para la PtpA-wt.
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Anexo 4. Detalle de la identificacion por Nano-LC-MS/MS de los posibles sustratos de PtpA

ECHA_HUMAN Trifunctional enzyme subunit alpha, mitochondrial

Matched Peptide
Score Mass ions sequences
2426 82947 63 23 guPe m/zobs Mexp M calc Delta Miss ::g:e Rank U Peptide
1 418.47 834.92 833.44 148 0 44 1 U  RGQQQVFK.G
435.15 868.29 867.44 0.84 0 43 1 U  KHVAEDLGKYV
1 470.62 939.23 939.47 0.24 0 51 1 U Fm';GELVMTK'E *+  Oxidation
1 521.38 1040.75 103953  1.22 0 60 1 U  RFVDLYGAQKI
3 550.74 1117.46 111760 013 0 79 1 U  KDTSASAVAVGLK.Q
2 602.23 120245 120260 015 0 65 1 U  KGFYIYQEGVKR
1 660.15 131828  1317.72 056 0 75 1 U  KMQLLEITTEK.T
1 668.06 1334.11 1333.72  0.40 0 81 1 U Fm'\)"QLLE”TTEK'T + Oxidation
1 696.66 139130 139169  -040 0 73 1 U  KVIGMHYFSPVDKM
K.VIGMHYFSPVDK.M +
1 705.52 1409.03  1407.69  1.34 0 72 1 U Gidation ()
1 761.52 1521.03 152074  0.29 0 106 1 K DLNSDMDSILASLK.L
781.64 156127  1560.78  0.49 0 98 1 KMVGVPAALDMMLTGR.S
K MVGVPAALDMMLTGR S +
1 789.42 1576.83 157678  0.05 0 67 1 U Gdation M)
1 789.58 1577.14 157678  0.37 0 90 1 u  KMVGVPAALDMMLTGR.S +
Oxidation (M)
789.62 157723 1576.79  0.44 0 117 1 U  RFGGGNPELLTQMVSK.G
1 797.57 150313 159277  0.36 0 115 1 KMVGVPAALDMMLTGR.S +
2 Oxidation (M)
1 797.59 150316 159279  0.37 0 112 1 u  RFGGGNPELLTQMVSK.G +
Oxidation (M)
814.10 1626.19 162585  0.33 0 91 1 U  RTIEYLEEVAITFAK.G
1 816.07 1630.13  1629.83  0.30 0 107 1 U  KTLQEVTQLSQEAQR.I
1 54452 163055  1629.83  0.72 0 83 1 U  KTLQEVTQLSQEAQR.I
1 840.63 1679.26 167885  0.41 0 109 1 U  KADMVIEAVFEDLSLK.H
848.58 1695.15  1694.84  0.31 0 90 1 u  KADMVIEAVFEDLSLK.H +
Oxidation (M)
566.14 1695.41 169484 057 0 48 1 u  KADMVIEAVFEDLSLKH +
Oxidation (M)
K TGIEQGSDAGYLCESQK F
1 922.05 1842.085 184181 028 0 120 1 U §Catamidormetl (©)
1 100418  2006.35 200611 024 0 131 1 U S'FI\I{LGTPEVLLGALPGAGGT
669.93 2006.77 200612  0.66 0 48 1 U gg{LGTPEVLLGALPGAGGT
1 674.64 202090 202011 079 0 93 1 U E'ELA'LGAGLMGAG'AQVSVD
K HLAILGAGLMGAGIAQVSVD
1 679.78 203631 203611 020 0 91 1 U e Oraaton o)
1 103160 206119 206097 022 0 109 1 U  RDSIFSNLTGQLDYQGFEK A
759.15 207442 227321 1.21 0 61 1 U EQ’ELVDQLVEPLGPGLKPPE
1 807.60 241977 241911 066 0 50 1 U EE"HSEFSEVMNE'WASDQ'
K ELHSEFSEVMNEIWASDQI
812.84 243551 243511 040 0 41 1 U RS+ Oxidaton (M)
K.STKPIVAAINGSCLGGGLEV
1 903.15 270643 270638  0.04 0 48 1 U Netavm
K TGIEQGSDAGYLCESQKFG
922.12 276334 276327 007 1 41 1 U  ELVMTKE + Carbamidomethyl
(C); Oxidation (M)
K KLDSLTTSFGFPVGAATLVD
1 946.29 283585 283549  0.36 1 120 1 U Rovouake
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SQRD_HUMAN Sulfide:quinone oxidoreductase, mitochondrial

Score Mass

Matched Peptide

ions sequence
s
m/z . Pept .
705 49929 28 10 Dupes M exp M calc Delta Miss Rank U Peptide
obs score
1 549.27 1096.53 1096.58 -0.05 0 56 1 u R.VILAEFDYK.A
3 655.32 1308.62 1307.62 1.00 0 60 1 u K'IMYI.'SEAYFR'K *
Oxidation (M)
9 672.57 1343.13 1342.72 0.41 0 86 1 u K.TAAAVAAQSGILDR.T
2 724.65 1447.29 1447.73 -0.44 0 76 1 u K.YADALQEIIQER.N
2 755.05 1508.08 1507.72 0.36 0 71 1 u K.AEPLETFPFDQSK.E
789.28 1576.54 1575.83 0.71 1 60 1 u K.KYADALQEIIQER.N
883.64 1765.26 1764.78 0.48 0 69 1 u K'YDGY.TSCPLVTGYNR'V *
Carbamidomethyl (C)
947.74 1893.47 1892.87 0.59 1 66 1 u K'KYDGY.TSCPLVTGYNR'V
+ Carbamidomethyl (C)
655.32 1962.93 1962.93 0.00 1 42 1 u K'CA.GA?QKIMYLSEAYFR'K
+ Oxidation (M)
1009.6 R.NHYEVLVLGGGSGGITMA
1 8 2017.34 2017.01 0.34 0 125 1 u ARM + Oxidation (M)

ATPA_HUMAN ATP synthase subunit a, mitochondrial

Score Mass

Matched Peptide

ions sequenc
es
m/z . Pept .
531 59714 16 7 Dupes M exp M calc Delta Miss Rank U Peptide

obs score
395.45 788.89 788.41 0.47 0 57 1 U R.VGSAAQTR.A
500.42 998.82 999.57 -0.75 0 46 1 U R.VLSIGDGIAR.V

1 586.36 1170.71 1170.62 0.08 0 75 1 U R.VVDALGNAIDGK.G

1 644.54 1287.06 1286.69 0.37 0 67 1 U K.HALIIYDDLSK.Q
659.21 1316.41 1315.73 0.68 0 89 1 U K.TSIAIDTIINQK.R

2 788.64 1575.27 1574.78 0.49 0 120 1 U S'ILGADTSVDLEETGR'

5 812.80 1623.59 1623.88 -0.29 0 87 1 U E';I-/GAIVDVPVGEELLG
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K6PP_HUMAN 6-phosphofructokinase, platelet type

Score Mass

Matched Peptide

ions sequences
m/z . Pept .
922 85542 47 15 Dupes M exp M calc Delta Miss Rank Peptide
obs score
R.MGIYVGAK.V +
427.91 853.81 853.44 0.37 0 41 1 Oxidation (M)
463.22 924.43 924.49 -0.07 0 43 1 K.LPDDQIPK.T
4 511.87 1021.72 1021.60 0.11 0 69 1 R.VTILGHVQR.G
529.55 1057.09 1057.56 -0.46 0 45 1 K.FLEHLSGAGK.A
;058'5 1057.50 1057.56 -0.06 0 61 1 K.FLEHLSGAGK.A
530.63 1059.25 1059.51 -0.26 1 48 1 K.KQTDFEHR.I
1 534.35 1066.68 1066.55 0.13 0 50 1 R'TFVFEVMGR'H *
Oxidation (M)
1 557.87 1113.72 1113.55 0.17 0 50 1 R.SFAGNLNTYK.R
396.29 1185.86 1185.65 0.21 1 41 1 R.KFLEHLSGAGK.A
1 629.57 1257.12 1256.71 0.40 0 44 1 R.NVIFQPVAELK.K
5 635.47 1268.93 1268.61 0.32 0 59 1 K'YLEI.EIATQMR'T ¥
Oxidation (M)
4 697.38 1392.74 1392.72 0.01 0 91 1 K.ELVVTQLGYDTR.V
7 706.52 1411.02 1411.69 -0.67 0 72 1 R.DLQSNVEHLTEK.M
1 732.51 1463.00 1462.68 0.32 0 83 1 R'MLAIYPGFDGFAK'G
+ Oxidation (M)
K.AIGVLTSGGDAQGM
1 601.48 1801.41 1802.89 -1.48 0 64 1 NAAVR.A +  Oxidation
(M)
K.AIGVLTSGGDAQGM
3 902.63 1803.25 1802.89 0.36 0 102 1 NAAVR.A +  Oxidation
(M)
2 914.21 1826.40 1825.85 0.54 0 80 1 K.NVLGHMQQGGAPS

PFDR.N + Oxidation (M)

159




Anexo 5. Identificacion de potenciales sustratos eucariotas de PtpA de Mtb en

un extracto de macrofagos preparado sin IAA

Tabla A5.1. Proteinas identificadas por Nano-LC-MS en un experimento de ST con PtpA-D126A, en el

cual se utilizd un extracto de proteinas de macréfago donde la fosforilacién en tirosina se preservo

Unicamente mediante el agregado de NasVOy,, sin el tratamiento con IAA.

L Secuencias )
Caddigo Score | Masa (Da) | Matches . emPAl Nombre de la proteina
peptidicas
EFTS_HUMAN(a) 645 35368 14 5 0,83 Elongation factor Ts, mitocondrial
GLCM_HUMAN"™ | 416 59678 12 7 0,44 Glucosylceramiadase
®) Single-stranded DNA-binding
SSBP_HUMAN 589 17249 10 5 1,76 o )
protein, mitocondrial
Sulfide:quinone oxidoreductase,
SQRD_HUMAN 266 49929 8 5 0,43 . .
mitocondrial
(a) Trifunctional enzyme subunit alpha,
ECHA_HUMAN 62 82947 1 1 0,04

mitocondrial

(a) La proteina EFTS integra la familia de factores de elongacién, que esta reportada como una

de las familias de proteinas que son detectadas frecuentemente en los estudios de

espectrometria de masa (definidas como proteinas que son detectadas 3 veces mas que el

promedio).

(b) Las proteinas GLCM y SSBP humanas también se identificaron en dos réplicas bioldgicas de

ensayos de ST con PtpA-D126A utilizando extracto de macréfagos donde se preservd la

fosforilacién con Na3zVO, y IAA.
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Anexo 6. Analisis de la fraccion obtenida mediante inmunoprecipitacion con el
anticuerpo anti-TFP(ECHA/ECHB) a partir de extractos de macrofagos

El andlisis se llevd a cabo mediante espectrometria de masa nano LC/MS, utilizando los
siguientes pardmetros :

Type of search : MS/MS lon Search
Enzyme : Trypsin

Fixed modifications : Carbamidomethil (C)
Variable modifications : Oxidation (M)
Mass values : Monoisotopic
Protein mass : Unrestricted
Peptide mass tolerance : +1.5Da
Fragment mass tolerance : +1Da

Max missed cleavages : 1

Instrument type : ESI-TRAP

Number of queries : 5.661

Significance threshold p< 0.05

lons score or expect cut-off: 35

Tabla A6.1. Proteinas identificadas por nano LC-MS en la fraccidon inmunopurificada con el
anticuerpo anti-TFP (ECHA/ECHB).

Cédigo Masa Sec. (@) o .
) score matches - emPAl Proteina identificada
proteina (kDa) Peptidicas
Trifunctional enzyme subunit alpha,
ECHA_HUMAN 790 83688 26 (26) 12 (12) 0,76 . )
mitochondrial
RO52_HUMAN 599 55162 28 (28) 9(9) 0,92 E3 ubiquitin-protein ligase (TRIM21)
Trifunctional enzyme subunit beta,
ECHB_HUMAN 480 51547 14 (14) 6 (6) 0,52 . )
mitochondrial
DHB4_HUMAN 478 80092 9(9) 5(5) 0,25 Peroxisomal multifunctional enzyme type 2
RS18_HUMAN 318 17708 8 (8) 4 (4) 1,2 40S ribosomal protein S18
RS29_HUMAN 86 6900 5(5) 2(2) 1,59 40S ribosomal protein S29
IL10_HUMAN 49 20845 3(3) 2(2) 0,4 Interleukin-10 OS=Homo sapiens

@ E| valor emPAI es un pardmetro que es utilizado como una estimacion de la abundancia de la proteina en la

muestra.
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Anexo 7. Determinacion de la constante de interaccidon entre PtpA-D126A vy la
TFP (ECHA/ECHB), mediante el método Kinetic Titration

Unidades de Respuesta (UR)

0 1000 2000 3000 4000

Tiempo (s)

Figura A7.1. Experimento de Kinetic titration realizado con la proteina TFP inmovilizada a un sensor chip (360
UR). Inyecciones de PtpA-D126A a una concentracién de 3.15, 4.72, 7.09, 10.63, 15.94 uM en buffer de
corrida (Tris-HCI 20 mM pH 8.0, NaCl 50 mM, EDTA 5 mM, Tween 20 0.005 %y 1 mM DTT), a 25°C, durante
5 min y con un flujo de 40 wl/min. Se realizaron periodos de asociacidon de 5 min y disociacién de 8 min antes
de la siguiente inyeccion. Todas las titulaciones fueron doble referenciadas (se restaron las curvas
correspondientes a las inyecciones con tampdn de corrida realizadas durante los mismos intervalos de
tiempos y la sefial sobre la superficie control). La curva de color negro corresponde a los datos obtenidos
luego de la doble referenciacién y la curva de color rojo representa el ajuste al modelo de interaccion 1:1
usando la modalidad de Kinetic Titration. Unicamente se logré un ajuste adecuado cuando asumimos que
existe una deriva en la linea de base, lo cual no se observa en esta figura pero si se observa en lo datos
crudos sin editar.
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Tabla A7.1. Parametros cinéticos obtenidos mediante el modelo kinetic titration

Parametro
cinético global local

ka 1.18+%10°
kd 5.99%10°
KD 5.09%10°

Rmax 23.6
kt 2.00%10°
RI1 5.34
RI2 5.15
RI3 4.86
RI4 453
RIS 0.919

Drift 5.41%10°

Chi2 0.87

ka: constante de asociacion

Kd: constante de disociacidon

KD: constante de afinidad

Rmax: valor max de UR (unidades de respuesta)

Kt: constante cinética para el transporte de masa, que se refiere a lo rapido que acceden las moléculas
de analito a la proteina inmovilizada. Idealmente es un valor muy alto, donde las moléculas de analito
que pasan lejos de la superficie acceden a la proteina inmovilizada con la misma facilidad que las
moléculas que pasan mas cerca. La limitacidn por transporte de masa es un efecto artefactual que se
disminuye aumentando el flujo.

RI1 a RI5 son saltos artefactuales que se dan en las inyecciones debido a cambios en el indice de
refraccién de la muestra. Si se da una subida al inicio de la inyeccién se debe dar una bajada de igual
magnitud al final de la misma. Son pardmetros que se ajustan en forma local, es decir cada uno
corresponde a una inyeccién.

Drift: es la deriva observada en la linea de base
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Anexo 8. Obtencidn del vector viral HSV-1 amplicon

HSV-1on

. fHSV1 Apac
B\ PtpA-wt AlICP27

pEBHICP27
W [RES-1

EGFP

HSV-1 pac

SQ Vector HSV-1 PtpA/GEP tipo

s amplicén

Oy
Y

Figura A8.1. Estrategia de produccion del vector viral HSV-1 tipo amplicdn conteniendo el gen de la
PtpA.

A8.1. Produccidn del plasmido amplicon pHSV1-IRES-PtpA-wt

Marcador Producto
pb _10kb PCR
Figura A8.1 Producto de PCR correspondiente al megaprimer
conteniendo el gen de la PtpA wt, obtenido en la primer
reaccion de amplificacion de la metodologia Rf cloning. Debido

10000

6000 a las dificultades en la segunda etapa de PCR dicho producto se

2000 digirid con Hindlll para clonar el gen de PtpA wt en el plasmido

2500
2000

pHSV1-IRES-EGFP por el método cldsico basado en el uso de

1500 enzimas de restriccion.

1000

750

500

250
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Marcador
1 2 3 4 5 6 7 8 10 kb
pb

Figura A8.2. Separacién por electroforesis en gel de agarosa del ADN plasmidico purificado a partir de
colonias resultantes de la transformacion de células E.coli DH5a. con el producto de ligacidon entre el
gen de la PtpA wt y el pldsmido pHSV1- IRES-EGFP, ambos digeridos previamente con la enzima Hindlll.
Se sembraron 2 ul del ADN plasmidico obtenido a partir de 8 colonias (humeradas del 1 al 8) en un gel al
1% de agarosa.

Marcador
1 2 3 4 5 6 7 8 10 kb

pb

10000
6000
3000
2500
2000
1500

1000
750

Figura A8.3. Separacion por electroforesis en gel de agarosa de las muestras obtenidas luego de la
amplificacion por PCR del gen PtpA-wt, utilizando como molde el ADN plasmidico aislado de las
colonias transformantes seleccionadas (numeradas del 1 al 8). Se sembraron 5 ul de cada producto de la
reaccidon de PCR en un gel al 1% de agarosa. En todas las muestras analizadas se obtuvo un fragmento
de las pb esperadas (500 pb).
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A8.2. Analisis de la secuencia del ADN plasmidico pHSV1-PtpA-IRES-EGFP

En dicho andlisis confirmamos la ausencia de mutaciones en la secuencia de PtpA y su correcta
insercién en el plasmido de clonado.

Iyﬁle Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World Wide Web Options Window Help

“Jalx
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Q@ & [weter =] =B 210tal sequences
ide ~ Selection Saquence Mask None s
flesgiGslect/ Skl Potmo‘n Numbering Mask None m‘fe': ot
i I’ sl e Scroll _*
@ I DI T 6oo+ 50 MEINIIAE® W a1 8 @M E Sreed SOTTERA[ R
- B ] L L e e e e e e e e
<] 130 140 160 170 200 210 220 230 240 250 260 270 280
A rC’

GTACGGGCAACATCTGCCGGTCGCCAATGGCCGACAAGATGTTCGCCCAACAG

PLDA Wt 1
[DHSV-PtpA Rev TGCCTTCCCGCAGGAGEAACGTCCTCGTCGATAAGCTTGCAAT GTACGGGCAACATCTGCCGGTCGCCAATGGCCGACAAGATGTTCGCCCAACAGH

CGCCACCGTGGCCTGGGTGACGCGGTGCGA
CGCCACCGTGGCCTGGGTGACGCGGTGCCA

RN EREE RN RN RN
320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 |

ACCAGTGCGGGCACCGGEAACTGGCATGTAGGCAGT TGCGCCEACCAGCGGGCEE
GACCAGTGCGGGCACCGGEAACTGGCATGTAGGCAGTTGCGCCCACCAGCGGGCGE

GGGGTGTTGCGAGCCCACGGCTACCCTACCGACCACCGGGCCGCACAA

GGCACCGAACACCTGGCGGCAGACCTGTTGGTGGCCTTGE
GGGGTGTTGCEAGCCCACGGCTACCCTACCCACCACCGGGCCGCACAA

GGCACCGAACACCTGGCGGCAGACCTGTTGGTGGCCTTGE

=]430 440 450

PLpPA Wt GCCTTGEACCGCAACCACGCTCGGCTGTTGCGG AGC”CGGCGTCCPAGCCGCCCGGGTACGCATGCTGCGGTCA"TCCACCCACGC CGGGAACCCATGCGCTCGATGTCGAGGATCCCTACTATGGCGAT
[PHSV-PtpA Rev GCCTTGEACCGCAACCACGCTCGGCTGTTGCGGCAGCTCGGCGTCE TGCTGCGGTCATTCCACCCACGCTCGGEAACCCATGCGCTCGATGTCGAGEATCCCTACTATGGCE

L L L L s e
3 460 |

ACTCCCACTTCCAGCAGGTCTACGC
ACTCCGACTTCGAGGAGGTCTTCGC

G K L L L O O o D e g T T L
4‘ 58 9 0 61 620 30 4 0

EEERNER)
0 6 660 6 680 690 700 710 720 |

PLPA Wt CGAGGAGGTCTTCGCCGTCATCCAATCCGCCCTGCCCGGCCTGCACCACTGGGTCEACCAACGTCTCGCGCGEAACGEACCEAGTTE.
DHSV-PtpA Rev TCGAGGAGGTCTTCGCCGTCATCGAATCCGCCCTGCCCGGCCTGCACCACTGGGTCEACGAACGTCTCGCGCGEAACGEACCEAG

TARRACAGCTCTGGG!

[GTACCCACCCCAGAGGCCCACGTGGCGGCTAGATCCCEATTAGG
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A8.3. Obtencion del Bacmido fHSV1-Apac-AICP27

Marcador
1 2 3 4 10 kb

pb

10000

8000

6000

5000

4000

3500

3000

2500

Figura A8.4. Perfil electroforético del bacmido fHSV1-Apac-AICP27 digerido con enzimas de restriccion
Hind Il (carriles 1 y 2), o Kpnl (carriles 3 y 4). Las muestras obtenidas luego de la digestidn con las
enzimas de restriccion se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % (La confirmacién de la
identidad del bacmido fue realizada por el estudiante de Maestria Dario Porley).
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The bacterial protein tyrosine phosphatase PtpA is a key virulence factor released by Mycobacterium
tuberculosis in the cytosol of infected macrophages. So far only two unrelated macrophage components
(VPS33B, GSK3a) have been identified as PtpA substrates. As tyrosine phosphatases are capable of

using multiple substrates, we developed an improved methodology to pull down novel PtpA substrates from
an enriched P-Y macrophage extract using the mutant PtpA D126A. This methodology reduced
non-specific protein interactions allowing the identification of four novel putative PtpA substrates by
MALDI-TOF-MS and nano LC-MS: three mitochondrial proteins - the trifunctional enzyme (TFP), the
ATP synthase, and the sulfide quinone oxidoreductase - and the cytosolic 6-phosphofructokinase. All these
proteins play a relevant role in cell energy metabolism. Using surface plasmon resonance, PtpA was found
to bind immunopurified human TFP through its catalytic site since TFP-PtpA association was inhibited
by a specific phosphatase inhibitor. Moreover, PtpA wt was capable of dephosphorylating immunopurified
human TFP in vitro supporting that TFP may be a bona fide PtpA susbtrate. Overall, these results suggest a
novel scenario where PtpA-mediated dephosphorylation may affect pathways involved in cell energy
metabolism, particularly the beta oxidation of fatty acids through modulation of TFP activity and/or cell
distribution.

for over 1.7 million human deaths every year (www.who.int). The incidence of new cases of TB has

increased mainly due to the emergence of multi-drug resistant strains and the co-infection with HIV'.
An important pre-requisite for the rapid development of new clinically relevant drugs is the understanding, at the
molecular level, of host-bacteria interactions responsible for pathogenesis. Mtb is capable of subverting the host
immune response, surviving and replicating within host macrophages®. However, the discovery of cytosolic
mycobacteria challenged the paradigm that Mtb exclusively localizes within the phagosome of host cells’.
Moreover, Mtb cytosolic translocation, mediated by the early secreted antigenic target 6kDa (ESAT-6) and its
secretion system called ESX-1, correlates with pathogenicity®. These observations suggest that Mtb targets and
modulates the activity of macrophage cytoplasmic components involved in cell signaling pathways associated
with vital cellular processes, including inflammatory, metabolic and survival responses. Among other bacterial
factors, Mtb protein tyrosine phosphatases (PTPs) may be implicated in these modulatory effects and are
considered potential drug targets for anti-tuberculosis therapy*.

M ycobacterium tuberculosis (Mtb) is the causal agent of tuberculosis (TB) an infectious disease responsible
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Mtb has two PTPs, PtpA and PtpB, which are delivered into the
macrophage during infection acting as key virulence factors®®. PtpA
and PtpB lack protein export signal sequences but both have been
detected in the culture filtrates of Mtb grown in vitro™'°. Recent
studies suggested that the SecA2 and ESX/type VII export systems
are possible candidates responsible for PtpA export*''. In addition,
PtpA has been detected into the infected host macrophage cyto-
plasm by immuno-electron microscopy and Western blot analysis
of the cytosolic fractions, and by the expression of neutralizing
single-chain anti-PtpA antibodies’. The Mtb PtpA-deletion mutant
strain showed reduced survival of the mycobacteria in infected
human THP-1 derived macrophages, and expression of PtpA-
neutralizing antibodies and inhibitors simulated this -effect”®.
Recently, Chauhan et al. generated an Mtb mutant (MtbAmms)
by disrupting three virulence genes encoding PtpA, PtpB and the
acid phosphatase, SapM". This mutant displayed a significantly
reduced ability to infect and grow inside human THP-1 macro-
phages. Moreover, no bacilli were recovered in spleens and lungs
of guinea pigs 10 weeks following inoculation with MtbAmms,
suggesting an important role of these phosphatases in the coloniza-
tion of these organs'.

PtpA is a member of the low-molecular-weight PTP (LMW-PTP)
family, which does not require metal ions for catalysis'’. PtpA shows
37% of sequence identity and high structural similarity to its human
orthologue HCPTPB. Surprisingly, the human genome encodes for
107 PTPs but only one belongs to the PtpA family which originates
four protein isoforms by alternative splicing of a single transcript'*.
Two eukaryotic cytoplasmic proteins were reported as Mtb PtpA
substrates: VPS33B (Vacuolar Protein Sorting 33B) which is part
of the protein complex C required for membrane trafficking and
fusion’, and the GSK3a. (Glycogen Synthase Kinase 3, alfa subunit)"”.
Dephosphorylation of these macrophage components would act as a
bacterial mechanism to adapt to macrophage defense response”'.
On one hand, dephophorylation of VPS33B by PtpA seems to
exclude host vacuolar-H"-ATPase leading to inhibition of phago-
some acidification and maturation”. Secondly, GSK3a: depho-
sphorylation by PtpA would promote an anti-apoptotic pathway,
favoring pathogen survival within host macrophage. As tyrosine
phosphatases are capable of utilizing multiple protein substrates,
thereby providing versatility in phospho-relay signaling networks,
the search for specific phosphatase targets is still open and presents
an experimental challenge.

The most commonly used biochemical tool for identifying poten-
tial PTP substrates is based on the generation of phosphatase
mutants (substrate trapping mutants) that retain the ability to bind
substrates but are either unable or severely impaired in carrying out
substrate dephosphorylation, allowing the isolation of the PTP-sub-
strate complex'’"*. One of the most common mutants is produced
by the substitution of the conserved catalytic aspartate, which assists
the E-P formation and hydrolysis, by an alanine residue (D/A
mutant). In the Mtb PtpA, the conserved catalytic aspartate is the
Asp 126, which is not considered crucial in defining substrate spe-
cificity®. As reported in a kinetic study, the Mtb PtpA D126A mutant
is characterized by a reduced activity (lower k,,) compared to the wt,
without substantial K., modification®, as also observed for the cor-
responding mutants of other PTPs'”*%. This methodology has been
successfully used in the identification of substrates of eukaryotic
PTPs'®" but only a few substrates of bacterial PTPs”**. The success
of this methodology depends on the use of strict conditions during
association and washes steps in order to avoid capturing unspecific
and abundant proteins. Furthermore, it is often assumed that sub-
strate-trapping mutants retain the structural and substrate binding
properties of wt PTPs. However, significant differences may occur,
leading to erroneous interpretation and thus invalidating the strat-
egy’*. Thus, validation of candidate substrates identified using sub-
strate trapping is indispensable.

In this work, we attempted to improve the substrate trapping
methodology to obtain novel Mtb PtpA substrates. For this aim,
we firstly verified the structural and biochemical properties of the
PtpA D126A mutant to ensure its adequacy for substrate trapping.
Then, we prepared an extract of human macrophage-like THP-1
cells preserving phospho-tyrosine (P-Y) modifications and studied
by SPR how PtpA interacted with potential substrates present in this
extract. This allowed us to choose stringent experimental conditions
to apply during substrate trapping steps to reduce non-specific inter-
actions. Using this improved methodology, we successfully isolated
and identified four new putative eukaryotic Mtb PtpA substrates.
Three are proteins synthesized in the cytosol and then translocated
to the mitochondria: (i) the alpha subunit (ECHA) of the trifunc-
tional enzyme (TFP), an essential enzyme of the fatty acid beta
oxidation pathway; (ii) the ATP synthase alpha subunit (ATPA);
(iii) the sulfide quinone oxidoreductase (SQRD). The fourth protein
is the 6-phosphofructokinase (K6PP) a key regulatory enzyme of the
glycolysis which localizes in the cytoplasm. We advanced in the
validation of one of these candidates, showing in vitro that the TFP
is a bona fide substrate of PtpA.

Results

Structural and functional properties of PtpA D126A substrate
trapping mutant. To achieve an adequate substrate trapping tool,
the mutation introduced into PtpA should not generate substantial
structural changes that could impair its functionality. Thus, in this
study we generated the PtpA DI126A mutant by site-directed
mutagenesis and determined its structural and functional
properties to assess its suitability for substrate trapping assays. We
found that PtpA D126A behaved similarly to the PtpA wt through
the whole expression and purification procedure, suggesting that
this mutation did not significantly alter the enzyme structure
(Supplementary Fig. 1). As found for the wt enzyme, the bulk of
PtpA DI126A was detected in the soluble fraction following
overnight induction at 15°C. Interestingly, the yield of the purified
protein, estimated from three biological replicates, was higher for the
mutant than for the PtpA wt (8.8 = 3.13 and 4.6 * 0.24 mg of
protein per liter of bacterial culture, respectively). This difference
may be associated with their respective different level in
phosphatase activity (see below). In fact, expressing a full active
PTP in an organism that already possesses a tyrosine kinase/
phosphatase system, as E. coli*>, may cause a cell phosphorylation
unbalance and affect the production of the recombinant protein.
With regard to the molecular mass, PtpA D126A and PtpA wt
were studied by analytical SEC to determine their physical state in
aqueous solution. Both phosphatases were eluted in a single major
peak with an apparent molecular weight corresponding to the
monomeric state (Fig. 1A).

In addition, circular dichroism studies (CD) were undertaken, to
assess if the introduced mutation altered PtpA DI126A secondary
structure®®”. As shown in Figure 1B, the CD profiles of the wt and
PtpA DI126A mutant are basically equal, resulting in 34% o-helical
structure, 19% [-strands and 47% random coils for the mutant, and
in 37% o-helices, 11% B-strands and 52% random coils for the wt.
These results are in agreement with the wt crystal structure (PDB ID:
1U2P)*. Nonetheless, PtpA D126A had a slightly reduced CD
intensity in the 208 nm negative peak compared to the wt, suggesting
that there is a small rearrangement in the protein conformation of
this mutant. This slight change did not affect the trypsin digestion
pattern of PtpA, as the same SDS-PAGE profile was observed after
trypsin digestion for 1 to 3 hours (Fig. 1C). In thermal denaturation
experiments the wt and mutant PtpA showed a similar profile
between 25°C and 40°C, but at higher temperatures a loss of second-
ary structure was observed for the mutant protein indicating that the
Asp 126 molecular contacts contribute to the thermal stability of
PtpA wt (Fig. 1D).
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Figure 1 | Structural characterization of PtpA D126A. (A) Analysis by size exclusion chromatography of the affinity purified PtpA D126A. The
analytical Superdex 75 10/300 GL column was calibrated (y = 4154.9 e >*”°”) using SEC molecular weight markers (SIGMA).The elution volume (Ve) of
native PtpA D126A and PtpA wt was 12.16 ml and 12.43 ml, corresponding to 21 kDa and 19 kDa, respectively (theoretical Mw 19.9 kDa). (B) CD
spectra of PtpA wt (continuous line) in comparison with that of the mutant D126A (dashed line). These spectra represent the average of five scans
performed with PtpA wt and PtpA D126A. (C) SDS-PAGE (15% gel) analysis of the trypsin-treated PtpA D126A and PtpA wt, showing the non cleaved
form (~ 20 kDa) and the cleaved form of about 18 kDa; Mw, molecular weight marker. (D) Thermal denaturation curves for PtpA wt (®) and

mutant PtpA D126A (o).

The kinetic properties of the PtpA D126A mutant were then
examined using pNPP, a conventional artificial substrate of phos-
phatases. An optimal D/A substrate trapping mutant is expected to
have a similar K,,, but a decreased value of k., when compared to the
wtenzyme®**. In our case this rule was fulfilled as three independent
batches of purified PtpA wt and PtpA DI126A presented similar
values of K, (7.4 £ 3.1 mM and 5.3 = 2.3 mM, respectively) while
the k., for the PtpA D126A (0.04 sec™") was 40-fold lower than that
observed for the PtpA wt (1.58 sec™') (Supplementary Fig. 2A).
These enzymatic properties reproduced data previously reported
for PtpA D126A: a similar K,, value and a marked decrease in k.,
(36-fold)*'. Furthermore, the obtained K, values of our mutant were
comparable to those reported for other PTPs, particularly the PtpA
homologue in Streptomyces coelicolor A3(2)**. In contrast, Bach et al
found that the D126A mutation caused a total loss of PtpA phos-
phatase activity, and not a partial loss of function as is expected for
this mutant, but still it allowed identifying VPS33B as a putative PtpA
substrate’. Differences with our results could be due to distinct
experimental procedures used to express and/or to purify this
mutant. Overall, we obtained a good yield of mycobacterial PtpA

DI126A mutant that exhibited structural and functional features to
act as a useful substrate-trapping mutant for isolating eukaryotic
substrates of Mtb PtpA.

Study by SPR of PtpA D126A interactions with macrophage
protein components. PtpA D126A was covalently immobilized on
a CM5 sensor chip to assess by SPR its ability to bind specifically to
macrophage components. For that purpose we prepared a
macrophage extract using orthovanadate (Na;VO,) and iodoacetic
acid (IAA) to preserve P-Y modifications in proteins. Short-time
association-dissociation sensorgrams are shown in Fig. 2A. A
significant response was detected during the association phase
followed by a slow dissociation, suggesting that the extract
contains molecules capable of interacting with PtpA D126A. Since
these sensorgrams are comparable to those obtained for PtpA wt
(inset Fig. 2A), the PtpA DI26A mutant seems to be useful to
capture potential PtpA substrates present in this macrophage
extract. When two successive short pulses of 1.0 M NaCl were
injected, the dissociation rate and signal remained similar to that
observed with the running buffer demonstrating that the inter-
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performed with different batches of purified PtpA and macrophage extracts.

action was resistant to a high ionic strength (Supplementary Fig. 3A).
This is in agreement with data showing that several hydrophobic
residues in the PtpA active site play a key role in the definition of
PtpA substrate specificity®*. In contrast, pulses of 10 mM glycine pH
2.0 caused a blunt drop of the signal to the baseline, indicating
the disruption of putative PtpA DI126A complexes at low pH
(Supplementary Fig. 3B). The response level was not affected after
4 cycles of regeneration with glycine pH 2.0 (Supplementary Fig. 3C).
Furthermore, Na3;VO,, a competitive inhibitor of tyrosine
phosphatases, was utilized to analyze whether the active site was
involved in the interactions between PtpA D126A and macrophage
components. When the inhibitor was mixed with the macrophage
extract before injection, a dose dependent decrease in the total
response units (RU) was observed (Fig. 2B). This result suggests
that the macrophage extract contained components which were
capable of binding to PtpA mutant through the active site.
Alternatively, PtpA complexes with macrophage components were
allowed to form and then pulses of the inhibitor (25 mM) were
applied. In this case Na;VO, was unable to promote protein
components dissociation of PtpA DI126A suggesting that the
interaction of the PtpA mutant with macrophage components was
of higher affinity than with the Na;VO,. Overall, SPR analysis
resulted in a useful tool to define adequate experimental con-
ditions to isolate proteins specifically bound to PtpA DI126A
during the substrate trapping assay. High salt concentration seems
to be a good choice for washing steps to reduce non-specific binding,
while low pH would be useful for eluting the proteins bound to PtpA
D126A with high affinity.

Substrate trapping assay. On the basis of SPR studies we designed a
substrate trapping assay to pull down novel PtpA substrates from the
macrophage extract in which P-Y modifications were preserved. The
mutant enzyme was covalently immobilized to an NHS-activated
sepharose matrix through the same chemistry used in SPR
experiments. As a control we verified that the phosphatase activity
was not altered after immobilization (Supplementary Fig. 2C). The
binding of PtpA D126A is expected to be uni or bi-punctual since
PtpA has only one Lys in addition to the N-terminal group

(Supplementary Fig. 2D). The remaining active groups of the
matrix were blocked with ethanolamine, an indispensable step to
minimize unspecific protein binding. This constitutes an advantage
with respect to the His-tag affinity matrix, used in some cases in
substrate trapping experiments. The immobilized PtpA D126A
was then incubated with the macrophage extract and subsequently
washed with high ionic strength solutions (0.5 M and 1 M NaCl) in
order to reduce unspecific protein interactions. The putative PtpA
D126A partners were firstly recovered by elution with Laemmli
sample buffer. Figure 3 shows the SDS-PAGE analysis of the wash
and elution samples obtained in PtpA D126A substrate trapping
assays. Following six washes of the matrix, almost no protein was
detected by silver staining of the gels (lane wg). After elution, a band
pattern (Egr lane) visibly different from that observed for the input
macrophage extract (lane MPE) and washes (w2-w6 lanes), was
observed. This suggests that potential partners of PtpA DI126A
were enriched during the substrate trapping assay. In mock
substrate trapping experiments, where the macrophage extracts
were loaded on a matrix without immobilized PtpA D126A, only
few bands were detected in the elution step (lane Ec). All the Egy and
Eclanes were cut and analyzed by MALDI-TOF MS. Using the PtpA
D126A immobilized matrix for substrate trapping, a total of eleven
proteins were identified from eight gel pieces of the lane Egy (lettered
a-h in Fig. 3), while no proteins were identified in the remaining
pieces of the gel. The identified proteins are shown in Table 1. In
the mock control experiments (Fig 3, lane Ec) we could not identify
any protein by MALDI-TOF MS. However, by using a more sensitive
MS approach (nano-LC MS) four of the eleven proteins were
identified in the mock control experiments as well (HS90, TBB5,
TBA1C, ACTB, Supplementary Table 1). Although we cannot
exclude the possibility that some of these four proteins have been
specifically enriched during substrate trapping, they were excluded
for further analysis as they also bind to the PtpA D126 A-free matrix.
Moreover, these proteins have been previously found to
unspecifically bind to different matrixes®°. Taken together these
results show that various macrophage components linked to cell
energy metabolism were captured using a substrate trapping
with PtpA DI126A under stringent conditions, including five
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performed with different batches of purified PtpA and macrophage extracts.

mitochondrial (ECHA, ATPA, SQRD, MPCP and CY1) and two
cytoplasmic proteins (K6PP and HSPB1) (Table 1).

As an alternative approach, proteins associated to PtpA D126A
during substrate trapping were eluted by lowering the pH to 2.5. As
expected, elution in this condition led to the recovery of minor
amounts of proteins than when using Laemmli sample buffer, reason
why no bands were detected in gels stained with silver nitrate. Thus,
these samples were digested with trypsin and the resulting peptides
were identified by nano-LC MS analysis. Due to the increased
sensitivity of this approach, the total number of proteins identified
was greater but included the proteins identified by MALDI-TOF MS
after elution with Laemmli sample buffer (Table 1), as well as other
subunits of some of these proteins (ECHB, ATPB, ATPO, ATP5H,
Supplementary Table 2).

Independently of the experimental approach used for elution and
protein identification, from a total of five biological replicates of
substrate trapping (including different batches of purified PtpA
D126A and macrophage extracts) only four macrophage proteins
were systematically identified and thus considered as PtpA putative
substrates: ECHA, SQRD, ATPA and K6PP (Table 2). These proteins
were identified with the best scores (from 531 to 2422) and 154
peptide spectrum matches corresponding to 69 different peptide
sequences (Supplementary Table 3). On the other hand, these can-
didates were isolated from macrophage extracts where P-Y modifi-
cations were preserved by reversible and irreversible inactivation of
PTPs with Na;VO, and IAA, respectively. It is known that in the
absence of Na;VO, the level of P-Y in protein cell extracts is unde-
tectable®'. However, the use of IAA seems to be of significant help,
since we found that the level of P-Y in extracts from Na;VO, and
TAA treated-macrophages was approximately 29% higher than that
detected when the P-Y was preserved only with NazVO,
(Supplementay Fig. 4A). Accordingly, when substrate trapping assay
was performed with a macrophage extract prepared without IAA,
only two of the four candidates were isolated, and identified with a
much lower score (ECHA, score 62 and SQRD score 266). This
indicates the relevance of the irreversible inhibition of the endogen-
ous PTPs for isolation of P-Y substrates.

As described above PtpA DI126A was barely active (see
Supplementary Fig. 2), so it is possible that after substrate trapping
the isolated proteins were not totally dephosphorylated. In agree-
ment, the analysis by Western blot using an anti P-Y antibody
demonstrated the presence of P-Y residues in the proteins recovered
by substrate trapping assay (Supplementary Fig. 4B). However, no
P-Y containing peptides were detected by MS analysis. A number of
factors usually complicate phosphopeptide identification in complex

mixtures using nHPLC-MS/MS approach. During MS/MS analysis
the release of phosphate group is the main fragmentation at the
expense of peptide bond cleavage, resulting in reduced-quality MS/
MS spectra and lower-confidence in spectral matching for phospho-
peptides®**. As shown in Table 3, all the identified PtpA putative
substrates contain Tyr residues in the overall sequence and some of
them are noted as phosphorylated in the online resource
PhosphoSitePlus™.

PtpA interacts with and dephosphorylates the TFP (ECHA/
ECHB) in vitro. Using immobilized PtpA D126A we isolated the
two subunits of the TFP protein (ECHA/ECHB) as putative
substrates of PtpA during substrate trapping experiments. To
confirm this protein-protein interaction by a contra-experiment,
the purified TFP was covalently immobilized on a SPR sensor chip
to assess by SPR its ability to bind specifically to PtpA. The
association-dissociation sensorgrams shown in Fig. 4A confirmed
that PtpA D126A was capable of interacting with TFP and also
with PtpA wt (Supplementary Fig. 5). Furthermore, when the
competitive inhibitor Na;VO, was mixed with the phosphatase
before injection, a dose dependent decrease in the total response
units was observed (Fig. 4A) suggesting that TFP-PtpA interaction
involved the phosphatase active site.

To examine the possibility that phosphorylated TFP (ECHA/
ECHAB) acts as a substrate of PtpA, we tested the ability of PtpA
wt to dephosphorylate it. Firstly, TFP was purified by immunopre-
cipitation using a TFP (ECHA/ECHB) antibody (Fig. 4B) and the
presence of P-Y was demonstrated by Western blot using an anti-P-Y
antibody (Fig. 4C). Equal amounts of the immunoprecipitated TFP
were electro-transferred to a membrane and then incubated with
recombinant PtpA wt or buffer as a control. The P-Y signal was then
evaluated with anti-P-Y antibody. In comparison with controls, a
gradual reduction in the phosphorylation levels of both alpha and
beta subunit of TFP was observed after incubation with PtpA wt
(Fig. 4C). Altogether, these data indicate that, at least in vitro, TFP
is a bona fide substrate of PtpA.

Discussion

This work describes an original methodological approach to improve
the substrate trapping assay as a tool to capture potential substrates
of phosphatases. This approach is mainly based on the analysis by
SPR of the interaction between the enzyme and the extract used as a
source of potential substrates, which allows selecting stringent con-
ditions for washing and elution steps, thus reducing unspecific pro-
tein interactions. In particular, this methodology was applied to the
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Table 2 | Proteins indentified as putative PtpA partners
Mascot Mass No. of No. of peptide

Biological process® Protein accession Protein name scoreb (Da) matched ions® sequences®

Lipid metabolism, fatty ECHA_HUMAN  Trifunctional enzyme subunit 2422 82947 63 23
acid beta-oxidation alpha, mitochondrial

Sulfide oxidation, using sulfide: ~ SQRD_HUMAN  Sulfide:quinone oxidoreductase, 705 49929 28 10
quinine oxidoreductase mitochondrial

Respiratory electron transport ATPA_HUMAN ATP synthase subunit o, 531 59714 16 7
chain mitochondrial

Glycolysis K6PP_HUMAN 6-phosphofructokinase, platelet type 922 85542 47 15

@ Only the main biological processes with traceable author statement are shown, form UniProt (http://www.uniprot.org) database (released on January 2014)%®.

® The value of score, number of matched ions and peptide sequences is the best value obtained.

identification of novel substrates of Mtb PtpA in human macro-
phages. For that purpose, we employed the Mtb PtpA D126A mutant
and extracts of human THP-1 macrophages were P-Y modifications
were preserved. The Mtb PtpA D126A mutant was expressed, puri-
fied and characterized, verifying that it mostly retained the biochem-
ical structural properties of PtpA wt while exhibited enzymatic
properties suitable to act as a substrate trapping enzyme. The pre-
servation of P-Y modifications in macrophage proteins was assured
by using reversible and irreversible phosphatase inhibitors during
macrophage extract preparation. As a result of this improved meth-
odology we identified, as novel potential physiological substrates of
Mtb PtpA, four macrophage proteins, all linked to cell energy meta-
bolism: TFP (ECHA/ECHB), SQRD, ATPA and K6PP.

VPS33B and the GSK-3, previously identified as substrates of
PtpA’, were not captured in our substrate trapping assay. This con-
trasting result should be carefully analyzed because of substantial
technical differences between these studies and our work. The

VPS33B was isolated by substrate trapping using a PtpA carrying
the same D/A mutation but exhibiting no phosphatase activity, a
non-desired feature for a D/A substrate trapping mutant. In contrast,
in our hands, the purified PtpA D126A showed a similar K,,, and a
lower (40-fold) k., than the PtpA wt, which reproduces the func-
tional features reported in a kinetic study of this PtpA mutant®'.
Furthermore, the experimental design used in this work made more
rigorous the conditions used during the substrate trapping assay, so
that we may have lost components exhibiting lower affinity for PtpA.
With respect to GSK-3, it was found to act as a PtpA substrate using a
completely different approach where authors performed a Kinome
analysis of pre-selected eukaryotic kinases'. Thus, the fact that
VPS33B and GSK-3 were not captured in our substrate trapping
assay is likely a consequence of different experimental approaches
and does not invalid the potential of the molecules identified in this
work as PtpA substrates. Moreover, one of them, the TFP, was suc-
cessfully validated by in vitro experiments.

Table 3 | Residues of Tyr and P-Y in the potential PtpA substrates
Protein accession Protein name Targeting signal® Tyr in the targeting signal Tyr in the human overall sequence
ECHA_HUMAN Trifunctional enzyme >sp |P40939] Y24 Y24,Y43,Y158,
subunit alfa 1-35 MVACRAI- Y239, Y271, Y283,
GILSRFSAFRILRS- Y298, Y320, Y343,
RGYICRNFTGSSALL Y435, Y499, Y546,
Y637,Y639,Y724,
Y736, Y740, Y762
SQRD_HUMAN Sulfide quinone >sp| Q9Y6NS5 Y44 Y44,Y82,Y138,
oxidoreductase 1-66 MVPLVAVV- Y140, Y151, Y170,
SGPRAQLFAC- Y210,Y215,Y242,
LIRLGTQQVG- Y259, Y289, Y228,
PLQLHTGASH- Y373,Y376,Y385,
AARNHYEVLV- Y395,Y415, Y426,
LGGGSGGITM- Y434
AARMKRK
ATPA_HUMAN ATP synthase subunit o >sp|P25705] N Y243,Y246, Y271,
1-43 MLSVRVAAA- Y287,Y291,Y299,
VVRALPRR- Y311,Y321,Y337,
AGLVSRNAL- Y343, Y380, Y401,
GSSFIAARNF- Y440, Y476,Y489,
HASNTHL Y495
K6PP_HUMAN 6-phosphofructokinase NA NA Y52,Y58, Y61,
platelet type Y56,Y162,Y164,
Y223,Y298,Y394,
Y447,Y487,Y512,
Y586, Y589, Y604,
Y645,Y651,Y654,
Y764,Y768
“Extracted from the online resource UniProt*® or predicted with MitoProt I1°?. In bold, tyrosine residues noted up to now as phosphorylated in the online resource PhosohoSitePlus (http://www.phosphosite.
org)**. N: None tyrosine in the mitochondrial targeting signal. NA: Not Apply.

| 5:8819 | DOI: 10.1038/srep08819


http://www.phosphosite.org
http://www.phosphosite.org
http://www.phosphosite.org

100

804
)
5 60+
2
'E
2
> 40|
0
s
&
g 20
0_
(I) 1 60 2(‘)0 360 4(‘)0 5(‘)0 6(‘)0
time (s)
B WB with
SDS-PAGE anti-TFP Ab
kD 1 2 3 4 kDa
a 175
116 [ : 83
g 62
< ECHA > .
66.2 e < ECHB > o
& 47.5

4sm

Cc
WB of TFP with anti-P-Y Ab
After incubation with PtpA WT
Without PtpA WT 0.75 uM of PtpA WT 1.5 uM of PtpA WT
P-Y ECHA>
P-Y ECHB>

100

80+

60+

P-Y signal (%)

40+

20+

0 H—i_
1.50

0.00 0.75
uM of PtpA WT

Figure 4 | PtpA interacts with and dephosphorylates the TFP (ECHA/ECHB) in vitro. (A)Real time association-dissociation sensorgrams of PtpA
D126A with immobilized TFP, in absence (continuous line) and in presence of 2.5 mM (dashed line) and 5 mM (dotted line) of Na;VO,. PtpA
D126A wasinjected at 5 pM, diluted in running buffer at 25°C, during 5 minutes and a flow rate of 30 pl/min. These sensorgrams are representative of the
results obtained in two analytical replicates and two biological replicates performed with different batches of TFP and PtpA D126A. (B)Immunodetection
of the TFP (ECHA and ECHB subunits). Left, SDS-PAGE stained with Colloidal Coomassie with MW (lane 1) and the TFP enriched fraction

(lane 2). Right, Western blot with the anti TFP (ECHA/ECHB) antibody on the same TFP enriched fraction (lane 3), and the MW (lane 4).
Immunodetection of P-Y signal in the TFP (ECHA/ECHB) after incubation with 0, 0.75 and 1.5 pM of PtpA wt. The bands were quantified using the
GBOX ChemiSystem tool (SynGene), using the raw volume as index of the signal. The P-Y signal obtained after incubation of the TFP with PtpA wt at 0.75
and 1.5 pM was normalized to the signal obtained with PtpA wt at 0 pM (considered as 100%). Error bars represent inter-experimental variability
detected in two experiments using two different batches of immunoprecipitated TFP. In the online resource PhosphoSitePlus ECHA is noted as

phosphorylated in Y724 and ECHB in Y336, Y342 and Y357**.

TFP, ATPA and SQRD, identified as potential Mtb PtpA sub-
strates, are proteins synthesized on cytosolic ribosomes and then
translocated to the mitochondria®?. Interestingly, specific and
marked changes in mitochondrial ultrastructure and function have
been recently described in THP-1 macrophages infected with the
virulent Mtb H37Rv strain®’. Although the molecular events assoc-
iated with these alterations have not been elucidated yet, significant
changes in the mitochondrial proteome were found. Among others,
ECHA, ATPA and SQRD were specifically and strongly modulated
(more than 10-fold decrease) by the virulent Mtb H37Rv, and, more-
over, were no longer detected in the mitochondria®. Since PtpA has
been localized in the cytosol of Mtb infected macrophages'’, it cannot
be ruled out that it may dephosphorylate these proteins altering their
activity and/or translocation to the mitochondria. In any case, this
hypothesis requires previous validation of ECHA, ATPA and SQRD
as PtpA substrates. As a first step in this direction, we demonstrated
that TFP (ECHA/ECHB) is a bona fide substrate of PtpA in vitro (Fig.
4). TFP plays a key role in B-oxidation of long chain fatty acids, a
pathway that provides electrons to the mitochondrial respiratory
chain for ATP synthesis®®. Thus, an eventual TFP mitochondrial
deficiency in infected macrophages® suggests that Mtb drives macro-
phage catabolism favoring glycolysis over B-oxidation of long chain
fatty acids. This metabolic change may play a role in bacterial sur-
vival since the host cellular lipids constitute the primary nutrient
source for intracellular Mtb*°. The effect of PtpA on TFP activity
and cell distribution needs to be further studied.

The observation that macrophages infected by the virulent Mtb
H37Rv, but not by the avirulent Mtb H37Ra strain, exhibited a pro-

nounced increase in the ATP to ADP ratio”, renders the ATPA
subunit, a key component of the ATP synthase catalytic core domain
F1, an interesting target for further studies*>*'. It is worth to mention
that ATP synthase subunits have been reported as targets of several
viral proteins acting as pro-viral factors regulating virus replication,
transmission and propagation in the host*>*. The SQRD also repre-
sents an interesting candidate as PtpA substrate since this enzyme
participates in cell metabolic and microbicidal pathways in cells*~*.
This enzyme catalyzes the oxidation of sulfide species (released from
the metabolism of sulfur-containing amino acids) to elemental sul-
fur. The electrons from sulfide oxidation are transferred to the
mitochondrial respiratory chain for energy production®. More-
over, sulfide oxidation by SQRD contributes to keep sulfide concen-
tration below toxic levels, otherwise sulfide inhibits the cytochrome
oxidase (mitochondrial complex IV) interrupting the respiratory
chain*. On the other hand, in inflammatory macrophages sulfide
accumulation likely contributes to down-regulate anti-microbial
and pro-apoptotic effects of nitric oxide, as a result of the reaction
of sulfide with peroxinitrite*’. Thus, modulation of SQRD activity
and/or cell distribution by Mtb may influence both energy metabol-
ism and nitric oxide-dependent microbicidal effects of macrophages.

Finally, since in vitro and in vivo studies indicate that Mtb infec-
tion drives strong metabolic changes in macrophages at the level
of glucose consumption* it is worth to study whether PtpA is capable
of dephosphorylating the cytoplasmic 6-phosphofructokinase
(K6P) which constitutes the most important control step in the
mammalian glycolytic pathway**°. Indeed, K6P regulates the rate
of glycolysis in response to cell energy requirements and is likely
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linked to the mitochondrial ATP synthesis. Phosphorylation of K6P,
which seems to occur mainly in its C-terminal regulatory domain®,
is involved in the equilibrium between oligomeric forms of the
enzyme, in the affinity to substrates and allosteric ligands,
in the modulation of the interactions with other proteins, and in
its intracellular distribution®->*.

All together, in this work we identified novel components linked to
macrophage bioenergetics, particularly TFP, which may be subjected
to Mtb modulation through PtpA dephosphorylation. Whether Mtb
PtpA-mediated dephosphorilation of these potential targets affects
their activity, cell distribution and/or the metabolic pathways of
energy production in macrophages requires further analysis.

Methods

Production of recombinant PtpA wt and PtpA D126A and kinetic
characterization. The coding sequence of PtpA was amplified by PCR from cosmid
MTCY427, using appropriate primers with Ndel and HindIII restriction sites.
Digested PCR products were ligated with phage T4 DNA ligase (Biolabs) in a pET28
expression vector. The construct expressing the single PtpA mutant D126A was
obtained by site-directed mutagenesis using the Quikchange Site-Directed
Mutagenesis kit (Stratagene) and the construct verified by DNA sequencing.
Transformed E. coli BL21 (DE) cells were grown at 15°C in LB medium with 50 pg
ml~" kanamycin and protein synthesis induced with 0.5 mM IPTG. The recombinant
proteins were purified to homogeneity by metal-affinity (Cu-column) and size
exclusion chromatography (SEC). The phosphatase activity was measured using the
artificial substrate p-nitrophenyl phosphate (pNPP) at 410 nm” and expressed as pM
of pNP min~' (¢ = 7.976 X 10> M '-cm ™). The kinetic constants K, and V,,,, were
calculated using the best fit curve to the Michaelis-Menten equation®. For more
details see legends of Supplementary Fig 1 and 2.

Circular Dichroism. Experiments were performed with 25 uM of PtpA D126A or
PtpA wt in 20 mM NaH,PO, (pH 7.4), 20 mM NaCl. Circular dichroism (CD)
spectra were recorded using a JASCO J-715 spectropolarimeter equipped with a
thermoelectric sample temperature controller (Peltier system). Data were recorded
from 300 to 200 nm at 25°C using a quartz cell with a path length of 10 mm. A total of
5 accumulations were taken for each spectrum with a speed of 50 nm/min, with a
resolution of 0.2 nm, responses of 1 s and bandwidth of 1.0 nm. Following
background subtraction, all the CD data were converted from CD signal (mdegree)
into mean residue ellipticity (deg.cm®.dmol™'). The secondary structure
quantifications were performed with K2d software. Thermal stability of PtpA wt
and PtpA D126A was studied by CD spectroscopy. The ellipticity at 222 nm was
measured from 25°C to 90°C with an increase step interval of 5°C and a 5 min
equilibration at each temperature. Also, renaturation experiments (from 90°C to
25°C) were carried out to ensure reversibility. The change in ellipticity at 222 nm was
plotted against the temperature to evaluate thermal stability.

Preparation of extracts of THP-1 derived macrophages. THP-1 human monocyte-
like cells (ATCC TIB-202) were cultured in RPMI 1640 supplemented with 2 mM L-
glutamine, 1.5 g/l sodium bicarbonate, 1% sodium pyruvate, 10 mM Hepes pH 7.0,
10% heat-inactivated FCS and maintained at 0.2-1 X 10° cells per ml at 37°C in a
humidified 5% CO, atmosphere. When the cultures reached 1 X 10° cells/ml, cells
were stimulated and differentiated to macrophages with 50 ng/ml phorbol myristate
acetate for 48 hours. To preserve P-Y in proteins, the endogenous PTPs were
inactivated treating cells with sodium orthovanadate (Na;VO,) and iodoacetic acid
(IAA)'7>. Briefly, cells were incubated for 20 min with 100 uM Na3VO,, washed
with PBS and lysed with lysis buffer (25 mM Hepes pH 7.4, 1 mM EDTA, 150 mM
NaCl, 1% Triton X-100, 10% glycerol, 1 mM benzamidine, 1 pig/ml trypsin inhibitor,
1 mM PMSF) using a manual homogenizer. Afterwards, a final concentration of

5 mM IAA was added, left on ice for 30 min, and the unreacted IAA inactivated with
10 mM of DTT for 15 min. Lysates were centrifuged at 15,000X g for 25 min and
cleared extracts filtered (0.22 um) and stored at —80°C.

Surface plasmon resonance assays. Experiments were done on a Biacore 3000 GE
Healthcare instrument. PtpA D126A was immobilized using standard amine-
coupling procedures (Amine Coupling Kit, GE Healthcare) on CM5 sensorchips
(GE Healthcare). Ligands immobilization was carried in running buffer 10 mM
HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA, 0.005% P20 and 1 mM DTT). After
surface activation with 0.05 M NHS (N-hydroxysuccinimide) and 0.2 M EDC
(1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide) PtpA D126A and PtpA wt were
diluted in 10 mM sodium acetate pH 4.5 and injected onto two different sensor chip
flow cells at a flow rate of 5 pl/min to reach a final density of 1600 and 400 RU,
respectively. Remaining sites were blocked with 1.0 M ethanolamine pH 8.5. Another
flow cell was activated and blocked in the same way with no ligand injections and used
as reference surface. Sensorchip was washed with 1.0 M NaCl and stabilized with
running buffer before sample injections. Injections of macrophage extracts (1.2 pgin
protein) were performed in running buffer at 25°C and a flow rate of 10 pl/min unless
otherwise stated. Interactions were evaluated by the analysis of the association/
dissociation sensorgrams, and their stability was assessed by the injection of two 30

second pulses of 1 M NaCl and by the injection of two 40 second pulses of 10 mM
glycine pH 2.0. SPR experiments carried out to study the interaction between TFP
(ECHA/ECHB) and the phosphatases (PtpAwt and PtpA D126A) were done in the
same way by immobilizing TFP on a CM5 sensorchip to a final density of 360 RU (at
flow rate 50 pl/min) and remaining sites blocked using the same procedure. Running
buffer used in these experiments was 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 50 mM NaCl, 5 mM
EDTA, 0.005% P20 and 1 mM DTT and phosphatases injected at flow rate 20 pl/min
unless otherwise stated. The effect of incubating with increasing concentrations of
Na;VO, (2.5-25 mM) was also evaluated. All data processing was carried out using
the BIAevaluation 4.1 software (GE Healthcare).

Substrate trapping using immobilized PtpA D126A. Purified PtpA D126A was
covalently coupled to NHS-activated sepharose (GE Healthcare) following
instructions provided by the manufacturer. Briefly, the matrix (100 ul) was washed
with cold 1 mM HCI, and immediately 300 pig of PtpA D126A diluted in coupling
buffer (0.2 M NaHCO3, 0.5 M NaCl pH 8.3) were added and incubated 16 hs at 4°C.
Unreacted groups of the matrix were blocked overnight at 4°C with 0.5 M
ethanolamine pH 8.3,0.5 M NaCl. Then, the matrix was washed with 0.1 M Tris-HCI
pH 8.0 and 0.1 M acetate buffer pH 4.5, 0.5 M NaCl. In parallel, as a control for
unspecific binding in pull-down assays the same amount of matrix was incubated in
coupling buffer without PtpA D126A, and then blocked with ethanolamine following
the same protocol, and this control was defined as the mock substrate trapping (see
Supplementary Fig. 2). For each substrate trapping assay, 100 pl of the matrix with or
without immobilized PtpA D126A was incubated with 5 mg of macrophage extract
diluted to 0.17 mg/ml in SPR running buffer containing 1 mM benzamidine, 1 mM
PMSF, 1 pg/ml SBTI during 1 h at 4°C with gentle end-over-end agitation. The
matrix was collected by low-speed centrifugation (1,000X g) and then washed twice
and sequentially with 100 pl of running buffer and running buffer containing 0.5 M
and 1.0 M NaCl at 4°C. The retained proteins were eluted using one of the two
approaches described below. In the first case, 50 pl of Laemmli sample buffer were
added to the matrix and then boiled for 5 min. All washes and elutions were analyzed
by SDS-PAGE followed by silver staining. This approach was performed on two
biological replicates. The lanes corresponding to the eluted proteins were cutin 2 mm
bands and each gel piece was analyzed by MALDI-TOF MS. In the second approach,
to reproduce the elution conditions of the SPR assays, proteins were eluted with
successive additions of 50 pl of 10 mM glycine pH 2.5 followed by an immediate
neutralization with 2 pul of 1 M Tris-HCI pH 7.5, and stored at —20°C until analysis
by Nano-LC-MS/MS. This approach was performed on three biological replicates.
Each biological replicate was performed using a different batch of the macrophage
extract and purified PtpA D126A.

Mass spectrometry. For MALDI-TOF MS analysis proteins were in-gel digested with
trypsin (sequence grade, Promega) as previously described™. Peptides were extracted
from gels using aqueous 60% acetonitrile (ACN) containing 0.1% TFA and
concentrated by vacuum drying. Prior to MS analysis, samples were desalted using
C18 reverse phase micro-columns (Omix®Tips, Varian) and eluted directly onto the
MALDI sample plate with matrix solution a-cyano-4-hydroxycinnamic acid in 60%
ACN containing 0.1% TFA. Mass spectra of peptides mixtures were acquired in a
4800 MALDI TOF/TOF instrument (ABi Sciex) in positive reflector mode and were
externally calibrated using a mixture of peptide standards (Applied Biosystems).
Collision-induced dissociation MS/MS spectra of selected peptides ions were
acquired. Proteins were identified with measured m/z values in MS and MS/MS
acquisition modes and using the MASCOT search engine (Matrix Science, http://
www.matrixscience.com) in the Sequence Query search mode. The following search
parameters were used for searching the NCBInr database (NCBInr 20130721):
taxonomy Homo sapiens; protein mass was unrestricted; monoisotopic mass
tolerance, 0.05 Da; fragment mass tolerance, 0.3 Da; partial methionine oxidation,
cysteine carbamidomethylation and tyrosine phosphorylation as variable
modifications; and one missed tryptic cleavage allowed. Significant protein scores
(p < 0.05) and at least one peptide ion significant score (p < 0.05) per protein were
used as criteria for positive identification.

For nano-LC-MS-analysis, proteins in bands were in-gel digested as described
above. In the case of liquid samples (50 ul), proteins were digested with sequencing-
grade trypsin (0.25 pg, 12 h at 37°C), desalted, dried by vacuum and resuspended in
20 pl of 0.1% formic acid (v/v) in water. Samples were injected into a nano-HPLC
system (Proxeon easynLC, Thermo Scientific) fitted with a reverse-phase column
(easy C18 column, 3 pm; 75 pm ID X 10 cm; Proxeon, Thermo Scientific) and
peptides were separated with a linear gradient of acetonitrile 0.1% formic acid (0-60%
in 60 min) ata flow rate of 400 nL/min. Online MS detection/analysis was carried out
in the LTQ Velos nano-ESI-linear ion trap instrument (Thermo Scientific) in a data-
dependent mode (full scan followed by MS/MS of the top 5 peaks in each segment,
using an exclusion dynamic list). Proteins were identified by searching the SwissProt
database (November 2012), taxonomy Homo sapiens, using the following parameters
in the MS/MS ion search mode of Mascot search engine: peptide tolerance 1.5 Da,
MS/MS tolerance 0.8 Da, and cysteine carbamidomethylation, methionine oxidation
and tyrosine phosphorylation as the allowed variable modifications. The significance
limit for protein identification was set at p < 0.01 and an ion cut off > 40. Only
proteins identified with two or more peptides were considered positively identified.
The list of potential PtpA partners was elaborated by manually removal of all the
proteins identified in mock control experiments. Only proteins identified in all
substrate trapping (five biological replicates), independently of the approach of
protein elution and MS analysis, were considered as potential substrate.
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In vitro dephosphorylation of ECHA with purified PtpA wt. The TFP (ECHA/
ECHB) was obtained from macrophage extracts by immunoprecipitation with anti-
TFP MAD. Briefly, the anti-TFP MAD (8 pg, ab110302, MitoSciences) was firstly
covalently cross-linked to anti-mouse IgG Ab on the beads (100 pl, 11201D, Life
technologies) using BS3 (Sigma). Then, beads were washed and incubated with

500 pg of macrophage extract, washed and bound proteins eluted with citrate pH 2.6
(2 X 100 pl) and neutralized immediately. Samples were resolved by SDS-PAGE and
either stained with colloidal Coomassie or transferred to nitrocellulose during 1 h at
100 V. Nitrocellulose was blocked for 16 hs at 4°C, washed twice with TBS-T and
subsequently incubated with anti-TFP MAb at 2 ug/ml at RT. After washing,
membranes were incubated (1 h at RT) with anti-mouse Ab conjugated with alkaline
phosphatase (1/30000, Sigma-Aldrich A3562). The reaction was developed with a
NBT/BCIP solution (Sigma). The presence of the TFP was confirmed by mass
spectrometry. To examine if phosphorylated TFP is a suitable substrate for PtpA, we
used the protocol described by Najarro et al”’. Equal amounts of the purified TFP were
resolved by SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose, blocked and incubated (30°C
for 1 h) with purified PtpA wt (at final concentrations of 0.75 and 1.5 uM) or the
phosphate buffer as a control. Afterward, membranes were washed in TBS-T and
probed for P-Y levels with anti-P Tyr Ab (Invitrogen #136600) at 0.6 pg/ml. Blots
were then incubated with horseradish peroxidase (HRP)-linked anti-mouse (Sigma-
Aldrich A4416, 1:10000) secondary antibody for 1 h at RT. After four washes with
TBS-T, one wash with TBS, the reaction was developed with Super Signal West Pico
Chemiluminiscent Substrate (Thermo Scientific). Immunoreactive bands were
visualized using the GBOX ChemiSystem tool (SynGene).
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