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Resumen

1 sistema Plasminégeno/Plasmina, que participa en la degradacion de codgulos de

fibrina, participa también en procesos fisiologicos y patofisiologicos que

involucran la migracion celular y metéastasis de células tumorales. Se ha descrito
que algunas bacterias patdgenas pueden interactuar con este sistema adquiriendo asi una
actividad proteolitica en la superficie, que aunada a la capacidad de las bacterias de adherirse a
componentes de matriz extracelular podrian aprovecharlo como un mecanismo de diseminacion.
En Mycobacterium tuberculosis se ha reportado la interaccién con el zimégeno Plasminégeno (Plg) y
su conversion a la forma proteoliticamente activa Plasmina (Plm), sin embargo la identidad de las
protefnas involucradas en la interaccién no se habia determinado. En el presente estudio se
identificaron 15 proteinas de unién a Plg en M. tuberculosis mediante electroforesis bidimensional,
ensayos de /gand blotting y espectrometria de masas. Se confirmo la interaccion de Plg con tres de
las proteinas identificadas, la proteina de choque térmico de 70 kDa (DnaK), la enzima glutamina
sintetasa (GInAl) y el antigeno 85 B (Ag85B) mediante su produccién en forma recombinante.
La unién a Plg se inhibié con un analogo de lisina, el acido €-aminocaproico, con lo que se
demostr6 la participacion de los sitios de union a lisina (LBS) del Plg. El Plg unido a las proteinas
recombinantes pudo convertirse a PIm por uno de los activadores fisiologicos del hospedero, el
tPA, lo que concuerda con uno de los mecanismos de activacion propuestos para la adquisicion
de Plm en la superficie bacteriana. Ademas, se observo un efecto potenciador de la activacion del
Plg a Plm mediada por tPA en presencia de extractos proteicos de la micobacteria, en el cual
también intervienen los LBS del Plg. Durante la caracterizacion de las proteinas micobacterianas,
interesantemente se encontrd que al igual que Ag85B, una proteina de unién a fibronectina, la
proteina GInA1l también posee la capacidad de unir este componente de matriz extracelular, lo
cual correlaciona con lo reportado para otras proteinas de uniéon a Plg en otros géneros
bacterianos. En la proteina Ag85B, se pudo predecir por modelaje molecular la participacion de
la Lys89 en la interaccion con el LBS del Kringle 1 del Plg, esta participacion fue comprobada zz
vitro al mutar esta Lys por Arg o Ala observandose una disminuciéon de la unién a Plg en las
proteinas mutadas. En conjunto estos resultados confirman que M. tuberculosis posee proteinas
que le permiten interactuar con el sistema Plg humano, favoreciendo su activaciéon a Plm, lo cual

puede ser importante en la patogenia de la tuberculosis.
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Xolalpa W. Abstract

Abstract

he plasminogen/plasmin system has a main role in degradation of fibrin clots

and in physiological and pathophysiological process involving cellular migration

and metastasis of tumor cells. Binding and activation of human plasminogen
(Plg) to generate the proteolytic enzyme plasmin (Plm) have been associated with the invasive
potential of certain bacteria. Plg interaction with Mycobacterium tuberculosis has been described
previously but the identity of proteins involved in the interaction was not been determined. In
this work, proteomic analysis together with ligand blotting assays identified several Plg-binding
spots in Mycobacterium tubercnlosis soluble extracts (SEs) and culture filtrate proteins. The identity
of 15 different proteins was deduced by N-terminal and/or mass spectrometry. Binding of Plg
to recombinant M. tuberculosis heat shock protein 70 (DnaK), glutamine synthetase Al (GlnA1l)
and antigen 85 B protein (Ag85B) was further confirmed by ELISA and ligand blotting assays.
The binding was inhibited by the lysine analogue &-aminocaproic acid, indicating that the
interaction involve lysine residues. Plg bound to recombinant mycobacterial proteins was
activated to Plm by tissue-type Plg activator. In contrast with recombinant proteins, M. fuberculosis
SE enhanced several times the Plg activation mediated by the activator. Interestingly, GInA1 was
able to bind the extracellular matrix (ECM) protein fibronectin. In the Plg interaction with
Ag85B protein, the specific role of Lys89 was assessed by molecular modeling tools and
mutagenesis; a decrease in Plg binding to the mutated protein was evident when the Lys was
replaced by Arg or Ala. Together these results show that M. fuberculosis posses several Plg
receptors suggesting that bound Plg to bacteria surface can be activated to Plm, endowing
bacteria with the ability to break down ECM and basal membranes proteins contributing to

tissue injury in tuberculosis.
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Abyeviaturas

e 2D
e 2D-SDS-PAGE

° Ag

o Al

e antiPlg
e Arg

e bFGF
e BSA

e CHAPS
e D.O.

e DMSO
e DOC
e DTT

e EACA
e EDTA
e FELISA
e ES

o FC

e Fn

e GA3PDH
o GInAl
o IPG

o IPTG
e Ki

o K2

e LBS

e [LRP

o Lys

e MMPs
e MS

e PAI

e PBS

o PC

e PDB

e Plg

e DPloRs
e DPlm

ABREVIATURAS

Bidimensional o de doble dimensién

Electroforesis bidimensional en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato de sodio

Antigeno

Alanina

Anticuerpo policlonal anti Plasminégeno humano
Arginina

Factor basico de crecimiento de fibroblastos
Albumina sérica bovina
3-[(3-Cholamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato
Densidad 6ptica

Dimetil sulféxido

Deoxicolato de sodio

Ditiotreitol

ACidO €-amino caproico, acido e-amino hexanoico
Acido etilenediaminotetraacético

Ensayo inmunoabsorbente ligado a la enzima
Proteinas micobacterianas del extracto soluble
Proteinas micobacterianas del filtrado de cultivo
Fibronectina

Gliceraldeido 3 fosfato deshidrogenasa

Glutamina sintetasa Al

Gradiente de pH inmovilizado

Isopropil B-D-tiogalactopiranosido

Dominio kringle 1

Dominio kringle 2

Sitios de unién a lisina

Proteina relacionada a la lipoproteina de baja densidad
Lisina

Metaloproteasas de matriz extracelular
Espectrometria de masas

Inhibidor del activador de Plasmin6geno

Soluciéon amortiguadora o amortiguador de fosfato de sodio
Proteinas micobacterianas de la pared celular

Banco de datos de proteinas, Protein Data Bank
Plasminogeno

Receptores de Plasminégeno

Plasmina
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e PVDF Difluoruro de polivinilideno
e SAK Estafilocinasa
e SDS Dodecilsulfato de sodio
e SK Estreptocinasa
e suPAR Receptor del activador de Plasmindgeno tipo urocinasa soluble
e TA Temperatura ambiente
e TB Tuberculosis
e TCA Acido tricloroacético
e TGFp1 Factor de crecimiento transformante tipo beta 1
e (PA Activador tisular de Plasminégeno
e uPA Activador de Plasminégeno tipo urocinasa
e yPAR Receptor del activador de Plasminégeno tipo urocinasa
e VEGF Factor de crecimiento vascular endotelial

o o2-antiPlm
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Capitulo

Introduccion

no de los pasos mas importantes en las infecciones bacterianas es la interaccion

inicial del patégeno con el hospedero. Una vez en el hospedero, la mayorfa de

los patégenos se adhieren a los tejidos, penetran y/o evaden las defensas
dafiando los mismos tejidos y causando enfermedad. Durante una infecciéon bacteriana, el
hospedero responde empleando diferentes mecanismos de defensa, sin embargo, algunas
bacterias pueden eludir estos mecanismos. La invasion bacteriana es en general mediada por
productos bacterianos secretados o de superficie que pueden contrarrestar las defensas del
sistema inmune innato y adquirido (Boyle & Lottenberg, 1997). En este sentido, la actividad
proteolitica juega un papel importante en la virulencia de muchos patégenos. Algunos de ellos
pueden producir y secretar enzimas proteoliticas, o bien, aprovechar los propios sistemas del
hospedero como los sistemas en cascada dependientes de proteasas de los mamiferos: calicreina-
cinina, activacion de complemento, coagulacion y fibrindlisis.

Es por esto que el sistema hemostatico juega un papel importante en infecciones
sistémicas, un ejemplo de ello se observa en la sepsis (Jagneaux et.al., 2004) y el choque séptico,
en donde los sistemas de coagulacion y fibrinolitico se encuentran afectados (Schouten et.al.,
2008). Este sistema esta cuidadosamente regulado por proteinas pro-coagulantes, anti-
coagulantes y fibrinoliticas que mantienen un balance fisiologico entre si (Figura 1.1). Sin
embargo, una infeccién dominante puede conducir a la desregulacion del sistema, resultando en

una patologia (Sun, 2005).
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Figura 1.1 Balance entre el sistema de coagulacion y el sistema fibrinolitico. (Tomado de Sun, 2005).
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1.1. El Sistema Plasmindgeno / Plasmina

El sistema fibrinolitico reconocido actualmente como sistema plasminégeno/plasmina,
comprende a una proenzima, el plasminégeno (Plg), cuya forma enzimaticamente activa es la
proteasa denominada plasmina (Plm). La funciéon primaria de la Plm es mantener la
permeabilidad vascular mediante la degradacion de los coagulos de fibrina producto del sistema
de coagulacion (Collen, 1999).

El Plg es un zimégeno que al sufrir un corte proteolitico por otra proteasa da lugar a la
Plm. A este paso de conversion del Plg a Plm se le conoce como activacion de Plg, y a las
proteasas responsables de esa conversion se les denomina activadores de Plg.

La Plm es generada a partir del corte proteolitico en el Plg en la unién peptidica arg™' —
val® por uno de los dos activadores fisiolégicos: el activador tisular de Plg (tPA, Zissue plasminogen
activator) o por el activador de Plg tipo urocinasa (WPA, urokinase plasminogen activator). Ademas de
la fibrina, la Plm tiene un amplio rango de sustratos entre los que se incluyen protefnas de matriz
extracelular como fibronectina, laminina, vitronectina, precursores de proteasas de matriz
extracelular conocidas como metaloproteasas, activacion de algunas prohormonas y factores de
crecimiento. La actividad de Plm es regulada por la presencia de su inhibidor, a2-antiplasmina
(«2-antiPlm) y de los inhibidores de los activadores de Plg (PAI-1, PAI-2 y PAI-3, Plasminogen
activator inhibitors) (Lijnen, 2001; Collen, 1999) (Figura 1.2). Cuando hidroliza un sustrato, la
especificidad del corte proteolitico de Plm sobre ¢l es en el extremo C-terminal de residuos de

argininas o lisinas, similar a la de la enzima tripsina.
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~Plasminégeno

Plasmina < a2 antiPIlm

/® ﬂ%%

Coagulos de
Fibrina

PAI

Figura 1.2 El sistema Plasminégeno/Plasmina. Activadores de Plg (tPA y uPA), inhibidores de los activadores
de Plg (PAI) inhibidor de Plm (x2-antiPlm), metaloproteasas de matriz extracelular (MMP’s) y principales sustratos
de Plm.

1.1.1. Estructura del Plasmindgeno

El Plg es una glicoproteina de aproximadamente 92 kDa constituida por 791 aminoacidos,
se sintetiza principalmente en el higado y circula en la sangre normalmente en una concentracion
de 2 uM o 180 pug/ml (Raum et.al., 1980). A diferencia del Plg, la proenzima de una sola cadena,
la Plm esta formada por dos cadenas que se mantienen unidas por puentes disulfuro: cadena
pesada y cadena ligera de 65 y 25 kDa respectivamente (Lihteenmaki et.al., 2001). La cadena
pesada N-terminal contiene un péptido de pre-activaciéon y cinco dominios denominados
“kringle”, en tanto que la cadena ligera C-terminal contiene el dominio catalitico tipico de

proteasa de serina: dcido aspartico™, histidina®” y serina™'. (Ponting et.al., 1992) (Figura 1.3).
Los dominios kringle son estructuras peptidicas de aproximadamente 80 aminoacidos que

tienen forma de asas unidas por tres puentes disulfuro (Figura 1.3). Estos dominios contienen

sittos de unién a lisina (LBS, Jsine binding sites), los cuales se ha descrito reconocen
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preferentemente lisinas carboxilo-terminal (Plow et.al., 1995; Winram & Lottenberg, 1998) y

median la unién del Plg a fibrina y a superficies celulares (Parry et.al., 2000).

NH,

B

-PA

NH,

Figura 1.3 Estructura del Plg humano. Representacién esquematica de sus diferentes dominios: Péptido de pre-
activacion (AP), dominio kringle (K), dominio de corte (CL), sitio de corte para el activador de Plg (PA) y dominio
de proteasa de serina (SP). . (Tomado de y modificado de Lihteenmaik et.al., 2001).

A pesar de que no se cuenta con la estructura cristalografica completa del Plg, los datos de
las estructuras de cada dominio por separado han permitido sugerir que cuando el Plg es
inmovilizado mediante los LBS sobre una superficie como la fibrina o sobre una célula, la
molécula cambia de conformacion de una forma cerrada a una conformacion extendida o abierta
que le permite ser sustrato del activador, favoreciendo el corte proteolitico por cualquiera de los
activadores (Figura 1.4). La activacion del Plg en este sentido se facilita mediante la exposicion
del sitio de corte del Plg a los activadores y esta exposicion esta regulada normalmente por los

LBS (Ldhteenmiki et.al., 2005).
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Figura 1.4 Estructura del Plg y sus posibles conformaciones. (Tomado de Lihteenmiki et.al., 2005).

1.1.2. Activadores e inhibidores fisiologicos de Plg/Plm

La activacion del Plg a PIm es un mecanismo altamente regulado debido a su participacion
en distintos procesos biologicos. El sistema esta regulado a nivel de la actividad de Plm y a nivel
de la activacion de Plg a Plm, mediante la sintesis y liberacion tanto de los activadores de Plg
como de los inhibidores de éstos.

El tPA es una molécula de 70 kDa compuesta de 530 aminoacidos que comprende 5
dominios homologos al de otras proteinas: un dominio dedo, un dominio factor de crecimiento
epidermal, dos dominios kringle y el dominio catalitico de proteasa de serina (Figura 1.5).

El uPA es una proteina constituida por 411 aminodacidos que pesa 32 kDa, estd compuesta
de un dominio factor epidermal, un dominio kringle y un dominio de proteasa que contiene a la

triada catalitica (Lijnen, 2001; Collen, 1999) (Figura 1.5).
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Figura 1.5 Estructura de los activadores de Plg. Representacion esquematica de sus diferentes dominios:
dominio dedo (F), dominio homélogo al factor de crecimiento epidermal (EGF), dominio kringle (K) y dominio de
proteasa (P). Las flechas indican el sitio de corte proteolitica para su activacion. (Tomado de Cromogenix, 1995).

Los principales inhibidores del sistema Plg/Plm pertenecen al grupo de inhibidores
conocidos como serpinas que son inhibidores de proteasas de serina. Estos inhibidores actdan
formando un complejo estable 1:1 entre la regién del sitio activo de la proteasa blanco y el sitio
reactivo semejante al sustrato en la serpina. LLa proteasa corta el asa del sitio reactivo de la serpina
formandose un intermediario covalente enzima-acilo que modifica el sitio activo de la enzima
previniendo su desacilacion, de esta manera la enzima queda inactiva (Lihteenmaiki et.al., 2001).
Las serpinas PAI actuan formando el complejo estequiométricamente estable con los activadores
tPA y uPA, impidiendo de esta manera la activacién de Plg a Plm.

La molécula a2-antiPIm contiene 464 aminoacidos y es una glicoproteina de 67 kDa. Entre

las serpinas, la a2-antiPlm se caracteriza por contener un segundo sitio de uniéon a Plm que

interactia con los LBS de los dominios kringle 1-3 de la Plm (Collen, 1999).

1.1.3. Participacion del Plg/Plm en la fibrindlisis

La fibrindlisis es un proceso regulado por las interacciones moleculares entre los

componentes del sistema Plg/Plm. Al inicio de la fibrinélisis, el tPA es secretado rapidamente al
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torrente sanguineo por las células del endotelio y se une a fibrina mediante su dominio dedo y su
segundo dominio kringle. La fibrina regula su propia degradacion co-localizando al tPA y al Plg
sobre su superficie, formandose asi, un complejo tri-molecular que favorece la generacion de Plm
(Figura 1.6). El tPA es un activador débil de Plg en ausencia de fibrina, pero su eficiencia
catalitica aumenta al menos dos 6rdenes de magnitud en presencia de ella (Collen, 1999).
Durante la fibrindlisis, una cantidad limitada de Plm es suficiente para cortar a la fibrina dejando
expuestas lisinas C-terminales las cuales funcionan como nuevos sitios de unién tanto para el Plg
como para el tPA el cual ahora puede facilmente cortar al Plg amplificando su activacién
(Cesarman-Maus & Hajjar, 2005). La Plm degrada entonces a la fibrina y produce los llamados
péptidos de la degradacion de la fibrina o FDP.

Endothelium
[ —— — | — | i || i | —— | —— ]| m—

Release

Liver ( Plasmin inhibitor
uptake N @ | Plasmin|

Inhibition l

Acfivation

"N Plasminogen |——»

Figura 1.6 Fibrinolisis. Representacion del co-ensamble de los elementos del sistema Plg/Plm sobte un trombo en
el endotelio vascular. (Tomado Cromogenix, 1995).

La regulacion de la fibrindlisis a este nivel ocurre por accion de la a2-antiPlm, sin embargo,
cuando la Plm tiene los LBS ocupados, la inactivacion por a2-antiPlm ocurre 50 veces mas lento
en contraste con la inactivacién de la Plm libre la cual es inmediata.

La actividad en exceso del tPA se regula principalmente por el PAI-1. Los complejos tPA-
PAI-1 o bien el tPA libre se eliminan de la sangre en el higado mediante la expresion de la
proteina relacionada a la lipoproteina de baja densidad (LRP) por los hepatocitos. De la misma
manera, las células endoteliales expresan un receptor dependiente de manosas de 170 kDa que

también puede participar en la eliminacioén del tPA (Collen, 1999).
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1.1.4. Participacion del Plg/PIm en la activacion de metaloproteasas
de matriz extracelular

Como ya se mencioné la Plm es capaz de activar varios sustratos, entre ellos algunas
proteasas de matriz extracelular o metaloproteasas (MMPs), las cuales también son secretadas en
forma de proenzima y se activan al sufrir un corte proteolitico. Estas proteasas degradan a la
mayoria de los componentes de matriz extracelular incluida la colagena. Existe evidencia 7 vitro
de la activacion de proMMP-1, proMMP-3, proMMP-9, proMMP-10 y proMMP-13 por Plm. La
metaloproteasa MMP-1 convirte a la proMMP-2 de 72 kDa en un intermediatio de menor peso
molecular, el cual es activado subsecuentemente por Plm (Lijnen, 2001). No obstante que la Plm
activa a estas proenzimas, no es la unica responsable de su conversién a la forma activa y como
estos sistemas de proteasas en cascada pueden retroalimentarse entre ellos, los estudios para
definir su papel individual en algin proceso fisiologico particular son complicados y actualmente
no se ha establecido claramente. Una aproximacion de ello se ha logrado gracias al desarrollo de
animales deficientes (Knock-out) en alguno de los componentes del sistema Plg/Plm, lo cual ha
permitido destacar la importancia de la Plm en la activacion de la proMMP-9. Por ejemplo, en
fibroblastos obtenidos de la piel de ratones silvestres y en los de ratones deficientes en t-PA”, u-
PA” y PAI-17 se detect6 actividad de la MMP-9, lo que indica que su activacién no requiere a
los activadores de Plg fisiologicos. Por el contrario, en macréfagos o células de musculo liso
derivadas de los ratones Plg” la MMP-9 activa no se detecté indicando que la activacion eficiente

de la proMMP-9 en esas células es dependiente de Plm (Lijnen & Collen, 1999).

1.1.5. Importancia de la actividad de Plm asociada a una superficie
celular y participacion en otros procesos celulares

Ademas de participar en la fibrindlisis, la PIm es una proteasa que esta implicada en varios
procesos biolégicos y patofisiologicos. La conexion entre la Plm y las MMPs involucra al sistema
Plg/Plm en procesos de embriogénesis, inflamacién, angiogénesis, remodelacién y reparacion de
tejidos y metastasis de células tumorales. La mayorfa de estos procesos involucran la degradacion
de matriz extracelular, migracion e invasion celular en donde la actividad proteolitica adquirida o

asociada a la periferia celular juega un papel importante.
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Las células pueden presentar en su supetficie moléculas o sitios de unién a Plg/Plm y la
actividad de Plm pericelular aunada a la activacion de MMPs facilita la migracién celular
asistiendo en la penetraciéon de barreras de proteinas. Pero no sélo la Plm sino también los
activadores fisiologicos tPA y uPA son capaces de unirse a las superficies celulares, y mediante
un mecanismo analogo al de la fibrindlisis, la co-localizacion del Plg y sus activadores sobre una
superficie celular estimula notablemente la activacion del Plg. Una vez formada, la Plm puede
permanecer unida a la superficie celular y es protegida de la inactivacién por el inhibidor a2-
antiPlm que neutraliza mas eficientemente a la Plm libre que a la Plm inmovilizada mediante los
LBS (Plow et.al, 1995; My6hinen & Vaheri, 2004).

El co-ensamble de los componentes del sistema Plg/Plm en la supetficie celular tiene lugar
debido a la expresion de receptores para Plg y de receptores para los activadores de Plg (Figura

1.7).

Figura 1.7 Co-ensamble de los elementos del sistema Plg/Plm sobre una supertficie celulat. (Tomada de
Bass & Ellis, 2002).

Se ha encontrado que la actividad de Plm en la periferia celular es regulada principalmente

por el activador uPA y su receptor de superficie celular (WPAR, #P.A receptor). El dominio factor
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epidermal en el uPA es el responsable de su unién al receptor (Collen, 1999). uPAR es una
proteina glicosilada anclada a membrana mediante un grupo glicosil fosfatidil inositol y formada
por tres dominios ricos en cisteinas, denominados D1, D2 y D3 conectados entre si por uniones

muy cortas (Mazzieri & Blasi, 2005) (Figura 1.8).

Figura 1.8 El sistema Plg/Plm mediado por el complejo uPA-uPAR. (Tomado de Blasi & Carmeliet, 2002).

La expresion de uPAR en la superficie celular se encuentra sobre-regulada en diferentes
procesos que involucran migracion celular. Un ejemplo de ello se observa en la formacion de
aneurismas, en donde los leucocitos expresan uPAR, el cual juega un papel importante en
sefializacion, quimiotaxis y adhesion de los leucocitos al tejido endotelial activado. La proteodlisis
en la superficie celular mediada por Plm, producida por uPA-uPAR, es necesaria para degradar la
membrana basal y la lamina interna elastica lo que lleva a la degradacién de las fibras de colagena

y elastina. Si la protedlisis no es regulada pueden producirse el dafo y la destruccion del tejido
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(Blast & Carmeliet, 2002). De la misma manera, durante la fase de reparacion del tejido dafiado,
los fibroblastos, las células endoteliales o las células de musculo liso migran al sitio de reparacion
abriéndose paso en la matriz extracelular empleando el sistema Plg/Plm mediado por uPA-
uPAR. La actividad de Plm en la periferia de estas células activa a factores de crecimiento como
el factor de crecimiento transformante (TGFP1) o libera factores como el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) o el factor de crecimiento basico de fibroblastos (bFGF) de la matriz
(Figura 1.9) (Blasi & Carmeliet, 2002).

Figura 1.9 Papel del sistema Plg/Plm mediado por el complejo uPA-uPAR. Representacién esquematica de la
infiltracién de leucocitos provocando una lesién en el tejido endotelial conocida como aneurisma. La reparacion y
remodelacién del tejido son promovidas por la accién de Plm y uPA. (Modificado de Blasi & Carmeliet, 2002).

La participaciéon de la Plm en procesos inflamatorios ha sido demostrada en ratones
deficientes de Plg, en donde en un modelo de inflamacién peritoneal inducida con tioglicolato, se
observé que el reclutamiento de linfocitos y particularmente de monocitos y macréfagos estuvo

seriamente disminuido mientras que la infiltracion de neutréfilos fue similar a la de los ratones
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silvestres, lo cual indicé que la migracion de los macrofagos al sitio de inflamacién es
dependiente del sistema Plg/Plm (Syrovets & Simmet, 2004).

En cancer, el sistema Plg/Plm también juega un papel importante, ya que facilita la
migracion de las células tumorales (Andreasen et.al., 2000). Este sistema parece estar activo en
practicamente todos los tipos de cancer (Dano et.al,, 2005). Las células tumorales aumentan la
expresion en su superficie de receptores tanto para Plg como para los activadores de Plg. La
expresion de uPAR parece incrementarse conforme la gravedad del tumor aumenta y puede estar
enriquecida en las lesiones metastaticas (Mazar, 2008). Incluso, el detectar niveles elevados de
uPA y uPAR en tejidos tumorales y muestras sanguineas esta asociado con un pronostico

desventurado en muchos tipos de cancer (Dano et.al., 2005).

1.1.6. Receptores celulares de Plg

Desde los anos 80 se demostrd la presencia de sitios de unién a Plg en las superficies de
diferentes tipos celulares, incluidas todas las células sanguineas con excepcion de los eritrocitos
(Miles & Plow, 1987). En las células existe una amplia distribucién y una alta densidad de estos
sitios, lo que implica que esos receptores pueden ser heterogéneos en su naturaleza. De acuerdo
con Plow y colaboradores, los receptores de unién a Plg o PlgRs pueden comportarse como
sitios de uniéon de una misma clase siempre y cuando un mecanismo consistente de unién
estuviera involucrado (Plow et.al., 1995), esto a pesar de su heterogeneidad, es decir, a pesar de
que las proteinas que unen el Plg sean diferentes y no contengan un dominio o motivo
conservado entre ellas que medie su unién. En la interaccién de los PlgRs con el Plg reportados
hasta el momento éste mecanismo de unién parece cumplirse, ya que los LBS del Plg median la
interaccion del zimoégeno con la mayorfa de las células. Dado que se habia observado que los
LBS preferencialmente reconocian lisinas carboxilo-terminal, se plante6 que las protefnas con

lisinas C-terminal presentes en las superficies celulares podrian funcionar como PlgRs.

En las células de mamiferos, las proteinas de membrana a-enolasa y anexina II han sido
identificadas como PlgRs. La a-enolasa presenta una lisina (Lys) C-terminal, la cual pierde su
capacidad de unir Plg cuando es previamente tratada con carboxipeptidasa B (Miles et.al., 1991).

Anexina I, es una protefna endotelial que requiere de protedlisis para generar el residuo de Lys
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en el extremo C-terminal y ademas, tiene la capacidad de unir a ambos al Plg y al tPA semejando

lo que ocurre en la fibrindlisis (Hajjar et.al., 1994).

1.2. El sistema Plg/PIm en infecciones bacterianas

1.2.1. Importancia del Plg/Plm en la inflamacion como respuesta a
Ia infeccion bacteriana

Ya ha sido demostrado que el sistema Plg/Plm participa de manera importante en la
infiltracién de leucocitos a un sitio de inflamacion, lo cual también ocurre en la respuesta a una
infeccion bacteriana. Posterior a la infeccion, los niveles de activadores de Plg como uPA y de su
inhibidor PAI-1 pueden ser detectados en circulacion, debido a la producciéon de uPA por células
tales como las epiteliales, endoteliales, monocitos y neutrofilos, las cuales pudieron ser
previamente activadas por productos bacterianos como endotoxinas. Subsecuentemente, la
activacion del Plg a PIm mediada por uPA unida a células favorece la liberacién de mediadores
pro-inflamatorios, tales como IL-1f y activa las pro-formas de MMPs, lo que amplifica la
reaccion inflamatoria aguda (Mondino & Blasi, 2004).

Un ejemplo del papel que puede jugar este sistema en una infeccién bacteriana, se observo
en estudios con ratones deficientes de uPA, en donde los neutréfilos, macréfagos y células T,
fallaron para ser reclutados en la respuesta pulmonar a Cryptococcus neoformans, el cual se diseminé
ampliamente infectando el cerebro y los ratones sucumbieron a la infeccién. Este patrén de
diseminacién y muerte con la cepa 52D sélo se habfa observado en ratones inmuno-deficientes

(Collen, 1999).

1.2.2. Metdstasis bacteriana

El papel del sistema Plg/Plm en las infecciones bacterianas no solo esté restringido a nivel
de la inflamacién. En los ultimos afios se ha descrito que un gran nimero de bacterias invasivas
también puede interactuar con el sistema Plg/Plm del hospedero. Este sistema proteolitico
puede ser aprovechado por algunos patégenos para facilitar su diseminacion a través de las

barreras tisulares (Lottenberg et.al., 1994). Al igual que las células tumorales metastaticas, se ha
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propuesto que los patégenos bacterianos adquieren en su superficie la actividad de Plm y aunado
a su capacidad de adherencia a componentes de matriz extracelular, este sistema les permite
abrirse paso a través de barreras tisulares, de tal manera que el término de metastasis bacteriana
se ha introducido en este campo de la investigacion y se le ha considerado como un mecanismo
de diseminacién para algunas bacterias (Lahteenmiki et.al., 2005).

Numerosas bactetias patdgenas pueden interactuar con el sistema Plg/Plm de diversas
maneras promoviendo la generacion de Plm, por lo cual, se han descrito basicamente dos
mecanismos de activacion de Plg (Bergmann & Hammerschmidt, 2007); el primero es mediante
la expresion y secrecion de activadores de Plg bacterianos enddgenos, y el segundo mediante la
unién del Plg a la superficie bacteriana a través de moléculas que les permita aprovechar a los
activadores de Plg del hospedero para la activacion a Plm (Collen, 1999) (Figura 1.10). En la
interaccion con el Plg a través de moléculas de superficie, se ha reportado que éstas se unen
mediante los LBS del Plg y se les ha denominado receptores de Plg (PlgRs) (Lihteenmiki et.al.,
2001). La mayorfa de los PlgRs, ejercen una funcién de cofactor facilitando la conversion del Plg
a Plm por los activadores tPA y uPA, ya que se cree que los receptores inmovilizan al Plg y
favorecen el cambio de conformacién en la molécula de la conformacién cerrada a abierta para
asi exponer el sitio de corte al activador (Lihteenmaiki et.al., 2005), tal como se mostr6 en la

Figura 1.4.

Figura 1.10 Metastasis bacteriana. Representacion esquematica de las dos formas en que las bacterias patogenas
pueden activar el Plg a Plm y aprovecharlo para invadir los tejidos. A. Activacion directa por activadores producidos
por la bacteria. B. Activacién por los activadores propios del hospedero y potenciada por los PlgRs. (Tomado de
Liahteenmaki et.al., 2001).
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1.2.3. Activadores de Plg bacterianos

En cuanto a los activadores enddgenos, la produccion de éstos esta restringida a muy
pocas especies bacterianas. La estreptocinasa (SK) producida por los grupos A, C y G de
estreptococos (Reddy & Markus, 1972) y la estafilocinasa (SAK) producida por Staphylococcus
anrens (Kuusela & Saksela, 1990; Molkidnen et.al., 2002), son proteinas secretadas que forman
complejos 1:1 con el Plg produciendo cambios conformacionales en la molécula que modifican
su capacidad enzimatica. A diferencia de lo que ocurre con los activadores de Plg, dicho
complejo es proteoliticamente activo, sin que el corte proteolitico en la molécula de Plg del
complejo tenga lugar (Parry etal., 2000). Estos activadores han sido muy estudiados, y
actualmente, su investigacion se enfoca en el desarrollo de su uso clinico como agentes
tromboliticos (Collen, 1999).

Otro activador reportado mas recientemente es la proteasa Pla de Yersinia pestis, el agente
causal de la plaga bubénica (Lihteenmaiki et.al., 1998). Pla es una proteasa de serina que actia al
igual que los activadores fisiologicos tPA y uPA. El papel de esta proteina en la virulencia de
Yersinia pestis se ha demostrado con cepas deficientes en Pla (pla-), las cuales fueron menos

patogénicas (Sodeinde et.al.,, 1992).

1.2.4. Proteinas de union a Plg o PlgRs

La capacidad de interaccién de las bacterias con el Plg humano para reclutar Plm en su
superficie ha sido descrita tanto en bacterias Gram positivas como en Gram negativas. Algunos
ejemplos de ello son también los grupos A, C y G de Streptococens (Kuusela et.al., 1992), Salmonella
sp. (Korhonen et.al., 1997), Borrelia burgdorferi (Hu et.al., 1997; Fuchs etal., 1994), Haemophilus
influenzae (Ullberg et.al., 1990), Escherichia coli (Kothonen et.al., 1997; Lihteenmiki et.al., 1993),
Helicobacter pylor: (Ijungh, 2000; Jonsson et.al., 2004) entre otras.

En los grupos de estreptococos, se han identificado y caracterizado tres PlgRs. El primero
de ellos, es la proteina PAM (plasminogen-binding group A streptococcal M protein), 1a cual ademas tiene
capacidad de adhesion a fibrinégeno (Berge & Sjobring, 1993). Otro PlgR es la enzima glicolitica
Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GA3PDH), la cual inicialmente fue identificada en el

grupo A de estreptococos y posteriormente se encontré que también estaba localizada en la
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superficie celular de neumococos (Bergmann et.al., 2004). GA3PDH, también conocida como
SDH o Plr, presenta una Lys en el extremo C-terminal que se une a Plg, en particular a la forma
procesada Lys-Plg (Winram & Lottenberg, 1998). Otra enzima glicolitica identificada como un
PlgR en la superficie de estreptococos es a-enolasa (Bergmann S. etal.,, 2001). Esta proteina
posee dos residuos de Lys C-terminal importantes para la unién a Plg (Derbise et.al., 2004); sin
embargo, un sitio adicional que contiene a dos Lys al interior de la secuencia también result6 ser
significativo en la unién a Plg (Bergmann et.al., 2003).

Estas enzimas glicoliticas, habian sido sélo consideradas como enzimas domésticas o de
mantenimiento celular, su funcién quedaba restringida al metabolismo y su localizacion al
citoplasma. No obstante al ser encontradas en la superficie celular de diferentes organismos,
algunos de ellos patogenos, estas enzimas domésticas han adquirido una nueva faceta al
considerarse que pueden tener funciones diferentes a las metabolicas. Una muestra de ello es la
interaccién que tienen con el sistema Plg/Plm sumado a la capacidad de adherirse a otros
componentes del hospedero, como es el caso de la GA3PDH que tiene interaccién con
fibronectina (Fn). El mecanismo de secrecion de estas enzimas y su asociacion en la superficie
celular es desconocido, ya que no presentan una secuencia seflal o un motivo de anclaje a
membrana. Sin embargo, lo que es cada vez mas claro, es que estas funciones recién
descubiertas en enzimas tipicas del metabolismo, aumentan la virulencia de varias especies
bacterianas permitiéndoles localizarse en el ambiente intercelular o de matriz extracelular,
ayudandoles a colonizar y subsecuentemente invadir los tejidos, por lo que se les ha considerado

también como factores de virulencia (Pancholi & Chhatwal, 2003).

La mayoria de los PlgRs identificados en estos géneros bacterianos tienen otras funciones,
las cuales pueden ser esenciales en la mayoria de los casos, tales como adhesion, movimiento o
funcién metabolica, lo que ha hecho dificil su estudio en el contexto de la bacteria al intentar un
bloqueo o silenciamiento especifico (Lahteenmaki et.al., 2005). En la Tabla 1 se resumen las

proteinas de unién a Plg descritas hasta el momento para diferentes patégenos.
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Tabla 1. Proteinas de unién a Plg o PlgRs en diferentes patégenos.

Especle bacterlana

Receptor

Otras funclones

Referencla

Borrelia burgdorferi

70 kDa (OppA)

Homologia con proteinas periplasmicas de
unién a oligopeptidos

(Hu et.aal., 1997).

Lipoproteina A (OspA)

(Fuchs et.al., 1994).

Borrelia coriacae, B. garinii, B. parkerii,
B. anserlne, B. turicatae y B. hermsil

No identificado

(Coleman et.al., 1995).

Branhamella catarralis No identificado (Ullberg et.al., 1990).
Adhesion a receptores celulares y
Fimbriae componentes de MEC (laminina, (Korhonen et.al., 1997).
Escherichia coll fibronectina, colagenas)
Flagelo Organelo motil (Lahteenméki et.al., 1993).
Fusobacterlum nucleatum No identificado (Darenfed et.al., 1999).
Grupo A de estreptococos a-enolasa (SEN) Enzima glicolitica (Pancholi & Fischetti, 1998)
Gliceraldehido 3 fosfato . L W . .
| Enzima glicolitica. Adhesion a fibronectina, (Lottenberg et.al., 1992)
Grupos Ay C de estreptococos deshidrogenasa lisozima, miosina y actina. (Winram & Lottenberg, 1998).
(GA3PDH)
L Adhesion a fibrinégeno y actina. Mediadores o
Grupos A, Cy G de estreptococos Proteina tipo M (PAM) de resistencia a fagocitosis. (Berge & Sjobring, 1993).
. P (Ullberg et.al., 1990)
Haemophllus Influenzae Aspartasa Enzima catabélica (Sjostrom et.al,, 1997).
PgbA (Ljungh, 2000)
Hellcobacter pylor! PgbB (Jénsson et.al., 2004).
Mycoplasma fermentans No identificado (Tarshis et.al.,, 1993)

(Yavlovich et.al., 2001).

Neisseria meningitidis, N. gonorrhoeae

No identificado

(Ullberg et.al., 1992).

Proteus mirabilis

No identificado

(Ullberg et.al., 1990).

(Ullberg et.al., 1990)

Pseudomonas aeruginosa No identificado (Ferreira da Silva et.al., 2004).

Fimbriae Adhesion a receptores celulares y
Salmonelia sp. ;:_tl:;mponﬁntes d;e MEC (laminina, (Korhonen et.al., 1997).
Salmonella typhimurlum ibronectina, colagenas) — TR

" .eenmaki A. an A. Aorhonen
Flagelo Organelo motil (datos no " \
. s (Kuusela & Saksela, 1990)
Staphylococcus aureus No identificado (M8lkénen et.al., 2002).
~ . T (Eberhard et.al., 1999)

Streptococcus pneumonlae o-enolasa (Eno) Enzima glicolitica (Bergmann S. etal., 2001).
Treponema denticola No identificado (Lahteenmaki et.al., 2001).

Otros patégenos

Receptor

Otras funciones

Referencia

Candlda alblcans

Fosfoglicerato mutasa,
alcohol deshidrogenasa,
tioredoxina peroxidasa,
catalasa, factor de
elongacion
transcripcional, GASPDH,
fosfoglicerato cinasa y
aldolasa fructosa
bisfosfato

Metabolismo

(Crowe et.al., 2003).

Pneumocystls carinll

o-enolasa

Enzima glicolitica

(Fox & Smulian, 2001).

Tabla modificada y aumentada de (Lihteenmiki et.al., 2001)

El papel del sistema Plg/Plm en infecciones bactetianas se ha caractetizado también
empleando ratones deficientes de Plg (plg”). Los ratones plg’ infectados con Yersinia pestis
(Goguen et.al.,, 2000) o con Streptococens del grupo A (Li et.al., 1999), mostraron mayor resistencia
para desarrollar la patologia en comparacion con los ratones del tipo silvestre. De igual manera,
la espiroqueta Borrelia burgdorferi necesité de la presencia de Plg para diseminarse eficientemente

dentro de su vector y para producir en ratones una bacteremia de mayor intensidad, segin lo

demostraron estudios con ratones ‘Knock-on? de Plg (Coleman et.al., 1997).
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A diferencia de los estreptococos, en B. burgdorfers, el agente etiolbgico de la enfermedad de
Lyme, no ha sido encontrado ningin activador de Plg end6geno, no obstante el Plg unido a la
superficie de la espiroqueta es activado por uPA y la Plm unida a B. burgdorfers promueve la
degradacion de componentes de matriz extracelular (Coleman et.al., 1999) y la migracion a través
de monocapas endoteliales (Coleman & Benach, 1999). Ademas, tanto las células bacterianas
como uno de sus PlgRs, la proteina OspA purificada, estimulan la produccién de pro-uPA en
monocitos humanos y aumentan la expresion y liberacion de uPAR (Coleman etal., 2001;
Coleman & Benach, 2003). B. burgdorfer; también muestra adherencia a componentes de matriz
extracelular, los cuales pueden ser importantes como blancos de la Plm unida a la bacteria. Otro
hecho notable en esta espiroqueta, es que no produce colagenasas, sin embargo, los niveles de
MMP-1 y MMP-3 estan elevados en los fluidos sinoviales de pacientes con artritis de Lyme y la
infeccién con la bacteria induce expresion de MMPs en condrocitos humanos (revisado en

(Lahteenmaki et.al., 2005)).

Los ejemplos anteriores demuestran la capacidad tan versatil de las bacterias para
interactuar y aprovechar el sistema Plg/Plm como un mecanismo de diseminacién e invasividad,

al igual que sucede con las células tumorales.
Otro patégeno que ha mostrado tener interaccion con este sistema y es el tema central de

este trabajo es Mycobacterinm tuberculosis, el agente causal de la tuberculosis humana, lo cual se

tratara con mas detalle a continuacion.
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1.3. Mycobacterium tuberculosis y La Tuberculosis humana

1.3.1. M. tuberculosis

M. tuberculosis es un microorganismo intracelular aerobio facultativo. Es una bacteria con
forma de bacilo de lento crecimiento (replicacion cada 18 hrs) que posee una pared celular muy
compleja compuesta por una gran cantidad de lipidos (60% aproximadamente), entre los que se
encuentran los acidos micolicos (acidos grasos de cadena muy larga) y las ceras D. Esta
caracteristica permite la retencién del colorante carbol fucsina fenificada en la pared atn después
de ser tratadas con una mezcla de acido hidroclérico-etanol, por lo que también se les considera
bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR) (Levinson & Jawetz, 2000).

M. tuberculosis pertenece a la Clase de las actinobacterias; Orden Actinomycetales; Familia
Mycobacteriaceae; Género Mycobacterinm, y al complejo Mycobacterium tuberculosis que incluye a las
especies M. tuberculosis, M. bovis, M. africanun, M. microti, "M. canettit”’, M. capraey M. pinnipedi.

La mayoria de las micobacterias son organismos de vida libre y sélo muy pocas causan
enfermedad como M. /eprae y los miembros del complejo M. tuberculosis. M. tuberculosis, el causante
de la tuberculosis en humanos, ha evolucionado como un patégeno exitoso debido a su habilidad
para sobrevivir en su hospedero y evadir la respuesta del sistema inmune habitando incluso en el

interior de células fagociticas como macréfagos.

1.3.2. Importancia de Ia tuberculosis humana

La tuberculosis (TB) es una enfermedad muy antigua y en la actualidad continta siendo un
problema de salud publica en todo el mundo, por lo que la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) la ha declarado como emergencia global desde 1993. La OMS estim6 que 1.3 millones de
personas fallecieron a causa de esta enfermedad en el 2007 y que 9.27 millones de nuevos casos
ocurrieron en el mismo afo. Ademas estima que mas de 2 billones de personas, lo que equivale a
un tercio de la poblacion mundial, esta infectada con el bacilo tuberculoso (WHO, 2009; World
Health Organization; Tuberculosis Facts, 2008 ). Asi mismo, al control de este problema de salud
se le suman: la aparicion de cepas resistentes a drogas, algunas incluso multi-drogo-resistentes y

la pandemia con el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH), ya que se calcula que de los
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casos de incidencia de TB el 33% son VIH positivos. Las perspectivas indican que la fuente de
desarrollo de nuevas drogas no es suficiente y no hay evidencias de que una vacuna para la

tuberculosis en adultos esté disponible por lo menos en una década (Kaufmann, 2008).

1.3.3. Patogénesis de Ia Tuberculosis

La TB es una enfermedad infecciosa de transmisién aérea que se caractetiza por formar
lesiones denominadas granulomas o tubérculos. Aunque es alto el nimero de individuos
infectados, solo del 5 al 10 % desarrollan la enfermedad de manera progresiva, lo que indica que
el sistema inmune es eficiente en el control de la misma. La TB pulmonar es la forma principal
de la enfermedad ya que el pulmon es el blanco primario de la micobacteria, la cual causa una
infeccion focal en el sitio donde se deposita después de la inhalacién (Palomino, Ledo, & Ritacco,
2007). Una vez que se encuentra en el lumen de los alvéolos pulmonares, se cree que el bacilo es
fagocitado rapidamente por los macréfagos alveolares residentes, lo que induce una respuesta
pro-inflamatoria localizada que conduce al reclutamiento de células mononucleares provenientes
de los vasos sanguineos adyacentes (Russell, 2001). Las células reclutadas producen quimiocinas
y citocinas que amplifican el reclutamiento celular y remodelan el sitio de infeccion dando lugar a

una masa celular que es a lo que se le conoce como granuloma (Figura 1.11).

El granuloma se compone de un centro que comprende a los macréfagos infectados
rodeados por células gigantes vacuoladas o macréfagos espumosos y en la capa mas externa se
reconoce la presencia de linfocitos que delinean la periferia de la estructura, la cual puede estar

rodeada por colagena y otros componentes de matriz extracelular (Russell, 2007).

Si la infeccién no puede contenerse en el nivel local, la bacteria se multiplica y
subsecuentemente puede ganar acceso al torrente sanguineo. Hste proceso de diseminacion
extrapulmonar puede ocurrir por la via hematégena, probablemente mediante el transporte de

los bacilos en el interior de macrofagos; o bien, alcanzar los nddulos linfaticos por la ruta linfatica

(Harmsen et.al., 1985).
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Figura 1.11 Formacién y desarrollo del granuloma. Derecha. Representacion esquematica de las etapas de
formaciéon de un granuloma desde la infiltracién inicial de las células del sistema inmune hasta la maduracién y
desregulacién en la contencién de la infeccién. Izquierda. Desarrollo de un granuloma en cortes histologicos de
pulmén en un modelo de infeccién en cobayo; cada cuadro corresponde a los difas 11, 21, 31 y 93 post-infeccién con
Mycobacterium tuberculosis. (Tomado y modificado de Turner et.al., 2003; Russell, 2001; Russell, 2007).

) 2 )
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En estudios recientes, se ha sugerido que también pueden existit mecanismos de
diseminacién de la micobacteria macréfago-independientes, dado que en ratones depletados de
macroéfagos alveolares aun se observa la diseminacion extrapulmonar (Leemans et.al.,, 2001). La
diseminaciéon hematégena masiva puede resultar en TB miliar, en la cual se observa a los
granulomas cascificados como pequefias semillas distribuidas por todo el 6rgano afectado
(Figura 1.12). El proceso de diseminacion sistémica le permite a la bacteria alcanzar regiones
vulnerables como los huesos y articulaciones, como es en el caso de la tuberculosis espinal o
enfermedad de Pott; el sistema nervioso central, en el caso de la tuberculosis meningea o
diversos 6rganos importantes como rifiones, médula 6sea, bazo, higado, intestino y genitales

(Vidal Pessolani et.al., 2003).

Figura 1.12 Representacion
esquematica de un pulmoén
con TB  miliar. Los
granulomas caseificados estan
distribuidos desde la region
apical hasta la base del pulmén
y son claramente evidentes en
la radiografia. La figura en la
esquina  superior  izquierda
representa a un solo granuloma
que contiene bacilos 4cido-
alcohol resistentes dentro de
una célula gigante irregular
rodeada por células epitelioides
y monocitos (Tomado de
Rubin & Rubin, 1948 con

Copyright de Ciba
Pharmaceutical Products Inc.,
Summit, N.J.)

o] 2 )

Facultad de Quimica UNAM



Xolalpa W. Introduccién

Durante la enfermedad progresiva, el serio dafio tisular que la presencia de la micobacteria
puede generar incluye lesiones caseosas (Figura 1.13), fibrosis, necrosis licuefactiva y cavitacion
(Dheda et.al., 2005) (Figura 1.14). Es en este punto cuando la transmision de la bacteria es mas
alta, ya que las lesiones acarrean la presencia de tos en el individuo infectado, lo que facilita la
dispersion de los bacilos infecciosos (Russell, 2001). La neumonfa y el dafio tisular ocasionados
llevan a la pérdida del volumen en el pulmén, bronquiectasia y hemoptisis, concluyendo con fallo

respiratorio del individuo (Dheda et.al., 2005).

Figura 1.13 Representacion esquematica de un pulmén con neumonia caseosa. Consolidaciones densas en el
16bulo supetior derecho del pulmén delineadas por fisuras interlobulares con presencia de pequefias cavitaciones. En
la figura insertada, se representa a las infiltraciones celulares de la regién inferior en el pulmén. (Tomado de Rubin &
Rubin, 1948 con Copyright de Ciba Pharmaceutical Products Inc., Summit, N.J.)
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Figura 1.14 Representacion esquematica de TB fibro-ulcerativa. En el pulmoén se observan tres grandes
cavidades de contornos caseosos en los l1obulos superior y medio del pulmén, el resto muestra pequefias cavidades y
focos caseosos. En la figura de la parte inferior, se representa un segmento de intestino con ulceras superficiales
‘apolilladas’ caracteristicas de una tuberculosis intestinal. (Tomado de Rubin & Rubin, 1948 con Copyright de Ciba
Pharmaceutical Products Inc., Summit, N.J.)

El papel del granuloma ha sido muy importante en la contenciéon de la infeccién
restringiendo a las bacterias tuberculosas en un sitio donde los elementos del sistema inmune
pueden resolver la infeccién y prevenir la enfermedad progresiva (Saunders et.al., 1999). Sin
embargo, recientemente se ha sugerido que puede tener una faceta opuesta, ya que por un lado,
es el que contiene a la infeccion, pero por el otro lado, si esta contenciéon falla después de un

cambio en el estatus inmunolégico del hospedero, lo cual es usual en una edad avanzada,
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desnutricién, estrés o co-infeccion con VIH, entonces el granuloma se convierte en la fuente y
ambiente propicio para la diseminacion sistémica de las bacterias (Russell, 2001).

Se ha sugerido que un granuloma desregulado esta asociado con la presencia de necrosis
licuefactiva, en donde la licuefaccion es un medio de cultivo ideal para la multiplicacion
extracelular de las micobacterias, debido a que los macréfagos no pueden sobrevivir en el tejido
necrotico. Es posible que las enzimas proteoliticas producidas por las células del sistema inmune
(MMPs, proteasas lisosomales como catepsinas, y el sistema Plg/Plm) afecten la integridad de la
capsula fibrosa que rodea al granuloma y es entonces cuando el material del centro caseoso
puede ser descargado en los vasos sanguineos vecinos (Dheda et.al., 2005).

Dheda y colaboradores proponen que aunque el mecanismo exacto de la licuefaccion es
desconocido, existe informacién que sugiere que una protedlisis desregulada, la toxicidad directa
de la micobacteria, el fenémeno de Koch (necrosis en el sitio de infeccion después de un reto
con tuberculina), la reaccion de Shwartzman (necrosis cutdnea después de una inyeccién
intravascular de lipopolisacarido en el sitio previo de inyeccion de endotoxina) y las citocinas y
factores producidos por las células efectoras del sistema inmune del hospedero son piezas clave

en el balance en la contencién por el granuloma (Figura 1.15).
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interstitium

Figura 1.15 Elementos involucrados en la formacion de granulomas y remodelacion de la arquictectura del
pulmoén. La llegada temprana de células T v5, células NK T y granulocitos es importante en la etapa inicial del
granuloma, le sigue la infiltracién de poblaciones de células T efectoras, tanto CD4+ como CD8+ productoras de
interferén gamma (INFYy) y del factor de necrosis tumoral alfa (INFa). Colectivamente estas células inician una
cascada de quimiocinas y citocinas que atraen a otros macréfagos y células T tardfas al sitio de infeccién. Diversos
factores pueden contribuir a la desregulacion del granuloma; los antigenos micobacterianos pueden mediar la
actividad de proteasas, apoptosis, el fenémeno de Koch/Shwartzman y quizas la lisis mediada por células e inducir la
liberacién de citocinas que en conjunto promovetian la licuefaccion y la remodelacion de la matriz extracelular. Las
micobactetias extracelulares pueden multiplicarse y degradar la capsula fibrosa del granuloma, lo que les abritfa paso
al interior del lumen bronquial o de vasos sanguineos. (Tomado de Dheda et.al., 2005).

Este dafo causado por la infeccion con M. tuberculosis se ha atribuido principalmente a la
respuesta exacerbada del sistema inmune, sin embargo se conoce muy poco del papel de la

bacteria en el dano e invasividad.
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1.4. Mycobacterium tuberculosis y El Sistema Plg/Plm

Como ha sido descrito anteriormente, en respuesta a una infeccion bacteriana, las células
del sistema inmune son reclutadas al sitio de infecciéon y en los procesos de inflamacion el
sistema Plg/Plm juega un papel importante (Del Rosso et.al., 2008). En la infeccién con algunas
bacterias, se describié que ademas de interactuar con este sistema, las bacterias pueden mediar la
secrecion de componentes del sistema principalmente activadores fisiologicos, favoreciendo la
generacion de Plm.

Existen algunos reportes que sugieren que los elementos del sistema Plg/Plm también
estan presentes en el sitio de infeccién con miembros del género Mycobacterium, o bien, que su
secrecion esté mediada por antigenos de la micobacteria. En 1978, Gordon y Cohn demostraron
que los macréfagos peritoneales de ratones infectados con Mycobacterium bovis BCG producen
activador de Plg y que los niveles de este activador se incrementan de manera especifica cuando
los macréfagos son estimulados con derivado proteico purificado (PPD) (Gordon & Cohn,
1978). Otro estudio evidencié que los niveles de activador de Plg secretado por macréfagos
alveolares derivados de conejos, es mayor en conejos previamente tratados con BCG que en
conejos normales, lo cual no se observa con la presencia de otro microorganismo como Bordetella
bronchiseptica (Schuyler & Forman, 1984).

Asf mismo, la estimulacién de macréfagos peritoneales con BCG o con M. tuberculosis
induce la producciéon de MMPs (Quiding-Jarbrink et.al., 2001). Y en estudios zz vivo, los ratones
infectados con M. tuberculosis presentan niveles incrementados de MMP9 y MMP2, que son
sustratos de Plm (Rivera-Marrero et.al., 2000).

Otro reporte que pone de manifiesto que elementos del sistema Plg/Plm estin presentes,
es la alta expresion de uPAR en monocitos de pacientes con tuberculosis (Juffermans et.al.,
2001). De igual manera, en sueros de pacientes con tuberculosis son detectados niveles altos de
uPAR soluble, lo cual esta asociado a un prondstico de mortalidad (Eugen-Olsen et.al., 2002).

Estos estudios sugieren que posiblemente los niveles de Plg en el sitio de la infeccién
también se encuentren elevados lo que facilitarfa la interaccion de la micobacteria con el sistema

Plg/Plm.
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Capitulo 2

Antecedentes

n el afio 2000, en el grupo de la Dra. Espitia, se describi6 la interaccién de M.
tuberculosis con el sistema Plg/Plm 7 vitro Monroy et.al., 2000). En ese trabajo
se observo que la interaccion de la micobacteria con el Plg humano involucra la
participacion de los LBS, ya que la interaccion puede ser inhibida con un analogo de Lys, el acido
e-aminocaproico (EACA). Ademas, se demostré que en presencia de fibrina, un extracto
proteico soluble de la micobacteria puede actuar como un activador de Plg.
En el mismo trabajo, se encontré por Westernblot en tres fracciones proteicas analizadas, la
presencia de varias bandas de proteina con capacidad para unir Plg como se muestra en la Figura

2.1, sin embargo, su identidad no fue determinada.
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Figura 2.1 Fracciones proteicas de M. tuberculosis resueltas por SDS-PAGE al 12% vy transferidas a
membranas PVDF. A) Membrana tefiida con azul de coomassie. B) Ligand blot, membrana incubada con
Plg/AntiPlg y con Plg+EACA/AntPlg. 1. Fraccién de Paredes celulates, 2. Extracto proteico soluble ES, 3.
Proteinas del filtrado de cultivo de M. tuberculosis.

De acuerdo a los antecedentes mencionados, puede sugerirse que el sistema Plg/Plm es un
sistema susceptible de ser aprovechado por la micobacteria, tal como se ha descrito para otros
patégenos. Lo cual le ayudarfa a adquirir en su superficie una actividad proteolitica que le permita
abrirse paso a través de barreras tisulares como uno de los mecanismos de diseminacién y/o
dano.

La identificacion y caracterizacion de las moléculas que participan en esta interaccion es
fundamental tanto en el conocimiento de la biologfa de la bacteria como en la relacién con el

hospedero.
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Capitulo 3

Hipotesis

yeobacterinm tuberculosis posee proteinas que interactiian con el sistema Plg /
Plm humano favoreciendo la conversion del Plg a la forma

enzimaticamente activa Plm, lo cual puede jugar un papel muy importante

en la patogenia de la enfermedad.
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Objetivos

3.1. Objetivo general

dentificar y caracterizar las proteinas de Mycobacterinm  tuberculosis que unen

plasminégeno humano.

3.2. Objetivos especificos

A Scparar ¢ identificar las proteinas de M. tuberculosis que unen Plg por electroforesis

bidimensional y /igand blotting.

& Evaluar el efecto de la presencia de las proteinas de M. fuberculosis en la conversion del Plg a

Plm por tPA.

& Evaluar la conversion del Plg a Plm por tPA con las proteinas de M. fuberculosis en presencia

de un analogo de lisina o el inhibidor fisiolégico a2-antiPlm.

& Obtener algunas de las proteinas de M. tuberculosis que unen Plg de manera recombinante en

E. coli.

& LEvaluar el efecto de la presencia de las proteinas recombinantes de M. Zuberculosis en la

conversion del Plg a Plm por tPA.
# Identificar la regién de union a plg en las proteinas.
A Determinar las constantes de union entre Plg y las proteinas de unién a Plg de M. tubercutosis.

& Demostrar la interaccion de las proteinas recombinantes con las proteinas de MEC

fibronectina y laminina.
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4.1. Disefio Experimental

Obtencién de las proteinas de M. tuberculosis. filirado de
cultivo (FC), extracto celular soluble (ES) y paredes

celulares (fraccion insoluble) (PC).

Resolucién de las
proteinas por 2D-
SDS-PAGE y
transferencia a
membranas PVDF

Analisis de los ‘spots’ que se
unen a Plg por Ligand Blotting

P
~N

Identificacion de las proteinas que unen Plg por
espectrometria de masas (MS) y N-terminal

Obtenciodn y purificacion de las
proteinas de M. tuberculosis que unen

Ensayos de union por
Western Blot y ELISA

Unién a Plg en
presencia y
ausencia de EACA

—
Unién a
Fibronectina

Plg recombinantes en E. coli
/ \

-
Produccion de
anticuerpos policlonales
en conejo

Purificacién de
Inmunoglobulinas G

Unién a

Modelaje in silico de la
interaccion Plg - PIgR

Laminina

Ensayos de activacion de Plg

Determinacion de
constantes de union

N

Proteinas, plg y tPA en solucion

con las proteinas en presencia 'y
ausencia de tPA

Proteinas fijas a una
superficie, plg unido a las
proteinas y tPA en solucion

En presencia de e-aca
0 a2-antiPIm
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4.2. Identificacion de las proteinas de union a Plg

4.2.1. Obtencion de diferentes extractos proteicos de M.
tuberculosis.

a cepa H37Rv de M. tuberculosis se cultivd durante 6 semanas en medio PBY

(Proskauer y Beck modificado por Youmans). LLa masa bacteriana se separé del

medio de cultivo por filtracién; las proteinas del filtrado de cultivo (FC) se
precipitaron con sulfato de amonio como lo describié Espitia y colaboradores en 1991 (Espitia
etal, 1991). Las células bacterianas se trataron con azida de sodio al 2% por 48 horas a
temperatura ambiente. Una vez inactivadas, las bacterias se lavaron y resuspendieron en solucion
amortiguadora PBS (10 mM de amortiguador de fosfatos; fosfato de sodio monobasico y fosfato
de sodio dibasico, 150 mM NaCl, pH 7.4) y lisadas por sonicaciéon durante 15 minutos
(alternando pulsos de 1 min on y 1 min off). El lisado celular se centrifugd a 10,000 xg por 20
min para separar las paredes rotas (pellet) de la porcion soluble (sobrenadante) obteniendo asf las
proteinas del Extracto Soluble (ES). Las proteinas de las paredes celulares (PC) se trataron con
SDS al 2 % a 60°C durante 2 horas, la muestra se centrifugé a 10,000 x¢ por 10 min y el

sobrenadante se separ6 y almacend a -20 °C.

4.2.2. Electroforesis bidimensional o 2D-SDS-PAGE.

Las proteinas de las fracciones ES y FC se desalaron por filtraciéon en gel (columna de
Sephadex G-25 Nap-5, GE Healthcare) con amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7.4,
concentradas por ultrafiltracioén, cuantificadas por el método de Lowry modificado y tratadas con
un kit de limpieza comercial (2D-Clean Up Kit, Amersham Biosciences). La fraccion de PC
también se desal6 usando una columna de filtracién en gel pero en el procedimiento se desplazo
el SDS que contenia la muestra con 2% del detergente no ibnico CHAPS en el amortiguador de
fosfatos. Después de lo anterior, la muestra se cuantificé y traté con el método de precipitacion
TCA-DOC-Acetona. Se resuspendieron aproximadamente 90 ug de cada fracciéon proteica en
125 pl de solucién de rehidratacion (8M urea, 2% CHAPS, 0.5% amortiguador IPG pH 42 7y
20 mM DTT) y con ello se rehidraté durante 16 h una tira IPG de 7 cm con gradiente

inmovilizado de pH 4-7 (GE Healthcare). Las proteinas se separaron por isoelectroenfoque en la
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unidad Ethan IPGphort 3 con el siguiente programa: a) step 300 V, 200 V/h, b) grad 1000 V, 300
V/h, ¢) grad 5000 V, 4500 V/h, d) step 5000 V, 2000 V/h. Después de la focalizacion, las tiras
se almacenaron a -70°C para su posterior uso o bien se re-equilibraron inmediatamente en una
solucion de equilibrio (2% SDS, 50 mM Tris-HCI pH 8.8, 6 M urea, 30% glicerol, 0.002% azul
de bromofenol y 0.5% DTT) por 20 min. Las proteinas focalizadas se resolvieron en geles
desnaturalizantes con SDS al 12% e inmediatamente a la electroforesis se transfirieron a
membranas de PVDF (Millipore). Las membranas se emplearon en los ensayos de /gand blotting o
bien se tifieron con azul de Coomassie para utilizarse en la identificacién por espectrometria de
masas (MS) o N-terminal. Para facilitar el analisis e identificaciéon de los ‘spots’ positivos, se
captur6 la imagen de las membranas tefiidas con un scanner de escritorio para luego ser
destefiidas y emplearlas en los ensayos de /gand blotting. Esto permiti6 correlacionar directamente

el ‘spot’ en el blot y en el Coomassie al momento de comparar y analizar las imagenes de 2D.

4.2.3. Ligand Blotting con Plg.

El Plg humano (Roche) se preparé en una solucion de albimina sérica bovina (BSA) al 3%
w/v en amortiguador PBS con 0.05% del detergente Tween20 (Sigma) (PBS-T). Cada membrana
se incub6 con Plg 1 ng/ml durante 1 h a temperatura ambiente (T'A) en presencia o ausencia de
100 mM EACA (Merck). Después, se lavo la membrana tres veces con PBS-T para eliminar el
Plg unido inespecificamente. Se incubé nuevamente durante 30 min. a TA con un anticuerpo
policlonal comercial producido en conejo contra Plg humano (antiPlg) (Dako) diluido 1:1000 en
la solucion de BSA PBS-T. Se lavé de nuevo con PBS-T y se incubd posteriormente con
Protefna A conjugada a peroxidasa (Zymed) diluida 1:2000. Los ‘spots’ que mostraron unién a
Plg se revelaron después de lavar exhaustivamente, la membrana se incub6 con una solucién de
revelado que contenfa 1 ul/ml de peréxido de hidrégeno al 30% en PBS-T y 0.4 mg/ml de 3-3
diaminobencidina (Sigma). Como controles se incluyeron membranas en las que el Plg o el

antiPlg fueron omitidos durante la incubacion.
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4.2.4. Identificacion por espectrometria de masas (MS) o
secuenciacion de extremo amino-terminal.

La identidad de algunos de los ‘spo#s’ que reaccionaron en el /gand blotting con Plg fue
determinada cortando los spozs a partir de los geles bidimensionales o bien de las membranas 2D
tefiidos con azul de Coomassie. La secuencia del extremo N-terminal se determiné por
degradacion de Edman en un secuenciador de fase gaseosa (PE Applied Biosystems, Weiterstad,
Germany) gracias a las facilidades del Dr. Mahavir Singh del German Research Center for
Biotechnology (GBF) en Braunschweig, Alemania. El analisis por MS se realizé en un sistema
QTRAP 3200 (Applied Biosystems/MDS Sciex, Ontario, Canada) equipado con una fuente de
nano-spray y un sistema de cromatografia liquida de nano-flujo (Agilent 1100 Nano Pump,
Waldbronn, Germany) en colaboracién con el Dr. Guillermo Mendoza Hernandez del
departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, UNAM. La identidad de las proteinas se
determiné mediante el analisis de la secuencia de los péptidos obtenidos en MS con el software

MASCOT (Matrixscience).

4.2.5. Produccion de proteinas recombinantes.

Las regiones codificantes de los genes Rv2220 y Rv1886¢ correspondientes a las proteinas
glutamina sintetasa (GInAl) y antigeno 85B (Ag85B) de M. tuberculosis respectivamente, se
clonaron en el plasmido de expresion pET15b (Novagen) con el que se le adiciona a la proteina
un tallo de 6 histidinas en el extremo N-terminal para facilitar su posterior purificacion. La
induccion y expresion de las proteinas GInAl en E. w/i BL21 (DE3) y Ag85B en E. cwik C41
permiti6é la sobreexpresién de cada una de las proteinas formando cuerpos de inclusion. Los
cuerpos de inclusion se lavaron con PBS conteniendo Triton X-100 al 2% y se solubilizaron con
un amortiguador desnaturalizante (solucion A: 50mM NaH,PO,, 300mM NaCl, 10mM imidazol,
8M urea, pH 8). La purificacién de ambas proteinas se realiz6 mediante cromatografia de
afinidad empleando una columna de niquel HiTrap Chelating HP (Pharmacia), a la cual se le
acopl6 previamente niquel y se equilibré con el amortiguador desnaturalizante o solucién A. La
muestra solubilizada y clarificada por centrifugacion se aplico a la columna previamente
equilibrada en la solucién A empleando el equipo semiautomatizado AKTAprime (Pharmacia).

La proteina recombinante se eluy6 con la soluciéon B (50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 500mM
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imidazol, 8M urea, pH8) generando un gradiente lineal de imidazol de 10-500 mM, las fracciones
obtenidas se dializaron contra el amortiguador PBS y se analizaron por SDS-PAGE. Las
proteinas DnaK o Hsp70 y « cristalina o HspX también recombinantes en E. ¢/, se obtuvieron
por donacién del Dr. Mahavir Singh (GBF, Alemania) y de la Dra. Gabriela Barcenas (Medical
Research Council Clinical Sciences Center, Hammersmith Hospital, Londres, Inglaterra)

respectivamente.

4.2.6. Produccion de anticuerpos policlonales contra las proteinas
recombinantes.

Se resolvieron 100 ug de las proteinas DnaK, GInAl y Ag85B por SDS-PAGE en geles
preparativos al 12 % y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. A partir de la membrana se
cortd sélo la banda correspondiente a la proteina de interés tefiida previamente con rojo de
Ponceau. Cada tira de nitrocelulosa con antigeno fue triturada mecanicamente y pulverizada con
DMSO y amortiguador de carbonatos, posteriormente se precipité con amortiguador PBS. La
nitrocelulosa pulverizada con el antigeno se emulsifico con adyuvante incompleto de Freund y
con ello se inmunizo un conejo New Zeland via subcutinea (con la asistencia del MVZ Gerardo
Arrellin, Bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas). Por cada proteina recombinante
se inmunizaron 2 conejos; posterior a la primera inmunizacién se les aplico de 2 a 3 refuerzos
cada 21 dfas con la misma cantidad de proteina. Los titulos de anticuerpo se monitorearon por
western blot con el suero hiperinmune obtenido a los 15 difas posteriores a cada refuerzo. Cuando
la deteccion de las proteinas con el suero hiperinmune alcanzé titulos igual o mayores a 1:2000,
los conejos fueron sangrados a blanco para obtener el suero total. A partir del suero hiperinmune
contra Ag85B se purificaron las inmunoglobulinas G mediante cromatograffa de afinidad. Para
ello, se emple6 una columna de rProteina G acoplada a agarosa. El suero fue filtrado y diluido
con agua 1:1 previamente a la cromatografia. Llas inmunoglobulinas fueron eluidas por diferencia
de pH y las fracciones obtenidas se monitoreron a Ay,,.. Debido a que la muestra eluida quedé
muy diluida respecto a la original, se concentré por ultrafiltracién y se evalué su capacidad de

deteccién contra la proteina Ag85B por Dot Blot y por ELISA.

w e &

Facultad de Quimica UNAM



Xolalpa W. Materiales y Métodos

4.2.7. Unién de las proteinas recombinantes purificadas a Plg
humano, fibronectina y laminina por Ligand Blotting.

Las proteinas recombinantes DnaK, GlnA1l, Ag85B y HspX purificadas se resolvieron y
analizaron por SDS-PAGE al 12%. Se transfirieron a membranas PVDF y mediante /Jgand blotting
se confirmo la unién de estas proteinas a Plg tal y como se describi6 para las membranas de 2D;
esto es, incubando en presencia de Plg, después con anti-Plg y finalmente con proteina A
peroxidasa. La inhibiciéon también se confirmé incubando con 100 mM de EACA y Plg
simultaneamente. De igual manera, la interaccién con fibronectina (Fn) se llevé a cabo
incubando las membranas con Fn humana (Dako) durante 1 h a TA, después con un anticuerpo
policlonal hecho en conejo anti-Fn humana (Dako) 1:2000 y finalmente con proteina A
peroxidasa. La unién de laminina con las proteinas también fue evaluada de forma similar,
empleando merosina humana purificada (Chemicon International), anticuerpo anti-laminina

producido en conejo (Dako) y proteina A peroxidasa.

4.2.8. Union de Ias proteinas recombinantes purificadas a Plg
humano por ELISA.

Las proteinas DnaK, GlnA1l, Ag85B y HspX se cuantificaron por el método de Lowry
modificado y 1 ug de cada una de ellas se adsorbi6 a los pozos de placas de ELISA en 100 ul de
amortiguador de carbonatos pH 9.6 durante 16 h a 37°C. Los pozos se bloquearon con 300 ul de
BSA al 1 % en PBS-T durante 1 h a 37°C. La unién a Plg se realiz6 incubando a las proteinas
previamente inmovilizadas durante 1 h a 37°C con 100 ul de Plg Tug/ml en BSA al 1 % en PBS-
T. La placa se lavo 2 veces con PBS-T. La deteccion del Plg unido a la proteina recombinante se
realiz6 con 100 ul del anticuerpo policlonal antiPlg 1:1000 en BSA PBS-T durante 1 h también a
37°C. Finalmente la deteccién se hizo con 100 pl de proteina A peroxidasa diluida 1:2000 en
BSA PBS-T y después de lavar exhaustivamente con PBS-T, se revel6 con 150 ul de orto-
fenildiamina (Sigma) 0.4 mg/ml en amortiguador fosfato-citrato pH 5 que contenfa 0.4 ul/ml de
peréxido de hidrégeno al 30%. La reaccion colorimétrica generada se detuvo después de
transcurrir de 10 a 15 min con 50 ul de HCI 3N y posteriormente se ley6 a D.O.,, ... en un lector
de placas para ELISA (Thermolabsystems). Al igual que en el ligand blotting, el experimento se

realiz6 en presencia de EACA como inhibidor.
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4.3. Caracterizacion de la interaccion de Plg con Ia proteina Ag85B.

4.3.1. Modelo de Ia interaccion Plg-Lys.

Para evaluar cual de las lisinas presentes en Ag85 era capaz de mediar las interacciones
dependientes de lisina con los LBS del Plg, en colaboracién con la Dra. Blanca Ruiz y el Dr. Luis
Rosales, se realizaron ensayos de docking y modelaje molecular. Para ello, se emplearon las
estructuras del Ag85A y del dominio kringle 1 del Plg (Plg-K1).

Como ninguna de las proteinas del complejo Ag85 posee Lys C-terminal, estos ensayos se
llevaron a cabo usando como referencia la interacciéon Lys-LBS del complejo homodimérico del
kringle 2 (K2) del tPA (PDB ID:1TPK), la cual es un modelo funcional de interacciones entre el
LBS de un dominio K2 y una Lys interna del dominio adyacente. En este modelo se ha
caracterizado el microambiente y exposicion en la superficie de la Lys que interactia con el LBS.
Con base en este modelo, se analizaron las estructuras de las proteina del complejo Ag85, las
cuales se han resuelto por cristalografia de rayos X. Inicialmente, se analiz6 cada Lys presente en
las tres protefinas de Ag85 (Ag85A, PDB ID:1SFR; Ag85B, PDB ID:1FOP; Ag85C, PDB
ID:1DQZ) buscando las siguientes caracteristicas estructurales: (1) un area expuesta al disolvente
mayor a 130 A”. Este valor fue determinado con el programa NACCESS (NACCESS, version
2.1.1., 1996) considerando un area 30% menor que el 4rea de interfase. (2) La presencia de un
grupo carboxilo expuesto y (3) su posiciéon dentro de un asa. A partir de este analisis se
obtuvieron valores de probabilidad que permitieron comparar las caracteristicas entre las Lys. De
todas las Lys analizadas, se seleccioné a la Lys de la posicion 89 presente en Ag85A y Ag85B
como el mejor candidato para mediar la interaccion dependiente de Lys y sus coordenadas
fueron empleadas en un ensayo de docking manual entre Ag85A y el Plg-K1 (PDB ID: 1CEA).
Con la finalidad de evaluar el posible papel de la Lys 89 entre esas dos proteinas, se analizé la
estabilidad de los siguientes complejos: (1) el complejo entre Plg-K1 y Ag85B; (2) el complejo
Plg-K1 y la proteina mutante Ag85B™* y (3) el complejo Plg-K1 y la mutante de Ag85B™. El
afinamiento de cada complejo se llevé a cabo por dinamica molecular usando el programa
NAMD2 (Kalé et.al., 1999) con el campo de fuerza CHARMM19 (Brooks et.al., 1983). En la
configuracion del sistema se incluy6 el método de particula mesh Edwald (PME) para un rango
amplio de electrostatica (Darden etal.,, 1993), un punto de corte de 10 A para interacciones de

Van der Walls y condiciones periédicas alrededor que permitieran una distancia minima de 5 A
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desde el modelo hacia el borde de la caja. Todos los puentes que involucraran un atomo de
hidrégeno fueron constrefiidos utilizando el algoritmo SHAKE (Ryckaert et.al., 1977) para
permitir un paso de tiempo de 2 fs. Para generar el disolvente, una caja fue llenada con moléculas
de agua permitiendo una distancia minima de 15 A entre los complejos y los bordes de la caja, el
sobrelapamiento de las moléculas de agua fue removido usando el programa Visual Molecular
Dynamics (VMD) (Humphrey etal, 1996). El protocolo de afinamiento consistié en: (1)
minimizar la energfa a 2500 pasos; (2) dos ciclos de dindmica molecular (MD) (2.5 ps) y
minimizacién de energfa (2500 pasos), atomos de proteina fijos; (3) 2 ciclos de MD (2.5 ps) y
minimizacion de energfa (2500 pasos), atomos de carbonos alfa refrenados; (4) 2 ciclos de MD
no refrenados (2.5 ps) y minimizacion de energfa (2500 pasos). Para estudiar la estabilidad global
del complejo, el sistema disolvente/proteina fue equilibrado a 300 K por 2 ns de MD vy la

trayectoria de la simulacion fue muestreada cada 10 ps.

4.3.2. Produccién de las proteinas Ag85B, Ag85B'*" y Ag85B"%
recombinantes en forma soluble.

El gen Rv7886¢ fue amplificado por PCR como se mencioné anteriormente, se introdujo
una mutacion dirigida en el aminoacido 89 intercambiando la Lys por arginina (Arg) o por
alanina (Ala) mediante mutagénesis por PCR “overlapping” (de sobrelapamiento) con los
primers Fo: 5- GTTCTCCCGGCCGGGGC-3 Re: 5- CCTTCGGTTGATCCCGTCAGC-3.
Para amplificar el gen completo se utilizaron los mismos primers del Ag85B no mutante. Las
mutaciones se confirmaron por secuenciaciéon del producto de PCR. Los genes mutados se
clonaron en el vector pET15b. Como ya se tenfa clonado el gen de la proteina Ag85B en el
mismo vector, se transformaron células competentes de E. /i BL21(DE3) con las 3
construcciones pET15b-Ag85B, pET15b-Ag85B"” y pET15b-Ag85B™”. Para obtener de
manera soluble a las proteinas recombinantes y evitar la formacion de cuerpos de inclusién que
luego tienen que ser tratados bajo condiciones desnaturalizantes, la induccion de la expresion de
las proteinas recombinantes se realizé a una temperatura de 16°-18°C; para ello se realiz6 una
curva de crecimiento de la bacteria con la construccién a 37°C y se determiné que el mejor
tiempo para inducir era a las 5 hrs de crecimiento cuando todavia el crecimiento bacteriano esta
en fase logaritmica. En este tiempo, la temperatura se bajé a 16°C y la induccién de la expresion

de la proteina se llevé a cabo con 100 uM de IPTG. Las bacterias fueron cosechadas a las 10 h
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después de la induccion, lavadas con PBS y sonicadas en solucion de lisis (PBS pH 7.4 con 1mM
EDTA, 1mM benzamidina y 1mM aprotinina). El lisado bacteriano se centrifugd a 1,600 xg, se
separd el sobrenadante del pellet y ambas fracciones se analizaron por SDS-PAGE al 12%. La
purificacién de las proteinas solubles se realizé en condiciones no desnaturalizantes (50mM
NaH,PO,, 300mM NaCl, 10mM imidazol, pH 8) empleando una columna HisTrap Quelating
(GE Healthcare). En el programa para la elucién se adicioné un paso de 0 a 10 % del
amortiguador de elucién (50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 500mM imidazol, pH 8) y luego un
gradiente de 10 a 100 % del amortiguador de eluciéon. Después de ser analizadas por SDS-
PAGE, se juntaron aquellas fracciones que contenfan a la proteina de interés; estas fracciones se
dializaron contra el amortiguador 30 mM Tris pH 8 y se pasaron por una columna de
intercambio aniénico HiTrap Q HP (GE Healthcare) como segundo paso de purificacion, la
elucion se llevo a cabo mediante un gradiente de 0 a 100% del amortiguador 30 mM Tris pH 8,
NaCl 1M. Las fracciones obtenidas se analizaron por SDS-PAGE vy se juntaron aquellas de

mayor pureza, se hicieron alicuotas y se almacenaron a -70°C hasta su uso.

4.3.3. Determinacion de las constantes de afinidad Plg-Ag85B por
ELISA.

Para la determinacién de las constantes de uniéon a Plg, con las proteinas Ag85B vy

Ag85B"”, se adsorbieron diferentes concentraciones de proteina (100 ul de 0.1, 0.5, 1 o 5
ug/ml) a una placa de ELISA (Nunc Maxisorp). La concentracién de proteina se determiné
previamente por el método de Lowry modificado, aun asi, para asegurar que la cantidad de
proteina adsorbida en los pozos fuera igual para las 3 protefnas recombinantes, éstas se
detectaron con anticuerpo anti-His peroxidasa diluido 1:3000 (Roche), o bien, con el suero
hiperinmune anti-Ag85B diluido 1:1000 producido en este trabajo. Ia curva que se obtuvo con
las diferentes concentraciones de proteina detectada con el suero hiperinmune nos permitié
conocer la concentraciéon de saturaciéon para la adsorcion de proteina en el pozo de la placa de
ELISA. El ensayo de unién a Plg se realiz6 incubando las proteinas inmovilizadas con diferentes
concentraciones de Plg (0-2 uM) comercial (Roche) o Plg purificado preparadas en PBS. La
interaccion con Plg se detecté como se describié anteriormente en los ensayos de ELISA para las

proteinas recombinante. Los datos obtenidos se graficaron en funcién de la concentracion de

Plg. Los datos de concentracién de proteina Ag85B adsorbida se convirtieron de pg/ml a
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unidades de molaridad. Los datos de las lecturas de absorbancia a 492nm obtenidos para cada
concentraciéon de proteina adsorbida fueron convertidos a velocidades A492nm/min y
posteriormente graficados. Se realiz6 un ajuste manual por el método de Lineweaver-Burk o de
doble reciproco, y un ajuste no linear a la ecuacién hiperbdlica de Michaelis-Menten empleando
el software KaleidaGraph 4.0. Se tomé el valor de K7z como el correspondiente a la Kd, la
constante de afinidad. Como control se realizé una curva de unién a Plg con fibrindgeno y se

compararon las constantes obtenidas.

4.3.4. Purificacion de Plg a partir de plasma humano.

Para hacer la determinacion de las constantes de afinidad fue necesaria la purificacién de
Plg humano a partir de plasma humano. El plasma utilizado para ello fue una donacién del
Hospital de Cardiologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI IMSS. El plasma se descongeld
y suplement6 con inhibidores de proteasas y se centrifé para separar el material insoluble. El
sobrenadante se diluy6 con agua estéril 1:1, se filtré con papel whatman y se preparé para hacer
la purificacion de Plg por cromatografia de afinidad, para lo cual se emple6 una columna de Lys-
sefarosa (Amersham Biosciences) que se equilibré en el amortiguador 20 mM fosfato pH 7.4, 0.5
M NaCl y 10 KIU/ml de aprotinina. El sobrenadante del plasma filtrado se aplicé a la columna y
posteriormente ésta se lavé toda la noche con el amortiguador A que contiene 50 mM fosfato
pH 7.4, 80 mM NaCl y 10 KIU/ml de aprotinina. El Plg unido a la columna fue eluido con
amortiguador B o de elucién que es el amortiguador A suplementado con 100 mM de EACA. Se
colectaron fracciones de 1.5 ml las cuales fueron analizadas por SDS-PAGE y por Western Blot
empleando el anticuerpo policlonal antiPlg. Las fracciones que contenfan el Plg se juntaron y se
pasaron por una columna de filtracion en gel (Sephadex G-25) para eliminarles el EACA. Las
fracciones de esta ultima cromatografia se liofilizaron y resuspendieron en amortiguador 50 mM

fosfatos pH 7.4 y se cuantificaron por el método de Lowry modificado.
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4.4. Ensayos de Activacion de Plg humano

4.4.1. Ensayos de Activacion de Plg humano unido a las proteinas
recombinantes inmovilizadas.

Las protefnas recombinantes y las proteinas del ES se inmovilizaron en una placa de
ELISA (Nunc Maxisorp) adsorbiéndolas en amortiguador de carbonatos 100 mM pH 9.6
durante toda la noche a 37 °C. Se les incub6 con 6 pg/ml de Plg humano (Roche) durante 2h a
37 °Cy después se lavo la placa 3 veces con PBS para eliminar el Plg no unido a las proteinas. A
continuacién se incubé cada pozo a 37 °C con 3 ng de tPA para activar el plg unido a las
proteinas y se adicioné 0.25 mM de un sustrato cromogénico especifico para Plm, Chromozym
PL (Roche). Mediante la degradacion del sustrato colorimétrico se determino la actividad de Plm
generada y unida a cada proteina recombinante, el color liberado por el sustrato fue medido a
diferentes intervalos de tiempo a D.O. .5 ... También se realizé la incubaciéon con Plg en

presencia del inhibidor EACA.

4.4.2. Ensayo de Activacion de Plg por tPA en presencia de las
proteinas de M. tuberculosis.

Para los ensayos en solucion se utilizaron placas de microtitulacién (Thermolabsystems),
se adicionaron: Plg 6 ng/ml, tPA 3 ng y Chromozym 0.25 mM. La actividad de Plm generada por
la conversion del Plg por tPA se monitore6 a D.O. ... Este ensayo de activacion de Plg por
tPA se evalué en presencia de las proteinas del ES de M. tuberculosis y de las proteinas
recombinantes purificadas. La activaciéon de Plg a Plm también se evalud en ausencia o presencia
de diferentes concentraciones del inhibidor EACA, desde 0.1 hasta 50 mM. Todo esto en un
volumen final de 200 ul en amortiguador Tris 50 mM pH 7.4. Los valores de D.O. se
normalizaron con respecto a la Plm generada por el tPA solo, obteniendo asi las unidades
relativas expresadas como el nimero de veces la actividad de Plm generada por tPA. Se

compararon dos concentraciones de ES 2.5 pug y 5 ug de proteina por pozo.
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Capitulo 5

Resultados

5.1. Identificacion de proteinas de union a Plg en M. tuberculosis.

5.1.1. Electroforesis Bidimensional y Ligand Blotting

omo se describi6 en el trabajo de Monroy et.al. en el 2000, los estudios z vitro

hicieron evidente la interaccion del Plg humano con la bacteria completa y con

las proteinas de M. tuberculosis. Sin embargo, la identidad de dichas proteinas
permaneci6 sin estudiarse debido a las limitantes de las técnicas de separacién y resolucion
entonces disponibles. Actualmente, las herramientas de proteémica en combinacion con el Jgand
blotting nos permiten identificar interacciones de proteinas mediante el uso de geles
bidimensionales. Esta forma de identificacién ya habia sido utilizada previamente por Crowe y
colaboradores en el 2003 para la identificacién de proteinas de union a Plg en Candida albicans. De
manera similar, nosotros identificamos proteinas de uniéon a Plg empleando tres fracciones
proteicas de M. tuberculosis: 1a fraccién proteica soluble del lisado celular, denominada extracto
soluble (ES); la fraccién de las proteinas que son secretadas al medio de cultivo, denominada
filtrado de cultivo (FC); y la fraccion proteica insoluble que contiene a las proteinas de la pared
celular (PC). Las proteinas de cada fraccién se separaron mediante geles bidimensionales y se
transfirieron a membranas de PVDF. Las membranas con el perfil proteico de doble dimension

(2D) se tifieron con azul de Coomassie o bien se emplearon para biots, los cuales se incubaron
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con Plg humano. Los resultados revelaron un gran ndmero de puntos o manchas que
potencialmente pueden ser PlgRs. En la Figura 5.1 A y D se muestran las protefnas de las
fracciones ES y FC tefiidas con azul de Coomassie. En la Figura 5.1 B y E se muestran aquellos
puntos que reaccionaron con Plg. Se determiné que un punto era positivo a Plg si
consistentemente aparecia en 3 blots reproducibles de cada fraccion. La especificidad de la unién
a Plg se demostr6 cuando las membranas 2D se incubaron con Plg en presencia del analogo de
lisina EACA, como se observa en la Figura 5.1 C y F. En este ensayo la reactividad de la mayoria
de los puntos desaparecio y la de otros se redujo considerablemente dejando solamente un fondo
producto del anticuerpo antiPlg. Esto confirmé lo que se habia observado en el SDS-PAGE de
una dimension en el trabajo de Monroy et.al., en donde la interaccién de las proteinas de M.
tubercnlosis con el Plg humano se inhibié con EACA, indicando la participacion de los LBS de los

dominios kringle del Plg en la interaccién con la micobacteria.

Como se muestra en las figuras 5.2B y 5.2D, se identificaron 57 puntos que unieron Plg en
la fraccion ES, 22 en la fraccién FC y alrededor de 50 en la fracciéon PC (Figura 5.3). Se encontrd
que algunas protefnas aparecieron en las 3 fracciones de manera consistente, a la altura de 66, 55
y 31 kDa, lo que también correspondié con las bandas observadas en el /gand blot del SDS-
PAGE de una dimensién reportada en el 2000 (Monroy et.al., 2000).
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Figura 5.1 Proteinas del ES y FC de Mycobacterium tuberculosis separadas por electroforesis de doble
dimensiéon (2D SDS-PAGE) y transferidas a membranas PVDF. A y D. Membranas tefiidas con azul de
Coomassie. B y E. Membranas incubadas con Plg lug/ml, antiPlg 1:1000 y proteina A peroxidasa 1:2000. C y F.
Membranas incubadas con Plg y 100 mM EACA. A, B y C corresponden a las proteinas el ES. D, E y F
corresponden a las protefnas del FC.
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Resulta evidente la abundancia de algunas proteinas como la mancha 7 en el ES o la
mancha 1 en el FC cuya reactividad con Plg es clara. En la figura 5.2A se observan otros puntos
o manchas que corresponden a proteinas abundantes, sin embargo no unen Plg, lo que

demuestra también la especificidad de la interacciéon. Un ejemplo de ello es la mancha cercana al

punto 56 en el ES.
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Figura 5.2 Identificacion de los puntos que unen Plg. A. y B. Membranas tefiidas con azul de Coomassie. C. y
D. Blots en los que se identifica a los puntos que reaccionaron con Plg. Los puntos identificados por MS o N-
terminal se muestran encerrados en circulos enumerados para resaltar su correspondencia entre membranas. Se
consideré a un punto como positivo sélo si éste aparecié en 3 réplicas del blot. A y C proteinas del ES. B y D
proteinas del FC.
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De la fraccion PC no se determiné la identidad de las proteinas que unieron Plg, sin
embargo el perfil proteico de los puntos que reaccionaron con Plg es muy parecido al de ES y
FC. El principal resultado en este ensayo fue haber obtenido una separacién 6ptima de las
proteinas a partir de una muestra insoluble como esta que puede incluir a proteinas de la pared

celular.
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Figura 5.3 Proteinas de la fraccion PC de Mycobacterium tuberculosis separadas por 2D SDS-PAGE y
transferidas a membranas PVDF. A la izquierda se muestra la membrana teflida con azul de Coomassie. A la
derecha el blot incubado con Plg. De esta fraccién no se hizo identificacién.

Los puntos de las fracciones ES y FC que reaccionaron con Plg se identificaron en geles
paralelos tefiidos con azul de Coomassie. A partir de ellos se cortaron los puntos y se determind
la identidad de las proteinas mediante degradacion de Edman o secuencia del extremo N-
terminal o mediante espectrometria de masas acoplada a cromatografia liquida (LC/MS/MS). De

todos los puntos reconocidos, sélo se obtuvo claramente la identidad de 15 proteinas.

La identificacién correspondiente a las proteinas de M. zuberculosis que unen Plg se presenta

en la Tabla 2.

De las 15 proteinas identificadas, una sélo se reconoce por su capacidad inmunogénica,
otra corresponde a una proteina que forma parte de la estructura del proteasoma; dos son
chaperonas, proteinas de estrés calérico; y las 11 restantes corresponden a enzimas que
participan en distintos procesos del metabolismo, lo que corresponde al 73% de las proteinas

identificadas.
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Tabla 2. Identificacion de las proteinas de unién a Plg en Mycobacterium tuberculosis.

. Peso
. Gen en M. . Secuencia Punto
Numero . ie : Método de . molecular P
a Proteina Identificada tuberculosis cgs c. ¢ N-terminal g Isoeléctrico
de spot Identificacion . . d teodrico .
H37Rv identificada pl teérico
(kDa)
ES: 7 DnaK (Proteina de 2 15
FC 1 choque térmico Hsp70) Rv0350 N-term, MS ARAVGIDLGTTNSV 66.8 4.6
ES: 12 GInA1 (Glutamina 2 1
FC: 2 sintetasa Al) Rv2220 N-term, MS TEKTPDDVFK 53.5 4.8
ES:14&15 SahH (S-Adenosil-L- 1 17
FC:3&4 homocisteina hidrolasa) Rv3248c N-term, MS XLTPDVR 54.3 4.8
ES:16° Lpd  (Dihidrolipoamida
FC:5 deshidrogenasa) Rv0462 MS 49.2 57
FC: 6 Icl (Isocitrato liasa) Rv0467 MS 47.1 4.8
EF-Tu (Factor de
FC: 8 elongacion TU regulado  Rv0685 MS 43.6 5.1
por hierro)
. MetK (Metionina . 2 13
ES: 17 adenosiltransferasa) Rv1392 N-term XEKGRLFTXEXV 43.0 4.7
ES:34° Fba (Fructuosa-bifosfato
FC 11 aldolasa) Rv0363c MS 36.5 5.6
ES:
40 41.42 43 A985A,lA9858, y Ag85C
&"14 e Complejo Antigeno 85 Rv3804c 35.7 6.5
Fo- (Micolil transferasas, Rv1886¢c N-term, MS 2FSRPGLPVEY™ 34.6 5.7
) proteinas de unibn a Rv0129c 36.7 6.3
13,14,15,16 fibronectina,)
& 18 ’
Mpt51 (Proteina
ES: 50 relacionada al complejo
Fo: 20 Antigeno 85, micolil  Rv3803c N-term, MS 2APYENLMVPS™ 31.1 6.6
: transferasa, proteina de
unién a fibronectina D)
ES: 39 PreB (Subunidad beta g 5110¢ N-term STTIVALKYPG® 30.3 44
FC: 19 del proteasoma)
ES: 48 Mpted ~ (Proteina o 19800 N-term, MS 2APKTYCEELK™ 24.8 4.6
FC: 21 inmunogénica)
ES: 57 GroES (Chaperonina de o344, N-term 2AKVNIKPLED™ 10.8 43

10 kDa, Hsp10)

aNamero correspondiente a los puntos mostrados en la figura 5.2, fraccion ES o fraccion FC.

b El nimero subrayado corresponde a un punto que no fue identificado por MS o N-term, pero se considerd ser la misma proteina identificada en otra fraccion por
correlacion de su posicion después del anlisis de las imagenes entre fracciones.

¢ Se designd como N-term, si la identificacion se realizé por degradacion de Edman. Se designo MS, si la identificacion se realizé por anlisis por espectrometria
de masas.

d41os nmeros que flanquean la secuencia corresponden a la posicién de los aminoécidos en la secuencia completa de la proteina.
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5.1.2. Obtencion de las proteinas de M. tuberculosis recombinantes
en E. coli.

Para demostrar el papel individual de algunas de estas proteinas en la interacciéon con Plg,
se seleccionaron 3 de las 15 proteinas identificadas. Se tomaron como criterios de seleccion los
siguientes aspectos: que las proteinas mostraran una reactividad muy fuerte con Plg; que
estuvieran presentes en las fracciones ES y FC; y que hubieran reportes previos de que estas
proteinas son secretadas o bien se localizan en la superficie de la micobacteria (Rosendkrands
et.al, 2000 (a); Rosenkrands et.al., 2000 (b); Harth et.al.,, 1994). De acuerdo a lo anterior, las
proteinas seleccionadas fueron: DnaK, GInAl y un miembro del complejo Ag85, el Ag85B, por
ser el mas abundante sobre Ag85A y Ag85C. Las proteinas seleccionadas se muestran en la
Figura 5.4. Puede notarse la presencia de isoformas de la proteina GlnAl a lo largo del mismo
peso molecular. Se eligié también a una protefna que funcionara como control negativo, la

HspX, que es una proteina abundante pero que no une Plg.
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Figura 5.4 Proteinas de unién a Plg. Las proteinas que fueron seleccionadas para su caracterizacién en este
estudio estan presentes en las fracciones ES (A y B) y FC (C y D). HspX se seleccioné para usarse como un control
negativo por ser una proteina abundante que no une Plg.
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Para poder caracterizar la interaccién de Plg con cada una de las proteinas seleccionadas, se
utilizé6 como estrategia producirlas como proteinas recombinantes en E. co/.

Debido a que se cuenta con la secuencia completa del genoma de M. uberculosis (Cole et.al.,
1998), fue posible amplificar los genes codificantes para las proteinas GlnAl y Ag85B a partir del
DNA genémico de la cepa de M. tuberculosis H3TRv, éstos se clonaron en un vector de expresion
procarionte para sobreexpresar las proteinas en E. w/i. La construccion se disefi6 adicionando un
tallo de histidinas para facilitar la purificacién de la proteina mediante cromatografia de afinidad a
niquel, la cual se realizé6 en condiciones desnaturalizantes ya que la sobreexpresion generé la

induccion de cuerpos de inclusion.

Figura 5.5 Purificacién por cromatografia de afinidad de la proteina Ag85B de M. ruberculosis
recombinante en E. coli. A. Cromatograma de la purificacién de Ag85B al pasar el extracto soluble (ES) de E. w/i
por una columna de niquel, la proteina se eluyé con un gradiente de imidazol (linea roja: gradiente de 0 a 100% del
amortiguador de elucién); se indican las fracciones (F) colectadas y enumeradas de acuerdo al grafico de densidad
optica de proteina (linea azul). B. y C. Andlisis por SDS-PAGE al 12% de las fracciones obtenidas en la
cromatografia de afinidad; 1) Protefnas del ES de E. w/. 2) ler lavado de los cuerpos de inclusion (CI). 3) 2° lavado
de los CI. 4) CI lavados y solubilizados. 5) fraccién 1 6 F1 de la cromatografia. 6) F2-F6. 7) F7-F9. 8) F10-F13. 9)
F14-F18. 10) F19. 11) F20. 12) F21. 13) F22-F26. 14) F27. 15) F28. 16) F29. 17) F30. 18) F31-35.
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En la Figura 5.5 se muestra el cromatograma y las fracciones obtenidas durante la
purificaciéon de la proteina Ag85B. En la figura 5.5B se observa en el carril 4 del gel la
sobreexpresion de la proteina a la altura de 31 kDa. La proteina tuvo que ser renaturalizada al
final de la cromatografia mediante dialisis. Se siguieron los mismos pasos para la expresion y
purificacion de la proteina GInAl (no mostrado). Las proteinas DnaK y HspX recombinantes se

obtuvieron por donacion.

5.1.3. Union de las proteinas recombinantes purificadas a Plg
humano, fibronectina y laminina por Ligand Blotting.

Con las proteinas recombinantes purificadas se evalué la capacidad de éstas para unir Plg
humano, fibronectina (Fn), y laminina (no mostrado). Las proteinas DnaK, GInAl y Ag85B
fueron resueltas por SDS-PAGE vy transferidas a membranas PVDF. La interaccion con Plg, Fn
y laminina se evalu6 por Jigand blotting. Los resultados confirmaron la capacidad de estas proteinas
para unirse a Plg como se muestra en la Figura 5.6B. La proteina HspX, conocida como alfa
cristalina, la cual también se produjo de manera recombinante en E. e/ y se purificd por afinidad
a niquel, no uni6 Plg a pesar de que contiene numerosas lisinas a lo largo de su secuencia. El blot

también se realizé en presencia de EACA y no mostr6 uniéon a Plg (datos no mostrados).

Figura 5.6 Ligand Blot con las proteinas recombinantes. Aproximadamente 2 pg de cada proteina purificada
fueron resueltos por SDS-PAGE al 12 %. A. Membrana tefiida con azul de Coomassie. B. Membrana incubada con
Plg, revelada con antiPlg y Proteina A peroxidasa. C. Membrana incubada con Fn, revelada con antiFn y Proteina A
peroxidasa. 1. DnaK, 2. GlnA1, 3. Ag85B, 4. HspX se incluyé como control negativo, la proteina fue producida en
condiciones similares a las otras recombinantes.
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Al evaluar la interaccién con Fn (Figura 5.6C), la proteina DnaK mostré una capacidad
casi nula para interactuar con Fn. Sin embargo, en el caso del Ag85B, se pudo confirmar la
interaccion con esta proteina de MEC reportada previamente (Abou-Zeid etal, 1988).
Interesantemente, la proteina GInAl mostré una gran reactividad con Fn lo cual no se habia
descrito con anterioridad.

En el blot con laminina s6lo GInA1 mostr6 una ligera reactividad (no mostrado).

5.1.4. Union de las proteinas recombinantes purificadas a Plg
humano por ELISA.

Las proteinas del ES o las proteinas recombinantes fueron adsorbidas a placas de ELISA y
evaluadas cuantitativamente en su unién a Plg. Al igual que el ES, las 3 proteinas recombinantes
unieron Plg en contraste con las protefnas control HspX o BSA. En comparaciéon con
fibrinégeno, DnaK y Ag85B unen aproximadamente 23% del Plg que une fibrinbgeno, mientras
que GInA1l une alrededor del 35% del Plg que une fibrin6geno. En presencia de EACA la unioén
se ve completamente inhibida permaneciendo soélo el fondo que produce el anticuerpo (Figura

5.7).
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Figura 5.7 Unién de las proteinas recombinantes de M. tuberculosis a Plg. 5 ug de protefnas del ES o 1 ug de
cada proteina recombinante fueron adsorbidos a placas de ELISA. Las proteinas inmovilizadas fueron incubadas con
1 pug/ml de Plg en ausencia y presencia de 100 mM de EACA. La interaccion fue detectada con el anticuerpo antiPlg
y Proteina A peroxidasa. El porcentaje de unién se determiné con base en la D.O.4920m Obtenida para la unién de Plg
con lug de fibrinégeno adsorbido al pozo.
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5.1.5. Activacion por tPA del Plg unido a las proteinas de M.
tuberculosis inmovilizadas.

Para determinar si el Plg unido a las proteinas es activable a Plm, se disefié un ensayo en el
que las proteinas se adsorbieron a una placa de ELISA. Después de bloquear, las proteinas se
incubaron con Plg para permitir su unién y el Plg no unido se eliminé con lavados exhaustivos.
De esta manera sélo se activo a PIm el Plg unido empleando el activador fisiologico tPA. Los
resultados en la Figura 5.8 mostraron que el Plg unido a las proteinas recombinantes conserva su
capacidad para ser activado a Plm, por lo que la interaccién no interfiere en la activacion. Los

controles negativos no unieron Plg por lo tanto no tienen actividad de Plm asociada.
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Figura 5.8 Activacion del Plg unido a las proteinas recombinantes de M. tuberculosis. las proteinas
recombinantes fueron adsorbidas en placas de ELISA e incubadas con Plg humano, éste fue eliminado lavando los
pozos y a continuaciéon se incubé con el activador de Plg tPA para convertir el Plg unido a Plm. La actividad de Plm
se monitore6 después de 18 horas mediante el color emitido por un sustrato cromogénico especifico para Plm.
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5.1.6. Activacion de Plg por tPA en presencia de las proteinas de M.
tuberculosis, ensayo en solucion.

Durante la fibrindlisis, la activacién de Plg a Plm es mediada y potenciada por tPA cuando
ambos Plg y tPA se unen a fibrina. En algunos ensayos de activacion de Plg en solucién se ha
demostrado que la activacion de Plg catalizada por tPA se incrementa en presencia de elementos
bacterianos como el flagelo de E. ¢/ (Lihteenmiki et.al., 1993). Para evaluar el papel de las
proteinas de M. tuberculosis en la activacion de Plg a Plm, se activé en solucién Plg humano por
tPA en presencia de las proteinas del ES y del FC (Figura 5.9). Se encontré que las proteinas de
las dos fracciones proteicas ES y FC de la micobacteria aumentan casi 6 o 7 veces la activacion
de Plg a PIm mediada por tPA, mostrando un efecto cofactor en la activacion. Como se observa
en la Figura 5.9 la actividad de Plm generada es dependiente de la concentracion de proteina de
ES o de FC presente en solucién. Este efecto es abatido cuando se afiade la presencia del

analogo de lisina EACA demostrando la participacion de los LBS en la activacion (Figura 5.10).

Actividad relativa de Plasmina
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Figura 5.9 Activacién del Plg mediada por tPA en presencia de las proteinas de M. ruberculosis. El Plg
humano fue convertido a Plm con tPA en presencia de diferentes concentraciones de ES o FC (0.15 a 2.5 ug de
proteina por pozo), la actividad de Plm fue medida mediante la degradacion de un sustrato cromogénico y leida a los
30 min a A4os nm. La actividad obtenida fue normalizada con respecto a la actividad que genera tPA sin la presencia de
protefnas micobacterianas.
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El EACA compite por los LBS del Plg e impide que éste se una a las proteinas
recombinantes. La potenciacion de la activacion disminuy6 hasta el valor de PIm generado sélo
por el tPA con la presencia de 50 mM de EACA, lo que indica que la interacciéon mediada por los

LBS es importante para favorecer la activacion de Plg mediada por tPA.
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Figura 5.10 Inhibicion de la activacion del Plg mediada por tPA en presencia de las proteinas de M.
tuberculosis. El Plg humano fue convertido a Plm con tPA en presencia de 2.5 y 5ug de ES. El ensayo de
activacion de Plg en solucién se realizé en presencia de diferentes concentraciones de EACA (0.125-50 mM), el
efecto de aumento de la activaciéon de Plg mediada por tPA por las proteinas micobacterianas fue inhibido hasta
obtener solo la actividad de Plm correspondiente a la generada por el tPA solo. La actividad de Plm fue evaluada
mediante la degradacién de un sustrato cromogénico y leida a Aosam.

Con cada una de las 3 proteinas DnaK, GInAl y Ag85B recombinantes, se realizaron
también ensayos de activacion de Plg en solucién. Sin embargo no se encontrd que la presencia

de las proteinas recombinantes potenciara la activacion de Plg mediada por tPA.
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5.2. Caracterizacion de Ia interaccion de Plg con Ia proteina Ag85B.

5.2.1. Identificacion del sitio de union a Plg, papel de las Lys
internas.

Con el conocimiento de que los LBS del Plg estin participando en la interaccion, se
esperaba que el sitio blanco de unién a Plg en las proteinas micobacterianas incluyera lisinas
(Lys). En la fibrindlisis, las Lys C-terminal de la fibrina potencian la activacién del Plg a Plm
mediada por tPA, y en algunos PlgRs bacterianos se ha logrado identificar a la o las Lys que
participan en la interaccion como en la a-enolasa en el grupo A de estreptococos (Bergmann
etal.,, 2003). En esta proteina inicialmente se describié que la Lys del extremo C-terminal era la
que mediaba la interacciéon con Plg y mas tarde se demostré que otras dos Lys internas también
desempeniaban un papel importante en la unién del zimégeno (Derbise et.al., 2004).

Al analizar las secuencias de las proteinas identificadas en la Tabla 2, se encontré que
algunas de las proteinas presentan una Lys C-terminal, DnaK, EF-Tu, PrcB y GroES. De
acuerdo a los resultados mostrados con las proteinas recombinantes en los que se confirma la
interaccion de las proteinas de M. tuberculosis con Plg, en la proteina DnaK es posible que la Lys
C-terminal se encuentre involucrada en la interaccion con Plg, sin embargo, la proteina GlnAl y
las proteinas del complejo Ag85 no presentan Lys C-terminal, por lo que se sugirié que algunas

Lys internas estarfan mediando la interaccion.

Con la finalidad de identificar la regiéon de unién a Plg al menos en una de las proteinas
evaluadas, se aprovecharon las herramientas de bioinformatica, estructura cristalografica y
modelaje molecular para determinar a la Lys o las Lys que potencialmente estarfan involucradas
en la interaccion con los LBS del Plg. Para identificar a estas Lys en las proteinas
micobacterianas, se tomé la informacién de la estructura homodimérica del kringle 2 (K2) del
tPA. En este dimero queda de manifiesto la interacciéon del LBS del K2 del tPA con una Lys
interna de un dominio K2 vecino, el grupo carbonilo de la Lys se encuentra expuesto al LBS por
encontrarse este residuo de aminoacido siendo parte de un asa en la estructura del dominio. Los
datos de la posicion de la Lys con respecto al resto de la molécula, se tomaron como modelo
para buscar Lys con caracteristicas similares en las proteinas de M. tuberculosis. Con esta

informacién se analiz6 en las proteinas del complejo Ag85: Ag85A, Ag85B y Ag85C a cada Lys

w % &

Facultad de Quimica UNAM



Xolalpa W.

Resultados

presente en la molécula y que probablemente mediarfa la uniéon con Plg. Los resultados

correspondientes a cada Lys de cada una de las proteinas se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3. Valores tedricos del analisis de cada Lys en la estructura de las proteinas del

complejo Ag85.
Ag85A
PDB NUM  AIlABS AIIREL Side Side mC mC
ID:1SFR ABS REL ABS REL
K 23 48.620 24200  44.950 27.500 3.670 9.800
K 89 182.060 90.700  151.260 92.600 30.800 82.100
K 96 57.300 28.500 57.300 35.100 0.000 0.000
K 116 59.710 29.700 58.840 36.000 0.870 2.300
K 175 113.800 56.700  113.500 69.500 0.310 0.800
K 183 140.120 69.800 120.910 74.000 19.210 51.200
K 199 89.940 44.800 89.940 55.100 0.000 0.000
K 215 123.050 61.300 123.050 75.300  0.000 0.000
K 227 64.510 32100 61.320 37.600 3.190 8.500
K 239 86.880 43.300 84.180 51.600 2.700 7.200
K 275 53.300 26.500 53.300 32.600 0.000 0.000
Ag85B
PDB NUM  AIIABS AIREL Side Side mC MC
ID:1FOP ABS REL ABS REL
K 23 55.130 27.500 53.040 32.500 2.090 5.600
K 89 175.800 87.500 144.780 88.700 31.020 82.700
K 96 68.390 34100 68.390 41.900 0.000 0.000
K 116 67.780 33.800 67.090 41.100 0.690 1.800
K 175 103.390 51.500 103.390 63.300 0.000 0.000
K 199 87.770 43.700  86.920 53.200 0.840 2.200
K 239 126.380 62.900 124.020 75.900 2.350 6.300
K 275 67.970 33.800 67.970 41.600  0.000 0.000
Ag85C
PDB NUM AllABS AIIREL Side Side MC MC
ID:1DQZ ABS REL ABS REL
K 23 53.810 26.800 50.470 30.900 3.340 8.900
K 94 54.590 27.200  54.590 33.400 0.000 0.000
K 111 77.780 38.700  46.670 28.600 31.110 82.900
K 187 126.200 62.800  125.890 77100 0.310 0.800
K 225 70.790 35.300 66.740 40.900 4.040 10.800
K 273 50.380 25.100 50.380 30.900 0.000 0.000
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A partir de este analisis, se encontré que de las 11 y 8 Lys presentes en las moléculas de
Ag85 Ay B, respectivamente, la Lys de la posicion 89 se encuentra en un asa y muestra casi un
90% de exposicion en la superficie (Figura 5.11), lo que la hace un candidato de unién para los
LBS tanto del Plg como del tPA. En Ag85C, no hay Lys en la posicion 89, la Lys de la posicion
111 es la que podria tener alguna interaccion con LBS dado los datos teéricos (Tabla 3, columna

MC REL).

De acuerdo con lo anterior, se determiné modelar 7 silico las interacciones entre un kringle
del Plg y mutantes de la proteina Ag85B, sustituyendo a la Lys de la posicién 89 por arginina
(Arg89), un aminoacido que mantendria la carga positiva en el sitio de unién, o bien, para

eliminar el efecto de carga, sustituirla por alanina (Ala89).
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Lys#
(Ag85A Ag85B)

Figura 5.11 Representacion esquematica de las estructuras de las proteinas miembros del complejo Ag85.
A. Alineamiento estructural de las protefnas Ag85A, Ag85B y Ag85C, el listén que representa la cadena principal de
las protefnas se encuentra coloreado de acuerdo a la posicién en un gradiente rojo-verde-azul, estructuras
sobrelapadas. La Lys89 solo se encuentra en Ag85A y Ag85B. B. La Lys89, la cual fue propuesta como sitio de unién
al plg de acuerdo a nuestros analisis tedricos, se muestra a manera de superficie accesible al solvente. El circulo en la
parte inferior izquierda muestra la accesibilidad de la Lys89 en relacion a la superficie de los residuos vecinos.
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5.2.2. Modelaje de Ia Interaccion Ag85B y Plg

La interaccion de la proteina nativa o proteinas mutadas con Plg fue modelada mediante
ensayos de docking y dinimica molecular. El ensayo de docking se llev6 a cabo entre la proteina
Ag85B o sus variantes mutantes (Ag85B**¥, Ag85B***) y el dominio kringle 1 (IK1) del Plg. Esto
se muestra en la Figura 5.12, al inicio del ensayo las estructuras se encuentran alineadas en un
mismo plano, durante el docking, la estructura del K1 se acopla manualmente a la estructura del
Ag85B manteniendo fija la estructura de este ultimo. Cuando el aminoacido de la posicion 89 se
cambia, el acoplamiento de la estructura del K1 también cambia. En la Figura 5.12 se observa
que al final del ensayo, si se mantiene la estructura del Ag85B en el mismo plano, el K1 cambia

su posicion con respecto al plano original.

Figura 5.12 Modelo de la interaccion del Kringle 1 del Plg con Ag85B y sus variantes mutadas. La estructura
del K1 del Plg fue acoplada por docking molecular a las estructuras del Ag85B y de sus variantes mutantes Ag85Bs%
y Ag85B#, Las estructuras de cada interaccion se muestran sobrelapadas, al inicio se encuentran alineadas y al final
del ensayo la estructura del K1 se mueve notablemente de su posicién. En verde agua se muestra la interaccién con
Ag85B (protefna nativa); en azul y en naranja se muestran las interacciénes con Ag85B¥e% y Ag85B8
respectivamente. El circulo amarillo sefiala el sitio de la mutacién.
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El analisis por dinamica molecular, demostré la importancia de un solo aminoacido en la
interaccion de Ag85B y Plg. Al final de la dinamica molecular, la interfaz entre Ag85B silvestre y
Plg se mantiene estable mientras que la interaccién con Ag85B™*” disminuye a pesar de que la
carga positiva se mantiene. En la interfaz con Ag85B™ se hace mas evidente la separacién entre
las moléculas (Figura 5.13). Con este anilisis se predijo que la interaccién con las proteinas

mutantes no tendrfan la misma afinidad a Plg que la proteina silvestre.

Figura 5.13 Dinamica molecular de la interaccion entre el K1 del Plg y Ag85B o las proteinas mutadas. Del
lado izquierdo se muestra la interaccion inicial con cada proteina antes de iniciar la dinamica molecular. La columna
de la derecha muestra la interaccion al final de la dinamica molecular. E1 K1 del Plg resalta en color azul mientras que
en rojo se muestra el Ag85B (A) o las mutantes Ag85Barg89 (B) y Ag85Bala89 (C).
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5.2.3. Mutagénesis, clonacion, expresion y purificacion de Ag85B,
Ag85B"¢% y Ag85B"%.

Para demostrar que esta Lys de la posicion 89 tiene un papel importante en la unién a Plg y
confirmar lo predicho por docking molecular y la dindmica molecular, se intercambi6 la Lys 89
por Arg o por Ala mediante mutagénesis por PCR de sobrelapamiento. Los genes amplificados y
mutados se clonaron en un vector de expresion procarionte tal como se realizé para la obtencion

de las proteinas recombinantes previamente evaluadas.
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Figura 5.14 Purificacion de la proteina recombinante Ag85B por cromatografia de afinidad a niquel. A.
Cromatograma de la purificacion de la proteina Ag85B recombinante. El sobrenadante del lisado bacteriano se aplico
a una columna de niquel, la proteina se eluyé con imidazol y se colectaron fracciones de 1 ml. El eje Y muestra la
deteccion de protefna con luz UV en miliunidades de absorbancia (mAU). El eje X muestra el volumen que pasa por
la columna (ml). B. Analisis por SDS-PAGE al 12 % de las fracciones que corresponden al pico de la proteina eluida.
El gel se tifi6 con azul de Coomassie.
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A diferencia de lo que se hizo en la produccion de las proteinas anteriores, las proteinas
recombinantes de Ag85B silvestre y mutadas se indujeron y expresaron de manera soluble en E.
coli y se obtuvieron con mayor pureza por cromatografia de afinidad a niquel y cromatografia de
intercambio i6nico como paso adicional en la purificacion. En las Figuras 5.14 y 5.15 se muestran
solamente las cromatografias de la purificacion de Ag85B pero el mismo procedimiento se aplico

para la obtencion de Ag85B"** y Ag85B**.
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Figura 5.15 Cromatografia de intercambio i6nico. A. Las fracciones colectadas en la cromatografia de afinidad se
dializaron y se pasaron por una columna de intercambio aniénico (matriz Q). Las fracciones se eluyeron con un
gradiente de NaCl. El eje Y muestra la deteccién de proteina con luz UV en miliunidades de absorbancia (mAU). B.
El pico mas grande que se observa en el gradiente de eluciéon corresponde a la proteina de interés. Se colectaron y
juntaron las fracciones 12y 13 por tener la maxima pureza como se muestra en el gel. La purificacién se llevé a cabo
en un equipo Akta FPLC.
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5.2.4. Ensayos de unién a Plg con las proteinas Ag85B, Ag85B¢% y
Ag85B"%,

Con las proteinas purificadas se realizaron ensayos de unién a Plg por Jgand blotting y por

ELISA.

5.2.4.1. Ligand Blotting

Como puede observarse en la Figura 5.16, la unién a Plg por lgand blotting se ve disminuida
en Ag85B™” y Ag85B™* comparada con Ag85B silvestre. También se evalué la unién de Fn a

las proteinas, la cual parece no ser afectada con la mutaciéon como se ve en la Figura 5.16B.

kDa
Coomassie AntiHis Plg Fn

Figura 516 Ligand Blot de las proteinas recombinantes Ag85B y proteinas mutadas. Las proteinas
purificadas fueron resueltas por SDS PAGE al 12% y transferidas a membranas PVDEF. La proteina fue cuantificada
por el método de Lowry modificado y 1 pg de cada proteina recombinante se cargd en el gel. A. Izquierda, blot
tefiido con azul de Coomassie. Detecha, blot incubado con Plg 1pg/ml, antiPlg 1:1000 y proteina A peroxidasa
1:2000. B. Se muestra también la incubacion con Fn y con el anticuerpo anti histidina. 1. Ag85B. 2. Ag85Bxs®. 3.
Ag85B 489,
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5.2.4.2. Ensayos de union en placa de ELISA

Al evaluar la unién de Plg a las proteinas recombinantes Ag85B silvestre y proteinas
mutadas mediante ELISA, se observé también una disminucién de la unién a Plg con Ag85B*#”
y Ag85B™ (Figura 5.17). La proteina Ag85B*** une 20% menos Plg en comparacién con la

protefna silvestre, mientras que la proteina Ag85B*** une 40% menos que la silvestre.
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Figura 5.17 Graficas de la interacciéon Ag85B o de las proteinas mutantes con Plg evaluada por ELISA. A.
Se adsotbieron a los pozos de placas de ELISA 5 pg/ml de proteina recombinante. La unién a Plg se evalué con 3
diferentes concentraciones de Plg 15, 62.5 y 125 nM. B. El valor de D.O. obtenido con la proteina Ag85B con la
concentracién de Plg 125 nM se tomé como el 100% de unién y respecto a este se normalizaron los datos obtenidos
con las proteinas mutantes.
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5.3. Ensayos de activacion de Plg con las proteinas Ag85B, Ag85B* y
Agg 5 389-

5.3.1. Activacion del Plg unido a las proteinas

Con las protefnas recombinantes se realizaron dos tipos de ensayos de activacion de Plg,
uno con las proteinas inmovilizadas y otro con las proteinas en solucion. En el primero, las
proteinas se adsorbieron de la misma manera en que se realiz6 para el ELISA y se incubaron con
Plg, después los pozos se lavaron y el Plg unido se activé a Plm con tPA. En la Figura 5.18 se
observa la actividad de Plm asociada a las proteinas recombinantes. Las protefnas Ag85B*” y
Ag85B"* unen menos Plg y por lo tanto presentan menor actividad de Plm asociada en
comparaciéon con la proteina silvestre. En este ensayo se empled fibrinbgeno como control

positivo y a las protefnas de la fraccion FC que contienen Ag85B nativa.
0.35 -
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Figura 5.18 Activacién de Plg unido a Ag85B silvestre y proteinas mutadas. El Plg unido a las proteinas
recombinante previamente adsorbidas a los pozos de placas de ELISA, fue activado a Plm con tPA. Como controles
positivos se adsorbieron las protefnas del FC y fibrindgeno. HspX se adsorbié como control negativo. El Plg
convertido a Plm se midi6 por la degradacion del sustrato para Plm Chromozym PL, el cual emite un color que es
leido a A405 am-
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5.3.2. Activacion del Plg en solucion

En el ensayo en solucién, el Plg es activado a PIm con tPA en presencia y ausencia de las
proteinas recombinantes en solucion (Figura 5.19). En este ensayo, se observé el mismo efecto
de potenciacién de la activacion de Plg que se vio cuando se activa Plg en presencia de las
proteinas del ES o del FC mostrado en la Figura 5.9 pero con la proteina Ag85B. El efecto es
dosis dependiente segun se observa con 1, 2 y 5 ug de Ag85B. Si no hay tPA el Plg no se

convierte a Plm aun en presencia de las protefnas recombinantes.
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Figura 5.19 Activacion de Plg en solucién en presencia de las proteinas recombinantes Ag85B o de las
proteinas mutantes. El Plg humano fue activado a PIm en presencia de las proteinas recombinantes en solucién. Se
incubaron tres diferentes concentraciones de cada proteina (1,2 y 5 ug) con Plg. Después de 1hr de interaccion, el Plg
fue activado a Plm con tPA. La actividad de Plm fue medida con un sustrato cromogénico especifico para Plm. La
actividad fue monitoreada a D.O. 405 nm cada 10 min. Los valores de D.O. de la region lineal de la curva obtenida
fueron empleados para determinar la pendiente de cada activacion con las diferentes concentraciones de proteinas.
Los datos fueron normalizados con tPA. Los nimeros 1, 2y 3 corresponden a 1, 2y 5 ug de proteina recombinante
respectivamente.

El aumento de la conversion de Plg a Plm por tPA en presencia de 5 pg de Ag85B fue un
poco mas de 2 veces de lo que el tPA solo activa. Este resultado no se habfa obtenido con las
otras proteinas recombinantes purificadas DnaK, GInAl y Ag85B inicialmente, en donde la
inducciéon de GInA1l y Ag85B se habia obtenido como cuerpos de inclusion, lo que indica que la
produccién de la proteina recombinante Ag85B soluble fue importante para observar esta

diferencia en el efecto cofactor de activacion de Plg mediada por tPA.
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5.3.3. Determinacion de constantes de afinidad.

Para caracterizar mejor la unién de la proteina Ag85B recombinante a Plg se realizaron
ensayos de unién por ELISA con diferentes concentraciones de Plg y con distintas
concentraciones de Ag85B o Ag85B*** adsorbidas a los pozos, como se observa en las Figuras
520 y 5.21. Se emplearon concentraciones de Plg en el rango de 0 a 2 pM, ésta dltima
concentracion es la fisiologica circulante en plasma. Para determinar que las proteinas se
adsorbieron diferencialmente, se detecté la proteina Ag85B o Ag85B™**” con un anticuerpo
policlonal anti Ag85B hecho en conejo (ver Anexo). Como se muestra en la Figura 5.20B, el
pozo de la placa de ELISA se satura cuando se adsorbe con una concentracion de mas de

5ug/ml de la proteina recombinante.

Figura 5.20 Ensayo de unién a Plg por ELISA con diferentes concentraciones de Plg y con distintas
concentraciones de Ag85B o Ag85B«s8, A. Se adsorbieron 100 ul de 0.1, 0.5, 1 o 5 pg/ml de proteina
recombinante a una placa de ELISA, lo que equivale a 7.25, 14.5, 29.0 y 144.0 nM de Ag85B o Ag85B¥e¥. Las
proteinas adsorbidas se incubaron con Plg humano comercial en un rango de concentracién de 0 a 2000 nM. El Plg
unido se detecté con antiPlg y con proteina A peroxidasa cuya actividad fue medida a A4oam. B. Diferentes
concentraciones de A85B se adsorbieron a la placa de ELISA, la proteina adsorbida se detecté con un anticuerpo
policlonal anti Ag85B 1:1000 y con proteina A peroxidasa medida espectrofotométricamente a A4920m.

Los datos se obtuvieron empleando Plg purificado (Anexo) y Plg comercial. Los resultados
de las curvas de saturacion se graficaron y compararon con una curva de saturacién obtenida con
fibrinégeno. Se observéd claramente como la unién de Plg a Ag85B es dosis-dependiente. La
interaccion Ag85B™*”-Plg también es dosis dependiente pero alcanza la saturacién a

concentraciones mas altas de Plg (Figura 5.21).
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Figura 5.21 Graficas de union a Plg por Ag85B o Ag85B¢% en comparacion con fibrinogeno. Se empled la
concentracion de 144 nM de Ag85B o Ag85B*s% adsorbida en el pozo y se comparé con 144 nM de fibrindgeno
adsorbido para evaluar la unién a Plg, se utilizaron diferentes concentraciones de Plg hasta alcanzar la saturacién. A.
Valores de A4920m. B. Valores determinados con el filtro a A4soam.La medicién se hizo con este filtro antes de detener
la reaccién con HCI, con la finalidad de compararla con A492 am ya que el limite de sensibilidad en el lector de ELISA
utilizado es de 6 puntos, y asi corroborar que la saturacion observada es debida a la unién de la proteina y no un
efecto de la sensibilidad del equipo.

Las constantes de afinidad para cada proteina se obtuvieron ajustando los datos de la curva
de saturacién a la ecuacion hiperbélica de Michaelis-Menten, el valor de Kd se determiné
despejando el valor de la Km en el ajuste matematico linearizado por doble reciproco y se
compar6 con la Kd de fibrindgeno obtenida también experimentalmente (Tabla 4). El ajuste
matematico no linear se realizé con el programa KaleidaGraph 4.0 (Anexo). Aunque también se
probaron los valores obtenidos en otras concentraciones de la proteina adsorbida, sélo se obtuvo

un buen ajuste (R=0.99) con la concentracién de proteina adsorbida de 144.5 nM.

Tabla 4. Constantes de afinidad a Plg comercial determinadas mediante ensayos de
ELISA.

Kd (nM)
Ajuste manual por doble Ajuste con
reciproco de M-M KaleidaGraph 4.0.
Fibrinégeno 26.0 28.7
Ag85B 181.2 217.1
Ag85B¥% 415.8 718.2
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Capitulo 6

Discusion

a estrategia que se empled en este estudio nos permitié determinar la identidad

de 15 proteinas de uniéon a Plg en M. tuberculosis. La combinacién de geles

bidimensionales junto con /gand blotting se habfa usado previamente para
identificar 8 proteinas de unién a Plg en la levadura C. albicans. Es de notar que 2 de las proteinas
identificadas en ese trabajo, el factor de elongacion TU (EF-Tu) y la fructuosa-bifosfato aldolasa,
también estuvieron entre las 15 proteinas que nosotros identificamos en M. fuberculosis (Crowe
et.al., 2003).

Como ya se ha descrito para otros patégenos, los PlgRs no tienen un dominio en particular
de unién a Plg y son diversas sus funciones. Muchas de las proteinas reportadas tienen funcion
metabdlica, como la a-enolasa y la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GA3PDH) en el
grupo A de estreptococos (Bergmann et.al, 2001; Bergmann et.al.,, 2004); o bien, participan
como adhesinas como en el caso de los fimbrias de Salnonella sp. y Escherichia coli (Korhonen
etal., 1997). Algunas de las proteinas reportadas comparten la caracteristica de presentar Lys en
el extremo C-terminal (Miles et.al., 1991), las cuales median la unién a los LBS del Plg, aunque no
en todos los PlgRs es esencial que las Lys estén en el extremo C-terminal (Derbise et.al., 2004).
Igualmente algunas de las proteinas que nosotros hemos identificado en M. tuberculosis presentan
una lisina C-terminal como las proteinas de estrés caloérico DnaK y GroES, el factor de
elongacion EF-Tu y la subunidad beta del proteasoma PrcB. Otras tienen funcién metabdlica
como la enzima glutamina sintetasa (GIlnA1l) que participa en la sintesis de glutamina o como los

miembros del complejo Ag85 (A, B y C) que participan en la sintesis de la pared celular, en la
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transferencia de acidos micolicos, estas ultimas proteinas también son caracterizadas por su
union a fibronectina (Fn). Un hallazgo importante en el desarrollo de este trabajo, fue el de que
algunas de las proteinas identificadas como PlgRs putativos mostraron esta capacidad de
interactuar con Fn. En los miembros del complejo Ag85 al igual que en la proteina Mpt51 ésta
caracteristica ya habfa sido reportada, sin embargo en la proteina GInAl la facultad de unir Fn
fue un hecho novedoso, lo cual correlaciona con lo que se ha descrito en otros PlgRs como las
fimbrias y la GA3PDH (Tabla 1), que ademas de tener capacidad de unién a Plg también tienen
interaccion con proteinas de MEC como Fn y laminina (importante en la metastasis bacteriana)
(Ldhteenmaiki et.al., 2005).

Los miembros del complejo Ag85 son proteinas involucradas en la sintesis de la pared
celular (Belisle et.al., 1997). A pesar de estar codificadas por genes independientes su funcion es
redundante pero esencial para la sobrevivencia de la bacteria (Puech et.al., 2002). Son proteinas
secretadas por la via sec-dependiente, y se caracterizan por ser muy abundantes en FC (Wiker &
Harboe, 1992). Estas proteinas han sido muy estudiadas desde el punto de vista antigénico y
actualmente el Ag85B es un candidato de vacunaciéon (Horwitz et.al., 1995; Badell et.al., 2009).
Aunque fueron descritas como proteinas de unioén a Fn, su papel en este sentido no ha sido bien
definido, pero se piensa que pueden mediar sefializacion para inducir fagocitosis a través de la
interaccion con Fn y de esta a su vez con integrinas (Peake et.al.,, 1993). La interaccién de estas
proteinas con Plg aunado a su capacidad de unir Fn sugiere la participacion de ellas en procesos

diferentes al de su actividad como micolil transferasas.

LLa mayoria de las proteinas identificadas en este estudio corresponden a proteinas que
tienen funciones metabdlicas cuya localizacién es predominantemente citosélica, segin se
conoce en otros organismos. No obstante, casi todas ellas, con excepcién de isocitrato liasa (Icl)
y metionina-adenosiltransferasa (MetK), se han identificado previamente como protefnas que
pueden encontrarse en el filtrado de cultivo o en la pared celular (Rosendkrands et.al., 2000 (a);
Rosenkrands et.al., 2000(b); Malen et.al., 2007).

El hecho de que proteinas del metabolismo puedan ser secretadas y asociarse en la
superficie con funciones de adherencia o de unién a moléculas del hospedero con capacidad
proteolitica, es ahora un evento que esta tomando relevancia y que incluso puede considerarsele
como factor de virulencia, tal como se ha descrito para GA3PDH o a-enolasa, enzimas cuya

actividad se ha demostrado en la superficie bacteriana (Pancholi & Chhatwal, 2003). La presencia
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de GA3PDH se ha reportado en la superficie de algunas micobacterias (Bermudez et.al., 19906),
sin embargo, en el presente trabajo no se identifico a esta proteina en ninguna de las fracciones
analizadas.

Otra evidencia de que algunas proteinas con actividad metabdlica son secretadas por M.
tuberculosis, se demostré en el trabajo de Raynaud et.al. en 1998, quienes exploraron si la actividad
enzimatica extracelular pudiera estar implicada en la virulencia de la bacteria. En este sentido,
Reynaud y colaboradores encontraron que una de las proteinas que nosotros identificamos como
PlgR putativo, la GInAl, es secretada y su actividad extracelular estd involucrada en la sintesis de
L-glutamina, componente del polimero L-glutamato/glutamina que se asume estd presente en la

envoltura de cepas virulentas del complejo M. tuberculosis (Harth et.al., 1994).

Simultaneamente a este trabajo, se ha identificado a la DnaK como un PlgR en Nezsseria
meningitidis (Knaust et.al., 2007) y en diferentes especies de Bifidobacterinm (Candela et.al., 2007).
En este ultimo estudio, se identificaron 5 proteinas de unién a Plg entre las que también se
identific6 a una glutamina sintetasa. A pesar de ser desconocido el mecanismo de secrecion de las
proteinas extracelulares con funcion metabdlica, ya que no presentan un péptido sefal, varios
reportes confirman la presencia de enzimas citosélicas en la superficie de las bacterias (Pancholi
& Chhatwal, 2003). La mayoria de ellas suelen ser muy conservadas aun entre diferentes especies
bacterianas, la presencia de ellas en diferentes organismos demuestra que la capacidad de unir Plg
es una funcién que también se conserva, como sucede con la a-enolasa presente tanto en células

eucariontes como en procariontes y ambas unen Plg.

En el presente trabajo, ademas de identificar algunos PlgRs putativos en M. fuberculosis, se
confirmo la interaccién con Plg iz vitro de 3 de las 15 proteinas identificadas con la produccion de
las proteinas recombinantes. Se evalué la interacciéon con Plg de las proteinas DnaK, GlnAl y
Ag85B de M. tuberculosis recombinantes en E. co/i y se confirmé la capacidad de éstas para unirlo
especificamente. De las tres, GInA1l fue de las proteinas que mostré mayor union a Plg, casi el
40% de la unién que presenta fibrindgeno. Ademas el Plg unido a las proteinas conserva la
facultad de ser activado a Plm por el activador tPA, lo que es congruente con uno de los
mecanismos propuestos para la activacion de Plg e importante para la diseminacion y virulencia
bacteriana, ya que al unir el Plg humano en su superficie las bacterias pueden aprovechar los

activadores del hospedero para convertir el Plg a PIm. Ademas de que el Plg unido a las proteinas
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de M. tuberculosis fue susceptible de activarse a Plm, se observé también un efecto potenciador en
la activacion del Plg a Plm mediada por tPA en presencia de las proteinas del FC y ES. Esto
podria ser debido al efecto cofactor que los numerosos PlgRs putativos de la micobacteria
podrian ejercer sobre la conformacion del Plg haciendolo mas susceptible a ser activado por el

activador fisiologico.

En este estudio también se demostrd la participacion de los LBS del Plg en la interaccién
con las protefnas de las fracciones ES y FC y las proteinas recombinantes de M. fuberculosis, ya
que la unién se inhibié en presencia del competidor EACA, que al ser un analogo de lisina
compitié por los LBS del Plg. Los estudios reportados con otras bacterias resaltan la importancia
de unir el Plg de manera LBS-dependiente, ya que el inhibidor fisiolégico a2-antiPlm, que regula
la actividad de Plm y se une mediante los LBS a ella, no puede bloquear su actividad
eficientemente cuando los dominios kringle estan ocupados, lo que darfa lugar a una protedlisis
incontrolada asociada a la superficie de la bacteria (Bergmann & Hammerschmidt, 2007).

La unién de Plg con sus ligandos casi siempre ha involucrado la presencia de Lys y de los
LBS, aunque también puede haber interaccién con componentes no proteicos como gangliésidos
y glicosaminoglicanos (Plow 1995). Se ha descrito que los LBS reconocen preferencialmente Lys
C-terminal, sin embargo no es una caracteristica estricta en los PlgRs, ya que algunos como PAM
de estreptococos no tienen Lys C-terminal, en lugar de ello, posee un motivo al interior de su
secuencia que mantiene una alta afinidad a Plg (1nM) (Berge & Sjobring, 1993; Sanderson-Smith,
Walker, & Ranson, 2006). En el presente trabajo, solo se identificaron 4 proteinas que presentan
Lys C-terminal, por lo que el resto de las proteinas deben mediar su uniéon a Plg mediante Lys
que se encuentren al interior de la secuencia. El hecho de que una proteina contenga Lys o la
presencia de numerosas Lys en la protefna no es un requisito para que ésta se una a Plg, un
ejemplo de ello se expuso en nuestro trabajo. Nosotros empleamos como control a una proteina
de M. tuberculosis presente en la fraccion ES y en la fraccion de pared celular (PC), la proteina de
estrés calorico HspX. Esta proteina contiene numerosas Lys a lo largo de su secuencia, a pesar de
ello la protefina no une Plg por lo que funcioné como un buen control negativo en nuestros

ensayos.
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En otros géneros bacterianos solamente algunos PlgRs han sido caracterizados
ampliamente en su interaccion con Plg. En todos ellos la presencia de Lys ha sido importante.
En este trabajo, la caracterizaciéon de la interaccion con Plg y la identificacion del sitio
involucrado en la unién, se determiné especificamente en los miembros del complejo Ag85, en
particular con la proteina Ag85B. El modelaje 2 sz/ico permitié predecir en las proteinas Ag85A y
Ag85B la participacion de la Lys 89 en la interacciéon con un LBS, la cual fue corroborada
posteriormente al mutar la Lys e intercambiarla por Arg o por Ala. Sélo se observd una
disminucién de la unién a Plg en las protefnas mutadas Ag85B**” y Ag85B™*, mientras que la
uniéon a Fn permanecié sin cambios significativos, lo cual indica que la mutacion es especifica
para la interaccién con Plg. Aunque la unién a Plg disminuyé notablemente, es posible que otras
Lys o sitios en la molécula estén mediando la unién a Plg ya que la interacciéon no se abatid
completamente en las protefnas mutadas.

Como parte de la caracterizaciéon de la interaccion de la proteina Ag85B con Plg, se
obtuvieron proteinas recombinantes en forma soluble. La produccion de éstas de manera soluble
permitié un estado favorable de la proteina para los ensayos de interaccion efectuados. Esto se
comparé con lo que se habia realizado en la primera parte del trabajo, en donde la obtencién de
la proteina se hizo mediante cuerpos de inclusién, en cuyo caso la proteina debfa de ser
desnaturalizada para purificarse. El inconveniente posterior a la renaturalizaciéon era que la
proteina tendfa a precipitarse, esto quiza debido a un plegamiento inadecuado. ILa induccion de la
proteina soluble desde la generacion del cultivo bacteriano eliminé estos inconvenientes aunque
su purificacion no fue tan limpia por lo que se emple6 un paso adicional de purificacion a la
cromatografia de afinidad que fue cromatografia de intercambio i6nico. Las protefnas obtenidas
de esta manera permitieron que los ensayos de activacion en solucién mostraran un efecto
cofactor en la conversiéon de Plg a Plm, ya que este resultado potenciador de activacion de Plg
mediado por tPA solo se habia obtenido en presencia de las proteinas nativas (ES o FC). Cuando
se intentaron estos ensayos con las recombinantes GlnAl y Ag85B que formaron cuerpos de
inclusién no se observé dicho efecto, no asi con las proteinas producidas en forma soluble, en

donde el efecto cofactor con la proteina Ag85B mostr6 ser claramente dosis dependiente.

Para determinar las constantes de afinidad entre Plg y Ag85B, se llevaron a cabo ensayos
de union a Plg por ELISA con las proteinas purificadas hasta alcanzar la saturacion. Los valores

obtenidos para el Ag85B, que fueron alrededor de 200 nM, caen en el rango reportado para otros
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PlgRs el cual oscila entre 10 y 2000 nM, por lo que se le podtia considerar un receptor de
mediana afinidad. El método empleado para la determinacion de las constantes de afinidad fue
validado al determinar la constante de fibrinbgeno y compararla con la descrita previamente
obtenida por SPR (Surface Plasmon Resonance), la Kd que se ha reportado para fibrinégeno es
de aproximadamente 10 nM, el valor de 26 nM obtenido mediante nuestros ensayos fue cercano
al reportado. Comparada con la Kd de fibrindgeno, la Kd de Ag85B es aproximadamente 10
veces mayor, lo que indica que la interacciéon de Plg con Ag85B es mas débil. De acuerdo con
Plow et.al. 1995, las caracteristicas que definen a los PlgRs, al menos en las células eucariontes
son: 1) su baja afinidad; 2) su alta densidad; y 3) su distribucion ubicua, lo que apoya el hecho de
que los receptores sean muy heterogéneos en cuanto a su naturaleza. La heterogeneidad de un
receptor no solo adapta la alta capacidad de las células por el Plg sino que también incrementa la
posibilidad de que se produzcan respuestas funcionales diferentes en respuesta a interacciones
individuales. Por ejemplo, algunos grupos especificos de receptores pueden ser efectivos
particularmente en mantener la activaciéon de Plg mientras que otros pueden producir respuestas
especificas a eventos de adherencia o sefializacion intracelular (Plow et.al., 1995). De ahi que no
sea de sorprender el que hayamos encontrado numerosas proteinas de unién a Plg en el presente

trabajo.

En el contexto del bacilo causante de la tuberculosis, se ha visto que la formacién del
granuloma esta regulada por diversos factores en los que participan tanto las células del sistema
inmune como la bacteria. En la tuberculosis progresiva, se alcanza un punto en el que el
granuloma ya no puede contener la infeccién y las bacterias se liberan y llegan al torrente
sanguineo para después diseminarse sistémicamente. Durante la formacion del granuloma se ha
visto que la MMP-9 es importante en el reclutamiento de macréfagos y en la remodelacion del
tejido que permiten el establecimiento de granulomas firmes y bien organizados, también se ha
demostrado que al bloquear la actividad de esta MMP la diseminacién de los bacilos tuberculosos
disminuye considerablemente (Taylor et.al., 2006). MMP-9 es un sustrato importante de Plm, por
lo que su presencia activa sugiere la presencia de Plm. Los eventos en la formacién del
granuloma pueden concentrar a los elementos del sistema Plg/Plm en el sitio de infeccién de tal
manera que estén disponibles para que la bacteria pueda aprovecharlos. El balance del granuloma
en la contencion de la infeccion puede ser interrumpido por mediadores bacterianos, y aunado a

la capacidad para adquirir PIm en su superficie, la micobacteria puede utilizar a los sistemas
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Plg/Plm y de MMPs como un mecanismo de diseminacion que facilitarfan el movimiento de la
micobacteria a través de barreras titulares, o bien para degradar la capsula fibrosa que se cree
mantiene la estructura del granuloma.

En el 2003, Sato y colaboradores evaluaron el papel del sistema fibrinolitico en la
formacién del granuloma en respuesta a una infeccién con micobacterias empleando ratones
C57B/L6 individualmente deficientes en Plg, tPA, uPA, y uPAR. Los resultados de ese estudio
mostraron que el Plg no desempefia un papel significativo en la iniciacién o mantenimiento de la
respuesta inmune contra M. avium 724 o contra M. bovis BCG. Sin embargo, mencionan que estas
proteinas fibrinoliticas pueden regular la progresion de la fibrosis en el granuloma durante la fase
cronica de la infeccion (Sato et.al., 2003). En este trabajo es claro que el Plg no es indispensable
para la formacion del granuloma. No obstante, en lo que respecta a diseminacion, el modelo de
infeccion con M. avium empleado en este trabajo no asemeja completamente a la patologia
desarrollada con M. fuberculosis ya que los tiempos en los que se evaltan las lesiones son muy
largos (1, 5 y 10 semanas post-infeccion) reflejando un modelo de fase cronica en donde los
ratones no sucumben a la infeccion.

Por otro lado, algunos datos aun no publicados (Rodriguez E. etal.,) de un modelo
murino de TB progresiva con M. tuberculosis, sugieren que la presencia de Plg/Plm en el sitio del
granuloma ocurre a partir del dfa 14 post-infeccién alcanzando los niveles mas altos en los dias
21y 28 post-infeccion, lo cual correlaciona con el momento en que la respuesta inmune ya no es
solo del tipo Thl, asociado con proteccion, sino que tiene componentes de Thl y Th2; la
primera corresponde al perfil de citocinas producidas por los linfocitos T que median la
respuesta celular y la segunda a citocinas que median la respuesta humoral.

Algunos estudios sugieren que la patologia de la tuberculosis puede comportarse de
manera similar al de una patologfa tumoral. Incluso, la presencia de niveles altos de algunos
biomarcadores tumorales, ha llevado consigo a un diagnéstico erréneo. Se han presentado casos
de pacientes diagnosticados con cancer de ovatio, mama o intestino, que en realidad eran formas
cripticas de tuberculosis miliar o extrapulmonar (Alimagham et.al., 20006).

La capacidad de la micobacteria para unirse a componentes de matriz extracelular y de
adquirir una actividad proteolitica en su superficie, sugiere que esta podria aprovechar los
componentes del hospedero para su diseminaciéon o metastasis bacteriana, tal como se ha

propuesto en otras bacterias (Lahteenmaiki et.al., 2001; Lihteenmaiki et.al., 2005).
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La identificacién y caracterizacion de las proteinas micobacterianas involucradas en el
proceso de diseminacion, asf como la caracterizacion de sus receptores con las moléculas blanco
del hospedero, pueden ser tutiles en el desarrollo de nuevas drogas o agentes terapéuticos que
impidan la diseminacién y dafio tisular, bloqueando la adherencia del bacilo y facilitando la

eliminacion del mismo.
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Capitulo 7

Conclusiones

A Se identificaron 15 proteinas de unién a Plg en M. tuberculosis.
&  Lainteraccion con Plg es mediada por los LBS (lysine binding sites).

&  Las proteinas recombinantes DnaK, GInA1 y Ag85B unen Plg, y éste puede ser activado a
Plm por tPA.

&  Ademas de las proteinas del complejo Ag85 reconocidas como proteinas de union a I'n, se

demostré que la proteina GInAl de M. tuberculosis también une Fn.

&  Enla proteina Ag85B, se pudo predecir por modelaje molecular, la participacion de la Lys
89 en la interaccion con el LBS del Kringle 1 del Plg. Esta participacién se comprobé i
vitro al mutar esta Lys por Arg o Ala observandose una disminucién de la unién a Plg en las

proteinas mutadas.
&  Sedeterminaron las constantes de afinidad entre Ag85B y Plg,.

&  La activacion del Plg a Plm por tPA es potenciada en presencia de las proteinas del ES o

del FC, este efecto es mediado por los LBS.
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Capitulo 8

Perspectivas

El principal hallazgo de este trabajo fue la identificacién de nuevas proteinas de unién a
Plg en el patogeno M. tuberculosis. La caracterizacion in vitro de estas proteinas confirma que la
micobactetia posee elementos que le permititfan interactuar con el sistema Plg/Plm del
hospedero. Sin embargo, el estudio del papel de estas proteinas en el contexto de la bacteria
queda por definirse. Al respecto, el desarrollo de anticuerpos contra las proteinas recombinantes
puede ser una herramienta util para bloquear especificamente a estas proteinas en la superficie de
la bacteria y evaluar su interacciéon con Plg.

Una forma de evaluar invasiéon en otras bacterias, ha sido mediante el uso de matrices
sintéticas como el matrigel o de matrices tisulares, M. zuberculosis podtia ser recubierta de Plg y en
un ensayo de migracion a través de matrices evaluar su capacidad invasiva mediada por Plm.

Uno de los puntos importantes a evaluar en un futuro es el papel de la interaccién de la
micobactetia con el sistema Plg/Plm 7z vivo. Esto podtia evaluarse en un modelo murino de TB
progresiva, en donde, previo a la infeccién con M. tuberculosis, las bacterias fueran recubiertas con
Plg, similar a lo que se realizé con el grupo A de estreptococos en un modelo murino de
infeccion en piel, en donde demostraron que el Plg promovia la virulencia de esta bacteria.

Finalmente, serfa interesante investigar la interaccion de M. tuberculosis con otros elementos
del sistema Plg/Plm como uPA y su receptor uPAR, y evaluar el papel de estas interacciones no
solo en diseminacion o invasion, sino en inflamacién y fagocitosis. Al respecto de esto ultimo, el

hallazgo de que algunas de las proteinas de unién a Plg identificadas se unan también a Fn,
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sugiere que estas proteinas podrian mediar interacciones con integrinas, y en este sentido el papel

de una interaccion con uPAR serfa importante en transduccion de sefiales.
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Anexo

Determinacion de concentracion de proteinas
Método de Lowry modificado en placa de

- - u /
microtitulacion.
Soluciones:

Solucién A
Na,COj3 2.0%
NaOH 0.4 %
Tartrato de Na K 0.16 %
SDS 1.0 %

Solucion B
CuSO, 2.0%

Reactivo de Folin 2N
(Preparar sol. 1N antes de adicionar)

Solucién de trabajo
Solucién A 99 %
solucién B 1%
(preparar antes de adicionar)

Procedimiento:

2 Adicionar a cada pozo 50 pl de H,0
2 Adicionar 5 pl de la muestra o del standard

Adicionar 150 pl de la solucion de trabajo
2 Agitar fuertemente durante al menos 20 seg

Incubar en oscuridad y a temperatura ambiente durante 10 min
2 Adicionar 15 pl del reactivo de Folin 1N

Agitar fuertemente
&2 Incubar en oscuridad y a temperatura ambiente durante 30 min
i3 Leer D.O. a 660 nm o 620 nm

ol o &
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Precipitacion de Proteinas TCA-DOC/Acetona

1. A un volumen de solucion de proteina adicionar 1/100 de DOC (detergente
Deoxicolato de Na) al 2 %, concentracion final 0.02 %. Ejemplo: Para 100ul de
muestra adicionar 1ul de DOC 2 %.

2. Se mezcla en vortex y se deja a temperatura ambiente (TA) por al menos 15
min.

3. Se aflade TCA 100 % hasta alcanzar una concentracion del 10 %. Ejemplo: Para
100 pl de muestra adicionar 10 pl de TCA.

4. Se mezcla en vortex y se deja a TA por al menos 1 h.

5. Se centrifuga por 10 min a 13,500 rpm 4°C.

6. Se descarta el sobrenadante por decantacion adsorbiendo en papel hasta secar.
7. Se afaden 200 pl de acetona previamente enfriada a —20°C.

8. Se mezcla y mantiene en hielo por 15 min.

9. Se centrifuga a 4°C por 10 min a 13,500 rpm.

10. Se remueve el sobrenadante y se deja secar el pellet por no mas de 5 min para
facilitar la resuspension.

Para preparar CHAPS 2% en buffer de fosfatos 10 mM. Se tiene un stock 10X de
CHAPS [0.2 g/ml]; diluir 1:10 ejemplo: para 5 ml de fosfatos afiadir 500 pl de
CHAPS 10X.

& o4 )
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Preparacion de soluciones stock y buffers para
2D-SDS-PAGE

I. Solucién Stock de Rehidratacion sin Buffer IPG.

1) Disolver 12 g de Urea en 15 ml de H,O dd (el volumen se incrementara casi a 25
ml).

2) Disolver 0.5 g de CHAPS en la solucion de urea (concentracion final 2%).

3) Adicionar 0.5 — 1.0 mg de Azul de bromofenol o 50 pl de la sol stock

4) Ajustar el volumen con H,0 dd a 25 ml si es necesario.

5) Hacer alicuotas y almacenar a -20 °C.

6) El buffer IPG y el DTT se adicionan antes de rehidratar la tira.

(Nota: las soluciones de urea nunca deben calentarse a mas de 30 °C ni dejarse a temperatura
ambiente (T.A.) por tiempos prolongados, esto para evitar la formacion de isocianato el cual puede
carbamilar las proteinas modificando el p/ de las mismas.)

11. Solucién Stock de Azul de Bromofenol.

7) Disolver 60 mg de Tris en 10 ml de H,O destilada (50 mM).
8) Disolver 100 mg de Azul de Bromofenol (1%0) en Tris.

I11. Buffer de Equilibrio con SDS

9) Preparar Tris 50 mM en 100 ml de H,O destilada ajustar a pH 8.8
10) Disolver 72.07 g de urea en Tris (6M)

11) Disolver 4 g de SDS (2% w/v)

12) Adicionar 60 ml de Glicerol (30% v/v)

13) Adicionar 400 ul de la sol stock de Azul de Bromofenol (0.002% w/v)
14) Aforar a 200 ml con H,O destilada

15) Hacer alicuotas y almacenar a -20 °C.

16) Antes de equilibrar la tira se le adiciona DTT (1%0)

& o )
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Rehidratacion de tiras IPG

IV. Solucién de Rehidratacion:

8 M urea

0.5% 0 2.0% (w/v) CHAPS

0.002% Azul de Bromofenol

0.5% 0 2.0% (v/v) Buffer IPG o Pharmalyte
0.2% (w/v) DTT

Solucién stock de rehidratacion

1) Prepare la solucion stock de rehidratacion como se mencion6 anteriormente.

2) Justo antes de usar, descongele lentamente una alicuota.

3) Agregue la cantidad apropiada de buffer IPG o Pharmalyte (Para 2.5 ml de sol stock 50 pl
de buffer IPG (2%)).

4) Adicione 7 mg de DTT a 2.5 ml de sol stock y la muestra (si la muestra es cargada durante
la rehidratacion).

5) Prepare el soporte de rehidratacion Immobiline DryStrip Reswelling Tray (previamente
lavado con detergente y completamente seco) sobre una superficie limpia y asegurese de
nivelarlo.

>
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6) Aplique la solucién de rehidratacion pipeteando el volumen apropiado en cada surco para
cada tira (ejemplo 250 pl para tiras de 13 cm). Extienda la solucion cuidadosamente
evitando la formacion de burbujas.

IPG strip length Total volume per

(cm) strip* (ul)
7cm 125 pl
11 cm 200
13 cm 250 ul
18 cm 340 ul
24 cm 450 ul

*Including sample, if applied.
7) Previamente atemperadas las tiras IPG, remueva la cubierta protectora empezando por el
extremo &cido (con reserva que se indique otro), el lado basico generalmente es mas
delicado. Posicione la tira colocando el lado del gel sobre la solucion de rehidratacion en el

canal correspondiente. Tenga cuidado de no dejar burbujas entre el gel y la solucién.

8) Cubra cada tira IPG con 2 ml de aceite mineral para minimizar la evaporacion y la
cristalizacion de la urea.

9) Permita que las tiras se hidraten a temperatura ambiente (TA) toda la noche (16 h).

g o7 @
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PBS

(Phosphate-Buffered Saline)

Para preparar la solucion stock 10 X de PBS, se siguen las instrucciones para preparar
la solucion amortiguadora de fosfato (phosphate buffer) de acuerdo con la ecuacién de
Henderson-Hasselbach (1) y se le adiciona la cantidad de NaCl necesaria para hacer a la
solucion salina.

Una solucion 1 X de PBS debe tener una concentracion final de:

10 mM de fosfatos, NaCl 150 mM, pH 7.4.

Reactivos: P.M.

Na,HPQ,, fosfato de sodio di-basico (anhidro) 141.96

NaH,PO,, fosfato de sodio mono-béasico (anhidro) 119.99
NaH,PO4+H20 (monohidratado) 137.99

NacCl 58.0

Procedimiento:

1. Se preparan soluciones 1M de los fosfatos:
a. Monobasico (monohidratado). [138 g/L]. Para 500 ml, pesar 69 g y dissolver
en H20 desionizada (MilliQ).
b. Dibasico (anhidro). [142 g/L]. Para 500 ml, pesar 71 g dissolver en H20
desionizada.

2. Para preparar 1 L de PBS 10 X, se ajustan 100 ml de las soluciones 1M a pH de 7.4
siguiendo la relacion de Henderson-Hasselbach mostrada en la tabla anexa (1):

a. 77.4 ml de dibasico + 22.6 ml de monobésico = 100 ml

b. Se afiaden 800 ml de H20 desionizada, y se le disuelven 87.6 g de NaCl.

C. Aforara 1 L.
3. Para confirmar el pH, se toman 10 ml de la solucién 10 X y se llevan a 100 ml con
agua bidestilada, medir pH en el potenciémetro.

a. Nota 1: El pH de la solucién 10 X es menor de 7.4 aproximadamente 6.8, sin

embargo al diluir a 1 X la solucién debera quedar en 7.4.

b. Nota 2: Si el pH queda por debajo del deseado, se repite el paso 2

adicionando més dibésico y reduciendo el monobésico, ejemplo: 80 ml (di) + 20 ml
(mono). Mezclar ambos litros y determinar pH de 1 X. Ajustar de esta manera el pH
evita usar NaOH o HCl y aumentar la concentracion salina.

4. Una vez preparada la solucién stock, se filtra a través de una membrana de 1.2 umy

se esteriliza por autoclave.

Referencias

1. Sambrook, J., Fritsch, E.F. y Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual,. 2nd ed. Cold Sping Harbor :
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, Vol. 3, pag. appendix B21 and B.12.
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Phosphate Buffers

TABLE B.10 Preparalion of 0.1 n
Potassium Phosphale Buffer at 25°C

Volume of 1 M Volume of 1 M
pH K ,HPO, (ml) KH,PO, (ml)
2.8 8.5 91.5
6.0 132 - 86.8
6.2 19.2 80.8
6.4 27.8 72.2
6.6 38.1 61.9
6.8 49.7 b0.3
7.0 61.5 38.5
7.2 .7 28.3
T4 80.2 19.8
7.6 86.6 13.4
78 90.8 9.2
8.0 94.0 6.0

Data from Green (1933).

TABLIE B.11 Preparation of 0.1
Sodium Phosphate Buffer at 25°C

Volume of 1 m Volume of 1 m
pH Na,HPO, (ml) NaH,PO, (ml)
5.8 i 92.1
6.0 12.0 88.0
6.2 17.8 82.2
6.4 255 4.5
6.6 35.2 64.3
6.8 46.3 53.7
7.0 67.7 42.3
7.2 68.4 31.6
7.4 77.4 22.6
7.6 84.5 15.5
7.8 89.6 104
B.O 93.2 6.8

Data from ISCO (1982).

Dilute the combined 1 u stock solution to 1000 ml with distilled H,0. pH is
calculated according to the Henderson-Hasselbalch equation:

N pT . {proton acceptor}]

proton donor

where pK' = 6.86 at 25°C,
Protocolo alterno de preparacion de PBS

Phosphate-buf’fered Dissolve 8 g of NaCl, 0.2 g of KCl, 1.44 g of
saline (PBS) Na,HPO,, and 0.24 g of KH,PO, in 800 ml of
distilled H,O. Adjust the pH to 7.4 with HCI.
Add H,0 to 1 liter. Dispense the solution into
aliquots and sterilize them by autoclaving for
20 minutes at 15 lb/sq. in. on liquid cycle.

Store at room temperature.

Referencias. sambrook, J., Fritsch, E.F. y Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual,. 2nd
ed. Cold Sping Harbor : Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, Vol. 3, pag. appendix B21 and B.12.
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Mini gel (10 x 8 cm)

Gel Separador 0.75 mm
Component 8% 10% 12% 13% 15%

# geles 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
Resolving gel 4X buffer pH 8.8 (ml) 1.25| 2.50 125 250 1.25| 2.50 1.25| 2.50 1.25| 2.50
Water (ml) 2.40| 4.80 208 4.17 1.75| 3.50 158| 3.17 125| 2.50
Acrylamide 1.33| 2.67 1.67| 3.33 2.00| 4.00 2.17| 4.33 250 5.00
10 % APS (ul) 25| 50.0 25| 50.0 50( 100.0 50| 100.0 50| 100.0
TEMED (ul) 25 50 25 50 5.0 100 50| 100 50| 100
Vol Total (ml) 5.0 10.0 5.0 100 5.0 100 50| 100 50| 100
Gel Separador 1.5 mm
Component 8% 10% 12% 13% 15%

# geles 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
Resolving gel 4X buffer pH 8.8 (ml) 25 5.0 25 5.0 25 5.0 25 5.0 25 5.0
Water (ml) 4.8 9.6 4.2 8.3 35 7.0 3.2 6.3 25 5.0
Acrylamide 2.7 5.3 3.3 6.7 40 8.0 43 8.7 5.0 10.0
10 % APS (ul) 500 | 100.0 | 50.0 | 100.0 | 100.0 | 200.0 | 100.0 | 200.0 | 100.0 | 200.0
TEMED (ul) 5.0 10.0 5.0 10.0 10.0 20.0 10.0 20.0 10.0 20.0
Vol Total (ml) 10.0 19.9 10.0 20.0 10.0 20.0 10.0 20.0 100 20.0
Gel Concentrador
Component 3% 4.5% 3% 4.5%

# geles (grosor mm)|1 (0.75)[2 (0.75)[1 (0.75)[2 (0.75)] 2 (1.5) [ 4 (1.5) [ 2 (1.5) [ 4 (15)

Stacking gel 4X buffer pH 6.8 (ml) 0.313| 0.625| 0.313| 0.625| 1.25 25 1.25 25
Water (ml) 0.813] 1625/ 0.750 15| 3.25 6.5 3.0 6.0
Acrylamide 0.125( 0.250| 0.188| 0.375| 05 10 0.75 15
10 % APS (ul) 25 50 25 50| 100.0 | 200.0 | 100.0 | 200.0
TEMED (ul) 25 5 25 5[ 10.0 20.0 10.0 20.0
Vol Total (ml) 125 25 125 25 50 10.0 5.0 10.0
@ 100 BA
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Protocolo para la purificacion de plasminogeno

a partir de plasma humano
(Basado en D. G. Deutsch and E. T. Mertz, Science 170, 1095 (1970)
y modificado de acuerdo a los materiales y métodos disponibles en nuestro laboratorio, Enero 2007)

1. Preparacién de plasma.

a. Descongelar plasma a temp. amb. (TA)
Diluirlo 1:1 con agua estéril (opcional)

c. Después de ser descongelado y antes de centrifugar, el plasma puede ser
suplementado con los siguientes inhibidores (de acuerdo a Anglés-Cano E.,
INSERM U460):

e 2mM EDTA

* 2mMPMSF Sustituido por

* 100 KIU de Trasylol/mi 100 KIU/ml Aprotinina
e 1uM PPACK P

e 4mM Benzamidina
e 10uM p-nitrophenil-p-guanidinobenzoate (no indispensable)
d. Centrifugar a alta velocidad por 15 min (20,000 a 27,000 x g a 4°C) para
remover material insoluble.
e. Filtrar para remover el material lipidico que se acumula en la superficie después
de centrifugar (usar papel filtro estriado).

2. Cromatodrafia de afinidad.

a. Equilibrar columna de Lisina-Sefarosa 4B en 20 o 100 mM de buffer fosfato de
sodio pH 7.4 suplementado con 2-3 mM EDTA. (Nota: La concentracion de lisina
acoplada es de 4-7 mmoles/ml de gel hidratado. La capacidad de unién para
plasminogeno humano es de aproximadamente 0.6 mg/ml de gel hidratado, amersham
pharmacia biotech).

Si se usa 20 mM de fosfato de Na, (de acuerdo a Anglés-Cano E.,
INSERM U460) adicionar:

e 0.5 Mde NaCl Sustituido por
e Trasylol 10 KIU/ml 10 KIU/ml Aprotinina
e 2 mMEDTA

e 0.01 % azida de Na
b. Pasar el plasma a través de la columna (300-400 ml de plasma para 50 ml de
gel) a 40-75 ml/hr
c. Lavar la columna con 0.3 M de fosfato de Na pH 7.4 a 175 ml/hr o hasta que la
absorbancia a 280nm sea menor a 0.05

E 101 @
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También se puede lavar con el buffer de equilibrio y después lavar
con el buffer A, que contiene:
e 50 mM fosfato de Na pH 7.4
e 80 mM NaCl
e 10 KIU/ml Trasylol Sustituido por
10 KIU/ml Aprotinina
d. El plasminégeno (Plg) es eluido de la columna con 0.05-0.1 M &cido e&-

aminocaproico (EACA) en buffer A a 40-100 mi/hr. Colectar las fracciones en vol.
de 5 ml (recomendado para columna de 50 ml)
(Nota: Todos los pasos del procedimiento hasta este punto se realizan a TA. Hasta

aqui es obtenido el Plg grado ).

3. Separacion del EACA.

a.

El EACA es removido del plg por filtracion en gel en Sephadex G-25 en frio. El
vol. de cama del G25 debe ser al menos 6 veces el vol. de la muestra aplicada.
La columna es equilibrada y eluida con 50 mM de NH4HCO; pH 8.

El buffer de bicarbonato de amonio es removido por liofilizacién para obtener asi
una preparacion de plg libre de sales, el cual debe ser almacenado a -20°C.

4. Purificacién adicional.

a.

o

>

Las fracciones provenientes de la cromatografia pueden ser juntadas y

concentradas contra PEG 20,000 sélido o por precipitacion con sulfato de

amonio.

i.  Precipitacion con sulfato de amonio. Adicionar sulfato de amonio 0.32

g/ml de solucién Plg-EACA-inhibidor en agitacién a 4°C toda la noche
(0.n.). Centrifugar a 12,000 xg y resuspender en un vol. minimo de 2
ml. Centrifugar para clarificar la solucibn que sera cargada en la
columna de filtracion en gel (AcA44 o G200)

Filtracion en gel en Ultrogel AcA44. Equilibrar con buffer A sin inhibidor y con

azida de Na 0.01 %. Colectar fracciones de 5ml a un flujo de 40 ml/hr. Dos picos

se separan durante la elusién, el primero en el vol. vacio corresponde a Apo(a) y

el pico inmediato a este es el Plg grado Il.

Filtracion en gel en Sephadex G-200

Filtracion en gel en Sephadex G-100.

Conicentracion de la solucion de Plg. Junte las fracciones con el Plg purificado,

concentre por dialisis en seco contra PEG 20,000 o por precipitacion con sulfato

de amonio y finalmente dialice contra buffer A sin inhibidor. Almacenar a -70°C.
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Purificacion de Plg a partir de plasma humano
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Produccion de anticuerpos policlonales en
conejo

Las proteinas recombinantes se separan en geles preparativos SDS-PAGE. Aproximadamente se
cargan 100 pg de proteina en todo el pozo. El gel con la proteina se transfiere a una membrana
de nitrocelulosa.

La membrana se tifie con Rojo de Ponceu y se destifie con agua bidestilada.

Se corta con una hoja de bisturi la banda correspondiente a la proteina recombinante.

Se tritura con el mismo bisturi en fragmentos muy pequefios.

Los fragmentos de nitrocelulosa con proteina se disuelven en 1 ml de DMSO.

Con una solucion amortiguadora de carbonatos se pulveriza la nitrocelulosa, adicionando gota a
gota y agitando en vortex. La solucién debera verse como una suspension con la nitrocelulasa en
particulas muy finas.

La muestra es centrifugada y resuspendida en PBS estéril.

La muestra es mezclada y emulsificada con adyuvante incompleto de Freud, y con esta emulsion
se inoculé un conejo via subcutanea. Se prepararon dos muestras para inmunizar dos conejos
por cada proteina recombinante.

El esquema de inmunizacion se siguié como se muestra abajo. A los 15 dias aproximadamente
después de la inmunizacién, se tomaba una muestra de sangre para obtener el suero y medir los
titulos de anticuerpo generados contra la proteina.

Produccidon de anticuerpos policlonales contra las proteinas
recombinantes

66—

45—
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31—
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21—

31
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21

14

Dia 0 Dia 21 Dia 40 Dia60__Dia75 1.  GInAltincidn azul de Coomassie
T T T T Sabr:grado 2. GInAldetectada con anti-GInAl
o ablanco 3. GInAldetectada con anti-His
Suerolnmumzac':fruerzo f:fuerzo f:;uerzo 4. Ag85B tincion azul de Coomassie
preinmune s 5.  Ag85B detectada con anti-Ag85B
uero Suero Suero 6.  Hsp70 tincién azul de Coomassie
titulos titulos titulos 7.

>°]

Hsp70 detectada con anti-Hsp70
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Ajuste no linear con el programa KaleidaGraph
para determinar las constantes de union entre
Ag85By Plg

Curva de saturacién con Fibrinégeno
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Binding and activation of human plasminogen (Plg) to generate the proteolytic enzyme plas-
min (Plm) have been associated with the invasive potential of certain bacteria. In this work,
proteomic analysis together with ligand blotting assays identified several major Plg-binding
spots in Mycobacterium tuberculosis soluble extracts (SEs) and culture filtrate proteins. The
identity of 15 different proteins was deduced by N-terminal and/or MS and corresponded to
DnaK, GroES, GInAl, Ag85 complex, Mpt51, Mpt64, PrcB, MetK, SahH, Lpd, Icl, Fba, and
EF-Tu. Binding of Plg to recombinant M. tuberculosis DnaK, GlnA1, and Ag85B was further
confirmed by ELISA and ligand blotting assays. The binding was inhibited by e-aminocaproic
acid, indicating that the interaction involved lysine residues. Plg bound to recombinant
mycobacterial proteins was activated to Plm by tissue-type Plg activator. In contrast with
recombinant proteins, M. tuberculosis SE enhanced several times the Plg activation mediated
by the activator. Interestingly, GInA1 was able to bind the extracellular matrix (ECM) protein
fibronectin. Together these results show that M. tuberculosis posses several Plg receptors sug-
gesting that bound Plg to bacteria surface, can be activated to Plm, endowing bacteria with
the ability to break down ECM and basal membranes proteins contributing to tissue injury in
tuberculosis.

Keywords:
2-DE / Ligand blotting / Mycobacterium tuberculosis / Plasminogen receptors

1 Introduction

Correspondence: Dr. Clara Espitia, Departamento de Inmunolo-

Proteomics 2007, 7, 3332-3341

Received: November 7, 2006
Revised: April 27, 2007
Accepted: May 29, 2007

gia, Instituto de Investigaciones Biomédicas, Apartado Postal
70-228 04510, México, D.F., Mexico

E-mail: espitia@biomedicas.unam.mx

Fax: +52-55-56223369

Abbreviations: CF, culture filtrate; ECM, extracellular matrix;

Fn, plasminogen; PIgRs, plasminogen receptors; PIm, plasmin;
RT, room temperature; SE, soluble extract

© 2007 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Plasmin (Plm), is the major fibrinolytic enzyme formed by
the activation of plasminogen (Plg) by the two serine pro-
teases, tissue and urokinase-type Plg activators (tPA and
uPA). Plm itself can directly degrade components of the
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extracellular matrix (ECM) and basal membrane (BM) such
as laminin and fibronectin (Fn) and indirectly is also able to
activate matrix metalloproteases (MMPs) [1, 2] and elastase
[3]. The binding of Plg to mammalian cells is mediated by
their kringle domains, which have affinity for lysine residues
[4]. Lysine-dependent binding is also characteristic of Plg
capture by certain invasive bacteria including Group A, C,
and G streptococci, Staphylococcus pneumoniae, Escherichia
coli, Salmonella typhimurium, Haemophilus influenzae, Heli-
cobacter pylori, and Borrelia burgdorferi between others [5]. Plg
bound to the bacterial surface can be activated to Plm by host
activators, turning bacteria into proteolytic organisms with
the surface-bound Plm protected against its circulating in-
hibitor, a2-antiplasmin [6-9].

The nature of bacterial plasminogen receptors (PlgRs)
described till now is variable, however, it is notorious that
many of them are metabolic enzymes of extracellular locali-
zation, although they lack a putative signal peptide for
secretion to the cell surface [10]. The filamentous surface
appendages fimbriae and flagella form a major group of
PlgRs in some Gram-negative bacteria, and surface-bound
enzyme molecules and the fibrillar M-like protein in Gram-
positive bacteria [10-12]. It is worth noticing that some
pathogenic bacteria that interact with Plg are also able to
bind to ECM and BM proteins; moreover, it has demon-
strated that some PlgRs themselves are able to bind to those
host proteins [10, 12-15]. Since binding and activation of Plg
as well as the interaction of tumor cells with ECM/BM pro-
teins are important mechanisms for metastasis [16], it has
been suggested that the same mechanism is employed by
invasive bacteria to disseminate and cause tissue damage, a
phenomenon called “bacterial metastasis” [17].

In a previous work we demonstrated the existence of
PlgRs in the human pathogen Mycobacterium tuberculosis
[18]. The present study reveals the identity of M. tuberculosis
Plg-binding proteins, and evaluates the faculty of Plg bound
to mycobacterial receptors to be converted into Plm by the
action of the mammalian Plg activator tPA.

2 Materials and methods
2.1 Bacterial strains and culture conditions

The M. tuberculosis H37Rv (ATCC no. 27294) reference strain
is part of the bacterial culture collection of the Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM, Mexico City. Soluble
extract (SE) proteins from M. tuberculosis H37Rv were
obtained as described elsewhere [18]. Briefly, M. tuberculosis
H37Rv was cultured on Proskauer and Beck modified as
Youman’s synthetic medium for 4-6 wk. Bacilli were inacti-
vated by incubation at 37°C by 24 h with 2% of sodium azide,
resuspended in PBS buffer (10 mM phosphate pH 7.4,
150 mM NacCl) and sonicated in an ice bath for 15 min with
1 min pauses between 1 min pulses at 71.25 W of ultrasonic
power in a VirSonic sonicator (Virtis”). The sample was cen-
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trifuged in a microfuge at 10000 x g for 20 min to obtain a
supernatant representing the SE. Culture filtrate (CF) pro-
teins were obtained from culture medium after elimination
of bacilli by filtration [19]. Proteins from supernantant were
precipitated with 0.5 mg/mL of (NH,),SO,, pellet was resus-
pended in dH,0 and dialyzed exhaustively against PBS. Both
SE and CF proteins were quantified by a modified microplate
Lowry assay and stored at —=70°C until their use.

2.2 2-DE and SDS-PAGE

SE and CF samples were first desalted in Sephadex G25 col-
umn (GE healthcare NAP-5 column), proteins were then
concentrated by ultrafiltration. SE and CF (90 pg of each)
were treated with 2-D-clean-up kit (Amersham Biosciences).
Protein pellet was resuspended and adjusted to a final vol-
ume of 125 pL in a reswelling buffer (8 M urea, 2% CHAPS
0.5% of IPG buffer pH 4-7, and 20 mM DTT), and the sam-
ple was applied on immobilized pH 4-7 linear gradient
strips (7 cm, GE healthcare) for 16 h rehydratation at room
temperature (RT), following the manufacturer’s instruc-
tions. Focusing started at 300 V (1 h), was increased to
1000 V (30 min), and finally to 5000 V (2 h) in an Ettan IPG-
phor IIT Electrophoresis Unit (GE healthcare). After focus-
ing, strips were equilibrated for 20 min in sample buffer (2%
SDS, 50 mM Tris-HCl pH 8.8, 6 M urea, 30% glycerol,
0.002% bromophenol blue and 0.5% DTT). Strips were then
overlaid onto 12% SDS-PAGE and after electrophoresis,
proteins were transferred to Immobilon-P PVDF mem-
branes (Millipore, Bedford, MA). Membranes were stained
with CBB R-250 or used for ligand blotting assays.

2.3 Ligand blotting

Proteins from 2-DE/SDS-PAGE were transferred to PVDF
membranes and incubated with 1 pg/mL of purified human
Plg (Roche) in PBS containing 0.05% Tween-20 (PBS-T) and
3% BSA for 1h in the presence or absence of 100 mM e-
aminocaproic acid (EACA; Merck) for 1 h at RT. After incu-
bation, the membranes were rinsed with PBS-T and incu-
bated for 30 min with rabbit anti-Plg polyclonal antibody
(Dako) 1:1000. Thereafter, the membranes were incubated
for 30 min with Protein A-HRP (Zymed) 1:2000. Reactivity
was revealed with 3 mg/mL of 3,3-diaminobenzidine
(Sigma) in PBS-Tand 30% hydrogen peroxide diluted 1:1000.
Control without Plg or anti-Plg was also included.

Two micrograms of M. tuberculosis purified recombinants
DnaK, GInAl, Ag85B, and HspX were also resolved by elec-
trophoresis in 12% SDS-PAGE, transferred to membranes
and incubated with Plg/anti-Plg (as above) or with 5 pg/mL
of Fn (Roche) in PBS-T 3% BSA for 1 h and then incubated
with rabbit anti-Fn-polyclonal antibody (Dako) 1:1000 in
PBS-T 3% BSA. As a control, Fn or antibody was omitted.
Reactivity was developed as describe above.
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2.4 Identification of proteins by N-terminal
sequencing by Edman degradation

Following 2-DE/SDS-PAGE and electroblotting, spots from
membranes stained with CBB R-250 that corresponded to
those reacting with Plg were excised and subjected to N-ter-
minal sequencing [20] which was performed in a gas phase
sequencer (PE Applied Biosystems, Weiterstad, Germany).
These procedures were carried out at Analytical Instruments
facility of the German Research Center for Biotechnology
(GBF) Braunschweig, Germany.

2.5 LC/ESI-MS/MS

For protein identification using MS, selected Plg reacting
protein spots were carefully excised from Coomassie stained
2-DE and prepared for LC/MS/MS. Shortly, individual pro-
tein spots were distained, reduced, carbamidomethylated,
digested with trypsin, and extracted from the gel using a
standard in-gel digestion procedure [21]. The volume of the
extracts was reduced by evaporation in a vacuum centrifuge
at RT and then adjusted to 20 pL with 1% formic acid.

Peptide mass spectrometric analysis was performed on
a 3200 QTRAP System (Applied Biosystems/MDS Sciex,
Ontario, Canada), equipped with a nanoelectrospray source
and a nanoflow LC system (Agilent 1100 Nano Pump,
Waldbronn, Germany). Mass tuning of the hybrid triple
quadrupole linear IT spectrometer was done with [Glul]-
fibrinopeptide B. Sample digests were injected on a Zorbax
300SB C18 column (3.5 um, 50 x 0.075 mm?, Agilent) equi-
librated with 2% ACN, 0.1% formic acid and separated
using a linear gradient from 2 to 70% ACN, 0.1% formic
acid over an 80 min period, at a flow rate of 300 nL/min.
The interface heater for desolvation was held at 150°C.
Spray voltage was 2.4 kV. Spectra were acquired in auto-
mated mode using information dependent acquisition
(IDA). Precursor ions were selected in Q1 using the
enhanced MS mode. The scan range for EMS was set at m/z
400-1500 and 4000 amu/s. Selected ions were subjected to
an enhanced resolution scan at the low speed of 250 amu/s
over a narrow (30amu) mass range and then to an
enhanced product ion scan (MS/MS). The precursor ions
were fragmented by collisionally activated dissociation
(CAD) in the Q2 collision cell using rolling collision energy.
The fragment ions generated were captured and mass ana-
lyzed in the Q3 linear IT. Database searching (Swiss-Prot,
NCBInr or MSDB) and protein identification were per-
formed with MASCOT Software (http://www.matrix
science.com), with trypsin plus one missed cleavage,
carboxyamidemethylation as a fixed modification and
methionine oxidation as a variable modification and a mass
tolerance of 0.5 Da for the precursor MWs and 0.3 Da on
the fragment MWs. The criteria to accept a protein hit as a
valid identification were: two or more tryptic peptides mat-
ches to the protein sequence and at least one peptide with
p<<0.05.
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2.6 Cloning, expression, and purification of M.
tuberculosis glutamine synthetase A1 and
antigen 85B as His-tagged proteins.

The M. tuberculosis Rv2220 (GInAl) and Rv1886c (Ag85B)
genes were amplified by PCR from M. tuberculosis H37Rv
genomic DNA with the oligonucleotide probes gln-1 Fo: 5'-
CCG CCATAT GAC GGA AAA GAC GCC C-3' (Ndel site in
bold), gln-1 Rv: 5-CCG CGG ATC CTT AAA CGT CGTAGT
ACA G-3' (BamHI site in bold), Rv1886PEF: 5'-GCT CAT
ATG TTC TCC CGG CCG GGG C-3' (Ndel site in bold),
Rv1886PER: 5'-CTG GAT CCT TCG GTT GAT CCC GTC
AGC-3' (BamHI site in bold). GlnA1l (1451 bp) and Ag85B
(889 bp) PCR fragments were cloned into the pET15b vector,
and the identity of the inserts was confirmed by restriction
analysis and DNA sequencing. E. coli strain BL21 (DE3) and
C41 were transformed by electroporation with pET15b—
GInA1 and pET15b-Ag85B respectively. Heterologous
expression of GInA1 and Ag85B was induced in logarithmic
phase cultures by adding 1 and 0.1 mM of IPTG, respec-
tively. Cells were harvested after 4 h, sonicated and cen-
trifuged at 10000 x g for 30 min at 4°C. The pellet was
washed twice with 2% Triton X-100 in PBS and inclusion
bodies were solubilized in lysis buffer (300 mM NaCl,
10 mM imidazol, 8 M urea, 50 mM NaH,PO,, pH 8) over-
night stirring at 4°C. The supernatant was filtered and loaded
into a Ni**-NTA superflow (QIAGEN) column, previously
equilibrated with lysis buffer, after washing, protein was
eluted with a linear gradient of imidazol from 10 to 500 mM
in lysis buffer. Eluted fractions were collected and analyzed
by 12% SDS-PAGE. Fractions displaying the recombinant
proteins were pooled and finally dialyzed in PBS buffer.

2.7 Other recombinant proteins

Mycobacterial recombinant DnaK protein was provided by
Lionex (Germany) and HspX (o-crystallin, Rv2031c) His-
tagged recombinant protein was donated by G. Barcenas
(Facultad de Estudios Superiores, Cuatitlan, UNAM). HspX
was used as negative control in every assay.

2.8 ELISA Plg attachment assays

Polystyrene microplates (Maxisorp, Nunc) were coated with
5 pg of SE proteins and 1 pg of recombinant DnaK, GIlnAl,
Ag85B, and HspX in 100 pL of 0.05 M carbonate—bicarbo-
nate buffer pH 9.6 at 37°C overnight. The remaining wells
were blocked by incubating with 1% BSA in PBS-T for 1 h at
RT, followed by three washes with PBS-T. Wells were incu-
bated at 37°C with 100 pL of Plg at 0.5 pg/mL in PBS-T 1%
BSA. Following the incubation, wells were rinsed three times
with PBS-T and incubated for 30 min with 100 pL anti-Plg
antibody 1:1000 in PBS-T 1% BSA. Thereafter, protein
A-HRP conjugate 1:2000 in PBS-T was added and incubated
for 30 min. After exhaustive rinse, peroxidase activity was
revealed with 150 uL of 4 pug/mL o-phenylenediamine
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(Sigma) in 50 mM of citrate-phosphate buffer pH 5 and
hydrogen peroxide. The reaction was stopped with 50 UL of
3N HCI and OD,o, ,m Was measured with an automatic
microtiter plate reader (ThermoLabsystem).

Plg binding was expressed as the percentage of the
OD 97 nm Of positive control wells that were coated with 1 pg
of fibrinogen a known Plg-binding protein. In negative con-
trols, Plg was incubated with wells coated with BSA or His-
tagged HspX protein which was selected as a negative con-
trol, because this protein is very abundant in M. tuberculosis
SE and it does not interact with Plg. The identity of HspX
was confirmed by N-terminal sequence of the 2-DE spot. To
assess the participation of lysine residues in Plg binding to
M. tuberculosis proteins, incubation with Plg was also done in
the presence of 100 mM of EACA.

2.9 PIm activity chromogenic assay with adsorbed
proteins

Five micrograms of SE and 1 pg of recombinants Dnak,
GInAl, Ag85B, and HspX were adsorbed to polystyrene
microplates in carbonate-bicarbonate buffer pH 9.6 as
described above. Wells were washed twice with PBS-T and
blocked with PBS-T 1% BSA for 1 h at RT, then 100 pL of
0.5 pg/mL of Plg was allowed to interact with the proteins by
incubation for 1 h at 37°C. Wells were rinsed three times and
incubated with 100 pL of 0.15 pg/mL of tPA (Calbiochem),
for 1 h at 37°C, and washed twice. Finally, 200 pL of 0.25 mM
Chromozym PL (Roche) in 50 mM Tris buffer pH 7.4 was
added. OD,ps ., Was measured at 37°C. Negative controls
and inhibition was performed as described above.

2.10 PIm activity chromogenic assay with proteins in
solution

The assay was performed in microtiter plates (Cliniplate Lab-
system). SE proteins (2.5 and 5.0 pg) or recombinant proteins
(1 pg) were incubated with 100 pL of Plg 12 pg/mL for 1 h at
37°C. Then, 15 pL of 1.5 pg/mL of tPA and 30 pL of 1.5 mM
Chromozym were added, and the final volume was adjusted to
200 pLwith 50 mM Tris buffer pH 7.4. Negative control wells
with irrelevant proteins, BSA and HspX were included.
Omission of tPA and Plg were also used as negative controls.
Inhibition was performed with 0-50 mM EACA. The assay
was made in triplicate, and activity was detected by measuring
OD g5 nm immediately and then every 10 min, at 37°C.

3 Results

3.1 Ligand blotting assays of M. tuberculosis SEs and
CF proteins resolved by 2-DE

M. tuberculosis SE and CF proteins previously resolved by 2-

DE and blotted were evaluated for binding to Plg. Several
Plg reactive spots were detected, in the range of 10-
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100 kDa. Three different experiments were carried out with
each extract and reactive Plg spots were considered positive
only if they were represented in the three assays. In some
cases, when several positive spots were present in the same
molecular weight position only one number was assigned to
all the spots. However, further confirmation will be neces-
sary to define if they are isoforms or different proteins.
After this analysis, 57 Plg reactive spots were identified in
SE and 22 in CF (Figs. 1B and E). The coordinates of the
major Plg-binding spots were matched to protein spots in
the CBB stained membrane (Figs. 1A and D), but with clear
differences in relative intensity. For instance, spot 57 of SE
represents an abundant protein that binds Plg only weakly,
whereas spot 39 is nonabundant but showed strong binding
(Figs. 1A and B).

The identity of 15 proteins was revealed by MS and by
N-terminal sequence from gels or membranes CBB stained
(Tables 1 and 2). Two of them belong to the heat shock pro-
tein family; DnaK (Rv0350) and GroES (Rv3418c). The others
were proteins with enzymatic activities; GInA1, the gluta-
mine synthetase A1l (Rv2220), members of Ag85 complex
mycolyl transferases and related Mpt51 (Rv0129c, Rv1886c,
Rv3804c, and Rv3803c), PrcB, proteasome B subunit
(Rv2110c), MetK, an adenosyl methionine synthetase
(Rv1392), SahH, S-adenosyl-i-homocysteine hydrolase
(Rv3248c), Lpd, dihydrolipoamide dehydrogenase (Rv0462),
Icl, isocitrate lyase (Rv0467), EF-Tu, iron-regulated elonga-
tion factor Tu (Rv0685), Fba, fructuose-bisphosphate aldolase
(Rv0363c), and Mpt64 (Rv1980c) an antigenic protein
(Table 1).

By comparisons of SE and CF 2-DE profiles, spots iden-
tified by MS or N-terminal in one of the extracts were loca-
lized in the other according to pI and molecular mass. All the
spots identified in this work have been reported in the M.
tuberculosis proteomic published work [22-24] and proteomic
databases  (http://web.mpiib-berlin.mpg.de/cgi-bin/pdbs/
2d-page/extern/index.cgi and http://www.ssi.dk/sw14644.asp).
Since N-terminus sequence of ten amino acids obtained for Plg-
binding members of Ag85 complex did not allow to differ-
entiate between the proteins, MS of CF spots was carried out. It
was possible to identify Ag85A in spots 15 and 16, Ag85B in
spot 18, and a mixture of Ag85A, B, and C in spots 13 and 14.

The C-terminal lysine of other PlgRs has been involved
in Plg recognition [4], in this respect the interaction of Plg
with the M. tuberculosis proteins was inhibited by the lysine
analogue EACA (Figs. 1C and F), indicating that the binding
was mediated by lysine residues. Among the identified M.
tuberculosis PlgRs, only DnaK, PrcB, GroES, and EF-Tu pre-
sent the C-terminal residue.

3.2 Binding of mycobacterial recombinant proteins
to Plg and Fn by ligand blotting assays

Genes encoding for M. tuberculosis GInAl and Ag85B were

heterologously expressed and their products purified from E.
coli as recombinant His-tagged proteins. Binding of Plg to
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Figure 1. Ligand blotting assay of M. tuberculosis SE and CF resolved by 2-DE gel. (A) SE proteins blotted to PVYDF membrane stained with
CBB. (B) Ligand blotting of SE proteins incubated with Plg and developed with a polyclonal anti-Plg antibody. (C) SE proteins incubated
with Plg in presence of EACA. (D) CF membrane stained with CBB. (E) Ligand blotting of CF proteins incubated with Plg, and developed with
a polyclonal anti-Plg antibody. (F) CF proteins incubated with Plg in presence of EACA. In circles are only protein spots that did react con-
sistently over three experiments. The arrow in (A) indicates the position of Hspx, a Plg negative reactive spot.
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Table 1. Identification of mycobacterial Plg-binding proteins
Spot number?  Identified protein M. th. Identification ~ N-terminal Theoretical Theoretical
H37Rv gen method® sequence MW (kDa) pl
identification®

SE: 7 DnaK (Heat shock protein 70) Rv0350 N-term, MS 2ARAVGIDLGTTNSV'®  66.8 46
CF: 1
SE: 12 GInA1 (Glutamine synthetase A1) Rv2220 N-term, MS 2TEKTPDDVFK" 53.5 48
CF: 2
SE:14and 15  SahH (S-Adenosyl-L-homocysteine Rv3248¢ N-term, MS XLTPDVR" 54.3 48
CF:3and 4 hidrolase)
SE: 16" Lpd (Dihydrolipoamide dehydrogenase) Rv0462 MS 49.2 5.7
CF: 5
CF: 6 Icl (Isocitrate lyase) Rv0467 MS 471 438
CF:8 EF-Tu (Iron-regulated elongation factor TU) Rv0685 MS 43.6 5.1
SE: 17 MetK (Methionine adenosyltransferase) Rv1392 N-term 2XEKGRLFTXEXV' 43.0 47
SE: 34° Fba (Fructose-bisphosphate aldolase) Rv0363c  MS 36.5 5.6
CF: 11
SE: 40,41,42, Antigen 85 complex (Mycolyl Rv3804c N-term, MS 2FSRPGLPVEY" 35.7 6.5

43, and 44 transferases, Fn-binding proteins, Rv1886¢ 34.6 5.7
CF: 13,14,15, Ag85A, Ag85B, and Ag85C) Rv0129¢ 36.7 6.3

16, and 18
SE: 50 Mpt51 (Related Ag85 complex protein, Rv3803¢ N-term, MS ZAPYENLMVPS™ 31.1 6.6
CF: 20 mycolyl transferase, Fn-binding

protein D)

SE: 39 PrcB (Proteosome beta subunit) Rv2110c  N-term SBTTIVALKYPG® 303 44
CF: 19"
SE: 48 Mpt64 (Immunogenic protein) Rv1980c N-term, MS ZAPKTYCEELK 24.8 4.6
CF:- 21
SE: 57 GroES (10 KDa Chaperonin) Rv3418¢c N-term ZAKVNIKPLED" 10.8 43

a) Spot numbers correspond to those indicated in Fig. 1.

b) Underlined spot numbers correspond to those which their identity was deduced by comparison of p/ and MW and spots positions in

either CF or SE.

c) Identity of SE proteins was obtained by N-terminal sequence while identity of CF proteins was obtained by MS.

d) The number indicates the residues position.

recombinant putative PIgRs was tested by ligand affinity
blot in the presence or absence of EACA. As shown in
Fig. 2B, the recombinant proteins bound specifically to Plg,
whereas the negative control, the mycobacterial His-tagged
recombinant HspX protein, did not bind to Plg. To test
whether the proteins were able to interact with Fn, as
described for some bacterial PlgRs [10, 25], ligand affinity
blot was carried out with M. tuberculosis recombinant PlgRs.
As shown in Fig. 2C, in addition to Ag85 complex, GlnAl
was also able to bind Fn.

Binding of Plg to M. tuberculosis recombinant PlgRs and
SE was also tested by ELISA. The SE proteins and all the
recombinant proteins exhibited concentration-dependent
Plg attachment (not shown). In this test, GInA1 displayed a
42-37% higher Plg-binding capacity than SE and DnaK/
Ag85B. In the presence of EACA, binding of Plg to recombi-
nant proteins was abolished to background levels, SE showed
residual reactivity due crossreaction of the anti-Plg antibody
with SE components (Fig. 3).

© 2007 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

3.3 Plg activation assays

Plg bound to mycobacterial proteins was susceptible to be
activated to Plm in the presence of tPA, while EACA com-
pletely abrogated this activation by inhibiting Plg binding to
PlgRs as shown in Fig. 4. The PIm activity obtained with the
different proteins was as follow: GlnA1>>Ag85>Dna
K>SE, which suggests that the interaction of Plg with
mycobacterial proteins and its activation is affected by the
nature of the molecules involved.

In order to evaluate the ability of SE and recombinant
proteins to enhance tPA-catalyzed Plg activation, assays
were carried out in solution. The SE bound Plg caused a
six-fold enhancement of Plm formation by tPA, compared
to the activation seen in buffer alone. In contrast, no dif-
ferences were observed with the recombinant proteins
(data not shown). Enhancement of tPA-Plg activation by SE
was inhibited with 50 mM EACA to background level
(Fig. 5).
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Table 2. Identification of M. tuberculosis CF proteins by LC/ESI-MS/MS

Proteomics 2007, 7, 3332-3341

Spot no. Protein NCBI

MW (kDa) No. of matched MOWSE score

Sequence

name accession no. peptides coverage (%)
1 DnaK gi/15607491 66.790 30 757 28
2 GInA1 gi/3261568 53.707 17 300 14
3 SahH gi/2072715 54.461 5 178 1
4 SahH gi/2072715 54.461 3 68 6
5 Lpd gi/13879985 49.437 4 201 11
6 Icl gi/12084151 47.227 3 130 10
8 EF-Tu gi/15607825 43.566 2 45 7
1 Fba gi/2094844 36.750 2 162 10
13 Ag85A gi/15610940 35.835 10 452 36
13 Ag85B gi/13096367 30.814 8 313 39
13 Ag85C gi/9955250 31.233 8 269 25
14 Ag85A gi/15610940 35.835 11 413 24
14 Ag85B gi/13096367 30.814 5 205 20
14 Ag85C gi/9955250 31.233 2 86 7
15 Ag85A gi/15610940 35.835 23 566 39
16 Ag85A gi/15610940 35.835 16 443 35
18 Ag85B gi/13096367 30.814 14 346 41
20 Mpt51 gi/15843425 32.182 3 154 23
21 Mpt64 gi/15609117 24.839 26 541 36

Figure 2. Ligand blotting assay of mycobacterial recombinant
proteins. (A) CBB stained membrane, (B) Recombinant proteins
incubated with Plg and developed with a polyclonal anti-Plg
antibody. Lane 1, DnaK; lane 2, GInA1; lane 3, Ag85B; lane 4,
HspX protein as negative control. (C) Recombinant proteins were
incubated with Fn and developed with a polyclonal anti-Fn anti-
body. Lane 1, DnakK; lane 2, GInA1; lane 3, Ag85B.

4 Discussion

Our results provided evidence that M. tuberculosis possesses a
large number of proteins that function as PlgRs and like
many of the identified bacterial PlgR, those found in M.
tuberculosis are also classical housekeeping enzymes. It is
noteworthy that some PlgRs have been found extracellulary
in spite, they lack typical signature sequences for their
transport to the cell surface. Although, the extracellular
function of these proteins remains a mystery, it has been
proposed that once on the surface, they can interact with host

© 2007 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Figure 3. Binding of Plg to M. tuberculosis SE and recombinant
proteins by ELISA. 5 ug of SE and 1 ug of each recombinant pro-
tein were adsorbed to ELISA plates. Wells were incubated with
Plg and then with an anti-Plg antibody. Plg binding is expressed
as the percentage of the OD,g; ,,, Of positive control wells, which
were coated with 1 ug of fibrinogen. Negative control wells were
coated with BSA and with the mycobacterial recombinant protein
HspX. Proteins incubated with Plg and with an anti-Plg antibody
(gray bars), proteins incubated with Plg and with an anti-Plg
antibody in presence of EACA (solid bars) and proteins incubated
with anti-Plg antibody only (open bars).

components, such as Fn and Plg, or directly with the host
cells, to trigger signal transduction and thereby enable the
pathogens to colonize, persist, and invade the host [10].
Increase evidence shows that bacterial PIgRs immobilize Plg
on the cell surface favoring its activation to Plm and turning
bacteria into proteolytic organisms [5, 10, 26-28]. Adhesion
to ECM proteins and activation of Plg and other latent pro-
teases are important in tumor cell invasion through tissue
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Figure 4. PIm activity associated to M. tuberculosis proteins. Plg
was allowed to bind to immobilized mycobacterial proteins and
then converted to PIm by tPA. PIm activity was measured by the
degradation of a chromogenic substrate for Plg and measured at
ODyos5 nm- Proteins incubated with Plg in presence of EACA were
totally negative.

Figure 5. Enhanced tPA-mediated Plg activation. Plg was con-
verted to PIm by tPA in the presence of 2.5 ug (gray bars) and 5 pug
(solid bars) of mycobacterial SE proteins in a solution assay.
Enhanced tPA-catalized Plg conversion to PIm with SE proteins
was inhibited by the lysine analogue, EACA. PIm activity was
measured by the degradation of a chromogenic substrate.
Measurements were taken at 1 h and OD 45 ,, data of PIm activity
were normalized with tPA-catalized Plg activation alone. Plg acti-
vation by tPA alone as a control was included (open bar).

barrier [16]. In vitro evidence has been presented in favor of
the hypothesis that the presence of both ECM and Plg-bind-
ing proteins enabling the pathogens to colonize and invade
the host tissue. This process has been termed “bacterial
metastasis” in an analogy to the behavior described for
metastatic tumor cells [17].

In Gram-positive bacteria, glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (Gap) and a-enolase have been identified as
PlgRs on the surface of group A streptococci [29]. In Gram-
negative bacteria, aspartase in H. influenzae [30] and the fila-
mentous surface appendages fimbriae and flagella in E. coli
and S. typhimurium form a major group of PlgRs [11, 31],
however, a new PIgR proteins PgbA and PgbB of unknown
function were identified in H. pylory by screening of a phage
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display library with Plg [13]. In the present work, several M.
tuberculosis CF and SE proteins with the capacity to bind Plg
were identified using a similar technique that led to the dis-
covery of Plg-binding proteins in the fungal pathogen Can-
dida albicans [32]. Surprisingly, none of the mycobacterial
PlgRs identified in this work corresponded to those de-
scribed for other bacteria, however, most of them share the
property of being metabolic proteins and extracellularly
localized, although they lack signal sequences for exporta-
tion. Such as the case of the mycobacterial PlgRs; GlnAl,
DnaK, SahH, GroEL, PrcB, Lpd, Icl Fba, and EF-Tu. The
extracellular localization of these proteins has been shown
previously by M. tuberculosis proteome analysis, all of them
have been found in short-term cultures filtrates [22, 23]. Fur-
thermore, proteomic analysis of subcellular proteins from
cell wall, cytosol, and membrane revealed that some of the
proteins could also be found in cell wall and membrane
compartments [33]. Among the mycobacterial PlgRs here
identified is GInA1, an essential protein of M. tuberculosis
that plays a role in nitrogen metabolism [34]. Its enzymatic
activity, detected in CF of pathogenic but not of non-
pathogenic mycobacteria, has been associated with virulence
[35, 36]. Interestingly, we found that GInA1 was also able to
bind Fn, a feature so far not described in spite of evidence
indicating the presence of Fn-binding molecules in the range
of 57-60 kDa the GInA1 molecular mass [19, 37]. The prop-
erty to bind ECM has also been attributed to other PlgRs as
Gap and fimbriae, which bind Fn and laminin, respectively
[10, 11, 15]. In this study, the well-characterized mycobacter-
ial Fn-binding proteins that belong to the Ag85 complex
(Ag85A, Ag85B, and Ag85C mycolyl transferases) and the
related Mpt51 antigen were also found to be PlgRs. The
members of the Ag85 complex are predominantly secreted
proteins involved in cell envelope biogenesis of mycobacteria
catalyzing the transfer of the fatty acids [38]. Their interac-
tion with the immune system in the infectious process has
been broadly studied, and members of the Ag85 complex
proteins have been considered as vaccine candidates due to
their protective role against tuberculosis in animal models
[39]. Other proteins identified as PlgRs in this work were
members of the heat shock protein family, the chaperone
DnaK and GroES [40]. DnaK is a predominant protein in
mycobacterial CF and it is known as an immunodominant
antigen for both the humoral and the cell-mediated immune
response in humans and infected animals [41]. The GroES
chaperonin of M. tuberculosis is strongly implicated as an
important virulence factor during infection; the protein is
secreted into the host cellular space and has a potent bone-
reabsorbing activity by promoting the recruitment of osteo-
clasts. This is believed to account for the pathological fea-
tures of spinal tuberculosis, one of the more severe diseases
associated with mycobacterial infection [42].

Additionally, we found a group of enzymes Rv2110c,
Rv1392, Rv3248c, Rv0462, Rv0467, Rv0363, and Rv0865,
which were able to react with Plg by ligand blot. Rv2110c,
proteasome subunit B that serves as a defense against
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nitrosactive stress [43]. Rv1392, S-adenosylmethionine syn-
thetase, catalyses the formation of S-adenosylmethionine
from methionine and ATP. Rv3248c, adenosy-L-homo-
cysteine, a hydrolase involved in the degradation of the com-
pound which inhibits methylation reactions. Rv0462, dihy-
drolipoamide dehydrogenase catalyses the NAD(+)-depend-
ent oxidation of the dihydrolipoyl cofactors that are
covalently attached to the acyltransferase components of the
pyruvate dehydrogenase. Rv0467, isocitrate lyase an enzyme
of the glyoxylate cycle essential for the metabolism of fatty
acids which together with Icl2 (Rv1915/6) are required for
growth, survival, and virulence of M. tuberculosis in macro-
phages and mice [44]. Rv0363c, fructose bisphosphate aldo-
lase, an enzyme of the glycolytic pathway that was found to
be increased only in culture filtrates of early microaerophilic
cultures [24]. Rv0685, elongation factor Tu, a GTPase, which
promotes the binding of aminoacyl-tRNA to ribosomes. This
protein, up-regulated in high-iron-concentration is a major
cell wall protein of Mycobacterium leprae [28] and together
with fructose bisphosphate aldolase has been also found to
be a Plg-binding protein in C. albicans [32]. In addition, EF-
Tu and piruvate dehydrogenase E1 B subunit were cell sur-
face localized in Mycoplasma pneumoniae showing Fn-bind-
ing activities [45]. Finally, the Rv1980c, Mpt64 a protein of
unknown function but with a relevant immunological activ-
ity [46], was also found to bind to Plg. This protein together
with Ag85 complex and related Mpt51 were the only PlgRs
identified in this work that possess a signal peptide to be
exported.

The DnaK, GroES, PrcB, and EF-Tu proteins have a
C-terminal lysine residue, which could mediate Plg interac-
tion. Extensive analysis of the M. tuberculosis genome reveals
that there are at least 80 proteins with C-terminal lysine (data
not shown). The other mycobacterial PIgR do not have a C-
terminal lysine, which suggest that internal lysines are
involved in Plg binding, since their interaction with Plg is
inhibited with a lysine analogue. In fact the removal of C-
terminal lysine in o-enolase, for example, partially dimin-
ished binding of Plg suggesting that multiple lysine residues
in the molecule could be involved in the interaction with Plg
[47).

In this work, three mycobacterial recombinant PlgRs
were tested in Plg activation assays (DnaK, GInAl, and
Ag85B). All of them showed the ability to immobilize Plg,
allowing its activation to Plm mediated by tPA. The highest
PIm activity was obtained with GInA1, which correlates with
the highest capacity of this protein to bind to Plg. In contrast
to the recombinant mycobacterial PlgRs, it was found that SE
was also able to enhance the tPA catalyzed Plm formation, as
described for some bacterial PlgRs-like flagella [31]. This
property has also been described for fibrin, during fibrino-
lysis, Plg activation occurs through tPA binding to fibrin fol-
lowed by the addition of Plg to form a ternary complex. Sub-
sequent proteolytic cleavage of fibrin by Plm creates addi-
tional lysine-binding sites, thereby enhancing fibrinolysis by
increasing Plg accumulation [4, 48]. Being the SE a complex
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mixture of proteins, it is possible that one or more unknown
proteins interact with tPA/Plg in the similar way as fibrin,
the generated Plm could create additional lysine-binding
sites by the cleavage of other mycobacterial proteins.

Inhibition with EACA was observed in all the assayed
conditions, suggesting that the interaction mechanism be-
tween mycobacterial PlgRs and Plg involves the lysine-bind-
ing kringle domains of the last.

The major finding of the present study was the identifi-
cation of novel M. tuberculosis proteins with adhesiveness
properties to Plg that result in the formation of Plm. On the
other hand, our data confirm the observation that a single
bacterial species can express different types of PlgRs [5, 10],
this diversity could complicate the analysis of the functions
and possible virulence association of PlgRs. The contribution
to virulence of our present findings still needs to be assessed
in vivo as well as the role PlgRs could be playing in many
aspects of the diseases pathology such as enhance bacterial
invasiveness, dissemination, and contribution to inflamma-
tion and tissue damage.
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