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1 RESUMEN

Mycobacterium tuberculosis, agente etioldgico de la tuberculosis, se situa entre las diez
principales causas de muerte a nivel mundial de acuerdo a reportes de la Organizacion
Mundial de la Salud. La capacidad de este microorganismo de sobrevivir dentro de los
macrofagos del hospedero, inhibiendo la maduracion fago-lisosomal, representa un
elemento crucial en su patogenicidad. En este sentido, PknG, una quinasa de proteinas en
Serinas y Treoninas de M. tuberculosis, juega un rol preponderante como factor de
virulencia, facilitando la sobrevida de la bacteria dentro del hospedero por mecanismos
aun no comprendidos. Con el fin de identificar mediadores en la via de sefalizacion de
PknG, llevamos a cabo estudios interactomicos que nos permitieron identificar un nuevo
interactor directo de esta quinasa: la proteina FhaA, lo que constituyo el punto de partida
del presente trabajo. Si bien la funcion de esta proteina es ain poco conocida, se postula
que regula la sintesis de peptidoglicano a través de su interaccién con una proteina de
membrana clave de ese proceso, la proteina Mvin. Estructuralmente FhaA posee una
organizacion de dominios que sugiere un papel como proteina de andamiaje, capaz de
reclutar mediadores y dirigir el ensamblado de complejos multi-proteicos de sefializacion.
Por tanto, en este trabajo nos propusimos caracterizar el interactoma de FhaA in vivo. Para
ello utilizamos una estrategia experimental que combina la sobre-expresién de esta
proteina con una etiqueta en Mycobacterium smegmatis, con el entrecruzamiento quimico
in vivo, la purificacién por afinidad y el analisis por espectrometria de masa. Los
resultados obtenidos nos permitieron verificar que FhaA es un sustrato de PknG e
identificar un conjunto de proteinas que representan interactores directos o indirectos de
FhaA in vivo. La recuperacion de Mvin como parte del interactoma de FhaA nos permitié
validar la estrategia experimental. Las proteinas identificadas indican que FhaA participa
principalmente en tres procesos: la sintesis de componentes de la envoltura celular, la
division celular, y procesos redox. Por altimo, validamos la interaccion directa entre FhaA
y uno de los nuevos interactores reportados en este trabajo: la proteina CwsA que cumple
un rol clave en la division celular. Estos resultados constituyeron una primera
aproximacion para la identificacion de mediadores en las vias de sefializacion donde
participa FhaA y permitieron abrir nuevas interrogantes que aseguran futuros trabajos en

esta area.




2 INTRODUCCION

2.1. Tuberculosis: Prioridad global para la investigacion y desarrollo.

Mycobacterium tuberculosis y el hombre han coexistido con la humanidad durante
milenios sin poder ser erradicada, y representa un importante problema de salud global en
la actualidad. Multiples factores asociados a la pobreza, el aumento de enfermedades
tipicamente inmunodepresoras tales como el VIH, la aparicion de cepas resistentes a una
amplia gama de antibidticos, la carencia de una vacuna totalmente efectiva, y el
estancamiento en la innovacion de nuevos tratamientos, contribuyen a su persistencia adn
hoy en la poblacion.

La tuberculosis se define como una enfermedad infectocontagiosa causada por la bacteria
Mycobacterium tuberculosis. Este bacilo Gram positivo es capaz de generar tanto una
infeccion activa como una infeccién asintomatica y latente; solo el 7% de la poblacion
que enfrenta a la bacteria desarrolla la enfermedad de manera inmediata (Global TB
control report 2008. WHO, Martino, A., 2008).

Actualmente existen herramientas preventivas contra la enfermedad, tales como la vacuna
BCG que presenta una alta efectividad contra las formas graves de tuberculosis, pero no
evita en todos los casos la infeccion primaria. Por otra parte, si bien existen terapias anti-
micobacterianas, las drogas actuales resultan también parcialmente efectivas debido a la
tendencia de M. tuberculosis de desarrollar resistencia. Un factor importante que
contribuye a los mecanismos de resistencia es la estructura inusual de la envoltura celular,
altamente impermeable (Jarlier, V., Nikaido, H., 1994).

Con respecto a la enfermedad, una de las caracteristicas mas importantes es que puede
presentarse sin sintomatologia alguna, lo que evita una pronta deteccién de la misma. Esto
se debe a que la bacteria puede permanecer de forma latente durante varios afios y en
cualquier momento este estado puede revertir y reactivar a la sintomatologia caracteristica
de la tuberculosis activa (Hett, E.C. and Rubin, E.J., 2008), provocando la muerte rapida
del individuo infectado en ausencia de un tratamiento efectivo (Tuberculosis, Datos y
Cifras 2018, WHO).

La tuberculosis se posiciona como la novena causa de muerte en el mundo y es la causa
principal de muerte por un Unico agente infeccioso, encontrandose por encima del virus

de la inmunodeficiencia humana (VIH). En 2016, se estimaron 1,3 millones de muertes



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0378109794902674#!

por tuberculosis entre personas VIH negativas y un adicional de 374.000 muertes entre




personas VIH positivas. Estas cifras representan un 16 % de la poblacion mundial
(Tuberculosis Global Report 2017, WHO). Por un largo periodo la tuberculosis fue
clasificada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como una enfermedad
desatendida, situacion que se revertiria tiempo después.

Teniendo en cuenta la creciente incidencia de cepas multirresistentes y la falta denuevas
drogas para el tratamiento de la enfermedad, en el afio 2015 la OMS estimo que para el
afio 2030 las muertes por tuberculosis provocarian mas muertes que el cancer. En base a
estas estimaciones, la tuberculosis se considerd como una emergencia de Salud Publica.
Fue asi que en dicho afio las Naciones Unidas crearon el programa “Sustainable
Development Goals (SDGs) for 2030” dentro del cual se encuentra enmarcada la
denominada “End TB Strategy” de la OrganizaciON Mundial para la Salud y se defini6 a
la tuberculosis como una prioridad global para la investigaciony desarrollo.

En la Figura 2.1 se muestran datos actuales de la incidencia de casos de tuberculosis
multirresistente (Tuberculosis Global Report 2017, WHO).

o —
Russian Federation™

60 000_ r;\“ !

Number of
incident cases X
1000
5000

10 000

\ >/ ( )
20000 4 4 ) )

50 000 4 9

Figura 2.1. Incidencia estimada de la Tuberculosis multirresistente segiin el “Tuberculosis
Report, 2017” de la Organizacion Mundial de la Salud.

Brevemente la “End TB Strategy” se basa principalmente en tres pilares: el cuidado
integrado del paciente para el tratamiento y prevencion de la tuberculosis; la
implementacion de sistemas y politicas de salud que brinden un mayor apoyo y sean mas
audaces; y por ultimo en la intensificacion de la investigacion e innovacion para permitir

el desarrollo de nuevos tratamientos mas eficaces (Figura 2.2.).
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Figura 2.2. Pilares de la denominada “End TB Strategy” enmarcada dentro del programa
“Sustainable Development Goals (SDGs) for 2030” de la Organizacion Mundial de la Salud.
La intensificacion e innovacién en el campo de la investigacion se presenta como uno de los
pilares fundamentales en esta estrategia para combatir la tuberculosis. (Extraido de Tuberculosis
Global Report 2017, WHO).

Los tratamientos actuales contra esta enfermedad se caracterizan por administrarse
durante largos periodos lo que favorece el desarrollo de mecanismos de multirresistencia
desconocidos, comprometiendo su eficacia a largo plazo. Actualmente existe poco
conocimiento respecto al estado fisiolégico de la bacteria, su adaptacion al hospedero, su
capacidad de supervivencia en el estado de latencia y los diferentes mecanismos y formas
por los cuales revierte del mismo. Todos estos eventos garantizan el éxito de este patdgeno

y representan por tanto importantes nichos de investigacion.

2.2. Patogénesis.

La tuberculosis es una enfermedad altamente contagiosa que se transmite principalmente
a través de la inhalacion del microorganismo presente en aerosoles producidos por
hospederos infectados con el bacilo al toser, estornudar o hablar. Si bien la dosis
infecciosa es de 1-200 bacilos, cada gota de aerosol puede contener en promedio entre 1
y 400 bacilos lo que lleva a un contagio seguro de la infeccidn al existir contacto con el
enfermo. EI nimero de bacilos presentes en el aerosol, asi como su grado de virulencia
influyen en la transmision de la enfermedad (Knechel, N.A., 2009).

Una vez ocurrida la inhalacion de las bacterias, el hospedero puede desarrollar una
infeccion primaria de manera inmediata en el pulmén (la cual puede o no ser controlada
y erradicada por la accién del Sistema Inmune) o puede no darse esta infeccion inicial y

la enfermedad permanece de forma latente dentro del hospedero (Knechel, N.A., 2009,




Svenson, S., et al, 2010, Gengenbacher, M., Kaufmann, S.H., 2012) (Figura 2.3.)
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Figura 2.3. Infeccion por Mycobacterium tuberculosis (modificada de Pai, M. et al, 2016). La
transmision del bacilo tiene lugar a partir de la inhalacién por parte de un individuo sano, de
aerosoles infecciosos provenientes de un individuo infectado. De esta manera los bacilos ingresan
por boca o conductos nasales dirigiéndose tanto por tracto respiratorio superior y bronquios hasta
llegar a los alvéolos pulmonares. La infeccidon puede ser controlada por el Sistema Inmune,
producir una enfermedad activa o permanecer de forma latente hasta su posteriorreactivacion.

En el caso de la infeccion que se desarrolla de manera activa, luego de la inhalacion los
bacilos viajan hacia los pulmones y en los alvéolos son reconocidos por el Sistema
Inmune de hospederos inmunocompetentes como elementos extrafios por diferentes
receptores que se encuentran en la membrana de los macréfagos residentes para luego ser
fagocitados por éstos. (Herrera-Barrios, M.T. et al, 2005, Knechel, N.A., 2009, Svenson,
S., et al, 2010). Componentes de la envoltura celular de la micobacteria tales como los
Lipoarabinomananos (LAM), los acidos micdlicos, el peptidoglicano y los
arabinogalactanos, provocan el reconocimiento del bacilo por los macréfagos, activando
la respuesta inmune innata (L6pez, M., et al, 2003).

Trabajos anteriores proponen que el destino dentro del macrofago se ve directamente
afectado por el tipo de receptor por el cual fue reconocida la micobacteria (Herrera-
Barrios, M.T. et al, 2005). Por otra parte, otras células del Sistema Inmune pueden
también fagocitar a la micobacteria, encontrandose en este grupo por ejemplo células
dendriticas, neutréfilos y monocitos (Das, B. et al, 2013, Ernst, J. D., 2012).

Debido a que M. tuberculosis puede ser fagocitada por diferentes tipos celulares y ademas
dentro de un mismo tipo celular puede ser reconocido por diferentes tipos de receptores,
la ubicacion de la micobacteria dentro de la célula fagocitica es variable. Esto tiene una
incidencia directa en la respuesta inflamatoria y su intensidad, lo que afecta también
directamente a la capacidad de eliminacion del patogeno (Via, L. E. et al., 2008; Mattila,
J. T.etal., 2013).




En el caso de ser fagocitada por un macréfago, la micobacteria, sera en general incluida
dentro de una vacuola endocitica propia del macr6fago denominada fagosoma. Si el
proceso de maduracion fagosomal ocurre de la manera correcta, el fagosoma se fusionara
a un lisosoma de manera que el patégeno se enfrentara a condiciones hostiles para su
sobrevida tales como pH &cido, la presencia de especies reactivas del oxigeno, enzimas
lisosomales y péptidos con propiedades toxicas (Smith, I.; 2003). Toda esta maquinaria
tiene como objetivo la destruccion final del patdgeno, la cual dara lugar a la obtencién de
nuevos motivos antigénicos que seran utilizados en el proceso de presentacion de
antigenos por las moléculas del Sistema de Histocompatibilidad tipo I y Il de manera de
dar lugar a la activacion de la respuesta adaptativa (Schluger, N.W., 2001).
Inmediatamente luego de la fagocitosis, una respuesta pro-inflamatoria local es llevada
adelante en torno a la célula fagocitica, lo que desencadenara el reclutamiento de otros
elementos del Sistema Inmune, tales como monocitos y linfocitos. Este “complejo
multicelular” ensamblado formara una la lesion primaria que gradualmente se
transformara en lo que se denomina “granuloma” (Ernst, J. D., 2012, Kieser, K.J., Rubin,
E.J., 2014). La principal funcion de esta estructura consiste en evitar la diseminacion de
la infeccidn a otras regiones pulmonares u otros érganos, concentrando la respuesta
inmune Unicamente en el sitio de la infeccion.

La intensidad y eficacia de la respuesta inmune del hospedero determinaran si el patdgeno
es completamente eliminado o si la infeccién evoluciona a la etapa siguiente. Si el
resultado es una respuesta inmune efectiva, la lesion primaria sanard con el tiempo
dejando una marca de tejido fibroso y calcificado.

Como se explicé anteriormente M. tuberculosis es capaz de adaptarse al ambiente interno
del macrofago y permanecer también en estado de latencia hasta reactivarse en una
condicion de inmunodepresion. Este estado se caracteriza por carecer de la sintomatologia
tipica de la enfermedad, y el paciente en esta etapa no es capaz de contagiar la enfermedad
(Smith, 1., 2003). Tanto en el caso de una reactivacion, al igual que en una enfermedad
inicial no controlada, el centro del granuloma se vuelve un habitat perfecto para la
replicacion descontrolada de la micobacteria. Este fendmeno es el resultado directo de un
proceso de adaptativo de la micobacteria al ambiente del hospedero. En particular los
procesos de elongacion celular y divisién durante la infeccion, los cuales producen
heterogeneidad y continua remodelacion de la estructura de la envoltura celular de la
micobacteria, son parcialmente responsables de esta capacidad de adaptacion (Kieser,
K.J., Rubin, E.J., 2014)
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Todos los cambios generados por la micobacteria promueven la inhibicion de la accién
del Sistema Inmune o la re-orientacion de su respuesta debido a la interferencia con la
maquinaria de sefializacion celular del propio hospedero. Como resultado los bacilos
logran escapar del granuloma y se diseminan en el pulmén (Tuberculosis pulmonar
activa), y por otra parte se da la presencia de bacilos extracelulares lo que implica una
potencial infeccion en otros tejidos via linfatica y sanguinea (Tuberculosis
extrapulmonar) en conjunto con una mayor probabilidad de contagio a través de

aerosoles. En este punto la micobacteria garantiza su diseminacion intra e inter-hospedero

En definitiva, el resultado de la infeccion con M. tuberculosis dependera directamente de
la interaccién dinamica y compleja entre el Sistema Inmune del hospedero, las
propiedades del patdgeno y su habilidad para adaptarse, ademas de otros factores tales
como la genética del hospedero, la edad, estado nutricional, habitos tales como el
consumo de alcohol o drogas, presencia de otras infecciones y estados de

inmunosupresion como el VIH (Svenson, S., et al, 2010).

2.3. Mycobacterium tuberculosis.

A finales de 1800 Robert Koch identificé a M. tuberculosis como el agente causal de la
tuberculosis, mediante el aislamiento y cultivo del microorganismo a partir de muestras
de pacientes con tuberculosis (Fenton, MJ. et al,1996). Este microorganismo se define
como un bacilo inmovil, aerobio facultativo, de 2 a 4 um de longitud, que si bien se
clasifica como una bacteria Gram positiva, comparte algunas caracteristicas con bacterias
Gram negativas. En el microscopio se detectan con un método sencillo de tincién (tincion
de Ziehl-Neelsen) que permite la identificacién debido a su capacidad de ser acido
alcohol resistentes.

Con respecto a la velocidad de crecimiento, se caracteriza por ser una bacteria de
crecimiento lento, la cual necesita entre 20 y 22 hs para replicarse. Por dicho motivo la
obtencion de cultivos para su estudio posterior demora entre 4 y 6 semanas (Cole, S.T. et
al, 1998) lo que dificulta en muchos casos la obtencidn de la bacteria aislada. Ademas,
necesita de medios especiales para su crecimiento, que en general son suplementados para
lograr el crecimiento Optimo de la micobacteria. La temperatura recomendada de
crecimiento es de 37°C en un rango de pH de 7.0 a 7.2. Las micobacterias tienden a

presentar un crecimiento en forma de agregados denominados “clumps”, siendo también
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comunes los crecimientos en filamentos o ramificaciones (Brambilla, C., et al, 2016). Una
de las caracteristicas mas distintivas de las micobacterias es la estructura y composicion
de su envoltura celular, siendo los componentes de la pared celular los principales factores
de virulencia de M. tuberculosis y hoy en dia unos de los mas caracterizados (Niederweis,
M., et al, 2010).

El alto contenido de lipidos es caracteristico de estas bacterias y se vincula con la
tendencia a la formacion de los agregados antes descritos y la baja permeabilidad de la
envoltura celular (Brennan, P.J., Crick, D.C., 2007, Daffé, M., 2008).

2.4. Envoltura celular de M. tuberculosis.

La envoltura de M. tuberculosis representa una interfase vital entre la bacteria y el
hospedero, que cumple un rol importante durante el proceso de infeccion y el desarrollo
de la enfermedad. En particular esta envoltura provee forma a la micobacteria, y actla
como una barrera impermeable altamente eficiente que regula la transferencia de
sustancias fuera y dentro de la bacteria. En este sentido, presenta un rol protector
contribuyendo a la resistencia intrinseca a drogas. Por otra parte, posee un rol fundamental
en lamodulacion de la respuesta del Sistema Inmune del hospedero (Draper, P., Daffé, M.,
2005, Hett, E.C., Rubin, E.J., 2008, Niederweis, M., et al, 2010).

La robustez e impermeabilidad de la envoltura celular se basa principalmente en sus
componentes lipidicos y glucidicos cuya estructura quimica es caracteristica de la especie
Mycobacterium (Brennan, P.J., Nikaido, H., 1995, Daffé, M., 2008).

La complejidad de la envoltura celular ha llevado a que M. tuberculosis requiera de
mecanismos especializados para llevar a cabo procesos tales como la division celular.
Estructuralmente la envoltura celular se encuentra compuesta por la membrana celular
(denominada también membrana interna), la pared celular (compuesta por acidos
micolicos, arabinogalactanos y péptidoglicano) y la capsula (Brennan, P.J., Crick, D.C.,
2007, Hett, E.C., Rubin, E.J., 2008, Niederweis, M., et al, 2010, Jankute, M., et al, 2015)
(Figura 2.4.).
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Figura 2.4. Esquema de la envoltura de M. tuberculosis (Imagen tomada de Donohue-Rolfe,
A., 2013). Se observan los diferentes componentes la capsula, pared celular y membrana celular.

A continuacion, se describiran las caracteristicas principales de la capsula y membrana

celular para luego profundizar en la pared celular y su biosintesis.

Capsula

La capsula, representa la capa externa de la envoltura celular de la micobacteria y
constituye la interfase entre la bacteria y el medio ambiente. Su funcion principal es la de
proteger a la micobacteria contra multiples factores externos (Kaur, D., et al, 2009).
Durante la infeccion esta estructura interactla directamente con los elementos de la
respuesta inmune lo que le otorga esencial relevancia en el sistema hospedero-patdégeno
(Warwick J.B., et al, 1994). Si bien sus caracteristicas y composicion varian entre
diferentes especies y cepas de micobacterias, estudios de inmuno-citoquimica (Ortalo-
Magné, A., et al,1995, Harth, G., et al, 1996), citometria (Ozanne, V., et al, 1996) y el
analisis quimico de componentes aislados de cultivos in vitro de M. tuberculosis tratados
con perlas de vidrio y Tween-80 (Ortalo-Magné, A.et al,1996, Raynaud, C., et al, 1998)
han permitido determinar algunos de los componentes capsulares. En particular los

resultados obtenidos han demostrado que la capsula de M. tuberculosis se encuentra
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compuesta principalmente de proteinas, polisacaridos y pequefias cantidades de lipidos
(Ortalo-Magné, A, et al,1995).

Los principales polisacaridos capsulares consisten en a-D-glucano, D-arabino-D-manano
y D-manano (Ortalo-Magné, A., et al,1995). En particular el a-D-glucano representa el
80% de los polisacaridos presentes, mientras que el heteropolisacarido D-arabino-D-
manano, le sigue en cantidad. Este ultimo posee una estructura similar a la del
lipoarabinomanano (Chatterjee, D., et al, 1992), componente anclado a la membrana
plasmatica que puede estar ademas presente en bajas cantidades o ausente en la capsula
(Ortalo-Magné, A, et al,1996).

Membrana celular

La membrana celular se encuentra compuesta principalmente de fosfolipidos asociados
entre si formando una bicapa lipidica con proteinas embebidas en su estructura, las cuales
participan activamente en el transporte de aminoacidos, carbohidratos y acidos organicos
(Brennan, P.J., Nikaido, H., 1995) (Figura 2.4.). Esta descripcion coincide con las
caracteristicas generales desde el punto de vista biologico y bioquimico de membranas
celulares presentes en otros microorganismos.

Los fosfolipidos tipicos que conforman la bicapa lipidica son la cardiolipina, mio-
inositol-fosfato (o fosfatidil-mio-inositol (P1)) y la fosfatidiletanolamina (Bansal-
Mutalik, R., et al, 2014).

Ademas, se encuentran diferentes formas altamente glicosiladas y aciladas del fosfatidili-
mio-inositol ~ (P1)  (denominadas  fosfatidil-mio-inositol ~ mandsidos:  PIMs).
Estructuralmente el fosfatidil-mio-inositol manosa (PIM) se encuentra constituido por
una unidad de fosfatidil-mio-inositol (PI), de uno a seis residuos de a-D-manopiranosilo
(Manp) y hasta cuatro cadenas de acilo. En particular, las formas fosfatidil-mio-inositol
dimanosidos, tri y tetra acilados (AciPIM2 y Ac:PIMy), fosfatidil-mio-inositol
tetramanosidos tri y tetra acilados (AciPIMs y Ac2PIMg) y fosfatidil-mio-inositol
hexamanosidos tri y tetra acilados (AciPIMsy AcoP1Ms) representan las especies mas
abundantes (Jankute, M., et al, 2015) (Figura 2.5.).

Si bien la mecénica de ensamblaje y exportacion de los fosfatidil-mio-inositol manosidos
(PIMs) no se comprende totalmente en la actualidad, se describe que los primeros pasos
de esa via ocurren sobre todo en la cara citoplasmatica de la membrana plasmatica,
mientras que los pasos siguientes se llevan a cabo sobre todo en el periplasma (Bansal-

Mutalik, R.., Nikaido, H., 2014). El proceso comienza con la transferencia de un tnico
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residuo de a-D-manopiranosilo (Manp) a la posicion 2 del anillo de fosfatidili-mio-
inositol (PI) obteniéndose PIM1 (Aci/Ac) (Figura 2.5.). Luego, la glicotransferasa PimB
es la responsable de la adicion del segundo residuo de Manp en la posicién 6 del anillo de
PI. Posteriormente PimC y PimD catalizan la adicion de més residuos de Manp, al
extremo no reducido de PIM2(Aci/Ac?), para generar PIM3(Aci/Ac2) y PIM4 (Aci/Ac?)
(Kremer L., et al, 2002). La cadena comienza entonces su ramificacion a partir de
unidades de poliprenil-fosfomanosa (PPM) donadas por diferentes proteinas tales como
la proteina Ppm1 (Rv2051c), hasta llegar a la formacion de PIM6 (Aci/Ac?) o la obtencién
de estructuras maduras de lipomananos (LM) y lipoarabinomananos (LAM), otros
componentes importantes de la envoltura celular (Gurcha, S.S., et al, 2002) (Figura 2.5.).
En la biosintesis de PIM6(Aci/Ac), participan enzimas como PimE, que cataliza la
adicién de un residuo de Manp a PIM4 (Ac1/Ac?), y una segunda glicosil-transferasa PPM
dependiente no caracterizada es la responsable de la segunda adicién de otro residuo de
Manp (Berg, S., et al, 2007).

Por otra parte, en la elongacion de la cadena desde PIM4 (Aci/Ac?) hasta la obtencién de
de estructuras maduras de LM y LAM, ocurrira la transferencia de varios residuos de
Manp en ambos extremos de la cadena en elongacion llevados a cabo por diferentes
proteinas, MptB (Rv1459c): elongacion del extremo proximal; MptA (Rv2174):
elongacion del extremo distal del “core” de manano del LM; y MptC (Rv2181):
ramificacion de la cadena en ambos lados (Kaur D, et al, 2007; Mishra, A.K., 2011)
(Figura 2.5.).

LM y LAM son caracteristicos de las micobacterias y cumplen también un rol principal
en la interaccidén hospedero-patdgeno, al igual que los elementos descritos en la capsula
(Gilleron, M., et al, 2008, Ortalo-Magné, A., et al,1996). Ambos se encuentran
conformados por una cadena que contiene aproximadamente entre 21 y 34 residuos de a-
D-manopiranosilo (Manp) con enlaces tipo a(1-6), y entre 5y 10 residuos de Manp con
enlaces tipo a(1-2) dispuestos a lo largo de su estructura (Chatterjee D., et al, 1992)
(Figura 2.5.).

El largo de la cadena principal de mananos asi como el grado de ramificacion queocurre
en el lipomanano se encuentra estrechamente relacionada con cada especie de
Mycobacterium (Jankute, M., et al, 2015). La estructura no lineal de estos compuestos, es
el resultado de la unién de residuos de manosa con enlaces a(1-6) a los cuales se les

afiaden maés residuos con enlaces tipo a(1-2).
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La posterior glicosilacion de la estructura del lipomanano resulta en lo que se denomina
lipoarabinomanano, el cual posee entre 55 y 72 residuos de arabinosa que se encuentran
en la forma de anillos de furanosa (furA) y que se enlazan de forma no lineal a la cadena
de mananos por la accion de la proteina EmbC (Rv3793). Luego tiene lugar la
ramificacion de la cadena por la accion de la enzima AftC. (Zhang, N., et al, 2003, Birch,
H.L., et al, 2008). Esta sintesis finaliza al igual que en el caso de los arabinogalactanos
por la accion de AftB (Rv3805c) (Seidel, M., et al, 2007).

En particular para el caso de M. tuberculosis, en el extremo distal del lipoarabinomanano
se encuentran una serie de residuos de a-D-manopiranosilo (Manp) adicionados por la
enzima CapA, que marcan el fin de esa extension de residuos de azucar (“motivo cap”)
(Figura 2.5.) Dichos motivos son especie especificos, mientras que M. tuberculosis
expone los residuos de manosa la micobacteria no patogena M. smegmatis posee residuos
de fosfatidil-mio-inositol (PI) al final de sus estructuras de lipoarabinomananos
(Chatterjee, D. et al, 1992).

En la Figura 2.5. se resumen también todas las enzimas vinculadas a la sintesis de las
estructuras antes nombradas y se realiza una descripcion en el pie de figura de dicho

proceso.
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Figura 2.5. Estructura y sintesis del fosfatidil-mio-inositol hexamanosa tri o tetra acilado,
lipomananos y lipoarabinomananos. (Imagen tomada de Jankute, M., et al., 2015).
Fosfatidil-mio-inositol hexamanosa: PIM6 est4 compuesto por un anillo mio-inositol al cual se
le unen grupos Manp, por la accién de diferentes glicotransferasas (PimA y PimE,
glicotransferasas o(1-2), PimB y PimD glicotransferasas a(1-6). Los grupos R en la figura
representan los posibles grupos acilo que pueden unirse a la estructura. Los pasos de acilacion
comienzan con la acilacién de PIM1 ya sea antes o después de la adicion del segundo residuo de
manosa. Se observa en la estructura de este subcomponente un “core” comiin que actia como
base para la formacion de dicho glicofosfolipido y también para las formas tetra y hexamandsidas
(MPI). Dicho “core” actua ademas como precursor en la formacion de los lipopolisacaridos
fundamentales LM y LAM. Lipomanano y Lipoarabinomananos. La cadena PIM4 (Aci/Ac)
se elonga por adicion de residuos de Manp en ambos extremos hasta la obtencion de estructuras
maduras de LM. Latransicion de LM a LAM es el resultado de la adicion de unidades de arabinosa
y la posterior ramificacién de esta cadena.

Pared celular

La pared celular se encuentra constituida por peptidoglicano, el cual estd unido
covalentemente a estructuras de arabinogalactanos, esterificadas éstas a su vez en su
extremo distal con acidos micélicos (Brennan, P.J., H. Nikaido, 1995) (Figura 2.6.). A

continuacion, se describiran cada uno de estos subcomponentes.

Acidos micdlicos

Los acidos micolicos son acidos grasos a- y - hidroxilados de cadena larga (entre 70 y
90 carbonos) que poseen grupos funcionales complejos tales como ciclopropanos (en
posicion cis o trans) o metil-cetonas (Yuan, Y., et al, 1998). Estos componentes
contribuyen al bajo grado de fluidez y permeabilidad tipicos de las micobacterias (Liu, J.,
et al, 1996, Daffé, M., 2008).

Existen tres diferentes tipos de acidos micolicos, acidos a-micdlicos acidos metoxi-
micolicos y ceto-micolicos (Minnikin D.E., 1982., Minnikin, D.E. et al, 2002). Estos
compuestos considerados importantes factores de virulencia, son dianas de importantes
agentes antimicobacterianos y representan potenciales “targets” para el desarrollo de
nuevos farmacos (Liu, J., Nikaido, H., 1999).

En el proceso de sintesis participan los sistemas enzimaticos FAS | y FAS Il. Estos
sistemas participan en la sintesis de novo y en el alargamiento de las cadenas de &cido
graso (Pawetczyk, J., Kremer, L., 2014) (Figura 2.6.). Las enzimas que forman parte de
ambos sistemas son esenciales para la viabilidad y virulencia de M .tuberculosis lo que
las ha convertido también en interesantes blancos para el desarrollo de nuevos antibioticos
(Nataraj, V. et al, 2015).
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El complejo de enzimas denominado FAS | participa en la sintesis de novo de acidos
grasos de cadena corta conteniendo entre 16 y 26 tomos de carbono derivados de Acetil-
CoA. El producto C16 acyl-CoA actlia como un sustrato para la sintesis de &cidos
meromicolicos por FAS-I1, mientras que el &cido graso C26 constituye lo que se
denomina “cadena a” del acido micolico final. Los acil-cebadores se activaran
continuamente a través de un enlace tioéster al grupo prostético de la coenzima A (CoA)
para FAS-I, o de una proteina transportadora de acilo (ACP) para FAS-1I (Figura 2.6.).
El sistema enzimético FAS-11 esta compuesto por cuatro enzimas que actlan de manera
sucesiva y repetida para alargar la cadena de acilo en crecimiento. Este sistema no es
capaz de realizar sintesis de novo.

Brevemente, la via FAS Il comienza con una reaccion de condensacién catalizada por las
enzimas FabH y KasA/KasB para producir -cetoacil-AcpM. Este producto es reducido
por la enzima MabA (B-cetoacil-reductasa) produciendo B-hidroxi-acil-AcpM, el cual
luego es deshidratado por la enzima Had AB/BC (B-hidroxiacil-ACP dehidratasa)
produciendo trans-2-enoil-AcpM (Figura 2.6.). Este compuesto sera luego reducido por
la enzima InhA (enoil-ACP reductasa) produciendo un acil-AcpMcon dos carbonos mas
en su cadena. El acil-AcpM es sustrato de KasA/B dando lugar a un nuevo ciclo. De esta
manera el sistema FASII permite alargar la cadena hasta incorporar entre 42 y 56 carbonos
formando el meromicolato de cadena larga saturada (Acido meromicélico).
Posteriormente, la cadena de meromicolato sufre de modificaciones tales como la adicion
de grupos funcionales. Finalmente, la obtencion del acido micdlico maduro de cadena
larga se da por accion de las enzimas FadD32 y Pks13 y la dehidrogenasa/reductasa de
cadena corta Rv2509 que catalizan la carboxilacion de la cadena alfa producida por el

sistema FAS-I, su union a la cadena de meromicolato y posterior reduccion (Figura 2.6.).
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La ruta de sintesis de los acidos micoélicos se muestra de manera esquematica en la Figura
2.6.

malonyl-CoA:AcpM
wransacylase (mFabD)

malonyl-CoA malonyl-AcpM
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Figura 2.6. Sintesis de acidos micélicos (Imagen tomada de Bhatt, A, et al, 2007). La sintesis
de &cidos micolicos implica cuatro etapas : (i) la sintesis de los acidos grasos C26 de cadena lineal
saturada por FAS-I para dar lugar a la rama a-alquilo de los &cidos micolicos, (ii) la sintesis de
los acidos grasos C56 por FAS-II que proporciona la cadena principal de meromicolato, (iii) la
introduccion de grupos funcionales a la cadena de meromicolato por numerosas ciclopropano
sintasas, (iv) la reaccion de condensacion catalizada por la policétido sintasa Pks13 antes de una
reduccién final para generar el &cido micdlico maduro.

Arabinogalactanos

Los arabinogalactanos constituyen la capa intermedia de la pared, uniéndose
covalentemente tanto a los acidos micolicos, como al peptidoglicano (Figura 2.4.). Estan
formados por residuos de azUcar, en particular, galactosa y arabinosa, los cuales se
encuentran en su forma de anillo de furanosa (Araf o furA) (McNeil, M., et al, 1987). Los
arabinogalactanos presentan gran diversidad es su estructura, pero en forma general se
caracterizan por una secuencia lineal de residuos de galactosa (domino galactano) con
ramificaciones laterales formadas principalmente por residuos de arabinosa (dominio
arabinano). En la Figura 2.7. se muestra esquematizada la estructura de una unidad de

arabinoglactano. El dominio galactano (aproximadamente 30 residuos de galactosa) es
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sintetizado por las enzimas galacto-furanosil transfersasas GIf (GIfT1 y GLfT2) y
participa en la uniéon al &cido N-glicolilmurdmico (MurNGlyc) del péptidoglicano
(Kieser, K.J. et al, 2014).

Estudios previos han propuesto que en M. tuberculosis los residuos de galactosa 8, 10 y
12 de la cadena de galactano serian los sitios de union de las cadenas de arabinosa
ramificadas (Bhamidi S, et al, 2008). Sin embargo, estudios mas recientes proponen que
como maximo solo dos residuos de galactosa pueden unirse a cadenas de arabinosa
ramificadas (Bhamidi, S., et al, 2011), quedando incluso cadenas solo formadas por el
dominio galactano (Crick, D. C., et al., 2001). La transferencia de las unidades de
arabinosa a la cadena de galactano es llevada a cabo por las arabino-furnosil-transferasas
AftA, EmbA, EmbB y AftB (Kaur, D., et al, 2009) (Figura 2.7.). Esta diversidad en las
enzimas responsables de transferir las cadenas de arabinosa es en parte responsable de la
diversidad estructural de los arabinogalactanos (Crick, D. C., et al, 2001).

A su vez la ramificacion de las cadenas de arabinosa es llevada a cabo por la accion de
otras dos enzimas denominadas AftC, AftD y una tercer proteina identificada
especificamente en M .tuberculosis como Rv1459 (Birch, H.L..et al, 2010, Skovierova,
H., et al, 2009; Kaur, D.et al,2009) (Figura 2.7.). La ramificacion de la cadena da lugar
a lo que se denomina “motivo hexa-arabinoso”, el cual servira como sitio de union para
los acidos micoélicos que componen también la pared celular, (McNeil, M., et al., 1991)
(Figura 2.7.). Por otra parte, este dominio puede ser también modificado por la adicion
de ciertos residuos como por ejemplo galactosamina, o sustituyentes de sucinilo. Este tipo
de modificaciones son tipicas de micobacterias patdgenas y de crecimiento lento y se

vinculan con procesos eficientes de infeccion (Skovierova, H. et al, 2010).
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Figura 2.7. Estructura de arabinogalactano y sintesis (Imagen tomada de Jankute, M., et al,
2015) El dominio galactano estd formado por enlaces tipo B(1-5) y B(1-6) entre unidades de
galactosa, hasta alcanzar un total de 30 residuos Las enzimas AftA (Rv 3792), EmbA (Rv3794) y
EmbB (Rv3795) participan en la sintesis del dominio arabinano, siendo ademas fundamentales
para la sintesis del motivo ‘“hexa-arabinoso” y la obtencion de estructuras maduras de
arabinogalactanos no truncadas Finalmente, la enzima AftB cataliza la adicion de residuos de Araf
al extremo terminal del arabinogalactano, especificamente en el motivo“Hexa-arabinoso”.

Péptidoglicano

El péptidoglicano constituye el principal componente de la pared celular. Esta estructura
colabora proporcionando resistencia y estabilidad osmética, ademas de determinar la
forma de la bacteria (Schleifer, K.H., Kandler, O., 1972). El peptidoglicano en las
micobacterias, al igual que en otras bacterias, esta formado por cadenas de glicanos unidas
a peptidos cortos, que mediante su entrecruzamiento le dan rigidez a la estructura. Sin
embargo, mientras que en otras bacterias la cadena de glicano esta constiuida por N-
acetilglucosamina (GIcNAc) y acido N-acetilmuramico (MurNAc), el peptidoglicano de
las micobacterias contiene ademas un derivado del MurNAc: el &cido N-glicolilmuramico
(MurNGlyc). La incorporacion de este acido murdmico hidroxilado le confiere mayor
estabilidad y rigidez a la estructura, ya que facilita la formacién de puentes de hidrégeno
y lo hace mas resistente a enzimas como la lisozima (Jankute, M., et al, 2015; Brennan,

P.J., Nikaido, H., 1995). Las cadenas peptidicas presentes en la estructura del
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peptidoglicano de las micobacterias tienen la siguiente secuencia: L-alanina-D-
isoglutdmico-meso diamino pimélico-D-alanina, con entrecruzamientos entre los
residuos acido meso-diamino-pimélico de un péptido y la D-alanina de otro (Schleifer,
K.H., Kandler, O., 1972). La forma de entrecruzado de dichos componentes puede ser
modificada ante diferentes situaciones como pueden ser la entrada en una fase
estacionaria de crecimiento o ante la presencia de endopeptidasas (Lavollay, M. et al,
2008).

La sintesis del peptidoglicano comienza en el citoplasma, donde se sintetiza un precursor
formado por el pentapéptido L-Ala-D-isoGlu-mDAP-D-Ala-D-Ala, unido a un residuo
de GIcNAc, en un proceso catalizado por un grupo de enizmas ATP-dependientes
denominadas Mur-ligasas (Figura 2.8.). El proceso comienza con la accién de las
enzimas MurA (Rv1315) y MurB (Rv0482) responsables de la formacion de UDP-
MurNAc (Kim, D.H., 1996; Benson, T.E., 1996). Este producto es hidroxilado por la
enzima NamH (Rv3808) para obtener UDP-MurGlyc, al cual se irdn agregando los
residuos aminoacidicos de la cadena peptidica en formacién a travées de la accion de las
enzimas MurC a Mur F (Figura 2.8.). En particular MurC (Rv2151c) adiciona el primer
residuo de L-Ala y posteriormente se extiende la cadena por adicion sucesiva de los
residuos D-isoglutamato, m-DAP, y D-alanil-D-alanina por accion de las enzimas MurD
(Rv2155c), MurE (Rv2158c) MurF (Rv2157c) respectivamente (Munshi, T. et al, 2013).
En el siguiente paso la enzima MurX (también denominada MraY, Rv2156) cataliza la
unién de este precursor a una unidad de decaprenil fosfato inserto en la membrana,
resultando en la formacién de lo que se conoce como Lipido | (Figura 2.8.). La proteina
MurG (Rv2153c) adiciona al Lipido I residuos de GIcNAc a partir de UDP-GIcNACc para
formar lo que se denomina Lipido 11, unidad monomeérica del peptidoglicano en formacion
(Trunkfield, A.E. et al, 2010) (Figura 2.8.). Posteriormente el Lipido Il debe ser
translocado al periplasma, una etapa clave en la sintesis de peptidoglicano que se
describira en detalle mas adelante. Después de la translocacion del Lipido |1, actdan las
proteinas PonA1/PBP1 (Rv0050) y PonA2/PBP2 (Rv3682) las cuales poseen actividad
trans-glicosidasa y transpeptidasa. Estas enzimas catalizan la formacion de enlaces
peptidicos de tipo (3-4) entre los residuos de m-DAP y D-Ala, con la consiguiente ruptura
del enlace D-Ala-D-Ala (Figura 2.8.).

Adicionalmente, otras transpeptidasas no clasicas pueden catalizar la formacion de
enlaces de tipo (3-3) entre dos residuos de mDAP. Estos cambios en el entrecruzado de

péptidoglicano pueden darse en respuesta a distintos estimulos ambientales que enfrenta
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la bacteria (Cordillot, M., et al, 2013).

En la Figura 2.8. se muestra de manera esquematica la sintesis del péptidoglicano.
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Figura 2.8. Sintesis del péptidogilcano (Modificado de Abrahams & Besra, 2018). La
sintesis de péptidoglicano puede describirse en tres etapas (i) la sintesis de los monémeros
de peptidoglicano, la cual ocurre en el citosol, (ii) translocacién y (iii) entrecruzamiento
de los mon6émeros de péptidoglicano, la cual ocurre en el periplasma de lamicobacteria.

Actualmente el mecanismo de translocacion del lipido Il antes descrito, no se encuentra
totalmente dilucidado en micobacterias. Se han propuesto varias proteinas como
responsables de este paso fundamental de la sintesis de peptidoglicano. Entre ellas se
encuentra la proteina FtsW (Mohammandi, T., et al, 2011) y la proteina Mvin (Rv3910)
(Typas, A., et al, 2012; Gee, C. L. et al, 2012). La proteina Mvin de M. tuberculosis es
una proteina de membrana que posee:

-14 hélices transmembrana;

-un dominio C-terminal intracelular de estructura similar al de quinasas de proteinas en
Serinas y Treoninas (STPKs) (dominio pseudoquinasa, ya que no tiene actividad fosfo-

transferasa);
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-un dominio extracelular que se asemeja en estructura a proteinas de union a carbohidratos
(Gee, L.C. et al, 2013).

Se ha demostrado que el dominio pseudoquinasa no es esencial para la viabilidad in vitro
de la micobacteria; pero si cumple un rol regulador de la actividad translocasa de Mvin
(Gee, L.C. et al, 2013). En contraposicion el domino transmembrana si resulta esencial
para la micobacteria. En otras bacterias, como E.coli, la inhibicion de Mvin provoca la
inhibicion de la polimerizacion del peptidoglicano y causa acumulacion de precursores
lipidicos maduros. En el caso de las micobacterias, debido a que dicha proteina es esencial
para la vida, se analizaron los efectos de su deplecion condicionada a la degradacién de
la misma. En M. smegmatis la deplecién condicional provoca una rapida inhibicion del
crecimiento; alteraciones en la morfologia bacteriana (engrosamiento del cuerpo
bacteriano y en los polos del mismo); y acumulacion de precursores de peptidoglicano en
el citosol. Estos resultados confirman el rol de Mvin en la translocacion de precursores
en la sintesis de peptidoglicano, y ademas indicarian un rol también el crecimiento
bacteriano y morfogénesis (Gee, L.C. et al, 2013).

Estudios recientes han permitido postular un mecanismo de regulacién en la actividad de
Mvin a través de la fosforilacion del domino pseudoquinasa (Figura 2.9). Se ha propuesto
que la quinasa de proteinas en Serinas y Treoninas PknB fosforila un residuo especifico
en Mvin, y que dicha fosforilacién provoca el reclutamiento de la proteina FhaA
(Rv0020c) (Gee, L.C. et al., 2013). Esta proteina contiene un dominio “Forkhead
association” que reconoce especificamente treoninas fosforiladas y seré objeto de estudio
de este trabajo.

La unién entre FhaA y Mvin requiere la fosforilacion de la Thres7 del extremo C-terminal
seudoquinasa y su reconocimiento por el dominio FHA de FhaA, y tiene como
consecuencia la inhibicién de la actividad de Mvin (Gee, L.C. et al., 2013) (Figura 2.9).
La resolucion de la estructura tridimensional del complejo Mvin-FhaA revel¢ la presencia
de otros puntos de contacto entre estas proteinas, mas alla de lo predicho a partir de la
interaccion clasica de un domino FHA con una Thr fosforilada y sus aminoacidos
adyacentes (Gee, L.C. et al, 2013).
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Figura 2.9. Esquema de la interaccion entre PknB-Mvin-FhaA y su accién sobre la sintesis
de peptidoglicano. (Imagen tomada de Gee, C.L, et al., 2013). La quinasa PknB se une a
fragmentos del peptidoglicano naciente lo que lleva a la activacion del dominio quinasa. Esta
fosforila la proteina Mvin de manera que la misma es reconocida por el dominio FHA de la
proteina FhaA. La formacion del complejo Mvin/FhaA provoca la inhibicion de la translocacion
de los mondémeros de peptidoglicano, interrumpiendo su sintesis.

2.5. Elongacién y division celular en micobacterias

La proliferacion de las células bacterianas puede dividirse en dos etapas, la elongacién de
la célula madre y la division de la célula madre elongada en dos células hijas. En la
mayoria de las bacterias el proceso de division celular consiste en un proceso simétrico
que como resultado produce células hijas del mismo tamafio (Typas, A., et al, 2012).

En el caso de las micobacterias la divisién no tiene lugar de una forma simétrica, de
manera que el resultado es la produccion de células hijas de tamafios diferentes (Aldridge,
B. B, et al, 2012). Algunas caracteristicas que surgen de esta division desigual son por
ejemplo variaciones en el grado de crecimiento y en lacomposicion de la envoltura celular
entre células hijas producto de un mismo ciclo de division (Aldridge, B. B., et al, 2012).
Por otra parte dentro del hospedero durante el proceso de infeccién, la micobacteria
también pasa por procesos de remodelacion de la envoltura celular de manera de
promover su sobrevida dentro del mismo, representando un factor de heterogeneidad que
se suma a lo ocurrido durante el proceso de division (Seiler, P., et al, 2003).

Mientras que en la mayoria de las bacterias el proceso de elongacion tiene lugar a lo largo
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del cuerpo bacteriano para luego darse la division en el centro de la misma, en M.
tuberculosis la elongacion ocurre en ambos polos del cuerpo bacteriano. Si bien dos
mecanismos son planteados para explicar este proceso en las micobacterias (Santi, 1., et
al, 2013, Joyce, G. et al, 2012; Singh, B. et al, 2013), independientemente del modelo, el
resultado sigue siendo la obtencion de células hijas con diferentes caracteristicas
referentes a su fenotipo pero exactamente el mismo genotipo (Kieser, K.J., Rubin, E.J.,
2014) (Figura 2.10.).
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Figura 2.10. Elongacion y divisién en M. tuberculosis (Modificado de Kieser, K.J., Rubin,
E.J., 2014). En M. tuberculosis la elongacion ocurre a partir de los polos celulares. El proceso de
division celular genera células hijas de diferente tamafio y composicion de su envoltura celular; se
ha propuesto que estas diferencias se originan debido a diferencias en la velocidad de crecimiento
a partir de los distintos polos de la célulamadre.

Con respecto a la sintesis de elementos de la envoltura celular, tanto para el proceso de
elongacién como para el proceso de division celular la sintesis de precursores del
péptidoglicano, como el denominado Lipido Il resulta un proceso fundamental.

En el proceso de elongacidn participan un gran nimero de proteinas que forman parte del
complejo denominado elongasoma. Para poder asegurar que el alargamiento del cuerpo
bacteriano serd principalmente dirigido por cambios en los polos de la bacteria, es
necesario que el complejo de elongacion se ancle justamente en este sitio. Mientras que
en otras Actinobacterias la proteina denominada DivIVA es quien se encarga de anclar

en el sitio correcto dicho complejo y de reclutar los demas componentes del complejo de
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elongacion (Hett, E. C., Rubin, E. J., 2008), en M. tuberculosis esta accion es llevada a
cabo por la proteina homologa Wag31(Rv2145c) (Kang, C.M., et al, 2008). Esta proteina
localizada en los polos y septo de division, es fundamental para la incorporacion del
péptidoglicano en los polos bacterianos y para el mantenimiento de la forma celular
(Kang, C.-M., et al 2008). La deplecion de dicha proteina provoca cambios en la
morfologia celular obteniéndose micobacterias mas redondeadas y cuya velocidad de
crecimiento se encuentra alterada. Estudios anteriores en M. smegmatis demuestran que
el correcto anclaje de la proteina Wag31 requiere de su interaccion con la proteina CwsaA
(Rv0008c) quien recluta a Wag31 vy estabiliza el anclaje de esta al polo bacteriano. La
sobre-expresion de CwsA incrementa la localizacion en los polos de la proteina Wag31
(Plocinski, P. et al. 2012).

En el proceso de division el complejo multiproteico involucrado se denomina “divisoma”.
A diferencia de lo que ocurre en otras bacterias, en micobacterias el septo de division
puede ubicarse en varios sitios del cuerpo celular (Singh, B. et al. 2013), promoviendo la
obtencién de células con diferente tamafio y distribucion de proteinas, asi como con
diferencias en su pared celular (Kysela, D. T., et al, 2013). El proceso de division
comienza con la formacion de lo que se denomina “anillo Z” constituido principalmente
por polimeros de la GTPasa FtsZ (Rv 2150). Este anillo determina el sitio en el cual tendra
lugar la division fisica para la obtencidn de dos células hijas, ademas, actiia como sitio de
andamiaje para las proteinas que forman parte del divisoma, incluyendo las enzimas que
participan en la remodelacion del peptidoglicano (Typas, A., etal 2012; Li, Y. etal. 2013).
La micobacteria controla la formacion de esta estructura regulando tanto la
polimerizacion de FtsZ como la correcta localizacion del anillo Z. En el caso de bacterias
bien estudiadas, como E. coli y B. subtillis, la forma de anclaje de Ftsz a la membrana, asi
como los componentes del divisoma, estan bien caracterizados (Jensen, S.O., et al, 2005).
Sin embargo, se conoce poco acerca de este proceso en micobacterias, donde no se han
podido identificar homologos de las proteinas involucras en otras bacterias. Ademas, la
fosforilacion de proteinas parece jugar un papel regulador crucial en la division celular en
Corynebacterineae (Molle, V., Kremer, L., 2010, Wehenkel, A. et al, 2008), lo que
constituye otra gran diferencia con los organismos modelo antes mencionados. En
micobacterias se han identificado diferentes quinasas de proteinas en serinas y treoninas
(Cole, S. T. etal, 1998, Ikeda, M., Nakagawa, S., 2003), que participan en la regulacion de
la division celular (Molle, V., Kremer, L., 2010, Ikeda, M., Nakagawa, S., 2003,

Fernandez, P. et al, 2006). De particular interés es un operédn bien conservado
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que esta ubicado cerca del origen de replicacion oriC (Fernandez, P. et al, 2006). Este
operdn codifica entre otras, dos proteinas quinasas (PknA y PknB), una Ser / Thr proteina
fosfatasa, y dos proteinas con domnios FHA (FhaA y FhaB) (Wehenkel, A. et al, 2008).
Por lo tanto se ha propuesto gque este operon cumple un rol en el control de la division
celular. Evidencia adicional para la regulacion de la division celular por fosforilacion
proviene del hecho de que, a diferencia de otras bacterias, FtsZ en micobacterias es
fosforilada por varias quinasas (incluyendo PknA y PknB), y su fosforilacion inhibe la
capacidad de FtsZ para polimerizar in vitro (Schultz, C. et al, 2009, Thakur, M.,
Chakraborti, P. K., 2006).

Algunas de las proteinas que se sabe se reclutan, luego de la formacion correcta del anillo
Z como parte del complejo del divisoma y/o elongasoma, son las proteinas FhaB, FtsW,
FtsQ, CrgA y CwsA (Rv0008c). El complejo ternario FtsZ—FhaB—FtsQ es requerido para
la formacion del anillo Z bajo condiciones de estrés oxidativo y resultados experimentales
demuestran que la pérdida de FhaB inhibe la replicacion de la micobacteria dentro del
macrofago (Sureka, K. et al, 2010).

Por otra parte, la proteina CrgA interacciona con la proteina del complejo de elongacion
CwsA (Rv0008c), y se ha propuesto que esta interaccion coordina la elongacion y division
durante el ciclo celular de manera de asegurar que la formacion del septo ocurra después

de la elongacion (Plocinski, P. et al, 2012).

2.6. Quinasas de proteinas en Serinas y Treoninas en M. tuberculosis

Tanto en organismos eucariotas como procariotas, la adicion covalente de grupos fosfato
a las proteinas en residuos de Serina, Tirosina o Treonina, regula procesos fundamentales
para la vida de una célula. En el caso de las micobacterias, se ha demostrado que estas
utilizan la fosforilacion de proteina para regular procesos claves, como la division celular,
el metabolismo bacteriano y la interaccion con el hospedero (Wehenkel, A., et al, 2008).
El genoma de M. tuberculosis, codifica para once quinasas de proteinas en Serinas y
Treoninas (STPKSs), cuyos genes son nombrados desde pknA a pknL (Cole, S.T. et al,
1998); mientras sélo PknG y PknK son proteinas citosolicas; las otras nueve quinasas son
proteinas integrales de membrana (Av-Gay, Y., Everett, M., 2000) (Wehenkel, A. et al,
2008).

Las quinasas pueden ser clasificadas en quinasas RD y quinasas no-RD, basandose en la
presencia o ausencia de un residuo de Arginina (fundamental para la activacion de dicha

enzima) que se encuentra adyacente en la estructura a un Aspartato conservado en el bucle
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catalitico del dominio quinasa. En el caso de las micobacterias la mayoria de las quinasas
son de tipo RD, siendo PknG la Unica de las once quinasas de proteinas en Serinas y
Treoninas que carece de este residuo de Arginina.

Muchas de estas quinasas son esenciales para el crecimiento de la micobacteria (Sassetti,
C. et al, 2003); y se ha demostrado que ocho de ellas se expresan durante la infeccion
(Kruh, N.A., et al, 2010) y en particular PknG, ha cobrado gran relevancia como una de
las moléculas capaces de facilitar la sobrevida de la bacteria dentro del hospedero
(Cowley, S., et al, 2004, Walburger, A., 2004)

2.7. PknG como factor de virulencia.

Varios de los factores de virulencia més estudiados han sido descritos a lo largo de la
introduccidn, pero ahora en particular haremos hincapié en un factor de virulencia de
origen proteico vinculado directamente a nuestro trabajo, la quinasa de proteinas en
Serinas y Treoninas PknG (Walburger, A.,2004; Scherr, et al., 2007).

Desde el punto de vista estructural PknG posee una arquitectura singular de dominios, no
reportada en ninguna otra quinasa (Figura 2.11.) Ademas del dominio catalitico
conservado, posee dominios N- y C- terminales con funciones ain muy poco estudiadas
(Scherr, N., et al, 2007, Lisa, M.N. et al, 2015). En el extremo N-terminal presenta un
dominio rubredoxina compuesto por un atomo de hierro coordinado a cuatro residuos de
Cisteina, y que se ha descrito en muchas bacterias anaerobias como fundamental para la
transferencia de electrones (Sieker, L.C., et al, 1994, Van Beilen, J.B., et al, 2002). En el
extremo C-terminal PknG presenta un motivo “tetratricopéptido repetido” el cual
participa en la formacion de dimeros en la estructura cristalina (Scherr, N., et al, 2007)
(Figura 2.11.). Nuestro grupo demostrd que PknG es capaz de autofosforilarse en tres
treoninas especificas en la regién N-terminal de la proteina (O'Hare, H.M., et al, 2008).
Estos residuos fosforilados participan en el reclutamiento de sustratos, pero no en la
regulacion de la actividad enzimatica de PknG. Por otra parte, el dominio rubredoxina
interacciona con los dos I6bulos del dominio quinasa y se localiza sobre el sitio activo sin
obstruir su acceso. Se ha demostrado que este dominio es el Gnico que es capaz de regular
la actividad quinasa de Pkng (Gil, M. et al, 2013; Lisa, M.N. et al, 2015).
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Figura 2.11. Representacion tridimensional de la estructura de rayos X de PknG de
M. tuberculosis. PknG posee tres dominios proteicos, el dominio quinasa con actividad catalitica
(verde), el dominio TPR, involucrado en interacciones proteina-proteina (azul) y el dominio Rbx,
exclusivo de procariotas y que participa en reacciones de transferencia de electrones en bacterias
anaerdbicas (rojo). La estructura corresponde a una forma truncada, donde faltan los 74
aminodcidos iniciales (Tomado de Scherr, N., et al, 2007).

La importancia de esta proteina entre otro puntos, radica en su accion regulatoria en
procesos criticos para la micobacteria. Los roles funcionales postulados para PknG
incluyen la regulacion de procesos metabolicos (O"Hare, H.M., et al, 2008), y la
interferencia en vias de sefializacion de la célula hospedera infectada (Walburger, A.,
2004).

Estudios previos comprobaron que la delecidn génica o inhibicion quimica de este factor
de virulencia origina una cepa atenuada de M. tuberculosis (Cowley, S., et al, 2004,
Scherr, N., et al, 2007). Ademas, ensayos de fagocitosis mostraron que mientras que la
sobrexpresion de PknG en una micobacteria no patégena permite su supervivencia en el
macrofago, la cepa salvaje o cepas que sobre-expresan una mutante inactiva de PknG son
rapidamente destruidas (Walburger, A., 2004). Estos resultados permiten entonces
vincular a la quinasa PknG con el proceso de inhibicion de la fusion fago-lisosomal, ya
sea planteando un rol directo o indirecto de la proteina en dicho proceso.

Por otra parte, nuestro grupo demostré que esta quinasa participa también en la regulacion
del metabolismo intermediario a través de la fosforilacion de una pequefia proteina
Ilamada GarA (del inglés Glycogen accumulation regulator) (O"Hare, H.M, et al, 2008).
Esta proteina fue identificada ademas como sustrato de PknB y de las restantes quinasas

de M. tuberculosis (Villarino, A., et al, 2005). GarA es una pequefia proteina de 162
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aminoacidos que posee en su regién C-terminal un dominio FHA ("ForkHead

Associated") de reconocimiento especifico de treoninas fosforiladas (O"Hare, H.M. et al,
2008, Villarino, A.,et al, 2005), al igual que la proteina FhaA descrita en este trabajo. Este
tipo de dominios es caracteristico de proteinas reguladoras y participa en interacciones
proteina-proteina que forman parte de vias de sefializacion dependientes de STPKs, tanto
en eucariotas como en procariotas. Nuestro grupo de investigacion demostro que GarA es
sustrato in vivo e in vitro de PknG. Por otra parte, se elucid6 el rol de PknG, mediado por
la fosforilacion de GarA, a partir del estudio de las proteinas interactoras de GarA
utilizando aproximaciones interactomicas.

Como resultado se concluyo que a través de la fosforilacion de GarA, PknG participa en
el control del metabolismo energético y del glutamato en M .tuberculosis. En este proceso,
el reclutamiento y posterior fosforilacion de GarA por parte de PknG es dependiente de
los residuos de treoninas presentes en el extremo N-terminal de PknG las cuales son
autofosforiladas por la quinasa, para ser luego reconocidas por el dominio FHA de GarA
(O"Hare, H.M. et al, 2008, Villarino, A. et al, 2005). GarA, dependiendo de su estado de
fosforilacion actta en forma sinérgica sobre tres enzimas del metabolismo intermediario.
Asi GarA desfosforilada puede interaccionar e inhibir a las enzimas 2- oxoglutarato-
deshidrogenasa y glutamato-deshidrogenasa-NAD™ dependiente (O"Hare, H.M.,et al,
2008)), y a su vez activar la glutamina-sintasa (Nott, T.J., et al, 2009, Chao, J., et al, 2010).

2.8. Interactoma in vitro de PknG.

PknG es una enzima esencial para la infeccidn, para la cual se han reportado muy pocos
sustratos fisioldgicos. En particular en la actualidad hay solamente dos sustratos bien
caracterizados de PknG: la proteina GarA identificada por nuestro grupo de trabajo; y la
proteina “50 ribosomal L13” (Wolff, K.A., et al, 2015). Por tanto, en nuestro laboratorio
nos propusimos llevar a cabo un abordaje proteémico basado en la purificacion por
afinidad seguida de espectrometria de masa (AP-MS) con el fin de identificar nuevos
sustratos e interactores de esta quinasa en la micobacteria (Figura 2.12.).

Brevemente PknG de M.tuberculosis 0 PknGaz; (una forma truncada de la quinasa a la
que le falta la region N-terminal involucrada en el reclutamiento de GarA) fueron
inmovilizadas en un soporte sélido e incubadas con un extracto citosélico de M.
smegmatis MC2155. Las proteinas retenidas en la matriz fueron eluidas en pasos

secuenciales en diferentes condiciones. La primera elucion se realizo en condiciones de
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fosforilacion, de forma tal de recuperar sustratos de la quinasa que al igual que GarA se
liberaran una vez fosforilados (Figura 2.12.). En la segunda etapa se utilizaron
condiciones de desfosforilacion con el fin de romper las interacciones mediadas por fosfo-
residuos (Figura 2.12.). En una tercera etapa se utilizaron condiciones inespecificas para
lograr la elucion de las proteinas interactoras de PknG, aun retenidas en la matriz (Figura
2.12.). Las proteinas obtenidas en cada paso de elucion se analizaron por espectrometria
de masa de tipo trampa iénica de alta sensibilidad acoplada a un nano-LC. Ademas, se
realizo el andlisis de las proteinas retenidas en una resina utilizada como blanco (sin PknG
inmobilizada) como control. La comparacién de la lista de sustratos identificados,
utilizando tanto PknG como PknGa73 como proteina cebo, permitio determinar aquellos
interactores que requerian del extremo N-terminal fosforilado de la quinasa. Solamente
dos proteinas fueron recuperadas exclusivamente cuando se usaba la proteina entera como
cebo, y no la proteina truncada. Una de ellas fue la proteina GarA; un hallazgo que no
solo valido el abordaje experimental, sino que respaldd la lista de sustratos recuperados.
La segunda proteina que identificamos como interactor exclusivo de la proteina entera fue
la proteina FhaA, que al igual que GarA contiene un dominio de reconocimiento
especifico de treoninas fosforiladas (Figura 2.12.) (Gil, M., Lima, A., Rivera, B.,

Manuscrito enviado a Journal of Proteomics, Julio 2018).
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Figura 2.12. Estrategia experimental para la obtencion del interactoma in vitro de PknG.
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Por tanto, la proteina FhaA fue seleccionada para la posterior validacién como interactor
directo de PknG a través de experimentos de resonancia plasmoénica de superficie. Los
resultados obtenidos nos permitieron confirmar que FhaA es un interactor directo de la
quinasa PknG y nos permitieron postular que esta proteina podria representar un nuevo
sustrato de la misma. Estos resultados constituyeron el punto de partida del presente
proyecto, centrado en el estudio de la proteina FhaA.
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2.9. Proteina FhaA de M.tuberculosis.

FhaA de M. tuberculosis es una proteina aln poco caracterizada. Consta de 527
aminoacidos y posee una estructura similar a la de las proteinas de andamiaje que
participan en vias de sefializacion de eucariotas, donde el dominio N-terminal de 130
aminoacidos de funcion desconocida y el dominio C-terminal (dominio FHA) se
encuentran unidos por una secuencia de aproximadamente 300 residuos sin estructura
definida y con alto grado de flexibilidad (Roumestand, C. et al. 2011).

Al igual que el Unico sustrato de PknG previamente reportado; la proteina GarA; FhaA
posee un dominio FHA ("ForkHead Asociated") que reconoce especificamente treoninas
fosforiladas. El genoma de M. tuberculosis codifica cinco proteinas con dominios FHA
(incluyendo GarA y FhaA) que han sido reportadas como sustratos de multiplesquinasas
de proteinas en Serinas y Treoninas in vitro (Roumestand, C., et al, 2011, Villarino, A.,
et al, 2005). Si bien se ha postulado que estos dominios cumplen un papel en las cascadas
de sefializacion dependientes de fosforilacion, actualmente se desconocen las proteinas
que reconocen Y la arquitectura de los complejos de sefializacion de los que forman parte.
El gen fhaA forma parte de un operén altamente conservado que cumple funciones
esenciales en micobacterias relacionadas a la division celular, el control de la forma
celular y latencia (Fernandez, P. et al, 2006) (Figura 2.13.). Estudios previos muestran
que la deplecion de FhaA no afecta el crecimiento de las micobacterias en cultivo perosi
su morfologia. Por otro lado, utilizando como modelo macr6fagos murinos se demostro
que FhaA es necesaria para la supervivencia de la bacteria dentro del hospedero (Sassetti
et Rubin, 2003).

Por lo tanto, si bien la funcién especifica de esta proteina es desconocida, actualmente se
postula que participa en procesos vitales vinculados principalmente a la division celular

y en el mantenimiento de la forma celular.
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Figura 2.13. Estructura del operdn al que pertenece el gen fhaA (Imagen tomada de
Fernandez, P. Et al, 2006). El operdn se compone de los genes codificantes para dos proteinas
con dominios FHA (FhaA y FhaB), pSer/pThr fosfatasa PstP, RodA y PbpA (relacionadas a la
sintesis de péptidoglicano y division celular) y las quinasas de proteinas en Serinas y Treoninas
PknA y PknB.
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Hasta el momento solamente se ha identificado un interactor de FhaA, la proteina Mvin.
Estudios previos proponen la interaccion entre FhaA a través de su mddulo FHA y un
residuo de Treonina fosforilado en la pseudoquinasa MviN, y la participacion de este
complejo en la biosintesis de la pared celular de micobacterias a través de la regulacion
de la sintesis del péptidoglicano (Gee, C. L., et al, 2012). La unidén entre FhaA y Mvin
provoca la inhibicion de la sintesis del péptidoglicano a través de la inhibicion del paso
de translocacion de los monomeros de péptidoglicano (Lipido I1) desde el citosol hacia la
cara externa de la membrana de la micobacteria.

Por otra parte FhaA ha sido previamente reportada como sustrato in vitro de la quinasa
PknB vy aparece fosforilada en estudios fosfoprotedmicos llevados a cabo en
micobacterias. En particular si bien FhaA posee varios sitios de fosforilacion probables
in vivo (Calder B, et al, 2016), se ha postulado que PknB es la quinasa responsable de la
fosforilacion de FhaA en el residuo de Thriis (Roumestand, C., et al, 2011), sin embargo,
se desconocen las quinasas responsables de otros sitios de fosforilacion reportados.
Nuestros trabajos previos nos permiten postular que FhaA podria ser un sustrato de PknG,
y nos plantean la pregunta de cual podria ser el rol de esta proteina tan poco caracterizada

en las vias de sefializacion mediadas por fosforilacion.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Trabajos previos de nuestro grupo nos permitieron identificar a FhaA como un interactor
directo de PknG, una quinasa de proteinas en Serinas y Treoninas que juega un papel
fundamental en la sobrevida de la micobacteria en el hospedero. FhaA es una proteina
que contiene un dominio que reconoce especificamente treoninas fosforiladas y cuya
funcion es atn poco conocida. Desde el punto de vista estructural FhaA se asemeja a las
proteinas de andamiaje que reclutan interactores en vias de sefializacion de eucariotas.
Sin embargo al dia de hoy se desconoce la arquitectura de las vias de sefializacion

mediadas por FhaA en las micobacterias, asi como los procesos que regulan.

El objetivo general de esta tesis es aportar a la comprension de las vias de sefializacion
mediadas por FhaA y su regulacion en las micobacterias. Para ello nos propusimos
caracterizar a nivel molecular los complejos de proteinas de los que forma parte FhaA
in vivo. La estrategia experimental propuesta se basa en el entrecruzamiento quimicoin
vivo junto con purificacion por afinidad utilizando etiquetas (Strep-tag) y espectrometria
de masa, para de obtener una “instantanea” de las interacciones proteina- proteina en la

micobacteria e identificar los interactores fisiologicos de FhaA.

3.2 Objetivos especificos

1. Caracterizacion de FhaA como sustrato de PknG e identificacion de sus sitios de

fosforilacién in vitro e invivo.

2. Puesta a punto de una estrategia experimental para la identificacion de interactores in
vivo de FhaA, mediante la sobreexpresion de FhaA con una etiqueta, entrecruzamiento

quimico y espectrometria de masa.

3. Estudiar el interactoma de FhaA y validar interactores seleccionados.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Mapeo de los sitios de fosforilacion in vitro e in vivo de FhaA.

La purificacion de la proteina FhaA-Strep-tag Il se realizd utilizando una columna de
afinidad [Strep-Tactin Sepharose®, (IBA solutions)] de acuerdo a las directrices del
fabricante. Para la determinacion de los sitios de fosforilacion in vitro de FhaA y la
confirmacion de FhaA como sustrato de PknG, FhaA inmovilizada en la columna de
Strep-Tactin se desfosforil6 con 0,07 U / uL de fosfatasa alcalina [Alkaline phosphatase
from calf intestine, (Roche)] durante 40 minutos a 37° C bajo 1000 rpm de agitacion. El
sobrenadante se descartd y Strep-tag® IlI-FhaA se eluyd por competencia con D-
destiobiotina. El eluido se dividio en dos fracciones y una de ellas se incub6 con 1 mM
de MnCl2y 250 uM de ATP en presencia de PknG 10 nM en buffer de fosforilacion
durante 30 minutos a 37° bajo agitacion de 1000 rpm. EI mismo experimento se realizé
en ausencia de PknG (control). Para aumentar la significancia estadistica de los resultados
obtenidos el experimento fue realizado en mas de una oportunidad. En la Figura 4.1. se

muestra de forma esquematica la estrategia utilizada.

Posteriormente la mezcla de proteinas se digirio con 0,5 pg de tripsina [Sequencing Grade
Modifie Trypsin, (Promega)] y se incubd durante toda la noche a 37° C. Los péptidos
obtenidos fueron concentrados, desalados en columnas de fase reversa C18 Zip Tip®
(Merck, Millipore) y preparados para su analisis segun metodologia desarrollada en nuestro
laboratorio. Los péptidos se separaron al igual que en el punto anterior utilizando un
sistema nano-HPLC Easy-nLC 1000 (Proxeon-Thermo Scientific) y la adquisicién y
andlisis de los espectros de masa se realiz6 utilizando un espectrémetro de masa LTQ
Velos (Thermo Scientific) equipado con una trampa i6nica lineal y acoplado al nano
HPLC. Los datos crudos de MS

/ MS se interpretaron con el paquete de software Proteome Discoverer (v.1.3.0.339,
Thermo) utilizando Sequest como motor de busqueda. Para localizar los residuos
fosforilados en las secuencias asignadas y validar los sitios de fosforilacion se utilizo el
modulo pRS, ademas se considero la identificacion de un sitio de fosforilacion como
positiva cuando se obtuvo mas de un espectro para dicho fosfopéptido y el analisis manual

del espectro de fragmentacion permitio confirmar la correcta asignacion del sitio.
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Para la determinacion de los sitios de fosforilacion in vivo de FhaA, la proteina fue
purificada y el eluido se prepar0 para analisis por espectrometria de masa como se detall6

anteriormente.

Purificacidn por afinidad

Purificacion por afinidad
Fosfatasa
% Lisado alealina Y

Sobre-expresion de Streptactin- Strep-tag® FhaA
FhaA + StrepTag en (WSHPQFEK) desfosforilada
M.smegmatis mc?155 (Control por MS)
MS/MS
Sitios de fosforilacion
in vivo Bn s

Sitios de
fosforilacion por
PknG in vitro

Figura 4.1. Estrategia experimental utilizada para la identificacion de sitios de fosforilacion
de FhaA.

4.2. Cepas y mantenimiento de las mismas.

En todos los experimentos se empled la cepa pLAM-FhaA-Strep-tag® 1l (denominada en
este trabajo cepa FhaA) obtenida a partir de la transformacion de Mycobacterium
smegmatis mc2155 electrocompetentes con el plasmido pLAM12 conteniendo la region
codificante del gen Rv0020c (fhaA) de Mycobacterium tuberculosis cepa H37Rv. A dicha
secuencia se agregé en lare gion N -t e rminal una etiqueta (Strep-tag® I, secuencia
de 6 aminoacidos) la cual permitio la posterior purificacion de la proteina FhaA, asi como
de los complejos formados por ésta. Por otra parte se utiliz6 Mycobacterium smegmatis
mc?155 transformadas con el plasmido pLAM12 sin el inserto de interés (denominada en
este trabajo cepa control). Ambas cepas se obtuvieron en el laboratorio de Mariana Piuri
(Departamento de Quimica Bioldgica de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, de
la Universidad de Buenos Aires) y con la colaboracion de la Dra. Magdalena Gil,
investigadora de nuestro laboratorio.

Para el mantenimiento y los subcultivos de la cepa se empleé como medio de cultivo el
caldo Middlebrook 7H9 [(Difco); acido L-glutamico 0.5 g/L, piridoxina 1 mg/L, biotina
50/L, KH2PO4 1 g/L, K;HPO4 2.5 g/L, citrato de sodio 100 mg/L, MgSO4 50 mg/L, CaCl»
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5 g/L, ZnS040.1 mg/L, CuSO4 1 mg/L, (NH4)2SO4 0.5 g/L] suplementados al 10%(v/v)
con albumina-dextrosa-NaCl (ADC) o bien dextrosa-NaCl (DC) segun la utilizacion final
del cultivo, Tween® 80 al 0,05%(v/v) conteniendo kanamicina (50 pg/mL).

Ambas cepas fueron cultivadas hasta alcanzar la fase de crecimiento estacionario a37°C
y 220 rpm de agitacion (Infors HT Multitron Standard). Dichos cultivos se almacenaron
a -80°C en glicerol 20%(Vv/v) y se mantuvieron para su uso cotidiano en placas de medio

solido (7H10: 7H9+Agar) conteniendo kanamicina (50 pg/mL).

4.3. Preparacion de los cultivos

En cada caso se realizd un pre-cultivo de las cepas FhaA y pLAM mantenidas a -80° C.
Para ello se colocaron 20pl de cada cepa en 3 ml de caldo Middlebrook 7H9 adicionado
con ADC, Tween® 80 y kanamicina en las cantidades antes descritas. Los pre-cultivos
se incubarona 37° C y 220 rpm, hasta obtener una densidad déptica de 0.800 a una longitud
de onda de 600 nm (fase logaritmica). De estos cultivos se tomé la alicuota
correspondiente para inocular en una dilucion 1:100 los cultivos finales (volumen=
300ml). Una vez alcanzada una densidad optica de 0.2 a una longitud de onda de 600 nm
(fase logaritmica temprana), la expresién de la proteina recombinante fue inducida

mediante el agregado de 0.2% (v/v) de acetamida durante 18hs a 37°C.

4.4. Curvas de crecimiento.

Para la construccion de las curvas de crecimiento de las cepas FhaA y control, las
mismas fueron cultivadas con y sin inductor (0.2% (v/v)) en medio 7H9
Middlebrook suplementado con albumina-dextrosa-NaCl, 0.05% Tween® 80 y
kanamicina (50 pg/mL) por triplicado. Se realizaron mediciones de la densidad
Optica a 600nm (Fothometer, Thermo) de cada cultivo a distintos tiempos, y durante
32 horas. En el caso del seguimiento de los cultivos con y sin inductor realizados en
medio solido (7H10), se adicioné a dicho medio kanamicina (50 pg/mL) y 0.2%
(v/v) de acetamida y el seguimiento se realizd durante 4 dias, mediante la medicion

de la densidada optica.
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4.5. Formacion de Biofilms.

Se realiz6 un pre-cultivo de las cepas FhaA y control mantenidas a -80° C. Para ello se
colocaron 20pl de cada cepa en 3 ml de caldo Middlebrook 7H9 adicionado con ADC y
kanamicina en las cantidades antes descritas. Los pre-cultivos se incubaron a 37° C y 220
rpm, hasta alcanzar la fase estacionaria. De estos cultivos, se tomd la alicuota
correspondiente para inocular en una dilucion 1:100 los cultivos finales (volumen=1.8ml)
Ilevados a cabo en placas de 12 pocillos por triplicado y utilizando 2 placas por cepa.
Dichas placas fueron envueltas en Parafilm e incubadas en estufaa 37° C. Pasado un ciclo
de replicacion se indujo la expresion de proteina FhaA - Strep-tag® Il mediante el
agregado de 0.2% (v/v) de acetamida, dejando una placa sin inductor para cada cepa. La
incubacién en estas condiciones se mantuvo durante 3 semanas. Pasado este tiempo, y
luego de remover el cultivo remanente, los biofilms se lavaron con agua ultrapura para
quitar el exceso de micobacterias no adheridas a la superficie de la placa y se afiadié una
solucion de cristal violeta 0.1% en 50% de etanol, incubando a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Se repitieron los lavados con agua ultrapura para quitar el exceso de
cristal violeta. Por Gltimo se realiz6 la cuantificacion por destincion del biofilm en acido

acético 30% y medida de absorbancia a 570 nm.

4.6. Criomicroscopia electronica de transmision.

Se realizaron cultivos liquidos en 7H9 Middlebrok suplementado con albimina-dextrosa-
NaCl, 0.05% Tween® 80 y kanamicina de la cepa FhaA y la cepa control. Al alcanzar los
cultivos una DO600nm de 0.05 se indujo la expresion de FhaA con acetamida 0.2%. Las
células se colectaron luego de 18 horas y se congelaron en presencia de bolitas de oro.
Las imagenes fueron adquiridas en un microscopio electrénico de transmision JEOL-
2200FS. Imagenes adquiridas por Annemarie Wehenkel, Unidad de Microbiologia
Estructural del Institut Pasteur de Paris.

4.7. Microscopia electronica de transmision.
Se cargaron 2 ul de cultivos de las distintas cepas en fase estacionaria sobre grillas de
carbén/formvar, se incub6 durante 3 minutos y se realizé una tincion negativa utilizando

acetato de uranilo 2%. Las imagenes fueron adquiridas en el servicio de Microscopia
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electronica de transmision de Facultad de Ciencias, Montevideo Uruguay, utilizando un
microscopio JEOL- JEM 10-10.

4.8. Extraccion de proteinas de las cepas FhaAy control: Optimizacion del protocolo.

Una vez cumplido el tiempo de incubacién con el inductor y habiendo alcanzado una
densidad oOptica entre 0.900 y 1.2 a 600 nm, se retiran los cultivos del agitador, se recogen
las micobacterias en tubos estériles de 50 ml. y se centrifugan durante 10 minutos a 3200
X g a 4°C (Centrifuga refrigerada Beckman Coulter). Se repitio esta accion hasta haber
centrifugado los 300 ml de cultivo. El sobrenadante se descarté en cada caso y el
sedimento obtenido luego de los diferentes ciclos de centrifugacién se resuspendio6 en 20
ml de PBS. Este lavado permitio eliminar excesos de medio y detritos celulares. Se
centrifugd nuevamente durante 10 minutos a 3200 x g a 4°C y posteriormente se descartd
el sobrenadante. Este paso se repitio 3 veces. Luego del ultimo ciclo de centrifugacién se
descarto el sobrenadante y se pes6 el tubo con el sedimento celular al final de los lavados,
a fin de determinar el peso himedo. Finalmente se resuspendié el sedimento en Buffer
de interacciones de proteinas (Hepes 25 mM, NaCl 150 mM, 1% de glicerol, EDTA 1
mM, pH 7,4) y se adicion6 Cdctel de Inhibidores de Proteasa sin EDTA [Complete mini,
protease inhibitor cocktail”, Roche® (Roche)], inhibidor de fosfatasas [PhosSTOP ™
(Sigma-Aldrich)] y Tween® 20 0.5% (v/v).

Protocolo 1: Se realiz6 la ruptura de las micobacterias utilizando inicialmente como

Unico método la ruptura mecénica con perlas de vidrio

A los pellets resuspendidos en buffer de interacciones antes obtenidos se les agregd una
cantidad equivalente a 450 ug de perlas de vidrio estériles de diametro <106 um [Glass
beads, acid-washed <106 pm(Sigma-Aldrich)]. Posteriormente las mismas fueron
“vortexadas” a maxima velocidad durante un ciclo de 30 minutos con intervalos de
descanso de 10 minutos en bafio de hielo con etanol 70% (WiseMax VM-10, Laboratory
experiments). Se centrifugd la muestra por 15 minutos a 4000 x g a 4° C, se recupero el

sobrenadante y se guard6 a -80 °C para su posterior cuantificacion y analisis.

Protocolo 2: Previo a la ruptura de las micobacterias se agregé al extracto Tritdn-X100
a la maxima concentracion compatible con la resina que posteriormente se utilizara para

la purificacion del extracto.
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La ruptura de las micobacterias se realizé utilizando dos métodos diferentes en forma
consecutiva:

i) Sonicacion.
1)) Ruptura mecanica con perlas de vidrio (método antes descrito)

Las muestras fueron colocadas en bafio de hielo con etanol 70 % y sonicadas utilizando
un sonicador digital (Branson) y un utilizando ciclo de pulsos de 8 minutos de tiempo
efectivo aplicados de a 30 segundos a 25% de amplitud y con intervalos de 1 minuto de
descanso. Posteriormente se siguid con el protocolo antes descrito para la ruptura
mecanica con las perlas de vidrio y obtencién por centrifugado del sobrenadante

conteniendo las proteinas de interés.

Se prepararon los extractos proteicos de tres réplicas bioldgicas independientes para cada
una de las cepas (Fha A y cepa control) utilizando cada uno de los protocolos antes
descriptos. La eficacia en la obtencion de proteinas fue determinada en funcion de la
concentracion de proteinas totales obtenidos para cada caso luego del andlisis de las

diferentes muestras.

4.9. Determinacion de la concentracidn de proteinas totales.

La cuantificacion de proteinas se llevd a cabo por densitometria a partir de la utilizacion
de geles SDS-PAGE y un kit de proteinas para calibrar (Low molecular weigth calibration
kit, Amersham). EI mismo consiste en marcadores de peso molecular de concentracion
conocida. En primer lugar se llevé a cabo la electroforesis mono-dimensional en geles de
poliacrilamida al 12%. Las muestras a ser cuantificadas se incubaron a 95° C durante 5
minutos con Buffer de muestra 1X (0.25mM Tris, 8% SDS, 40% glicerol, 0.04% de azul
de bromofenol, 1% 3 mercaptoetanol). El gel se corrié bajo corriente constante de 10mA
hasta pasar completamente por el gel concentrador para luego aumentar a 20 mA y
mantenerse constante durante el pasaje de la muestra por el gel separador. El gel se fijo
en una solucion 4:1:5 etanol:acido acético:H20 vy se tifié con azul de Coomassie G-250
(Baker) en etanol. Para la adquisicion de las imagenes del gel se utiliz6 un scanner
UMAX Power- LOOK 1120 vy el software LabScan v5.0 (GE Healthcare) para realizar
la cuantificacion de cada lisado por comparacion con el marcador de peso. Los resultados
obtenidos para la cuantificacion de los lisados preparados segun los diferentes protocolos

de extraccion
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de proteinas permitieron la seleccion del protocolo 2 como el més eficiente.

4.10. Determinacion del proteoma total de la cepa FhaA.

Para la determinacidn del proteoma total de la cepa FhaA se partid de 3 cultivos de dicha
cepa y 3 cultivos de la cepa control.

Los extractos, obtenidos como se describié anteriormente, se corrieron en un gel de
poliacrilamida al 12.5%, cargando cantidades equivalentes de proteinas totales. El gel
fue fijado y tefiido y cada carril fue cortado en 7 trozos de tamafo equivalente. Cada
trozo de gel fue destefiido con una solucion de 0.1 M de NH4sHCOs en Acetonitrilo
(ACN) 50% (v/v). Se realizo la reduccion y alquilacién de cisteinas in-gel incubando 1
h a 56° C con DTT 10 mM en agitacion. La solucion fue removida y e | gel se incub6
45 min a temperatura ambiente y en agitacion con una solucion de iodoacetamida 55
mM. La digestion se llevo a cabo utilizando 0.5 pg de tripsina [Sequencing Grade
Modifie Trypsin, (Promega)] yse incub6 durante toda lanoche a 37 °C. Para la extraccion
de los péptidos digeridos, se utilizd una solucion 0.1% (v/v) de éacido trifluoroacético
(TFA) en 60% de ACN, realizandose 2 extracciones consecutivas de 1 h cada una. Los
péptidos extraidos fueron concentrados utilizando una centrifuga de vacio [SpeedVac
(Thermo)] hasta evaporar completamente el ACN presente en la muestra para luego ser
resuspendidos en 0.1% acido férmico (Fase A) ysonicados durante 3 ciclos de 5 minutos.
Los péptidos fueron desalados en micro columnas de fase reversa C18 Zip Tip® (Merck,
Millipore) previamente lavados con ACN 50% y equilibrados con 0.1% de &cido
trifluoroacetico. Laelucidn de los péptidos se realiz6 con 0.1 % de acido férmico en 70%
ACN (Fase B). Cada muestra se evapor0 hasta sequedad nuevamente en centrifuga de
vacio y fue resuspendida en Fase A repitiendo los 3 ciclos de sonicado. Los péptidosse
separaron en un sistema nano-HPLC Easy-nLC 1000 (Proxeon-Thermo Scientific) y la
adquisicion de los espectros de masa se realizé utilizando un espectrometro de masa
LTQ Velos (Thermo Scientific) equipado con una trampa ionica lineal y acoplado al
nano HPLC antes descrito. Para la separacion de los péptidos se utilizé una precolumna
Acclaim PepMap ™ 100 C18 (75pum x 2cm, nanoViper C18 3um 100A), Thermo, y
una columna C18 PepMap ™ RSLC C18 (2um 100A, 50um x 15cm), Thermo. La
elucion de los péptidos se llevo a cabo utilizando un gradiente de ACN: Acido Formico
0.1% (Fase B) detallado a continuacion:
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Tiempo (min) Flujo (nl/min) % Fase B
00:00 250 0

100:00 250 50
110:00 250 100
120:00 250 100

El analisis on-line se realizé en modo dependiente de los datos, de manera de adquirir
en primera instancia un espectro de MS seguido de los espectros de MS/MS de las 10
sefiales mas intensas en el espectro. Ademas, se utilizé una lista de exclusion dindmica
de manera de impedir la fragmentacion reiterada de las mismas sefiales. Para la

adquisicion de los datos se utiliz6 el software Xcalibur v2.1 (Thermo).

Para el andlisis de los datos obtenidos se utilizd el software libre “PatternLab for

Proteomics” v 4.0.0.84 (http://patternlabforproteomics.org/). En primer lugar se obtuvo

la lista de secuencias de proteinas de la cepa Mycobacterium smegmatis mc2155

(http://www.uniprot.org) y a la misma se agreg6é la secuencia aminoécidica de la

construccién FhaA de Mycobacterium tuberculosis. Utilizando PatternLab for
Proteomics se generd posteriormente una base de datos target-reverse que incluye las
secuencias reversas de todas las proteinas presentes en la base de datos, junto con las
secuencias de los 127 contaminantes mas comunes en experimentos protedmicos. Los

parametros de busqueda utilizados fueron:

Tolerancia de masa del precursor (ppm) | 800

Enzima Tripsina

Especificidad de la enzima Completa

Max. cortes salteados permitidos 1

Modificaciones variables Oxidacion de Metioninas
Modificaciones fijas Carbamidometilacion de Cisteinas

El filtrado de los espectros asignados se realizo utilizando también PatternLab for
Proteomics. Todos los resultados reportados poseen una tasa de falsos positivos FDR
[False Discovery rate(FDR)] menor a 2% a nivel de peptidos y menor a 1% a nivel de
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proteinas. Para comparar los proteomas obtenidos para la cepa FhaA y la cepa control
(PLAM) se utilizaron los modulos Project Organization y Approximate area
proportional Venn Diagram del software PatternLab for Proteomics respectivamente.
Las proteinas presentes en las muestras se consideraron como exclusivamente
representadas en una u otra condicion si se encontraban presentes en al menos 2 de 3
réplicas de dicha condicion pero en ninguna réplica de la otra.

Las proteinas presentes en ambas muestras pero que se encuentran sobre representadas en
una u otra condicion fueron analizadas utilizando el modulo TC fold del software
PatternLab for Proteomics. Se consideraron aquellas proteinas presentes en al menos 3

réplicas en ambas condiciones.

4.11. Identificaciéon de interactores in vivo de FhaA.

Para la identificacion de los interactores in vivo de la proteina FhaA fue necesario la
puesta a punto previa de una metodologia que permitiera captar la mayor cantidad de
interactores directos e indirectos de FhaA con relevancia biolégica.

4.11.1. Purificacion por afinidad sin entrecruzamiento.

Inicialmente se utiliz6 la purificacion por afinidad de FhaA y sus posibles interactores para
el analisis del interactoma. Para ello se partié de 3 cultivos liquidos de 300 ml de cada
una de las cepas con el agregado de inductor como se describio6 anteriormente.

Se aplicé el protocolo numero 2 para la obtencion del extracto de proteinas y se realizd
la cuantificacion por densitometria previo a la purificacion por afinidad. La proteina
FhaA- Strep-tag® Il, junto con sus interactores fueron purificados utilizando una columna
de afinidad [Strep-Tactin Sepharose®,(IBA solutions)]. La mezcla de proteinas fue
analizada mediante nano-HPLC acoplado a espectrometria de masa como se describi6
anteriormente. El analisis comparativo y la identificacion de los interactores de FhaA se
realiz6 utilizando el software Patternlab for Proteomics. Posteriormente, y como
resultado del analisis de los resultados obtenidos utilizando esta aproximacion, se

implemento una estrategia de entrecruzamiento in vivo.

4.11.2. Optimizacién del protocolo de entrecruzamiento con formaldehido.

Para la optimizacion del protocolo de entrecruzamiento utilizando formaldehido se

ensay6 un rango de concentraciones entre 0.2% y 1.5% de este agente entrecruzante y
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se utilizo un Unico tiempo de incubacién de 20 min. La incubacion se realizo a 37°C y
220 rpm. Posteriormente, se agrego al cultivo glicina en frio (concentracion final 0.125

M) para inactivar al formaldehido. Los cultivos fueron nuevamente incubados 20 min a
37° Cy 220 rpm. Pasado este tiempo se procedio a la obtencion de los lisados segun la
metodologia antes detallada.

Las muestras fueron calentadas a 65° durante 20 min previo a su separacion por SDS
PAGE, a los efectos de no revertir el entrecruzamiento. Se corrieron dos geles por muestra,
uno de ellos fue fijado y tefiido con azul de coomassie, mientras que el otro se utiliz6 para

realizar un Western Blot segun lo que se detalla acontinuacion.

4.11.3. Western Blot.

Las proteinas fueron transferidas a membranas de PVDF de baja fluorescencia (GE,
Healthcare) utilizando un equipo TE22 MiniTank (GE. Healthcare) a 4° C y 250 mA
durante 2 hs. Las membranas fueron bloqueadas O.N. a 4° C utilizando 5% BSA, 0.1%
Tween 20 en PBS. La membrana fue lavada con 0,1% Tween 20 en PBS, e incub6 con
el anticuerpo Strep MAB Classic conjugated horse radish peroxidase, (IBA solutions),
en 1%BSA, 0.1% Tween 20 en PBS (dil 1/10000) durante 1 h 30 min. El revelado se llevo
a cabo utilizando un equipo automatico (Hyper procesosr, Amersham Biosciences) y el

Kit Super signal West Pico Chemiluminiscent Substrate(Thermo).

4.11.4. Interactoma de FhaA utilizando entrecruzamiento in vivo.

Para la determinacion del interactoma de FhaA se partieron de 5 cultivos liquidos de 300
ml de la cepa FhaA y de la cepa control. La induccion de los mismos fue realiza segln
las metodologias antes descritas. Luego de pasadas las 18hs de induccién, los cultivos
fueron incubados con formaldehido 0.5% durante 20 minutos a 37° C y 220 rpm, siendo
esta la condicion seleccionada de acuerdo a la optimizacion del protocolo de
entrecruzamiento (Figura 4.2.). Se obtuvieron los extractos de proteinas y se realizo la
cuantificacion por densitometria previo a la purificacion por afinidad. Los complejos
formados se purificaron utilizando una columna de afinidad [Strep-Tactin Sepharose®,
(IBA solutions)] (Figura 4.2.). El procedimiento descrito por el fabricante se optimizo
de manera de disminuir el pegado inespecifico a la columna aumentando el nimero de

lavados y agregando Triton X-100 (1%) al buffer de lavado. Finalmente para eluir FhaA
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unida a sus interactores directos e indirectos se utilizo el buffer especificado por el
fabricante.

Las muestras obtenidas se procesaron de dos maneras: Por un lado se realizé una
digestion de las muestras en geles de poliacrilamida y alternativamente se utilizo la
digestion de las muestras liquidas.

En el primer caso, las muestras obtenidas fueron concentradas en centrifuga de vacio,
resuspendidas en Buffer de muestra 1X (0.25mM Tris, 8% SDS, 40% glicerol, 0.04% de
azul de bromofenol, 1% B mercaptoetanol e incubandas a 95° C durante 5 minutos (a esta
temperatura y tiempo de incubacion se revierte el entrecruzamiento de manera de facilitar
laentrada de proteinas al gel). Las muestras se cargaron en un gel de poliacrilamida 12.5%
y fueron corridas segun los parametros antes detallados Unicamente 1 cm a lo largo del
gel separador. La fijacién, tincion y escaneo del gel para su registro se realizd como se
detall6 anteriormente.

Cada banda fue destefiida, digerida y alquilada in gel previo a su digestién triptica del
mismo modo que las muestras procesadas para el anélisis del proteoma total. La
extraccion de los péptidos tripticos, asi como el procesamiento final de concentrado y
desalado, también se realiz6 siguiendo el procedimiento antes descrito.

Como se sefiald anteriormente se utilizé también un protocolo de digestion en solucion
con el objetivo de evaluar la posible pérdida de proteinas de membrana que pudiesen
precipitar en las etapas de preparacién de la muestra para el gel.

Las muestras fueron reducidas y alquiladas en solucion para luego ser concentradas en
centrifuga de vacio. Finalmente, el pellet obtenido se resuspendi6 en 0.1% acido férmico
y se sonico durante 3 ciclos de 5 minutos. Posteriormente las muestras fueron desaladas
en micro columnas de fase reversa C18 Zip Tip® (Merck, Millipore) previamente lavadas
con ACN 50% y equilibradas con 0.1% de TFA Se realizaron 2 lavados de los péptidos
retenidos en la micro columna con 0.1% TFA. La elucion de los péptidos se realizé con
0.1% de acido formico en 100% ACN. Cada muestra se evapord hasta sequedad en
centrifuga de vacio y fue resuspendida en 0.1% de &cido formico repitiendo los 3 ciclos
de sonicado. Los péptidos se separaron en un sistema nano-HPLC acoplado a un
espectrometro de masa LTQ Velos (Therno Scientific) equipado con una trampa ionica

lineal segun lo descrito anteriormente (Figura 4.2.).
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4.11.5. Andlisis bioinformatico de los datos.

Finalmente se procedi6 a la identificacion de las de proteinas que forman parte de los

complejos por comparacion de los datos obtenidos con bases de datos de secuencias,

utilizando el programa “Patternlab for proteomics” y los mddulos de analisis antes

descritos (Figura 4.2.).
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Figura 4.2. Estrategia experimental para la identificacion de interactores in vivo de
FhaA. La combinacion de la sobre- expresion controlada de proteinas marcadas (etiquetas)
con el uso de agente entrecruzantes para fijar por unién covalente las interacciones in vivo
permite una mejor aproximacion alas interacciones funcionalmente relevantes en la célula.
1. Entrecruzamiento in vivo, 2. Purificacion de los complejos de proteinas formados por
FhaA 3. Anélisis por nano-HPLC- espectrometria de masa 4. Analisis bioinformatico de los

datos

4.12. Expresion de una forma truncada de CwsA.

En colaboracion con Mariano Martinez de la Unidad de Microbiologia Estructural del

Institut Pasteur de Paris y Magdalena Portela integrante de nuestro Laboratorio, se

expreso y purificod una construcciéon de una forma truncada de CwsA de M. smegmatis

que carece del segmento transmembrana C- terminal (CwaA Ms ACT). La secuencia de

la construccion se muestra a continuacion (en color verde: secuencia Histag, en color

negro: secuencia SUMO utilizada para purificar CwsA, en color rojo CwsA)
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CwsA_de M. smegmatis, forma truncada (CwsA_Ms_DCT):
MGHHHHHHGSDSEVNQEAKPEVKPEVKPETHINLKVSDGSSEIFFKIKKTTPLR
RLMEAFAKRQGKEMDSLRFLYDGIRIQADQAPEDLDMEDNDIIEAHREQIGGM
PARADVRLAPRQRLTRGLKYTAVGPVDITRGVLGIGADTAQATAAELRRRYAS
GKLQRQLAAAAEAVAALPETIQEAVQEVVSPPKKRRRR

Células quimicamente competentes (Escherichia coli BL21) se transformaron con el
plasmido de expresion en condiciones de temperatura previamente optimizadas.
Brevemente, los pellets de Escherichia coli BL21 cultivados en medio 2YT mas
antibidtico a diferentes temperaturas, se resuspendieron en tampon de lisis (tampon PBS
NaCl 500 mM, imidazol 20 mM, lysozime 1 mg / ml, benzonasa, coctel inhibidor de
proteasas, reactivo de extraccion de proteina BugBuster®, Millipore) y se incubaron en
agitacion durante 20-30 minutos a temperatura ambiente. La expresion total de la proteina
fue evaluada mediante SDS-PAGE. Para obtener la fraccion soluble, se utilizaron placas
filtrantes Multiscreen, 0.6 um (Millipore) con 190 ul de extracto total y se centrifugd
durante 20 minutos a 3000 g. La fraccion soluble se recuperd del flujo continuo y se
analiz6 también mediante SDS PAGE. CwsA se purificd a partir de la fraccion soluble
utilizando cromatografia de afinidad IMAC (20 pl de perlas de agarosa Ni-NTA). La
elucion se realiz6 usando imidazol 500 mM y se analizdé por SDS PAGE. Para fines
preparativos, se utilizd una temperatura de crecimiento de 22 °C. Los pellets de
Escherichia coli se resuspendieron en tampén de lisis (tampén PBS NaCl 500 mM,
Imidazol 20 mM, Lysozime 1 mg / ml, benzonasa, céctel inhibidor de proteasa, reactivo
de extraccion de proteina BugBuster®, Millipore) y se sonicaron 10 minutos (secuencia
1 min ON, 1 min OFF). Luego, los extractos se centrifugaron a 5000 g, 30 min a 4 °C. El
sobrenadante, que contiene el extracto de proteina soluble, se recuperd. El extracto de
proteina se cargd en una columna IMAC (Cromatografia de afinidad metalica
inmovilizada) y la elucién se realizé en un gradiente de imidazol de 20 a 500 mM. Las
fracciones recuperadas se analizaron mediante SDS PAGE, y las que contenian la proteina
de interés se dializaron y se trataron con SUMO proteasa. Las proteinas se purificaron
adicionalmente en una columna de exclusion por tamafio y la proteina se eluyo en
condiciones isocraticas. Las proteinas purificadas (pureza evaluada por SDS-PAGE) se

alicuotaron y se almacenaron a 80 °C.

48



Por ultimo se confirmo la identidad de la secuencia de la proteina recombinante CwsA
utilizando espectrometria de masas MALDI TOF (Bruker) por comparacion de los
espectros obtenidos y sus fragmentaciones en comparacién con espectros depositados en

bases de datos publicas.

4.13. Experimentos de Resonancia Plasmdnica de Superficie.

El experimento de Resonancia Plasmonica de Superficie (SPR) fue llevado a cabo en
colaboracion con Federico Carrion integrante del Laboratorio de Inmunovirologia del
Institut Pasteur de Montevideo. Dicho experimento se realizé en un equipo Biacore 3000
(GE Healthcare) utilizando como buffer de corrida PBS adicionado con 0.005 % P20 (GE
Healthcare). Brevemente, la proteina CwsA se inmovilizd en la superficie de un
sensorchip CM5 (GE Healthcare) mediante union covalente de grupos amino segin
recomendaciones del fabricante. Para la inmovilizacion, la superficie fue activada con
una mezcla 1:1 de 0.2M N-ethyl-N’-(dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) y
0.05M N- hydroxysuccinimide (NHS) a un flujo de 5 pl/min. La proteina fue diluida en
buffer Acetato Sodio 10 mM, pH 4.5. Posteriormente se inyectd sobre la superficie
activadas y finalmente los grupos reactivos se inactivaron con una inyeccion de 1.0 M
HCI- etanolamina, pH 8.5. La densidad obtenida f u e de 140 RU (Unidades de respuesta)
pa r a CwsA. Disoluciones de FhaA a dos concentraciones diferentes (0.2uM y 0.4uM)
se prepararon en buffer de corrida y se inyectaron sobre ambas superficies y una
superficie control sin derivatizar. Los sensorgramas fueron obtenidos a 25°C conn flujo
de 20 L/min, mediante sustraccién de la sefial de la superficie control y la sefial obtenida
de inyecciones de buffer de corrida sobre ambas superficies. Los datos obtenidos fueron
procesados con el software BlAevaluation (GE Healthcare, version 4.1) y re-graficados

mediante la utilizacion de GraphPad Prism v.7.00.
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5. RESULTADOS

5.1. FhaA es un sustrato de PknG.

Trabajos previos de nuestro grupo nos permitieron identificar a FhaA como un interactor
directo de PknG, una Ser/Thr quinasa de M. tuberculosis que juega un papel fundamental
en la sobrevida de la micobacteria en el hospedero. Con estos antecedentes decidimos
evaluar si FhaA era un sustrato fosforilable por PknG siguiendo la estrategia que se

muestra en la Figura 4.1. Inicialmente se produjo y purificé FhaA recombinante a partir

de una cepa de Mycobacterium smegmatis. La cepa de M. smegmatis m02155 fue
transformada con el plasmido pLAM12 conteniendo la region codificante del gen
Rv0020c (fhaA) de Mycobacterium tuberculosis, mas una secuencia de 8 aminoacidos
(WSHPQFEK, (Strep-tag® I11). La proteina fue purificada mediante cromatografia de
afinidad utilizando un soporte con una variante de estreptavidina inmovilizada (columna
de Strep-Tactin Sepharose®) que presenta afinidad por la secuencia del Strep-tag. Para la
identificacion de los sitios de fosforilacion por PknG, la proteina inmovilizada fue tratada
con fosfatasa alcalina con el fin de eliminar cualquier posible fosforilacién in vivo por
quinasas de proteinas presentes en la micobacteria, y posteriormente eluida y analizada
por LC MS/MS luego de su digestion con tripsina. Este andlisis permitié corroborar la
secuencia de FhaA, y que ninguno de los péptidos asignados a esta secuencia estaba
fosforilado. Finalmente la proteina recuperada fue incubada con PknG en presencia de ATP
y Mn?*, de manera de permitir la reaccion de fosforilacion. El andlisis posterior por
espectrometria de masa de los péptidos tripticos nos permitié identificar de forma
sistematica dos péptidos fosforilados 14KLEQpPT1sVGDAFAR,s (ion detectado con triple
carga, m/z observado= 472.3) y 10sFEQSSNLHpT116GQFR120 (ion detectado con doble
carga, m/z observado= 816.2). Como se muestra en la Figura 5.1.A, los espectros de
MS/MS permiten inequivocamente identificar a la Tig y Tiie como los residuos
fosforilados. La asignacion de los fosfo-residuos se realizé también utilizando un
algoritmo especialmente desarrollado para tal fin: phosphoRS. Este programa calcula,
para cada “Peptide Spectrum Match” tres parametros: 1. el “score” pRS que indica la
probabilidad de que la asignacion sea un evento aleatorio (pRS scores>50 generalmente
se consideran buenas asignaciones); 2. Probabilidad de secuencia pRS: indica la
probabilidad de que el sitio asignado sea correcto; y 3. probabilidad de sitio pRS: indica
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la probabilidad de que cada residuo fosforilable en la secuencia sea el Unico fosforilado.
Por lo tanto, se informa un valor de probabilidad del sitio pRS para cada Ser, Thr o Tyr
en la secuencia. Por lo general, una probabilidad de sitio pRS superior al 75% para
cualquier residuo se considera confiable (Taus, T. et al, 2011, Oehlenschlager, C. et al,
2017).

El andlisis mediante el algoritmo pRS para un espectro representativo se muestra en la
Tabla 5.1., donde los valores obtenidos de pRS score fueron de 79 y 110 respectivamente;
y 100% de probabilidad de pRS en cada caso. En ambos casos ademas se realizo la
inspeccion manual de los espectros; la presencia de varios iones permite identificar de
manera inequivoca a los fosforesiduos (T1s: iones serie b: bs*-b11*; T116: iOnes serie y: y-*;
vet; ve'-HsPOs; y7%; ys*) .

Para determinar posibles sitios de fosforilacion in vivo, FhaA- Strep-tag purificada a partir
de extractos de M. smegmatis se digirio con tripsina y los péptidos resultantes se separaron
en un nano-HPLC y se analizaron mediante espectrometria de masa. Este analisis permitio
identificar tres fosfopéptidos en la proteina FhaA, dos de ellos coincidentes con los
previamente identificados en ensayos de fosforilacion in vitro (4KLEQpT18VGDAFAR2s
(ion detectado con triple carga, m/z observado=472.1), 10sFEQSSNLHpT116GQFR120 (ion
detectado con doble carga, m/z observado =816.1)). Un tercer sitio de fosforilacién in vivo
fue detectado en este trabajo y corresponde al péptido 3ssQDYGGGADY pTs77Rs7s (ion
detectado con doble carga, m/z observado= 641.9) donde el residuo Ts77 fue identificado
como el sitio de fosforilacion (Figura 5.1.B). El analisis mediante el algoritmo
phosphoRS proporiciond los valores de pRS de 84, 106 y 91 respectivamente; y 100% de
probabilidad de pRS en los casos de Tii6 y T1g y 99.5 en el caso de Tz77 (Tabla 5.1y
Tabla 5.2).

A continuacion, se muestran los datos referentes a los sitios de fosforilacién de FhaA in

vitro e in vivo encontrados en este trabajo.
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Tabla 5.1.

Sitios de Fosforilacion in vitro en FhaA de M. tuberculosis

) , o Probabilidad Probabilidad de | g miz
Secuencia Residuo/Modificacion (PRS) sitio (pRS) Score Xcorr Carga (Da)
S(4): 0.0;
FEQSSNLHpTGQFR T116(Phospho) 100.00% S(5): 0.0; 110 3.90 2 816.2
T(9): 100.0
KLEQpTVGDAFAR T18(Phospho) 100.00% T(5): 100.0 79 431 3 4723
Tabla 5.2.
Sitios de fosforilacion in vivo en FhaAde M. tuberculosis
- Probabilidad
Secuencia Residuo/Modificacién Probabilidad de sitio PRS X Carga | Mz
(PRS) Score corr (Da)
(pPRS)
S(4): 0.0;
FEQSSNLHpTGQFR T116(Phospho) 100.00% | S(5): 0.0; 106 435| 2 | 8161
T(9): 100.0
KLEQpTVGDAFAR T18(Phospho) 100.00% | T(5): 100.0 84 425 | 3 | 4721
Y(3): 0.0;
QDYGGGADYpTR T377(Phospho) 99.50% Y(9): 0.5; 91 354 | 2 | 6419
T(10): 99.5

Nuestros resultados permiten afirmar que FhaA es sustrato in vitro de PknG y apuntan a

un rol de esta quinasa en la fosforilacion in vivo de FhaA ya que los residuos fosforilados

por PknG también fueron detectados in vivo. Sin embargo, estos resultados no nos

permiten concluir fehacientemente que FhaA sea un sustrato fisioldgico de PknG.
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Figura 5.1. Identificacidn de sitios de fosforilacion de FhaA por espectrometria de masa
(Imégenes tomadas de Gil, M., Lima, A., Rivera, B., Manuscrito enviado a Journal of
Proteomics, Julio 2018). A) Identificacion de sitios de fosforilacion de FhaA in vitro. FhaA
fue purificada de M. smegmatis, desfosforilada con fosfatasa alcalina y re-fosforilada utilizando
PknG como quinasa. El analisis por espectrometria de masa revel6 dos secuencias fosforiladas
en el dominio N- terminal de FhaA. Los residuos fosforilados en ambos péptidos fueron
inequivocamente identificados por MS/MS como Tisy Tiie. B) Identificacion de los sitios de
fosforilacion de FhaA in vivo. Izquierda: localizacion de los sitos de fosforilacion identificados
en la estructura de FhaA. FhaA presenta un dominio N-terminal de funcién desconocida y un
dominio C-terminal FHA unidos por una secuencia de aproximadamente 300 residuos. Los dos
residuos identificados in vitro se ubican en el dominio N-terminal. Un tercer sitio de fosforilacion
ubicado en la regién “linker” entre los dominios N-y C- terminal fue identificado solamente in
vivo (Ts77) Derecha: espectro MS/MS correspondiente al péptido QDYGGGADY pTs77R donde
la Ts77 se identifica como el sitio de fosforilacion.

5.2 Caracterizacion fenotipica y protedmica de la cepa que sobreexpresa FhaA.

Para estudiar el interactoma de FhaA, se utiliz6 M. smegmatis m02155 transformada con
el plasmido pLAM12 conteniendo la region codificante del gen Rv0020c (fhaA) de
Mycobacterium tuberculosis cepa H37Rv, mas una secuencia de 8 aminoacidos (Strep-
tag® Il) (denominada en este trabajo cepa FhaA). Como control se utilizd M. smegmatis

transformada unicamente con el plasmido pLAM12. Para realizar una caracterizacion
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inicial de la cepa a utilizar, se analizo el efecto de la sobre-expresion de FhaA en el
crecimiento y la morfologia de M. smegmatis. Por otro lado, como la cepa FhaA se utiliza
para el aislamiento y caracterizaciéon de complejos multi-proteicos en los que esta
proteina se encuentra involucrada, evaluamos si la sobre-expresion del gen Rv0020c
introducia cambios importantes a nivel del proteoma y que pudiesen invalidar el modelo

experimental.

5.2.1. Lasobre-expresion de FhaA produce un cambio en la velocidad de crecimiento

de la micobacteria.

Con el fin de determinar posibles diferencias en la morfologia macroscopica o en el patron
de crecimiento, inicialmente se realizaron cultivos en medio sélido 7H10 de ambas cepas
los cuales fueron inducidos y se comparo el crecimiento entre las 24 y 96 h. Los resultados
mostraron que la cepa FhaA crece en forma mas lenta, detectdndose algunas colonias
después de 4 dias de incubacion. En el caso de la cepa control se observa crecimiento a
partir de las 48 h., mientras que a las 96 h se observan placas con crecimiento confluente.
Con el fin de confirmar los cambios en la velocidad de crecimiento ocasionados por la
sobre-expresion de FhaA, se realizaron las curvas de crecimiento de ambas cepas en
presencia de acetamida, agente inductor de la sobre-expresion. Para ello se registro la
densidad Optica a 600 nm hasta que los cultivos alcanzaron la fase estacionaria en medio
liquido Middlebrook 7H9 suplementado con alblmina-dextrosa-NaCl (ADC), Tween®
80 y conteniendo kanamicina. Al alcanzar una D.Oeo0nm=0.2, Se agrego el agente inductor.
Los resultados obtenidos muestran que la velocidad de crecimiento de ambas cepas en
presencia de inductor es diferente. La comparacion de las curvas de crecimiento de la
cepa control y la cepa FhaA en presencia de acetamida muestra un cambio en la pendiente
y una clara diferencia en la D.Ogoonm maxima alcanzada a las 40 hrs. Estos resultados
revelan una disminucion en la velocidad de crecimiento de la micobacteria cuando se
sobre-expresa el gen Rv0020c. Las curvas de crecimiento de ambas cepas en presencia

de acetamida se muestran en la Figura 5.2.
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Figura 5.2. Efecto de la sobreexpresion de FhaA sobre el crecimiento celular. Panel A)
Crecimiento de M. smegmatis en medio 7H10 suplementado con albumina- dextrosa-NaCl y
kanamicina. Izquierdo: cepa transformada con vector pLAM12 vacio (cepa control) después de
un dia (superior) o cuatro dias (inferior) de incubacion a 37 °C. Derecha: cepa transformada con
vector pLAM12 conteniendo gen fhaA (cepa FhaA) después de un dia (superior) o cuatro dias
(inferior) de incubacion a 37 °C. Panel B) Curva de crecimiento de la cepa FhaA y cepa control
en presencia de acetamida (inductor de la expresion de fhaA). Los cultivos fueron realizados en
medio 7H9 Middlebrook suplementado con albumina- dextrosa-NaCl, 0.05% Tween® 80 y
kanamicina.

En el caso de los cultivos en medio liquido se observo la presencia en forma sistematica
de un halo resultante de la ruptura de biopeliculas en la interface medio-aire. Es
interesante destacar que la consistencia de estas estructuras era diferente en ambas cepas,
sugiriendo que la cepa FhaA podria tener algun defecto en la formacion de biopeliculas o

biofilms.

5.2.2. La sobre-expresion de FhaA produce una alteracion en la morfologia celular.

Si bien la morfologia macroscépica de las colonias obtenidas por cultivo en medio sélido
de ambas cepas parece idéntica, para ahondar en la comprension de los resultados
obtenidos a partir de las curvas de crecimiento en medio liquido, se realizé la observacion
de las bacterias inicialmente por criomicroscopia electronica de transmision en
experimentos realizados en colaboracion con la Dra. Annemarie Wehenkel de la Unidad
de Microbiologia Estructural del Institut Pasteur de Paris (Paris, Francia) y el Dr. Sylvain

Trépout del Institut Curie (Orsay, Francia). El analisis de lasimagenes permitio identificar
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la presencia de bacterias con una morfologia aberrante, caracterizada por el
engrosamiento de los polos bacterianos, asi como por la deformacion del cuerpo
bacteriano (bacilos en forma de “palo de golf”) sefialada con flechas rojas en la imagen.
La Figura 5.3. muestra las imagenes obtenidas tanto para las cepa FhaA como para la

cepa control.

M. smegmatis transformada con pLAM12 M. smegman’s transformada con pLAM12 -fhaA
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Figura 5.3. Imégenes de criomicroscopia electrénica de transmision. lzquierda: Cepa control.
Derecha: Cepa FhaA. Cultivos liquidos en 7H9 Middlebrok suplementado con albimina-
dextrosa-NaCl, Tween® 80 y kanamicina. Al alcanzar los cultivos una DO600nm de 0.05 se

indujo la expresion de FhaA. Las células se colectaron luego de 18 horas y se congelaron en
presencia de bolitas de oro. Imagenes adquiridas por Annemarie Wehenkel, Unidad de
Microbiologia Estructural del Institut Pasteur de Paris.

Para corroborar estos resultados utilizamos microscopia electronica de transmision
utilizando tincion negativa, y realizando las tomas de imagenes con mayor magnificacion
de manera de poder analizar mas en detalle los defectos antes sefialados. En las
micrografias obtenidas para la cepa FhaA puede observarse un claro defecto en la
morfologia de la micobacteria, donde resalta el engrosamiento del bacilo hacia los polos
celulares. En la micrografia a mayor magnificacién ademas se observa una bacteria con
una morfologia sugerente de una division aberrante, ya que puede apreciarse el septo de
division celular el cual no termina de cerrarse lo que provoca el fenotipo observado en

ambas micrografias. Cabe destacar que la mayoria de las bacterias que se pudieron
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observar de la cepa FhaA presentaban estas caracteristicas, ausentes en las bacterias
observadas para la cepa control. Los resultados obtenidos nos permiten corroborar que la
sobre-expresion de la proteina FhaA provoca defectos en la morfologia celular, y sugieren
que dicha proteina participa en los procesos de sintesis de la pared y/o division celular de
la micobacteria como habia sido previamente propuesto (Gee, C. L.,2012).

La Figura 5.4. muestra las imagenes obtenidas para las cepas FhaA y control, tefiidas

negativamente.

M. semgmatis transformada con pLAM12 M. semgamatis transformada con pLAM12-fhaA
(Cepa control) (Cepa FhaA)

Figura 5.4. Microscopia electrénica de transmisién de M. smegmatis mc?155 cepa
control. Derecha: Microscopia electronica de transmision de M. smegmatis mc2155
cepa FhaA. Magnificacion 15.000X y 80.000X. Los cultivos de M. smegmatis cepa
control y cepa control fueron lavados y diluidos con PBS. Una alicuota fue cargada en una
grilla de carbén/formvar realizdndose luego una tincién negativa utilizando acetato de
uranilo al 2%.

5.2.3. La sobre-expresion de FhaA no afecta la capacidad de formacién de biofilms.

Nuestros resultados previos sugieren que la cepa FhaA podria tener un defecto en la
capacidad de formar biofilms. Por este motivo y para continuar con la caracterizacion
fenotipica de la cepa que sobre-expresa la proteina FhaA se analizé el efecto de su sobre-
expresion sobre la formacion de biofilms. En la Figura 5.5. se muestran los resultados
obtenidos en los experimentos de formacion de biofilms para las cepas FhaA y control en
presencia y ausencia de acetamida, utilizando triplicados para cada condicion. La
formacion de dichas “estructuras” fue evidenciada mediante la tincion con cristal violeta.
La posterior cuantificacion fue realizada a partir de medidas de absorbancia a 570 mn en
un fotdbmetro de placas como se detall6 en el apartado materiales y métodos.

Nuestros resultados indican que la cepa que sobre-expresa FhaA no presenta alteraciones

en la capacidad de formacion del biofilm, yaque no existen diferencias significativas entre
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las diferentes condiciones analizadas.

A B .
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Figura 5.5. Efecto de la sobre-expresion de FhaA sobre la formacion de biofilms. Panel A). Triplicados
de cultivos de la cepa FhaA y la cepa control fueron llevados a cabo en placas de 12 pocillos por triplicado
e incubados a 37° C durante 3 semanas. Los biofilms formados para dichos cultivos fueron lavados y
tefiidos con cristal violeta 0.1% en etanol. Posteriormente, los mismos fueron recogidos de las placas
utilizando una solucion de cido acético 30% para su cuantificacion. Panel B) En el gréafico se representan
el porcentaje de la absorbancia a 570 nm de los biofilms de cada cepa con respecto a la cepa control sin
inducir expresado como % formacién de biofilm. Se realizaron los andlisis por triplicado; las barras de
error representan el desvio estdndar. Fha i y pLAM i, representan los gréficos obtenidos para la cepa FhaA
y la cepa control inducidas respectivamente. Fha y pLAM representan los gréficos obtenidos para la cepa
FhaA y cepa control sin inducir respectivamente.

5.2.4. Efecto de la sobre-expresidon de FhaA en el proteoma celular.

Con el fin de realizar los analisis protedmicos comparativos, en primer lugar se optimizé
el método de extraccion de proteinas. Un método ampliamente utilizado es la ruptura
mecanica utilizando perlas de vidrio, lo cual permite romper los agregados caracteristicos
que se forman en los cultivos micobacterianos (denominados “clumps”) asi como su
compleja envoltura celular. (Grange, J.M., Yates, M.D., De Kantor, I.N., 1996). Sin
embargo en experimentos preliminares obtuvimos cantidades de proteinas totales
menores a las esperadas, por este motivo se modifico este protocolo y se compararon los
resultados obtenidos. Para ello se procedio realizar cultivos de prueba de la cepa FhaA,
cosechar las células y extraer las proteinas, usando tres replicas bioldgicas en cada caso.
Los extractos fueron cargados en un gel monodimensional junto a un marcador de peso
molecular del cual se conoce la concentracion de cada una de las proteinas que lo
conforman, y posteriormente se realizé un analisis densitométrico para cuantificar las

proteinas totales presentes en cada extracto proteico obtenido mediante
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cada uno de los métodos de ruptura celular probados.

En la Figura 5.6. se muestra el gel utilizado para la densitometria. EI mismo revela
diferencias notorias a simple vista en cantidad de proteinas obtenidas en cada caso, lo que
se verifica mediante la cuantificacion por densitometria. En la Tabla 5.3. se muestras los

resultados de la cuantificacion de proteinas totales, asi como el desvio estandar.

Extractos totales
2 3 4 5 6

Protocolo 1 Ruptura mecanica

Tritéon X-100 +
Protocolo 2 Sonicado +
Ruptura mecanica

30 -

20.1 -

Figura 5.6. Gel utilizado para el analisis por densitometria de los extractos totales de dos cultivos
de la cepa FhaA cuya extracciéon de proteinas fue llevada a cabo mediante dos protocolos
diferentes. La cuantificacion de proteinas se llevo a cabo por densitometria a partir de la utilizacion
de geles SDS-PAGE 12% y un kit de proteinas. MPM: marcador de peso molecular; Carriles 1, 3
y 5: réplicas de extractos de proteinas obtenidos utilizando el protocolo de ruptura mecanica.
Carriles 2, 4 y 6: réplicas de extractos de proteinas obtenidos utilizando el protocolo de ruptura
mecanica y sonicado.

Tabla 5.3. Determinacién de la concentracidn de proteinas en los extractos de la
cepa FhaA obtenidos mediante dos protocolos diferentes.

Modo de ruptura Concentraciéon de
proteinas (ug/ |)

Mecanica con perlas de vidrio 0.80 £0.20

Sonicacion + Ruptura mecanica (Triton X- | 1.8+ 0.050

100)

Los resultados obtenidos para los diferentes protocolos de extraccién de proteinas indican
que cuando se utiliza un paso de sonicado seguido de ruptura mecanica con perlas de
vidrio en presencia de detergente (Protocolo 2) se obtienen mejores rendimientos de
proteinas, partiendo de cultivos realizados en condiciones idénticas, mismo inoculo de
partida y densidad Optica, asi como peso humedo de los pellets obtenidos post-

centrifugacion comparable.
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Por lo tanto, se selecciond este método para la obtencidn de los extractos celulares
(tres réplicas bioldgicas de cada cepa) para realizar los anélisis protedmicos. Estos
extractos de proteinas fueron primero separados en geles monodimensionales y
posteriormente cada banda fue recortada, digerida con tripsina y los péptidos

resultantes analizados por LC MS/MS (ver Figura 5.7.).

El analisis por espectrometria de masa de estas replicas junto con el anélisis
bioinformatico utilizando el software PatternLab for Proteomics, y sus mdédulos
Project Organization y Approximate area proportional Venn Diagram permitieron
identificar 830, 931 y 913 proteinas para las réplicas 1, 2 y 3 de la cepa FhaA
respectivamente, considerando como minimo dos péptidos por proteina y un
FDR<1% a nivel de proteinas. Ademés de haberse obtenido réplicas con un nimero
de proteinas totales similar, 610 proteinas se identificaron en las 3 réplicas, lo que

deja de manifiesto la reproducibilidad de los resultados obtenidos.

FhaA o
— FhaA 1 69‘"\ FhaA 2
106 ) 112
99 5
6 10
45 ! 140
30
20
14 118
FhaA 3

Figura 5.7. lzquierda: SDS-PAGE. Gel monodimensional de los extractos de proteinas
obtenidos para la cepa FhaA para cada una de sus réplicas. Derecha: Diagrama de Venn de
proteinas totales identificadas utilizando PatternLab for Proteomics en tres réplicas
bioldgicas de la cepa FhaA

Para identificar las proteinas diferenciales entre la cepa FhaA y cepa control se utilizo
nuevamente el software PatternLab for Proteomics, y los mddulos antes descritos. Las
proteinas se consideraron como exclusivamente representadas en una u otra condicién
si se encontraban presentes en al menos 2 de 3 réplicas de dicha condicion pero en
ninguna réplica de la otra. Utilizando este criterio se identificaron 810 proteinas

comunes a ambas cepas, mientras que 150 proteinas se identificaron solo en el control
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y 72 proteinas so6lo en FhaA (Figura 5.8).

FhaA M. tuberculosis

Control f

FhaA
150 810 72

Figura 5.8. Caracterizacién protedmica de la cepa FhaA. Se analizd y compar6 el proteoma
de la cepa Control y la cepa FhaA utilizando 3 réplicas biol6gicas de cada una. Se encontraron
810 proteinas comunes, 150 proteinas sélo en la cepa control y 71 proteinas s6lo en la cepa FhaA.
Las proteinas diferenciales, a excepcion de FhaA, fueron identificadas con un bajo nimero de
espectros.

La gran mayoria de las proteinas diferenciales entre ambas cepas (ver Anexo 1) se
identificaron con un bajo niimero de espectros. Por ejemplo la proteina “Cyclopropane-
fatty-acyl-phospholipid synthase 17 se identifica solo en FhaA, en 2 de 3 réplicas pero
con 7 espectros en total, mientras que para el caso de la proteina FhaA el nimero de
espectros detectado es 1026. Es importante destacar que el analisis de muestras complejas
utilizando una aproximacion de nanoLC acoplada a espectrometria de masa usualmente
se encuentra asociada a problemas de muestreo, donde una sefial puede o no ser
seleccionada para su fragmentacion en forma dependiente de los datos. Diferencias en
proteinas identificadas con bajo nimero de espectros son usualmente encontradas en
analisis protedmicos, sin embargo, se necesita evidencia adicional para saber si reflejan
diferencias reales en niveles de expresion.

Por lo tanto, considerando aquellas proteinas identificadas con mas de 20 espectros
(sumando los espectros de todas las réplicas de esa condicién); sélo se detectan 7
proteinas exclusivamente en FhaA y 32 proteinas solo en la cepa control. Las diferencias
a nivel del proteoma considerando solo las proteinas detectadas en una u otra condicion
se resumen en las Tablas 5.4 y 5.5. La lista de proteinas que se encontraron sobre-
representadas en la cepa FhaA se tuvo en cuenta a la hora de analizar los complejos
aislados, considerando la posibilidad de que su recuperacion fuese una consecuencia de
un pegado inespecifico debido a sus niveles elevados de expresion yno de la interaccion

especifica con FhaA.
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Tabla 5.4. Proteinas detectadas solo en la cepa FhaA.

Identificador Nro. De Nro. De Descripcion
UNIPROT réplicas | espectros
P71590 3 1062 | Fha A M.tuberculosis (strain H37Rv)
AOQYH7 3 45 LysM domain protein
AOR3V8 3 41 Amino-acid acetyltransferase
AOQXA1 2 27 Ferredoxin-dependent glutamate synthase
AOR4L1 3 24 DNA-binding response regulator PhoP
AOQWKS5 3 23 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
A0QQY3 2 20 Transcriptional regulator, XRE family

Tabla 5.5. Proteinas detectadas sélo en la cepa control.

Identificador Nro. De Nro. De Descripcion
UNIPROT réplicas | espectros
AOR2V431 3 200 | Uncharacterized protein
AOQUM5 3 120 | Uncharacterized protein
A0QZ96 3 81 Universal stress protein family protein
AOR478 3 72 Putative universal stress protein UspA
AOR2V2 3 71 LuxR family two-component response regulator
AoQuUM7 3 69 Hydrogenase-2, large subunit
A0QVQS8 3 67 Alanine dehydrogenase
AOR4B3 3 60 Acyl-acyl-carrier protein desaturase DesAl
AOR609 3 48 Catalase-peroxidase 1
AOR2J4 3 41 Helix-turn-helix motif
AOQRBO 3 35 Immunogenic protein MPB64/MPT64
AOR343 2 35 Amidate substrates transporter protein
AOR2V1 3 32 Helix-turn-helix motif
AOQPN1 3 32 Topoisomerase subunit TopoM
AOR2C3 3 31 Bacterial extracellular solute-binding protein
AORO087 3 28 3-methyl-2-oxobutanoate
hydroxymethyltransferase
A0OQW19 3 28 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase
AOR5R9 3 27 Trypsin
A0QZA2 3 27 Uncharacterized protein
A0QX80 3 26 Uncharacterized protein
A0QZS83 3 25 14 kDa antigen
A0QQKO 3 24 Phosphate acetyltransferase
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A0QQDO 3 24 Chaperone protein Dnal

AOR4DS8 2 24 Phosphoribosylformylglycinamidine cyclo-ligase

AOQRD5 3 23 Uncharacterized protein

AOR1R5 2 22 Transcriptional regulator, TetR family

AOR627 2 22 Putative decaprenylphosphoryl-5-
phosphoribose phosphatase

AOR584 3 21 2-amino-4-hydroxy-6-
hydroxymethyldihydropteridine
pyrophosphokinase

AOQPX4 3 21 ABC nitrate/sulfonate/bicarbonate transporter,
ATPase subunit

A0QSM3 2 21 Cutinase

AOQPJ9 2 21 Hsp20/alpha crystallin family protein

AOR4EO 3 20 Amidophosphoribosyltransferase

Para cuantificar la sobre-expresion de FhaA de M. tuberculosis consideramos el nimero
de espectros totales asignados a diferentes secuencias de esta proteina y lo comparamos
con el numero de espectros asignados a FhaA de M. smegmatis en la cepa control,
considerando éstos como los niveles basales de expresion de dicha proteina. EI nimero
de espectros que se asigna a una proteina esta relacionado con su abundancia y por tanto
nos permite comparar los niveles relativos de la misma en distintas condiciones. Para ello
utilizamos el parametro NSAF (Normalized Spectral Abundance Factors). EI NSAF de
FhaA se define como namero de espectros que se asignan a su secuencia (SpC, el nimero
total de espectros MS/MS) dividido la longitud de la proteina (L), dividido la suma de
SpC/L de todas las otras proteinas identificadas en el experimento. La utilizacién de dicho
parametro permite relativizar el nmero de espectros obtenidos a la masa molecular de
FhaA de M. smegmatis 0 M. tuberculosis, y asi evitar la sobre- estimacion en el cambio

de aquellas proteinas que generan mayor nimero de péptidos (Tabla 5.6.).

(NSAF) FhaA= (SpC/L) FhaA

N
5 (SpC/L)i
i=1
En nuestro caso es importante utilizar esta correccion ya que la region “linker” de FhaA

de M. smegmatis es mas corta que la de M. tuberculosis. Mediante la comparacién de los
valores obtenidos para FhaA de M. tuberculosis expresada en M. semgmatis, y los valores

enddgenos de FhaA de M. smegmatis en la cepa control estimamos que la sobre-expresion
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de FhaA Strep-tag® Il es aproximadamente 67 veces respecto a la cepa control.

Tabla 5.6. Factor de normalizacion de abundancia en un espectro (Normalized
Spectum Abundance Factor (NSAF)) determinados para FhaA en las distintas
muestras.

Muestra NSAF Promedio Cociente
FhaA 1(Msmeg) 0.00023

Cepa control

FhaA 2(Msmeg) 0.00018 0.00021 +

Cepa control 0.000020

FhaA 3(Msmeg) 0.00021 67
Cepa control

FhaA 1 (Mtb) 0.013

FhaA 2(Mtb) 0.012 0.014+ 0.0020

FhaA 3(Mtb) 0.016

5.3 Interactoma FhaA.

5.3.1. Interactoma de FhaA sin entrecruzamiento.

Para obtener el conjunto de proteinas interactores de FhaA de M. tuberculosis se
utilizaron 3 extractos independientes de la cepa FhaA. Mediante cromatografia de
afinidad se purifico FhaA junto con sus posible interactores a partir de estos extractos y
se realiz6 ademas el mismo procedimiento con 3 extractos de la cepa control de manera de
poder identificar proteina que interaccionan con el soporte utilizado y poder de manera
certera definir el interactoma de FhaA.

Las proteinas eluidas en cada caso fueron identificadas mediante el andlisis de los
péptidos tripticos por nano-HPLC acoplado a espectrometria de masa.

El anélisis entre réplicas de la cepa FhaA de diferentes experimentos llevados a cabo de
la misma forma permitié identificar 445, 281 y 211 proteinas considerando como minimo
2 peptidos y un FDR<1% a nivel de proteinas. Ademas de haberse obtenido réplicascon
un niamero de proteinas totales diferente, s6lo 114 proteinas se presentaban como
comunes en las tres réplicas analizadas. Estos resultados sugieren una baja
reproducibilidad del método utilizado (Figura 5.9.).
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Figura 5.9. Diagrama de Venn de proteinas interactoras identificadas utilizando
“PatternLab for proteomics” en tres réplicas experimentales de la cepa FhaA. Se identificaron
445, 281y 211 proteinas usando un criterio de maxima parsimonia de las cuales s6lo 114 proteinas
se identificaron en todas las réplicas.

Para definir la lista de proteinas que podrian representar interactores especificos de FhaA
se compararon las identificaciones realizadas usando los extractos de proteinas de las
cepas FhaA y control. Las proteinas se consideraron como exclusivamente presentes en
una u otra condicion si se identificaban en al menos 2 de 3 réplicas de dicha condicién
pero en ninguna réplica de la otra. Utilizando este criterio se identificaron 224 proteinas
comunes a ambas cepas, mientras que 130 proteinas se identificaron solo en el control y
4 proteinas s6lo en FhaA. Cabe destacar que si bien el método de purificacion utilizado
esta especialmente disefiado para recuperar especificamente proteinas con Strep-tag,
también se recuperan proteinas que se encuentren biotiniladas, que constituyen las
proteinas mas abundantes entre aquellas identificadas en ambas cepas. Solamente cuatro
proteinas fueron recuperadas exclusivamente a partir de los extractos de la cepa FhaA, y
una de ellas es la propia FhaA, que se indentifica en las 3 replicas de la cepa FhaA con
un gran namero de espectros asignados a su secuencia (Anexo Il). Si bien las otras tres
proteinas representan interactores putativos de FhaA, solamente una de ellas se encontr6
en las tres réplicas de la cepa FhaA, y en ningln caso se recuper0 el Unico interactor

reportado de FhaA, la proteina Mvin. Este hecho podria explicarse
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quizas porque este interactor es una proteina de membrana y por tanto es dificil de
recuperar utilizando esta aproximacion. Todo lo anteriormente expuesto indica que la
estrategia experimental utilizada no nos estaba permitiendo identificar en forma confiable
interactores directos o indirectos de FhaA. Una de las desventajas mas importantes del
estudio de un interactoma utilizando afinidad es la deteccion sisteméatica de falsos
positivos, ya sea por interacciones que se pueden generar luego de la ruptura de la célula,
como por interacciones inespecificas con los soportes solidos utilizados, sumado al uso
de un método muy sensible para detectar las proteinas. A su vez interactores fisioldgicos
que presenten baja afinidad o interacciones transitorias, asi como interacciones con
proteinas de membrana, son dificiles de detectar. Por este motivo, utilizamos una estrategia

alternativa donde se incorpord un paso de entrecruzamiento in vivo con formaldehido.

5.3.2. Interactoma de FhaA utilizando entrecruzamiento con formaldehido.

La combinacion de la sobre expresion de FhaA marcada con una etiqueta (Strep-tag I1)
con el uso de agentes entrecruzantes para fijar por union covalente las interacciones in
vivo se utiliz6 como una aproximacién para estudiar interacciones funcionalmente
relevantes en la micobacteria. Para ello se utiliz6 como agente entrecruzante
formaldehido, ya que éste compuesto es capaz de penetrar facilmente en la complejapared
celularde la micobacteria yunir proteinas que estan en contacto proximo (Lougheed, K.E.,
M.H. Bennett (2014)).

5.3.2.1. Puesta a punto de entrecruzamiento de proteinas in vivo con formaldehido

y su analisis por espectrometria de masa.

Para poner a punto la cantidad de formaldehido a utilizar en los cultivos, se utilizaron
cultivos de la cepa FhaA los cuales fueron incubados con diferentes concentraciones del
agente entrecruzante segun lo detallado en el apartado Materiales y métodos. Luego de
la obtencion de los extractos, los mismos se separaron en geles monodimensionales y se
analizaron por Western blot utilizando un anticuerpo anti-Strep-tag Il recombinante
(Figura 5.10.).

66



[formaldehido] %
0 02 05 1 15 [MPM]

180

100

Fha A 70

25

Figura 5.10. Western Blot anti Strep-tag 11 de extractos de la cepa FhaA. Cultivos de la cepa
FhaA fueron incubados con diferentes concentraciones de agente entrecruzante. Luego de la lisis,
purificacion de los extractos y gel SDS-PAGE, la transferencia de proteinas fue realizada en un
equipo de transferencia TE22 MiniTank (GE. Healthcare). Las membranas fueron bloguedas O.N.
previo a la incubacién con el anticuerpo Strep MAB Classic conjugated horse radish peroxidase,
(IBA solutions). El revelado se llevd a cabo de forma automatica utilizando el Kit Super signal
West Pico Chemiluminiscent Substrate (Thermo).

En la figura se observa que al aumentar la concentracion de agente entrecruzante
desaparece gradualmente la banda de FhaA y comienzan a aparecer bandas a pesos
moleculares mayores. Usando una concentracion de formaldehido de 0.2% se observa la
presencia de bandas de mayor peso molecular, sin embargo la intensidad de la banda de
FhaA préacticamente no cambia. Por otro lado, utilizando concentraciones mayores de 1%
disminuye la sefial total, debido probablemente a la formacién de complejos de gran
tamafio que no entran en el gel. Por este motivo, se selecciond como concentracion de
trabajo 0.5% de formaldehido.

Una vez optimizada la estrategia del entrecruzamiento se prosiguio con la estrategia para
la obtencion y analisis de los complejos formados in vivo.

Se analizaron los complejos aislados utilizando entrecruzamiento mediante dos
aproximaciones diferentes, utilizando tres réplicas bioldgicas de cada cepa para cada caso.
Por un lado los complejos purificados fueron previamente separados en un gel
monodimensional para luego ser analizados por LC MS/MS. Alternativamente los

complejos aislados fueron digeridos en solucion y analizados mediante LC MS/MS.
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Un primer resultado interesante que surge de este andlisis es la presencia de Mvin en 4 de
las 6 réplicas de complejos mediados por FhaA analizados, pero en ninguno de los
controles. En particular este interactor ya reportado se identifico en las tres muestras
digeridas en solucion, y en una de las réplicas separadas previamente en geles. Este
resultado nos indica por un lado que el uso de un agente entrecruzante in vivo nos permitio
recuperar interactores fisiologicos de FhaA, y por otro lado que la digestién en solucion
erauna mejor estrategia para la identificacion de los interactores de FhaA, ya que permitia
la identificacion de un mayor numero de proteinas, y recuperar en forma reproducible el
anico interactor reportado de FhaA (proteina Mvin). Los resultados se muestran en la
Tabla 5.7.

Tabla 5.7. Comparacion de los resultados obtenidos utilizando diferentes

métodos de digestion para la optimizacion del protocolo.

N* de proteinas 1D N° de réplicas donde N° total de espectros
o tFng“ﬁééﬁggg)‘ed'o se detecta Mvin asignados a Mvin
Digestion en
solucion 38 3 56
Digestion en gel 30 1 37

5.3.2.2. Interactoma de FhaA utilizando entrecruzamiento in vivo

Para caracterizar el interactoma e FhaA in vivo se identificaron y compararon las proteinas
recuperadas a partir de las cinco replicas bioldgicas la cepa FhaA, y 5 réplicas de la cepa
control. Se definio el interactoma FhaA considerando las proteinas presentes en al menos
cuatro réplicas de FhaA y ausentes en todas las réplicas del control. Utilizando el Software
Patternalab for Proteomics se identificaron 17 proteinas exclusivamente detectadas en
los complejos purificados a partir de la cepa FhaA, las cuales representan posibles
interactores directos o indirectos de FhaA. Por otro lado, 360 proteinas se identificaron a
partir de los extractos de ambas cepas, y son por tanto resultantes del pegado inespecifico
y la co-purificacion con FhaA de proteinas de M. smegmatis endogenamente biotiniladas.
(Figura 5.11).

La lista de proteinas diferenciales para la cepa FhaA se presenta en la Tabla 5.8.
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Figura5.11. Interactoma in vivo de Fha A: Proteinas identificadas exclusivamente en
los complejos aislados de la cepa FhaA. “PatternLab for proteomics” se utiliz6 para
comparar las proteinas recuperadas de cinco replicas biol6gicas de cada condicién. Para
definir el interactoma FhaA se consideran las proteinas presentes en al menos cuatro
réplicas de FhaA y ausentes en todas las réplicas del control. 17 proteinas se identifican
exclusivamente en la cepa FhaA y representan posibles interactores directos o indirectos

de FhaA.

Tabla5.8. Proteinas exclusivamente identificadas en los complejos aislados de

la cepa FhaA.
Proteinas en
fraccion de Proteinas de
membrana membrana
N2 N2 (Mycobrowser. (UNIPROT)
Identificador | réplicas | espectros Descripcion epfl.ch)
Fha A M.tuberculosis
P71590 5 2194 (strain H37Rv)
AOQP93 5 101 Uncharacterized protein X X
Cyclopropane fatty-acyl- X ND
AOR5R5 5 80 phospholipid synthase
AOR316 5 62 Uncharacterized protein ND
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Integral membrane

protein (MviN)

ATP synthase epsilon X X
AOR1Z9 5 50 chain
AOQSLO 5 45 Thioredoxin reductase X
AOQRP7 4 32 TROVE domain protein ND
Phosphoribosylglycinam X ND
A0QQI4 4 30 ide formyltransferase 2
Methionine-R-sulfoxide X ND
AOQW27 4 28 reductase
Cell wall synthesis X X
AOQNF5 5 27 protein CwsA
Polyprenol X X
monophosphomannose
A0QZ12 4 27 synthase
A0QS52 4 22 ABC1 family protein X ND
Antioxidant, AhpC/TSA X X
AOR1H3 4 19 family protein
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Saccharopine X ND
AOR157 4 15 dehydrogenase

Putative conserved X X
AOQQF4 4 13 secreted protein

SPFH domain / Band 7 X X
AOQSL1 4 11 family protein

Una de las proteinas identificadas con mayor nimero de espectros, y en las 5 réplicas de
la cepa FhaA, es Mvin, el Unico interactor previamente reportado de FhaA, lo que valida
nuestra estrategia experimental.

Por otra parte, evaluamos la abundancia relativa de aquellas proteinas presentes en ambas
cepas de manera de poder definir otros posibles interactores directos o indirectos de la
proteina FhaA. Se ha demostrado que esta estrategia cuantitativa resulta Gtil para
identificar interactores que también se unen al soporte sélido (Trinkle-Mulcahy L, et al,
2008).

Para ello se realiz6é un analisis utilizando el médulo TC fold del software PatternLab for
Proteomics. Este médulo permite realizar la comparacion del nimero de espectros
asignados a cada proteina y en cada una de las réplicas de las distintas condiciones. El
namero de espectros asignados a una determinada proteina representa una medida de la
abundancia relativa de la misma en la mezcla (Liu, Z. et al, 2004).

Los resultados se muestran en el gréfico de tipo volcan en el cual se correlacionan la tasa
de cambio y la significancia estadistica para cada proteina involucrada, siendo cada una
de éstas representada por un punto de color (Figura 5.12). Las proteinas representadas en
rojo y verde no cumplen con la significancia estadistica, mientras que las proteinas
marcadas en azul y naranja satisfacen tanto con el criterio de tasa de cambio como conel
estadistico (Figura 5.12). En particular las proteinas indicadas con azul se consideraron
como diferenciales entre ambas condiciones, mientras que las proteinas indicadas con
naranja, si bien cumplen también con ambos criterios, se identifican con bajo nimero de

espectros y por lo tanto requieren una validacion experimental adicional.
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Figura 5.12. Interactoma de FhaA. Analisis cuantitativo de las proteinas identificadas en
ambas condiciones. Alguno de los ineractores de FhaA podria ser detectado también en la cepa
control debido al pegado inespecifico y a la utilizacion de un método muy sensible como es la
espectrometria de masa. Por ello se analizaron los niveles de las proteinas comunes a ambas
condiciones usando conteo de espectros. Aquellas proteinas sobre-representadas en FhaA en
forma estadisticamente significativa se consideran también como parte del interactoma. Se
muestra el “Volcano plot” generado utilizando el médulo “TC fold” del programa “PatternLab
for proteomics” donde se representa log2(tasa de cambio) (eje y) en funcion de log2(p) (eje x).
Cada punto en el gréafico representa una proteina identificada. Las proteinas indicadas por puntos
rojos no satisfacen el criterio de tasa de cambio, las verdes no satisfacen el criterio estadistico.
Las proteinas indicadas en azul y en naranja satisfacen ambos criterios. Debido al bajo namero de
espectros, las diferencias en las proteinas marcadas en naranja requieren validacidn experimental.
Las proteinas identificadas en azul se consideran posibles interactores directos o indirectos de
FhaA. La identidad de estas proteinas (de acuerdo a la numeracion en la figura) se lista de en la
Tabla5.9.
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Tabla 5.9. Proteinas identificadas en ambas cepas, sobrerepresentadas en forma
estadisticamente significativa en los complejos proteicos aislados de la cepa que

sobre-expresa FhaA.

Tasa Proteinas en fraccion Pro;eemas
N2 | Identificador de valor p Descripcion de membrana
cambio (Mycobrowser.epfl.ch) L LAE )
DL (UNIPROT)
1 AOR342 1,44 3*5022'5' Formamidase ND
2 AOR1E4 1,48 2’56125 Short-chain dehydrogenase X ND
2,61E- Metallopeptidase ND
3 ADQP11 1,59 02 MSMEG. 0234 X
4 AOR3Y5 1,75 Z*E‘EE' Enoyl-CoA hydratase X ND
3.29E- Putative luciferase-like ND
5 ADQYDS 2,10 02 oxidoreductase X
6 AORS577 2,08 2,4(1)%2E- Lysine--tRNA ligase X
7 AOROR9 1,92 1’%25 Glycine--tRNA ligase X
8,07E- Alkyl hydroperoxide ND
8 Q50441 1,40 03 reductase AhpD X
9 AOQWQ4 2,15 1’%25 Alanine--tRNA ligase X
1,18E- A .
10 AORO012 2,39 02 Cell division protein FtsZ X
11 AOR203 321 1*%%5 ATP synthase subunit b-delta X X
1,16E- Membrane NADH X
12 ADQYD6 3,95 02 dehydrogenase NdhA X
2,61E- GMP synthase [glutamine- ND
13 A0QSV0 1,90 03 hydrolyzing] X
14 AOQVU2 323 3’%53'5' 35 kDa protein X ND
15 AOR461 3,34 2’%235 Luciferase-like protein X ND
16 AORO51 5,49 4,37E- Ublqum_ol—cytochrome c X X
03 reductase iron-sulfur subunit
17 A0QQCS8 1,55 1’%)835 Chaperone protein DnaK X ND
18 AOQYW6 257 1,99E- Universal stnjess protz_am family X ND
03 protein, putative
151E- Phospho-2-dehydro-3- X
19 AORO033 2,73 ’03 deoxyheptonate aldolase AroG X
1
171E- Transcription
20 AOQVM4 3,60 ’ termination/antitermination X
03 -
protein NusA
1,65E- Succinate semialdehyde ND
21 AORS3NS 3,83 03 dehydrogenase X
22 AOQNJ7 4,39 2,13E- Conserved hypothetical X ND
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03 proline and alanine rich
protein
23 AOQRS89 2,04 7’%}‘5 Geranylgeranyl reductase ND
24 AORAJL 2,65 8,12E- Phosphorlbogylamlne--glycme ND
04 ligase
1,18E- Iron-sulfur cluster-binding X
25 A0QQBO 3,52 03 protein
26 AOR202 2,27 4’5015 ATP synthase subunit alpha X
27 QUAFI5 4,04 8,91E- Single-stranded I_DNA-blndlng ND
04 protein
28 A0QV18 6,66 1%235 Uncharacterized protein ND
1,82E- Cell wall synthesis protein
29 AOR006 2,25 04 Wag3l
30 AOR200 2,68 1*%35 ATP synthase subunit beta X
2,06E- F420-dependent glucose-6- ND
31 ADQQJ4 3,49 04 phosphate dehydrogenase
32 AOQRI1 371 2,11E- Cyclohexanone ND
04 monooxygenase
2,66E- ATP-dependent zinc X
3 AOR588 7,53 04 metalloprotease FtsH
34 A0QX24 3,85 1’?6?15 ATPase, MoxR family protein ND
9,71E- Drug exporters of the RND X
3 AOQP27 4,90 05 superfamily-like protein
36 AOR201 1085 | M2 | ATP synthase gamma chain X
2,35E- FHA domain protein (FhaA ND
37 ADQNGY 17,70 04 M. smegmatis)
5,65E- Probable malate:quinone ND
38 ADQVL2 s 05 oxidoreductase
1,00E- 3-oxoacyl-acyl-carrier protein ND
3 AOQPE? 8,57 05 reductase FabG4
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Cabe destacar que una de las proteinas recuperadas junto con FhaA de M. tuberculosis
fue FhaA de M. smegmatis. Entre las secuencias identificadas de FhaA de M. smegmatis,
se encontraba al péptido KLESTVGDAFAR fosforilado, donde la Ser19 es el residuo
que mas probablemente se encuentra modificado. La secuencia KLES1sTVGDAFAR
corresponde a la secuencia KLEQT1sVGDAFAR de FhaA de M. tuberculosis, la cual fue
detectada como fosforilada in vivo en la FhaA de M. tuberculosis producida en M.
smegmatis. La identificacion de este sitio de fosforilacion en la FhaA enddgena, con
niveles normales de expression podria sefialar que el mismo repesenta un verdadero sitio
de fosforilacién in vivo (Figura 5.13).

También encontramos la proteina Wag31 (proteina relacionada a la sintesis de
elementos de la pared de la micobacteria) y Ftsz (involucrada en la division celular

y en el reclutamiento del divisoma).
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Figura 5.13. Sitio de fosforilacién in vivo de FhaA de M. smegmatis. Espectro MS/MS de la
secuencia KLEpSTVGDAFAR. Se indican los iones del fragmento C-terminal (azul) y N-
terminal (rojo) asignados a la secuencia. Los iones que presentan pérdida neutra debido a la
fosforilacion estan indicados. La presencia de un ion intenso correspondiente a y8 + sugiere
fuertemente que la Seriy representa un sitio fosforilado en la secuencia.

Considerando las proteinas detectadas solamente en los complejos aislados de la cepa FhaA
(Tabla 5.8.), y aquellas proteinas que estando presentes en ambas situaciones estan
enriquecidas en los complejos aislados a partir de la cepa FhaA (Tabla 5.9.), se elabord una
lista de 55 proteinas que constituye el interactoma deFhaA.

Cabe destacar ademas que un nimero importante de las proteinas identificadas en el
interactoma de FhaA corresponden a proteinas de membrana (identificadas en la Tabla
5.8). lo cual podria explicar en parte porque no se obtuvieron resultados con la estrategia
sin entrecruzamiento.

Un primer andlisis de las proteinas encontradas en el interactoma de FhaA nos permite
evidenciar la presencia entre los interactores de proteinas que participan en dos procesos
relacionados y vitales para la micobacteria: la division celular (por ejemplo CwsA, Wag
31, FtsZ, FtsH) y la sintesis de elementos de la envoltura celular (Mvin, CwsA,
Uncharacterized protein  -A0OQP93, Polyprenol monophosphomannose synthase,
Cyclopropane fatty-acyl-phospholipid synthase). Mvin es el dnico interactor
caracterizado de FhaA y se ha descripto que el complejo Mvin-FhaA participa en la
biosintesis de la pared celular de micobacterias, a través de la regulacion de la sintesis del
péptidoglicano (Gee, C. L., et al. 2012). Dentro de los nuevos interactores de FhaA

identificados en este trabajo encontramos a la proteina CwsA, la cual participa en el
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proceso de division celular, e interacciona con Wag31 y CrgA (dos proteinas también
relacionadas con la sintesis de péptidoglicano). Esta Gltima proteina se reporta en la
literatura como proteina interactora de FtsZ, otra proteina de gran relevancia en la division
celular. Por su parte la proteina Wag31l se asocia al proceso de formacion del
péptidoglicano en el septo de division (Polcinski, P., et al., 2012). En este sentido es
interesante destacar que la proteina Wag31 asi como la proteina FtsZ también forman
parte del interactoma de FhaA definido en este trabajo. Otra proteina que también
encontramos en nuestro interactoma es la proteina FtsH la cual se postula interactia con
FtsZ regulando los niveles de ésta (Kiran et al., 2011).

Estos resultados, por un lado, nos confirman que utilizando la estrategia experimental
propuesta estamos identificando proteinas que interaccionan entre si in vivo de acuerdoa
reportes previos. Ademas, la identificacion de proteinas que participan en la division
celular esta de acuerdo tanto con datos de trabajos previos, como con las observaciones
realizadas previamente en este trabajo.

Por otro lado, identificamos en el interactoma de FhaA proteinas relacionadas a la
biosintesis de otros componentes de la envoltura celular de la micobacteria. En particular,
la proteina AOR5RS5, una sintasa de acidos micolicos (Grover, S., et al, 2016). Otro de los
interactores identificados con mayor niumero de espectros es la proteina de membrana
antes nombrada (AOQP93), y descrita en la base de datos como proteina no caracterizada.
Esta proteina juega un rol fundamental en la elongacion de la cadena principal de mananos
tanto en mycobacterias como en corinebacterias (Cashmore et al, 2017).

Ademas identificamos como interactor de FhaA a la “Polyprenol monophosphomannose
synthase” que participa en la sintesis de lipoarabinomananos, actuando como donante de
unidades de poliprenil-fosfomanosa para las glicosiltransferasas durante la etapa de
ramificacion del precursor PIM4 (Aci/Acz) tanto para la formacion de PIM6(Aci/Ac?)
como para la obtencion de estructuras maduras de lipomananos y lipoarabinomananos, tal
y como se describié en la introduccidn en el apartado Envoltura celular (Gurcha, S.S, et
al, 2002).

En su conjunto estos resultados nos permiten postular que FhaA participa en los procesos
de divisién celular y sintesis de componentes de la pared de la micobacteria. Con el fin
de determinar si FhaA participa en otro tipo de procesos, el grupo de proteinas
identificadas como interactores se analizé utilizando diferentes softwares, y fueron
clasificadas segun los procesos en los que participan, sus caracteristicas funcionales,

ubicacion celular, etc. Utilizando el Software libre Panther (www.pantherdb.orq), la base
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de datos Mycobrowser (http://mycobrowser.epfl.ch) y determinando la proteina

homologa en Mycobacterium tuberculosis se clasificaron inicialmente los interactoresde

FhaA segun su categoria funcional. Como se observa en el gréfico de la Figura 5.14. La

mayoria de las proteinas participan en procesos vinculados al metabolismo intermediario

y la respiracidn, asi como a procesos celulares y de la pared celular.

Procezos celulares v de pared

Metabolizmo intermediario v respiracion

Hipotéticaments conservadas
Virulencia, detoxificacion y adaptacion
Metabolismo lipidico

Rutas da la informacion

Proteinas regulatorias

ADQSLO {Rv3913)
ADQQI4 (Ry0283)
ADQW27 (Rv2674)
ADR201 (Rv1309)
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ADR3NE {Rv0221c)
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Figura 5.14. Gréfico circular mostrando la clasificacion funcional de los interactores de
FhaA. Utilizando la base de datos Mycobrowser (http://mycobrowser.epfl.ch) y determinando
la proteina homologa en Mycobacterium tuberculosis es posible clasificar las proteinas de las
tablas 5.8 y 5.9 segln su categoria funcional. Como se observa en el gréafico la mayoria de las
proteinas presentes participan en procesos vinculados al metabolismo intermediario y la
respiracion, asi como a procesos celulares y de la pared celular.

De la misma forma utilizando el Software String (String.org) y recopilando la

informacion con los softwares antes descritos, se analizd el grupo de interactores

asi como los procesos en los que participan. Los resultados obtenidos mediante

este anélisis se muestran en la Figura 5.15
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Figura 5.15. Analisis de los procesos en los que participan los interactores de FhaA.
Utilizando los software Panther (www.pantherdb.org) y String (String. org) se realiz6 un
enriquecimiento funcional y un anélisis de interacciones, con el objetivo de clasificar los 55
interactores de FhaA codigo de colores: Verde: divsion celular y sintesis de componentes de la
envoltura celular; Amarillo: procesos redox; Gris: ligasas de amindacidos al ARNt; Naranja:
subunidades del ATP. Los datos muestran la recuperacion de proteinas que son capaces de
interaccionar entre si, y que estan asociadas fundametalmente a dos procesos: divsion celular y
sintesis de componentes de la envoltura celular (verde); y procesos redox (amarillo).

Este analisis nos permitié observar que ademas de la biosintesis de componentes de la
envoltura celular, la proteina FhaA puede vincularse también con otro proceso relevante
para la célula, como es la homeostasis redox.

Es interesante notar que entre las proteinas redox encontradas esta la proteina FabG, la
cual participa también en la sintesis de componentes de la envoltura celular, y en
particular se encuentra relacionada al crecimiento ante condiciones de escasez de fuentes
de carbono (Beste et al, 2009).

Dentro del grupo de proteinas redox identificadas otras proteinas presentes son la
tiorredoxina reductasa (AOQSLO) y la alquil-hidroperoxido reductasa (AhpC (AOR1H3),
AhpD (Q50441). En particular estas proteinas se vinculan en primer lugar con la

resistencia a farmacos actuando como potentes sistemas de detoxificacion.
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5.4. CwsA es un interactor directo de la proteina FhaA.

Los resultados anteriores apuntan claramente a que FhaA cumple un rol importante en la
division celular, y nos permite postular que las proteinas identificadas que participan en
ese proceso podrian representar interactores directos/indirectos de FhaA. Con el fin de
validar interactores seleccionamos a la proteina CwsA vy utilizamos resonancia
plasmoénica de superficie para evaluar la interaccion directa FhaA-CwsA. Estos
experimentos fueron realizados en colaboracion con Federico Carrion integrante del
Laboratorio de Inmunovirologia del Institut Psteur de Montevideo. Para dicho
experimento en primer lugar se expreso y purificd una forma truncada de CwsA, que
carece de la hélice transmembrana. Este paso se realizo en el Institut Pasteur de Paris, con
la colaboracion de Magdalena Portela y Mariano Martinez. La secuencia de la proteina
CwsA fue verificada por espectrometria de masa, los datos de cobertura y nimero de

espectros para cada péptido obtenido por digestion triptica se muestran en la Tabla5.10.

Tabla 5.10. Resultados de la digestion triptica de CwsA

Proteina Masa Mol. Nro. Espectros NSAF % Cobertura Score Descripcion
CwsA 9933.5 1380 0.9641 0.82 4693.7 ?f"ofnzn;?l:‘:]acg
Péptido Nro. de espectros
GVLGIGADTAQATAAELR 605
YTAVGPVDITR 240
QLAAAAEAVAALPETIQEAVQEVVSPPK 227
QLAAAAEAVAALPETIQEAVQEVVSPPKK 89
GVLGIGADTAQATAAELRR 81
GLKYTAVGPVDITR 67
YTAVGPVDITRGVLGIGADTAQATAAELR 20
LTRGLKYTAVGPVDITR 14
QLAAAAEAVAALPETIQEAVQEVVSPPKKR 13
GLKYTAVGPVDITRGVLGIGADTAQATAAELR 8
YASGKLQR 5
RYASGKLQR 4
LQRQLAAAAEAVAALPETIQEAVQEVVSPPK 3
GVLGIGADTAQATAAELRRR 2
ADVRLAPR 1
LQRQLAAAAEAVAALPETIQEAVQEVVSPPKK 1

La secuencia de la proteina, con los péptidos identificados marcados en rojo, se
muestran en la Figura 5.16.
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MPARADVRLAPRQRLTRGLKYTAVGPVDITRGVLGIGADTAQATAAELRRRY
ASGKLQRQLAAAAEAVAA LPETIQEAVQ EVVSPPKKRRRR

Figura 5.16. Verificacion de la secuencia de CwsA. A partir de la digestion
triptica de la proteina y el andlisis utilizando PatternLab for Proteomics se verificd

la secuencia de la proteina obteniendo una cobertura de secuencia del 82%. En rojo
se sefialan los péptido identificados durante el mapeo peptidico.

CwsA fue inmovilizada a la superficie en un sensor por reaccion directa de los grupos
amino de la proteina y se inyectaron diferentes concentraciones de FhaA y se registraron
los sensogramas correspondientes. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura

5.17. donde se puede observar la formacién de un complejo estable entre CwsA
inmovilizada y FhaA. La presencia de una pendiente en el inicio del gréafico indica una
reaccion de aosciacion entre ambas proteinas, la cual se mantiene estable entre los 7 y 14

minutos para luego producirse la disociacion de la interaccion.
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Figura5.17. Andlisis por Resonancia Plasmoénica de Superficie de la interaccion entre FhaA
y CwsA. CwsA fue inmovilizada en un sensor por reaccién directa de los grupos amino de la
proteina. Diferentes concentraciones de FhaA (0.2uM y 0.4uM) fueron inyectadas a un flujo de
20 pl/min y se registraron los sensogramas correspondientes.

Los resultados obtenidos nos permiten demostrar que FhaA interacciona directamente con
la proteina CwsA. Esto nos indica por un lado que la estrategia experimental utilizada fue
exitosa para la identificacion de nuevos interactores de FhaA, y ademas refuerza el rol

postulado para esta proteina en el proceso de division celular.
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6. DISCUSION

El genoma de M. tuberculosis codifica varias proteinas que contienen médulos FHA y
todas ellas se han identificado como sustratos de mdaltiples quinasas de proteinas en
Serinas y Treoninas invitro (Villarino,A., Duran,R., 2005, Grundner, C., 2005, Gupta,
M., Sajid, A., 2009, Molle, V., Soulat, D., 2004, Sharma, K., Gupta, M., 2006) .

En este trabajo nos centramos en una de estas proteinas, FhaA, que fue descrita por
nuestro grupo como interactor in vitro de la quinasa de proteinas en Serinas y Treoninas
PknG (Gil, M., Lima, A., Rivera, B., Manuscrito enviado a Journal of Proteomics, Julio
2018), una de las 11 quinasas de proteinas en Serinas y Treoninas codificadas en el
genoma de M. tuberculosis y que participa en procesos criticos para la supervivencia en
el hospedero (Cowley, S. et al, 2004, Walburger, A. et al, 2004). Estudios
fosfoprotedmicos mostraron que FhaA se fosforila in vivo tanto en residuos de Thr como
en Tyr, sin embargo, la(s) quinasa(s) responsable(s) de cada evento de fosforilacion ain
se desconocen (Calder, B., et al, 2016).

En este trabajo confirmamos que ademas de un interactor, FhaA es también un sustrato
de PknG. En particular la incubacion de FhaA con PknG en condiciones de fosforilacién
nos permitio identificar dos residuos de Thr fosforilados en FhaA ubicados en el domino
N-terminal de esta proteina: Thriig y Thrig. Ademas, experimentos in vivo permitieron
corroborar que estos dos resiudos se encuentran fosforilados en la micobacteria, e
identificar un tercer sitio de fosforilacion: Thrsz7. Reportes previos indican que el residuo
de Thry1e puede ser fosfoirlado in vitro por la Ser/Thr quinasa PknB (Roumestand, C.,
Leiba, J., 2011), y en este trabajo reportamos este residuo como un sitio también
fosforilable por PknG. Sin embargo, la Thrig repreentaria un sitio de fosforilacion
exclusivo de PknG.

Es importante destacar que en lo que refiere a la arquitectura de la proteina FhaA ambas
secuencias fosforiladas pertenecen al dominio N-terminal de FhaA.

Ademas, con respecto a este Gltimo residuo (Thrig), si bien no es posible excluir una
modificacion no especifica debido a la sobreexpresion de FhaA, la co-purificaciéon de
FhaA de M. smegmatis junto FhaA de M. tuberculosis en los experimentos de
interactomica llevo a confirmar la fosforilacion del residuo Serig (perteneciente a la

secuencia KLES19sTVGDAFAR de la proteina FhaA de M. smegmatis, homdloga a la
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secuencia KLEQT18VGDAFAR en FhaA de M. tuberculosis). La identificacion de este
sitio de fosforilacion en la proteina FhaA enddgena, con niveles normales de expresion,

podria sefialar que el mismo representa un verdadero sitio de fosforilacién in vivo.

Para confirmar que FhaA es un sustrato fisioldgico de PknG llevamos a cabo como parte
de otro trabajo un anélisis comparativo del estado de fosforilacion de FhaA en M.
tuberculosis salvaje y una cepa knock-out para PknG. Para ello contamos con extractos
celulares obtenidos en el laboratorio del Dr. Brosh (Insitut Pasteur, Paris). Sin embargo,
en estos extractos los niveles de FhaA son muy bajos, y si bien la proteina pudo ser
detectada en ambas cepas, no pudimos detectar péptidos fosforilados de manera de
corroborar la fosforilacion diferencial en presencia o ausencia de PknG.

Con respecto al modelo de interaccion entre FhaA y PknG los resultados previos de
nuestro grupo, apuntan a un modelo de interaccion diferente al descrito para PknG y GarA
(interactor previamente reportado de PknG) (Figuras 5.18 y 5.19).

En el caso de GarA su estado de fosforilacion regula la interaccion con otras proteinas
(Figura 5.18.). PknG es capaz de reclutar a GarA mediante la interaccion especifica de
los residuos autofosforilados en la region N-terminal de PknG con el médulo FHA de
GarA. PknG fosforila entonces una Thr especifica (Thrz1) en la extension N-terminal de
GarA, lo que desencadena el autoreconocimiento de este residuo fosforilado por el
modulo FHA. De esta manera la fosforilacion de GarA gatilla el encendido/apagado de

las interacciones mediadas por el dominio FHA.

active ~ active

active
site y site site
phosphorylated substrate substrate self-recognition and inhibition of
PknG recruitment phosphorylation FHA-dependent interactions

El modelo de interaccion se esquematiza en la Figura 5.18.

Figura 5.18. Modelo de interaccion entre PknG y GarA (Tomado de O"Hare, H.M., et al,
2008). La autofosforilacion PknG resulta en el reclutamiento de GarA. La accion de la quinasa
sobre GarA provoca la fosforilacion del residuo Thr1 y el consiguiente autorreconocimiento del
mismo por el mddulo FHA, llevando a a un cambio conformacional que impide a GarA
interaccionar con otras proteinas.
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Para el caso de FhaA, los resultados obtenidos previamente indican que la extension N-
terminal fosforilada de PknG resulta indispensable para la interaccion con FhaA (Gil, M.,
Lima, A., Rivera, B., Manuscrito enviado a Journal of Proteomics, Julio 2018). Si
embargo, en el interactoma secuencial descripto en la introduccion, FhaA no se recupera
en el mismo paso de elucion que GarA. Mientras que GarA se recupera en condiciones
de fosforilacion (porgque la misma provoca el autoreconocimiento del residuo fosforilado
y la disrupcion de la interaccion con PknG), FhaA se recupera solo usando condiciones
de desfosforilacion. Los resultados obtenidos en este trabajo, que demuestran que FhaA es
un sustrato de PknG, nos permiten completar los resutlados previos y postular un modelo

para la interaccion entre PknG y FhaA que es diferente del descripto para GarA.

En el modelo propuesto (que se muestra en la Figura 5.19) los sitios de autofosforilacion
de PknG reclutan FhaA, lo que desencadena la fosforilacion en el dominio N-terminal de
FhaA. Sin embargo, esta fosforilacion no genera la disrupcién de la interaccion con la
quinasa, indicando que probablemente el autoreconocimiento del sitio fosforilado no es
una interaccion favorecida. En base a este modelo cabe preguntarse cual es el rol de la
fosforilacion en el N-terminal de FhaA, y si puede representar un sitio de union para otras
proteinas interactoras en vias de sefializacion mediadas por PknG.

D D D

active active active active
site site site site
phosphorylated substrate substrate recruitment of new signaling
PknG recruitment phosphorylation partners?

Figura 5.19. Modelo de interaccion entre PknG y FhaA (Adaptado de M.Gil, tesis de
Doctorado). La autofosforilacion de PknG resulta en el reclutamiento de FhaA, por interaccion
entre los resiudos autofosforilados en la quinasa con el mddulo FHA presente en FhaA. A
diferencia de la interaccion PknG-GarA, la fosforilacion de FhaA por parte de PknG no es capaz
por si sola romper la interaccién entre estas proteinas.
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En este trabajo obtuvimos y caracterizamos una cepa de M. smegmatis que sobre-expresa
FhaA con una etiqueta (Strep-tag I1) con el fin de utilizarla para la identificacion de
interactores de FhaA

La utilizacion M smegmatis como modelo para el estudio de M. tuberculosis se encuentra
ampliamente validada (Mayuri, et al., 2002; Shiloh, M.U. and P.A. Champion, 2010) y
en particular tanto PknG como FhaA y su operdn se encuentran conservados en ambas
bacterias. M. smegmatis posee algunas ventajas que facilitan su manejo, tales como las
condiciones de bioseguridad necesarias y la velocidad de crecimiento.

Datos previos permitian postular que FhaA juega un rol importante en la divisién celular.
Los resultados obtenidos en este trabajo apuntan también a la participacién de FhaA en
estos procesos, ya que la sobre-expresion de esta proteina afecta la velocidad de
crecimiento de la bacteria y genera cambios en la morfologia celular. Las bacterias que
sobre-expresan FhaA presentan deformaciones hacia los polos celulares y se observan
como bacterias méas elongadas que no logran concretar el proceso de division. Estos
cambios morfoldgicos e irregularidades sugieren directamente defectos en la division
celular y/o la sintesis de pared. La morfologia aberrante resultado de la sobre- expresion
de FhaA observada en nuestro trabajo coincide con la morfologia reportada en
micobacterias que sufren una deplecion condicional de la proteina Mvin (Gee, L.C. et al,
2013). Como se explico en la introduccion, la union entre FhaA y Mvin lleva a la
inhibicion de la actividad de Mvin, y en este sentido seria esperable obtener el mismo
fenotipo para bacterias que sobre-expresan FhaA y aquellas que tienen una expresion
disminuida de la proteina Mvin.

FhaA posee una arquitectura de dominios que se asemeja a las proteinas de andamiaje
que participan en el ensamblaje de complejos de sefializacion en eucariotas. En base a
esta observacion, y dado que Mvin es el Unico interactor reportado al dia de hoy, nos
propusimos identificar los interactores de FhaA en la micobacteria como un primer paso
hacia la elucidacion del rol que esta proteina cumple en su fisiologia y/o en la
fisiopatologia de la enfermedad.

Mientras que las estrategias clasicas para estudiar interacciones proteina-proteina por
espectrometria de masa se basan en co-inmunoprecipitacion o cromatografia de afinidad

a partir de lisados celulares (Yang., W., et al, 2008), la estrategia aqui seleccionada
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resulta diferente, combinando el entrecruzamiento in vivo con la purificacion especifica
de proteinas conteniendo etiquetas (“Strep tags™) y el analisis por espectrometria de masa.
El por qué de esta eleccidn radica en que las aproximaciones clasicas tienen varias
limitaciones. Por un lado, la disrupcion de la célula lleva a la formacién de muchas
interacciones moleculares que no ocurrian in vivo, generando falsos positivos. Por otro
lado, interacciones que son fisiologicamente relevantes, pero débiles y/o transitorias in
vitro, se pierden durante la purificacion de los complejos (Yang., W., et al, 2008).
Finalmente, estas aproximaciones en general no son las mas indicadas para recuperar
proteinas de membranas.

Por estos motivos, nuestro protocolo incluye la utilizacién de un agente capaz de atravesar
la pared de la micobacteria y entrecruzar proteinas que estan formando complejos in vivo,
lo que permite obtener una “instantanea” de las interacciones proteina- proteina en la
bacteria y representa una mejor aproximacién para identificar las interacciones
fisiolégicamente relevantes. La eleccion del formaldehido como agente entrecruzante se
basé en que éste es uno de los pocos agentes entrecruzantes que es capaz de atravesar
facilmente la compleja envoltura celular de la micobacteria y unir proteinas que estan en
contacto proximo (aproximadamente 2A) (Lougheed, K.E. et al,2014).

Utilizando la estrategia planteada identificamos una lista de 55 proteinas que constituye
el interactoma de FhaA, entre las cuales se incluye la proteina Mvin, Unico interactor
reportado de FhaA. Esta proteina fue recuperada en cada una de las réplicas de la cepa
FhaA analizadas, y en ninguna del control. Esto no solo sugiere una alta reproducibilidad
de la técnica, sino que también nos permite validar nuestra estrategia experimental, y
postular que el interactoma reportado representa una lista confiable de interactores
fisiolégicamente relevantes.

Algunas de las proteinas identificadas en el interactoma de FhaA corresponden a proteinas
de membrana y participan principalmente de dos procesos fundamentales para la
micobacteria: sintesis de componentes de la envoltura celular y division celular. En
particular destacamos la proteina CswA, la cual forma parte de los complejos
multiproteicos que dirigen los procesos de division celular y elongacion en la
micobacteria (Kieser, K.J., Rubin, E.J., 2014) (Figura 5.20.).
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Peptidoglycan

Figura 5.20. Elongasoma y divisoma en M. tuberculosis (Tomado de Kieser, K.J.,
Rubin, E.J., 2014). Se muestran los distintos componentes del elongasoma (lzquierda) y
divisoma (Derecha). Las proteinas que participan en la sintesis y hidrolisis de péptidoglicano se
indican en violeta y verde respectivamente. Las proteinas estructurales se muestran en amarillo y
los factores reguladores que coordinan tanto la elongacion celular como la divisién celular se
muestran en azul. En la elongacién, el denominado elongasoma se ancla a los polos celulares por
Wag31 vy es estabilizado por CwsaA. A lo largo de este proceso actuan sintasas e hidrolasas de
péptidoglicano cuya accion resulta en la formacién de nuevo péptidoglicano que permite
completar el proceso. En la divisién celular la polimerizacion de FtsZ y la correcta ubicacion del
anillo Z son procesos ampliamente regulados donde actlan varias proteinas estructurales tales
como FtsW, FtsQ, CrgA y CwsA, las cualesse ensamblan para formar el divisoma, asi como
sintasas de péptidoglicano necesarias para la formacion del septo de division.

Ademas Cwsa es un interactor de Wag31 y CrgA (dos proteinas también relacionadas con
la sintesis de péptidoglicano en la elongacion) (Figura 5.20.). En particular la proteina
Wag31, también forma parte del interactoma de FhaA reportado en este trabajo. Esta
proteina homologa a la proteina DivIVA, es esencial para la viabilidad de la micobacteria,
asi como para la formacién del péptidoglicano en polos celulares y en el septo (Polcinski,
P., et al, 20121). En el interactoma de FhaA también encontramos a la proteina FtsZ la
cual forma parte central del divisoma necesario para concretar la obtencién de dos células
hijas en el proceso de division participando directamente en el proceso de citocinesis. FtsZ
es una GTPasa capaz de polimerizar para formar una estructura contractil en elsitio de
division celular. Para ello debe reclutar y ensamblar otras proteinas estructurales y
accesorias de una manera altamente ordenada (Adams, D.W., Errington, J., 2009). Esta
proteina se reporta también como interactor de la proteina CrgA que como se explicd

anteriormente interactla directamente con CwsA. La interaccion FtsZ- CrgA tiene efectos

85



directos en la regulacion de la division celular, la sintesis de pared y el mantenimiento de
la forma celular (Polcinski, P., et al, 2012). Por tanto, los resultados muestran que
utilizando la estrategia experimental propuesta estamos identificando proteinas que
interaccionan entre si in vivo de acuerdo a reportes previos, y ademas nos permiten
postular que FhaA esta participado de manera directa o indirecta en los procesos de
elongacion y division celular.

Finalmente cabe destacar que en el interactoma de FhaA también identificamos a la
proteina FtsH, la cual interactuaria con FtsZ regulando los niveles de ésta. En particular,
se demostrd que bacterias que sobre-expresan la proteina FtsH presentan un retardo en su
crecimiento como lo observado en nuestro modelo, y tienen disminuidos los niveles de
FtsZ (Kiran, M. et al, 2009). También se postula un rol para esta proteina en relacién a la
presencia de especies reactivas del oxigeno y nitrégeno, ya que los niveles de dicha
proteina aumentan en situaciones de estrés (Kiran, M. et al, 2009).

Por otro lado, se han identificado en el interactoma de FhaA proteinas que particiapn en
la biosintesis componentes de la envolura celular, un proceso claramente vinculado a la
division celular. En particular enocontramos a la proteina AOR5R5, una sintasa de acidos
micolicos ciclopropanoicos (Grover, S., et al, 2016). La relevancia de este tipo de
proteinas radica en que los acidos micolicos con esta modificacion son componentes
esenciales de la envoltura celular que poseen ademas un rol en la patogenicidad,
persistencia y virulencia de M.tuberculosis (Rong-Zhen,L., et al, 2011).

Relacionadas también con el mismo proceso encontramos como interactores de FhaA a
las proteinas AOQP93, una proteina de membrana, y a la proteina “Polyprenol
monophosphomannose synthase”. La proteina AOQP93 se describe en las bases de datos
como proteina no caracterizada, sin embargo se ha reportado que juega un rol fundamental
en la elongacion de la cadena principal de mananos tanto en micobacterias como en
corinebacterias. Trabajos anteriores muestran que deleciones en el gen que codifica para
esta proteina tiene como resultados defectos en la elongacion de lipomananos y
lipoarabinomananos (Cashmore, T.J., et al.,, 2017). Por su parte la “Polyprenol
monophosphomannose synthase” participa también en la sintesis de lipoarabinomananos,
actuando como donante de unidades de poliprenil-fosfomanosa para las
glicosiltransferasas durante la etapa de ramificacion del precursor PIM4 (Aci/Ac») tanto
para la formacion de PIM6(Ac1/Ac,) como para la obtencién de estructuras maduras de
lipomananos y lipoarabinomananos, tal y como se describié en la introduccion en el

apartado Envoltura celular (Gurcha, S.S, et al, 2002).
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Ademas, los resultados obtenidos y su analisis mediante la aplicacion y combinacién de
diferentes herramientas informéticas nos permitio identificar entre los interactores de
FhaA otro grupo de proteinas vinculadas a la homeostasis redox.

Entre ellas encontramos proteinas tales como la tiorredoxina y la alquil-hidroperdxido
reductasa (AhpC). Brevemente, la tiorredoxina es una proteina esencial para el
crecimiento in vitro que juega tambien un papel importante in vivo vinculado a la
resistencia a farmacos tales como la Rifampicina, una de las primeras lineas de
tratamiento en la Tuberculosis. La utilizacion de “Knockouts” en esta proteina y su
utilizacion en modelos de infeccion mostraron la eliminacion de la micobacteria durante
las fases aguda y cronica de la infeccion (Lin,K. et al, 2016).

Para otra parte la proteina alquil-hidroperdxido reductasa (AhpC) también se encuentra
vinculada con la resistencia a farmacos utilizados en el tratamiento de la Tuberculosis, en
particular a la isoniazida (Timmins, G.S, et al, 2004). Estudios previos donde realizan
delecion de esta proteina han llevado a postular que si bien la misma no posee un rol
fundamental en el inicio de la infeccion los niveles de esta proteina se ven aumentados en
cultivos en fase estacionaria, lo que apuntan a un posible rol en etapas més avanzadas de
la infeccion. (Fontalvo, D., Gomez, D., 2015).

Otra proteina encontrada como interactor de FhaA es la denominada FabG4 (Rv0242c).
Esta proteina es homologa de la proteina FabG que participa en la sintesis de acidos
grasos, siendo la responsable de la conversion de B-hidroxi-acil-ACP en B-hidroxi acil-
ACP. Ambas proteinas se encuentran conservadas en todas micobacterias (Dutta, D.,
2018).

La importancia de la proteina FabG4 en M. tuberculosis fue dilucidad por Mc. Fadden y
colaboradores quienes le atribuyeron un rol fundamental en el crecimiento de la
micobacteria ante condiciones donde las fuentes de carbono son limitadas (Beste et al,
2009). Estudios posteriores demostraron también el aumento de la expresion de esta
proteina en cepas resistentes a farmacos utilizados en el tratamiento de la tuberculosis
(Singh et al, 2016; Verma et al, 2017).

La presencia de esta proteina en la fraccion de membrana (Singh et al., 2017), sumado a
los posibles roles de esta proteina antes nombrados podrian ser indicativos de su papel en
la sintesis, remodelacion o reciclaje de la membrana vinculados a situaciones donde los
recursos con los que cuenta la micobacteria son escasos. Al mismo tiempo su vinculo con
la proteina FhaA podria quedar de manifiesto al considerar que FhaA juega un rol

fundamental en la sintesis de los elemntos de la envoltura celular y que interacciona
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directamente con proteinas fundamentales pertenecientes a la membrana celular.

Por tanto, el estudio del interactoma in vivo de FhaA apunta a que esta proteina participa
en los procesos de sintesis de componentes de la envoltura celular. Con el fin de validar
alguno de los interactores identificados, nos centramos en la proteina CwsA, la cual es
una pequefia proteina de membrana localizada fundamentalmente en los polos ya lo largo
de sitios puntuales de la membrana de la micobacteria y que forma parte de los complejos
mutliproteicos que participan en la enlongacion y divison celular (elongasoma y divisoma
respectivamente) (Figura 5.20).

La proteina CwsA, se recupera de manera sistematica en las cinco réplicas bioldgicas de
FhaA y en ninguna del control. En base a estos resultados, y al rol planteado para esta
proteina, CwsA fue seleccionada como candidato para evaluar la posible interaccion
directa con FhaA. Los datos de resonancia plasmonica de superficie indican que
efectivamente se observa una interaccion cuando una solucion de FhaA se hace pasar
sobre un sensor conteniendo CwsA inmovilizada, y que este efecto depende de la
concentracion de FhaA, demostrando que existe una interaccion directa entre estas dos
proteinas. Este resultado, refuerza el posible rol de FhaA en la regulacién de la division
celular y abren la puerta a estudiar el mecanismo por el cual se da esta interaccion, asi
como el efecto principal que ésta tiene en la formacion del divisoma y actividad de CwsA.
En resumen, en este trabajo de tesis pusimos a punto un método para detectar interactores
in vivo de FhaA y reportamos un interactoma incial de esta proteina. En base a los
resultados obtenidos, y con el fin de esclarecer cudl es el rol de la fosforilacion de FhaA
sobre las interacciones reportadas, nos proponemos llevar a cabo estudios interactomicos
utilizando cepas que sobre-expresen FhaA con los sitios de fosforilacibn mutados por
residuos de Ala o Glu. Pensamos que estd aproximacién nos permitira discriminar
aquellas interacciones que estan mediadas por estos sitios fosforilados, y por tanto
reguladas por las quinasas de proteinas en Serinas y Treoninas. De la misma manera nos
proponemos sobreexpresar en forma independiente el dominio N-terminal y el dominio
FHA C-terminal de FhaA en M. smegmatis de manera de poder identificar interctores
especificos de cada domino. Esto es de particular relevancia ya que hasta el momento no
existe informacion acerca de la funcion del dominio N-terminal de FhaA. En conjunto,
estas estrategias nos permitirdn comenzar a disecar la arquitecutra de las vias de
sefializacion mediadas por FhaA y su regulacion por fosforilacion.

Por otro lado, seria interesante investigar como cambian los complejos de sefializacién

mediados por FhaA en distintas condiciones. En particular nos proponemos investigar la

88



dinamica de las iteracciones mediadas por FhaA en distintas condiciones que simulan el
ambiente bioquimico encontrado en el hospedero, como por ejemplo la hipoxia.

En conclusion, en el presente trabajo confirmamos que FhaA es sustrato de PknG e
identificamos los sitos especificos de fosforilacion por esta quinasa, demostrando ademas
que estos sitios de fosforilacion se encuentran presentes in vivo, tanto en la proteina de
M. tuberculosis sobre-expresada en M. smegmatis como en la proteina enddgena de M.
smegmatis, apuntando a sitios fisiolégicamente relevantes.

Por otra parte pusimos a punto un método que nos permite la identificacion de interactores
in vivo mediante el uso de agentes entrecruzantes y espectrometria de masa en
micobacterias y demostramos que es Util para la recuperacion de interactores de
membrana previamente reportados. Por lo tanto, implementamos una metodologia que
puede aplicarse al estudio de otras interacciones in vivo en la micobacteria. Utilizando
esta metodologia identificamos un conjunto de proteinas que representan interactores
directos o indirectos de FhaA in vivo, concluyendo que las proteinas identificadas
participan principalmente en la sintesis de componentes de la envoltura celular y division
celular, asi como en proceso redox. Por ultimo, validamos la interaccién entre FhaA y
uno de los nuevos interactores reportados en este trabajo la proteina CwsA, proponiendo
un modelo de interaccién directa a través de la cual FhaA participaria directamente en el
proceso de division celular.

Estos resultados constituyeron una primera aproximacion para la identificacion de
mediadores en las vias de sefializacion donde participa FhaA permitiendo abrir nuevas

interrogantes que aseguran futuros trabajos en esta area.
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8. ANEXOS

ANEXO 1: PROTEOMA DE FHAA- PROTEINAS DIFERENCIALES

Tabla 5.3. Proteinas detectadas exclusivamente en la cepa FhaA

Identificador Nro. De | Nro. De Descripcion
UNIPROT réplicas | espectros

P17590 3 1062 | Fha A M.tuberculosis (strain H37Rv)

AOQYH7 3 45 LysM domain protein

AOR3V8 3 41 Amino-acid acetyltransferase

AO0QXAL 2 27 Ferredoxin-dependent glutamate synthase

AOR4L1 3 24 DNA-binding response regulator PhoP

AOQWKH5 3 23 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

A0QQY3 2 20 Transcriptional regulator, XRE family

AO0QP08 2 19 Uncharacterized protein

AOQWT1 2 18 DNA-directed RNA polymerase subunit
omega

A0QZ37 2 18 Uncharacterized protein

AORO0S4 3 17 Decaprenyl diphosphate synthase

AOR7G2 2 17 Penicillin-binding protein 1A

A0QZY9 3 16 Dihydroorotate dehydrogenase (quinone)

AOR4H2 2 16 Phosphoribosylformylglycinamidine
synthase subunit PurS

AOR477 3 15 Monooxygenase

AOR316 3 15 Uncharacterized protein

AOR2Z3 3 15 Patatin

AOR679 2 15 Uncharacterized protein

AOQSH3 3 14 Putative S-adenosyl-L-methionine-
dependent methyltransferase

A0QQB2 3 14 Conserved hypothetical proline and
threonine rich protein

AOR1X3 2 14 ThiS family protein

AOR6K3 2 14 Uncharacterized protein

A0OQWJ2 3 13 Protein translocase subunit SecD

A0QX91 3 13 ABC transporter, ATP-binding component

AOR522 3 13 Galactofuranosyl transferase GIfT1

AO0QPW9 3 13 Methyltransferase type 11

A0QXP8 2 13 Pyridoxamine 5'-phosphate oxidase-related
FMN-binding protein

A0QV11 2 13 Alpha/beta hydrolase fold family protein

AOR206 2 13 ATP synthase subunit a
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A0QVB6 3 12 Putative oxidoreductase
AOQWF4 3 12 Dehydrogenase/reductase SDR family
protein member 1
A0QP20 2 12 Uncharacterized protein
AOR4C4 3 11 Transcriptional regulatory protein
AOROR3 2 11 Uncharacterized protein
AOQNQ5 2 11 Oxidoreductase, zinc-binding
dehydrogenase family protein
AOR4CO 2 11 Phosphate import ATP-binding protein PstB
AOQSH9 2 11 Methionine aminopeptidase
A0QTS8 3 10 Uncharacterized protein
AOQUF8 2 10 Uncharacterized protein
AOR719 2 10 Uncharacterized protein
AOQWQ1 2 10 AAA ATPase, central region
AOR334 2 10 Uncharacterized protein
AO0QXV3 2 9 Putative esterase
AOR307 2 9 Uncharacterized protein
AOQYR7 2 9 Clp, N terminal
AOR1X5 2 9 Endo-type 6-aminohexanoate oligomer
hydrolase
AOQYEL1L 2 9 Urease subunit beta
A0QQU9 2 9 Glyoxalase family protein
AOQW13 2 9 TrkA-N
A0QQB4 2 9 Isoniazid inductible protein IniA
A0QZX2 2 9 Phosphoribosyl-ATP pyrophosphatase
AO0R2S9 2 8 GCNBb5-related N-acetyltransferase
AOROCS 2 8 Metallo-beta-lactamase
A0QVT0 2 8 L-carnitine dehydratase/bile acid-inducible
protein F
AOQYQ1 2 8 Pseudouridine synthase
AOR2Z1 3 7 Hydrolase, CocE/NonD family protein
A0QY53 2 7 Cyclopropane-fatty-acyl-phospholipid
synthase 1
AOR024 2 7 Ribosomal RNA small subunit
methyltransferase H
AOR2M?2 2 7 Zinc-pinding alcohol dehydrogenase family
protein
AOR5J5 2 7 GatB/Yqey
A0QQT1 2 6 HAD-superfamily hydrolase, subfamily 1A
A0QTS5 2 6 Glutaredoxin-like protein
AO0QPD1 2 6 Acetyltransferase
AOR7G7 2 6 Alpha/beta hydrolase fold protein
A0QUZ5 2 6 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase

[NAD(P)+]
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AOQPY2 2 5 Cold shock protein A cspA

AOQSR6 2 4 Alanine racemase

AOR096 2 4 GTP cyclohydrolase 1 type 2 homolog
AOR440 2 4 Glutathione S-transferase

AOR5J6 2 4 Uncharacterized protein

AOR293 2 4 Alkanal monooxygenase alpha chain
A0QSzZ4 2 4 Alpha/beta hydrolase fold protein

Tabla 5.4. Proteinas detectadas exclusivamente en la cepa control

Identificador Nro. De | Nro. De Descripcion
UNIPROT réplicas | espectros

AOR2V431 3 200 | Uncharacterized protein

AOQUMb5 3 120 | Uncharacterized protein

A0QZ96 3 81 Universal stress protein family protein

AOR478 3 72 Putative universal stress protein UspA

AOR2V2 3 71 LuxR family two-component response regulator

AOQUM7 3 69 Hydrogenase-2, large subunit

A0QVQ38 3 67 Alanine dehydrogenase

AOR4B3 3 60 Acyl-acyl-carrier protein desaturase DesAl

AOR609 3 48 Catalase-peroxidase 1

AOR2J4 3 41 Helix-turn-helix motif

AOQRBO 3 35 Immunogenic protein MPB64/MPT64

AOR343 2 35 Amidate substrates transporter protein

AOR2V1 3 32 Helix-turn-helix motif

AOQPN1 3 32 Topoisomerase subunit TopoM

AOR2C3 3 31 Bacterial extracellular solute-binding protein

AOR087 3 28 3-methyl-2-oxobutanoate
hydroxymethyltransferase

A0QW19 3 28 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase

AOR5R9 3 27 Trypsin

A0QZA2 3 27 Uncharacterized protein

A0QX80 3 26 Uncharacterized protein

A0QZ83 3 25 14 kDa antigen

A0QQKO 3 24 Phosphate acetyltransferase

A0QQDO 3 24 Chaperone protein DnaJ

AOR4D8 2 24 Phosphoribosylformylglycinamidine cyclo-ligase

AOQRD5 3 23 Uncharacterized protein

AOR1R5 2 22 Transcriptional regulator, TetR family

AORG627 2 22 Putative decaprenylphosphoryl-5-phosphoribose
phosphatase

AOR584 3 21 2-amino-4-hydroxy-6-
hydroxymethyldihydropteridine
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pyrophosphokinase

A0QPX4 3 21 ABC nitrate/sulfonate/bicarbonate transporter,
ATPase subunit

A0QSM3 2 21 Cutinase

AOQPJ9 2 21 Hsp20/alpha crystallin family protein

AOR4EO 3 20 Amidophosphoribosyltransferase

AO0QPJO 3 19 Flavin reductase-like, FMN-binding protein

AOQNHS 3 19 Pyrid_oxamine 5'-phosphate oxidase family
protein

AOR1G3 2 19 Clavaldehyde dehydrogenase

AOR4N1 3 18 Conserved MCE-associated protein

AOQRR9 2 18 Serine/threonine-protein kinase PknE,

A0QU92 2 18 Dihydroxyacetone kinase, L subunit

A0QZR5 2 18 GntR family transcriptional regulator

AOR5V7 2 18 Uncharacterized protein

AO0QSBS8 3 17 Coenzyme pqq synthesis protein E pqqE

AOR775 3 17 Excinuclease ABC

A0QYO05 3 17 Uncharacterized protein

AOR2S3 3 17 Uncharacterized protein

AOQWHO 2 17 Pyridoxal 5'-phosphate synthase subunit PdxT

AOR3V7 2 17 Heat shock protein Hsp20

AOR3Q0 3 16 CheR_ methyltransferase, SAM binding domain
protein

AOROY6 3 16 GAF domain, putative

A0QPWO 3 16 Conserved hypothetical membrane protein

AOROW?2 2 16 Phosphoadenosine phosphosulfate reductase

A0QTKSE 2 16 S30AE family protein

AOQRI7 2 16 Tryptophan-rich sensory protein

AOR241 2 15 Adenylylsulfate kinase / sulfate
adenylyltransferase subunit 1

AO0R260 2 15 ABC transporter, ATP-binding protein OppD

AOQR35 2 15 Thiol-disulfide isomerase/thioredoxin

A0QXT77 3 14 Nicotinate-nucleotide pyrophosphorylase

AOR5B1 3 14 Uncharacterized protein

AOQPS6 3 14 6-phospho-beta-glucosidase

AOQW?22 2 14 Uncharacterized protein

AOQRN7 3 13 Histidine ammonia-lyase

Q2YHI9 3 13 MmpS4

A0QZ86 3 13 Uncharacterized protein

AOQR18 3 13 Porphobilinogen deaminase

AOR450 3 13 Uncharacterized protein

AOR727 2 13 Glycerol operon regulatory protein

AOQUN9 2 13 Hydrogenase expression/formation protein
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HypD

AO0QVL4 2 13 Chelatase

AOR3Y0 2 13 Uncharacterized protein

AOR5C4 3 12 D-amino acid aminohydrolase

AORTH2 3 12 Putative transcriptional regulatory protein

AOQR24 2 12 Putative conserved transmembrane protein

AOQRO09 2 12 DNA binding domain, excisionase family protein

AOR3C6 2 12 Transcriptional regulator, TetR family protein

A0QSO7 2 12 TetR family protein regulatory protein

A0QS64 2 12 ABC transporter, ATP-binding protein

A0QV01 2 12 Uracil-DNA glycosylase

A0QTL4 3 11 Fatty acid desaturase

AOR3B7 2 11 Septum formation initiator subfamily protein,
putative

AOQTTO 2 11 DNA helicase

A0QXZ4 2 11 Tena/thi-4 family protein

AOQR65 2 11 Acetyltransferase, GNAT family

AOR3B5 2 11 Immunogenic protein MPT63

AOQVM1 2 11 Conserved hypothetical alanine rich protein

A0QS90 2 11 Alcohol dehydrogenase, class IV

AOQUG4 2 11 ThiF family protein

AOQUN1 3 10 Tetratricopeptide repeat domain protein

AORG6P9 3 10 Transcriptional regulator, TetR family

AOR219 3 10 Homoserine kinase

AOR4NY 3 10 MCE-family protein MCE4b

AOR529 2 10 Trehalose 6-phosphate phosphatase

A0QPW1 2 10 MarR family transcriptional regulator

AOR5S2 2 10 Transcription elongation factor

AOR757 2 10 D-erythrulose-4-phosphate isomerase 2

AOQR31 2 10 Uncharacterized protein

AOQUNS5 2 10 Hydrogenase accessory protein HypB

AOR2Q0 2 10 Carbonic anhydrase/acetyltransferase isoleucine
patch superfamily-like protein

AOR2P2 2 10 Alpha-methylacyl-CoA racemase Mcr

AOR4A9 2 10 Uncharacterized protein

AOQYH2 2 10 Putative fumarate reductase/succinate
dehydrogenase

AOR731 2 10 Activator of Hsp90 ATPase 1-like protein

A0QX98 2 10 Prolipoprotein diacylglyceryl transferase

AOR373 2 10 Ectoine/hydroxyectoine ABC transporter solute-
binding protein

AOQWT4 3 9 ABC transporter ATP-binding protein

AOR214 3 9 FO synthase

110




A0QQYO 3 9 Polyphosphate kinase 2 superfamily protein

A0QUZ7 3 9 D-alanine--D-alanine ligase

AORO080 2 9 D-aminoacyl-tRNA deacylase

AOQNM5 2 9 Oxidoreductase, zinc-binding dehydrogenase
family protein

AOQVY8 2 9 Transcriptional repressor NrdR

A0QZHO 2 TetR-family protein transcriptional regulator

A0QQD1 2 9 Putative heat shock protein transcriptional
regulator Hspr (Merr family)

AOR292 2 9 Uncharacterized protein

AOR3B6 2 9 Exopolyphosphatase

A0QQ16 2 9 Uncharacterized protein

AOR1CS8 3 8 Diacylglycerol O-acyltransferase

AOR148 2 8 Glutamate 5-kinase

A0QSX7 2 8 Roadblock/LC7 domain protein

A0QT68 2 8 Uncharacterized protein

AOR1J8 2 8 Probable regulatory protein

AOR1D7 2 8 Acyl-CoA dehydrogenase

AOR2L4 2 8 Base excision DNA repair protein, HhH-GPD
family protein

AOR6B0 2 8 ATP binding protein

AORO0Z5 2 8 GCN5-related N-acetyltransferase

AOR3L5 2 8 Phosphoribosylglycinamide formyltransferase

A0QT10 2 8 Succinate dehydrogenase, cytochrome b556
subunit

AOQWT?2 2 8 Phosphopantothenoylcysteine
decarboxylase/phosphopantothenate-cysteine
ligase

AOQWM9 2 8 Conserved protein

AOQNH2 2 8 TetR-family protein transcriptional regulator

AOQSRS 2 8 Uncharacterized protein

AOR565 2 7 Uncharacterized protein

AO0QUI9 2 7 TetR family transcriptional regulator

A0QU11 2 7 Uncharacterized protein

AOR295 2 7 Putative transcriptional regulator

AOR129 2 7 Putative conserved lipoprotein Ipph

AOQRG5 2 7 2-succinyl-5-enolpyruvyl-6-hydroxy-3-
cyclohexene-1-carboxylate synthase

A0QYB3 2 7 Xylitol-binding protein

AOR5Y8 2 7 Quinone oxidoreductase

A0QSP2 2 7 Glycerol dehydratase

AOQNLS9 2 7 Putative transcriptional regulator

AOR6M7 2 7 PadR-like family transcriptional regulator

AOQPMO 2 7 Amidohydrolase family protein
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AO0QPD6 2 7 Glycosy! hydrolase family protein 3

AOQNQ7 2 7 Cyclase/dehydrase family protein

A0QS18 2 6 Peptide chain release factor 3

AOR5V1 2 6 Glycerol dehydratase large subunit

A0QZ93 2 6 Uncharacterized protein

A0QTY5 2 6 Regulatory protein GntR, HTH:GntR

AOQW30 2 6 Bifunctional enzyme riboflavin biosynthesis
protein ribD :
diaminohydroxyphosphoribosylaminopyrimidine
deaminase + 5-amino-6-(5-
phosphoribosylamino)uracil reductase

AOQRCO 2 6 O-succinylbenzoic acid--CoA ligase

AOQNMO 2 6 Probable transcriptional regulatory protein

ANEXO II: INTERACTOMA DE FHAA SIN ENTRECRUZAMIENTO

Tabla 5.5. Proteinas exclusivamente identificadas en los complejos aislados de la
cepa FhaA.

Identificador Nro. de Nro. de L
o Descripcion

UNIPROT réplicas espectros

Fha A M.tuberculosis

3 583 )
(strain H37Rv)

AOQWY3 3 15 Quinone oxidoreductase
A0QV18 2 7 Uncharacterized protein

Extracellular ligand-
AOQWL3 2 28 o

binding receptor
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