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RESUMEN

Mycobacterium tuberculosis, el agente causante de la tuberculosis, representa un grave
problema de salud publica, constituyendo la primera causa de muerte por un agente
infeccioso a nivel mundial. Se estima que alrededor de un tercio de la poblacion es portador
sano de la enfermedad. En nuestro pais la incidencia de la enfermedad ha aumentado
durante los ultimos afios.

El genoma de M. tuberculosis codifica 11 Ser/Thr quinasas de tipo eucariota denominadas
Pkns. Una de ellas, PknG, cumple un rol tanto en el metabolismo de la bacteria como en la
patogénesis, y ha cobrado gran relevancia como una de las moléculas centrales para la
sobrevida de la bacteria dentro del ambiente hostil del hospedero. Con el fin de descubrir
nuevas rutas de sefializacion reguladas por PknG, nuestro grupo de trabajo desarrolld una
estrategia basada en cromatografia de afinidad acoplada a espectrometria de masa que nos
permitid identificar interactores y sustratos in vitro de esta quinasa. Entre las proteinas
identificadas, se encuentran los sujetos de estudio del presente trabajo, GInAl y FhaA.

En este trabajo, nos propusimos profundizar en el rol biolégico de ambas proteinas. La
primera de ellas GInAl, es una enzima muy estudiada, que posee un rol central en la
asimilacidon de nitréogeno. Mediante ensayos de fosforilacion in vitro determinamos que
GInA1l es fosforilada por PknG en la Serina 57 y que este residuo es importante para el
desarrollo de la actividad enzimatica. También revisamos el estado de fosforilacién
enddgena de GInAl en extractos totales, asi como en proteina recombinante purificada a
partir de bacterias crecidas en condiciones de distinta biodisponibilidad de nitrégeno. FhaA,
por otra parte, es una proteina poco estudiada, para la cual se ha propuesto un rol en la
sintesis de peptidoglicano. Mediante analisis protedmicos logramos conocer el entorno
molecular en el cual se encuentra enmarcada esta proteina. Utilizando distintas técnicas de
microscopia confocal, microscopia electrénica y analisis de imagenes, logramos demostrar
gue FhaA cumple un papel central en la correcta localizacién de la maquinaria responsable
de la elongacion celular, asi como en el crecimiento asimétrico desde los polos y por tanto
en la diversificacion poblacional, procesos de gran relevancia biolégica pero muy poco
caracterizados al dia de hoy.

A partir de esta tesis surge la posible regulacién de GInA1l por fosforilacién, un aspecto que
hasta el momento habia pasado inadvertido. Por otra parte, nuestros resultados nos
permiten postular a FhaA como un integrante del elongasoma, con un rol central en el
crecimiento polar asimétrico.
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TUBERCULOSIS: CONTEXTO HISTORICO

Tisis, peste blanca, consuncién y mal del Rey, son sélo algunos de los nombres con los que
se ha dado en llamar a la enfermedad que hoy conocemos como tuberculosis. Si bien el
agente etioldgico causante de esta enfermedad, la bacteria Mycobacterium tuberculosis,
fue descubierto y aislado por primera vez en 1882 por el médico Robert Koch,
(descubrimiento que le valié el premio nobel de fisiologia y medicina en 1905), la
tuberculosis representa una de las enfermedades mds antiguas que ha compartido
existencia con la humanidad. Aunque existe un gran debate respecto a su origen, estudios
evolutivos establecen que el ancestro comun mas lejano de M. tuberculosis habria tenido
su origen hace 3 millones de afios, habiendo coexistido con los primeros hominidos
(Gutierrez et al. 2005). Por otra parte, las cepas modernas provendrian de la divergencia a
partir de un ancestro comun ocurrida entre hace 15.000 y 20.000 afios (Sreevatsan et al.
1997).

Las evidencias mas antiguas de padecimiento de esta enfermedad fueron encontradas en
momias egipcias y andinas datadas del periodo neolitico (10.000 - 1000 a.C.) y consisten en
anormalidades 6seas y musculares caracteristicas de la tuberculosis extrapulmonar, como
cifosis toracica, colapso de los cuerpos vertebrales, lesiones a nivel del periostio,

ostiomielitis y abscesos musculares (Sotomayor, Burgos, and Arango 2004) (Figura 1).

Figura 1: Izquierda: Fotografia de la momia de Guane, Museo Arqueolégico de
la Casa del Marqués de San Jorge, Bogotd, Colombia. Derecha: radiografia digital
mostrando las lesiones caracteristicas de tuberculosis dsea en las vértebras TO a
T11. En ambas imagenes se puede observar la cifosis toracica baja (Figura
tomada de Sotomayor, Burgos, and Arango 2004).



La etiologia de estas lesiones fue posteriormente confirmada mediante el uso de técnicas
de biologia molecular (Daniel 2006; Konomi et al. 2002; Salo et al. 1994; Sotomayor et al.
2004; Zimmerman 1979; Zink et al. 2023). En comparacion con otras bacterias, el ADN
micobacterial se caracteriza por ser particularmente resistente a la degradacidn, debido a
su alto contenido de G-Cy su resistente pared celular rica en lipidos que actia como barrera
de proteccién (Palomino, JC, Leao S, Ritacco V 2007)

Por su parte, las civilizaciones China e India describen la enfermedad en textos de hace 2300
y 3300 aios respectivamente. Hipdcrates realizd la primera documentacién formal de lo
que los griegos llamaban Phthisis, describiéndola como una enfermedad crdénica que
atacaba principalmente a adultos jovenes, caracterizada por tos frecuente y persistente,
expectoracion abundante, sudoracién y fiebre constantes (Hipdcrates, 400 A.C.) (Daniel
2006). También existen registros biblicos que hacen referencia a esta enfermedad con la
palabra hebrea schachepheth. Si bien los registros de la edad media son escasos, existen
multiples evidencias arqueoldgicas que avalan la existencia de la enfermedad. En este
periodo no se hicieron grandes avances, por considerarsela una enfermedad generalizada
y de dificil tratamiento e incluso un padecimiento hereditario (Daniel 2006). No es sino
hasta 1821, con el invento del estetoscopio que se asocia por primera vez la enfermedad a
los sintomas pulmonares caracteristicos, metodologia que se encuentran vigente hasta la

actualidad.

A pesar de ser una enfermedad muy antigua, la tuberculosis no sélo no ha podido ser
erradicada, sino que actualmente la infeccidon por M. tuberculosis representa la primer
causa de muerte por un agente infeccioso a nivel mundial, siendo responsable de 1.25
millones de muertes y 10.8 millones de nuevos infectados en 2023 segun datos de la

Organizacion Mundial de la salud (OMS, www.who.int/es/news-room/fact-

sheets/detail/tuberculosis). Se estima que alrededor de un tercio de la poblacién es

portador sano de la enfermedad. En nuestro pais, se registraron unos 1200 nuevos casos
en 2023, y la incidencia de la enfermedad ha aumentado en los ultimos afios

(http://www.chlaep.org.uy).
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EL CICLO INFECTIVO de M. tuberculosis

En comparacién con otras enfermedades infecciosas, existen algunos aspectos que hacen
de M. tuberculosis un patégeno destacable. A diferencia de lo que ocurre con otras
bacterias en las que la infeccién en el humano es accidental y no tiene implicancias para su
supervivencia, M. tuberculosis se considera un patégeno estricto, ya que no puede
replicarse ni sobrevivir largos periodos de tiempo en la naturaleza, si no es en el contexto
de lainfeccién (Mishra and Surolia 2018). Por otra parte, carece de los factores de virulencia
tipicamente asociados a patédgenos, como exotoxinas, pili, flagelo y otras adhesinas. Su
estrategia infectiva consiste alcanzar las vias respiratorias y una vez alli, evadir el sistema
inmune, utilizando a los macréfagos del hospedero como vectores para esconderse y
transportarse hasta su tejido diana (Cambier, Falkow, and Ramakrishnan 2014).

La infeccion por tuberculosis comienza cuando el individuo inhala los aerosoles cargados
con bacilos, emitidos por un portador al hablar, estornudar o simplemente respirar. Para
poder iniciar el proceso infectivo, estos bacilos deben alcanzar las porciones mas bajas de
los pulmones, donde se encuentran los alveolos. En la mayoria de los individuos esto no
ocurre y la enfermedad no progresa, y en aquellos que si, la infeccidn inicial suele producir
un granuloma compacto, que autolimita la infecciéon y actla como contencidn contra la
diseminacion de la bacteria. La infeccion puede mantenerse latente durante décadas, o
incluso nunca manifestarse enfermedad (Mishra and Surolia 2018). Esta modalidad
infectiva es posible Unicamente gracias a que M. tuberculosis conoce perfectamente al
humano: coexiste con él desde hace mdas tiempo que cualquier otra enfermedad, han co-
evolucionado juntos (Brites and Gagneux 2015; Gagneux 2012). Por este motivo se la

considera el paradigma de microorganismo adaptado a su hospedero.

En primera instancia, los macrdéfagos y las células dendriticas son los tipos celulares en
resultar invadidos por M. tuberculosis, ya que contienen los receptores celulares necesarios
para su fagocitosis. Una vez fagocitadas, las bacterias pueden ser destruidas por los
macroéfagos, o no. Esto depende de la capacidad microbicida de los mismos y de los factores

de virulencia portados por las bacterias que fueron engullidas. Si no logran ser destruidas,
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las micobacterias inducen el arresto de la fusidn fagolisosomal, inhibiendo asi la
acidificacion del compartimiento en el que se encuentran, y por tanto evitando su
degradacion. Esto les proporciona un ambiente propicio donde pueden proliferar, haciendo

usufructo los nutrientes del hospedero.

Entrada en nuevo

Transmision hospedero

Multiplicacion

Infeccidn de
macréfagos

®
o)
@%}ﬁ %
%B ﬁ?@ o
e
MO
Necrosis del

con replicacion
extracelular

®@

Maduracién del
granuloma

Linfocitos

Figura 2: Ciclo infectivo de M. tuberculosis en el humano. Figura tomada de Cambier et al, 2014

En respuesta a la inhibicidon de la fusion fagolisosomal, el macréfago infectado contraataca
desencadenando una respuesta inflamatoria que atrae linfocitos y monocitos al sitio de la
infeccion. Este reclutamiento masivo de células del sistema inmune da lugar a la formacion
del granuloma: Los monocitos atraidos al sitio de infeccion se diferencian a macréfagos y
fagocitan mas bacterias, sin embrago no son activados para eliminarlas sino hasta varias
semanas después. Mientras tanto, los bacilos (y el granuloma) crecen exponencialmente.
Semanas después, la activacion de los macrofagos infectados genera la necrosis del
granuloma, y en este punto, la infeccidn se vuelve latente: la disponibilidad de oxigeno y
otros nutrientes es limitada y la bacteria entra en dormancia (Figura 2). (Cambier et al. 2014;

van Crevel, Ottenhoff, and van der Meer 2002).
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La reactivacién de la enfermedad ocurre cuando la bacteria encuentra condiciones
favorables para escapar de la vigilancia del sistema inmune, entiéndase, debilitamiento de
las defensas del hospedero. Mientras tanto, la enfermedad puede diseminarse a otros
tejidos por via hematdgena. En todos los pasos antes mencionados ocurre un balance entre
muerte y proliferacion bacilar, y del resultado de estas batallas depende establecimiento o

la eliminacién del proceso infectivo.

ENFERMEDAD y TRATAMIENTO

La gran mayoria de los infectados por tuberculosis cursan la enfermedad
asintomaticamente. En esta etapa la bacteria se encuentra en estado inactivo y el individuo
portador no es transmisor de la enfermedad (tuberculosis latente). La proporcidon de
individuos que cursan la infeccidn activa, es decir, que manifiestan enfermedad y pueden
transmitirla, es muy baja. Los sintomas pueden aparecer semanas, o incluso afios después
de la colonizacidn bacteriana.

Si bien la forma pulmonar es la mds comun, ademas de los pulmones los bacilos pueden
colonizar otros tejidos, como los rifiones, el cerebro, la columna vertebral y la piel. La
sintomatologia inicial puede ser muy leve o confundirse con otros padecimientos, lo cual
facilita la diseminaciéon de la enfermedad. Los sintomas mas frecuentes asociados a la
enfermedad pulmonar son tos de varias semanas que puede estar acompafiada con moco
o sangre, dolor en el pecho, fatiga, disminucion de peso, fiebre, escalofrios, sudoraciones

nocturnas y pérdida del apetito (www.who.int/es) .

Desde que existen registros de la enfermedad, el ser humano ha ensayado formas de
combatirla sin éxito, en buena parte a causa de la arbitrariedad de los procedimientos
aplicados. El médico griego Galeno (129 D.C), sugirié que los pacientes podian beneficiarse
del uso de catarticos y una dieta a base de pan y vino mezclado con agua, asi como de la
ingesta de abundante leche. Los ambientes secos y ventilados, la altura y el reposo también

fueron sugeridos como beneficiosos por diversas civilizaciones a lo largo del tiempo, siendo
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éste el principal tratamiento proporcionado por los sanatorios para tuberculosos durante

el siglo XX (Figura 3) (Daniel 2006; Palomino, JC, Leao S, Ritacco V 2007; Tovar 2014).

Figura 3: Mujeres hospitalizadas en el sanatorio antituberculoso de San Rafael, (Segovia, Espafia,
1943). Los sanatorios para tuberculosos fueron especificamente disefiados por arquitectos de la
época considerando lo que en ese momento se creia indispensable para la curacion de la
enfermedad: Los enfermos se mantenian en reposeras instaladas en jardines, balcones o
corredores con gran aireacion y alta exposicion a la luz solar. Imagen tomada de Tovar, 2014.

En la Europa de la edad media se creia que el toque de las escréfulas (inflamacién de los
ganglios cervicales por infeccién con tuberculosis extrapulmonar) por parte de un Rey, tenia
la capacidad de sanar al enfermo, practica que se mantuvo por varios siglos (Daniel 2006).

A comienzos del siglo XX se ensayaron varios compuestos para el tratamiento de la
enfermedad que, si bien eran efectivos in vitro, resultaban tdxicos al aplicarse in vivo. Entre
éstos figuran las sales de arsénico, oro, cobre y colorantes. Mds tarde se evaluaron varias
sulfonas y sulfonamidas asi como la penicilina, sin éxito. No fue sino hasta el afio 1944, en
medio de la Segunda Guerra Mundial, cuando Schatz y Waksman aislaron el primer
antibidtico exitoso para tratar la infeccién, a partir del microorganismo Streptomyces
griseus: La estreptomicina (Schatz, Bugle, and Waksman 1944). Sin embargo, rdpidamente
se discontinud su uso ya que se observd que este antibidtico era capaz de seleccionar cepas

resistentes. El primer antibidtico que puede considerarse eficiente en el tratamiento de Ia

14



enfermedad y que dio origen a una nueva generacién de antibiéticos fue la isoniazida, en el
afio 1952, siendo hasta hoy en dia el farmaco de cabecera en el tratamiento de la
tuberculosis. A este se le suma la rifampicina en 1957 (Palomino, JC, Leao S, Ritacco V 2007).
Hoy en dia el tratamiento de la tuberculosis se basa en un esquema combinado de
antibidticos y tiene una duracidn de entre 4 y 6 meses. Los antibidéticos mds comunmente
utilizados para el tratamiento, denominados farmacos de primera linea, son la isoniazida,
rifampicina, pirazinamida y etambutol. Sin embargo, las reiteradas interrupciones
prematuras del tratamiento, la prescripcidn incorrecta de los antibidticos o la mala calidad
de los mismos han traido como consecuencia la aparicion de cepas multirresistentes. El
diagndstico de multiresistencia requiere confirmacién bacterioldgica y pruebas de
resistencia y el tratamiento se realiza con fdrmacos de segunda linea, pero los mismos son
mas toxicos y costosos. El mismo consiste en una combinacion de drogas (bedaquilina,

pretomanid, linezolid, y moxifloxacina) (www.who.int/es) .

También existen cepas que adquieren resistencia a estas drogas y se denominan
extremadamente resistentes. Las opciones terapéuticas frente a este tipo de infeccion son

escasas o nulas (www.who.int/es)

Entre los afios 1908 y 1919, Albert Calmette y Camille Guerin lograron generar una cepa de
M. tuberculosis atenuada, mediante la realizacién de multiples pasajes sucesivos (230
pasajes). Luego de evaluarla en conejos, vacas, caballos y cobayos con éxito, fue aplicada
por primera vez en humanos en 1921. El sujeto de estudio fue un bebé huérfano que se
encontraba al cuidado de su abuela tisica, luego del fallecimiento de su madre por
tuberculosis. Esta cepa se utiliza exitosamente hasta hoy en dia para la vacunacién en nifios
y los protege de las formas graves de la enfermedad (Daniel 2006; Palomino, JC, Leao S,
Ritacco V 2007).

El uso de drogas antituberculosas en conjuncién con la vacuna BCG, (asi como el desarrollo
de métodos diagndsticos como la prueba de la tuberculina y la radiografia de rayos X),
permitieron reducir drasticamente la mortalidad por tuberculosis a lo largo de siglo XX. Sin

embargo, a fines de la década de los 80 y principios de los 90 la enfermedad volvié a cobrar
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relevancia dentro de la comunidad cientifica, debido a su resurgimiento como consecuencia
de la aparicién de cepas multirresistentes y enfermedades como el VIH (Daniel 2006). Desde
entonces la Organizacion mundial de la salud introdujo varios planes estratégicos que
tienen como objetivo impulsar la investigacién, contribuir al fortalecimiento de los sistemas
de salud, desarrollar de farmacos contra cepas resistentes y promover la educacién en la
poblacion. Cabe destacar que los sectores mas afectados por la enfermedad son los grupos

socioecondmicos mas desprovistos.

CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS de M. tuberculosis

En términos microbioldgicos, M. tuberculosis es un bacilo de crecimiento lento (ciclo de
duplicacién, 20h) que pertenece a al orden Mycobacteriales, al igual que el organismo
altamente emparentado Mpycobacterium smegmatis que se utiliza como modelo no
patogénico de laboratorio. Ambos bacilos comparten la complejidad de su pared celular,
rica en acidos grasos de cadena larga, que les otorga una barrera altamente impermeable y
que en el caso de M. tuberculosis juega ademds un papel central en la virulencia y
supervivencia. Debido a esta alta impermeabilidad es que la tincién de Gram no es capaz de
atravesar la envoltura celular, y por tanto no se tifien como Gram positivas ni Gram
negativas. Para su identificacidn al microscopio se utiliza la tincidn acida de Ziehl Neelsen.

El genoma de M. tuberculosis contiene unos 4.000 genes, de los cuales la gran mayoria
codifica enzimas involucradas en la lipdlisis y lipogénesis, procesos que necesita para
sobrevivir dentro de su hospedero y para sintetizar su compleja envoltura celular,
respectivamente (Cole et al. 1998). Esto es resultado de una simplificacién genédmica como
consecuencia de su adaptaciéon a la vida intracelular, sin embargo, no significa que la
bacteria sea mas simple en cuanto a sus capacidades bioldgicas. De hecho, codifica para la
mayoria de las vias anabdlicas y catabdlicas presentes en bacterias, asi como para la sintesis
de los 20 aminoacidos, y mantiene los genes necesarios para infectar y persistir en el
huésped, asi como para evadir el sistema inmunolégico y resistir la terapia antibiotica

(Mishra and Surolia 2018).
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Las micobacterias poseen una envoltura celular de composicion compleja y distintiva, que
las provee de una barrera impermeable a la mayoria de los compuestos, (incluidos algunos
antibioticos como los macrdlidos) (Palomino and Martin 2014). En consonancia, la
magquinaria molecular que lleva a cabo su biosintesis durante el crecimiento y divisién
celular presenta caracteristicas Unicas. Ademas, mientras que los bacilos modelo crecen por
incorporacion de envoltura celular a lo largo de la bacteria, las micobacterias se caracterizan
por su crecimiento polar y asimétrico, que da lugar a una poblacidn heterogénea en
términos de susceptibilidad antibidticos y tamafio celular (Aldridge et al. 2012). En este
mismo sentido, la maquinaria de sintesis de envoltura celular, uno de los principales blancos
moleculares de los antibidticos, presenta diferencias importantes con la de los bacilos mas

estudiados.

LA ENVOLTURA CELULAR MICOBACTERIAL

Durante el proceso de crecimiento divisidén celular, las micobacterias deben sintetizar las
varias capas de su compleja y distintiva envoltura celular. La misma esta compuesta por una
membrana interna recubierta por una pared celular de peptidoglicano, que se encuentra
covalentemente unido a un tipo de polisacdridos ramificados llamados arabinogalactanos,
gue a su vez se encuentran esterificados en el extremo distal de sus cadenas laterales por
acidos micélicos (Bansal-Mutalik and Nikaido 2014; Brennan and Nikaido 1995) (Figura 4).
Esta composicion particular de la envoltura juega un rol central en el éxito de M.
tuberculosis como patdgeno, ya que genera una barrera altamente impermeable a
antibidticos y otros compuestos, les confiere resistencia frente a condiciones adversas vy,
posee un rol fundamental en la modulacién de la respuesta del sistema inmune del

hospedero y la virulencia (Brennan 2003; Jarlier and Nikaido 1994).
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Figura 4. Composicion de la envoltura celular en micobacterias. IM: Membrana interna;
PG: Peptidoglicano; AG: Arabinogalactano; OM: Membrana externa compuesta de acidos
micdlicos. Tomado de Bansal-Mutalik and Nikaido, 2014

Membrana interna

En lo que respecta a la membrana interna, la misma posee caracteristicas bioldgicas,
bioquimicas y fisicoquimicas comparables a las de las membranas celulares presentes en
otros microorganismos. Se encuentra compuesta principalmente de fosfolipidos formando
una bicapa lipidica que contiene proteinas embebidas en su estructura, las cuales participan
en el transporte activo de aminodacidos, carbohidratos y acidos organicos, asi como en vias
de sefializacién y secrecidn (Brennan and Nikaido 1995) (Figura 4). Los fosfolipidos (PL) que
conforman la bicapa lipidica estan representados principalmente por diacil-fosfatidil-
inositol-dimandsidos (Ac2PIMy), que representan un 42% del peso seco, asi como de otras
formas aciladas de fosfatidil-inositol-mandsidos (AcPIM;, AcPIMa, Acz2PIMa4, AcPIMe,
Ac2PIMs) que representan cerca de un 3% del peso seco. En proporciones menores se
encuentran la cardiolipina (CL), el fosfatidil-inositol (Pl), la fosfatidil-etanolamina (PE),
Trehalosa mono micolatos (TMM) y una baja cantidad de lipidos altamente apolares de

identidad desconocida (Bansal-Mutalik and Nikaido 2014).
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Peptidoglicano

Como mencionamos anteriormente, la membrana interna esta recubierta por una pared
celular. El peptidoglicano ademas de proporcionar resistencia el estrés osmotico es
responsable de la forma celular (Figura 5).

El peptidoglicano se encuentra formado por cadenas de glicanos, tipicamente, N-
acetilglucosamina (GIcNAc) y acido N-acetilmurdmico (MurNAc). En el caso particular de las
micobacterias, el peptidoglicano contiene ademds acido N-glicomuramico (MurNGlyc),
responsable de la mayor rigidez y resistencia a la degradacién enzimatica del peptidoglicano
micobacteriano (Brennan and Nikaido 1995)

Estas cadenas de glicanos se encuentran unidas a través del acido del MurNAc a
pentapéptidos de secuencia L-Ala/D-iso-Glu/mDAP/D-Ala/D-Ala. Dichos péptidos a su vez,
se entrecruzan por los residuos de mDAP (3-3), o el residuo de mDAP vy la D-alanina (3-4),
formando un entramado molecular altamente estable y resistente caracteristico de las
micobacterias (Figura 5). El entrecruzamiento de tipo 3-3 no sdélo es exclusivo de
micobacterias, sino que, ademas, su proporcion aumenta cuando la bacteria entra en
dormancia (Brennan and Nikaido 1995; Jankute et al. 2015).

La sintesis de novo de peptidoglicano comienza en el citosol, donde se generan las
subunidades monoméricas del peptidoglicano en formacién, conocidas como lipido Il. La
sintesis de las subunidades es llevada a cabo mediante la accidon sucesiva de las enzimas
MurA-G (Jankute et al. 2015). Posteriormente, el lipido Il es traslocado al espacio
peripldsmico. En este proceso la flipasa Mvin juega un rol central. Mvin es una proteina de
membrana que posee un dominio pseudoquinasa, y participa en la traslocacidon de
precursores a través de la membrana en forma dependiente de su estado de fosforilaciéon
(Gee et al. 2012).

La remodelacién (sintesis y degradacion) del peptidoglicano, ocurre en los polos y septos y
requiere una fina coordinacién entre la sintesis y degradacién del mismo, asi como de la
correcta localizacion de la maquinaria molecular que lo sintetiza. Mientras que la sintesis es
orquestada por las Penicilin-binding-proteins (PBPs), la degradacién se encuentra a cargo

de hidrolasas de identidad desconocida. Mientras que las PBPs generan el
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entrecruzamiento clasico del peptidoglicano (3-4), las transpeptidasas atipicas LdtA y LdtB
son las encargadas de generar el entrecruzamiento atipico (3-3). La accién coordinada de
todas estas enzimas, da lugar a la formacion del entramado molecular caracteristico de las

micobacterias (Figura 5) (Kieser and Rubin 2014)
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Figura 5: Esquema de la Sintesis de peptidoglicano donde se observa la estructura
de los precursores y se indican las enzimas que participan en cada paso de la
catdlisis. Adaptado de Jankute et al, 2015.

Arabinogalactanos

Los arabinogalactanos representan la capa intermedia de la envoltura celular, que se
encuentra entre el peptidoglicano y los acidos micélicos. Estan constituidos por una cadena
lineal principal denominada dominio galactano, compuesta por hasta 30 residuos de
Galatosa (Gal) cuya sintesis es llevada a cabo por las galactofuranosil transferasas Glf, GIfT1
y GIfT2. Esta cadena es la que se encuentra covalentemente unida al acido glicomuramico

(MurNGlyc) del peptidoglicano y puede encontrarse en forma lineal, o modificada por
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grandes polimeros de arabinosa (Ara) de hasta 30 residuos, denominados dominio
arabinano.

Los dominios arabinano son sintetizados por la accién conjunta de las enzimas DprE1-2 y las
arabinofuranosil transferasas AftA-B y EmbA-B y pueden poseer ramificaciones terminales
que se encuentran esterificadas con acidos micélicos (Figura 6). Esta diversidad en las
enzimas responsables de sintesis de las cadenas de arabinosa es en parte responsable de la
diversidad estructural de los arabinogalactanos (Jankute et al. 2015). A su vez, los dominios

arabinano pueden encontrarse modificados por la adicién de grupos succinilo o residuos de
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Figura 6: Estructura del arabinogalactano, donde se indican las
enzimas involucradas en los distintos pasos de la sintesis. Tomado de
Jankute et al, 2015.

galactosamina atipicos, que no se encuentran N acetilados (GalN). Interesantemente esta

variante GalN sélo se encuentra en micobacterias patdgenas (Jankute et al. 2015; Kieser

and Rubin 2014).
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Acidos micdlicos

La ultima capa de la envoltura celular corresponde a la membrana externa o
micomembrana, compuesta principalmente por dcidos micdlicos. Los acidos micdlicos son
acidos grasos de cadena larga, constituidos por una cadena principal de entre 42 y 62
carbonos, denominada acido meromicdlico, una cadena mas corta de entre 22 y 26
carbonos en posiciéon a y un grupo hidroxilo en posicién B respecto al grupo carbonilo
(Figura 7). Mientras que la cadena de meromicolato usualmente contienen 2 posiciones que
pueden encontrarse ocupadas por dobles enlaces, anillos de ciclopropano u otros grupos
funcionales, las ca denas a alquil siempre se encuentran saturadas (Jankute et al. 2015; Liu
et al. 1996). En M. tuberculosis existen 3 tipos de acidos micélicos que se clasifican en
funcién del numero de insaturaciones y presencia de grupos funcionales con oxigeno en la

cadena meromicolato: a-micolatos, metoxi-micolatos y ceto-micolatos (Figura 7).
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Figura 7: Estructura general de los principales tipos de acidos
micdlicos presentes en M. tuberculosis. Tomado de Jankute et al
2015

La biosintesis de los dcidos micélicos requiere de dos complejos enzimaticos denominados
FASI y FASII (FAS, Fatty Acid Synthase). FAS | sintetiza de novo acidos grasos saturados de
cadena corta, de Cis-13 0 de Caz-26. Estos pueden utilizarse para formar la cadena a-alquilo
(C22-26), 0 bien actuar como un sustrato (Cie-.18) para la sintesis de dcidos meromicdlicos

(hasta Caz-62) por el complejo FAS-II. La conexion de los ciclos de FAS-I y FAS-Il esta dada por
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la enzima FabH, que cataliza la condensacion del acil-CoA proveniente de FAS-I con malonil-
ACP, para dar un intermediario B-cetoacil ACP. Este B-cetoacil ACP es posteriormente
reducido por MabA, deshidratado por las deshidratasas HadAB y HadBC y reducido por la
reductasa InhA. Este ciclo da como resultado la elongacién de la cadena en 2 carbonos, y es
continuado por las enzimas KasAB que catalizan la condensacién con unidades de malonil-
ACP para continuar con la extension. El ciclo de elongacién llevado a cabo por FAS-II,
continla hasta alcanzarse una cadena de meromicolato de Caz-62 (Bhatt et al. 2007; Jankute

et al. 2015).

Posteriormente, la cadena saturada de meromicolato sufre diversas reacciones que
alteraran la fluidez y permeabilidad de la pared celular, como la adicion de grupos
funcionales ceto y metoxi, y ciclopropanos en cis y trans. Finalmente, la cadena de
meromicolato es activada mediante la adicién de un AMP por Fab32, para dar meromicolil-
AMP, que es utilizado como sustrato para la fusién con la cadena a-alquil (Cz2-24)
proveniente de FAS-1, en una reaccion catalizada por la enzima Pks13 (Figura 8). El B-cetoacil
acido graso generado es reducido por CmrA, para dar lugar al acido micdlico maduro que
sera transportado a través de la membrana por MmpL3 para luego ser transferido a un

aceptor final como el arabinoglactano.
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Figura 8: Esquema de la sintesis de acidos micdlicos donde se observa la estructura de
los intermediarios y se indican las enzimas que participan en cada paso de la
catalisis. Tomado de Bhatt et al, 2007.

CRECIMIENTO Y DIVISION CELULAR

La proliferacién de los bacilos puede dividirse en dos etapas: elongacién de la célula madre
y division en dos células hijas. En la primera etapa, se produce la sintesis de envoltura celular
necesaria para la elongacién. En los bacilos modelo mas estudiados como Bacillus subtillis y
Escherichia coli, se han identificado multiples componentes de la maquinaria celular que
lleva a cabo este proceso, conocida con el nombre de elongasoma. En estabacterias, el
elongasoma se ensambla en torno a la proteina MreB, el homdlogo bacteriano de la actina
eucariota. MreB es una proteina asociada a membrana, que sirve como plataforma de
andamiaje para la maquinaria de sintesis de peptidoglicano (Shih and Rothfield 2006). MreB
forma complejos a lo largo de la célula que se trasladan de manera circunferencial,

otorgando a la sintesis de novo de pared un patrén helicoidal (Dominguez-Escobar et al.
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2011; Eraso and Margolin 2011; Garner et al. 2011). Las bacterias esféricas carecen de MreB
y cepas de B. subtilis y E. coli deficientes en MreB presentan forma de coco. Por tanto, MreB
es central para el crecimiento lateral y la morfologia de los bacilos (Jones, Carballido-Lopez,

and Errington 2001; Shi et al. 2018).

En la segunda etapa, posteriormente a la duplicacién del ADN, ocurre la formacién del
tabique o septo en el ecuador celular, donde ocurrird la constriccién que dara lugar a las
dos nuevas hijas. A la maquinaria celular responsable de este proceso se la conoce con el
nombre de divisoma y también ha sido ampliamente estudiada en los organismos modelo.
El divisoma se ensambla en torno a FtsZ, una proteina GTPasa que forma un anillo en la cara
citoplasmatica (anillo Z) de la membrana interna, y marca el sitio donde ocurrird la division
celular (Silber et al. 2020). Esta estructura sirve de plataforma para el posterior
reclutamiento de un repertorio de proteinas estructurales y accesorias de manera ordenada
para formar la maquinaria funcional de la divisidn celular. Las primeras proteinas reclutadas
participan principalmente en la estabilizacion del anillo Zy el anclaje de FtsZ a la membrana,
mientras que los componentes incorporados mas tardiamente son proteinas de membrana
involucradas en la sintesis del peptidoglicano septal y la degradacién de la pared celular
para la separacién de las dos células hijas (Cameron and Margolin 2024; Silber et al. 2020;
Vicente and Rico 2006). En los ultimos aiflos, muchos aspectos del ensamblaje del divisoma
bacteriano se han caracterizado ampliamente en organismos modelo como E. coli y B.
subtilis, incluida la identificacién de muchos, si no todos, sus componentes estructurales.

En micobacterias, tanto la composicidon de la envoltura como la maquinaria que lleva a cabo
su sintesis, y el proceso de divisidon celular en si mismo, difieren de los organismos mas
estudiados Mientras que los bacilos modelos como E. coli y B. subtillis crecen por
incorporacion de material de la pared a lo largo de todo el cuerpo celular, las micobacterias
no sdélo crecen desde los polos, sino que lo hacen en forma asimétrica, dando lugar a células
hijas de distinto tamafio (Joyce et al. 2012; Kieser and Rubin 2014; Meniche et al. 2014). En
esta modalidad de divisidn, la sintesis de envoltura celular avanza mas rapido en uno de los

polos en comparacion con el otro, siendo aquel que proviene de la madre (polo viejo) el que
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hereda la mayor parte de la maquinaria de sintesis, y, por tanto, el de crecimiento rdpido.
Por su parte, el polo recientemente formado a partir de la constriccidn del septo en el ciclo
celular precedente (polo nuevo) debe nuclear la maquinaria desde cero, y crece mas
lentamente (Aldridge et al. 2012; Joyce et al. 2012; Santi et al. 2013). A esto se suma el
hecho de que algunas células han heredado sistematicamente polos viejos, que fueron
formados varios ciclos de replicacidon atras, mientras otras portan polos formados en ciclos
de duplicacion mucho mas recientes. Estas células con polos antiguos, conocidas como
“aceleradoras”, no sélo poseen una tasa de crecimiento mds rdpido que aquellas que portan
polos mas jévenes, sino que, ademas, generan células mas largas. A estas células con polos
juveniles se las conoce como “alternadoras” (Figura 9) (Aldridge et al. 2012; Santi et al.

2013).
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Figura 9: Elongacion polar y division asimétrica, caracteristica de micobacterias. A
diferencia de lo que ocurre en la mayor parte de los bacilos, en los que el crecimiento se
da alo largo de toda la célula, la elongacidon de las micobacterias procede desde los polos
y en forma asimétrica. Como resultado, la divisidn celular da lugar a dos células hijas que
poseen diferencias en largo, composicién y susceptibilidad a antibidticos. Tomado de
Kieser et al, 2014.

Este patrén de crecimiento asimétrico vinculado a la herencia de maquinaria molecular,

contribuye a la heterogeneidad de la poblacidn en términos de tamafio celular, composicion
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de la envoltura y susceptibilidad a antibidticos: las células “aceleradoras” son mas
susceptibles a antibidticos que tienen como diana componentes de la maquinaria de
sintesis de la envoltura celular, como cicloserina y meropenem (que interfieren con la
sintesis de peptidoglicano) asi como isoniazida (que tiene como blanco la sintesis de acidos
micdlicos) (Aldridge et al. 2012). Esta estrategia de diversificacion poblacional le confiere a
la bacteria una ventaja evolutiva a la hora de lidiar con las condiciones hostiles y variables
encontradas en el hospedero y también posee un rol potencial en la progresion de la

enfermedad y la latencia.

El elongasoma de las micobacterias

El crecimiento desde los polos requiere una fina coordinacién de entre la sintesis y
degradacion de peptidoglicano, asi como de la correcta localizacion de la maquinaria
molecular encargada de estos procesos. En consonancia con las diferencias en el patron de
crecimiento micobacterial respecto a E. coli y B. subtilis, las micobacterias carecen de
homoélogos de varios de componentes bien caracterizados del elongasoma de dichos
organismos. Entre las proteinas ausentes en las micobacterias, se destaca MreB, el
homoélogo de actina responsable del ensamblaje de elongasoma de los bacilos modelo (Shih
and Rothfield 2006). La proteina Wag31 ha sido reconocida como un andamiaje alternativo
en estas bacterias que carecen de MreB (Figura 10). Wag31 se localiza principalmente en
los polos de la célula y sirve como una plataforma para organizar el elongasoma y reclutar
enzimas involucradas en la biogénesis de la envoltura celular (Jani et al. 2010; Kang et al.
2008; Meniche et al. 2014). Esta proteina también se localiza en el septo de las células en
divisién, donde se sugiere que desempefia un papel en la formacién del nuevo polo en las
células hijas (Santi et al. 2013).

Se ha demostrado que bacterias con niveles reducidos de Wag31 presentan un fenotipo
redondeado y problemas de crecimiento, mientras que la sobreexpresion de Wag31 genera
células ramificadas (Kang et al. 2008; Nguyen et al. 2007), sustentando su rol en la
elongacion celular. Aunque se ha caracterizado la interaccion de Wag31 con diversas

proteinas (Ginda et al. 2013; Plocinski et al. 2012; Sieger and Bramkamp 2015), algunas de
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ellas especificas de micobacterias, la mayoria de los componentes del elongasoma siguen
aun sin identificarse. En particular cabe destacar como proteina especifica de este grupo de
bacterias a la Cell-wall-synthesis protein A (CwsA) cuya interaccion con Wag31 tiene

importancia para la estabilidad y localizacién polar de Wag31 (Plocinski et al. 2012).

Peptidoglycan

Figura 10: El elongasoma micobacterial y sus componentes. El elongasoma se
encuentra anclado a los polos por Wag31, y es estabilizado por CwsA. PonAlcataliza
la incorporacidn de nuevas subunidades de peptidoglicano en los espacios creados
por las hidrolasas. Las transpeptidasas LdtA y LdtB trabajan en conjunto con PonAl
y probablemente con PonA2, generando el entrecruzamiento del peptidoglicano
entre dos alaninas (3-3) o un residuo de alanina con uno de acido diaminopimélico
(3-4). El enlace 3-3 sdlo ocurre en micobacterias. (Tomado de Kieser and Rubin
2014)

Por ultimo, existen pruebas convincentes de que los Mycobacteriales utilizan la fosforilacién
de proteinas para regular tanto la elongacidn celular como la divisidn, lo que representa
otra diferencia clave con respecto a los bacilos modelo (Bellinzoni et al. 2019; Molle and
Kremer 2010; Wehenkel et al. 2008). Diversas proteinas involucradas en el divisoma y/o el
elongasoma experimentan fosforilacion, incluidas Wag31 y FtsZ (Jani et al. 2010; Thakur and
Chakraborti 2006). Si bien el papel fisioldgico de estos eventos de fosforilacién sigue siendo
en gran medida desconocido, se ha visto que la expresion de una version fosfomimética de
Wag31 estimula la actividad enzimatica de MraY y MurG, dos proteinas relacionadas a la

sintesis del precursor de peptodiglicano, el lipido Il (Jani et al. 2010).
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El divisoma de las micobacterias

Una vez que la bacteria ha alcanzado cierto largo, ocurre la divisidon celular. El complejo
encargado de llevar a cabo este proceso se conoce con el nombre de divisoma, y esta
compuesto por proteinas estructurales, proteinas reguladoras, peptidoglicano sintasas e
hidrolasas, y proteinas similares a las de citoesqueleto eucariota. Se piensa que la
maquinaria de sintesis de peptidoglicano se traslada desde los polos hacia la zona central
de la bacteria, punto donde ocurrira la formacién del tabique o septo y posteriormente la
constriccién celular que dara lugar a las hijas. A diferencia de lo que ocurre en otras
bacterias, las micobacterias carecen de las reglas moleculares conocidas en otras bacterias,
responsables de situar el septo en el medio de la célula (Donovan and Bramkamp 2014;
Kieser and Rubin 2014). Como consecuencia el mismo se puede encontrar en una zona

altamente variable, de entre el 20 y el 80% del largo total de la célula.

La formacidén del septo se inicia con la polimerizacién del “anillo Z” que actia como puesto
de andamiaje de las proteinas estructurales que conforman el divisoma. La polimerizacién
y constriccién del anillo Z son procesos en los que participan varias proteinas reguladoras:
Por un lado, la fosforilacion de FtsZ por la Ser/Thr quinasa PknA, reduce la hidrdlisis de GTP
in vitro, necesaria para el ensamblaje del anillo Z (Thakur and Chakraborti 2006). Por otro
lado, la sobrexpresidon de cada una de las proteinas regulatorias MinD-like (Rv3660), la
proteasa ClpXy la proteina con dominio LysM ChiZ da lugar a células hijas alargadas (Kieser
and Rubin 2014).

Dentro de las proteinas estructurales del divisoma se encuentran FtsQ, CrgA, CwsA y FtsW
(Donovan and Bramkamp 2014; Kieser and Rubin 2014). FtsQ interactia con CrgA, quien es
responsable del reclutamiento de las peptidoglicano sintasas PBPA y PBPB (Plocinski et al.
2012) (Figura 11). CrgA, también interactta con la proteina CwsA, coordinando los procesos
de elongacion y divisidn celular para asegurar que la formacién del septo ocurra luego de
que la célula alcanza cierto tamafio (Plocinski et al. 2012, 2013). Finalmente, FtsZ también

interactya con el dominio citoplasmatico de FtsW, quien interactla a través del dominio
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extra-citoplasmatico con la peptidoglicano sintasa PBPB. De esta manera, mediante la
interaccion FtsZ-FtsW-PBPB, se coordinan los eventos de sefializacion intracelulares con lo

que ocurre en la pared celular (Figura 11) (Datta et al. 2006).

Luego del ensamblaje del anillo Z, ocurre la formacidn del septo. En este proceso participan
las peptidoglicano sintasas PonAl, PBPA y PBPB, siendo PonAl la Unica bimodal, es decir
que participa en la sintesis de septo asi como en la elongacidn polar (Hett et al. 2010). PBPB

por su parte, también interactia con la proteina de andamiaje del elongasoma Wag31,

Figura 11. El divisoma micobacterial. La formacidn del septo es iniciada con la polimerizacidon
de FtsZ para dar lugar a la formacién del anillo Z, que es estabilizado por FhaB. Las proteinas
Rv3660, ClpX, ClpP, ChiZy PknA regulan la polimerizacién de FtsZ. El anillo X actua como sitio
de andamiaje para las proteinas FtsW, FtsQ, CrgA y CwsA. Las peptidoglocano sintasas PBPA,
PBPB y PonAl sintetizan el septo mientras que las hidrolasas RipA y RpfB, son encargadas
del clivaje de peptidoglicano que da lugar a la constriccidn y particion en dos células hijas.
Probablemente FtsX y FtsE actuan a nivel de la regulacidon de este proceso. (Tomado de
Kieser and Rubin 2014).

probablemente en la transicidn de septo a polo. Al igual que ocurre con la interaccion CrgA-
CwsA, la interacciéon Wag31-PBPB tendria un rol de intercambio de informacién entre
elongasoma y divisoma: se ha visto que Wag31 se traslada desde los polos al septo, apenas

ocurre la formacién de este, se cree que con la finalidad de nuclear la maquinaria del
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elongasoma en el polo naciente para el proximo ciclo de divisidon celular (Mukherjee et al.

2009).

La sintesis del septo culmina con la constriccién del mismo para dar lugar a dos células hijas.
Las enzimas encargadas de realizar la degradacién de peptidoglicano necesaria para que
este proceso ocurra son hidrolasas de peptidoglicano RipAy RpfB (Hett et al. 2010) La accién
de estas dos enzimas es compensada por PonAl a través de competencia por la unién a
RpfB. Esta competencia entre RipA y PonA por RpfB, evita que la hidrdlisis del septo ocurra
prematuramente, lo cual tendria efectos catastréficos para la bacteria (Hett et al. 2010).

En los ultimos afios se han identificado nuevos integrantes del divisoma de los
Mycobacteriales, usando Corynebacterim glutamicum como modelo: Glp (gephyring-like
protein) y GlpR (gephyring-like protein Receptor) (Martinez et al. 2023). Glp y GlpR forman
un complejo que actla como un puente entre el divisoma y el elongasoma en formacién en
medio de la célula en division. Mientras que Glp interactia directamente con FtsZ, su
receptor de membrana, GIpR, interactia con Wag31l, poniendo en evidencia la
comunicacion que ocurre en el septo entre la maquinaria de divisidn y elongacion (Martinez
et al. 2023). Sin embargo, el conocimiento actual acerca de la composicién del elongasoma
y divisoma de los Micobacteriales, asi como su regulaciéon por Ser/Thr quinasas de proteinas

fosforilacién es aun muy limitada.

Ser/Thr QUINASAS DE PROTEINAS EN M. tuberculosis

El genoma de M. tuberculosis codifica para 11 Ser/Thr quinasas de proteinas, denominadas
PknA a PknL (Cole et al. 1998), la mayoria de las cuales son proteinas de membrana, con un
dominio quinasa intracelular conectado por un segmento transmembrana con un dominio
extracelular que posiblemente tenga un rol sensor (PknA, PknB, PknD, PknE, PknF, PknH,
Pknl, PknJ y PknL) (Av-Gay and Everett 2000; Wehenkel et al. 2008). Solo dos de estas
quinasas (PknG y PknK) son citosdlicas. Por otro lado, cuatro de ellas (PknA, PknB, PknG y

PknlL) estan estrictamente conservadas en el orden Mycobacteriales, incluyendo
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Mycobacterium leprae, que ha sufrido una importante reduccién gendmica (Cole et al.

2001), indicando su posible relevancia para la fisiologia de las micobacterias.

PknA y PknB, son dos Ser/Thr quinasa esenciales para el crecimiento de M. tuberculosis, y
ambas son parte de un mismo operdn conservado relacionado a la morfologia y divisién
celular (Boitel et al. 2003; Fernandez et al. 2006). La sobreexpresién de estas quinasas de
proteinas en micobacterias provoca alteraciones significativas en el crecimiento y la
morfologia celular, (sugestivas de defectos en la sintesis de la pared celular), asi como en
los procesos de elongacién y division celular (Kang et al. 2005). Se ha reportado que ambas
enzimas son capaces de fosforilar in vitro componentes clave de la maquinaria de divisién
celular, incluyendo FtsZ (Kang et al. 2005; Schultz et al. 2009; Thakur and Chakraborti 2006).
PknG es también una Ser/Thr quinasa de proteinas estrictamente conservada en los
Mycobacteriales, para cual se han postulado roles tanto en la fisiologia de la bacteria como
en su interaccion con el hospedero. En este trabajo nos centramos en dos sustratos de esta

Ser/Thr quinasa identificados por nuestro grupo de trabajo.

PknG

PknG es una de las dos Ser/Thr quinasas citosélicas de M. tuberculosis y cumple un papel
fundamental tanto en el crecimiento de la bacteria en cultivo como en su virulencia en
modelos de infeccidon de ratén (Cowley et al. 2004; Tiwari et al. 2009; Walburger et al. 2004).
Desde el punto de vista estructural, esta enzima posee caracteristicas muy particulares.
Ademas del dominio catalitico quinasa conservado, PknG posee dominios N- y C- terminales
con funciones aun poco conocidas (Lisa et al. 2021; Scherr et al. 2007). El extremo N-
terminal contiene un dominio rubredoxina caracterizado por la presencia de cuatro
residuos de cisteina conservados que coordinan un ion metalico, generalmente hierro
(Figura 12) (Scherr et al. 2007). Si bien este motivo participa en reacciones de transferencia
de electrones en diversas bacterias, su rol en PknG recién comienza a ser dilucidado
(Hagelueken et al. 2007; Lisa et al. 2021). La secuencia C-terminal de PknG contiene un

motivo tetratricopéptido (TPR), un mddulo proteico que participa en interacciones
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proteina-proteina tanto en procariotas como en eucariotas (Blatch and Lassle 1999). Por
otro lado, nuestro grupo demostré que PknG es capaz de autofosforilar su extremo N-
terminal en tres residuos de Thr especificos (O’Hare et al. 2008). Este patrdon de fosforilacidon
es estructural y funcionalmente diferente al reportado previamente para las Ser/Thr
quinasa de membrana de M. tuberculosis (Boitel et al. 2003; Duran et al. 2005; O’Hare et al.
2008; Villarino et al. 2005a). Mientras que la autofosforilacién de estas ultimas ocurre en el
loop de activacidon dentro del dominio quinasa y tiene un importante papel en la regulacion
de la actividad, la autofosforilaciéon de la secuencia N-terminal de PknG no modifica su
actividad enzimatica. Por el contrario, el control de la actividad quinasa pareceria estar a
cargo del dominio rubredoxina, como lo demuestran estudios estructurales y cinéticos
recientes de nuestro grupo de trabajo (Gil et al. 2019; Lisa et al. 2021). Estos residuos
autofosforilados, tanto en las quinasas de membrana como en PknG, juegan un papel
fundamental en el reclutamiento de sustratos con dominios de reconocimiento especifico

(England et al. 2009; O’Hare et al. 2008; Villarino et al. 2005b).

Figura 12: Representacion tridimensional del dimero de PknG de M. tuberculosis. La
estructura corresponde a una forma truncada, donde faltan los 74 aminoacidos iniciales
(Tomado de Scherr, N., et al, 2007). En verde se observa el dominio quinasa con actividad
catalitica, en azul el dominio tetratricopéptido involucrado en interacciones proteina-
proteina y en rojo el dominio rubredoxina, exclusivo de procariotas y que participa en
reacciones de transferencia de electrones.
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Si bien el rol funcional de PknG es todavia un tema de debate, evidencias experimentales
aportadas por distintos grupos de investigaciéon permiten una primera aproximacién a los
procesos regulados por PknG. Por un lado, esta quinasa controla procesos relacionados con
la virulencia y sobrevida en el hospedero. Se demostré que ratones SCID infectados con una
cepa donde el gen que codifica para PknG fue eliminado, presentan un retardo en la
mortalidad con respecto a ratones infectados con la cepa nativa (Cowley et al. 2004). Del
mismo modo, micobacterias deficientes en PknG presentan menor viabilidad tanto in vitro
como en modelos de infeccion de ratones BALB/c (Cowley et al. 2004). Ademads, se
demostré que mientras que M. tuberculosis es capaz de sobrevivir en macréfagos
infectados, cepas deficientes en PknG son rapidamente degradadas en fagosomas maduros
(Tiwari et al. 2009; Walburger et al. 2004). Estos resultados permitieron postular la
participacién, directa o indirecta, de PknG en la inhibicidon de la fusidn fagolisosomal,
aunque esto es aln un tema de debate en el drea. En este mismo sentido, se demostré que
la sobreexpresidon de PknG en una micobacteria no patdgena, que en condiciones normales
es rapidamente destruida, permite la sobrevida dentro del macréfago (Houben et al. 2009).
Si bien se ha postulado que este efecto estda mediado por la actividad quinasa de PknG, los
sustratos fosforilables en la bacteria o el hospedero responsables del mismo son poco
conocidos.

Por otra parte, nuestro grupo demostré que PknG juega ademas un papel fundamental en
el metabolismo bacteriano, y que este efecto estd mediado por la fosforilacién de un
sustrato enddégeno de las quinasas de micobacterias denominado GarA
(“GlycogenAccumulatorRegulator A”) (O’Hare et al. 2008; Villarino et al. 2005b). GarA es
una proteina que contiene un dominio FHA que reconoce especificamente residuos de Thr
fosforilados, y este dominio participa en la interaccidén con los sitios autofosforilados de las
Ser/Thr quinasas (O’Hare et al. 2008; Villarino et al. 2005b) (Figura 13). Se ha demostrado
gue GarA controla la actividad de enzimas clave en el metabolismo del glutamato y el ciclo
de los acidos tricarboxilicos en forma dependiente de su estado de fosforilacion. GarA
inhibe dos enzimas fundamentales del metabolismo del glutamato: 2-oxoglutarato-

deshidrogenasa (KGD) y glutamato-deshidrogenasa dependiente de NAD+ (GDH) (O'Hare et
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al 2008). En forma sinérgica GarA activa la enzima Glutamato Sintasa (GOGAT) (Nott et al.
2009; Ventura et al. 2013) (Figura 13). La actividad de GarA y sus interacciones estan
reguladas por PknG: PknG fosforila un residuo de treonina en el extremo N-terminal de
GarA, y esta fosforilacion induce un cambio conformacional en GarA mediada por la
interaccidon intramolecular entre el residuo fosforilado de GarA y su dominio FhaA.
impidiendo que se una a sus dianas metabdlicas (Figura 13) (England et al. 2009). En el
estado fosforilado, GarA pierde su capacidad de inhibir la KGD y de activar la GDH (O’Hare
et al. 2008).

GarA GarA

24

GarA
PknG PknG PknG  (P) PknG @

PknG autofosforilada reclutamiento del fosforilacién del autorreconocimiento del
sustrato sustrato residuo fosforilado

GarA

ciclo de los acidos isocitrato l ©
tricarboxilicos GDH

5N\
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Figura 13 (A) Modelo de interaccion entre PknG y GarA. PknG se autofosforila en su extremo N-
terminal en un residuo especifico de Thr, el cual es reconocido por el dominio FHA de GarA
(reclutamiento del sustrato). Esta interaccion lleva a la fosforilacién de GarA también en el extremo
N terminal (fosforilacién del sustrato) y el posterior auto reconocimiento de su propio sitio de
fosforilacion. Esto lleva al apagado de todas las interacciones mediadas por el dominio FHA de
GarA. (B) efecto de GarA sobre tres enzimas relacionadas al metabolismo del glutamato. La
interaccion de GarA con las enzimas ocurre solo en su estado no fosforilado.

Por otro lado, el estudio de micobacterias deficientes en GarA demostrd que las mismas

son rapidamente destruidas dentro del macréfago, y tienen dificultad para crecer in vitro
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en medios pobres en aminodcidos, condiciones nutricionales a las que también se debe

enfrentar la bacteria dentro del fagosoma (Ventura et al. 2013).

Con el fin de descubrir nuevas rutas de sefializacién reguladas por PknG, nuestro equipo
desarrolld una estrategia basada en cromatografia de afinidad acoplada a espectrometria
de masa que permitié identificar interactores/sustratos in vitro de esta quinasa en la
micobacteria. Brevemente, se inmovilizd PknG recombinante en un soporte sélido y fue
incubada con extractos citosdlicos de M. smegmatis MC? 155. Basados en las caracteristicas
estructurales uUnicas de esta enzima, se utilizaron eluciones diferenciales para recuperar
secuencialmente posibles sustratos de la quinasa, interactores con afinidad por residuos
autofosforilados en la enzima, y finalmente proteinas retenidas por interaccién con otros

dominios de PknG (Gil et al. 2019) (Figura 14).

M. smegmatis phosphorylation dephosphorylation unspecific
protein extract conditions conditions conditions
et Ve n V& E2 e £3
immobilized
protein

Figura 14. Estrategia experimental para la purificacidon de sustratos e interactores de PknG in vitro. Se
inmovilizé PknG sobre un soporte sélido y se incubd con un extracto de proteinas citosdlicas de
micobacterias. Se ensayaron condiciones de elucidn secuencial y diferencial de manera de obtener
interactores de distintos dominios de la quinasa. En un primer paso (E1) utilizando condiciones de
fosforilacion (ATP y MnCl2) se eluyen sustratos que se liberan una vez fosforilados (O'Hare et al, 2008).
En una segunda etapa (E2) se eluyé utilizando fosfatasa alcalina y por tanto en estas condiciones se
recuperan todas las proteinas cuyas interacciones estan mediadas por residuos fosforilados.
Finalmente se utilizaron condiciones de elucidn inespecificas (acetonitrilo/dcido férmico) para
recuperar el resto de las proteinas retenidas por posible interaccion con otros dominios de PknG. Las
proteinas eluidas se identificaron por espectrometria de masa. (Gil et al, 2019).

Todas ellas representan posibles nuevos sustratos de PknG a través de los cuales la quinasa
podria mediar la sobrevida en el hospedero. De esta manera, se identificaron 66
interactores directos o indirectos de PknG, (Gil et al. 2019) incluidos los 2 sustratos
previamente reportados: la proteina ribosomal 50S L13 (Wolff et al. 2015) y GarA (O’Hare

et al. 2008), lo cual valido la estrategia experimental. Entre las proteinas que surgen como
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interactores de PknG, se encuentran dos de ellas, que son el foco del presente trabajo:
Glutamina sintetasa (GInAl) y la proteina Forkhead associated domain A (FhaA), que al igual

gue GarA, contiene un dominio de reconocimiento de fosofotreoninas.

Con el fin de confirmar a FhaA como sustrato de PknG, se obtuvo FhaA como proteina
recombinante y se utilizéd en ensayos de Resonancia Plasmdnica de superficie. En estos
estudios se observd que mientras que PknG fosforilada forma un complejo estable con FhaA
inmovilizada, una version truncada de PknG carente de los sitios de fosforilacion (PknG

A73), es incapaz de unirse a FhaA (Figura 15) (Gil et al. 2019).
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Figura 15: Grafico de Resonancia plasmonica de superficie mostrando la interaccion de
FhaA inmovilizada en el chip con PknG fosforilada (negro) y una version truncada de
PknG carente de los sitios de fosforilacion (rojo).

Para complementar los resultados anteriores, se evalué a FhaA como sustrato de PknG in
vitro. La FhaA recombinante fue incubada con PknG en condiciones de fosforilacion. FhaA
fue previamente sometida a tratamiento con fosfatasa alcalina para eliminar cualquier
posible fosforilacidon enddgena. Estos extractos se sometieron a andlisis por espectrometria
de masa y se identificaron 2 sitios de fosforilacidon en el N terminal, correspondientes a la
Thrigy T116 (Figura 16) (Gil et al. 2019).

En su conjunto, estos resultados validan a FhaA como sustrato e interactor de PknG, y abren
la posibilidad de que represente una de las proteinas a través de las cuales la quinasa ejerce

su efecto sobre la fisiologia de la bacteria.
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Figura 16: Sitios de fosforilacién de FhaA por PknG. Los iones que presentan
fosforilacion se muestran en color verde, en rojo los iones b y en azul los y. A-
Espectro MS/MS del péptido FEQSSNLHpT116GQFR (MH* = 16300.79 Da). B-
Espectro MS/MS del péptido KLEQpT18VGDAFAR (MH* = 1414.94 Da).

Para completar la validacién de los candidatos, llevamos a cabo estudios de protedmica
comparativa entre una cepa nativa de M. tuberculosis (wt) y una cepa con deficiencia en
PknG (ko) (Gil et al. 2019). La estrategia de 2D-DIGE fue utilizada para la deteccién de
isoformas fosforiladas. Esta estrategia se basa en la separacién de proteinas en geles
bidimensionales con deteccion de fluorescencia diferencial. Brevemente, extractos
proteicos de cada cepa fueron marcados con fluoréforos distintos y se separaron en un
mismo gel 2D. Mediante el uso de un software de analisis de imagenes especifico para el
sistema 2D-DIGE se detectaron spots diferenciales entre las cepas. La identidad de aquellas
proteinas que surgieron como diferenciales se determind mediante espectrometria de

masa.
En forma consistente con los resultados interactémicos, GarA y GInA1 fueron identificadas

en “trenes de spots” diferenciales (Figura 17). El andlisis de los geles muestra que la

isoforma no fosforilada de GarA (de mayor pl) esta sobrerrepresentada en la cepa ko para
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A WT (green) / ApknG (red)

Figura 17. Gel de DIGE representativo donde se comparan los spots presentes en un extracto total
de proteinas de la cepa nativa (wt) y deficiente en pknG (ko). Las proteinas provenientes de las cepas
wt y ko se separaron en geles de gradiente de pH 4-7 y 12% de acrilamida, y se detectaron
diferencialmente sobre el mismo gel: verde: wt (Cy5); rojo: ko (Cy3). Los spots diferenciales que
exhiben patrones consistentes con cambios en la fosforilacion se encuentran indicados con
numeros. Los spots superiores (6-13) corresponden a isoformas de GlnaAl mientras que los
inferiores (1-5) corresponden a GarA. Figura tomada de Gil et al, 2019

PknG, mientras que las isoformas fosforiladas estan disminuidas con tasas de cambio de
hasta 8.7.

Por otra parte, se observa que mientras que el spot de GInA1l de mayor punto isoeléctrico
(pl) se encuentra incambiado en ambas condiciones, los spots con menor pl estan
subrepresentados en la cepa ko (Gil et al. 2019). Este patrén de trenes es caracteristico de
proteinas que presentan modificaciones postraduccionales que cambian el punto
isoeléctrico, como lo es la fosforilacion. Sin embargo, el/los sitios de fosforilacion de GInAl
no pudieron ser identificados. La deteccién de fosfopéptidos por espectrometria de masa,

sin un paso previo de enriquecimiento, es dificil debido a la supresidon idnica por péptidos
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no modificados y la pérdida del grupo fosfato durante su analisis (Dephoure et al. 2013;
Mann et al. 2002). Por tanto, estos resultados validan la estrategia experimental (a través
de la identificacidn de los sitios de fosforilaciéon de GarA) y postulan a GInA1 como nuevo
sustrato de PknG. Curiosamente, ambas proteinas estan relacionadas al metabolismo del

nitréogeno en la bacteria.

GInAl

La Glutamina sintetasa, (también conocida como y glutamil-amonio ligasa). GInA1 cataliza
la sintesis de L-glutamina a partir de L-glutamato y ATP, y junto con la enzima GOGAT
cumple un rol fundamental en la asimilacién de nitrégeno, siendo esta la principal via de
asimilaciéon de amonio, ya que en M. tuberculosis la glutamato deshidrogenasa es
fundamentalmente catabdlica. (Tullius, Harth, and Horwitz 2003) (Figura 18).

Existen 4 isofomas de Glutamina sintetasa en M. tuberculosis, denominas GInAl, GInA2,
GInA3 y GInA4, de las cuales las cuales GInA2 sintetiza D-glutamina y D-isoglutamina,
aminodacidos necesarios para la sintesis de pared celular, mientras que GInAl, GInA3 y
GInA4 sintetizan L-glutamina. De estas 3 isoformas, GInA1l es la Unica que es esencial para
el crecimiento in vitro y la que se expresa en mayores niveles, siendo su tasa de expresion
es entre 9 y 15 veces mas alta que la del resto (Harth et al. 2005). El gen codificante para
GInA1 consta de 1437 pares de bases, y codifica una proteina de 57.3 KDa, correspondiente
a 487 aminoacidos, y la forma activa es dodecamérica (Xu et al. 2023).

GInA1 fue tempranamente reconocida como un factor de virulencia muy importante en M.
tuberculosis (Harth and Horwitz 1999; Tullius et al. 2003). La inhibicion de GInA1l afecta el
crecimiento de bacterias en cultivo y en macrdfagos (Harth et al. 2000; Harth and Horwitz
1999). Mds aun, la inactivacion del gen de GInAl permitié demostrar que esta enzima no
solo es esencial para el crecimiento de M. tuberculosis en macréfagos sino también para la
virulencia en modelos animales (Tullius et al. 2003). En micobacterias patégenas, GInAl
posee la particularidad de ser secretada al interior de fagosomas de monocitos infectados,
afectando el pH del fagosoma y la fusién fagolisosomal (Harth, Clemens, and Horwitz 1994).

GInAl también es secretada al medio extracelular, y esta actividad cumple un papel
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importante en la sintesis de poli-L-glutamato/glutamina, un polimero de la pared celular
que corresponde al 10% de la pared celular de las micobacterias patdgenas y es
fundamental para la patogénesis (Harth et al. 2000; Tripathi, Chandra, and Bhatnagar 2013;
Xu et al. 2023).

La actividad de GInAl estd finamente regulada tanto a nivel transcripcional como
postraduccional (Amon, Titgemeyer, and Burkovski 2009; Harper et al. 2008; Harth and
Horwitz 1997; Mehta et al. 2004) En particular, la adenililacion en un residuo especifico de
Tyr es una modificacidon postraduccional bien caracterizada que resulta en cambios
importantes en la actividad enzimatica. En condiciones de disponibilidad de nitrégeno, y
con el fin de evitar la disminucidn de los niveles intracelulares de glutamato, GInAl es
adenilada y como consecuencia disminuye su actividad (Mehta et al. 2004). El estado de
adenililaciéon (y por tanto la actividad) de GInAl es controlado por GInE, una adenilil-
transferasa que es capaz tanto de incorporar como de remover la adenililacion a la GInAl
(Carroll, Pashley, and Parish 2008) (Figura 18). La posible regulacién de la actividad de GInA1
por fosforilacion es un aspecto novedoso, y resulta llamativo que haya pasado
desapercibido en una enzima tan estudiada. Sin embargo, reportes previos apoyan nuestros
resultados, ya que esta enzima se encontrd por primera vez fosforilada en micobacterias en
estudios fosfoprotedmicos (Kusebauch et al. 2014).

El modelo actual, junto con nuestros resultados recientes, permiten postular que PknG
regula el cruce de rutas de la asimilacién de nitrogeno y degradacion de glutamato a través
de la fosforilacion de GarA y GInA1l (Figura 18). Estos procesos deben estar finamente
regulados para permitir un balance entre sintesis y degradacion de intermediarios
nitrogenados y asegurar la sobrevida en condiciones de deficiencia de nutrientes.
Resultados previos apoyan esta hipdtesis, ya que fue reportado que cepas deficientes en
PknG presentan niveles de glutamina y glutamato al menos tres veces superiores a los de la
cepa nativa(Cowley et al. 2004). Durante su estadia en el interior del macréfago, las
micobacterias deben sobrevivir y multiplicarse en condiciones extremas de pH, presencia

de radicales libres y escasa disponibilidad de oxigeno y nutrientes.
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Sin embargo, aun estamos lejos de comprender el rol que la fosforilacién de estas proteinas
cumple en la adaptacién de M. tuberculosis al medio intracelular. Estos datos serian
relevantes considerando que tanto PknG como GarA y GInAl son esenciales para la
sobrevida de la bacteria en el hospedero (Tullius et al. 2003; Ventura et al. 2013; Walburger
et al. 2004)
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Figura 18. Regulacién por PknG del metabolismo del Nitrégeno en micobacterias. La glutamina
sintetasa, GInA1l es responsable de la asimilacién de amonio a través de la sintesis de L-glutamina. La
glutaminay el 2-oxoglutarato son sustratos de la GOGAT, enzima que cataliza la sintesis de glutamato.
Por otro lado, la glutamato deshidrogenasa (GDH) cataliza la desaminacion oxidativa del glutamato,
dando como producto 2-oxoglutarato que puede entrar en el ciclo de Krebs. Existen distintos
mecanismos que regulan el balance entre la asimilacién de nitrégeno y la degradacion de glutamato.
En condiciones de exceso de nitrégeno, la enzima GInE adenilila un residuo de Tyr especifico de GInAl
e inhibe su actividad enzimatica. Por otro lado, en condiciones de deprivaciéon de nitrégeno, GInE
cataliza la deadenililacion de GInAl. A su vez, PknG regula esta via actuando a través de la
fosforilacion de la proteina GarA. GarA desfosforilada interactia con varias enzimas involucradas en
esta via regulando la actividad de las mismas. Por un lado, inhibe la GDH y KGD y por otro activa
GOGAT. La fosforilacién de GarA por PknG lleva a la supresion de las interacciones moleculares con
estas enzimas y los efectos sobre la actividad de las mismas. Nuestros resultados preliminares
apuntan a que PknG también regularia otra enzima clave de este proceso, GInAl. (adaptado de Gouzy
et al, 2014).
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FhaA

Fha es una proteina multidomonio, que posee una estructura semejante a las proteinas de
andamiaje eucariotas. Esta conformada por 526 aminodcidos y presenta un dominio C-
terminal FHA que reconoce especificamente treoninas fosforiladas. Este dominio se une
mediante una region flexible de unos 300 aminoacidos a un dominio globular N-terminal de
aproximadamente 130 aminodcidos de largo, cuya funcién es desconocida (Roumestand et
al. 2011).

El gen que codifica para FhaA forma parte del operdn altamente conservado, relacionado a
la division celular. En él se encuentran genes que codifican proteinas relacionadas a la
morfologia, el crecimiento y division celular (RodA y PbpA), dos Ser/Thr quinasas de
proteinas (PknA y PknB) y la Unica fosfatasa de de fosfoserinas y fosfotreoninas del genoma
(PstP), ademas de la proteina de funcién desconocida FhaB (Figura 19) (Fernandez et al.

2006; Wehenkel et al. 2008).
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Figura 19: En la figura se observa la sintenia de los genes que comparten
operdn con FhaA y sus regiones flanqueantes. Este operdn también se
encuentra conservado en la mycobacteria Corynebacterium
glutamicum y esta compuesto por los genes codificantes para dos
proteinas con dominio FHA (FhaA y FhaB) dos Ser/Thr quinasas (PknA'y
PknB), proteinas de division y elongacién celular (RodA y PbpA) vy la
Unica fosfatasa de Ser y Thr del genoma. Tomado de Fernandez et al,
2006.

Trabajos previos apuntan a que FhaA participaria en la regulacién de la biosintesis de pared
celular a través de su interaccién con dos sustratos de PknB, Mvin y CwIM. Se ha propuesto
gue su interaccién con el dominio pseudoquinasa de la flipasa de Lipido Il Mvin es capaz de
inhibir la traslocacién de precursores de peptidoglicano desde el citosol al espacio
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periplasmico, y que la disminucién de los niveles celulares de FhaA causa una acumulacién
de peptidoglicano en los polos y septos, ademas de alterar considerablemente la morfologia
celular (Gee et al. 2012). También se ha visto que FhaA es capaz de interactuar con la forma
fosforilada de CwIM, y se propuso que podria regular la biosintesis de precursores del
peptidoglicano (Turapov et al. 2018). En contraste con la posible inhibicion de la
traslocacion de precursores de peptidoglicano, una cepa knockout para fhaA presenta un
fenotipo en que las células son mas cortas (G. Viswanathan et al. 2017), apuntando a que
FhaA seria necesaria para el crecimiento. Por lo tanto, si bien los datos disponibles apuntan
a la participacion de FhaA en la sintesis de peptidoglicano, la morfologia celular y la divisidn

celular, aun se desconocen los mecanismos moleculares y el rol de FhaA en estos procesos.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Nuestra hipétesis de trabajo es que GInA1l y FhaA representan nuevos sustratos de PknG
gue cumplen roles importantes y aun desconocidos en las via de sefializacién de esta
quinasa.

El objetivo general de este trabajo fue realizar una caracterizacién bioquimica y funcional
de estas proteinas para aportar a nuestro entendimiento de su rol en las micobacterias,
asi como su posible regulacién por fosforilacién de proteinas.

Para ellos se plantearon los siguientes obejtivios especificos:

1. Caracterizar GInA1l como sustrato de PknG y evaluar el rol de esta fosforilacion en
su actividad in vivo e in vitro

2. Investigar el papel que cumple FhaA en las micobacterias y su posible regulacion
por fosforilacion.
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MATERIALES Y METODOS
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Seccion GInAl

Bacterias y plasmidos:

Se utilizaron cepas de Mycobacterium smegmatis mc2 o derivadas de la misma, las cuales
se crecieron en medio liquido 7H9 o Sauton, a 37 °Cy 220 rpm y fueron colectadas en fase
exponencial (DOgp0=0.8). La cepa derivada de la mc2 155 fue generada por transformacién
con el vector de expresién pML2031 (Forrellad et al. 2014) conteniendo el inserto para la
expresion del gen de gInAl (Rv2220) de Mycobacterium tuberculosis bajo el control de un
promotor inducible por isovaleronitrilo 0.5 mM. Dicha construccién fue disefiada y clonada
por Marina Forrellad (INTA-Castellar) reemplazando el codén de inicio GTG por ATG para
asi generar un sitio de corte para Ndel y eliminando el c6dén de stop y adicionando 6 pb
para generar un sitio ECORV que se encuentra antes de los tags que estan en C-terminal,
uno de hemaglutinina (HA) y otro de histidinas. Los stocks fueron almacenados a -80 en
glicerol 15% y se estriaron placas de medio 7H10 para su uso cotidiano. Los medios fueron
adicionados con 100 pg/mL de ampicilina y/o higromicina 50 pug/mL en caso de ser
necesario.

Para la produccidn de GInAl recombinante se transformaron cepas de Escherichia coli BL21
DH5a y BL21 (DE3) Plys con el vector pCR T7 TOPO conteniendo distintas versiones (WT,
SxA, SxE) de gInAl de Mycobacterium tuberculosis fusionadas a un tag de 6 histidinas en la
posicion N-terminal. La version del plasmido portadora de gIinA1 WT (Rv2220) fue provista
por S. Mowbray (Studier 2005). Las cepas mutantes SxA y SxE fueron generadas en el
laboratorio del Dr. Pedro Azari. La cepa BL21 DH5a se utilizé para amplificar el plasmido y
la cepa BL21 (DE3) PlysS para la produccion de proteina propiamente dicha. Ambas cepas
fueron transformadas mediante shock térmico. Se hicieron células quimicamente
competentes utilizando CaCl; y se incubaron con el pldsmido pCR T7 TOPO conteniendo las
distintas versiones de glnAl durante 30 min a 4 °C seguido de un choque térmico a 42 °C
por 45 s. Las bacterias se recuperaron durante 1h en medio liquido LB conteniendo 100

ug/mL ampicilinay luego fueron plagueadas en LB sélido. Las cepas fueron mantenidas para
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su uso cotidiano en placas de LB agar suplementado con ampicilina 100 pg/mL y en stocks
de LB con 15% de glicerol para su criopreservacion.

Para la produccion de PknG recombinante se transformo E. coli BL21 DE3 con el plasmido
pET28 conteniendo la secuencia de PknG de Mycobacterium tuberculosis fusionada a un tag
de histidinas y un sitio de corte para TEV (O’Hare et al. 2008). La transformacién de células
quimicamente competentes se llevé a cabo como se describidé previamente para GInAl. Las
bacterias se mantuvieron en placas de LB conteniendo 50 pg/mL de kanamicina y en stocks

con 15% de glicerol para su criopreservacion.

Produccidon de proteinas recombinantes en E. coli

GInAl

Se llevé a cabo la produccién de proteina recombinante de tres formas distintas de GInA1:
la version WT, una versiéon fosfomimética en el residuo de Ser 57 (S x E) y una versién
fosfoablativa de dicha Ser (S x A). La produccién y purificacidon de estas proteinas se llevo a
cabo durante una pasantia en la Unidad de Microbiologia Estructural del Instituto Pasteur
de Paris. Para ello se largaron preindculos en medio 2YT suplementado con NPS (NaxHPO4
50 mM, NazHPO4 50mM, NH4SO4 25mM), glucosa 0.8%, MgS04 20 mM y ampicilina 100
ug/mL. Luego de 6 h estos preindculos se utilizaron para inocular medio 2YT suplementado
con ampicilina, MgS0a4 y 5052 (glicerol 0.5%, glucosa 0.05%, lactosa 0.2%). Este cultivo se
crecié a 37 °C durante 4 hy a 20 °C overnight (ON).

Se realizaron Pruebas de expresién sobre 1 mL de cultivo. El pellet correspondiente a este
volumen se resuspendid en 1 mL de buffer de lisis (Hepes 50 mM pH 8, NaCl 300 mM,
glicerol 5%, TCEP 0.25 mM, MgCl; 1 mM, Benzonasa 1:1000, 1X inhibidor de proteasas, 1x
Bugbuster y lisozima) y se incubd con agitacion suave por 45 min a 4 °C. Se tomaron 20 ul
representativos de la fraccidn total y el sobrante se centrifugd 15 min a 25.000 x g a 4 °C.

Se tomaron 20 pL de sobrenadante, representativos de la fraccién soluble y se aplico el
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sobrenadante restante en 30 pL de resina Ni-NTA. Esto se incubd nuevamente en la rueda
por 30 min. Transcurrido este tiempo se realizaron 3 lavados con PBS y se eluyd de la misma
la proteina recombinante agregando 15 pL buffer de carga de SDS PAGE y calentando 2 min
a95°C.

Los cultivos para produccidon de proteina recombinante se colectaron por centrifugacion y
se lisaron en buffer IMAC A (Hepes 50 mM pH 8, NaCl 500 mM, glicerol 5%, imidazol 5 mM).
La resuspension se incubé con agitacién suave a 4 °C durante 45 min. Se centrifugd a 4 °C
durante 15 min a 25.000 x g y luego se sonicd con macrotip (50% de amplitud, 6 pulsos de
45 s, 1 s on, 1 s off, 1 minuto de descanso entre cada pulso). El lisado se centrifugd a 17.000
x g durante 40 min. El sobrenadante fue aplicado a una columna His trap FF crude, utilizando
un equipo Akta en cdmara fria. La elucion se llevd a cabo mediante un gradiente de imidazol
generado utilizando el buffer IMAC B (Hepes 50 mM pH 8, NaCl 500 mM, glicerol 5%,
imidazol 500 mM). El curso de la elucidn se siguid a través de la deteccidn de la sefial UV
A=280 nm).

Se colectaron fracciones de 0.5 mL y se analizaron en un gel de SDS PAGE. Aquellas
fracciones que contenian proteina recombinante se juntaron y se sometieron a
cromatografia de exclusién molecular. Para ello se utilizd6 una columna Sephacryl S400
16/60 (General Electric, volumen 120 mL, presién maxima 0.15 mPa) y un equipo Akta a 4
°C operando a un flujo de 0.4 mL/m. Como buffer para la exclusién molecular se utilizd
Hepes 20 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, MgCl, 2mM vy glicerol 5%. Se colectaron fracciones de
2 mL y aquellas conteniendo proteina con el tiempo de retencién acorde a la masa
molecular esperada fueron concentradas en filtros de centrifuga. La purificacion de
proteina se sometio a Dynamic Light Scattering (DLS) y geles nativos con el fin de determinar

el estado de oligomerizacién de la misma.

PknG
Para la produccidon de PknG recombinante se largaron preindculos que se utilizaron para

inocular medio de autoinduccién (Studier 2005). Estos cultivos se crecieron 4 ha 37 °Cy se
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incubaron ON a 30 °C. Las células se colectaron por centrifugacion y el pellet se resuspendié
en buffer NaH,PO4 5 mM, Na;PO4 50 mM, NaCl 0.5 M, imidazol 5 mM, glicerol 5%, pH 8
suplementado con inhibidor de proteasas Roche, MgCl, 1 mM, Benzonasa y lisozima. Esto
se incubd con agitacién suave durante 45 min a 4 °Cy luego se sonicé como se explicé para
GInAl. Se centrifugd el lisado y el sobrenadante se aplicd en una columna His trap (GE
healthcare) utilizando una bomba peristéltica a 4 °C y un flujo de 1 mL/min. La elucién se
llevé a cabo en un equipo Akta, utilizando un gradiente de buffer B (NaH2PO4 5 mM, Na,PO4
50 mM, NaCl 0.5 M, Imidazol 400 mM, glicerol 5%). Las fracciones conteniendo PknG se
colectaron, dializaron y digirieron ON con TEV en 1 L de buffer Tris 50 mM pH 8, NaCl 250
mM, glicerol 5% en presencia de Dithiothreitol (DTT) 1 mM. La proteina dializada se
concentré en filtros de centrifuga de MWCO (Molecular weight Cut-off) 30 KDa y se inyectd
en un sistema Akta equipado con una columna Superdex 200 16/60. Se corrieron geles de
SDS PAGE con las fracciones eluidas y aquellas conteniendo proteina recombinante se

concentraron en filtros de centrifuga y se alicuotaron en tubos para su criopreservacion.

Dispersion dinamica de luz (DLS)

Con el fin de determinar el estado de oligomerizacion y la heterogeneidad de la GInAl
producida, se sometio a la misma a analisis de dispersion dinamica de luz (DLS). Este andlisis
fue llevado a cabo por Sebastien Brulé, del laboratorio de Biofisica Molecular del Institut
Pasteur de Paris. El mismo se llevé a cabo en un equipo DynaPro plate reader y se evaluaron
20 condiciones distintas con el fin de optimizar la solubilidad de la proteina: MES 20 mM pH
6 NaCl 50; 150; 300 y 500 mM. HEPES 20 mM pH 7 NaCl 50; 150; 300 y 500 mM. HEPES 20
mM pH 8 NaCl 50; 150; 300 y 500 mM. TRIS 20 mM pH 8.5 NaCl 50; 150; 300 y 500 mM.
TRIS 20 mM pH 9 NaCl 50; 150; 300 y 500 mM.

SDS PAGE y PAGE nativo
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La electroforesis monodimensional se llevé a cabo en geles de poliacrilamida al 12% bajo
una corriente constante de 10 mA/20 mA para los geles de apilado/separacién
respectivamente. En caso de usar geles pre-armados (Invitrogen) la corriente utilizada fue
de 120 mA. Las muestras conteniendo buffer Tris 0.25M, 8% SDS, 40% glicerol, 0.04%l azul
de bromofenol, y 1% B mercaptoetanol fueron calentadas durante 8 min a 95 °C previo a la
electroforesis.

Los geles nativos se corrieron 110 min a 150V. Se utilizaron geles Native page, bis tris 3-12%
acrilamida, Invitrogen. Cémo estandar se utilizé el marcador de peso molecular Native Mark
unstained protein standard (Invitrogen).

Los geles se fijaron en 4:1:5 etanol:acido acético:H,O0 y se tifieron con azul de Coomassie G-
250 (Baker) en etanol. Las imdagenes de los geles fueron adquiridas utilizando un scanner

UMAX Power-Look 1120 y el software LabScan 5.0 (GE Healthcare).

Ensayos de actividad glutamina sintetasa
La glutamina sintetasa (glutamato amonio ligasa) cataliza la conversién de glutamato y

amonio a glutamina a expensas de hidrélisis de ATP:
Mg2+
L-Glutamato + NHs*+ ATP  — L-Glutamina +ADP + Pi +H"*

Para los ensayos de actividad glutamina sintetasa utilizamos dos métodos distintos:

Método del azul de molibdato: (Gawronski and Benson 2004) es un método colorimétrico

de medicidon continua, basado en la deteccidn del fosfato inorganico liberado a partir de la
hidrdlisis del ATP. Estos grupos fosfato reaccionan con el ion molibdato en solucién para dar
fosfomolibdato, el cual es reducido en medio acido resultando en la formacion de Azul de
molibdeno.

La reaccidn fue llevada a cabo a temperatura ambiente en buffer Mops 100 mM pH 8.2,

MgCl; 50 mM, glutamato monosddico 250 mM, NH4Cl 50 mM, ATP 10 mM. Se prepararon
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soluciones de revelado consistentes en 12 % m/v acido ascérbico en 1 N HCI (Solucién A) 2
% m/v molibdato de amonio tetrahidratado en H;O (solucion B) que fueron almacenadas a
4 °C por un maximo de una semana.

Las reacciones de biosintesis fueron realizadas en placas de 96 pocillos de fondo plano, en
las que se depositaron 90 ul de buffer utilizando una pipeta multicanal. Las reacciones se
iniciaron agregando 10 uL de reaccién de fosforilacion conteniendo GInAl recombinante
(producida y purificada previamente por nosotros) en presencia o ausencia de PknG (ver
“ensayos de fosforilacion”) a una concentracion de GInAl para la cual la concentracién de
Pi producido por esta, estuviera dentro de la curva patrén de Pi. En el caso de la curva
patrén, se adicionaron 10 uL de estandar fosfato (20 mM fosfato de potasio dibdsico en
H20) a concentraciones de entre 70 y 700 pM.

Luego 5 minutos de incubacidn, se transfirieron 50 pL de cada reaccidn a una nueva placa
conteniendo 150 uL de reactivo de revelado (mezcla de dos partes de solucién Ay una parte
de solucién B), preparado en el momento. Se dejé transcurrir la reaccién de revelado
durante 5 minutos y se agregaron 150 plL de una solucién de citrato de sodio tribasico
dihidratado 2% vy acido acético 2% para detener la reaccién. Se dejé equilibrar y se
realizaron las medidas de absorbancia a 650 nm en un lector de placas. Se graficaron las

curvas de calibracidn y se infirid la actividad GInAl por interpolacidn en dicha curva.

Método y-glutamiltransferasa (Campolo et al. 2023): Es un método colorimétrico de punto

final basado en la deteccién del y-glutamilhidroxamato formado a partir de glutamina e

hidroxilamina que GInA1l cataliza en presencia de manganeso, arsenato y ADP.

HAsO4%, ADP, Mn?*
L-Glutamina + NH,OH — y-glutamil-hidroxamato + NH3

El ensayo se llevd a cabo en placas de 96 wells, a 37 °C en buffer Imidazol 60 mM pH 6.6, L-
glutamina 60 mM, NH,OH 30 mM, NazHAsOs 20 mM, ADP 0.4 mM y MnCl; 1 mM. La
reaccion fue iniciada agregando solucién de fosforilacién incubada previamente durante 40

minutos, conteniendo GInA en forma dodecamérica a una concentracion de 1 nM (volumen
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final 250 uL) en presencia o ausencia de PknG (ver ensayos de fosforilacidn). La curva de
calibracion se generd utilizando soluciones de estandar de y-glutamilhidroxamato de
concentraciones entre 0.1 y 50 mM. Transcurridos 10-20 minutos de reaccidn la misma se
detuvo mediante el agregado de solucién de FeCI3 0.37 M, acido tricloroacético 0.2 M en
HCl 0.67 M). La formacidn de y-glutamilhidroxamato por GInAl fue determinada mediante
medidas de absorbancia a 490 nm utilizando un lector de placas. El valor de concentracién
de y-glutamil-hidroxamato producido se obtuvo a partir de la grafica de absorbancia versus

concentracion del estandar.

Ensayos de fosforilacidn y deteccion de sitios de fosforilacidn por espectrometria de masa
Con el fin de evaluar a GInA1l como sustrato de PknG, se llevaron a cabo ensayos de
fosforilaciéon in vitro. Se incubé PknG con GInAl (o con GarA como control positivo de
fosforilacién) a concentraciones molares de entre 1: 10 a 1: 150 en buffer HEPES 50 mM
pH7, PknG 1 uM, MnCl; 2mM y ATP 2mM (volumen final 20 uL). La concentracién de los
sustatratos fue entre 10 y 100 uM para GInAl y 10 uM para GarA. Se incubaron las
reacciones durante 30 min a 37 °Cy transcurrido este tiempo se digirieron las muestras con
tripsina porcina modificada (grado secuenciacién, Promega) durante 3h. Los péptidos
resultantes fueron concentrados y desalados en columnas de fase reversa C18 Zip Tip®
(Merck, Millipore) previamente equilibradas con acido formico 0.1% (fase A). La elucion de
los péptidos se realizdé con acido férmico 0.07% en ACN 70% (fase B). Las muestras se
evaporaron hasta sequedad en SpeedVac y se resuspendieron en fase A. La adquisicion de
los espectros se llevd a cabo en un espectrometro de masa LTQ Velos (Thermo Scientific)
equipado con una trampa idnica lineal y acoplado a un sistema nano-HPLC easy-nLC 1000
(Proxeon-Thermo Scientific). Para la separacion de los péptidos se utilizé una pre columna
PepMap C18 nano-trap Acclaim® (75 um x 500 mm, Thermo Scientific) y una columna de
fase reversa PepMap C18 Easy spray 50 um x 75 pum (RSLC, 2 um, 100 7—\). La elucién de los
péptidos se llevd a cabo a un flujo de 250 nL/min utilizando un gradiente lineal de 5% a 55%

de fase B en 60 min a 45 °C. El analisis on-line se realiz6 en modo dependiente de datos
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(escaneo completo seguido de MS/MS de los 10 valores m/z mas intensos de cada
segmento), usando una energia de colisidon normalizada de 35. El voltaje de la fuente se fijo
en 2.3 kV y la temperatura en 260 °C. Para la seleccion de los valores de m/z a fragmentar
por segmento se utilizd una lista de exclusién dinamica con los siguientes pardmetros:
recuento de repeticiones = 3; duracién de la repeticion = 30 s; duracidn de la exclusion = 45
s. Para la adquisicidn de datos se utilizé el programa Xcalibur v2.1 (Thermo).

Para la identificacion de los sitios de fosforilacidn se utilizé el programa Sequest, utilizando
los parametros que se detallan a continuacion: tolerancia de masa del precursor (ppm): 700;
enzima: tripsina; especificidad de la enzima: completa; maximo de cortes salteados
permitidos: 1 modificaciones variables maximas por péptido: 2; modificaciones variables:

oxidacién de metioninas; fosforilacién en serina y treonina.

Generacion de extractos totales de Mycobacterium smegmatis

Se crecieron precultivos de Mycobacterium smegmatis en medio 7H9 suplementado con
glicerol, ADC (Glucosa 2%, Suero fetal bovino 2.5%, NaCl 0.85%) y Tween 0.1%. Estos
precultivos se diluyeron 1/400 y fueron colectados al dia siguiente mediante centrifugacion
a 5000 x g durante 15 minutos. Los sobrenadantes se utilizaron para obtener las
exoproteinas y los pellets para las fracciones solubles. Se concentraron 10 mL de
sobrenadante en filtros para centrifuga Vivaspin® de MWCO 3 KDa. El resultante de esta
concentracion se concentrd ain mas en utilizando unidades de filtrado de 500 uL y MWCO
3 KDa hasta un volumen final de 100 pL.

El pellet proveniente de 100 mL de cultivo se resuspendio en buffer de lisis 2D (urea 7M,
tiourea 2M, CHAPS 2%) y se sonicé con microtip (amplitud 15% 2 min, 10 s on, 20 s off,
seguido de pulsos de amplitud 30 % 3 min, 10 s on, 20 s off). Se adicioné DNAasa e inhibidor
de proteasas Roche 1 x. Se centrifugd y el sobrenadante se filtrd en filtros de 0.2 uM. Se
concentrd a la mitad utilizando un filtro para centrifuga Vivaspin de 10 mL y MWCO 3 KDa.

Los extractos se separaron en geles de SDS PAGE y bidimensionales.
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2D PAGE

Las muestras a analizar se purificaron y concentraron utilizando 2-D Clean-Up kit (GE
Healthcare) y se resuspendieron en buffer de rehidratacion (urea 7M, tiourea 2M, CHAPS
4%, DTT 40 mM, IPG buffer pH 4-7 0.5%). Se llevo el volumen total de muestra a 250 plL con
buffer de rehidratacidn y las muestras se cargaron por rehidrataciéon pasiva durante 12 hen
tiras de isoelectroenfoque de 7 cm (pH 4 - 7 lineal utilizando una cuba de rehidratacion. El
isoelectroenfoque se llevd a cabo en una unidad Ettan IPGphor (Pharmacia), siguiendo los
protocolos recomendados por GE para tiras de 7 cm. Se usé un gradiente de pH 4 - 7 y el
siguiente perfil de voltaje: fase constante de 500 V 1 h, incremento lineal hasta 1000 V 1 h,
incremento lineal hasta 8000 V 2 h 30 min y una fase final constante a 8000 V hasta alcanzar
5400 Vh. Previo a la segunda dimension, se redujeron los puentes disulfuro y se alquilaron
las cisteinas de las proteinas presentes en las tiras. Brevemente las tiras se incubaron 15
min en buffer de equilibracién (Urea 6 M, Tris—HCl 75 mM pH 8.8, glicerol 29.3% SDS 2%
azul de bromofenol 0.002% suplementado con DTT 10 mg/mL como agente reductor) y
luego se alquilaron durante 15 min en buffer de equilibracion suplementado con
iodoacetamida (IAA) 25 mg/mL. La segunda dimension se llevé a cabo en un gel SDS-PAGE
al 12% utilizando una cuba de electroforesis Ruby SE 600 equipada con una unidad de
enfriamiento Multitemp Ill, GE Healthcare termostatizada a 20 °C y una intensidad de
corriente de 40 YA por gel. Los geles 2D se fijaron en 4 : 1 : 5 etanol : dcido acético: H20 y
se tifieron con azul de Coomassie G-250 en etanol. Las imagenes fueron adquiridas

utilizando un scanner UMAX Power-Look 1120 y el software LabScan 5.0 (GE Healthcare).

Identificacion de proteinas por MALDI/TOF-TOF

Los spots a identificar fueron cortados de geles de SDS PAGE manualmente, destefiidos con
una solucién de NH4HCO3 0.1M en acetonitrilo (ACN) 50% (v/v) y digeridos con tripsina
porcina modificada (grado secuenciacion, Promega). La extraccion de los péptidos se llevd
a cabo en acido trifluoroacético (TFA) 0.1% (v/v) en ACN 60% durante 2h. Se evaporé el ACN

utilizando un SpeedVac y las muestras se concentraron y desalaron utilizando micro
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columnas de fase reversa C18 Zip Tip® (Merck, Millipore) previamente equilibradas con TFA
0.1%. La elucion de los péptidos se llevd a cabo con solucidon de matriz consistente en acido
a- ciano-4-hidroxicindmico, en ACN 60% y TFA 0.1% directamente en una placa Opti-TOF de
384 posiciones (Ab Sciex). La adquisicion de los espectros se realizé en un espectrometro
de masa de tipo MALDI-TOF/TOF (4800 Analyzer Abi Sciex) operando en modo reflector
positivo. Los espectros fueron calibrados externamente con una mezcla estandar de
péptidos (Applied Biosystems). A partir de los espectros obtenidos (MS) se seleccionaron
las sefales mas intensas para la obtencion de espectros de fragmentacién (MS/MS).

El procesamiento de datos se realizd con el software Data Explorer v4.9. (Applied
Biosystems). Para el filtrado de las sefiales del espectro se utilizé un valor minimo de
relacion sefial/ruido de 25 para MSy 15 para MS/MS. Las busquedas se llevaron a cabo con
el motor de busqueda Mascot (http://www.matrixscience.com) en el modo Sequence
query, utilizando la base de datos del NCBI. Los pardmetros de busqueda fueron: Taxonomia
no restringida; saltos de cortes de tripsina permitidos = 1; modificaciones parciales:
oxidacion de metionina y carbamidometilacién de cisteinas; tolerancia de masa de péptidos
= 0.05 Da y tolerancia MS/MS = 0.3 Da. Los valores de m/z utilizados corresponden a los
valores monoisotdpicos. Se considerd positiva la identificaciéon de proteinas con un Mascot
protein score estadisticamente significativo (p < 0.05) y al menos una fragmentacién

asignada con un Mascot peptide ion score significativo (p < 0.05).

Estado de fosforilacion de GInA1l en condiciones de deprivacion de nitrégeno

Con el fin de evaluar el estado de fosforilacién de GInA1l en condiciones de deprivacion de
nitrogeno nos basamos en el modelo previamente descripto por Jenkins y colaboradores
(Jenkins, Robertson, and Williams 2012). Se utilizaron cultivos de Mycobacterium
smegmatis mc2 155 conteniendo un vector para la expresién inducible de GInAl unida a un
tag de histidinas. Esta cepa se crecido en medio Sauton suplementado con 1 mM (medio
pobre en N) o 50 mM de nitrégeno (medio rico en N). Para el caso de los cultivos ricos en

nitrogeno el medio consistid en 4 g de L-aspartato, 2 g de acido citrico, 0.5 g de K;HPOg4, 0.5
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g de MgS04, 0.05 g citrato de amonio férrico, 35 mL de glicerol y 2 mL de Tween 80 por litro
de medio. En el caso de los cultivos en bajo nitrégeno, la composicidon del medio fue la
misma pero el citrato de amonio férrico fue reemplazado por citrato férrico.

El contenido de amonio remanente en el medio se monitoreo periddicamente mediante el
uso del kit AquaQuant (Sigma). La expresion de GInA1l se indujo con isovaleronitrilo 500 uM,
cuando los cultivos se encontraban a una DO de 0.2. El cultivo correspondiente al medio
rico en nitrégeno se colecto 24 h después, en fase exponencial tardia (DO = 1). En este punto
la concentracién de nitrégeno remanente en el medio era 25 mM. El cultivo
correspondiente a bajos niveles de nitrégeno demord 48 horas mds en alcanzar dicha
densidad dptica. En este punto la concentracion de nitrégeno del cultivo fue indetectable
utilizando el kit antes mencionado. Se llevé a cabo la lisis de las bacterias por sonicacidn con
microtip (ciclo 1: 15% amplitud 2 min, 10 s on, 20 s off; ciclo 2, 30 % amplitud 3 min, 10 s
on, 20 s off). Este mismo lisado se sometid a agitacién en presencia de perlas de vidrio (1.5
mL de perlas de vidrio para 5 mL de lisado, 10 minutos de agitacién) en 5 mL buffer HEPES
50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, glicerol 5%, inhibidor de proteasas y fosfatasas e imidazol 20
mM. Se centrifugd para remover los restos celulares y la purificacion de la proteina
recombinante se realizé utilizando columnas de IMAC His spin Trap (GE Healthcare). Se
llevaron a cabo lavados en el buffer de lisis y la elucién se realizd en este mismo buffer
conteniendo 400 mM de imidazol. Las eluciones se corrieron en geles de poliacrilamida y a
aquellas fracciones que presentaron proteina del peso molecular esperado para GInAl se
les realizd un cambio de buffer en microcolumnas de exclusién molecular. Posteriormente
la proteina fue concentrada en filtros de centrifuga de MWCO 10 kDa. La proteina
purificada se corrid en geles de SDS PAGE y nativos, asi como geles bidimensionales con el
fin de analizar el estado de oligomerizacién y las distintas isoformas presentes en la muestra
con la ayuda de la espectrometria de masa. Las bandas/spots generados procesaron como
se describid anteriormente. Los mismos fueron separados y analizados mediante un nano
HPLC acoplado a un espectrémetro de masa de tipo ESI ion trap. Los datos generados se
procesaron con el programa Patternlab, incluyendo la fosforilacidon en serina treonina y

tirosina como modificaciones variables.
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Seccion FhaA

Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento.

La cepa de M. smegmatis que sobreexpresa FhaA fusionada a Streptag (en lo sucesivo
denominada Msmeg_fhaA), la que sobreexpresa su versiéon fosfoablativa
(Msmeg_fhaATi116A)  (aquella que  sobreexpresa  mScarlet-FhaA  (denominada
Msmeg_mscarlet_fhaA) y la cepa Control se obtuvieron como se describié anteriormente
(Gil et al. 2019). Brevemente, se transformaron M. smegmatis mc (2) 155
electrocompetentes con un plasmido pLAM12 conteniendo la regién codificante del gen
Rv0020c (fhaA de Mycobacterium tuberculosis) fusionada a una etiqueta N-terminal (Strep-
tag® 1l), o el gen Rv0020 portando una mutacién por reemplazo de la Thr 116 por Ala, o el
gen Rv0020 mas la secuencia de la proteina fluorescente roja mScarlet (Bindels et al. 2017)
en el extremo N terminal, siempre bajo el control del promotor acetamidasa de M.
smegmatis. Como control se utiliz6 M. smegmatis mc (2) 155 transformada con una versién
vacia del pldsmido pLAM12 (control). Las cepas se mantuvieron en placas de agar
Middlebrook 7H10 (Difco) suplementado con ADC al 10 % (dextrosa 0.2 %, de albumina
sérica bovina 0.5 %, NaCl 0.085 %). Los cultivos liquidos se cultivaron a 37 °Cy 220 r.p.m. de
agitacion en medio Middlebrook 7H9 (Difco) conteniendo 10 % de ADC y 0.05 % (v/v) de
Tween 80®, hasta alcanzar una DOeoo = 0.8. Todos los medios se suplementaron con
kanamicina (50 pug/ml). La expresion de Strep-tag® lI-FhaA se indujo mediante la adicion de
acetamida al 0.2 % durante la fase de crecimiento exponencial (DOeoo = 0.2). Para los analisis
interactédmicos, se prepararon cinco cultivos independientes de cada cepa.

Las cepas de M. smegmatis mc(2) 6 (cepa WT en este trabajo), mc(2) 6_AfhaA
(Msmeg_AfhaA) y mc(2) 6_AfhaA_pMV306_fhaA (Msmeg_AfhaA fhaA) fueron
amablemente cedidas por el Dr. Raghunand Tirumalai (Viswantan et al/, 2017). En la Tabla 1

se listan todas las cepas utilizadas en este trabajo.
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Nombre Cepa de M. Plasmido Resistencia Referencias
smegmatis
Control mc(2) 155 pLAM12 Amp Giletal., 2019
Msmeg_fhaA mc(2) 155 pLAM12_fhaA Amp/Kan Giletal., 2019
Msmeg_fhaATii6A mc(2) 155 pLAM12_fhaATii6A Amp/Kan -
Msmeg_scarlett_fhaA mc(2) 155 pLAM12_scarlett_fha Amp/Kan Rossello et al., 2025
A
WT mc(2) 6 - Amp Viswanathan et al., 2017
Msmeg_AfhaA mc(2) 6 - Amp/Hyg Viswanathan et al., 2017
Msmeg_AfhaA_fhaA mc(2) 6 pMV306_fhaA Amp/Hyg/Ka | Viswanathan et al., 2017
n

Tabla 1: Descripcidn de las cepas utilizadas en esta seccidn.

Prueba de hidrofobicidad de superficie celular

La hidrofobicidad de superficie se cuantificé utilizando el método de adhesién microbiana
a hidrocarburos (Rosenberg, Gutnick, and Rosenberg 1980). Para ello, los cultivos se
particionaron en un sistema bifasico de dos solventes de acuerdo a reportes previos
(Rosenberg 2006). Brevemente, los cultivos en fase de crecimiento exponencial se lavaron
y resuspendieron en PBS hasta una DOsgo final de 0.7. Se mezclaron con xileno en una
proporcidon de 1:1y se incubaron 15 min a temperatura ambiente para permitir el reparto.
Se determind la DOgoo remanente en la capa acuosa. El indice de hidrofobicidad se calculé
como el porcentaje de absorbancia inicial de la capa acuosa retenida en la fraccion de xileno

después de la particidn. Los experimentos se realizaron por triplicado.

Ensayo de formacion de biopeliculas

El ensayo de formacién de biopeliculas en placa de microtitulacién se realizé como se
describidé anteriormente (Rossello et al. 2017). Brevemente, 200 uL de cultivos bacterianos
se cargaron en placas de 96 pocillos a una DOgqo inicial de 0.1 Se crecieron en forma estatica
a temperatura ambiente y se monitored la DOgpo. La formacion de biopeliculas se evalud
cuando los cultivos de ambas cepas alcanzaron una DOggo idéntica. Las biopeliculas fueron
tefiidas con cristal violeta 0.1% en agua durante 15 min, se lavaron con agua y se

60



decoloraron en acido acético al 30% durante 15 min. La capacidad de formacién de biofilms
se determind a partir de la medicidn de la DOsyo del cristal violeta retenido. El ensayo se

realizé por quintuplicado técnico y triplicado bioldgico.

Curva de crecimiento estatico

Con el fin de garantizar que las diferencias observadas en la formacién de biopeliculas no
se deban a diferencias en la biomasa final alcanzada, se registré una curva de crecimiento
estdtica, con células cultivadas en las mismas condiciones utilizadas para los ensayos de
biopeliculas. Brevemente, se cargaron placas de 96 pocillos con tres cultivos independientes
de cada cepa por quintuplicado y se incubaron a temperatura ambiente sin agitaciéon. La

DOggo se midié una vez al dia durante 10 dias.

Microscopia de fluorescencia y andlisis de imagenes

Cultivos en fase de crecimiento exponencial se incubaron con HADA 50 uM durante 30 min
a 37 grados y 220 rpm de agitacién. Se cargaron 10 plL de cada muestra en un portaobjetos
de vidrio y se dejaron secar a 37 2 C. Se afiadieron10 uL de sulforodamina-DHPE 10 pg/mL
y se dejod secar. Los portaobjetos se lavaron con con una gota de metanol y se montaron en
BSA al 10%. Las imagenes fueron adquiridas con un microscopio confocal de barrido Ilaser
Zeiss LSM 880, equipado con un objetivo de inmersion en aceite plano-apocromatico
63x/1.4. La adquisicidon de imagenes se realizé en modo channel con un tamario de pixel de
0.105 pm y una resolucién de 256 x 256. La excitacién de HADA se realizé con un laser de
405 nm vy la luz emitida fue colectada en el rango entre 415 y 480 nm; la excitacion con
sulforodamina-DHPE se realizé utilizando un laser de 561 nM y la emisién de luz se colectd
entre 580 y 620 nm. La excitacidon con mScarlet también se llevd a cabo utilizando un laser
de 561 nmy la luz emitida fue colectada en el rango entre 570 y 655 nm.

Las imagenes se procesaron y analizaron utilizando el software Image J (Schindelin et al.
2015). Todas las mediciones de longitud celular se realizaron utilizando la sefal de
sulforodamina-DHPE; los otros parametros calculados y graficados se obtuvieron de las
sefiales HADA o mScarlet-FhaA.
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Los focos de fluorescencia de HADA fueron detectados utilizando la herramienta Find
maxima de Image J. La prominencia se configurd para detectar 2 focos (células no septadas)
o 3 (células septadas) por cada célula en la cepa Control. Luego se aplicé la misma
configuracion a la cepa Msmeg_fhaA. Para fines comparativos y teniendo en cuenta las
diferencias en la longitud celular, las distancias entre los focos HADA se expresaron como

una fraccién de la longitud total de la célula.

Para obtener el perfil de intensidad de fluorescencia de HADA de las cepas WT,
Msmeg_AfhaA y Msmeg_AfhaA_fhaA, utilizamos Imagel. Para ello se trazd una linea
segmentada a lo largo del eje longitudinal de cada célula. La linea tiene un ancho de 10
pixeles, que corresponde a aproximadamente 1.06 um, y una resolucién espacial de 0.09
pum y abarca todo el ancho celular. Cada perfil se calcula como la intensidad promedio a lo
largo del ancho de la linea. Para cada cepa, calculamos un perfil representativo
normalizando las medidas respecto al largo celular y promediando los perfiles normalizados
de todos los individuos. La posicion e intensidad del septo y los polos para cada bacteria se
obtuvo utilizando la funcion Scipy findpeaks. Finalmente se utilizé la posicidn del septo para
seleccionar y alinear los polos viejos y nuevos, siendo el polo nuevo aquel posicionado mas
cerca del septo. Con el fin de determinar la caida en la intensidad del polo hacia el septo,
consideramos 10 puntos de la curva de perfil y los ajustamos a un polinomio de primer
orden (f(x) = a(x) + b). Consideramos la pendiente de la curva de ajuste (a) como el valor
gue representa el decaimiento. Los scripts de Pyton fueron generados por Maximiliano
Anzibar. El analisis de los perfiles de fluorescencia de HADA de Ila cepa
Msmeg_mscarlet_fhaA, se realizé siguiendo el procedimiento descrito anteriormente. Los
perfiles de cada bacteria individual se normalizaron en longitud y se alinearon segun su tipo
de polo (viejo o nuevo). Esta clasificacion nos permitid determinar la intensidad de
fluorescencia de mScarlet-FhaA asociada con cada tipo de polo. Todas las comparaciones
estadisticas entre cepas se realizaron utilizando ANOVA de una via o Test de Student para
datos distribuidos normalmente, y Kolmogorov-Smirnov (2 muestras) o Kruskal-Wallis (3

muestras) para datos distribuidos de manera no normal.
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Preparacion de muestras para microscopia electrénica de transmision (MET)

Para el analisis por MET, las muestras se fijaron con 2.5 % de glutaraldehido y 4 % de
formaldehido en tampdn cacodilato 0.1 M (pH 7.2) durante 2 h. Posteriormente fueron
fijadas durante 1 h en 1 % de OsO4 con 2.5 % de ferrocianuro de potasio en el mismo
tampon. Las muestras se deshidrataron en acetona y se embebieron en resina Polybed 812
(Polysciences). Se cortaron secciones ultrafinas (60 nm) y se tifleron con 5 % de acetato de
uranilo (40 min) y 2 % de citrato de plomo (5 min). La observacidn y adquisicion de imagenes
se realizd utilizando un microscopio electrénico de transmisiéon JEOL 1200 EX a 120 kV
equipado con una camara Megaview G2 CCD 1k. Estos ensayos fueron llevados a cabo por

Ingrid Augusto.

Tomografia electrdnica

Las muestras procesadas como se describid anteriormente para MET fueron seccionadas en
series de 200 nm de espesor utilizando un ultramicrotomo PowerTome XL (RMC Boeckeler).
Se colectaron en grids de cobre recubiertas con formvar, y luego se tifieron con acetato de
uranilo al 5% (p/v) y citrato de plomo. Como marcadores fiduciales durante la alineacién de
la serie inclinada se utilizaron particulas de oro coloidal de 10 nm (coloide de oro, Sigma-
Aldrich). Finalmente, se colectd una serie de inclinacién de un solo eje (+ 65° con
incrementos de 2°) utilizando un microscopio electrénico de transmisién Tecnai G2 F20
(Thermo Fisher Scientific) operando a 200 kV en modo MET, equipado con una cdmara AMT
CMOS 4K. Las series de inclinacidon tomograficas se procesaron utilizando el programa IMOD
version 4.9.13 (Universidad de Colorado, EE. UU.). Las proyecciones se alinearon mediante
correlacién cruzada. La alineacién final se realizé utilizando particulas de oro fiduciales de
10 nm seguida de una reconstruccién ponderada por retroproyeccién. La segmentacién
manual, la representacién de la superficie y el analisis del mapa de espesores se realizaron
con el software Amira (Thermo Fisher Scientific). Estos ensayos fueron llevados a cabo por

Ingrid Augusto.

Microscopia electrénica de barrido (MEB)
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Las muestras se fijaron con glutaraldehido 2.5 % y formaldehido 4 % en soluciéon tampdn
cacodilato 0.1 M pH 7.2 durante 2 h y luego se adhirieron a cubreobjetos tratados con poli-
L-lisina. A continuacién, se lavaron los cubreobjetos con tampdn cacodilato de sodio 0.1 M
y se incubaron durante 40 min en solucion de OsO4 al 1 % y ferrocianuro de potasio al 2.5
%. Después de tres rondas de lavado, las muestras fueron deshidratadas mediante
incubacién en una serie de concentraciones crecientes de etanol (30 - 100 %). Finalmente,
las muestras fueron secadas a punto critico en CO; liquido utilizando un aparato Leica EM
CPD300. La pulverizaron se llevé a cabo en un aparato Quorum Q150V Plus, depositandose
una capa de platino de 2 nm de espesor. La observacién de las muestras se llevé a cabo con
un microscopio electrénico de barrido FEG Quattro S (Thermo Fisher Scientific) operando a

5 kV. Estos ensayos fueron llevados a cabo por Ingrid Augusto.

Morfometria

Las mediciones morfométricas se realizaron con el programa Fiji/ImageJ (Schindelin et al.
2015). El espesor de la pared celular se determind a partir de imagenes obtenidas de
secciones ultradelgadas de MET, mientras que las mediciones del ancho celular se derivaron
de imagenes de MEB. En las imagenes de MET se evalud el espesor de la envoltura de dos
regiones opuestas de cada célula, mientras que en las imagenes de MEB se midi6 el ancho
celular en tres regiones (extremos y centro) de cada célula. La media de los valores se
calculé en funcidn de los datos obtenidos para 30 células por grupo experimental. Los
analisis estadisticos se realizaron utilizando el método de Kolmogorov Smirnov (MET) o

ANOVA de una via (MEB), con un p < 0.05.

Tincion con LAURDAN, adquisicion de imagenes y analisis por fasores espectrales

Cultivos en fase de crecimiento exponencial (DOsoo: 0.8) se centrifugaron y se lavaron en
tampodn PBS. Los pellets fueron resuspendidos en 50 pl de LAURDAN-DMSO 0.05 mM en
PBS y se incubaron a 37 °C y 220 rpm durante 2 h. Las bacterias vivas se montaron en
parches de agarosa y se visualizaron utilizando un microscopio confocal de barrido laser
espectral Zeiss LSM 880, equipado con un objetivo de inmersién en aceite plano-
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apocromatico 63x/1.4. La excitacion de LAURDAN se realizd con un laser de 405 nm y la
emision se recopilé en modo lambda, en el rango de 418-718 nm, (en 30 canales, de 10 nm
cada uno), y un canal adicional para luz transmitida. Las imagenes se adquirieron con una
resolucién de 256 x 256 pixeles y un zoom de 10 x (tamafio de pixel 0.05 x 0.05 um; tiempo
de pixel 0.67 ps). Dado que el espectro de emision de LAURDAN es sensible a la composicion
lipidica y la relajacién dipolar, esta sonda se puede utilizar para evaluar la accesibilidad al
agua en el entorno en el que estd inmersa la sonda.

El andlisis de fasores espectrales se llevd a cabo utilizando el médulo FLIM del software
SimFCS 4 (www.Ifd.uci.edu/globals). Brevemente, los espectros de emisién de LAURDAN de

cada pixel se transforman en el espacio de Fouriery Gy S, donde:

T T
I(t)cos (newt) dt L [ ¢t) sin (neot) dt
S —_—

- 0
G =

T T
I(t) dt I I(t)dt
0 (1}

(que corresponden a las partes real e imaginaria del primer armdnico de la transformada
de Fourier) se utilizan como coordenadas x e y del gréfico fasorial, respectivamente. Cada
pixel de la imagen estd asociado con un fasor en el grafico, y a cada fasor se le asigna un
pixel en la imagen, con lo cual los pixeles con propiedades espectrales similares se agrupan
en el grafico. Mientras que la posicién angular (®) del conjunto de pixeles proporciona
informacién sobre el centro de masas del espectro de emisién, el ensanchamiento espectral

se relaciona directamente con la posicion radial (M).

Extraccion de lipidos libres

La extraccion de lipidos (incluidos los PIM y los mono y di-micolatos de trehalosa) se realizo
de acuerdo con (Laneelle, Nigou, and Daffe 2015). Brevemente, se resuspendieron 800 mg
de células humedas en 8 ml de cloroformo:metanol en una proporcién de 1: 2. La extraccion
se incubo durante toda la noche a temperatura ambiente. Las células se recuperaron y se
sometieron a una segunda y tercera extraccidn, utilizando una proporcidnes de cloroformo:
metanol de 1: 1y 2:1 respectivamente. Los extractos se agruparon en tubos prepesados

y se evaporaron hasta sequedad para determinar la cantidad de lipidos libres recuperados.
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Cromatografia en capa fina (TLC)

Los lipidos obtenidos en la seccion previa se resuspendieron en una mezcla 2:1 de
cloroformo:metanol y se cargaron 5 ul en placas de silice. Como fase movil se utilizé n-
hexano:acetato de etilo en proporciones 95:5. Las placas se secaron, se rociaron con 10%
CuSO4 en 8% acido fosfdrico y se carbonizaron para su visualizacion. Estos ensayos fueron

llevados a cabo por Marina Forrellad.

Analisis de lipidos totales mediante MALDI TOF-TOF

Los lipidos extraidos con el método previamente descripto se analizaron mediante
espectrometria de masa de tipo MALDI-TOF-TOF. Brevemente, 1 pL de muestra se cargd
directamente en placas MALDI, utilizando una matriz consistente en DHB 10 ug/mL en
acetonitrilo 60% y acido férmico 0.1%. Los espectros se adquirieron en un espectrémetro
de masa de tipo MALDI TOF/TOF 4800 (Abi Sciex) operado en modo reflector positivo y se
utilizé una mezcla estandar de péptidos para la calibracidn externa (Applied Biosystems). El
procesamiento de datos se realizé con el software Data Explorer v4.9. (Applied Biosystems).
Las estructuras lipidicas se asignaron buscando valores m/z en la base de datos de
Lipidomics Gateway de LIPID MAPS®

(http://www.lipidmaps.org/tools/ms/Mtb batch bulk.html) con unatolerancia de masa de

0.05 Da.

Ensayo de permeabilidad al Bromuro de Etidio

El ensayo de permeabilidad la Bromuro de Etidio (BrEt) se llevd a cabo de acuerdo a
Viswanathan et al, 2017. Brevemente, cultivos en fase de crecimiento exponencial fueron
lavados con buffer KH,PO4 50 mM pH 7, MgS04 5mM vy resuspendidos a una DOggo de 0.5,
pre-energizados por 5 minutos con 0.4% de glucosa y cargados en placas de fluorescencia
de 96 wells. El BrEt se adiciond a una concentracién final de 20 uM, y las medidas se llevaron

a cabo a 37 °C en un lector de placas Varioskan (Aex:530 nm, Aem: 590 nm).
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Capitulo 1. GInAl

Produccién de GInA1l y PknG recombinantes en Escherichia coli

GInAl

Con el fin de caracterizar a GInA1 como sustrato de PknG, se llevé a cabo la produccion y
purificacion de ambas proteinas recombinantes conteniendo un tag de Histidinas en E. coli.
La purificacion de GInAl se llevé a cabo mediante cromatografia de afinidad a iones
metalicos inmovilizados (IMAC), y las eluciones se realizaron con gradiente de imidazol (5 -
500 mM) (Figura 20A). Se recogieron fracciones en el curso de la elucién y para aquellas
correspondientes a la regidn del cromatograma donde existe sefial UV (280 nm), se tomaron
alicuotas de 20 plL que fueron separadas en geles de SDS-PAGE (Figura 20B). En base a la
intensidad de la banda en estos geles, se eligieron las fracciones que serian sometidas al
préximo paso de purificacidon (A6 a A12; B7 a B12), que consistié en una cromatografia de
exclusién molecular (SEC) (Figura 21A). El volumen de elucién de GInA1l corresponde a una
forma multimérica (mondmero de GInAl: 53.5 KDa), segun la curva reportada por el
fabricante de la columna (Figura 21B). Las fracciones colectadas entre los 60 y 90 mL de
elucién se unieron y concentraron en filtros de centrifuga, segln se indica en materiales y
métodos. Se obtuvieron 400 pL de proteina, a una concentraciéon de 10 mg/mL,

correspondientes a 15 uM de dodecamero.

Con el fin de confirmar el estado de oligomerizaciéon de GInAl, la proteina obtenida se
sometio a andlisis mediante dispersidon dinamica de luz (DLS: dynamic light scattering).
(Figura 22A). Se llevé a cabo un screening de 20 buffers distintos y al cabo de 24 h se
determind que la proteina producida se encontraba en un estado de oligomerizacién
homogéneo independientemente de los buffers, condiciones de pH y salinidad evaluados.
El analisis por DLS en una solucién de 20 mM MES pH6 300 mM NaCl indica que, en estas
condiciones, la forma predominante en la muestra posee un radio hidrodinamico de 6.8

nm, sugiriendo que la proteina no se encuentra en estado monomeérico.
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Figura 20: Purificacion de GInAl recombinante mediante IMAC. (A) Perfil
cromatografico de la elucién de la columna de IMAC, monitoreada mediante
absorbancia UV. La elucién de proteina recombinante se da entre las fracciones A5
a Al2 y B12 a B6. (B) SDS PAGE de las eluciones A5 a A12 y B12 a B6. Se puede ver

una banda que se corresponde con la masa molecular esperada para la proteina
recombinante. Total: extracto total. FT: Flow through.

En paralelo la proteina se sometié a andlisis mediante geles de PAGE nativa (Figura 22B).
En la misma se observd una banda correspondiente a un peso molecular entre 480 y 720
kDa. En concordancia con la SEC y el DLS, los resultados obtenidos sugieren que GInAl se

expresa mayoritariamente en su forma dodecamérica (Masa molecular tedrica para el
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Figura 21: Purificacion de GInAl recombinante mediante SEC. (A) Perfil
cromatografico de la elucion de la columna de SEC monitoreada mediante
absorbancia a 280 nm. La elucién de proteina recombinante se da entre
los 60y 90 mL. (B) Cromatogrma reportado por el fabricante de la columna
donde se observa el volumen de retencidén para proteinas standard de
distintos tamafios moleculares.

dodecamero: 642.84 KDa), que corresponde a la forma activa de la enzima. La identidad de
la proteina presente en la banda se confirmé mediante espectrometria de masa de tipo

MALDI-TOF/TOF, donde se corroboré la presencia de 10 péptidos correspondientes al 29 %
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Figura 22: Determinacion del estado
oligomérico de GInAl recombinante: (A)
Gréfico de porcentaje de intensidad de DLS
mostrando el radio medio de particula (6.8
nm) determinado para la muestra en una
solucién de 20 mM MES pH6 300 mM NacCl.
(B) Gel de PAGE nativo. El peso molecular
para la proteina purificada se encuentra
entre 480y 720 kDa. MP: marcador de peso.

de la secuencia. En la Figura 23A se observa el espectro obtenido, asi como la cobertura de
secuencia determinada a través de la busqueda llevada a cabo con el motor de busqueda
Mascot. Con el fin de ampliar la confirmacidn de secuencia los péptidos tripticos obtenidos
a partir de la digestion en gel de la banda se analizaron mediante nano-LC-MS/MS (Figura
23B). La comparacion con bases de datos de los espectros obtenidos permitio corroborar el

85.4% de la secuencia.
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Figura 23: Confirmacion de identidad de GInAl recombinante: (A) Izg: Espectro de
MALDI-TOF/TOF de los péptidos tripticos obtenidos a partir de GInA1 recombinante.
Der: Asignacion de los valores de m/z a péptidos de la secuencia de GInA1 utilizando el

motor de busqueda Mascot. Los péptidos asignados se observan en rojo. (Cobertura de

secuencia 29%). (B) Cromatograma y péptidos identificados para GInAl mediante nano-

LC-MS/MS. Los péptidos asignados a GInA1 de forma estadisticamente significativa por

busqueda en base a datos se muestran en azul. La cobertura de secuencia obtenida fue

de 85.4%.
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PknG

La purificacidon de PknG, al igual que la de GInAl se llevd a cabo mediante IMAC como se
describié en materiales y métodos. Se recogieron fracciones en el curso de la elucién y de
aquellas donde existia sefial a 280 nm (A7 a C11) se tomaron alicuotas para su separaron
en geles de SDS-PAGE (Figura 24). Las fracciones conteniendo proteina del peso molecular
esperado para PknG (82.6 KDa) se unieron y sometieron a digestion con TEV y luego fueron
concentradas en filtros de centrifuga para su inyeccién en una columna de exclusidn
molecular. Se tomaron alicuotas de las fracciones eluidas de la columna de exclusién
molecular y se corrieron en geles de SDS-PAGE (Figura 25). Las fracciones E8-F5 se unieron

y fueron concentradas. Se obtuvieron 2.5 mL de una solucién con una concentracién de

PknG de 13.3 mg/mL.
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Figura 24: Purificacion de PknG recombinante mediante IMAC.SDS PAGE de las
eluciones A7 a C11. Se puede ver la acumulacién de proteina recombinante en la
zona de peso molecular correspondiente a PknG. MPM: Marcador de peso
molecular; T: total; S:sobrenadante; FT: flow through.
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Figura 25: Purificacion de PknG recombinante mediante SEC.SDS PAGE de las
eluciones E1 a F3. Se puede ver la acumulacién de proteina recombinante en
la zona de peso molecular correspondiente a PknG. MPM: Marcador de peso
molecular.

Evaluacion de GInA1l como sustrato de PknG: Ensayos de fosforilacidn in vitro

Nuestros resultados previos sugieren que GInAl es sustrato de PknG. Con el fin de
confirmarlo, e identificar el/los residuos fosforilados llevamos a cabo ensayos de
fosforilacion in vitro. Se incubaron GInAl y PknG recombinantes durante 30 min en
condiciones de fosforilacidon (ver materiales y métodos). Como control negativo se incubd
GInAl en las mismas condiciones, pero sin PknG. Se ensayaron distintas relaciones
enzima:sustrato, se digirieron las muestras y se procesaron para su analisis. Los sitios de
fosforilacion se mapearon por nano-LC-MS/MS mediante el uso del programa Sequest
(Figura 26). El andlisis bioinformatico de los datos permitié demostrar que GInAl es
efectivamente un sustrato de PknG in vitro, incluso a relaciones de concentracion enzima:
sustrato tan bajas como 1:150. Se identificaron inequivocamente tres péptidos fosforilados,
dos de ellos en la region N-terminal de la enzima. El andlisis de los péptidos tripiticos

permitié detectar dos iones con valores de m/z 833.4 y 1168.2, correspondientes a iones
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Figura 26: Identificacion de los sitios de fosforilacion de GInAl: Los iones asignados a la
secuencia de GInA1l se encuentran resaltados en rojo (N-terminal) y azul (C-terminal).

(A) Espectro de MS/MS del péptido 45-SVFDDGLAFDGSpSs7IR-59.

(B) Espectro de MS/MS del péptido 60-GFQSIHESDMLLLPDPET77AR-79.

(C) Espectro de MS/MS del péptido 404-DLYELPPEEAASIPQTPT42:QLSDVIDR-429.

(D) Espectro de MS/ME del péptido 404-DLampYELPPEEAASIPQTPT42:QLSDVIDR-429.

doblemente cargados de péptidos fosforilados comprendidos entre los residuos 45-59
(secuencia SVFDDGLAFDGSsIR, Xcorr 4.82; pRS score 114; pRS site probability 99.8%) y 60-
79 (secuencia GFQSIHESDMLLLPDPEtAR, X corr 4.34; pRS score 100; pRS 100%),
respectivamente. Dentro de estos péptidos, los residuos Ser57 (Figura 26A) y Thr77 (Figura
26B) se identificaron como residuos especificamente fosforilados por PknG. Mientras que
la Thr77 se ubica expuesta al solvente y relativamente alejada del sitio activo, la Ser57
encuentra muy cerca de la interfase de oligomerizacion y del sitio activo de la enzima (Figura

27). Cabe destacar, que si bien la deteccion de estos fosfopéptidos, asi como la
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identificacion de los residuos fosforilados fue inequivoca, el porcentaje de péptidos
fosforilados respecto a su contraparte nativa fue variable pero siempre muy bajo en los

distintos ensayos de fosforilacién.

Dados estos resultados, resulta tentador especular que la fosforilacion de Ser57 podria
interferir con la unidn al sustrato y/o la oligomerizacién de GInAl. Por otra parte, en los
ensayos de fosforilacion se identifico sistemdticamente un tercer fosfopéptido,
correspondiente a un ion triplemente cargado con un valor de m/z de 993.1 (residuos 404-
429, secuencia DLYELPPEEAASIPQTPtQLSDVIDR) (Figura 26C). Dentro de esta secuencia se
detectd a la Thr421 como el residuo portador de la fosforilacion (X corr 4.06; pRS score 58,
PRS site probability 90.5%) (Figura 26C). Curiosamente, la Thr421 es cercana en las
estructuras primaria y terciaria de la proteina, al residuo conservado Tyr406, cuya
adenilacion es un mecanismo bien conocido para la modulacién de la actividad enzimatica
de GInAl (Mehta et al. 2004). De hecho, nuestros resultados muestran que la fosforilacion
de esta secuencia puede ocurrir sola o en combinacidn con la adenililacion de la Tyr406 (m/z
1101.9, secuencia DLampYELPPEEAASIPQTPtQLSDVIDR), lo que sugiere que ambos residuos
podrian tener funciones reguladoras (Figura 26D). En este sentido, existen ensayos
fosfoprotedmicos previos que reportan la fosforilaciéon de GInA1l in vivo en su extremo N-
terminal, incluida la fosforilacion de la Ser57 observada por nosotros. Los sitios de
fosforilacién reportados se asignaron a Ser56 o Ser57 en el caso de la secuencia 45-
SVFDDGLAFDGSSIR-59 y a Ser63 o Ser67 en el caso de la secuencia 60-
GFQSIHESDMLLLPDPETAR-79 (Carette et al. 2018). Interesantemente, estos autores no
encontraron diferencias en el estado de fosforilacion de estos péptidos cuando se inhiben
PknA y PknB, lo cual apunta a que otras quinasas deben ser responsables de estos eventos
de fosforilacién.

En base a este conjunto de resultados, nos planteamos como objetivo, evaluar el efecto de

la fosforilacidn sobre la actividad enzimatica.
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Figura 27: Estructura del protémero de GInAl y localizaciéon de los sitios de
fosforilacidn en la estructura de GInAl. La estructura se representd en forma de
cartoon y se utilizaron distintos colores para cada mondmero. Los residuos
fosforilados y el sitio activo de la enzima se encuentran representados por esferas.
A laizquierda se observa la vista amplificada de la interfase entre dos mondmeros,
resaltando la proximidad del residuo de Ser 57 al sitio activo de la enzima y la
interfase de oligomerizacion. Imagen cortesia de Natalia Lisa.

Generacion de los mutantes fosfomimético y fosfoablativo de la Serina 57 de GInA1l

Como aproximacion para evaluar el posible rol de los residuos fosforilados sobre la actividad
de GInAl, se generaron los mutantes fosfomimético y fosfoablativo en el residuo Ser57.
Elegimos este residuo para realizar la mutagénesis debido a su proximidad al sitio activo de
la enzima. Dado que la fosforilacién por PknG es sub-estequiometrica e involucra una
pequefia fraccion de las moléculas de GInAl, la generacién del mutante fosfomimético
representaria una aproximacion a una condiciéon donde 100% de la proteina se encuentra
fosforilada mientras que el mutante fosfoablativo representa la condicidon que se encuentra
imposibilitada para actuar como sustrato de Ser/Thr quinasas. En el caso de la version

fosfomimética la serina fue reemplazada por glutamato (SxE) mientras que en la versién
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fosfoablativa el reemplazo se dio por alanina (SxA). Ambas construcciones se clonaron en
el mismo vector que la version WT, y la purificacidn se realizé en idénticas condiciones. Las
figuras 28 y 29 muestran los perfiles cromatograficos obtenidos durante la purificacién por

IMAC para los mutantes fosfoablativo y fosfomimético respectivamente.

En el caso del mutante SxA se utilizaron las fracciones A1l a C12 para su purificacién por
SEC. En el caso del mutante SxE, las fracciones utilizadas para la SEC fueron la A9-C2. El perfil

cromatografico de ambos mutantes se observa en la figura 30.
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Figura 28: Purificacion de SxA recombinante mediante IMAC. (A) Perfil
cromatografico de la elucion de la columna de IMAC, monitoreada mediante
absorbancia UV. La elucidn de proteina recombinante se da entre las fracciones All a
C12 MP: Marcador de peso. (B) SDS PAGE de las eluciones A8 a C12. Se puede ver la
acumulacion de proteina recombinante en la zona de peso molecular correspondiente
a GInAl.
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Figura 29: Purificacion de SxE recombinante mediante IMAC. (A) Perfil cromatografico de la
elucion de la columna de IMAC, monitoreada mediante absorbancia UV. La elucidn de proteina
recombinante se da entre las fracciones A9 a C2. MP: Marcador de peso. (B) SDS PAGE de las
eluciones A8 a C8. Se puede ver la acumulacion de proteina recombinante en la zona de peso
molecular correspondiente a GInA1l.

La identidad de la proteina purificada, asi como la presencia de las mutaciones introducidas
fueron confirmadas mediante espectrometria de masa de tipo MALDI TOF-TOF. En
particular, el ion monocargado de m/z 1585.7 correspondiente a la secuencia
SVFDDGLAFDGSSIR de la GInA1 nativa (Figura 31A), no se detecta en las mutantes puntuales

generadas, observandose en cambio una nueva sefial de m/z 1627.7 en el caso del mutante
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Figura 30: Purificacion de SxA y SxE recombinante mediante SEC. Perfil
cromatografico de la eluciéon de la columna de SEC monitoreada mediante
absorbancia UV. La elucién de proteina se da entre los 60 y 80 mL.

(A) Elucién de SxA. (B) Elucién de SxE.

SXE, (correspondiente a la secuencia SVFDDGLAFDGSEIR Figura 31B, y de m/z 1569.7 en el
caso de la mutante SxA (correspondiente a la secuencia SVFDDGLAFDGSAIR, Figura 31 C).
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mutaciones fosfomimética y fosfoablativa de GInAl
recombinante: Espectros de MS de los péptidos tripticos obtenidos a partir de la purificacion
de GInA1l. (A) Espectro correspondiente a la isoforma salvaje de GInA1l. La sefial con un m/z de
1585.7 corresponde a la secuencia SVFDDGLAFDGSSIR. (B) Espectro correspondiente al
reemplazo S57E. La sefial con un m/z

1569.7 corresponde a la secuencia SVFDDGLAFDGSAIR.

de 1627.7 corresponde a
SVFDDGLAFDGSEIR. (C) Espectro correspondiente al reemplazo S57A. La sefial con un m/z de

la secuencia
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Con el fin de determinar el estado de oligomerizacion de la proteina recombinante
producida para los mutantes fosfomimético y fosfoablativo, se corrieron geles de PAGE
nativos (Figura 32). Como control positivo de oligomerizacion, se utilizé la GInA1l salvaje
recombinante, cuyo estado de oligomerizacion habia sido previamente caracterizado por
PAGE nativa y dispersidon dindmica de luz. Mediante este andlisis pudimos determinar que
las isoformas recombinantes producidas se encuentran en estado dodecamérico. Las
bandas de este gel fueron recortadas y su identidad confirmada mediante espectrometria

de masa de tipo MALDI TOF/TOF.

Figura 32: Determinacion del estado
oligomérico de los mutantes
fosfoablativo y fosfomimético
recombinantes: Gel de PAGE nativo. El
peso molecular de las proteinas
purificadas se encuentra entre 480 y
720 kDa, consistentemente con el
peso molecular del dodecamero. Masa
molecular del dodecamero para la
proteina wt 642.8 kDa (MP: marcador
de peso).

Efecto de la fosforilacion de GInA1l sobre la actividad enzimatica

Luego de confirmar a GInAl como sustrato de PknG, decidimos evaluar si la fosforilacion de
GInA1 afecta en manera alguna su actividad. Para ello analizamos la actividad glutamina
sintetasa en condiciones de fosforilacidn, utilizando como control negativo la mezcla de
fosforilacidn sin PknG. (ver materiales y métodos seccién “ensayos de fosforilacién”). Como

primera aproximacién, optimizamos el ensayo de deteccidon de fosfato inorganico que
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permite medir actividad enzimatica a través de la cuantificacion del fosfato inorgdnico
liberado en la hidrdlisis de ATP. Utilizando un estandar de fosfato inorgdnico (Pi) se logré
observar una respuesta lineal entre la concentracién de Pi y la sefial espectrofotométrica a

tiempo final (Figura 33).

14 - Figura 33: Optimizacion de las
y=0.181x- 0.004 condiciones para deteccion de
actividad glutamina sintetasa
mediante el método de
fosfomolibdato. El grafico
muestra la relacién entre densidad
Optica a 690 nmy la concentracién
de estandar de fosfato inorganico
(Pi). Se puede observar una
respuesta lineal. El  grafico

muestra el promedio y DE para 3

[0 2 4 6 8
experimentos independientes. En

Conc Pi (mM) negro se muestra el ajuste lineal y

su ecuacioén correspondiente.

Si bien esta metodologia permitié cuantificar cantidades de fosfato inorgdnico del orden de
nanomoles, en nuestro sistema no fue posible observar cambios en la actividad enzimatica
como consecuencia de la fosforilacidon por PknG. Se ensayaron distintas relaciones enzima
sustrato y condiciones de incubacidn, sin éxito. Sin embargo, pudimos determinar que
nuestro ensayo poseia una limitacién, debido a que la mezcla de fosforilacién generaba
interferencia con el desarrollo de color. Sin embargo, si fue posible utilizar esta metodologia
para evaluar el impacto de las mutaciones puntuales en la actividad enzimatica de la
glutamina sintetasa. Los resultados obtenidos muestran que ambos mutantes,
fosfomimético y fosfoablativo, presentan diferencias significativas en la actividad

enzimatica evaluada (p < 0.05) (Figura 34).
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Estos resultados ponen de manifiesto la importancia de la Ser57 para la actividad
enzimatica, reforzando el posible rol de su fosforilacién en la regulacién de la enzima. Con
el fin de evaluar el efecto de la fosforilacidon en la actividad enzimatica optimizamos un
segundo ensayo de actividad, mas robusto. Para ello elegimos el método, basado en la

catalisis de la reaccién de glutamina con hidroxilamina para dar glutamil-hidroxamato.

Figura 34: Actividad enzimatica de los

mutantes fosfoablativo (SxA) 'y

2.500 - " * fosfomimético (SxE) en la Ser 57,
- determinadas a través del método de

2.000 - * fosfato inorganico (Pi) El grafico

% soo | muestra que ambos mutantes exhiben
E una reduccion de la actividad enzimatica
E 1.000 | estadisticamente significativa en
e comparacion con la cepa salvaje (wt). El
0.500 grafico es el resultado del promedio para

3 experimentos independientes. Las

0.000 v barras muestran el DE. El asterisco indica
L) A e diferencia estadisticamente significativa

(p<0.05) por ANOVA de una via.

Con el fin de optimizar la cantidad de enzima y tiempo de reaccidn ideales para llevar a cabo
el ensayo y determinar en qué punto ocurre la saturacion de la sefial, se analizé la variacion
de la absorbancia a 490 nm en relacién a la concentracién de GInAl y asi como la variacién
en la absorbancia en funcién del tiempo de reaccién para una concentracion de enzima fija
(Figura 35). La curva absorbancia vs concentracién de GInAl se realizé utilizando
concentraciones entre 0.1 y 5 nM de la proteina dodecamérica y tomando las medidas a los
10 minutos de reaccidn. En estas condiciones la respuesta es lineal (Figura 35B). Por otra
parte, la curva absorbancia vs tiempo se realizé a partir de los 5 min, a intervalos de 10 min
hasta los 55, utilizando una concentracion de GInAl fija, de 1 nM. En estas condiciones, la
saturacion ocurre a partir de los 45 min de reaccion. A partir de dichas curvas, se determind
gue los ensayos serian realizados a una concentracion de GInAl de 1 nM y las medidas

serian tomadas a los 10 y 20 minutos.
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Figura 35: Optimizacion de las condiciones para deteccion de actividad glutamina
sintetasa mediante el método de y-glutamilhidroxamato. (A) Densidad dptica en
funcidén del tiempo para una concentracién de enzima de 1 nm. La funcién es lineal
hasta los 45 min de reaccion. Se muestran el promedio y DE para 3 réplicas bioldgicas
(B) Densidad dptica en funcién de la concentracion de GInAl para un tiempo de
reaccion de 10 min. La funcion es lineal para todas las concentraciones evaluadas. Se
muestran el promedio y DE para 3 réplicas bioldgicas.
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Si bien este protocolo es altamente reproducible y nos permitié detectar concentraciones

de glutamil hidroxamato de orden nanomolar, no pudimos detectar cambios

estadisticamente significativos en la actividad enzimdtica como consecuencia de la

fosforilacion de GInA1l (Figura 36).

A Curva estandar de y-glutamilhidroxamato
0.6

y = 0.1381x - 0.007 R

0.5 R?=0.9998

0.4

0.3

DO490nm

0.2

0.1

0 1 2 3 4 5

Concentracion (mM)

Actividad GInA1 10 min

0.4
0.35
0.3
0.25
0.2

DO 490nm

0.15
0.1
0.05

GInAl GInAlp

Figura 36: Efecto de la fosforilacion sobre la actividad de GlnaAl (A) Curva estandar de a partir
de la cual es posible estimar la concentracidon de y-glutamilhidroxamato producido por la actividad
GInA1l. La misma es resultado de dos experimentos independientes. Se observa el promedio de los
mismos y la DE. (B) Efecto de la fosofrilacidn en la actividad enzimdatica de GInAl determinada a
través del método y-glutamilhidroxamato. Los graficos muestran las formas fosforiladas (GInAp) y
no fosforilada (GInAl) exhiben actividades enzimaticas comparables (ensayo de 10 min de
duracion). El grafico muestra el promedio de tres experimentos independientes. Las barras de
error corresponden a la DE. El mismo resultado se obtuvo usando 20 minutos de reaccion.
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Cabe destacar, como mencionamos anteriormente, que en nuestras condiciones de trabajo
las moléculas de GInA1l fosforiladas representan una pequeia proporcion respecto al total.
Una posible explicacidon para esta baja estequiometria de fosforilacidn es que el residuo de
Ser57 se encuentra poco expuesto en el dodecdmero debido a que forma parte de la
interaccidon entre mondmeros, dejando abierta la posibilidad de que in vivo la fosforilacion
pueda ocurrir en un paso previo a la oligomerizaciéon, o que otros factores celulares
participen en la desestabilizacion del oligdmero. Por esto consideramos importante
corroborar por este método los resultados obtenidos previamente para los mutantes
fosfomimético y fosfoablativo como aproximacién para evaluar el posible rol de estos
residuos fosforilados sobre la actividad de GInA. Los resultados obtenidos muestran que
tanto el mutante fosfomomimeético (SxE) como el fosfoablativo exhiben una disminucién
significativa en la actividad respecto a la forma nativa de GInA1 (Figura 37). Estos resultados
no permitieron sacar conclusiones en cuanto al rol de la fosforilacién en la modulacién de
la actividad, pero confirman que la S57 es un aminodcido fundamental en la catdlisis, ya que

su reemplazo genera una disminucién en la actividad enzimatica.

Fosforilacion de GInA1l in vivo

En linea con los resultados anteriores, realizamos la busqueda de fosforilacién endégena de
GInAl1 en M. smegmatis. Para esto se generaron extractos totales de M. smegmatis, se
separaron en geles bidimensionales y se recorté la zona de peso molecular correspondiente
a GInAl (Figura 38). En este sentido, nuestro grupo de trabajo habia identificado
previamente la existencia de varias isoformas de GInA1l en extractos de M. tuberculosis (Gil
et al, 2019) en la zona de peso molecular comprendida entre 40 y 55 kDa mediante 2D DIGE.
La digestion de proteinas y la extraccion de péptidos se llevé a cabo como se detalla en

materiales y métodos.
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Figura 37: Actividad enzimatica de los mutantes fosfoablativo (SxA) y fosfomimético (SxE)
en la Ser 57, determinadas a través del método y-glutamilhidroxamato. Los gréficos

m (ua)

ida

Dens

muestran que ambos mutantes exhiben una reduccion de la actividad enzimatica
estadisticamente significativa en comparacién con la cepa salvaje (wt). (A) Densidad dptica a
los 10 minutos de reaccién, 1 nM de enzima. (B) Densidad dptica a los 20 minutos de reaccion,
1 nM de enzima.

Los graficos corresponden al promedio de 4 ensayos independientes. Las barras de error
corresponden al DE. El asterisco indica una diferencia estadisticamente significativa
determinada mediante test de ANOVA (p<0.05).
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La identidad de las proteinas contenidas en dichos spots fue determinada mediante nano-
LC-MS/MS y busqueda en bases de datos. Como motor de busqueda se utilizé el programa
Sequest, incluyendo la fosforilacidn en Ser, Thr y Tyr como modificaciones variables. Si bien
se observaron varios péptidos correspondientes a GInAl, no se recuperaron péptidos
fosforilados para esta enzima (Ver Tabla 2). Cabe destacar que ninguno de los tres péptidos
detectados por nosotros como sustratos de PknG in vitro fue detectado en esta
aproximacion, ni en estado nativo ni fosforilado, con lo cual no es posible descartar que los
mismos se encuentren fosforilados in vivo. Dado que en estas condiciones no fue posible
identificar sitios de fosforilacién en GInAl in vivo, pensamos que estos eventos podrian
ocurrir con una frecuencia baja, que requiera un paso previo de enriquecimiento, o en
condiciones de crecimiento particulares, por ejemplo, en respuesta al stress encontrado por
la bacteria en el interior del hospedero. Dado que GInAl es una enzima central en el
metabolismo del nitrégeno consideramos apropiado comparar su estado de fosforilacién
en condiciones de alto y bajo nitrégeno. Para ello implementamos el modelo de deprivacién
previamente descripto por Jenkins y colaboradores (Jenkins et al. 2012), utilizando una cepa

de M. smegmatis que expresa GInAl bajo el control de un promotor inducible.

/N F T
: Figura 38: Busqueda de fosforilacion
‘ Ty * enddégena de GInAl mediante 2D y
‘ “:" S 0 : espectrometria de masa. Se recortd la
— i wabe] ‘.:.: } 7 zona de peso molecular indicada en la
R i il 3 . figura. Las proteinas presentes en la
' . - ’ muestra se digirieron y analizaron
I y 4 r ;'Oo' e 3 mediante LC-MS/MS. No se hallaron
| o b % . . péptidos fosforilados en las condiciones
' , A 2 f de trabajo. Gradiente pH 4 -7.
I : .
L B S
{ s
| :
® N
-
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Saltos

Secuencia Modificaciones XCorr Carga MH+ [Da] de
tripsina
. R 3252.1805 o
INGTFYEVDSESGWWNTGEPFESDGSANR 2
1652.2266
FNTLLAAADDVLLFK 5.69 2 1 0
1711.1929
GHHEVGTAGQAEINYK >-23 2 2 0
2149.0222
DGQPLFHDESGYAGLSDIAR 4.68 3 5 0
1606.7621
LIKDENVEYVDIR 434 3 8 1
1819.5538
LVPGYEAPINLVYSQR 415 3 1 0
IPITGNNPK 2.64 1 953.46191 0
C1(Carbamidomethyl);
M15(Oxidation); 6.81 3 2659;5479 1
cPDSSGNPYLAFAAMLMAGIDGIKK M17(Oxidation)
C1(Carbamidomethyl);
M15(Oxidation); 6.77 3 2531;012 0
cPDSSGNPYLAFAAMLMAGIDGIK M17(Oxidation)
C1(Carbamidomethyl); 6.46 3 2644.4904 1
CcPDSSGNPYLAFAAMLMAGIDGIKK M17(Oxidation) : 5
1711.2290
GHHEVGTAGQAEINYK 519 2 1 0
IPITGNNPK 26 1 953.5979 0
1606.7537
LIKDENVEYVDIR 4.61 3 6 !
65 R 2751.2321 o
HYIGGILHHAPSLLAFTNPTVNSYK : 5
1870.2561
GGYFPVAPYDHYVDLR 411 2 5 0
2148.5542
DGQPLFHDESGYAGLSDIAR 4.87 2 5 0
1738.7839
TLNMNFFVHDPFTR 4.5 2 3 0
1818.7078
LVPGYEAPINLVYSQR 517 2 1 0
INGTFYEVDSESGWWNTGEPFESDGSANR 5.73 3 3252.2457 0
1650.9019
FNTLLAAADDVLLFK 6.58 3 5 0
3117.1559
LEEDHEYLTEGGVFTEDLIETWISYK >.89 3 8 0
o 3 3711.3196 .
KAENYLASTGIADTAFFGAEAEFYIFDSVSFDSK : 8
. 2627.5247
cPDSSGNPYLAFAAMLMAGIDGIKK C1{Carbamidomethyl) >-78 2 1 1
_ 2499.2636
cPDSSGNPYLAFAAMLMAGIDGIK C1{Carbamidomethyl) 6.19 3 4 0
C1(Carbamidomethyl);
M15(Oxidation); 6.4 3 2660i2767 1
CPDSSGNPYLAFAAMLMAGIDGIKK M17(Oxidation)
C1(Carbamidomethyl);
M15(Oxidation); 7.38 3 2532:226 0
CcPDSSGNPYLAFAAMLMAGIDGIK M17(Oxidation)
C1(Carbamidomethyl); 52 3 2516.1111 0
CcPDSSGNPYLAFAAMLMAGIDGIK M17(Oxidation) : 8
. 3803.8073
FCDLPGVVQHFSIPASAFDESVFEDGLAFDGSSVR | C2(Carbamidomethyl) 7:59 3 5 0
o 3675.9528
GGYFPVAPYDHYVDLRDQMATNLQNAGFTLER | M19(0xidation) 4.76 3 5 !
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o 1824.7485
DOMATNLQNAGFTLER M3(Oxidation) >43 2 8 0
1818.6311
LVPGYEAPINLVYSQR 4.6 2 5 0
1606.3575
LIKDENVEYVDIR 3.73 2 9 1
s R 3251.8077 o
INGTFYEVDSESGWWNTGEPFESDGSANR 1
FNTLLAAADDVLLFK 6.88 3 1650.9144 0
C1(Carbamidomethyl);
M15(Oxidation); 7.02 2 2531%5864 0
CcPDSSGNPYLAFAAMLMAGIDGIK M17(Oxidation)

Tabla 2: Lista de péptidos de GInAl presentes en el gel de la Figura 38, detectados mediante nano-
LC-MS/MS. La lista detalla todos los péptidos enddgenos encontrados para GInAl en el gel 2D. No se
detectaron péptidos fosforilados.

Fosforilacion de GInA1l in vivo en condiciones de deprivacion de nitrégeno

Para poder llevar a cabo el analisis del estado de fosforilacion de GInAl recombinante in
vivo generamos una cepa de M. smegmatis portadora de un pldsmido de expresion,
conteniendo la secuencia de GInA1l de M. tuberculosis fusionada a una cola de histidinas y
un péptido HA, bajo el control de un promotor inducible. La cepa resultante se crecié en
medio Sauton pobre o rico en nitrégeno, (1mM o 50mM respectivamente). El contenido de
amonio presente en el medio se monitoreo periddicamente mediante el uso del kit
AquaQuant (Sigma).

La induccién de la expresion se realizd en fase de crecimiento exponencial temprana
(DO=0.2). Para los cultivos ricos en nitrégeno las bacterias se colectaron 24 h después, en
fase exponencial tardia (DO=1), punto en que la concentracion de nitrégeno remanente en
el medio era 25mM, (a esta concentracion los niveles de N aun se consideran altos). En el
caso de los cultivos pobres en nitrégeno, dado que el crecimiento de los mismos fue
sensiblemente mas lento, las bacterias alcanzaron la fase exponencial tardia a las 72 hs. En
este punto la concentracién de nitréogeno del cultivo fue indetectable utilizando el kit antes
mencionado.

Los extractos generados para ambas cepas se sometieron a purificacion por IMAC y la
proteina recuperada se analizd mediante SDS PAGE. Lamentablemente, en condiciones de
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deprivacion de nitrégeno no se observé induccidon de GInAl, con lo cual no obtuvimos
proteina para el analisis bajo esta condicidn, como lo evidencia la ausencia de bandas en el
gel de SDS PAGE (Figura 39). Este resultado no resulta totalmente inesperado, ya que GInAl
es una enzima involucrada en la asimilaciéon de nitrégeno, y es posible que en estas
condiciones de crecimiento la célula sea capaz de generar mecanismos para controlar sus
niveles de expresion. También resulta probable que la ausencia de proteina recombinante
sea consecuencia de la limitacidn nutricional.

Para los cultivos crecidos en condiciones de alto nitrégeno la identidad de las bandas
observadas se confirmé mediante espectrometria de masa de tipo MALDI-TOF/TOF. De las

tres bandas observadas sélo una corresponde a GInA1 (Figura 39).

bajoN altoN MP

banda proteina identificada
1 GroL2
2 GroL2
3 GlnAl

Figura 39: Produccién de GInAl recombinante en
M. smegmatis en condiciones de disponibilidad y

i

\: H:H

w

de deprivacion de nitrégeno: El gel de SDS PAGE

S
(=)

2

muestra la proteina recombinante recuperada en
condiciones de alto y bajo nitrégeno. La tabla indica
la identidad de cada una de las bandas observadas,
determinada mediante espectrometria de masa de
tipo MALDI-TOF/TOF. En condiciones de deprivacion

no se obtuvo material para el analisis.

Las distintas isoformas presentes en la muestra se analizaron mediante geles
bidimensionales (Figura 40). Se observaron 7 spots, los cuales se cortaron, se realizé la
digestion y extraccion de péptidos y los mismos fueron separados y analizados mediante un
nano HPLC acoplado a un espectrometro de masa con una trampa iénica como analizador
de masa. Los datos generados se procesaron con el programa Patternlab, incluyendo la

fosforilacion en Ser Thr y Tyr asi como la adenilacidn en Tyr como modificaciones variables.
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Sélo 2 spots corresponden a isoformas de GInAl. Los spots 6 y 7 se identificaron como

GInA1l, con coberturas de secuencia de 30% y 36% respectivamente. Los péptidos asignados

para cada spot se muestran en la Tabla 3. Desafortunadamente, en las condiciones

utilizadas no pudimos confirmar los sitios de fosforilacidn in vivo.

Identidad SLECH
espectros
1 Grol2 322
2 DnaK 154
3 GrolL 195
4 GrolL2 261
5 GrolL2 1373
6 GInAl 211
7 GInAl 163

——
97
A
45 " 234 2
‘ i Ndmero
de spot
A
K

Figura 40: Produccion de GInAl recombinante en M. smegmatis en altos niveles de nitrégeno:

El gel de 2D muestra la proteina recombinante recuperada en condiciones de alto nitrégeno. La

tabla indica la identidad de cada proteina, determinada por analisis por nano-LC-MS/MS. Sélo

dos spots corresponden a GInAl. Gradiente de pH 4-7.
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Secuencia

Conteo de
espectros

Spot 6

IPITGSNPK

DGAPLM[15.9949]YDETGYAGLSDTAR

M[15.9949]LTNLINSGFILEK

TPDDVFK

SAM[15.9949]LM[15.9949]AGLDGIK

GGYFPVAPNDQYVDLR

DGAPLMYDETGYAGLSDTAR

SVFDDGLAFDGSSIR

DEKVEYVDVR

VEYVDVR

PGYEAPINLVYSQR

LAFTNPTVNSYK

LLAFTNPTVNSYK

WWwWoo(w|dh|lWid | NIUN[RLP|W| O |W

LVPGYEAPINLVYSQR

N
S

TVTFM[15.9949]PKPL

w

spot 7

TPDDVFK
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=
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DGAPLMYDETGYAGLSDTAR

13
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VEYVDVR
SPDSSGNPYLAFSAM[15.9949]
SAM[15.9949]LM[15.9949]AGLDGIK
SPDSSGNPYLAFSAM
TGAATEADGSPNR

NKIEPQAPVDK

NTAWQNGK

LVPGYEAPINLVYSQR 16
EAPINLVYSQR
TVTFM[15.9949]PKPL
TNPTVNSYK
PLFGDNGSGM[15.9949]H

RO WO |N |0

W R |k |k

Tabla 3: Lista de péptidos de GInA1l presentes en los spots 6 y 7 de la Figura 40. La lista detalla todos
los péptidos encontrados para GInAl en el gel 2D. No se detectaron péptidos fosforilados.

Globalmente nuestros resultados indican que GInA1l es un sustrato de PknG in vitro y nos
permiten postular que esta fosforilacion, y en particular en el residuo de Ser 57, podria
tener un rol relevante en la regulacion de la actividad de una enzima clave para la
asimilaciéon de nitrégeno, tanto en condiciones de cultivo como en el hospedero. Estos

resultados fueron publicados y el articulo se adjunta como anexo (Gil et al, 2019).

Sin embargo, el trabajo realizado no nos permitié corroborar la relevancia fisiologia de
dichos eventos de fosforilaciéon. Es posible que la misma ocurra en condiciones de
crecimiento, o en respuesta a estimulos que no fueron ensayados en este trabajo. Por tanto,
la identificacion de los sitios de fosforilacidn fisiolégicos de GInAl y su implicancia para la
fisiologia de la bacteria y su interaccidn con el hospedero es aln un tema que requiere

esfuerzo de investigacion.
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Capitulo 2: FhaA

Con el fin de descifrar el interactoma de FhaA dentro de micobacterias vivas, empleamos
una metodologia basada en la sobreexpresiéon de FhaA recombinante de M. tuberculosis
fusionada a un streptag en M. smegmatis. Esta estrategia fue llevada a cabo por B. Rivera
en el marco de su tesis de Maestria, y los resultados fueron reanalizados e interpretados en
el marco de esta tesis. Brevemente, el método se basdé en una combinacion de
entrecruzamiento quimico con formaldehido, seguido de purificacion de los complejos

entrecruzados mediante cromatografia de afinidad y posterior identificacion de las
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Figura 41: Interactoma FhaA en la célula viva. (A) Esquema de la estrategia utilizada para identificar
interactores de FhaA. Se incubaron con formaldehido cultivos de M. smegmatis sobreexpresando de
FhaA de M. tuberculosis fusionada a un Streptag. Los complejos de FhaA entrecruzados se purificaron
utilizando columnas Strep-Tactin, y las proteinas aisladas se digirieron e identificaron mediante Nano-
LC acoplada a espectrometria de masa (nano-LC-MS/MS). (B) Diagrama de Venn generado mediante el
programa PatternLab, que muestra el nimero de proteinas identificadas en las cepas Msmeg_fhaA vy
Control. Se identificaron 25 proteinas como exclusivas del interactoma de FhaA (p <0.01). (C) Gréfico de
volcan que muestra las proteinas identificadas en al menos 7 de 10 réplicas analizadas, trazadas segun
su valor p y tasa de cambio. Las proteinas estadisticamente enriquecidas en complejos mediados por
FhaA (valor g £0.05) y con una tasa de cambio mayor a 2 se muestran en verde. Se etiquetaron aquellas
relacionadas con la elongacion celular/biosintesis de la envoltura. La lista completa se muestra en la
Tabla S1 del Anexo.
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proteinas presentes en dichos complejos mediante espectrometria de masa (Figura 41A).
Se seleccioné formaldehido como agente entrecruzante debido a su capacidad para
penetrar la altamente hidrofébica envoltura celular de las micobacterias y unir
covalentemente aminodacidos en estrecha proximidad (Lougheed, Bennett, and Williams
2014). Como control negativo se utilizd una cepa de M. smegmatis transformada con el
vector de expresion vacio. Para definir el interactoma de FhaA, se compararon las proteinas
presentes en los complejos de las cepas control y Msmeg_fhaA. Se utilizaron 5 réplicas
bioldégicas por condicion. Como se muestra en la Figura 1B, se detectaron 25 proteinas
presentes exclusivamente en los complejos de proteinas purificadas de Msmeg fhaA

(p<0.01) (Tabla 4).

La lista de interactores de FhaA incluye a la propia FhaA y a Mvin, la flipasa de lipido Il
previamente reportada como interactor de FhaA (Gee et al. 2012) lo cual valida nuestra
estrategia experimental. Ademas, reportamos 23 nuevos candidatos que se detectan
exclusivamente en la cepa Msmeg_fhaA (consideramos como “exclusivas” aquellas
proteinas estadisticamente diferenciales (p<0.01) y detectadas en al menos 4 réplicas de
los complejos purificados de la cepa Msmeg_fhaA pero no en la cepa control) (Tabla 4).
Ademas de las proteinas exclusivamente identificadas en la cepa que sobreexpresa FhaA,
736 proteinas fueron identificadas en complejos recuperados de ambas cepas. De estas
736, 31 de ellas se encontraban aumentadas en forma estadisticamente significativa en
complejos aislados de Msmeg_fhaA (fold change > 2; stringency F: 0.04; q value < 0.05)
(Figura 41C, Tabla S1 del Anexo).

En total, reportamos una lista de 55 proteinas que representan nuevos candidatos a
interactores, directos o indirectos de FhaA (Tabla 4 y Tabla S1 del Anexo). El estudio
detallado de las 55 proteinas recuperadas en el interactoma de FhaA, a través de busquedas
tanto en la literatura como en bases de datos nos permitié obtener un panorama del
entorno molecular en que se encuentra FhaA y plantear una estrategia para dilucidar su rol

biolégico en micobacterias.
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. Ortdlogo Nombre de la ., ) .
Identidad i localizacion Funcién propuesta/activa
en Mtb proteina
Peptidoglycan synthesis/cell
FhaA Rv0020c FhaA Poles and septum P Bly -y . /
envelope biogenesis
Membrane (2HTM)
Mycolate precursors
MSMEG_0317 | Rv0227 Integral membrane I ion/LAM and LM
N Y C orotein Septum and poles, translocation/ - an
mainly old pole maturation
Cyclopropane fatty-
MSMEG_6284 Rv3720 acyl-phospholipid Cytosol Lipid Biosynthetic process
synthase
' Mycolate precursor
Uncharacterized translocation-Stabilizes the
MSMEG_5308 Rv1057 Poles and septum | g
Protein TMM transport complex under|
stress conditions
Integral membrane Membrane . .
MSMEG_6929 . . Peptidoglycan synthesis
RvV3910 protein (MviN)
(15 HTM). Poles and
septum
Conserved ATP binding
MSMEG_0692 Rv0312 |hypothetical Pro and | Membrane (1HTM)
Thr rich protein
Putative membrane | Membrane (2HTM) -
MSMEG_5048 | Rv1249c . . . Unknown
protein IMD peri-polar region
TROVE domain .
MSMEG_1193 Rv1940 . Cytosol Unknown -RNA binding
protein
. Membrane (IHTM) (Cell division, cell wall synthesis
Cell wall synthesis .
CswA Rv0008c . and the maintenance of cell
protein CwsA
Poles and septum shape
Methionine-R- Protein repair/Response to
MsrB Rv2674 . Cytosol A
sulfoxide reductase oxidative stress
Polyprenol
Ppm1l Rv2051c |monophosphomanno Cytosol Glycosyltransferase/LAM/LM
se synthase synthesis
Amidate substrates
MSMEG_5336 | Rv1063c Membrane (7 HTM) Transport

transporter protein
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Uncharacterized

Transcriptional regulator

MSMEG_3148 Rv1480 . Cytosolic ;
protein VWFA_domain
MSMEG_6282 | Rv3718c KanY protein Cytosolic Polyketide synthesis
Uncharacterized
MSMEG_3641 | Rv1836¢c . Membrane (1HTM)
protein Unknown
Glycerol operon Regulation of DNA-templated
MSMEG_6757 | Rv2989 . - L
regulatory protein transcription
DoxX subfamily
MSMEG_3255 Rv2458 . Membrane (2HTM) Unknown
protein
Putative protease IV .
Spa Rv0724 Membrane Peptidase
Sppa
Putative
. Cytosol Cell shape/peptidoglycan
MSMEG_3080 Rv1422 gluconeogenesis .
. synthesis
factor Poles, mainly old pole
Antioxidant,
MSMEG_4753 | Rv2521 AhpC/TSA family - Cell redox homeostasis
protein
Short chain .
MSMEG_1011 | Rv3057c IMD peri-polar
dehydrogenase .
region
Protein translocase .
SecD Rv2587c . Membrane (6 Protein transport
subunit SecD
HTM)
MmpL3-dependent trehalose
MSMEG_0736 Putative conserved | Membrane (1 HTM) P P
Rv0383c . monomycolate transport to
secreted protein Poles .
the cell wall. Cell elongation
Uncharacterized .
MSMEG_5505 | Rv0966¢c . - Uncharacterized
protein
Short chain
MSMEG_4188 | Rv2129c - Unknown
dehydrogenase
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Tabla 4: Proteinas exclusivamente identificadas en los complejos de FhaA. Se muestran las
proteinas detectadas en al menos 4 de 5 réplicas de Msmeg_fhaA, y ausentes en las réplicas del
Control. Las mismas fueron validadas estadisticamente utilizando el modelo bayesiano integrado en
PatternLab for Proteomics.

HTM: hélice transmembrana

- : Desconocido

Este interactoma esta comprendido por proteinas que poseen asociaciones fisicas y
funcionales entre si, y que comparten la misma localizacidn subcelular: los polos celulares,
el septo y la fraccién de membrana. (Tabla S2 del Anexo). La recuperacion de interactores
previamente conocidos, junto con proteinas que comparten la misma localizacién
subcelular y estan involucradas en los mismos procesos bioldgicos, apuntan a un
interactoma de FhaA confiable y fisiolégicamente relevante. Entre los interactores polares
identificados (Fay et al. 2019; Gee et al. 2012; Gupta et al. 2022; Mir et al. 2014; Plocinski
et al. 2012), dos de ellos (MSMEG 0317 y MSMEG_3080) exhiben una distribucidn
asimétrica, localizandose especificamente en el polo de crecimiento rdpido (Tabla 4).
Ademas, a partir del analisis de enriquecimiento funcional destacan varios procesos
bioldgicos interconectados, que van desde la regulacién de procesos de desarrollo, forma
celular, asi como la regulacién del ciclo y la division celular (Tabla S2 en Anexo). El andlisis
de los interactores recuperados nos permitié postular que FhaA interacciona con proteinas
relacionadas a la biosintesis de la envoltura celular y la division/elongacién de la bacteria,

apuntando a un posible rol de FhaA en estos procesos bioldgicos.

Las proteinas recuperadas en el interactoma FhaA estan relacionadas con la division y

elongacidn celular, asi como la biogénesis de la envoltura celular.

El andlisis detallado de los interactores de FhaA en distintas bases de datos (Kegg, Uniprot,
String, PantherDB) apunta a la posible participacidon de esta proteina en algunos procesos
bioldgicos. El interactor mas abundante en el interactoma, la proteina integral de
membrana MSMEG_0317, recientemente renombrada como PgfA (por Polar growing

factor A) ha sido recientemente identificada como un factor crucial para el crecimiento
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asimétrico desde el polo viejo (Gupta et al. 2022). PgfA también interactia con, el
transportador de Trehalosa Mono Micolato (TMM) MmpL3, el cual desempefia un papel
central en el trafico de acidos micdlicos a través de la membrana, asi como en la regulacidn
de composicion de la envoltura celular (Fay et al. 2019; Gupta et al. 2022). Curiosamente,
otros dos interactores de FhaA participan en la regulacién de la translocacién de acidos
micélicos mediada por MmplL3: MSMEG_5308 y TtfA (TMM Transport factor A,
MSMEG_0736) (Fay et al. 2019). En suma, el interactoma incluye 9 interactores de MmpL3
previamente reportados (Belardinelli et al. 2019; Fay et al. 2019), ademas del propio

MmpL3.

También se recuperaron como interactores de FhaA proteinas que participan en la
biosintesis de las diferentes capas de la compleja pared celular micobacteriana. Ademas de
Mvin (Gee et al. 2012), la lista incluye a CwsA (Cell wall synthesis A) (Plocinski et al. 2013),
proteinas que participan en la biosintesis de lipomanano (LM) y lipoarabinomanano (LAM)
como la poliprenil monofosfomanosa sintasa Ppm1 (Gurcha et al. 2002; Rana et al. 2012) y
MSMEG_0317 (Cashmore et al. 2017; Fay et al. 2019), o incluso el regulador transcripcional
WhiA y la proteina que contiene el dominio DivIVA, SeplVA (MSMEG_2416), ambos
involucrados en la division, longitud y la biosintesis de la envoltura celular (Lee et al. 2020;
Pickford et al. 2020). Finalmente, el interactoma también incluye las proteinas de
andamiaje del divisoma y elongasoma (FtsZ y Wag31 respectivamente). En conjunto, estos
resultados apuntan fuertemente a la participacion de FhaA en la biosintesis de la envoltura

celular de micobacterias durante el crecimiento y la division celular.

La sobreexpresion de FhaA altera la composicién/estructura de la envoltura celular.

Teniendo en cuenta los procesos a los que apunta nuestro interactoma, nos propusimos
caracterizar fenotipicamente a la cepa que sobreexpresa FhaA, respecto a posibles cambios
o alteraciones a nivel de la envoltura celular. Para ello evaluamos la hidrofobicidad de la
superficie celular a través del ensayo de reparto en xileno. Como se muestra en la Figura

42A, observamos que la sobreexpresién de FhaA genera a una disminucidn significativa de
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Figura 42: La sobreexpresion de FhaA altera la composicién/estructura de la envoltura celular. (A)
Prueba de hidrofobicidad de superficie. La figura muestra la particion de las cepas control y
Msmeg_fhaA entre PBS y xileno. El grafico representa el indice de hidrofobicidad, definido como el
porcentaje de la absorbancia inicial de la capa acuosa retenida en la fraccion de xileno después de la
particion. Los ensayos se realizaron por triplicado. Media + DE; * indica una diferencia estadisticamente
significativa determinada mediante anélisis de varianza (ANOVA), p <0.05.

B) Ensayo de formacion de biopeliculas. La formacion de biopeliculas se evalud en placas de 96 pocillos,
tinendo las mismas con cristal violeta y midiendo la absorbancia a 570 nm del cristal violeta retenido en
el biofilm. Media * DE; * indica una diferencia estadisticamente significativa determinada por ANOVA,
p <0.05. (C) Curva de crecimiento estatica. Las células se crecieron en medio 7H9 a 37 °C, sin agitacion.
El ensayo se llevd a cabo en placas de 96 wells utilizando 3 cultivos independientes en quintuplicado. El
crecimiento se determind midiendo la DO600 durante 10 dias consecutivos. Las dos cepas alcanzan la
misma densidad dptica final en fase estacionaria.

la hidrofobicidad de la superficie celular. Esta observacion respalda la hipdtesis de que esta

proteina esta involucrada en la biogénesis de la pared. Dado que la hidrofobicidad de

superficie es wuna propiedad fisicoquimica fundamental para comportamientos
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multicelulares como la adhesién a sustratos y entre células (Chakraborty and Kumar 2019;
Mazumder et al. 2010), nos propusimos investigar el impacto de la sobreexpresion de FhaA
en la formacidn de biopeliculas. Observamos que en la cepa Msmeg_fhaA la capacidad de
formacién de estas estructuras multicelulares es reducida (Figura 42B), y que este efecto

no esta relacionado con defectos en la biomasa final alcanzada por el biofilm (Figura 42C).

Con el fin de evaluar la permeabilidad de la envoltura celular, realizamos ensayos de
captacién de BrEt (G. Viswanathan et al. 2017). El principio de este ensayo consiste en el
aumento de la emision de fluorescencia en el tiempo, como resultado del intercalado del
BrEt en el ADN, consecuencia de la penetracién del mismo dentro de la célula. Dicho ensayo
mostré que la cepa que sobreexpresa FhaA es mds permeable en comparacion con la cepa

Control (Fig. 43), lo que coincide con las observaciones anteriores.
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Figura 43: Ensayo de permeabilidad al Bromuro de Etidio, mostrando que la permeabilidad de la
envoltura celular se ve comprometida en la cepa que sobreexpresa FhaA. El ensayo se llevd a cabo por
quintuplicado. La diferencia entre las curvas es estadisticamente significativa por test de Kolmogorov-
Smirnov (p < 0.05).

Para caracterizar en mayor profundidad las diferencias observadas en las cepas Control y
Msmeg_fhaA, realizamos ensayos de Microscopia electrdnica de transmision (MET), asi
como de tomografia electrénica (TE). El uso conjunto de estas dos técnicas nos permitio
obtener informacidén valiosa sobre la estructura y organizacién de la envoltura celular en

nuestra cepa de estudio.
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Las imagenes de MET confirmaron que la cepa que sobreexpresa FhaA exhibe una
envoltura celular anémala (Figura 44A y 44B). Se observan areas con una pared celular
inusualmente gruesa, que aparecen como manchas electrén lucidas con una distribucién
aberrante (Figura 44A). En comparacion con el Control, hay un aumento en el espesor
promedio de la envoltura celular (Figura 44B), estando estas dareas engrosadas,
heterogéneamente distribuidas alrededor superficie celular.

Por otra parte, los mapas de espesor de pared celular obtenidos mediante tomografia
electronica (TE) reafirman las alteraciones de la cepa Msmeg fhaA y resaltan la

heterogeneidad del espesor de la envoltura a lo largo del volumen celular (Figura 45).
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Figura 44: Microscopia electronica de transmision mostrando alteraciones en la envoltura celular en
la cepa que sobreexpresa FhaA (A) Micrografias de secciones ultrafinas para las cepas Control y
Msmeg_fhaA, donde se observan diferencias en el grosor y la apariencia de la pared celular. Los
asteriscos indican zonas de grosor anormal. Barra de escala: 200 nm.

(B) Grafico de violin comparando el espesor promedio de la pared celular determinado a partir de
imagenes de microscopia electronica de transmision (TEM) para cada cepa. Se aplicé Kolmogorov-
Smirnov; n = 30 células para cada grupo; * = p < 0.05. Los circulos blancos representan la mediana; los
cuadros grises representan el percentil 25%-75%; los valores fuera de los bigotes representan valores
atipicos.
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Figura 45: Tomografia electronica mostrando alteraciones en la envoltura celular de la cepa
Msmeg_fhaA (A) Mapa de variaciones en el espesor de la pared a lo largo del volumen celular. Los tonos
mas calidos indican un mayor espesor (25 a 50 nm) y los tonos mas frios denotan regiones mas delgadas
(0 a 25 nm). Panel izquierdo: secciones virtuales de tomogramas representativos de las cepas Control y
Msmeg_fhaA (aumento de la cepa Control 25.000 x; aumento de Msmeg_fhaA 14.500 x). Las puntas
de flecha blancas indican la membrana plasmatica. En particular, se observa un aumento en la capa
intermedia (flechas negras) de la pared celular de Msmeg_fhaA, en contraste con la capa
consistentemente mas delgada exhibida en el Control. Barra de escala: 100 nm. Panel derecho: modelo
tridimensional de voliumenes parciales para las cepas Control y Msmeg_fhaA. Se observa un fenotipo
azul oscuro predominante en todo el volumen para la cepa Control, mientras que hay una prevalencia
de tonos calidos en la mayor parte del volumen muestreado de Msmeg_fhaA, lo que indica el aumento
en el espesor de la pared. En el lado derecho, vista en seccion transversal de diferentes cortes
secuenciales a lo largo del eje Z. Los numeros indican dénde se seccionaron los modelos. (B)
Histogramas representando el grosor de la envoltura celular medido en los tomogramas de A, para las
cepas Control y Msmeg_fhaA

Otra evidencia del efecto de la sobreexpresion de FhaA en la envoltura celular proviene del
analisis de las propiedades fisicoquimicas de la membrana de las dos cepas. Usamos
microscopia confocal de barrido laser espectral para obtener imagenes de células
previamente tefidas con LAURDAN. LAURDAN es un colorante fluorescente anfifilico, que
penetra en las bicapas lipidicas y permite obtener informacién sobre la fluidez de las
membranas, ya que su espectro de emisién cambia en dependencia de la composicion

moleculary la polaridad del entorno (Malacrida and Gratton 2018; Malacrida, Jameson, and

105



Gratton 2017). Cuando aumenta la accesibilidad al agua en la interfaz de la membrana,
LAURDAN exhibe un corrimiento espectral hacia el verde, mientras que, en membranas mas
ordenadas, su emisiéon se desplaza hacia el azul. Utilizamos esta propiedad para
proporcionar una evaluacion inicial de posibles diferencias en la composicién y/o estructura
fisica de las capas lipidicas y/o sus estructuras de pared celular asociadas, como

consecuencia de la sobreexpresion de FhaA.

Cuando se representan los pixeles en un diagrama de fasores, aquellos correspondientes a
la cepa Control tienden a agruparse en angulos mas altos y mas cerca del origen de los ejes
en comparacién a la cepa Msmeg_fhaA (Figura 46). Ademds, existe una diferencia en las
combinaciones lineales que explican las trayectorias de los grupos de pixeles para ambas
cepas. Tomados en su conjunto, la diferencia entre las dos trayectorias mas el corrimiento
espectral y el ensanchamiento observados para la cepa que sobreexpresa FhaA indican que

existen cambios a nivel del entorno molecular detectado por LAURDAN (Figura 46B).
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Figura 46: Microscopia confocal de barrido laser espectral utilizando la sonda fluorescente LAURDAN.
(A) Imagenes representativas de intensidad e imagen pseudocolor de LAURDAN para las cepas Control
y Msmeg_fhaA. Las imagenes en pseudocolor se generaron utilizando la escala de colores indicada en
el panel B y representan el cambio espectral del azul al rojo. (B) Grafico de fasores espectrales de la
emisién de fluorescencia de LAURDAN para las cepas Control y Msmeg_fhaA. A los espectros de emision
se aplico la transformada de Fourier y se graficaron Gy S (correspondientes a las partes real e imaginaria
del primer armadnico de la transformada de Fourier) para obtener el gréfico de fasor espectral. Los datos
indican fuertes diferencias en la fluidez entre la envoltura de ambas cepas. Los pixeles correspondientes
a Msmeg_fhaA se encuentran desplazados en el sentido de las agujas del reloj (hacia el azul) en relaciéon
con la cepa Control y estan mas lejos del origen de los ejes (lo que indica un ensanchamiento espectral).
Ademas, la seccion amplificada muestra que las trayectorias correspondientes a cada cepa son
diferentes, lo que indica claramente que los entornos moleculares sensados por LAURDAN son distintos.
(C) Grafico que ilustran la intensidad de pixel normalizada vs fraccidon sélida. Los puntos negros
representan la cepa Control; Los puntos blancos representan la cepa Msmeg_fhaA. (D) Box plot
representando los valores del centro de masas para las curvas representadas en el panel C.
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Efecto de la sobreexpresion de FhaA sobre la composicion de lipidos.

Anteriormente se ha demostrado que las micobacterias con defectos en la organizacién de
la envoltura celular o en la biosintesis de sus componentes lipidicos son incapaces de formar
biopeliculas (Chakraborty and Kumar 2019; Mazumder et al. 2010). En conjunto, los
resultados expuestos hasta el momento apuntan a una posible alteracion en la estructura
y/o composicion lipidica de la envoltura celular como consecuencia de la sobreexpresién de
FhaA. Por otra parte, también el andlisis interactémico de la cepa Msmeg_fhaA sugiere un
posible rol de FhaA en la regulacién de la composicidn lipidica de la envoltura celular. Como
primer enfoque para evaluar esta posibilidad, realizamos una extraccién de lipidos libres
totales y analizamos dicha fraccién utilizando técnicas ortogonales. Como punto de partida
analizamos el peso seco de los lipidos recuperados a partir de cantidades comparables de
biomasa celular. Curiosamente, observamos diferencias claras en el peso de los lipidos

totales recuperados entre ambas cepas (Figura 47).
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0.00 - por triplicado. El asterisco indica

Control Msmey aA . . s . .r -
9 diferencia estadisticamente S|gn|f|cat|va

determinada mediante test de ANOVA
(p<0.05).

Esta fraccién lipidica también fue sometida a analisis mediante espectrometria de masa de
tipo MALDI TOF seguido de busqueda en base de datos. Dicho analisis mostré que los
perfiles lipidicos son muy similares entre ambas las cepas (Figura 48). Mediante esta técnica
sélo se pudieron observar fosfolipidos que forman parte de la membrana celular interna, lo

cual apunta a una bicapa lipidica sin cambios mayores a nivel de composicién.
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Figura 48: Espectros tipo MALDI-TOF/TOF obtenidos para los extractos lipidicos de las cepas
Control y Msmeg_fhaA. Las estructuras lipidicas se asignaron buscando los valores m/z en la base de
datos de Lipidomics Gateway de LIPID MAPS®
(http://www.lipidmaps.org/tools/ms/Mtb_batch_bulk.html), con una tolerancia de masa de 0.05 Da.
En estos espectros Unicamente se observan sefales correspondientes a lipidos caracteristicos de la
fraccion de membrana interna. No se observan diferencias significativas entre ambas cepas. PE:
Fosfatidil etanolamina; Pl: Fosfatidil inositol; DG: Diglicéridos; TG: Triglicéridos; CL Cardiolipina;
AcPIM fosfatidil inositol mandsidos acilados; AcSGL sulfolipidos acilados.

Debido a que mediante espectrometria de masa no fue posible descartar la existencia de
cambios a nivel de la fraccion de dcidos micdlicos, sometimos la fraccidn lipidica a andlisis
mediante cromatografia en capa fina (TLC, Thin liquid chromatography). Esta técnica
permite observar los alfa, ceto y metoxi metil ésteres de acidos micélicos (MAMES) asi como
los metil ésteres de acidos grasos (FAME) y determinar cambios en la cantidad total o la
proporcién de los mismos. Mediante esta técnica, no observamos cambios drasticos a nivel
de la composicién de acidos micdlicos (Figura 49). Nuestros resultados podrian indicar que
las diferencias observadas no se corresponden con cambios en la composicidn lipidica sino
con la abundancia de los mismos. Sin embargo, dado que todas las técnicas utilizadas
permiten observar sélo una pequefia fraccién de los lipidos presentes en la muestra, y dado
gue las micobacterias presentan una gran riqueza de diversidad de éstos, no es posible, a

partir de nuestros resultados, aseverar que no existan diferencias en la composicion lipidica.
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Figura 49: Cromatografia en capa fina donde se observan los perfiles de acidos micélicos presentes
en la fraccion lipidica de las cepas Control (carriles 1 y2) y Msmeg_fhaA (cariles 3 y 4). La imagen de
la izquierda representa los lipidos que se encontraban esterificando arabinogalactanos y la imagen de
la derecha aquellos lipidos que se encuentran en forma libre. Se indican las zonas donde aparecen los
metil ésteres de acido graso (FAME, Fatty acid methyl ester) y los metil ésteres de acidos micélicos
(MAME, Mycolic acid methyl ester) en sus formas a, metoxi y ceto. Los mismos no muestran diferencias
importantes en las proporciones de acidos micdlicos entre ambas cepas. Los ensayos se llevaron a cabo
por triplicado en duplicados bioldgicos.

La sobreexpresion de FhaA afecta la morfologia celular.

Con la finalidad de investigar el efecto de FhaA en la morfologia celular de la cepa
Msmeg_fhaA, se obtuvieron de imagenes de microscopia confocal de bacterias tefiidas con
sulforodamina-DHPE (n>100) y se analizd el largo celular en base a los perfiles de
fluorescencia de bacterias Unicas utilizando el programa Image J. Este analisis revel6 que la
sobreexpresion de FhaA genera células significativamente mas cortas en comparacién con
la cepa Control, exhibiendo una longitud promedio de 4.5 + 0.1 um (longitud promedio del
Control: 7.0 = 0.2 um) (Figura 50A). Esta observacion fue corroborada posteriormente
mediante microscopia electronica de barrido (MEB), que reveld que las células
Msmeg_fhaA no sélo son mas cortas, sino que ademas exhiben morfologia y dimensiones

anormales y heterogéneas. En las micrografias se observan células mas cortas y anchas, con
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defectos en los polos y el septo, los sitios de incorporacién de nueva pared celular. Mientras
que en algunos casos se observé un ensanchamiento en la zona correspondiente al septo,
la gran mayoria de las células presenté defectos morfoldgicos a nivel de los polos (Figura
50B-C). Dicha morfologia aberrante se distingue por el engrosamiento y curvatura de los
polos, siendo caracteristicos los abultamientos y la hinchazén de los extremos bacterianos.
Curiosamente, estos defectos se observaron mayoritariamente en uno de los polos
celulares, con una menor proporcién de células presentando alteraciones en ambos polos
(Figura 50B). Estas observaciones en su conjunto, sugieren una integridad comprometida
de la envoltura celular a nivel de los polos.

El andlisis ultraestructural de los polos celulares por tomografia electréonica mostré tres
capas de pared celular como estaba previsto, correspondientes a la membrana interna, la
pared de peptidoglicano/arabinogalactano y la membrana externa compuesta por acidos
micélicos. Interesantemente, la capa intermedia mostré un mayor grosor en Msmeg_fhaA
en comparacion con la cepa Control (Figura 45; 50D y video en Anexo), lo que sugiere una
sintesis alterada de la capa entre la micomembrana y la membrana interna,
correspondiente al peptidoglicano/arabinoglactano. En la Figura 50D se puede observar una

seccidn virtual de una tomografia celular correspondiente a un polo aberrante de
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Figura 50: La sobreexpresion de FhaA altera la morfologia celular. (A) Grafico de violin e imagenes
representativas de bacterias tefiidas con sulforodamina-DHPE ilustrando las diferencias en la longitud
celular entre ambas cepas. La longitud media es de 7.0 £ 0.2 um para la cepa de control yde 4.5+ 0.1 um
para la cepa Msmeg_fhaA. * indica una diferencia estadisticamente significativa determinada por test de
Student para dos muestras. P < 0.05; n > 100 células para cada grupo. Los circulos blancos representan la
mediana; los cuadros grises representan el percentil 25%-75%; los valores fuera de los bigotes
representan valores atipicos. (B) SEM mostrando diferencias morfolégicas entre cepas. Las imagenes de
la cepa Msmeg_fhaA revelan heterogeneidad en la forma, la longitud y el ancho de las células en
comparacion con el Control. Ademas, se observa que la mayoria de las células Msmeg_fhaA exhiben un
polo aberrante. (C) Grafico de violin mostrando que el ancho de la célula se encuentra alterado en la cepa
Msmeg_fhaA. Las mediciones de ancho fueron realizadas a partir de imagenes SEM. * indica una
diferencia estadisticamente significativa determinada por ANOVA de una via. P < 0.05; n = 30 células para
cada grupo. Los circulos blancos representan la mediana; los cuadros grises representan el percentil 25%-
75%; los valores fuera de los bigotes representan valores atipicos. (D) lzquierda: seccidn virtual de una
tomografia celular de un polo curvo de Msmeg_fha. Derecha: vista superior del modelo 3D
correspondiente al tomograma de la izquierda, enfatizando el engrosamiento de la pared celular (flechas
blancas). La capa blanca representa la membrana plasmatica; la capa azul claro indica
PG/arabinogalactano; la capa amarillo claro indica la membrana externa. Barra de escala: 200 nm.
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Msmeg_fhaA, corroborando el engrosamiento de la pared celular (Figuras 45A y 50D). Las
alteraciones morfoldgicas observadas, sugieren que la sobreexpresion de FhaA altera la

elongacion polar y la sintesis de la pared celular.

La sobreexpresion de FhaA genera deslocalizacion de la biosintesis de peptidoglicano.

Dado que nuestros resultados de microscopia electrénica apuntan a una alteracién en la
sintesis de peptidoglicano como consecuencia de la sobreexpresion de FhaA, nos
propusimos evaluar el efecto de dicha sobreexpresion en la sintesis de PG. Para ello
utilizamos D-HADA, un analogo fluorescente del aminodacido D-alanina (Kuru et al. 2015), el
cual se incorpora a los sitios donde estd ocurriendo sintesis activa de PG. Acorde a lo
esperado, en la cepa control el nuevo material de pared celular se inserta especificamente
en los polos y el septo (Figura 51A). Sin embargo, en la cepa Msmeg_fhaA, la sintesis de PG
no se limita estrictamente a estos sitios, ya que el HADA ademds se incorpora en focos
discretos a lo largo de la envoltura celular (Figura 51A). Para cuantificar el grado de
deslocalizacion en la sintesis de PG, evaluamos la distancia entre focos de HADA en cada
bacteria, normalizada respecto a la longitud celular. En la cepa Control detectamos 2 o0 3
maximos locales de intensidad de fluorescencia (Figura 51A y C) correspondientes a los dos
polos (células no septadas), o a los dos polos mdas el septo (células septadas),
respectivamente (nUmero promedio de focos HADA por célula: 2.7 + 0.5). En este caso, el
espacio entre focos de sintesis de PG se correlaciona con las distancias polo-septo o polo-
polo (Figura 51 B-C). Sin embrago, en el caso de la cepa Msmeg_fhaA, el nimero promedio
de focos por célula aumenta a 4.5 + 1.7, y como consecuencia la distancia relativa entre
focos es significativamente mas corta, lo que apunta a que la maquinaria biosintética de PG
se encuentra deslocalizada (Figura 51B-C). Interesantemente, la cepa que sobrexpresa la
version fosfoablativa de FhaA para la Thrl16 (Msmeg_fhaATii6A), un residuo identificado
por nosotros como fosforilado in vitro e in vivo, exhibe el mismo fenotipo de deslocalizacion
de peptidoglicano, lo cual apunta a que este efecto no estd regulado por fosforilacién en

este sito. (Figura 51D).
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La localizacién anormal de la maquinaria de sintesis de la pared celular se demostré
previamente para la cepa de M. smegmatis que sobreexpresa la proteina de andamiaje del
elongasoma Wag31 (Nguyen et al. 2007). Con el fin de evaluar si la deslocalizacién de la
magquinaria de sintesis de PG que observamos en la cepa Msmeg_fhaA podria estar asociada
con un aumento en los niveles Wag 31, se llevd a cabo un analisis protedmico comparativo
de las proteinas totales presentes en ambas cepas mediante espectrometria de masa. Los
resultados confirmaron la sobreexpresién de FhaA en la cepa Msmeg_fhaA. Sin embargo,
los niveles de Wag31 no fueron estadisticamente diferentes a los de la cepa Control (Tabla

S3 en Anexo). Este resultado sugiere que los niveles elevados de FhaA en si mismos podrian
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Figura 51: La sobreexpresion de FhaA provoca una deslocalizacion de la maquinaria de sintesis
de PG. (A) Imagenes representativas de las cepas Control y Msmeg_fhaA que muestran la
distribucion de sintesis de PG. Se aplicé “fire” look up table (LUT) a la sefial de HADA para resaltar
las regiones con mayor intensidad de fluorescencia. Se utilizd la herramienta “find maxima” de
Image J para detectar maximos locales de intensidad de la sefial de HADA (cruces blancas) y se
midieron las distancias entre focos (barras cian). Dado que la longitud de las células es
significativamente diferente entre ambas cepas, las distancias entre focos se relativizaron respecto
a la longitud de las células (barras amarillas). Barra de escala: 5 um. (B) Grafico de violin que
muestra las diferencias en las distancias entre focos para las cepas Control y Msmeg_fhaA. * indica
una diferencia estadisticamente significativa determinada por Kolmogorov-Smirnov. P < 0.05; n >
100 células para cada grupo. Los circulos blancos representan la mediana; los cuadros grises
representan el percentil 25%-75%; los valores fuera de los bigotes representan valores atipicos.
(C) Grafico de violin que muestra el nimero de focos HADA por célula. Mientras que las células de
control exhiben dos focos (ambos polos, bacterias no septadas) o tres (dos polos y tabique,
bacterias septadas), las células Msmeg_fhaA exhiben multiples focos, incluso cuando no estan
septadas. * indica una diferencia estadisticamente significativa determinada por Kolmogorov-
Smirnov, P <0.05; n > 100 células para cada grupo. Los circulos blancos representan la mediana;
los cuadros grises representan el percentil 25%-75%; los valores fuera de los bigotes representan
valores atipicos. (D) Imagen representativa mostrando la incorporacién de HADA en la cepa que
sobrexpresa la versidon fosfoablativa de FhaA en la Thrl1l6 (Msmeg_fhaATiisA), previamente
identificada por nosotros como sitio de fosforilacion in vivo e in vitro. El patrén observado coincide
con el de la cepa Msmeg_fhaA. Barra de escala: 5 um.

ser el factor responsable de la deslocalizaciéon de la maquinaria de biosintesis de la pared

celular.

FhaA es necesaria para la elongacidn polar y para el crecimiento asimétrico.

Con la finalidad de profundizar en el papel de la FhaA en la elongacidn celular, evaluamos
la morfologia celular e incorporacion de HADA en una cepa de M. smegmatis knockout para
fhaA (Msmeg_AfhaA). Esta cepa, asi como la cepa salvaje (WT) y la complementada
Msmeg_AfhaA_fhaA fueron amablemente cedidas por el Dr. Raghunand Tirumalai. De
acuerdo a lo reportado previamente en la literatura (Viswanathan et al, 2017), observamos
gue las bacterias Msmeg_AfhaA son mas cortas en comparacion con la cepa WT, y que la
longitud celular se recupera parcialmente después de la complementacion (Figura 52A),

confirmando el papel de la FhaA en la elongacién celular.
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Los perfiles de intensidad de fluorescencia en células WT que se encontraban en proceso
de divisién (septadas, n>100), revelaron la presencia de tres maximos correspondientes al
septoy los polos (Figura 52B), con los polos exhibiendo una mayor intensidad. Ademas, este
resultado muestra que la elongacion es asimétrica, como se reportd en la literatura
(Aldridge et al. 2012; Hannebelle et al. 2020; Joyce et al. 2012). El polo de crecimiento
rapido se caracteriza por poseer una sefial de HADA que abarca un drea mds amplia desde
el polo y posee una pendiente mas pequefia de intensidad de fluorescencia (Figura 52A-C).
Por el contrario, la sefal de fluorescencia correspondiente al polo de crecimiento lento
aparece concentrada dentro de una regidon mas restringida y la pendiente en el perfil de
intensidad de fluorescencia es mayor (Figura 52A-C). Nuestros resultados confirman la
existencia de una diferencia estadisticamente significativa en el grado de incorporacion de
HADA para ambos polos en la cepa WT, acorde a la literatura previa (Figura 52A y 52C). Sin
embargo, cuando observamos a la cepa Msmeg_AfhaA vemos que la misma exhibe un perfil
fluorescencia distinto, caracterizado por una mayor intensidad en el septo y niveles
significativamente mas bajos de incorporacién de HADA en los polos (Figura 52B). La
relacion de intensidad polo/septo (siendo la intensidad del polo, el promedio de ambos
polos celulares) es significativamente diferente entre las cepas WT y Msmeg_AfhaA. Esta
distribucién andmala de la sintesis de PG se revierte parcialmente después de la
complementacion (Figura 52D, Figura 53 A). Otro dato interesante que surge del analisis de
los perfiles de fluorescencia, es que la incorporacion polar de HADA por Msmeg_AfhaA
abarca un drea mas amplia en ambos polos, en comparacion con la cepa WT: la eliminacion
de FhaA no solo alterd el patrén y la cantidad de HADA incorporado, sino que también
resulté en una incorporacidn simétrica del nuevo material de pared celular en los polos,
como lo revela el perfil de fluorescencia promedio y las pendientes de intensidad de
fluorescencia en los polo de Msmeg_AfhaA (Figura 52B y 52C). Otro punto interesante
resulta del hecho de que esta pendiente es menor que la medida para el polo de

crecimiento rapido del WT.
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Este rasgo, junto con la observacion de que las células Msmeg_AfhaA son mas cortas,
apunta a una localizaciéon mas difusa de la maquinaria de sintesis de PG en esta cepa (Figura
52B-Cy 53 B). Cabe destacar que la complementacién de Msmeg_AfhaA permite recuperar
por completo la sintesis polar de la pared celular y la incorporacién asimétrica de PG (Figura
52B-Cy Figura 53 A-B).

Debido a las diferencias bien documentadas en las tasas de crecimiento entre los polos viejo
y nuevo, el septo en las micobacterias se ubica de manera asimétrica, en lugar de ubicarse
exactamente en el centro de la célula, como sucede en otras bacterias. En consecuencia,
existe una heterogeneidad considerable en el tamafio de las células que conforman una
misma poblacién. Como otro indicador de asimetria, evaluamos la posicidon del septo y la
variabilidad de la longitud celular en Msmeg_AfhaA. En consonancia con la pérdida de
crecimiento asimétrico, en la cepa ko para fhaA el septo se posiciona cerca del ecuador
celular con mayor frecuencia que en la cepa WT. La asimetria en la posicién septal se
restaura después de la complementacién (Figura 52E). La pérdida de crecimiento asimétrico
en Msmeg_AfhaA se confirma ademas por una poblacion mds homogénea en longitud, en

comparacion con la cepa WT o la cepa complementada (Figura 52A).
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Figura 52: FhaA es necesaria para el crecimiento asimétrico. (A) Grafico de violin e imagenes
representativas que muestran diferencias de longitud entre cepas. Las células Msmeg_AfhaA son mas
cortas que las células WT vy la longitud se recupera parcialmente después de la complementacion. *
indica una diferencia estadisticamente significativa determinada mediante la prueba de Kruskal-Wallis,
P <0.05 n > 100 células para cada grupo. Los circulos blancos representan la mediana; los cuadros grises
representan el percentil 25%-75%; los valores fuera de los bigotes representan valores atipicos. Barra
de escala 2 um. (B) Perfiles promedio de fluorescencia HADA a lo largo de la célula para > 100 células
septadas. La zona clara representa la DE. Los perfiles constan de tres picos correspondientes a ambos
polos (denominados polo 1y polo 2) y el septo. Para la cepa WT, la intensidad maxima se ubica en los
polos, mientras que en Msmeg_AfhaA se ubica en el tabique. La cepa Msmeg_AfhaA_fhaA presenta un
fenotipo intermedio que exhibe tres picos de intensidad comparable. Los esquemas que se encuentran
debajo de los graficos representan los patrones de deposicién de HADA para cada cepa. (C) Box plots
mostrando las pendientes promedio (lineas negras en los perfiles de fluorescencia) para los polos 1y 2
(n>100 células). Los graficos confirman el crecimiento asimétrico para WTy Msmeg_AfhaA_fhaA. En el
caso de la cepa Msmeg_AfhaA no se observan diferencias en la incorporacion de HADA entre ambos
polos. * indica una diferencia estadisticamente significativa determinada por la prueba de Kolmogorov-
Smirnov, P <0,05; n > 100 células para cada grupo. El cuadro representa el percentil 25%-75% vy la
mediana; los valores fuera de los bigotes representan valores atipicos. (D) Grafico de violin que ilustra
el cociente entre la intensidad de fluorescencia en los polos (promedio de ambos) y la intensidad en el
tabique. * indica una diferencia estadisticamente significativa determinada por ANOVA unidireccional.
P < 0.05; n > 100 células para cada grupo. Los circulos blancos representan la mediana; los cuadros
grises representan el percentil 25%-75%; los valores fuera de los bigotes representan valores atipicos.
(E) Grafico de violin mostrando la posicion relativa del tabique en las cepas WT, Msmeg_AfhaA y
Msmeg_AfhaA_fhaA. La posicion asimétrica del tabique se pierde en la cepa Msmeg_AfhaA y se
restaura completamente después de la complementacién. * indica una diferencia estadisticamente
significativa determinada por ANOVA de una via. P < 0.05; n > 100 células para cada grupo. Los circulos
blancos representan la mediana; los cuadros grises representan el percentil 25%-75%; los valores fuera
de los bigotes representan valores atipicos.
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Figura 53: Comparacion del perfil de fluorescencia en los polos (A) Alineamiento de los perfiles
promedio de intensidad de fluorescencia del HADA entre las distintas cepas. Los perfiles individuales
se normalizaron respecto al largo por razones comparativas. Los polos 1y 2 corresponden al polo de
crecimiento rdpido y lento respectivamente. B) Box plots mostrando la comparacién entre los
promedios de las pendientes de los polos en los perfiles de intensidad de fluorescencia de HADA.
Ambos polos de Msmeg_AfhaA tienen pendientes menores que los polos 1 y 2 WT vy
Msmeg_AfhaA_fhaA. * indica una diferencia estadisticamente significativa determinada por
Kolmogorov-Smirnov, P <0.05; n > 100 células para cada grupo. Los circulos blancos representan la
mediana; los cuadros grises representan el percentil 25%-75%; los valores fuera de los bigotes
representan valores atipicos.
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Finalmente, utilizando una cepa de M. smegmatis que sobreexpresa FhaA fusionada a la
proteina fluorescente mScarlet (Msmeg_mscarlet_fhaA), demostramos que FhaA no sélo
se localiza en los polos y septos como habia sido previamente reportado (Gee et al, 2012),
sino que, ademas, lo hace preferencialmente en uno de los polos (Figura 54). Para
determinar si FhaA se encuentra asociada al polo de crecimiento rdpido o al lento,
realizamos ensayos de microscopia, antes de que ocurriera la deslocalizacion de HADA, pero
cuando la expresién de mScarlet-FhaA ya resulta evidente. De esta manera, logramos
identificar con certeza los polos de crecimiento rapido y lento, ya que esta tarea se dificulta
enormemente una vez que ocurre la deslocalizacidn de la sintesis del peptidoglicano. Este
enfoque nos permitié demostrar que FhaA se acumula preferentemente en el polo antiguo,
o de crecimiento rapido (Fig. 54).

Un dato curioso que surge de este anadlisis es que ademads encontrarse localizada en septo
y asimétricamente en los polos, otro sitio frecuente en que encontramos a la construccion
m-Scarlet-FhaA corresponde a protuberancias y codos (Figura 54C). Estas protuberancias
coinciden con las caracteristicas morfoldgicas aberrantes observadas para en la cepa que
sobreexpresa FhaA pero que estdn ausentes en la cepa control (Figuras 45A, 50 ByD). Estos
resultados traen nuevamente a colacién las observaciones de Nguyen et al, 2007 en donde
la sobreexpresion de la proteina de andamiaje del elongasoma Wag31 genera una
localizacion anormal de la maquinaria de sintesis de la pared celular, y esto conlleva a la

formacién de protuberancias y células ramificadas.
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Figura 54: analisis de la localizacion de mScarlet-FhaA (A) Box plot mostrando las

diferencias en la intensidad de fluorescencia de mScarlet-FhaA en ambos polos. Los polos
se clasificaron como rapido o lento segln el patrén de incorporacidon de HADA. El asterisco
indica una diferencia estadisticamente significativa determinada por test de Student (p <
0.05); n= 30 células. Los circulos blancos representan la mediana; los cuadros grises
representan el percentil 25%-75%; los valores fuera de los bigotes representan valores
atipicos. (B) Imagenes representativas de la cepa Msmeg_mscarlet_fhaA donde se observa
la colocalizacion de las sefiales de HADA y mScarlet-FhaA en los polos y el tabique. Barra
de escala: 5 um. (C) Imagenes representativas mostrando la co-localizacion de mScarlet-
FhaA con las anomalias de forma consecuencia de la sobreexpresidon de FhaA. Barra de
escala: 5 um.
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En resumen, en este trabajo presentamos evidencia sélida de que FhaA es un factor clave
en la elongacidn de las micobacterias, que se localiza predominantemente en el polo viejo
y es crucial para la integridad de la envoltura celular y la asimetria del crecimiento polar.
Por un lado, los resultados del interactoma de FhaA y la caracterizacién fenotipica de la cepa
que la sobreexpresa indican que FhaA es parte de la maquinaria molecular responsable de
la sintesis de la compleja envoltura celular de las micobacterias y que desempeiia un papel
funcional en este proceso biosintético.

Durante el crecimiento y la divisidn celular, la sintesis de peptidoglicano es orquestada por
dos complejos multiproteicos: el elongasoma, responsable de la elongacién polar, y el
divisoma, encargado de la division celular y la septacidon. El fenotipo de células cortas de
Msmeg_AfhaA, junto con una menor incorporaciéon de HADA en los polos, indica
claramente que FhaA participa en la sintesis polar de péptidoglicano y en la elongacién
celular. Un estudio previo mostré que los niveles disminuidos de FhaA resultan en una
mayor acumulacién de precursores de peptidoglicano, proponiendo asi que FhaA inhibe las
etapas finales de la biosintesis de PG a través de su interaccidn con la flipasa MviN (Gee et
al, 2012). Nuestros resultados respaldan consistentemente el papel de FhaA en este
proceso, pero nos permiten contrastar la hipétesis previa. Basandonos en los niveles de
incorporacion de HADA y en caracterizaciones morfoldgicas, planteamos la hipétesis de que
FhaA promueve y no inhibe la sintesis de péptidoglicano.

En conjunto, nuestros resultados nos permiten establecer a FhaA como un integrante del
elongasoma necesario para el crecimiento polar asimétrico. El hecho de que PgfA, el
principal interactor FhaA, tenga el mismo patrén de localizacién subcelular que FhaA, y
también cumpla un rol en el establecimiento de la asimetria celular respalda nuestros
resultados (Gupta et al. 2022). Las bases moleculares del crecimiento asimétrico de las
micobacterias todavia son poco conocidas. Se ha postulado que la distribucién desigual de
los componentes clave de la maquinaria de elongacién celular, predominantemente
concentrados en el polo viejo, es responsable de las diferentes tasas de crecimiento polar

(Chung, Johnson, and Aldridge 2022; Jani et al. 2010; Kang et al. 2008; Kieser et al. 2015).
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En este sentido se ha propuesto un modelo de crecimiento bifasico, en el cual el polo nuevo
experimenta una fase inicial de crecimiento mas lento, durante la cual Wag31 y otros
integrantes del elongasoma se acumulan, seguida de un periodo de crecimiento rapido
antes del siguiente ciclo de divisién (Hannebelle et al. 2020).

Diversos resultados obtenidos en esta tesis apuntan a que FhaA influye directamente en la
correcta y precisa localizacion subcelular de la maquinaria de sintesis de pared celular. En
primer lugar, la sobreexpresion de FhaA provoca la incorporacion de HADA en multiples
puntos focales a lo largo de la célula, asi como en los polos y septos, un fenotipo que no se
debe a un aumento en los niveles de Wag31, sino que parece estar directamente
relacionado con los niveles alterados de FhaA. Paralelamente, los resultados de TEM y TE
revelan un engrosamiento localizado y heterogéneo de la pared celular, lo que sugiere
fuertemente que estas areas andmalas de la pared pueden correlacionarse con los focos
adicionales de incorporacion de HADA y la deslocalizacion de la maquinaria del elongasoma.
De manera consistente, en la cepa que carece de FhaA, la incorporacion de HADA se
extiende sobre una region mas amplia en los polos, superando incluso el area observada en
el polo de crecimiento rapido de la cepa WT. Dado que las células de Msmeg_AfhaA son
mas cortas, esta expansion del area de incorporacién de HADA sugiere que la maquinaria
biosintética estda menos restringida espacialmente en los polos, en lugar de indicar un
crecimiento acelerado. En conjunto, nuestros resultados indican que FhaA participa en la
regulacién de la localizacion precisa del elongasoma y su actividad biosintética. Estos

resultados fueron recientemente publicados, se adjunta el articulo en el anexo.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
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Nuestros resultados apuntan a que GInA1l representa un nuevo sustrato de PknG. Mediante
espectrometria de masa corroboramos que GInAl es fosforilada por PknG in vitro e
identificamos tres residuos como sitios especificamente fosforilados, uno de ellos, el

residuo de Ser57, de importancia en la actividad catalitica.

Desafortunadamente, no pudimos identificar sitios fosforilados in vivo. Esto puede deberse
a varios factores, como la baja abundancia de péptidos fosforilados o la ausencia de
fosforilacion en las condiciones ensayadas. Es posible que la fosforilacion posea un rol
importante en el marco de la infeccidon, donde los aminoacidos aspartato y glutamato son
una fuente fundamental de nitrédgeno y por tanto la actividad de GInA1l es vital (Lima et al,
2012). En dicho contexto es posible que M. smegmatis no sea un buen modelo para el
estudio de esta proteina, ya que es incapaz de sobrevivir dentro de los macréfagos. También
existe la posibilidad de que la fosforilacion ocurra bajo una condicién de crecimiento
particular, diferente a las ensayadas por nosotros en este trabajo, o incluso o en una
fraccién subcelular distinta, como por ejemplo la fraccidén secretada, donde se sabe que
GInA1l es un componente fundamental. Por otra parte, desconocemos si la fosforilacién
ocurre en el contexto de la proteina monomérica o en el dodecdmero. Esta fosforilacion del
mondmero, de ocurrir in vivo, no afectaria el estado de oligomerizacidn, pero si podria tener
un rol sobre la regulacion de la actividad, de acuerdo a los resultados obtenidos en el

mutante fosfomimético.

Cabe destacar que ademas de que la fosforilacion por PknG es sub-estequiometrica e
involucra una pequefia fraccién de las moléculas de GInAl (lo que puede impedir su
deteccion por espectrometria de masa) la deteccién de fosfopéptidos sin un paso previo de
enriquecimiento, es dificil, debido a que existe supresidon idnica por péptidos no

modificados (Mann et al 2002, Dephoure et al 2013)

GInA1l juega un papel clave en la supervivencia bacteriana dentro del huésped, ya que no
solo regula la sintesis del polimero de pared poli L-glutamato/glutamina, sino también la
asimilacion de amonio por la bacteria. La asimilacion de nitrégeno podria incluso tener un

efecto en la inhibicion de la acidificacion lisosomal, ya que regula de la concentracién de
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amonio libre en el fagosoma y por tanto podria impactar sobre la acidez del mismo.
Interesantemente, GInAl esta involucrada en la misma ruta metabdlica que GarA, KGD y

GDH, otras tres enzimas reguladas directa o indirectamente por PknG.

La sintesis y actividad de GInAl estdn estrechamente reguladas a distintos niveles y, en
particular, la AMPilacién reversible del residuo conservado Tyr406 es un mecanismo de
regulacion bien establecido. Nuestros resultados abren la posibilidad de que la fosforilacion

de proteinas también participe en la modulacion de dicha actividad.

En suma, nuestros resultados sugieren fuertemente que GInAl es un nuevo sustrato de
PknG. Sin embargo, el efecto especifico de la fosforilacidn sobre su actividad, estado de
oligomerizacién, asi como su posible rol en la acidificaciéon lisosomal ain no se ha
establecido. La elucidacion de estos eventos requiere de mds experimentos para verificar

esta hipdtesis.

En la presente tesis investigamos el rol de la proteina FhaA. Nuestros resultados indican que
FhaA es una proteina perteneciente al elongasoma y que no sélo posee un rol central en el
crecimiento asimétrico, sino que ademas, ella misma se distribuye asimétricamente entre
los polos, al igual que fue observado para otros determinantes de asimetria (Gupta et al,
2022). Un resultado sorprendente fue la identificaciéon de la proteina MSMEG_0692 como
uno de los principales interactores de FhaA. A través de analisis in silico, observamos que
esta proteina, de funcién aun desconocida, contiene un dominio con una alta homologia
estructural a MreB. Este hallazgo desafia el paradigma vigente, que sostiene que las
micobacterias no utilizan un homdlogo de la actina para su crecimiento. Ensayos
preliminares en los que expresamos MSMEG_0692 como proteina de fusion a la proteina
fluorescente mScarlet en un plasmido de baja expresion en Mycobacterium smegmatis,
muestran no sélo que se localiza especificamente en los polos y septos, los sitios en donde
ocurren la elongacion y division celular respectivamente, sino que ademas, presenta una
distribucién asimétrica entre los polos. Interesantemente, este es el mismo patrén de
distribucién que observamos para FhaA. Estos resultados establecen la base para futuras

investigaciones de gran potencial.
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Durante la realizacién de este trabajo obtuvimos multiples resultados que establecen
nuevas interrogantes interesantes de abordar. Una observacién que surge del analisis de la
cepa sobreexpresante de FhaA es la aparicién de aberraciones morfolégicas como el
engrosamiento y curvatura de los polos, asi como multiples sitios presentando
abultamientos codos, y zonas engrosadas. Cuando observamos la localizacién de la
construccion m-Scarlet-FhaA en la célula, vemos que ademds de encontrarse en polos y
septos la misma frecuentemente se localiza en dichas protuberancias y codos. En este
contexto consideramos que seria interesante realizar ensayos de microscopia confocal en
un background alterado de FhaA y Wag31. Observar la localizaciéon de una de estas
proteinas en ausencia de la otra seria fundamental para establecer un sentido en la cascada
de eventos. Por otra parte, si bien se ha propuesto que Wag31 es reclutada a los polos a
través del reconocimiento de curvatura de la envoltura (Meniche et al, 2014), esto es tema
de debate. Consideramos que la realizaciéon de ensayos de time lapse en los backgrounds
planteados nos permitiria dilucidar si la acumulacion de FhaA y Wag31 son dependientes
una de otra, y qué evento ocurre en primer lugar, si la formacién de la curvatura, o el

reclutamiento de estas proteinas en sitios curvos.

Finalmente, si bien el presente trabajo representa un aporte importante al estado del
conocimiento; aun quedan preguntas abiertas que abordar, como la elucidacion del
mecanismo a través del cual FhaA ejerce su accién bioldgica, y el rol de la fosforilacidén en

la regulacién de dicho mecanismo.
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Tabla S1: Proteinas enriquecidas en el interactoma de FhaA (tasa de cambio >2)

Identificador Tasa de N
Uniprot cambio P Descripcion Localizacién
subcelular

AOQPE7 8,05 3,86E-05 3-oxoacyl-acyl-carrier protein reductase FabG4 -
AOR201 7,83 9,09E-03 ATP synthase gamma chain GN=atpG CM-Peripheral M
AOR588 6,70 1,59E-02 ATP-dependent zinc metalloprotease FtsH GN=ftsH CM-multipass MP
A0QVL2 5,88 3,14E-04 Probable malate:quinone oxidoreductase GN=mqo -

IDM at poles and
A0QV18 5,14 6,30E-03 Uncharacterized protein GN=MSMEG_2416 patches in

membrane
AOR1Z9 5,12 4,62E-05 ATP synthase epsilon chain GN=atpC CM-Peripheral M
AORO51 5,08 1,46E-02 Ubiquinol-cytochrome c reductase iron-sulfur subunit GN=MSMEG_4262 CM-multipass MP
AOQPES8 4,67 2,24E-02 3-ketoacyl-CoA thiolase GN=fadA2 -
CM-Peripheral
AOQP27 4,51 1,59E-02 M/cell tip and
Drug exporters of the RND superfamily-like protein GN=mmpL3 septum

AOR696 3,72 1,22E-02 Glycine/D-amino acid oxidase GN=MSMEG_6471 -
AOR3N8 3,70 1,84E-03 Succinate semialdehyde dehydrogenase GN=MSMEG_5538 -
A0QX24 3,66 2,17E-04 ATPase, MoxR family protein GN=moxR -
AOQVM4 3,59 2,58E-03 Transcription termination/antitermination protein NusA GN=nusA cytoplasm
AOR203 3,44 4,05E-03 ATP synthase subunit b-delta GN=atpFH CM-single pass MP
A0QQJ4 3,20 9,91E-04 F420-dependent glucose-6-phosphate dehydrogenase GN=fgd -
AOQR91 3,17 5,75E-04 Cyclohexanone monooxygenase GN=MSMEG_1030 -
QO9AFI5 3,08 2,70E-03 Single-stranded DNA-binding protein GN=ssb septum
A0QQI4 2,99 1,09e-03 Phosphoribosylglycinamide formyltransferase 2 GN=purT -




A0QQBO 2,96 1,17E-03 Iron-sulfur cluster-binding protein GN=MSMEG_0690 IMP
Conserved hypothetical proline and alanine rich protein
AOQNJ7 2,81 681603 | OO GiZO P P ]
AOQSLO 2,79 1,30E-02 Thioredoxin reductase GN=MSMEG_1516 -
AOQWV9 2,75 2,08E-02 Putative sporulation transcription regulator WhiA GN=whiA -
AOQYW6 2,72 7,80E-04 Universal stress protein family protein, putative GN=MSMEG_3811 -
A0OQVU2 2,69 8,20E-03 35 kDa protein GN=MSMEG_2695 -
AOR200 2,63 1,59E-04 ATP synthase subunit beta GN=atpD CM-Peripheral M
AOR202 2,49 5,95E-04 ATP synthase subunit alpha GN=atpA CM-Peripheral M
AOR4J1 2,29 4,00E-03 Phosphoribosylamine--glycine ligase GN=purD -
AORO06 2,27 3,24E-04 Cell wall synthesis protein Wag31 GN=wag31 -
A0QQ61 2,11 1,94E-02 ABC transporter ATP-binding protein GN=MSMEG_0639 -
AOQR89 2,08 9,25E-04 Geranylgeranyl reductase GN=MSMEG_1028 -
AORO12 2,06 1,33E-02 Cell division protein FtsZ GN=ftsZ -

#PatternLab's TFold
#Parameters used:

#F-stringency :0.04,
g-value:0.05

#Normalization used: Total

Signal




Tabla S2: Analisis de interacciones mediante STRING

Reporte sobre el estado de la
red:

number of nodes: 56
number of edges: 94
average node degree: 3,36
avg. local clustering coefficient: 0,47
46
expected number of edges:
PPl enrichment p-value: 2,29E-10
La red esta significativamente
enriquecida en interacciones
Reporte de enriquecimiento
# genes en referencia # genes Categoria Descripcion FDR p
8 5 COMPARTMENTs | Froton-transporting ATP |, 3¢ 5 3,94E-08
synthase complex
12 5 COMPARTMENTS Cell pole 3,0E-05 1,85E-07
7 3 COMPARTMENTS Cell tip 3,4E-03 6,17E-05
8 3 COMPARTMENTS Cell septum 4,0E-03 8,43E-05
1049 19 COMPARTMENTS Membrane 2,5E-02 6,10E-04
71 8 GO Biological Process | hiponucleotide 6,9E-05 2,16£-07
biosynthetic process
56 7 GO Biological Process | F]rine ribonucleotide 1, ) o) 6,95E-07

biosynthetic process




Regulation of

35 6 GO Biological Process 1,4E-04 8,74E-07
developmental process
34 5 GO Biological Process | Regulation of cell shape 1,3E-03 1,50E-05
38 5 GO Biological Process Cell cycle 1,7E-03 2,44E-05
Nucleobase-containing
194 9 GO Biological Process | compound biosynthetic 2,2E-03 3,65E-05
process
44 5 GO Biological Process Cell division 2,7E-03 4,66E-05
206 9 GO Biological Process | Carconvdrate derivative |, ), 5,73E-05
biosynthetic process
. . Aromatic compound
322 10 GO Biological Process . . 1,4E-02 3,30E-04
biosynthetic process
GO Biological Heterocycle
353 10 & . <y 2,7E-02 6,70E-04
Process biosynthetic process




Tabla S3: Niveles de FhaA y Wag31 en las cepas control y Msmeg_fhaA

Conteo de espectros

Locus co:tlrol co:tzrol co:tsrol Msmeg_fhaA R1 Msmt;g2 _fhaA Msmt:‘g3 _fhaA Descripcion
FhaA - - - 371 348 373 Fha A M.tuberculosis
Cell wall synthesis protein Wag31
AORO06 42 39 20 51 58 34 0OS=Mycobacterium smegmatis

Video suplementario

https://drive.google.com/file/d/1lc3-BnlFUzGHKuLhHU80DH|DP38wdfjZ/view?usp=drive_link
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: PknG from Mycobacterium tuberculosis is a multidomain Serine/Threonine protein kinase that regulates bacterial
PknG metabolism as well as the pathogen’s ability to survive inside the host by still uncertain mechanisms. To uncover
Serine/?hreonme protein kinase PknG interactome we developed an affinity purification-mass spectrometry strategy to stepwise recover PknG
g;ut:mme synthetase substrates and interactors; and to identify those involving PknG autophosphorylated docking sites. We report a
an . confident list of 7 new putative substrates and 66 direct or indirect partners indicating that PknG regulates many
Affinity purification-mass spectrometry . . . . . . .
. . physiological processes, such as nitrogen and energy metabolism, cell wall synthesis and protein translation.
Mycobacterium tuberculosis A N > X
GarA and the 50S ribosomal protein L13, two previously reported substrates of PknG, were recovered in our
interactome. Comparative proteome analyses of wild type and pknG null mutant M. tuberculosis strains provided
evidence that two kinase interactors, the FHA-domain containing protein GarA and the enzyme glutamine
synthetase, are indeed endogenous substrates of PknG, stressing the role of this kinase in the regulation of
nitrogen metabolism. Interestingly, a second FHA protein was identified as a PknG substrate. Our results show
that PknG phosphorylates specific residues in both glutamine synthetase and FhaA in vitro, and suggest that these
proteins are phosphorylated by PknG in living mycobacteria.

1. Introduction pathogenesis is its ability to respond to environmental signals switching

from dormant to replicating bacilli in different disease stages [2,3]. In

Mycobacterium tuberculosis, the etiological agent of tuberculosis, is a
major health problem and the main cause of death due to a single in-
fectious agent. According to the World Health Organization, this pa-
thogen has caused 10.4 million new cases and 1.7 million deaths
worldwide during 2016 [1]. One crucial feature of M. tuberculosis

particular, signal transduction pathways involving protein phosphor-
ylation play key roles in the adaptive response of M. tuberculosis [4,5].

Mass spectrometry-based phosphoproteomic approaches allowed
the identification of more than 500 Ser- and Thr-phosphorylated re-
sidues in M. tuberculosis, and showed that phosphorylation patterns in

Abbreviations: AP-MS, affinity purification-mass spectrometry; DIA, Differential In gel Analysis; FHA, forkhead associated domain; GS, glutamine synthetase; STD,
internal standard; STPK, Serine/Threonine protein kinase; TPR, tetratricopeptide repeats; WT, wild type
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mycobacteria changed dramatically in response to environmental sti-
muli [5-7]. However, the identification of the specific enzyme re-
sponsible for every phosphorylation event and the characterization of
the function of each phosphoprotein still lags behind [8,9].

Genomic analysis of M. tuberculosis revealed the presence of 11
Serine/Threonine protein kinases (STPKs) [10]. Nine of them are re-
ceptor-like proteins with an intracellular kinase domain and an extra-
cellular sensor domain, whereas the two other members of the family
(PknG and PknK) are soluble proteins. These mycobacterial STPKs have
been related to the regulation of several processes, including tran-
scription, cell division and host-pathogen interactions, and eight of
them are expressed during infection [11-14]. Among them, PknG be-
came of special interest as it was found to play dual roles in myco-
bacterial metabolism and pathogenicity through mechanisms still not
completely understood. On one hand, disruption of pknG gene reduced
M. tuberculosis viability in vitro and in infection models, and caused
retarded mortality in highly susceptible infected mice [12,15]. Fur-
thermore, a M. bovis BCG pknG null mutant strain was found to be
unable to block phagosome maturation in infected macrophages, and it
has been proposed that PknG secretion and interference with the host
cell signalling could be the underlying mechanism of this effect [16].
Very recently, other reports also support a role for PknG in facilitating
bacterial growth in conditions mimicking host environment, like hy-
poxia or acidic environments [17,18]. In addition, the deletion of pknG
caused a multidrug sensitive phenotype in contraposition to the in-
trinsic antibiotic resistance of pathogenic mycobacteria [19].

Other functions have been reported for PknG in bacterial metabo-
lism. We have shown that PknG participates in the control of glutamate
metabolism via the phosphorylation of the endogenous regulator GarA
[20]. In addition, it was shown that PknG can regulate the activity of
the Nudix hydrolase RenU through the phosphorylation of the ribo-
somal protein L13 [21]. Besides these better characterized substrates,
very recent phosphoproteomics and protein microarray analysis have
expanded the list of putative PknG substrates and interactors [22-24],
and few candidates were further selected to test its interaction with, or
phosphorylation by PknG. These studies suggest that RmlA and MurC
activities are also regulated by PknG mediated phosphorylation
[22,24].

PknG presents a unique modular domain organization. Flanking the
conserved catalytic kinase domain, PknG has a N-terminal rubredoxin-
like domain and a C-terminal domain composed of tetratricopeptide
repeats (TPR). The rubredoxin domain of PknG has been the only
protein motif found to regulate the intrinsic kinase activity [25,26],
while the TPR domain can lead to PknG dimerization without evident
effects on the kinase activity [26,27]. Besides, in its N-terminal end
PknG has a possibly unstructured extension with up to four autopho-
sphorylation sites that act as essential anchoring points for the re-
cruitment of the forkhead-associated (FHA) domain-containing reg-
ulator GarA [20]. FHA domains specifically recognize phosphorylated
Thr residues and play important roles in phosphorylation dependent
signal transduction [28]. Thus, PknG phosphorylates GarA within a
conserved N-terminal motif, triggering the self-recognition of the
phosphorylated residue by the FHA domain in the C-terminus of the
molecule [20,29,30]. This interaction serves as a switch to activate/
inhibit GarA control of downstream metabolic enzymes that use alpha-
ketoglutarate as substrate [20,31].

The central role of PknG in mycobacterial physiology and virulence
is well documented, but the molecular mechanisms underlying these
effects, as well as the protein partners involved, are still poorly un-
derstood. Even when the list of putative substrates and interactors is
rapidly expanding, there is very little overlap between these high-
throughput studies and only few PknG substrates have been validated
as physiologically relevant. This evidences that the identification of
bona-fide kinase substrates and the processes they regulate still re-
presents a challenge from a methodological point of view and requires
the use of multiple experimental approaches.
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With the aim of contributing to a better understanding of the biolo-
gical processes regulated by PknG, we developed a tailored interactomic
approach. We combined the use of different constructions of PknG with
specific sequential elution steps to identify PknG mediated protein
complexes and, in particular, to discriminate those interactions relying
on PknG’s autophosphorylated docking sites. First, phosphorylation
conditions were used to elute PknG substrates that, similar to the model
substrate GarA, are released after phosphorylation. Second, a phospha-
tase treatment was employed to disrupt interactions mediated by phos-
phoresidues, including PknG autophosphorylated sites in the case of the
whole length construction. A third and final elution step was performed
to recover the remaining interacting partners. Using this experimental
approach, we recovered 66 direct or indirect PknG partners, including
the two previously reported substrates GarA and the 50S ribosomal
protein L13. Further, two other proteins identified in the interactome of
PknG, the enzyme glutamine synthetase (GS) and the protein FhaA, were
validated as PknG substrates in vitro and evidence that both proteins are
endogenous substrates of this kinase is provided. Altogether, our results
suggest that PknG regulates a wide range of cellular processes including
protein translation, nitrogen assimilation and cell wall biosynthesis.

2. Materials and methods
2.1. Preparation of mycobacterial lysates

M. tuberculosis ApknG was kindly provided by Dr. J. Av-Gay [12].
Wild type M. tuberculosis H37Rv (WT) and a pknG null mutant strain
(ApknG) were grown in Middlebrook 7H9 supplemented with 0.05%
Tween® 80 containing ADC supplement (BD Biosciences) until early-
logarithmic phase. Cells were washed and then resuspended in
minimum medium supplemented with 10 mM asparagine and cultured
for 4-5 additional days. Mycobacterium smegmatis MC?155 was grown in
Sauton’s medium supplemented with 0.05% Tween® 80 until loga-
rithmic phase. Mycobacterial cells were harvested and resuspended in
PBS (M. tuberculosis) or 25 mM HEPES, 150 mM NacCl, 1% glycerol, 1
mM EDTA, pH 7.4 (protein interaction buffer for M. smegmatis) plus
Complete EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Roche). An equal
amount of acid-washed glass beads (= 106 pm, Sigma) was added to
the cell pellet and lysis was achieved by vortexing at top speed for 10
min. Cell debris and beads were removed by centrifugation and protein
quantification in the supernatant was performed by densitometry ana-
lysis in gel. Protein extracts of each strain were prepared from three
independent biological replicates.

2.2. Affinity purification and sequential elution of PknG interactors

Full-length PknG and PknG,,3 were produced as described before
[20] and immobilized on NHS-Activated Sepharose 4 Fast Flow (GE
Healthcare) following the supplier’s instructions. In mock experiments,
a control resin prepared by blocking active groups with ethanolamine
was used.

PknG kinase activity was confirmed by using autophosphorylation
and GarA phosphorylation assays as previously described [20,25].
Briefly, for autophosphorylation assay, immobilized kinase was in-
cubated with 1 mM MnCl, in 50 mM HEPES, pH 7.4, for 30 min at 37 °C
with or without (control) 500 uM ATP. Proteins immobilized in the
resins were further digested overnight with trypsin (sequence grade,
Promega) and the peptides recovered were analyzed by MALDI-TOF MS
(4800 MALDI-TOF/TOF Analyzer, Abi Sciex) using linear mode and m/
z range from 2000 to 6000. Phosphorylation of the recombinant sub-
strate was performed by incubation of immobilized PknG with GarA
(final concentration 70 uM) under the same conditions used for au-
tophosphorylation assay, with or without ATP. GarA phosphorylation
status was verified by whole molecular mass measurements using a
MALDI-TOF mass spectrometer (4800 MALDI-TOF/TOF Analyzer, Abi
Sciex) operated in linear mode.
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Immobilized PknG, PknG,73 or control resin pre-equilibrated in the
interaction buffer were incubated with 800 pg of M. smegmatis protein
extract (three biological replicates) supplemented with 2 mM EDTA,
overnight at 4 °C, with gentle agitation. The matrix was packed into
Pierce™ Micro-Spin Columns (Thermo Scientific) and the retained
proteins were eluted using the following protocol: (a) for the elution of
interactors under phosphorylation conditions (E1), the PknG, PknGay3
and control matrices were incubated with 1 mM MnCl, and 500 uM
ATP in 50 mM HEPES, pH 7.0, for 30 min at 37 °C and the eluted
proteins were recovered; (b) for the elution of proteins under depho-
sphorylation conditions (E2), the resins were further incubated with
0.18 U/uL of calf intestine alkaline phosphatase (Roche) for 40 min at
37 °C and the eluted proteins were recuperated; (c) for the elution of
proteins under unspecific conditions (E3), the matrices containing the
remaining interactors were incubated for 10 min at 25 °C with 70%
ACN, 0.1% formic acid and the eluted proteins were collected. The
whole experiment was run in triplicates, using independent biological
samples, and each eluate was analyzed by nano-LC MS/MS.

2.3. Production of recombinant FhaA

Plasmid pLAM12-fhaA, for Strep-tag® II-FhaA overexpression in
mycobacteria, was constructed by PCR amplification of Rv0020c (fhaA)
from genomic DNA of M. tuberculosis H37Rv using the oligonucleotides
AAATTCATATGTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAAAGCGCTGGTAGC
CAGAAAAGGCTGGTTC (FhaA-Fw) and ATATTGAATTCTCAGTGCATG
CGGACGATGATC-3’ (FhaA-Rv), and cloning the insert between the
sites Ndel and EcoRI (underlined) in the extrachromosomally-re-
plicating parent vector pLAM12 [32], under the control of the M.
smegmatis acetamidase promoter. FhaA-Fw contains a 5’ extension
coding for the STAG II sequence (bold). Plasmid pLAM12-fhaA was
used to transform electrocompetent M. smegmatis MC?155 cells.
Transformants were grown in Middlebrook 7H9 broth supplemented
with ADC, 0.05% Tween® 80 and kanamycine, and the expression of
Strep-tag® II-FhaA was induced by the addition of 0.2% acetamide
during exponential growth. Strep-tag® II-FhaA (herein after named
FhaA) was purified using Strep-Tactin® Sepharose® (IBA) and eluted in
a competitive manner with D-desthiobiotin.

2.4. Production of recombinant GS

pCRT7::Rv2220 plasmid was kindly provided by Dr. S. Mowbray
and protein production was performed as previously reported [33].
Briefly, Escherichia coli BL21 pLysS were transformed with plasmid
PCRT7::Rv2220 and cells were grown in autoinduction medium for 4 h
at 37 °C and later overnight at 20 °C. GS was first purified by metal-
affinity chromatography on a His-Trap FF crude column equilibrated in
50 mM HEPES pH 8.0, 500 mM NaCl, 5% glycerol and 5 mM imidazol,
using a linear imidazole gradient from 5 to 500 mM. Size exclusion
chromatography was performed on fractions containing GS, using a
Sephacryl S400 16/60 column (GE Healthcare) equilibrated in 20 mM
HEPES pH 7.7, 150 mM NaCl, 3% glycerol and 1 mM MgCl,. Oligomeric
state of GS was determined using either Dynamic Light Scattering or
native gels (NativePAGE™ 3-12% Bis-Tris Protein Gels, Thermo). Native
Mark Unstained Molecular Weight Marker (Thermo) was used as
standard.

2.5. Mapping FhaA or GS phosphorylation sites

To assay FhaA as a substrate of PknG in vitro, a cell lysate of M.
smegmatis MC?155 overexpressing FhaA was initially loaded onto a
Strep-Tactin® Sepharose® column (IBA). Immobilized FhaA was later
dephosphorylated with 0.07 U/pL calf intestine alkaline phosphatase
(Roche) for 40 min at 37 °C. Dephosphorylated FhaA was then eluted
and further incubated with 1 mM MnCl,, 250 uM ATP and 10 nM PknG,
for 30 min at 37 °C. As a control, we performed the same experiment in
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the absence of PknG. Additionally, to identify the sites of FhaA phos-
phorylated in vivo, FhaA was purified from M. smegmatis cells trans-
formed with plasmid pLAM12-fhaA and induced with acetamide.

To evaluate GS as a substrate of PknG in vitro, recombinant GS was
incubated with 1 mM MnCl,, 250 uM ATP and PknG (molar ratio
PknG:GS 1:150), for 30 min at 37 °C.

Protein samples were digested overnight with trypsin and analysed
by nano-LC MS/MS using an ion trap instrument (LTQ Velos, Thermo)
for the identification of phosphorylation sites.

2.6. Surface plasmon resonance analysis

For surface plasmon resonance analysis, FhaA was diluted in 10 mM
sodium acetate pH 4.5 at a concentration of 5 ug/mL and immobilized
on a CM5 sensorchip by standard amine coupling. A BIACORE 3000
(Biacore AB, Uppsala, Sweden) was used, achieving a final density of 25
RU. Phosphorylated PknG and PknG,,3 were diluted in 10 mM HEPES
pH 7.4, 0.15 M NaCl, 3 mM EDTA, 0.005% v/v Surfactant P20 to a final
concentration of 30 nM and injected during 3 min at a flow rate of 80
pL/min over the immobilized and a reference surfaces. Regeneration
was achieved by extensively washing with running buffer. All injections
were done at 25 °C and double referenced by subtracting the reference
cell signal and a buffer injection.

2.7. Differential gel electrophoresis (DIGE)

Comparative proteome analyses between wild type M. tuberculosis
and ApknG strains were performed on three biological replicates, using
the Ettan DIGE System (GE Healthcare) and following the manu-
facturer’s instructions. Samples were purified using the 2D Clean-up kit
(GE Healthcare) and protein pellets were solubilized in 30 mM Tris pH
8.5, 7 M urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS.

Equal amounts (25 pg) of samples WT and ApknG were mixed to set
up an internal standard (STD) for multiplex matching of DIGE images,
spot normalization and calculation of spots abundance changes. Then,
the STD and the protein samples WT and ApknG (50 pg each) were
differentially labelled with the N-hydroxysuccinimidyl ester derivatives
of the cyanine dyes Cy2, Cy3, and Cy5 following the manufacturer’s
instructions for minimal labelling (GE Healthcare, Munich, Germany).
The differentially labelled WT and ApknG samples together with the
STD were mixed and rehydration solution (7 M urea, 2 M thiourea, 4%
CHAPS, 0.5% IPG Buffer 4-7 (GE Healthcare)) was added. This mixture
was later used to rehydrate IPG strips (13 cm pH 4-7) overnight.
Isoelectric focusing was performed in an IPGphor Unit (Pharmacia
Biotech) applying the following voltage profile: constant phase of 500 V
for 1 h, linear increase to 1000 V in 1 h, followed by another linear
increase to 8000 V in 2 h 30 min, and a final constant phase of 8000 V
in 35 min, reaching a total of 17.5 kVh. Prior to running the second
dimension, IPG-strips were reduced for 15 min in equilibration buffer (6
M urea, 75 mM Tris-HCI pH 8.8, 29.3% glycerol, 2% SDS, 0.002%
bromophenol blue) supplemented with DTT (10 mg/mL) and subse-
quently alkylated for 15 min with iodoacetamide (25 mg/mL). The
separation in the second-dimension was performed on 12.5% SDS-
PAGE, at 20 °C, in a SE 600 Ruby Standard Dual Cooled Vertical Unit
(GE Healthcare). Gels were scanned with a Typhoon FLA 9500 laser
scanner (GE Healthcare), at a resolution of 100 um, using laser wave-
lengths and filters recommended for each dye.

Images were analyzed using the DeCyder™ 2D software (v7.2) (GE
Healthcare). The module for Differential In-gel Analysis (DIA) was used
for spots co-detection, spot quantification by normalization and calcu-
lation of the ratio between different samples in the same gel. Biological
Variation Analysis software module was used to perform inter-gel
matching and statistical analyses. An unpaired Student’s t-test was
employed to determine if the standardized spot volume abundances
from the triplicate samples showed significant changes between the two
conditions. Spots displaying a pl shift profile consistent with the
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presence of post-translational modification such as phosphorylation
(spots in trains with increased abundance in WT strain), significant
volume abundances differences (p < 0.05) and a fold change of at least
25% were filtered and selected for further analyses.

To confirm the phosphorylation status of the differential spots, we
compared wild type M. tuberculosis protein extracts pre-labelled with
CyDyes with and without treatment with alkaline phosphatase (Cy3 and
Cy2 respectively), using DIA analysis (DeCyder™ 2D software). The
same strategy was use to compare ApknG protein extracts with and
without previous incubation with recombinant PknG under phosphor-
ylation conditions (Cy5 and Cy2 respectively).

2.8. Sample preparation for MS analysis

Protein mixtures obtained from affinity purification (AP) experi-
ments were reduced and alkylated with iodoacetamide prior to treat-
ment with trypsin. Peptide quantification was performed at 280 nm
using a NanoDrop 1000 spectrophotometer (Thermo Scientific) prior to
its analysis by nano-LC MS/MS (LTQ Velos, Thermo).

For identification of differential spots from DIGE experiments, the
master gel was silver stained [34] and selected spots were manually
picked from this gel and processed for protein identification using
MALDI-TOF MS. Briefly, spots were in-gel digested with trypsin and the
resultant peptides were extracted using aqueous 60% ACN/0.1% tri-
fluoroacetic acid, and concentrated by vacuum drying. Samples were
desalted using C18 micro-columns (C;g OMIX pipette tips, Agilent) and
eluted directly onto the sample plate for MALDI-MS with a-cyano-4-
hydroxycinnamic acid matrix solution in aqueous 60% ACN/0.1% tri-
fluoroacetic acid. Additionally, some spots were analyzed by nano-LC
MS/MS, in this case elution was performed in 70% ACN/0.1%f formic
acid.

2.9. Protein identification by MALDI-TOF/TOF MS

Tryptic peptides obtained from the spots of the silver stained master
gel were analysed using a 4800 MALDI-TOF/TOF Analyzer (Abi Sciex,
Framingham, MA) equipped with 355 nm Nd:YAG laser. Spectra were
acquired in reflector mode using the following parameters: detector
voltage: 1.75 kV; laser ranging from 50 and 70% of maximum intensity;
160 shots per subspectra and 25 subspectra acquired. MS/MS analyses
of selected peptides were performed for all the analyzed spots in DIGE
experiments. For MS/MS spectra acquisition source 1 and source 2
voltages were 8 kV and 15 kV, respectively.

Proteins were identified by database searching of measured m/z
values using the MASCOT search engine (Matrix Science http://www.
matrixscience.com) in the sequence Query mode, using the database
from NCBI (20160821) and restricting the taxonomy to the
Mycobacterium tuberculosis complex. The following search parameters
were set: monoisotopic mass tolerance, 0.03 Da; fragment mass toler-
ance, 0.5 Da; methionine oxidation and phosphorylation of Ser, Thr and
Tyr as variable modification, cysteine carbamidomethylation as fixed
modification and one missed tryptic cleavage allowed. Significant
protein scores (p < 0.05), at least three peptides per protein and at least
one fragmented peptide with ion significant score (p < 0.05) per pro-
tein were used as criteria for positive identification.

2.10. LC MS/MS data acquisition

Samples from AP experiments, selected DIGE spots and phos-
phorylated proteins were analyzed by nano-LC MS/MS. Each sample
was injected into a nano-HPLC system (EASY-nLC 1000, Thermo
Scientific) fitted with a reverse-phase column (EASY-Spray column, 50
cm X 75 pm ID, PepMap RSLC C18, 2 pm, Thermo Scientific). For AP
experiments, peptides were separated on a linear gradient of solvent B
(ACN 0.1% formic acid (v/v)) from 5% to 55% in 75 min. In the case of
DIGE and DIA spots, as well as analysis of phosphorylation status of
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recombinant proteins, the gradient was modified as follow: linear gra-
dient of solvent B from 5% to 55% in 60 min. In both cases, the flow
rate was set at 250 nL/min at 45 °C.

Peptide analysis was carried out in a LTQ Velos nano-ESI linear ion
trap instrument (Thermo Scientific) set in a data-dependent acquisition
mode using a dynamic exclusion list. NSI-source parameters were set as
follows: spray voltage (kV): 2.3 and 260 °C capillary temperature. Mass
analysis was performed with Xcalibur 2.1 in two steps: (1) acquisition
of full MS scan in the positive ion mode with m/z between 400 and
1200 Da, (2) CID fragmentation of the ten most intense ions with the
following parameters; normalized collision energy: 35, activation Q:
0.25; activation time: 15 ms.

2.11. Proteomic data analysis

A target-decoy database including sequences from M. smegmatis
strain ATCC 700084/MC2155, M. tuberculosis strain ATCC 25618/
H37Rv downloaded from Uniprot consortium in November 2014, and
127 most common mass spectrometry contaminants was generated
using PatternLab for Proteomics (version 3.2.0.3) [35,36], giving rise a
database with 10,712 entries. For analyses of AP samples and protein
identification of selected spots from DIGE gel, the Comet search engine
was set as follows: tryptic peptides; oxidation of methionine and
phosphorylation of Ser, Thr or Tyr as variable modifications and car-
bamidomethylation as fixed modification; and 700 ppm of tolerance
from the measured precursor m/z. XCorr and Z-Score were used as the
primary and secondary search engine scores, respectively. Peptide
spectrum matches were filtered using the Search Engine Processor
(SEPro) using the following parameters; acceptable FDR: 1% at the
protein level; a minimum of two peptides per protein. All reported
proteins have at least one unique peptide. Comparisons between pro-
teins present in each elution of PknG, PknG,73 and mock experiments
was performed using PatternLab’s Approximately Area Proportional
Venn Diagram module, and verification of statistical validity of the
proteins was performed according to the Bayesian model integrated
into PatternLab for proteomics [36,37]. Briefly, the model considered
quantitative data and number of appearances in different biological
replicates to assign p-values and ultimately shortlist proteins that are
likely to be real interactors.

For phosphosite identification of FhaA and GS recombinant pro-
teins, Proteome Discoverer software package (v.1.3.0.339, Thermo)
with Sequest as search engine was used. Database was compiled from
M. tuberculosis strain ATCC 25618/H37Rv (April 2015) and M. smeg-
matis strain ATCC 700084,/MC?155 (November 2014) Uniprot protein
sequences. The precursor mass tolerance and fragment mass tolerance
were set as 1 Da and 1.5 Da respectively, oxidation of methionine and
phosphorylation of Ser, Thr or Tyr were set as variable modifications.
Peptide validator node was used to perform a decoy database search,
and the target FDR (strict) was set to 0.01. Only high-confident peptides
with strict target false discovery rate were considered. To localize
phosphosites in validated sequences phosphoRS node was used. In ad-
dition, we considered positive phosphosite identification when more
than one spectrum for the phosphopeptide was obtained. Manual in-
spection of the MS/MS spectra was performed to corroborate peptide
and phosphorylation site assignments.

2.12. Bioinformatic analyses

The list of M. smegmatis identified proteins was converted to M.
tuberculosis orthologs and classified using TubercuList (M. tuberculosis
H37Rv database, March 2013 release 27 [38]). If a protein ortholog was
absent in Tuberculist, a blastp sequence and similarity search was
performed using M. smegmatis sequence as query and M. tuberculosis
complex (taxid: 77643) as database and a statistical significance
threshold of 10 (default value) [39]. Protein-protein interactions ana-
lyses were performed with STRING database (v 10.0) (http://string-db.
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org/), using the entire set of putative PknG’s interactors (MSMEG
identifiers) as an input gene list, and the following parameters: “known
interactions” (from curated databases and experimentally determined)
and a minimum interaction score of 0.7 (high confidence) [40]. A sta-
tistical overrepresentation test of GO biological processes (release
20160715) was performed using the Panther Server (http://pantherdb.
org) version 11.1. The release date of GO ontology dataset was 2017-
01-26. Mycobacterium tuberculosis database as reference list and the
Tuberculist gene identifiers were used [41].

2.13. Data availability

The mass spectrometry proteomics data have been deposited to the
ProteomeXchange Consortium via the PRIDE partner repository with
the dataset identifier PXD005950 [42].

3. Results

3.1. An affinity chromatography-sequential elution strategy to find new
PknG protein interactors

To identify PknG protein partners we developed an affinity chro-
matography-sequential elution strategy to stepwise recover PknG in-
teractors with different binding modes and to specifically discriminate
those recruited through PknG autophosphorylated docking sites. PknG
was initially immobilized on NHS-Activated Sepharose and incubated
with ATP/Mn>* to allow autophosphorylation, which was later verified
by MALDI-TOF MS analysis of tryptic digestion mixtures. As shown in
Supplementary Fig. 1A, after the autophosphorylation reaction we ob-
served an intense signal corresponding to the diphosphorylated ion of
sequence 10-60 (m/z 5556.3), in agreement with previous results [20].
We also verified that the immobilized kinase behaved as an active en-
zyme towards the substrate GarA (Supplementary Fig. 1B). In parallel,
we immobilized an active deletion mutant of PknG lacking the phos-
phorylatable sequence 1-73 (PknG,73) that participates in the recruit-
ment of the FHA-containing substrate GarA [20]. Thus, immobilized
PknG, PknG,,3 and control resins were used to fish out interacting
proteins from total M. smegmatis protein extracts. First, elution was
performed under phosphorylation conditions (ATP/Mn>") to recover
substrates released after its phosphorylation by the immobilized kinase
(E1). A subsequent elution step was performed under depho-
sphorylation conditions, to specifically disrupt interactions relying on
phosphoresidues (E2), including kinase autophosphorylated sites in the
case of the whole length PknG. Finally, the remaining interacting
partners were recovered in a third elution step (E3). For each elution
step, positive interactors were identified by comparison with mock
experiments, using quantitative data and number of appearances in
different biological replicates to assign p-values (filtering options,
p < 0.05) using Patternlab for Proteomics software.

3.2. Identification of new PknG substrates and protein interactors

Eight proteins were identified in at least two of three biological
replicates of E1 when using full-length PknG as bait, whereas six of
them were also recovered with PknG,,3 (Table 1 and Table S1). In-
terestingly, we could not identify proteins in any of the three replicates
of mock resin. Therefore, the kinase N-terminal segment was critical for
the recruitment of two putative phosphorylatable interactors. As ex-
pected, one of these proteins is the regulator GarA, validating our ex-
perimental approach. The other protein in this group was the enzyme
glutamine synthetase 1 (GS, MSMEG_4290). While GarA contains an
FHA domain that specifically recognizes pThr residues in PknG, no
phospho-recognition domain has been predicted for GS, and its possible
interaction through the N-terminal extension of PknG deserves further
investigation. No protein was identified exclusively in the interactome
of PknG,,3; under the same conditions. However, six proteins were
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Table 1
Proteins identified in E1 and E2 fractions from the AP-MS experiment.

Proteins identified as exclusive interactors of full length PknG in E1

UniProt identifier Description Gene name

A0QYG2 Glycogen accumulation regulator GarA MSMEG_3647

AORO79 Glutamine synthetase MSMEG_4290

Proteins identified as common interactors of PknG and PknG,,3 in E1

UniProt Description Gene name

identifier

A0QQC8 Chaperone protein DnaK MSMEG_0709

AOR5M3 Alcohol dehydrogenase, iron containing MSMEG_6242

A0QQU5 60 kDa chaperonin 1 MSMEG_0880

AOR2I1 4Fe-4S ferredoxin, iron-sulfur binding MSMEG_5122
protein

AOR597 Inorganic pyrophosphatase MSMEG_6114

AOQTE1 Acetyl-/propionyl-coenzyme A carboxylase MSMEG_1807
alpha chain

Proteins identified as exclusive interactors of full-length PknG in E2

UniProt identifier Description Gene name

AOQNG7 FHA domain protein MSMEG_0035

systematically recovered using both full-length PknG and PknG,ys,
namely chaperone protein DnaK, alcohol dehydrogenase, 60 kDa cha-
peronin 1, 4Fe-4S ferredoxin, iron-sulfur binding protein, inorganic
pyrophosphatase and acetyl-/propionyl-coenzyme A carboxylase alpha
chain. Interestingly, six out of the eight proteins recovered in E1 have
been previously reported as phosphorylated proteins (Table S2).

Under dephosphorylation conditions (E2), the FHA protein FhaA
(MSMEG_0035) was the only protein systematically recovered when
using full-length PknG as bait, but not PknGa;3 or the mock resin
(Table 1 and Table S3). The presence of a pThr recognition domain in
FhaA possibly explains its specific interaction with the N-terminal
segment of the kinase. Additionally, 45 proteins were statistically sig-
nificantly identified as interactors in E2 when compared to mock ex-
periments using both baits, including PknG itself (Table S3). Among
these proteins we recovered the previously reported substrate of PknG,
the 50S ribosomal protein L13 [21], highlighting the usefulness of our
interactomic approach to identify bona-fide kinase substrates. GS was
also detected in all replicates of E2 elution with very high numbers of
spectra assigned to its sequence, strongly supporting that this protein is
indeed a PknG interactor. The fact that GS was recovered using both
PknG constructs suggests that, besides the N-terminal segment of PknG,
the kinase core and/or the TPR domain also play a role in its direct or
indirect binding. Notably, 23 out of 46 proteins recovered in E2 are
ribosomal proteins, including 7 known interactors of the ribosomal
protein L13 (RplR, RplF, RplX, RplV, RplC, RplB and RplA), reflecting
the recovery of physiologically relevant protein complexes (https://
string-db.org/).

In the third elution step (E3) we employed astringent conditions to
recover the remaining interactors of PknG. Using the statistical model
of Venn Diagram analysis for comparison with mock experiments, 24
proteins were identified in this fraction using whole length PknG and 22
of them were also recovered using PknG,3, evidencing a confident list
of partners (Table S4).

Overall, we identify 66 proteins in the PknG interactome (Table S5).
Bioinformatics analysis showed that our set of putative PknG partners
presented a significant enrichment of previously reported protein-pro-
tein interactions (PPI enrichment p-value < 1.0e-16). The biological
processes that were statistically enriched in the PknG interactome were:
ATP synthesis coupled proton transport; proton transmembrane
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transport; translation and ribosome biogenesis (Table S6). Moreover,
the differential analysis of the interactome of PknG and PknG,,3 in-
dicates that GarA and FhaA are recruited exclusively by full-length
PknG, pointing to a specific interaction with pThr residues of the kinase
N-terminal extension.

3.3. Comparative analysis of the proteomes of wild type M. tuberculosis and
a PknG-null mutant

To evaluate if the newly identified interactors could represent
physiological substrates of PknG, we compared the proteomes of wild
type M. tuberculosis and a pknG deletion mutant (ApknG) by difference
in gel electrophoresis (DIGE). This approach allows an estimation of the
relative abundance of proteoforms with different isoelectric points (pI),
representing therefore a valuable tool for the analysis of kinase sub-
strates. Image analysis led to the detection of around 2100 spots in each
gel. Spots exhibiting normalized abundance fold changes greater than
25% and p-values lower than 0.05 (Student’s t-test) were considered as
differential spots. Not surprisingly, the differential spots that presented
the largest overall fold changes could be assigned by LC-MS/MS ana-
lysis to GarA (Fig. 1A and B). Four spots corresponding to GarA pro-
teoforms with different apparent pl values (spots 1 to 4) presented
decreased normalized abundance in the ApknG strain, with fold changes
ranging from 1.52 to 4.38 (Fig. 1B and Table S7). At the same time, the
more basic GarA spot (spot 5 in Fig. 1) was overrepresented in ApknG
strain, with an increased normalized abundance of 2.30 (Fig. 1B and
Table S7). The pattern of phosphorylated proteoforms of GarA was
previously reported [30], and our results are consistent with diminished
levels of GarA phosphorylation in the ApknG strain. In fact, Thryy, the
specific residue modified by PknG, was unequivocally detected as
phosphorylated in the most acidic proteoform of GarA overrepresented
in wild type M. tuberculosis (Table S7). This finding confirms previous
reports indicating that GarA is a physiological substrate of PknG
[15,20] and demonstrates the utility of the DIGE approach to identify
protein substrates of this kinase.

The analysis by DIGE allowed the identification of an additional
area with a differential pattern of spots between wild type M. tubercu-
losis and the ApknG mutant strain, possibly reflecting differences in
protein phosphorylation. Interestingly, these spots were identified as GS
(Rv2220) (spots 6 to 13 in Fig. 1B and Table S7). However, we failed to
detect phosphopeptides in these very faint spots by MS, possibly due to
a combination of the low amount of available protein and the analytical
difficulties associated with the ionization and fragmentation of the
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phosphorylated peptides. To evaluate if phosphorylation by PknG could
be responsible for these differential spots, we performed two com-
plementary experiments. First, we treated protein extracts from wild
type M. tuberculosis with alkaline phosphatase and analyzed changes in
the relative abundance of spots by differential in gel analysis (DIA).
Then, the same approach was used to compare protein extracts from the
M. tuberculosis ApknG mutant strain before and after incubation with
PknG. Spots 6-8 were not completely resolved in this DIA gel, therefore
they were analyzed as a single spot. Interestingly, the relative intensity
of GS acidic spots, that were differential between strains, decreased
after the treatment with phosphatase (fold change of 6.5 for spot 6-8
and fold change of 5.3 for GS spot 9) (Fig. 2). Additionally, the relative
intensity of GS spot 9, underrepresented in ApknG strain, increased
upon incubation with PknG (fold change of 2.16), while spot 6-8 didn’t
show difference in its abundance.

However, incubations with PknG did not change the relative
abundance of the more basic GS spots (spots 10-13). Overall, these
results confirm that GS is modified by phosphorylation in vivo and show
that the incubation of protein extracts of M. tuberculosis ApknG with
PknG can partially recapitulate the pattern of GS spots observed in the
wild type strain.

3.4. PknG phosphorylates specific residues of GS

The results described above point to GS as a new PknG substrate. To
further validate these results, and to identify the involved phosphor-
esidues, recombinant GS was incubated with PknG under phosphor-
ylation conditions using different enzyme:substrate ratios.
Phosphorylated peptides were subsequently identified by tryptic di-
gestion and LC-MS/MS. After incubation with PknG, the N-terminal
region of GS was systematically phosphorylated, even with an en-
zyme:substrate molar ratio as low as 1:150. Two peptides of m/z 833.4
and 1168.2, corresponding to doubly charged ions of phosphorylated
sequences 45-59 and 60-79 respectively, were detected. Thr,, were
unequivocally identified as the phosphorylated residue within sequence
60-79 by phosphoRS analysis (pRS probability 100%) (Fig. 3B and
Table S8). In addition, manual inspection of the spectra indicated the
presence of several y ions (ys*, y5 " -HsPO4, y, 7, y, - HsPO4, ys*, ys -
H3PO,) that supports the phosphosite assignment. In the case of se-
quence 45-59, Sers; was identified as the most probably phosphory-
lated residue by phosphoRS (pRS probability Ss;: 98.9%; Serse: 0.2%),
and this was confirmed by the presence of a signal corresponding to y3*
ion in MS/MS spectra (Fig. 3A and Table S8). While Thr; is exposed to

Fig. 1. Analysis of the differential proteoform-pat-
terns present in wild type M. tuberculosis and a PknG
null mutant by DIGE.

A. Representative DIGE in pseudocolours. Protein
spots overrepresented in WT and ApknG strains are
shown in green and red, respectively. Differential
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the solvent and relatively distant from the active site, Sers; is located in
close proximity to an oligomerization interface and points to the active
site of an adjacent monomer in the dodecameric structure of GS (Fig. 4).
Thus, it is tempting to speculate that phosphorylation of Sers; could
interfere with substrate binding and/or GS oligomerization. Ad-
ditionally, a third phosphopeptide (residues 404-429) was system-
atically identified in phosphorylation assays (triply charged ion of m/z
933.1), and although unambiguous phosphosite identification is not
possible from the spectra obtained, Thry,; is the most probably phos-
phorylated residue within this sequence (pRS site probability 90.5%)
(Fig. 3C and Table S8). Further support of Thry,; phosphorylation by
PknG is provided by the detection of sequence 404-429 with two
modifications: phosphorylation (Thry,;) and AMPylation (Tyrsoe). In
this case, the presence in the MS/MS spectrum of the fragment ions
vio', y10"-HsPO4; and a small signal corresponding to yo*-HsPO,
point to Thry,; and not Thrysg as the phosphorylated residue (Fig. 3D
and Table S8). Interestingly, Thr,,; is close in the primary and the
tertiary structure of the protein to the conserved residue Tyr,p6, Whose
AMPylation is a well-known mechanism for the modulation of bacterial
GS activity [43,44]. The fact that the phosphorylation of this sequence
can occur alone or in combination with the AMPylation of Tyr4e sug-
gests that both residues could have related regulatory roles.

3.5. FhaA as a new substrate of M. tuberculosis PknG

M. tuberculosis encodes several FHA-containing proteins and all of
them have been identified as substrates of multiple STPKs in vitro
[30,45-48]. With our interactomic approach we systematically re-
covered one of these proteins, FhaA, as the only PknG interactor re-
covered under dephosphorylation conditions when using the full-length
kinase but not PknG,73, suggesting that the interaction between FhaA
and PknG strongly relies on the N-terminal pThr residues of PknG. A
recent work reported the interaction of FhaA with several myco-
bacterial kinases, but failed to detect an interaction with PknG [24]. We
employed surface plasmon resonance to determine whether FhaA is
able to establish a direct interaction with PknG. Phosphorylated PknG
formed a stable complex with immobilized FhaA whereas truncated
PknGay3 lacking all phosphosites did not (Supplementary Fig. 2).
Overall, our results show that PknG and FhaA can interact in the
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Fig. 2. Confirmation of GS phosphorylation status.
A. DIA analysis of wild type M. tuberculosis protein
extracts with or without treatment with protein
phosphatase. B. DIA analysis of M. tuberculosis ApknG
protein extracts with or without pre-incubation with
PknG under phosphorylation conditions. Spots labels
refers to spots in DIGE gel in Fig. 1, all identified as
GS by MS; spots 6-8 were not completely resolved in
this DIA gel, therefore, they were analyzed as a
single spot. Spots 6-8 log;o volume ratio (WT/
WT + phosphatase) = 1.65, Mascot protein score:
267; spot 9 log;o, volume ratio (WT/WT + pho-
sphatase) = 1.53, Mascot protein score: 149; spot 9
volume ratio (ApknG/ApknG +PknG) = 1.32, Mascot
protein score: 111. Volume ratios are expressed as
10.log1o (spot volume condition 1/spot volume
condition 2). C-D. 3D view of the GS spot 9 showing
the spot volume differences between each pair of
conditions.

absence of additional factors and that the phosphorylated N-terminal
extension of PknG is essential for this binding.

Then, we decided to assess FhaA phosphorylation by PknG in vitro.
While no phosphopeptides were identified in LC-MS/MS analysis of
recombinant phosphatase-treated FhaA, two FhaA phosphopeptides
were confidently identified after incubation of the protein with PknG,
and the phosphorylated residues were unequivocally localized. A pep-
tide of m/z 472.3 (corresponding to the triply charged ion of phos-
phorylated sequence 14-25) and a peptide of m/z 816.2 (corresponding
to the doubly charged ion of phosphorylated sequence 108-120) were
systematically detected in the phosphorylation assays. These two se-
quences mapped to the N-terminal domain of FhaA and MS/MS spectra
allowed the unequivocal identification of Thr;g and Thr;16 (pRs scores
of 79 and 110 respectively; 100% pRS probability in both cases) as the
phosphorylated residues (Fig. 5A and B, respectively; and Table S8).
Manual inspection of these spectra allowed the detection of numerous
signals that support the specific modification of these residues (Fig. 5A
and B).

To determine if these sites were also phosphorylated in living my-
cobacteria, recombinant M. tuberculosis FhaA produced in M. smegmatis
was digested and analyzed by nano-LC MS/MS. Three FhaA phospho-
peptides were found, two of them matching those previously identified
in the in vitro phosphorylation assay (Thr;g in sequence 14-25 and
Thry,6 in sequence 108-120) (Fig. 6A and B, respectively; and Table
S8). An additional phosphopeptide was detected corresponding to se-
quence 368-378, with Thrs;, identified as the phosphorylation site
(Fig. 6C and Table S8). Previous studies reported that the kinase PknB is
able to phosphorylate the FhaA residue Thrjigin vitro and several
phosphoproteomics reports showed that this residue is also phos-
phorylated in vivo [49,50]. Even when it is difficult to exclude the
possibility of physiologically non-relevant modifications due to protein
overexpression, our results suggest that PknG might also contribute to
the phosphorylation of Thry;6 and is likely responsible for the specific
phosphorylation of Thr;g in living mycobacteria.

4. Discussion

In this work we develop an AP-MS protocol for the identification of
specific substrates and interactors of the mycobacterial protein kinase
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Fig. 3. Identification of GS phosphorylation sites. In each case, C-terminal (blue) and N-terminal (red) fragment ions assigned to the sequence are indicated. Ions
presenting the neutral loss characteristic of phosphorylation are indicated. A. Representative MS/MS spectrum of the doubly charged peptide SVFDDGLAFDGSpSs,IR
(m/z observed 833.4; Xcorr value: 4.81). PhoshpoRS indicates that Sers; is the phosphorylated residue within the sequence (pRS score of 114; pRS site probablitiy
Ss7: 99.8%; Serse: 0.2%). The presence of y3* fragment ion points to Ss; and not Sse as the phosphoresidue. B. Representative MS/MS spectrum of doubly charged ion
of sequence GFQSIHESDMLLLPDPEpPT,,AR (m/z observed 1168.2; Xcorr: 4.34). PhoshpoRS indicates that Thr,; is the phosphorylated residue within the sequence
(pRS score of 100; pRS probablitiy T,,: 100%). The presence of many y ion fragments from y;*to yg ", either containing the + 80 modification and/or the phosphate
neutral loss corroborates the assignment of Thr ,, and not Se; or Se3 as the posphoresidue. C. Representative MS/MS spectrum of triply charged ion of sequence
DLYELPPEEAASIPQTPpT4,; QLSDVIDR (m/z observed: 993.1; Xcorr: 4.06) and pRS score 58. PhosphoRS indicates that the most probably modified residue is Thrss;
(pRS probability 90.5%). However the site is difficult to identify by manual inspection. D. MS/MS spectrum of the triply charged ion of sequence DLanpYELPPE-
EAASIPQTPpPT 42;QLSDVIDR (m/z observed 1102.9; Xcorr 5.05) showing that both the AMPylation of Tyrae [43] residue and the phosphorylation of a residue within
this sequence, most probably Thrys;, can take place in the same peptide (pRS site probability for Thrys;: 92.8%). The presence of the fragment ions y1o, y10 " -H3PO4;
and a small signal corresponding to yo*-H3sPO, point to Thr,s; and not Thryy as the phosphorylated residue. Additional information regarding each phosphosite

identification is depicted in Supplementary Table S8.

interactors are predicted to be part of the RelA regulon, which mediates
the stringent response under nutrient limitation conditions [51] (Table
S5). The presence of a large number of ribosomal proteins among PknG
interactors might reflect the recovery of multiprotein complexes, pos-

PknG by combining sequential elution steps and the use of different
PknG constructions as baits. The proposed strategy presents several
advantages that allowed us to report a confident list of PknG’s inter-

actors. On one hand the use of specific elution conditions (E1 and E2)
allowed us to fractionate PknG interactome, facilitating the detection of sibly due to the simultaneous interaction of PknG with several specific

less abundant proteins and at the same time decreasing the number of proteins partners. Prisic et al. suggested that translation was regulated
unspecific proteins eluted. On the other hand, the use PknG construc- by Serine/Threonine protein kinase(s), as they identified phosphor-
tions with and without the autophosphorylated sites allowed us to ylation sites in several ribosomal and ribosome-associated proteins in
discern which interactions rely on this docking site. |Altogether, we M. tuberculosis [5]. The occurrence of phosphorylated ribosomal pro-
report 66 proteins that participate in PknG-mediated protein complexes teins was further confirmed by phosphoproteomic analysis in related
in mycobacteria. One striking feature of the interactome of PknG is the mycobacteria [6,52]. However, the impact of these modifications on
presence of a high number of ribosomal proteins and proteins related to protein biosynthesis is still not fully understood. Ribosomal proteins are
translation. It is interesting to note that many of the identified PknG among the most common contaminants in interactomes, but they are
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Fig. 5. Identification of in vitro phosphorylation sites of FhaA. Strep-tag® II-FhaA was
purified from M. smegmatis, dephosphorylated with alkaline phosphatase, submitted
to phosphorylation experiments using PknG as kinase and digested previous to MS
analysis. y- (blue) and b- (red) ions assigned to the sequence are indicated. Ions
presenting the neutral loss characteristic of phosphorylation are shown. A.
Representative MS/MS spectrum of doubly charged ion of sequence FEQSS-
NLHpT;16GQFR (observed m/z 816.2, Xcorr 3.90). pRS score of 110 and pRS
probability 100% for T;;6 allowed the unequivocal identification of the phosphor-
ylation site. The presence of several y ions in the spectrum confirms this assignment
(ys'; v6'; 6 -HsPO4 y,; ys*). B. Representative MS/MS spectrum of triply
charged ion of sequence KLEQpT;sVGDAFAR (m/z 472.3, Xcorr value of 4.31). pRS
score of 79 and pRS probability 100% for T;g allowed to unequivocally identify the
phosphoresidue, which is confirmed by the presence of b ions from bs to by;.
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also part of physiologically relevant macromolecular complexes [53].
However, the analysis of proteins interacting with a mock resin, using
three biological replicates, indicates that these proteins are not un-
specific interactors. Thus, based on the employed experimental ap-
proach, the high enrichment of proteins related to translation and the
available data reporting ribosomal proteins as kinases substrates (in-
cluding PknG), we predict that ribosomal proteins are genuine partners
of PknG. This conclusion is also supported by a recent report that
identified protein translation as one of the main processes regulated by
PknG [23]. Nakedi et al. used a label free phosphoproteomic approach
to identify proteins that were differentially phosphorylated in wild type
M. bovis BCG and a PknG knockout mutant strain, and their list of 22
candidate PknG substrates include two ribosomal proteins (the 50S ri-
bosomal protein L2 and the 30S ribosomal protein S16), both of which
were also identified in the present work (Table S5). Overall, we re-
covered 6 out of the 22 PknG substrates reported by Nakedi et al,
namely DnaK, RNA polymerase-binding protein RbpA, the 50S ribo-
somal protein L2, the 30S ribosomal protein S16, the ATP synthase beta
subunit and the protein FhaA, thus strengthen the idea that these pro-
teins represent physiological substrates/interactors of the kinase. Pro-
tein microarrays have also been used to identify PknG direct interactors
[22,24]. Deng et al reported 59 protein interactors of PknG, while Wu
et al reported 122 interactors among which 31 were exclusive of PknG
while the remaining 91 were also interactors of at least one more
protein kinase. Using the same microarray and an optimized protocol
the authors increased from 59 to 122 the number of interactors found,
but only 21 hits were common to the lists in both papers. This strategy
seeks a different objective than ours; in one case direct interactors are
identified while in the other protein complexes that include direct and
indirect interactors are analyzed. However, there is strikingly little
overlap between the lists of interactors found by protein microarrays
and those obtained by using other approaches. In particular, none of the
interactors reported by Wu et al was identified in our interactomic
approach, while only one was identified by Nakedi et al (un-
characterized protein AOAOH3M4PO0). Very interestingly, the strategy
designed here allowed us to recover the only two previously well-
characterized substrates of PknG: GarA and the 50 ribosomal protein
L13, pointing to a confident list of biologically relevant interactors.
None of the other reports on substrates or direct interactors of PknG
succeeded in the identification of these validated substrates [22-24].
To cluster PknG protein partners we used a sequential elution
scheme. In a first step using phosphorylation conditions, we recovered 8
proteins that represent either putative PknG substrates or components
of substrate-mediated complexes. However, we were not able to iden-
tify phosphopeptides to support phosphorylation by PknG during
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Fig. 6. Identification of FhaA phosphorylation sites in vivo. Strep-tag® II-FhaA
was purified from M. smegmatis and digested previous to mass spectrometry
analysis. y- (blue) and b- (red) fragment ions assigned to the sequence are in-
dicated. Ions presenting the neutral loss characteristic of phosphorylation are
also shown. A. Representative MS/MS spectrum of doubly charged ion of se-
quence FEQSSNLHpT;;6GQFR (m/z observed: 816.1; Xcorr: 4.35). Analysis
using PhosphoRS indicates that T;;¢ is the phosphorylated residue within the
sequence (pRS score of 106; pRS probablitiy T;16 100%). Manual inspection of
the spectra revealed the presence of fragment ions that allow confirming the
phosphorylation of T116 and not S111 or S112: ys;” ¥e; *~ ¥6 T -HaPOu4, y7." yg ™). B.
Representative MS/MS spectrum of triply charged ion of sequence
KLEQpT;gVGDAFAR (observed m/z 472.1; Xcorr value of 4.25). Both
phosphoRS and manual inspection of the spectra fully supports the phosphor-
ylation of T;g within the sequence (pRS score of 84; pRS probability 100%). C.
Representative MS/MS spectrum of the doubly charged ion of sequence QDY-
GGGADYpT3,,R (observed m/z 641.9; Xcorr value of 3.54). PhosphoRS analysis
point to T3,7 as the in vivo phosphorylation site (pRS score of 91; pRS prob-
ability 99.5% for Ts;,). The presence of y, and y,*-H;PO, fragment ions
confirms the phosphorylation of the Thrs;, and not the Tyrsye residue.
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elution. Several factors preclude phosphopeptide identification in pro-
tein mixtures. On one hand, phosphopeptides have lower ionization
efficiencies and ionization is frequently suppressed by the presence of
non-phosphorylated peptides. Additionally, phosphopeptides generate
low quality MS/MS spectra dominated by the neutral loss of the
phosphate group, resulting in lower confidence of spectral matching
[54,55]. In spite of this, several pieces of evidence support the re-
levance of this list of putative PknG substrates. First, GarA was sys-
tematically identified in all replicates of this fraction. Additionally, 6
out of 8 proteins recovered in E1 (GarA, GS, DnaK, 60kDa chaperonin,
inorganic pyrophosphatase, and Acetyl-/propionyl-coenzyme A car-
boxylase alpha chain) have been previously reported as kinases sub-
strates in phosphoproteomics and/or in vitro phosphorylation assays
[7,20,30,49,56]. Remarkably, differences in DnaK phosphorylation
have been recently reported for a strain lacking PknG [23]. Finally,
comparative proteomics between wild type M. tuberculosis and a ApknG
mutant strain using DIGE strongly suggest that two of the proteins re-
covered in E1, GarA and GS, are indeed differentially phosphorylated in
the absence of PknG (Fig. 1).

The enzyme GS catalyzes the condensation of glutamate and am-
monium to produce glutamine in the first step of nitrogen assimilation
[57,58]. Overall, our results indicate that GS might represent a new
substrate of PknG. First, we corroborated that GS is phosphorylated by
PknG in vitro and we identified three residues as specific phosphoryla-
tion sites (Fig. 3). In addition, we provide evidence that GS is indeed
phosphorylated in M. tuberculosis, and that phosphorylated proteoforms
are underrepresented in a PknG null mutant (Fig. 2). Furthermore, the
abundance of one of these GS proteoforms increased upon incubation of
M. tuberculosis ApknG protein extracts with PknG, pointing to a direct
effect of PknG on GS phosphorylation. Unfortunately, due to the low
abundance of GS phosphorylated spots we could not confirm its phos-
phorylation site in vivo. Interestingly, a recent report supports the
phosphorylation of GS in vivo within its N-terminal sequence, including
the specific phosphorylation on Sers; [59]. Thus, phosphorylation sites
were assigned to Serse or Sers; in the case of the sequence 45sSVFDD-
GLAFDGSSIRs9 and to Sergsz or Serg; in the case of the sequence
60GFQSIHESDMLLLPDPETAR;y. Moreover, these authors did not find
any difference in the phosphorylation status of these peptides when
inhibiting PknA and PknB, indicating that other kinase(s) must be re-
sponsible for these phosphorylation events. GS plays a key role in
bacterial survival inside the host, regulating not only ammonium as-
similation but also the synthesis of the poly L-glutamate/glutamine cell
wall structure [58,60]. GS synthesis and activity are tightly regulated at
different levels and, in particular, the reversible AMPylation of the
conserved residue Tyryoe is a well-established regulatory mechanism
[61-63]. Our results open the possibility that protein phosphorylation
also participates in the modulation of GS activity; however, more ex-
periments will be required to verify this hypothesis. Notably, GS is in-
volved in the bacterial nitrogen metabolism, similar to three other
metabolic enzymes indirectly regulated by PknG. It has been shown
previously that the unphosphorylated form of GarA is an allosteric in-
hibitor of alpha-ketoglutarate dehydrogenase and glutamate dehy-
drogenase, and an activator of glutamate synthase [20,31]. PknG
switches off these modulatory activities by phosphorylating GarA at
Thro; [20,31]. Thus, GarA regulates in a very coordinated manner three
of the four enzymes responsible for the balance between ammonium
assimilation and glutamate oxidative deamination. Strikingly, the
fourth enzyme that participates in this process, GS, was identified in the
current study as a putative PknG substrate/interactor. In this way, PknG
could regulate the four key enzymes for ammonium assimilation in
mycobacteria through the concerted action on GarA and GS. Altogether,
our results strongly suggest that GS is a new substrate of PknG. How-
ever, the specific effect of GS phosphorylation on its activity, oligo-
merization state and/or modulation by AMPylation remains to be es-
tablished.

One of the aims of our interactomic approach was to identify PknG
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partners specifically interacting with the kinase N-terminal docking site
(s). Two proteins consistently recruited only by full-length PknG con-
tained an FHA domain: GarA and FhaA (Table 1). We demonstrated that
FhaA is a substrate of PknG in vitro (Fig. 5) and that the phosphorylated
N-terminus of PknG is required for the interaction (Supplementary
Fig. 2). The fact that FhaA was recovered in fraction E2 but not in E1
suggest that, opposite to GarA, the intramolecular recognition of the
pThr residues by the FHA domain in FhaA is not a favoured and
therefore, phosphorylation does not trigger disruption of the PknG-
FhaA complex. FhaA is a two-domain protein with a C-terminal FHA
domain and a N-terminal domain of unknown function connected via a
long unstructured linker region (300 residues in M. tuberculosis) [50].
The fhaA gene is encoded by a highly conserved mycobacterial operon
involved in the control of cell shape and cell division [64]. A previous
study described the recruitment of FhaA by a phosphorylated Thr re-
sidue in the pseudokinase MviN and the involvement of this complex in
mycobacterial cell wall biosynthesis [64]. Global phosphoproteomic
studies in mycobacteria showed that FhaA is phosphorylated in vivo
both on Thr and on Tyr, however the kinase(s) responsible(s) for each
phosphorylation event are still poorly characterized. [49]. Here we
identified three phosphorylation sites in M. tuberculosis FhaA over-
produced in M. smegmatis (Thr;g, Thry;¢ and Thrs;,) and two of them
(Thry16 and Thrs;7) have been previously detected in vivo. In particular,
previous studies reported that the kinase PknB is able to phosphorylate
Thri,6 [65] while it has been proposed that PknG can phosphorylate the
conserved Thrs,, (Thrs,; in M. bovis BCG) [23]. Thus, Thr;g represents
a putative new FhaA phosphorylation site. In addition, our results also
suggest that PknG might contribute to the phosphorylation of Thry; in
FhaA in vivo. Indeed, the phosphorylation of the same substrate by
different kinases, possibly in response to different stimuli, has already
been reported in M. tuberculosis [20,30]. We have tried to compare
FhaA phosphorylation in wild type M. tuberculosis and the ApknG mu-
tant strain by DIGE and shotgun approaches; however we failed to
obtain reasonable read-outs, possibly due to the low abundance of these
proteins in mycobacterial extracts. In spite of this, our results suggest
that PknG might play a role in cell wall synthesis through FhaA phos-
phorylation. Interestingly, Nakedi et al recently identified the FhaA
orthologue in M. bovis as a physiological substrate of PknG [23].

Altogether, we used a reliable AP-MS protocol to study the inter-
actome of PknG and identify new substrates, interactors and processes
regulated by this kinase. Our results point to nitrogen and energy me-
tabolism, cell wall biosynthesis and protein translation as processes
potentially modulated by PknG.

M. tuberculosis must reprogram its metabolism and gene expression
profile in response to external stimuli to survive inside the host. The
accumulating evidence indicates that PknG is involved in the regulation
of core processes in the bacterial physiology, essential for the adapta-
tion to the host environment. Further studies on the newly reported
substrates/interactors are required to test this hypothesis, which war-
rants interesting insights about new drug targets to fight tuberculosis.

5. Conclusion

PknG is a Serine/Threonine protein kinase recognized as a key
player in mycobacterial physiology and pathogenesis. The complete set
of substrates and interactors that participate in signal transduction to-
gether with PknG needs to be identified to understand the role of the
kinase at the molecular level.

Using a tailored approach to study the interactome of PknG, we
have identified two new substrates: the enzyme glutamine synthetase
and the protein FhaA. Our results show that PknG phosphorylates in
vitro specific residues in both glutamine synthetase and FhaA, and we
provide evidence that these proteins are likely phosphorylated by PknG
in living mycobacteria. Our work complements previous reports on
PknG substrates and interactors, and reinforces a central role of PknG in
the control of the bacterial nitrogen metabolism. In addition, we
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provide evidence that PknG might regulate other processes in myco-
bacterial physiology, including protein translation and cell wall
synthesis.

Supplementary data to this article can be found online at https://
doi.org/10.1016/j.jprot.2018.09.013.
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FhaA plays a key role in mycobacterial polar elongation and
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ABSTRACT Mycobacteria, including pathogens like Mycobacterium tuberculosis, exhibit
unique growth patterns and cell envelope structures that challenge our understand-
ing of bacterial physiology. This study sheds light on FhaA, a conserved protein in
Mycobacteriales, revealing its pivotal role in coordinating cell envelope biogenesis and
asymmetric growth. The elucidation of the FhaA interactome in living mycobacterial cells
reveals its participation in the protein network orchestrating cell envelope biogenesis
and cell elongation/division. By manipulating FhaA levels, we uncovered its influence
on cell morphology, cell envelope organization, and the localization of peptidoglycan
biosynthesis machinery. Notably, fhaA deletion disrupted the characteristic asymmetric
growth of mycobacteria, highlighting its importance in maintaining this distinctive
feature. Our findings position FhaA as a key regulator in a complex protein network,
orchestrating the asymmetric distribution and activity of cell envelope biosynthetic
machinery. This work not only advances our understanding of mycobacterial growth
mechanisms but also identifies FhaA as a potential target for future studies on cell
envelope biogenesis and bacterial growth regulation. These insights into the funda-
mental biology of mycobacteria may pave the way for novel approaches to combat
mycobacterial infections addressing the ongoing challenge of diseases like tuberculosis
in global health.

IMPORTANCE  Mycobacterium tuberculosis, the bacterium responsible for tuberculosis,
remains a global health concern. Unlike most well-studied model bacilli, mycobacteria
possess a distinctive and complex cell envelope, as well as an asymmetric polar growth
mode. However, the proteins and mechanisms that drive cell asymmetric elongation in
these bacteria are still not well understood. This study sheds light on the role of the
protein FhaA in this process. Our findings demonstrate that FhaA localizes at the septum
and asymmetrically to the poles, with a preference for the fast-growing pole. Further-
more, we showed that FhaA is essential for population heterogeneity and asymmetric
polar elongation and plays a role in the precise subcellular localization of the cell wall
biosynthesis machinery. Mycobacterial asymmetric elongation results in a physiologically
heterogeneous bacterial population which is important for pathogenicity and response
to antibiotics, stressing the relevance of identifying new factors involved in these still
poorly characterized processes.

KEYWORDS Mycobacterium, cell envelope, cell division, cell asymmetry, proteomics,
confocal microscopy, electron microscopy

ycobacterium tuberculosis, the causative agent of tuberculosis, is among the
deadliest human pathogens. According to the World Health Organization,
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tuberculosis ranked as the first cause of death from a single bacterial infectious agent
worldwide (1).

One of the peculiarities of this bacillus lies in its cell growth and division modes,
which differ significantly from those of well-studied rod-shaped bacteria, such as
Escherichia coli or Bacillus subtilis (2). Mycobacteria need to synthesize a complex cell
wall during growth and division. This distinctive structure, composed of peptidoglycan
(PG) covalently attached to arabinogalactans esterified with mycolic acids, is relevant
for conferring intrinsic antibiotic resistance and plays a major role in host-pathogen
interactions and virulence (3, 4). Moreover, unlike model bacilli that incorporate new
cell wall material laterally, mycobacteria exhibit an asymmetric polar elongation mode
in which the old pole inherited from the mother cell outpaces the newly formed pole
in the rate of cell wall synthesis (2, 5). This asymmetric growth pattern contributes to a
diversified population in terms of size and antibiotic susceptibility (6). Furthermore, many
well-characterized key members of the protein complexes guiding elongation (elonga-
some) and division (divisome) in E. coli and B. subtilis are absent among mycobacteria
(2, 7). Hence, the molecular mechanisms underlying cell growth and division in these
bacteria remain largely unknown. Nevertheless, an increasing number of mycobacterial-
specific cell division and elongation protein candidates have started to be identified,
including two ForkHead-Associated (FHA) domain-containing proteins, FhaA and FhaB,
which specifically recognize phospho-Thr residues (8-10).

FhaA and FhaB are part of a highly conserved operon in Mycobacteriales, that also
encodes two shape, elongation, division, and sporulation genes (rodA and pbpA), two
Ser/Thr protein kinases (pknA and pknB), and the unique phosphoserine/threonine
protein phosphatase of the genome (11, 12), pointing to its critical role in cell morphol-
ogy, growth, and its phospho-regulation.

Here, we focused on M. tuberculosis FhaA, a still poorly characterized multidomain
protein. FhaA presents a C-terminal FHA domain, which specifically recognizes phos-
phorylated Thr residues, linked by a ~300 amino acid-long unstructured linker to an
N-terminal globular domain with no similarity to any known protein (13). Previous
reports provide evidence that supports the role of FhaA in the regulation of cell wall
biosynthesis through its interaction with two phosphorylated PknB substrates. FhaA
was proposed to inhibit the translocation of PG precursors from the cytosol to the
periplasm through its interaction with the phosphorylated pseudokinase domain of the
Lipid 1 flippase Mvin (10). It was also shown to interact with phosphorylated CwIM
and potentially regulate the biosynthesis of PG precursors (14). In addition, knocking
out fhaA in Mycobacterium smegmatis resulted in a short-cell phenotype (15), while its
depletion caused increased accumulation of nascent PG at the poles and septa (10).
Some of these previous data are difficult to reconcile, making the roles of FhaA and its
molecular mechanisms still unclear.

Here, we explored protein-protein interactions involving mycobacterial FhaA in living
cells. Our results showed that FhaA is part of an extensive protein network linking cell
envelope biogenesis to cell elongation/division in mycobacteria. Overexpressing FhaA
in M. smegmatis cells leads to alterations in composition and/or organization of the
cell envelope along with mislocalization of the PG biosynthesis machinery, whereas the
deletion of the fhaA gene results in elongation defects and the loss of asymmetrical
insertion of new cell wall material at the poles. Collectively, our findings indicate that
FhaA plays a crucial role in polar growth by regulating the precise subcellular localization
and asymmetric distribution of the cell envelope biosynthetic machinery organized
within the elongasome.

RESULTS
FhaA interactome in living cells

To decipher the FhaA interactome within live mycobacteria, we employed an unbiased
methodology encompassing the overexpression of M. tuberculosis Strep-tagged FhaA in
M. smegmatis. The method relied on a combination of chemical crosslinking, affinity
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purification, and protein identification through mass spectrometry (MS) (Fig. 1A).
Formaldehyde was selected as the crosslinking agent due to its ability to penetrate
the highly hydrophobic cell envelope of mycobacteria and covalently link amino acids
in close proximity (16). M. smegmatis transformed with the empty plasmid was used as
control. To define the FhaA interactome, we compared the proteins recovered by affinity
purification in control and Msmeg_fhaA strains, using in five biological replicates per
condition. As shown in Fig. 1B, 25 proteins were exclusively detected in at least four
replicates of the purified protein complexes from Msmeg_fhaA (P < 0.01; Table 1). The
list includes FhaA itself, Mvin, the flippase previously reported to interact with FhaA
(10), and 23 putative direct or indirect FhaA interactors (Table 1; Table S1). In addi-
tion, from 736 proteins identified in affinity-purified fractions from both Msmeg_fhaA
and control strains, 31 were statistically overrepresented in complexes isolated from
Msmeg_fhaA (fold change > 2; F-stringency: 0.04; g-value < 0.05; Fig. 1C; Table S2).
Altogether, we report a list of 55 proteins that represent putative direct or indirect
FhaA interactors (Table 1; Table S1 and S2). Remarkably, the FhaA interactome compri-
ses proteins with known and predicted physical and functional associations, unveiling
statistically enriched compartments, which include the cell pole, cell tip, cell septum,
and membrane fraction (Table S3). Among the polar interactors (10, 17-20), two of
them (MSMEG_0317 and MSMEG_3080) exhibit an asymmetric distribution, specifically
targeting the fast-growing pole (Table 1). Furthermore, functional enrichment analysis
emphasized various interconnected biological processes, encompassing the regulation

A
Formaldehyde crosslinking (V) Lysis and purification Enzymatic digestion, LC-MS/MS  Quantitative analysis
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FIG 1 FhaA interactome in the living cell. (A) Scheme of the strategy used to identify FhaA interacting proteins. Cultures of M. smegmatis overexpressing M.
tuberculosis FhaA fused to Streptag were incubated with formaldehyde. FhaA covalently linked to its protein partners was purified using Strep-Tactin columns,
and the recovered proteins were digested and identified by nano-liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). (B) Venn diagram showing the
number of proteins identified in Msmeg_fhaA and control strains after affinity chromatography. Using the probability mode of PatternLab Venn diagram module,
25 proteins were statistically identified as exclusive of FhaA interactome (P < 0.01; Table 1; Table S1). (C) Volcano plot showing proteins identified in at least
7 replicates of the 10 replicates analyzed, plotted according to its P-value -(log2 P) and fold change (log2 Fold change). Proteins statistically enriched in FhaA
complexes (g-value < 0.05) with a fold change greater than 2 are displayed in green, and those related to cell elongation/cell envelope biosynthesis are labeled.
Fold changes and P-values for each of the 31 differential proteins are depicted in Table S2.
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TABLE1 FhaA

interactome: proteins exclusively detected in FhaA-mediated complexes®

mBio

ID Ortholog in Mtb  Protein name Subcellular localization Proposed function/activity
FhaA Rv0020c FhaA Poles and septum (10) PG synthesis (10)/cell envelope
biogenesis (15)
MSMEG_0317 Rv0227c Integral membrane protein Membrane (2 TMH). Septum and  Mycolate precursors translocation/LAM
poles, mainly old pole (17) and LM maturation (17, 21)
MSMEG_6284 Rv3720 Cyclopropane fatty-acyl-phospholipid Cytosol Lipid Biosynthetic process (22)
synthase
MSMEG_5308 Rv1057 Uncharacterized protein Poles and septum (18) Mycolate precursor translocation
stabilizes the trehalose monomyco-
late transport complex under stress
conditions (18)
MSMEG_6929 Rv3910 Integral membrane protein (MviN) Membrane (15 TMH). Poles and PG synthesis
septum (10) (10, 22)
MSMEG_0692 Rv0312 Conserved hypothetical proline and Membrane (1 TMH) (23) ATP binding (22)
threonine-rich protein
MSMEG_5048 Rv1249c Putative membrane protein Membrane (2 TMH)-peri-polar Unknown
region (24)
MSMEG_1193 Rv1940 TROVE domain protein Cytosol Unknown RNA binding (22)
csWA Rv0008c Cell wall synthesis protein CwsA Membrane (1 TMH). Poles and Cell division, cell wall synthesis, and the
septum (19) maintenance of cell shape (19)
msrB Rv2674 Methionine-R-sulfoxide reductase Cytosol Protein repair/response to oxidative
stress (22)
ppm1 Rv2051c Polyprenol monophosphomannose  Cytosol Glycosyltransferase/LAM/LM synthesis
synthase (22)
MSMEG_5336 Rv1063c Amidate substrates transporter protein Membrane (7 TMH) Transport (22)
MSMEG_3148 Rv1480 Uncharacterized protein Cytosolic Transcriptional regulator
VvWFA_domain (22)
MSMEG_6282 Rv3718c KanY protein Cytosolic Polyketide synthesis (22)
MSMEG_3641 Rv1836¢ Uncharacterized protein Membrane (1 TMH) Unknown
MSMEG_6757 Rv2989 Glycerol operon regulatory protein - Regulation of DNA-templated
transcription (22)
MSMEG_3255 Rv2458 DoxX subfamily protein Membrane (2 TMH) Unknown
spa Rv0724 Putative protease IV Sppa Membrane (22) Peptidase
MSMEG_3080 Rv1422 Putative gluconeogenesis factor Cytosol. Poles, mainly old pole (20) Cell shape/PG synthesis (20)
MSMEG_4753 Rv2521 Antioxidant, AhpC/TSA family protein Cell redox homeostasis
MSMEG_1011 Rv3057c Short-chain dehydrogenase Peri-polar region (24)
secD Rv2587c Protein translocase subunit SecD Membrane (6 TMH) Protein transport
MSMEG_0736 Rv0383c Putative conserved secreted protein ~ Membrane (1 TMH) (18). Poles (25) MmpL3-dependent trehalose
monomycolate transport to the cell
wall. Cell elongation (18)
MSMEG_5505 Rv0966¢ Uncharacterized protein - Uncharacterized
MSMEG_4188 Rv2129c Short-chain dehydrogenase - Unknown

“Proteins detected in at least four out of five Msmeg_fhaA replicates but absent in all control replicates and statistically validated using the Bayesian model integrated into
PatternLab for Proteomics are shown. TMH: transmembrane helix; LAM: lipoarabinomannan; LM: lipomannan. Dashes indicate unknown localization.

of developmental processes, cell shape regulation, as well as cell cycle and division
regulation (Table S3). The recovery of previously known interactors, along with proteins
that share the same subcellular localization and are involved in the same biological
processes as FhaA, points to a reliable and physiologically relevant interactome.

Proteins recovered from FhaA interactome are related to cell division/elonga-
tion and cell envelope biogenesis

A detailed analysis of the FhaA interactors sheds light on its possible functions. The
most abundant protein in the FhaA interactome, MSMEG_0317, is the integral membrane
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protein PgfA (for polar growth factor A) that was recently identified as being crucial
for growth from the old pole (17). PgfA also interacts with MmpL3, the trehalose
monomycolate (TMM) transporter that plays an important role in mycolic acid traffick-
ing across the membrane and cell envelope composition (17, 18). Interestingly, two
additional FhaA interactors participate in the regulation of MmpL3-mediated mycolic
acid translocation: MSMEG_5308 and MSMEG_0736, with the latter being renamed as
TtfA (for TMM transport factor A) (18). Overall, the interactome includes nine previously
reported MmpL3 interactors (18, 26) in addition to MmpL3 itself.

Proteins that participate in the biosynthesis of the different layers of the complex
mycobacterial cell wall were also recovered as FhaA direct/indirect interactors. In
addition to Mvin (10), the list includes CwsA (for cell wall synthesis protein A) (27),
proteins that participate in lipomannan (LM) and lipoarabinomannan (LAM) biosyn-
thesis such as the polyprenyl monophosphomannose synthase Ppm1 (28, 29) and
MSMEG_0317 (17, 21), or yet the transcriptional regulator WhiA and the DivIVA domain-
containing protein SeplVA (MSMEG_2416), both involved in cell division, cell length,
and/or cell envelope biosynthesis (30, 31). Finally, the interactome also includes the
scaffolds of the divisome and elongasome machineries (FtsZ and Wag31 respectively).
Taken together, these results strongly support the involvement of FhaA in mycobacterial
cell envelope biosynthesis during cell growth and division.

FhaA overexpression alters cell envelope composition/structure

The overexpression of FhaA leads to a significant decrease in cell surface hydrophobicity
(Fig. 2A), supporting the hypothesis that this protein is involved in cell wall biogene-
sis. As this is a physicochemical property pivotal for cell-cell and cell-surface adhesion
behaviors (32, 33), we investigated the impact of FhaA overexpression on the formation
of multicellular structures and observed that the Msmeg_fhaA strain has an impaired
capability of biofilm formation (Fig. 2B), which is not related to defects in the final
biomass reached (Fig. ST1A). Furthermore, we confirmed that the strain overexpressing
FhaA exhibits altered permeability compared to the control strain. The ethidium bromide
uptake assay demonstrated that Msmeg_fhaA is more permeable (Fig. S1B), consistent
with our previous results.

Transmission electron microscopy (TEM) images confirmed that the strain overex-
pressing FhaA exhibits an abnormal cell envelope (Fig. 2C; Fig. S2). The images show
areas that have an unusually thick cell wall that appear as electron-lucid blobs with
aberrant distribution (Fig. S2). Compared to the control, there is an increase in the
average thickness of the cell envelope (Fig. 2C and D), with these thickened areas being
heterogeneously distributed across the surface. (Fig. S2). Cell wall maps across the cell
volume obtained by electron tomography (ET) further confirm the alterations in the
Msmeg_fhaA cell envelope and highlight the thickness heterogeneity along the cell
volume (Fig. 2D).

Further evidence for the effect of FhaA overexpression on cell envelope comes from
the analysis of membrane properties of the two strains. We used scanning confocal
microscopy to image cells previously treated with 6-dodecanoyl-2-dimethylaminonaph-
thalene (LAURDAN), an amphiphilic fluorescent dye that penetrates the membrane lipids
and whose emission spectra change according to environment molecular composition
and polarity (34, 35). This approach was previously used to asses cell envelope remod-
eling in mycobacteria (36, 37). When water accessibility at the membrane interface
increases, LAURDAN exhibits a green-shifted fluorescence, while in more ordered
membranes, its emission is blue shifted. We used this property to provide an initial,
broad assessment of potential differences in the composition and/or physical structure
of the lipidic layers and/or its associated cell wall structures, upon FhaA overexpression.

When plotted on a diagram, phasors corresponding to the control strain tend to
cluster at higher angles and closer to the origin of the axes compared to those repre-
senting Msmeg_fhaA (Fig. 3). In addition, there is a change in the profile on the linear
combination obtained at the phasor plot for the two strains. Thus, the misalignment
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FIG 2 FhaA overexpression alters mycobacteria cell surface and cell envelope composition/structure. (A) Cell surface hydrophobicity test. The figure shows the
partitioning of control and Msmeg_fhaA strains between phosphate-buffered saline (PBS) and xylene. The graph depicts the hydrophobicity index, defined as the
percentage of the initial aqueous layer absorbance retained in the xylene fraction after partitioning. Assays were performed by triplicate mean + SD; * indicates
a statistically significant difference determined by analysis of variance (ANOVA), P < 0.05. (B) Biofilm formation assay. Biofilm formation was evaluated in 96-well
plates, by staining biofilms with crystal violet and measuring absorbance at 570 nm. Mean + SD; * indicates a statistically significant difference determined
by ANOVA, P < 0.05. (C) Graphic comparison of the average cell wall thickness measured from transmission electron microscopy (TEM) images (Fig. S2) for
each strain. Violin plot illustrates the distribution of wall thickness, supporting the heterogeneity observed in the Msmeg_fhaA strain. Kolmogorov-Smirnov was
applied; n = 30 cells for each group; * = P < 0.05. White circles represent median; gray boxes represent 25%-75% percentile; values outside whiskers represent
outliers. (D) Thickness map representing variations in cell wall thickness across the cell volume. The color intensity corresponds to the magnitude of thickness,
where warmer hues indicate greater thickness (25-50 nm) and cooler hues denote thinner regions (0-25 nm). Left panel: virtual sections from representative
control and Msmeg_fhaA tomograms (control magnification 25,000%; Msmeg_fhaA magnification 14,500x). White arrowheads indicate the plasma membrane.
Notably, an increase in the middle layer (black arrows) is observed within the cell wall of Msmeg_fhaA, contrasting with the consistently thinner layer exhibited
in the control. Scale bar: 100 nm. Right panel: three-dimensional model of partial volumes of control and Msmeg_fhaA cells. A predominant dark blue phenotype
throughout the volume is observed for control strain, while there is a prevalence of warm hues along the majority of the Msmeg_fhaA sampled volume,
indicating the increase in the wall thicknesses. On the right side, cross-section view of different sequential slices along the Z axis. Numbers indicate where the

models were sectioned.
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between the two trajectories plus the spectral shift and broadening observed for the
strain overexpressing FhaA can be attributed to changes in the molecular environment
sensed by LAURDAN (Fig. 3B).

Altogether, our results indicate that FhaA overexpression has important impacts on
mycobacterial cell envelope composition and/or structure.

The overexpression of FhaA affects cell morphology

To investigate the effect of FhaA on elongation, we evaluated cell morphology of
Msmeg_fhaA. Confocal microscopy analysis of bacteria stained with sulforhodamine-1,2-
dihexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (sulforhodamine-DHPE) revealed
that the overexpression of FhaA led to significantly shorter cells, exhibiting an average
length of 4.5 + 0.1 um (average length of control: 7.0 + 0.2 um; Fig. 4A). This observation
was subsequently corroborated through scanning electron microscopy (SEM), which
revealed that Msmeg_fhaA cells exhibit abnormal and heterogeneous morphology and
dimensions, marked by shorter and wider cells with defects at poles and septum, the
places where new cell wall material is incorporated. While in some cases swelling at the
septum was observed, the vast majority of the cells presented defects at the poles (Fig.
2D and 4B). The aberrant morphology is distinguished by the thickening and curling of
bacterial poles, with swollen and bulged tips that suggest compromised polar cell
envelope integrity. Interestingly, these defects were mainly asymmetrical, being
observed at one of the cell poles, with fewer cells presenting alterations at both poles
(Fig. 4B). Ultrastructural analysis of cell poles by ET showed three cell wall layers as
expected, with the middle layer displaying increased thickness in Msmeg_fhaA when
compared to the control strain (Fig. 2D; Video S1), suggesting an altered synthesis of the
layers between the mycomembrane and inner membrane. The virtual section of a cell
tomogram from an aberrant Msmeg_fhaA pole corroborated the thickening of the cell
wall (Fig. 2D and 4D). These observed morphological alterations thus suggest that FhaA
overexpression disrupts normal polar cell elongation and cell wall synthesis.

FhaA overexpression leads to the mislocalization of PG biosynthesis

Next, we evaluated the effect of FhaA overexpression on PG synthesis using the
fluorescent D-amino acid analog 3-[[(7-hydroxy-2-oxo-2H-1-benzopyran-3-yl)car-
bonyllamino]-D-alanine hydrocholoride (HADA) (38) to label the nascent PG. As expec-
ted, new cell wall material in the control strain is specifically inserted at the poles and
septum (Fig. 5A). However, in the Msmeg_fhaA strain, PG synthesis is not strictly confined
to these sites, as HADA is additionally incorporated into discrete foci along the cell
surface (Fig. 5A). To quantify the extent of PG synthesis delocalization, we assessed the
distance between focal points of HADA incorporation in each bacterium, normalized to
the cell length. As expected, we detected two or three local maxima of fluorescence
intensity for the control strain (Fig. 5A and C) corresponding to the two poles (non-
septate cells) or to the two poles plus the septum (septate cells), respectively (average
number of HADA foci per cell: 2.7 £ 0.5). In this case, the interspace between foci of PG
synthesis correlates with the pole-septum or pole-pole distances as expected (Fig. 5B
and C). For Msmeg_fhaA, the average number of foci per cell increases to 4.5 + 1.7, and
the relative distance between foci is significantly shorter, indicating that the PG biosyn-
thetic machinery is mislocalized (Fig. 5B and C).

The abnormal localization of the cell wall synthesis machinery, leading to bulges and
branches, was previously shown for M. smegmatis strains overexpressing the elongasome
scaffold Wag31 (39). To evaluate if the delocalization of the PG synthesis machinery could
be associated with increased levels of Wag 31 in Msmeg_fhaA, we performed a compara-
tive analysis by mass spectrometry. The results confirmed the overexpression of FhaA,
but Wag31 levels were not statistically different between Msmeg_fhaA and control strain
(Table S4). This result suggests that the elevated levels of FhaA could be the primary
factor driving the delocalization of cell wall biosynthesis machinery.
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FIG 3 Scanning confocal microscopy using the fluorescent dye LAURDAN. (A) Representative images for intensity and pseudocolor image of LAURDAN from
of control and Msmeg_fhaA strains. Pseudocolor images were generated by using the color scale indicated on panel B and represent spectral shift from blue
to red. (B) Spectral phasor plot of LAURDAN fluorescence emission from control and Msmeg_fhaA strains. Emission spectra were Fourier transformed into the
G and S (corresponding to the real and imaginary parts of the first harmonic of the Fourier transform) to obtain the spectral phasor plot. Data indicate strong
differences in envelope fluidity between strains, as measured by LAURDAN emission. The Msmeg_fhaA strain clusters are shifted clockwise (blue-shifted) relative
to the control strain and are further from the plot origin (indicating spectral widening). Additionally, the amplified section shows two different trajectories
corresponding to each strain, clearly indicating different molecular environments for LAURDAN. (C) Plots illustrating normalized pixel intensity vs solid fraction.
Black dots represent the control strain; white dots represent the Msmeg_fhaA strain. (D) Box plot representing the values of the center of mass for the curves

depicted in panel C.

FhaA is necessary for asymmetric polar elongation

To further investigate the role of FhaA in elongation, we evaluated the cell morphology
and HADA incorporation for a strain lacking FhaA (Msmeg_AfhaA). In accordance with a
previous report (15), Msmeg_AfhaA cells were shorter than the wild-type (WT) strain, and
cell length was partially recovered after complementation (Fig. 6A) confirming a role for
FhaA in cell elongation.

Fluorescence intensity profiles in dividing WT cells revealed the presence of three
maxima at septum and poles (Fig. 6B), with the poles exhibiting a greater intensity and
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FIG 4 FhaA overexpression alters cell morphology. (A) Violin plot and representative images of sulforhodamine-DHPE stained bacteria illustrating differences
in cell length between both strains. Average length is 7.0 + 0.2 um for control strain and 4.5 + 0.1 um for Msmeg_fhaA strain. * indicates statistically significant
difference determined by two samples t-test. P < 0.05; n > 100 cells for each group. White circles represent median; gray boxes represent 25%-75% percentile;
values outside whiskers represent outliers. (B) SEM showing morphological differences between strains. Images of Msmeg_fhaA strain reveal a heterogeneity in
cell shapes, length, and width when compared to control. In addition, most of the Msmeg_fhaA cells exhibit one aberrant pole. (C) Violin plot showing that cell
width is altered in Msmeg_fhaA strain. Measurements of cell width were performed from SEM images. * indicates statistically significant difference determined
by one-way ANOVA. P < 0.05; n = 30 cells for each group. White circles represent median; gray boxes represent 25%-75% percentile; values outside whiskers
represent outliers. (D) Left: virtual section of Msmeg_fhaA cell tomogram with a “curved” tip. Right: top view of the 3D model, emphasizing the thickening of
the cell wall (white arrows), which alters the cell topography near the tip, contributing to the observed curved phenotype. White layer represents the plasma
membrane; light blue indicates PG/arabinogalactan; light yellow indicates outer membrane. Scale bar: 200 nm.

asymmetric elongation, as reported previously (6, 40, 41). The faster-growing pole
showed HADA signals covering a broader area from the tip, and a smaller slope of
fluorescence intensity (Fig. 6A and B). Conversely, the fluorescence signal at the slower-
growing pole appears concentrated within a more restricted region, and the slope in the
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FIG 5 FhaA overexpression leads to mislocalization of the PG synthesis machinery. (A) Representative images of control and Msmeg_fhaA strains showing
PG synthesis distribution. Fire Look up tables (LUT) was applied to HADA signal to enhance the visibility of regions with higher fluorescence intensity. Find
maxima tool of Image J was used to detect local intensity maxima for the HADA signal (white crosses), and distances between focuses were measured (cyan
sticks). As the cell length is significantly different among both strains, distances between foci were relativized to cell length (yellow sticks). Scale bars: 5 um.
(B) Violin plot showing the differences in the distribution of distances between foci for control and Msmeg_fhaA strain. Distance between foci (poles and septa)
for septate control strain oscillates between 50/50 and 70/30 of the total cell length, as expected. * indicates statistically significant difference determined by
Kolmogorov-Smirnov. P < 0.05; n > 100 cells for each group. White circles represent median; gray boxes represent 25%-75% percentile; values outside whiskers
represent outliers. (C) Violin plot showing that number of HADA foci per cell is increased in Msmeg_fhaA strain. Control cells exhibit two foci (both poles,
non-septate bacteria) or three (two poles and septum, septate bacteria). Msmeg_fhaA cells exhibit multiple foci, even when non septate. * indicates statistically
significant difference determined by Kolmogorov-Smirnov, P < 0.05; n > 100 cells for each group. White circles represent median; gray boxes represent 25%-75%
percentile; values outside whiskers represent outliers.
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FIG 6 FhaA is necessary for asymmetric polar elongation. (A) Violin plot and representative images showing differences in length between strains. Msmeg_AfhaA
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test, P < 0.05; n > 100 cells for each group. White circles represent median; gray boxes represent 25%-75% percentile; values outside whiskers represent
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Fig 6 (Continued)

outliers. Scale bar 2 um. (B) Average HADA fluorescence profiles along the cell for >100 septate cells. Blurred zone represents SD. Profiles consist in three peaks
corresponding to both poles (named pole 1 and pole 2) and septum. For WT, maximum intensity is located at poles, while for Msmeg_AfhaA strain, the maximum
intensity is located at septum. Msmeg_AfhaA_fhaA exhibits an intermediate phenotype exhibiting three peaks of comparable intensity. The schemes below
represent HADA deposition patterns for each strain. (C) Box plots showing the slope (black lines in fluorescence profiles) at pole 1 and pole 2 for >100 cells
allowed to corroborate the asymmetric growth for WT and Msmeg_AfhaA_fhaA. For Msmeg_AfhaA. HADA incorporation at both poles was undistinguishable. *
indicates statistically significant difference determined by Kolmogorov-Smirnov test, P < 0.05; n > 100 cells for each group. Box represents 25%-75% percentile
and median; values outside whiskers represent outliers. (D) Violin plot illustrating the ratio between intensity at poles (average of both) and intensity at septum.
* indicates statistically significant difference determined by one-way ANOVA. P < 0.05; n > 100 cells for each group. White circles represent median; gray
boxes represent 25%-75% percentile; values outside whiskers represent outliers. (E) Violin plot showing the distribution of the relative septum position in WT,
Msmeg_AfhaA, and Msmeg_AfhaA_fhaA strains. The asymmetrical position of the septum is lost in Msmeg_AfhaA strain, and it is completely restored after
complementation. * indicates statistically significant difference determined by one-way ANOVA. P < 0.05; n > 100 cells for each group. White circles represent
median; gray boxes represent 25%-75% percentile; values outside whiskers represent outliers.

fluorescence intensity profile is higher (Fig. 6A through C), confirming a statistically
significant difference in the extent of HADA incorporation for the WT strain (Fig. 6A and
C). However, Msmeg_AfhaA displays a distinct HADA profile characterized by an
increased intensity at the septum and significantly lower levels of HADA incorporation at
the poles (Fig. 6B). The ratio of pole intensity/septum intensity (with pole intensity as the
average of both poles) is significantly different between WT and Msmeg_AfhaA, and this
abnormal distribution of PG synthesis is partially reverted after complementation (Fig.
6D; Fig. S3A). In addition, the polar incorporation of HADA by Msmeg_AfhaA encom-
passes a broader area at both poles, when compared with WT. Surprisingly, the deletion
of FhaA not only altered the pattern and quantity of HADA incorporation but also
resulted in a symmetrical polar incorporation of new cell wall material, as revealed by the
average fluorescence profile and the similar slope of fluorescence intensity at each pole
in Msmeg_AfhaA (Fig. 6B and C). Moreover, this slope is smaller than that measured for
the fast-growing pole of WT which, together with the observation that Msmeg_AfhaA
cells are shorter, indicates a more diffuse localization of the PG synthesis machinery (Fig.
6B and C; Fig. S3B). It is important to note that the complementation of Msmeg_AfhaA
completely recovers polar cell wall synthesis and asymmetric PG incorporation (Fig. 6B
and G; Fig. S3A and B).

As a consequence of the well-documented differences in growth rates between
the old and new poles, mycobacteria exhibit an asymmetric position of the septum
and considerable variability in cell size among the population. Thus, we assessed
septum position and cell length variability in Msmeg_AfhaA. Consistent with the loss
of asymmetric growth, in the fhaA deletion strain, the septum is positioned closer to
the midcell compared to WT, while the septal position asymmetry is restored after
complementation (Fig. 6E). The loss of asymmetric growth in Msmeg_AfhaA is further
confirmed by a more homogeneous population in length, compared to either the WT or
the complemented strain (Fig. 6A). Moreover, using an M. smegmatis strain overexpress-
ing FhaA fused to the fluorescent protein mScarlet (Msmeg_mscarlet_fhaA), we showed
that the protein localizes to the poles and septa as anticipated, with a predominant
localization at one of the poles. To determine if FhaA preferentially localizes to the
old or new pole, we conducted experiments before HADA delocalization occurred but
when mScarlet-FhaA the expression was already evident. In this manner, we confidently
identified the fast and slow PG incorporating poles. This approach allowed us to
demonstrate that FhaA preferentially accumulates at the old, fast-growing pole (Fig. 7).

DISCUSSION

The cellular growth of mycobacteria is distinguished by the incorporation of new
cell wall material at the poles in an asymmetric manner, with the old pole inherited
from the mother cell growing faster than the new pole formed after the last divi-
sion. This asymmetry leads to a heterogeneous population in terms of size, growth
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FIG 7 FhaA localizes preferentially at the old pole. (A) Box plot showing differences in the distribution of mScarlet-FhaA fluorescence intensity at both poles.

Poles were classified as old and new based on the pattern of HADA fluorescence incorporation. The top asterisk indicates a statistically significant difference

determined by two samples t-test < 0.05; n = 30 cells. White circles represent median; gray boxes represent 25%-75% percentile; values outside whiskers

represent outliers. (B) Representative images of an Msmeg_ mscarlet_fhaA cell showing colocalization of HADA signal and mScarlet-FhaA at poles and septum.

mScarlet-FhaA accumulates preferentially at the old pole. Scale bar: 5 um.

rate, and antibiotic susceptibility, which is critical for M. tuberculosis pathogenesis and
the development of antibiotic-resistant strains. Despite its importance, the molecular
mechanisms that sustain asymmetric polar growth are still not well understood. Here, we
present strong evidence that FhaA is a key elongation factor predominantly localizing to
the old pole and crucial for cell envelope integrity and the asymmetry of polar growth.

The FhaA architecture of two modular domains separated by a flexible linker is
highly reminiscent of eukaryotic scaffolding proteins (10, 13). This protein organization
suggests that FhaA could have a tethering role, bringing together different molecular
machineries. Our interactomic analysis shows that FhaA is part of a protein network
involved in the biosynthesis of different layers of the complex mycobacterial cell
envelope, including proteins associated with PG, LM/LAM, and mycolic acid synthesis
and transport. These findings are in line with, and extend, the previous observation that
FhaA interacts with the Lipid Il flippase Mvin (10). Consistently, the FhaA interactome
significantly overlaps with those reported for other well-known components of the
Mycobacteriales elongasome/divisome, namely MmpL3 and FtsQ (18, 26, 42) (Table S1
and S2), and several of the proteins identified in our work (FhaA itself, MSMEG_0317,
MSMEG_ 5048, atpC, MmpL3, NusA, and WhiA) were shown to interact with mycolates in
vivo using photoactivatable TMM analogs (43) (Table S1 and S2).

In line with these results, overexpression of FhaA led to alterations in the cell
envelope composition and structure. The decreased surface hydrophobicity, along with
the impairment in biofilm formation of the Msmeg_fhaA strain, points to defective
biosynthesis or stability of the mycomembrane and/or the underlying layers of the cell
wall. The release of significant amounts of membrane fragments containing mycolic acid
esters of trehalose, resulting from impaired mycomembrane stability, has been reported
for a Corynebacterium glutamicum strain defective in arabinogalactan synthesis (44). Our
ET analysis reveals irregular thickening of the cell wall layer between the two membranes
in the strain overexpressing FhaA, providing a potential explanation for the observed
phenotypes. Finally, our analysis of LAURDAN fluorescence indicates an altered fluidity
of the cell envelope lipidic layers. Nevertheless, considering our data as a whole, we
are inclined to speculate that the perturbation of the intermediate layers of the cell
envelope could be responsible for the change in polarity and water relaxation sensed
by LAURDAN. Altogether, our interactome and phenotypic characterization strongly
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indicate that FhaA is a part of the molecular machinery responsible for the synthesis of
the complex cell envelope of mycobacteria and plays a functional role in this biosyn-
thetic process.

We confirmed that FhaA localizes preferentially to the poles and septum, as
previously reported (10). Furthermore, our quantitative analyses revealed an asymmet-
ric distribution between the poles, with a higher concentration of FhaA specifically at
the old pole. During growth and division, PG synthesis is orchestrated by two multipro-
tein complexes: the elongasome responsible for polar elongation and the divisome
responsible for cell division and septation. The short cell phenotype of Msmeg_AfhaA
cells, together with a lower HADA incorporation at the poles, clearly indicates that FhaA
partakes in polar PG synthesis and normal cell elongation. A previous report showed
that FhaA depletion results in an increased accumulation of nascent PG stem peptides
at the cell poles and septum and thus propose that FhaA inhibits the late stages of PG
biosynthesis via its interaction with Mvin (10). Our results consistently support the role
of FhaA in this process, but based on HADA incorporation and morphological characteri-
zations, we hypothesize that FhaA promotes PG synthesis. In addition, the characteristic
asymmetric growth pattern of mycobacteria is lost in the absence of FhaA. Collectively,
our results establish FhaA as a bona fide functional partner of the elongasome, essential
for asymmetric polar elongation. Further supporting this hypothesis, the recruitment
to the old pole of the FhaA's top interactor PgfA, which shares the same localization
pattern as FhaA, is known to be essential for establishing cellular asymmetry (17). The
uneven distribution of key components of the cell elongation machinery, predominantly
concentrated at the old pole, has been previously demonstrated and provides a plausible
explanation for the differential polar growth rates (5, 45-48). A biphasic growth model
has been proposed, in which the new pole undergoes an initial phase of slower growth,
during which Wag31 accumulates, followed by a period of rapid growth prior to the next
division cycle (41). Another report suggests that the molecular basis for the polar growth
of fast and slow poles is fundamentally different (17).

Various pieces of evidence in this work indicate that FhaA affects the precise
subcellular localization of new cell wall material insertion. First, overexpression of FhaA
leads to the insertion of HADA at multiple focal points along the cell length, as well as at
the poles and septa, a phenotype that is not due to increased levels of Wag31 but seems
to be directly linked to altered levels of FhaA. In parallel, TEM and ET reveal a heteroge-
neous cell wall with localized thickening, strongly suggesting that these enlarged areas
of the cell wall can be correlated with the extra foci of HADA incorporation and the
mislocalization of the elongasome machinery. Consistently, in the strain lacking FhaA,
HADA incorporation extends over a broader region at the poles, surpassing even the area
observed in the fast-growing pole of the WT strain. As Msmeg_AfhaA cells are shorter,
the extended area of HADA incorporation suggests that the biosynthetic machinery is
less positionally constrained at the poles, rather than indicating rapid growth. Taken
together, our results indicate that FhaA participates in the regulation of the accurate
localization of the elongasome and its biosynthetic activity.

Asymmetric growth is a key trait for mycobacteria adaptation and successful survival
strategies, promoting heterogeneous populations with varied responses to environmen-
tal challenges and drugs. Thus, uncovering central molecular actors in this essential
process deepens our understanding of mycobacterial biology while also identifying
promising drug target candidates.

MATERIALS AND METHODS
Bacterial strains and growth conditions

The M. smegmatis strains overexpressing Strep-tagged FhaA (hereinafter referred to
as Msmeg_fhaA), mScarlet-FhaA (referred as to Msmeg_mscarlet_fhaA), and the control
strain were obtained as previously described (49). Briefly, electrocompetent M. smegmatis
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mc? 155 was transformed with a pLAM12 plasmid containing the coding region of the
gene Rv0020c (fhaA of M. tuberculosis) plus an N-terminal tag (Strep-tag Il), or the gene
Rv0020c plus the sequence of the red fluorescent protein mScarlet (50) at the N-termi-
nus, both under the control of the M. smegmatis acetamidase promoter. As a control, M.
smegmatis mc? 155 transformed with an empty version of the pLAM12 plasmid was used
(control). M. smegmatis strains were maintained on Middlebrook 7H10 agar plates (Difco)
plus 10% albumine/dextrose/catalase (ADC) (0.2% dextrose, 0.5% bovine serum albumin,
and 0.085% NaCl). Liquid cultures were grown in Middlebrook 7H9 (Difco) plus 10% ADC
and 0.05% (vol/vol) Tween 80 at 37°C and 220 r.p.m. until reaching an OD600 = 0.8.
All media were supplemented with kanamycin (50 pg/mL) and ampicillin (100 pg/mL).
Expression of Strep-tag II-FhaA was induced by the addition of 0.2% acetamide during
the exponential growth phase (OD600 = 0.2). For interactomic analyses, five independent
cultures of each strain were prepared.

The M. smegmatis mc? 6 strain knockout for fhaA (Msmeg_AfhaA in this work), along
with the corresponding control strain (M. smegmatis mc® 6, WT in this work) and the fhaA
knockout complemented with MSMEG_0035 (Msmeg_AfhaA_fhaA), was kindly provided
by Dr. Raghunand Tirumalai (15). A table with all the strains of M. smegmatis mc® 6 and its
derived strain M. smegmatis mc? 155 used in this work is presented in Table S5.

Chemical crosslinking in living cells

Chemical crosslinking was performed following the protocol previously used (51, 52).
Briefly, after 18 h of induction, cultures were incubated with formaldehyde (final
concentration 0.5%) at 37°C and 220 r.p.m. for 20 min, and the excess of formaldehyde
was quenched by the addition of 1/10 culture volume of ice-cold glycine (125 mM) in
phosphate-buffered saline (PBS) for 20 min.

Affinity purification of protein complexes

Cell cultures were harvested by centrifugation, washed with PBS and re-suspended in
25 mM HEPES, 150 mM NaCl, 1% glycerol, 1T mM EDTA, pH 7.4, 1x protease inhibitor
cocktail (Roche), 1x phosphatase inhibitor (Sigma-Aldrich), and 1.0% Triton X-100 (vol/
vol). Lysates were obtained by sonication on ice (25% amplitude, 10 s on, 30 s off; total
cycle: 8 min) followed by three cycles of 10 min vortexing in the presence of glass
beads (Glass beads, acid-washed < 106 um, Sigma-Aldrich) with 20 min intervals. After
centrifugation, protein concentration of the supernatants was determined by densito-
metric analysis on SDS-PAGE gels.

FhaA protein complexes were purified using a commercial affinity resin (Strep-Tactin
Sepharose, IBA Solutions). Supplier’s protocol was optimized, including extra washing
steps with 1% Triton X-100 to decrease the number of unspecific interactions recovered.
Elution was performed using D-desthiobiotin. As mock, protein extracts from control
strain were submitted to the same purification protocol.

Sample preparation for MS analysis

For interactome analysis, purified complexes (five replicates for each strain) were
digested in solution at 37°C overnight after Cys reduction (10 mM Dithiothreitol (DTT)
and alkylation (55 mM iodoacetamide). Peptide mixtures were desalted using micro-col-
umns (C18 ZipTip, Merck, Millipore), eluted in 0.1% formic acid in ACN, and dried and
resuspended in 0.1% formic acid prior to its analysis by nano-LC MS/MS.

Nano-liquid chromatography-tandem mass spectrometry analysis

Analysis of peptide mixtures was performed using liquid chromatography-tandem mass
spectrometry. Peptides were separated using a nano-HPLC system (EASY-nLC 1,000,
Thermo Scientific) equipped with a reverse-phase column (EASY-Spray column, 15 cm X
75 pum ID, PepMap RSLC C18, 2 um, Thermo Scientific) and a precolumn (Acclaim Pepmap
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100 C18 3 um, 75 pm x 20 mm, Thermo). Elution was performed at a constant flow rate
of 250 nL/min with a two-solvent system (A: 0.1% formic acid in water and B: 0.1% formic
acid in acetonitrile) and the following gradient: 0%-50% B over 100 min and 50%-100%
B over 10 min. Column temperature was set to 45°C. For total proteome analysis, three
replicates of each strain were used. Sixty-eight milligram of total protein extracts was
loaded on SDS-PAGE (12%). The gel was fixed and stained, and each lane was excised
into four gel pieces that were processed for MS analysis as previously described (53).
Briefly, Cys reduction and alkylation were performed by incubation with 10 mM DTT at
56°C followed by 45 min incubation with 55 mM iodoacetamide at room temperature.
In-gel tryptic digestion (Sequencing Grade Modified trypsin, Promega) was performed
overnight at 37°C, and peptide extraction was carried out by consecutive incubations
with 0.1% trifluoroacetic acid in 60% acetonitrile. Extracted peptides were vacuum dried
and resuspended in 0.1% formic acid.

Nano-HPLC was coupled to a linear ion trap mass spectrometer (LTQ Velos, Thermo
Scientific). Nano electrospray ionization source parameters were set as follows: spray
voltage 2.3 kV and capillary temperature 260°C. The equipment was operated in a
data-dependent acquisition mode: a full MS scan acquired in positive ion mode (m/z
between 300 and 1,800 Da) was followed by fragmentation of the 10 most intense
ions (normalized collision energy: 35; activation Q: 0.25; activation time: 15 ms) using a
dynamic exclusion list.

Bioinformatics analyses

Bioinformatics data analysis was performed using PatternLab for Proteomics V5 (http://
patternlabforproteomics.org) (54). A target-decoy database was generated using M.
smegmatis strain ATCC 700084/MC2155 sequences (downloaded from Uniprot on 29
March 2016) plus the sequence of the Strep-tagged FhaA and 127 most common mass
spectrometry contaminants. Search parameters were set as follows: tryptic peptides;
oxidation of Met as variable modification; carbamidomethylation as fixed Cys modifica-
tion; 800 ppm of tolerance from the measured precursor m/z. Search Engine Processor
was used to filter peptide spectrum matches to a false discovery rate (FDR) < 1% at the
protein level. Identification of proteins exclusively detected in FhaA-purified-crosslinked
complexes was performed using PatternLab’s Approximately Area Proportional Venn
Diagram module. Proteins present in at least four out of five Msmeg_fhaA replicates,
but absent in all control replicates, and statistically validated using the Bayesian model
integrated into PatternLab for proteomics Venn Diagram module were considered part of
FhaA interactome. In addition, TFold module was used to pinpoint proteins statistically
enriched in FhaA complexes according to their spectral counts (BH g value: 0.05, F
Stringency: 0.04, and L-stringency: 0.6) (55, 56).

Cell surface hydrophobicity test

Surface hydrophobicity was quantified using the Microbial Adhesion to Hydrocarbon
method (57). For that purpose, cells were partitioned using a two-phase system,
according to previous reports (58). Exponential growth phase cultures were washed
and resuspended in PBS until a final OD600 of 0.7. Samples were mixed with xylene in
a 1:1 ratio and incubated 15 min at room temperature to allow partitioning. OD600 of
aqueous layer was determined. Hydrophobicity index represents the percentage of initial
aqueous layer absorbance retained in the xylene fraction after partitioning. Experiments
were performed in triplicate.

Biofilm formation assay

Microtiter dish biofilm formation assay was performed as previously described (53).
Briefly, bacterial cultures were loaded in 96-well plates to an initial OD600 of 0.1. Biofilm
formation was evaluated by biological triplicates when static cultures of both strains
reached identical OD600. Staining was performed with crystal violet. Biofilms were
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destained in 30% acetic acid, and OD570 of the retained crystal violet was determined.
Experiments were performed in triplicate.

Ethidium bromide permeability test

Permeability test was performed according to (15). Briefly, exponential growth phase
cultures were washed with 50 mM KH,PO4 pH 7.5 mM MgSO4 and resuspended at
an OD600 of 0.5, pre-energized for 5 min with 0.4% glucose and loaded into 96-well
fluorescence plates. Ethidium bromide was added at a final concentration of 20 uM, and
measurements were performed at 37°C in a Varioskan plate reader (Aeyx = 530 nm and Aem
=590 nm). Kolmogorov Smirnov test was used.

Growth curve

To ensure that observed differences in biofilm formation are not due to differences in
biomass, a static growth curve was recorded, with cells grown in the same conditions
used for biofilm assays. Briefly, 96-well plates were loaded with three independent
cultures of each strain in quintuplicate and incubated at room temperature without
shaking. OD600 was measured once a day for 10 days.

Fluorescence microscopy and image acquisition and analysis

Exponential growth phase cultures were incubated with 50 uM HADA for 30 min.
Samples were loaded into glass slides and allowed to dry at 37°C. Sulforhodamine-DHPE
10 pg/mL was added and allowed to dry. Slides were washed with sterile water and
mounted in 10% bovine serum albumin. Images were acquired with a Zeiss LSM 880
confocal laser scanning microscope, equipped with a plan-apochromatic 63x/1.4 oil
immersion objective. Image acquisition was performed in channel mode with a pixel
size of 0.105 um and a resolution of 256 x 256. HADA excitation was performed with a
405 nm laser, and emitted light was collected in the range between 415 and 480 nm.
Sulforhnodamine-DHPE excitation was performed using a 561 nM laser, and light emission
was collected between 580 and 620 nm. mScarlet excitation was performed using a
561 nm laser, and emitted light was collected in the range between 570 and 655 nm.

Images were processed and analyzed using Image J (59). All cell length measure-
ments were performed using the Sulforhodamine-DHPE signal; all calculated parameters
were obtained from the HADA or mScarlet-FhaA signals.

Control HADA foci were detected using Find maxima tool of Image J. Prominence was
set to detect 2 (non-septate) or 3 (septate) foci per cell in control strain. The same setting
was then applied to Msmeg_fhaA strain. For comparative purposes, and to account for
differences in cell length, distances between HADA foci were expressed as a fraction of
the total length.

For WT, Msmeg_AfhaA, and Msmeg_AfhaA_fhaA analysis, we use ImageJ to obtain
the intensity profile of HADA drawing a segmented line across the longitudinal axis. The
line has a width of 10 pixels, corresponding to approximately 1.06 um, and a spatial
resolution of 0.09 um. Each profile is computed as the average intensity across the line
width, and cell length was normalized. For each strain, we compute a representative
profile by averaging all the bacteria profiles in the strain. Also, we obtained the position
and intensity of the septum and poles for each bacterium in the strain by using findpeaks
Scipy function. The septum position was ultimately utilized to select and align both the
old and new poles, with the new pole positioned closest to the septum. To determine
the pole intensity decay toward the septum, we consider 10 points of the profile curve
and fit it to a first-order polynomial. We consider the slope of the fit curve as the value
representing the decay.

For the Msmeg_mscarlet_fhaA analysis, Image) was used to extract the HADA
fluorescence profile, following the procedure described above. Profiles of each individual
bacterium were length-normalized and aligned according to their type of pole (old or
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new). This classification allowed us to determine the fluorescence intensity of mScarlet-
FhaA associated with each type of pole.

Statistical comparisons between strains were performed using one-way ANOVA or
t-test for normally distributed data and Kolmogorov-Smirnov (two samples) or Kruskal-
Wallis (three samples) for not normally distributed data.

Sample preparation for transmission electron microscopy

For TEM analysis, samples were fixed with 2.5% glutaraldehyde and 4% formaldehyde
in 0.1 M cacodylate buffer (pH 7.2) for 2 h and post-fixed for 1 h in 1% OsO4 with 2.5%
potassium ferrocyanide in the same buffer. Samples were then dehydrated in acetone
and embedded in Polybed 812 resin (Polysciences). Ultrathin (60 nm) sections were
stained with 5% uranyl acetate (40 min) and 2% lead citrate (5 min) before observation
using a JEOL 1200 EX transmission electron microscope at 120 kV equipped with a
camera Megaview G2 CCD 1 k.

Electron tomography

As previously established for electron tomography (60-62), samples processed for TEM
were sectioned (200 nm thick serial sections) in a PowerTome XL ultramicrotome (RMC
Boeckeler) and collected onto formvar-coated copper slot grids, then stained with 5%
(wt/vol) uranyl acetate and lead citrate. In addition, 10 nm colloidal gold particles (Gold
colloid, Sigma-Aldrich) were used as fiducial markers during the tilted series’ alignment.
Finally, a single-axis tilt series (+65° with 2° increment) was collected from the sam-
ples using a Tecnai G2 F20 transmission electron microscope (Thermo Fisher Scientific)
operating at 200 kV in TEM mode with a camera AMT CMOS 4K. Tomographic tilt series
were processed using IMOD version 4.9.13 (University of Colorado, USA). Projections
were aligned by cross-correlation. The final alignment was performed using 10 nm
fiducial gold particles followed by weighted back-projection reconstruction. Manual
segmentation, surface rendering, and thickness map analysis were performed with the
Amira software (Thermo Fisher Scientific).

Scanning electron microscopy

Samples were fixed with 2.5% glutaraldehyde and 4% formaldehyde in 0.1 M cacodylate
buffer (pH 7.2) for 2 h and then adhered to poly-L-lysine treated coverslips. Next, the
coverslips were washed with 0.1 M sodium cacodylate buffer and post-fixed for 40 min in
1% OsO4 with 2.5% potassium ferrocyanide. After another washing cycle of three rounds,
the samples were dehydrated through a series of increasing concentrations (30%-100%)
of ethanol. Finally, the samples were critical-point-dried in liquid CO, in a Leica EM
CPD300 apparatus and sputtering with a 2-nm-thick platinum coat in a Quorum Q150V
Plus apparatus. Samples were observed using a field emission gun Quattro S scanning
electron microscope (Thermo Fisher Scientific) operating at 5 kV.

Morphometry

Cell wall thickness measurements were carried out on images obtained from ultra-thin
TEM sections, whereas cell width measurements were derived from SEM images using
the Fiji/Image J software. Two opposing regions of each cell were assessed for thickness,
while three regions (ends and center) of each cell were measured for width. The mean
values were calculated based on data obtained from 30 cells in each experimental group.
Statistical analyses were conducted using the Kolmogorov Smirnov (TEM) or one-way
ANOVA (SEM), with significance set at P < 0.05.

LAURDAN staining, image acquisition, and spectral phasor analysis

Exponential growth phase cultures (OD600 0.8) were centrifuged and washed in PBS.
Pellets were resuspended in 50 pyL of 0.05 mM LAURDAN-dimethyl sulfoxide in PBS

Month XXXX Volume 0 Issue 0

mBio

10.1128/mbi0.02526-24 18

Downloaded from https://journals.asm.org/journal/mbio on 05 March 2025 by 190.64.49.90.


https://doi.org/10.1128/mbio.02526-24

Research Article

and incubated at 37°C and 220 rpm for 2 h. Live bacteria were mounted in agarose
patches and visualized using a Zeiss LSM 880 spectral confocal laser scanning micro-
scope, equipped with a plan-apochromatic 63x/1.4 oil immersion objective. LAURDAN
excitation was performed in lambda mode, using a 405 nm laser for excitation, and
emission was collected in the range from 418 to 718 nm, in 30 channels, 10 nm each,
and an extra channel for transmitted light. Images were acquired with a 256 x 256
pixel resolution and a scan zoom of 10x (pixel size 0.05 x 0.05 um; pixel time 0.67
ps). As LAURDAN emission spectrum is sensitive to the lipid composition and dipolar
relaxation, it may be used to assess water accessibility in the environment in which
the probe is embedded. Spectral phasor analysis of LAURDAN emission was performed
using the fluorescence lifetime imaging module of SimFCS 4 software (www.lfd.uci.edu/
globals). Briefly, LAURDAN emission spectra from each pixel were Fourier transformed,
and G and S (corresponding to the real and imaginary parts of the first harmonic of
Fourier transform) were used as x and y coordinates of the phasor plot. Pixels with
similar spectral properties cluster together on the plot. While the angular position (O)
of clustered pixels into the phasor plot provides information about the emission-spectra-
center-of-mass, spectral widening relies on radial position (M). Each pixel of the image is
associated with a phasor in the phasor plot, and each phasor maps to pixels in the image.
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