7 \ Universidad de la Republica ‘,
\ © ( Facultad de Ciencias i e )

. P NSCOLUL Fasteur
SESECTER PEDECIBA Biologia S i

Aproximacion estructural
e integrativa al estudio del
endoflagelo de Leptospira

Lic. Fabiana San Martin

Orientador: Dr. Alejandro Buschiazzo
Coorientador: Dr. Felipe Trajtenberg

Laboratorio de Microbiologia Molecular y Estructural
Instituto Pasteur de Montevideo

Tribunal

Dr. Raul Platero

Dra. Andrea Villarino
Dr. Ari Zeida



AGRADECIMIENTOS

Quisiera expresar mi mas profundo agradecimiento a todas las personas que contribuyeron al
desarrollo de esta tesis. En primer lugar, al Dr. Alejandro Buschiazzo, por darme la oportunidad
de trabajar con él y por brindarme su apoyo a lo largo de todos estos afios. Recordaré muchos
momentos compartidos, pero con especial carifio aquella semana en la que trabajamos codo
a codo en la mesada. También quiero agradecer enormemente a mi cotutor, el Dr. Felipe
Trajtenberg, por acompafiarme en mis primeros pasos en el laboratorio e impulsarme a ganar
independencia. Su paciencia, motivacion y experiencia fueron fundamentales en este camino.

Extiendo mi gratitud a todos nuestros colaboradores, en especial a la Dra. Rosario Duran, por
los valiosos intercambios cientificos y a todo su grupo, por dedicar su tiempo y esfuerzo a la
recopilacién y analisis de datos que formaron parte de esta tesis. Agradezco también al Dr.
Charles Sindelar y a la Dra. Megan Brady, cuya investigacién fue esencial para el desarrollo de
nuestro modelo. Asimismo, quiero expresar mi agradecimiento a los Dres. Julia Chamot vy
Mathieu Picardeau, por su generosidad al recibirme en sus respectivos laboratorios. En
particular, gracias a los Dres. Lucienne Noguchichian, Martial Rey y Lenka Fule, cuyo trabajo
fue crucial para el avance de esta investigacion.

A mis compaiieros de laboratorio, les agradezco de todo corazén. Me siento profundamente
afortunada por haber contado con su aliento y compaiiia diaria a lo largo de estos afios. Por
ultimo, quiero agradecer a todas las personas que me acompafiaron a lo largo de esta travesia:
a mis amigos, mi esposo y nuestras familias, por celebrar conmigo los momentos de eureka y
por sostenerme en los dias de frustracion. Su apoyo ha sido invaluable. Un agradecimiento
especial a mi madre y a Virginia, mis mas grandes escuchas fuera del mundo cientifico.

Finalmente agradezco a PEDICIBA, Ia ANII y la ANR por la financiacion recibida.



INDICE

RESUMEN ittt ettt st e e e st e e et e e e e st e e e e ab e e e easaeeeensaeeeassseeesnsseeeansaeeennsees 6
| —INTRODUCCION
1.1 — Motilidad bacteriana y aparato flagelar .......cccoovviiiiiiiiniie e 8
1.1.1 — Estructura general del flagelo bacteriano ......ccccoccvvveiiiiiiiiiieeiiiie e, 9
1.1.2 — Control de la motilidad y quIMIotaxis .......ccccceevrviiiieeiiiiiiiieee e 10
1.1.3 — El filamento flagelar: estructura y cOmposicion .......cccecvvveeeeiiiiiveeeessninnnn. 11
1.1.4 — Diversidad de los sistemas flagelares bacterianos .........cccccccevvviiiieeeiiiiinnen. 13
1.2 — Técnicas de biologia estructural para el estudio del flagelo .......ccceevviiviiiiiieennnns 16
1.2.1 — Cristalografia de rayos X .....eeeeiiiiiiiiiee e 16
1.2.2 — Crio-microscopia electronica de particulas individuales —.......ccccovveeeernnnneen. 17
1.2.3 — Crio-tomografia electrOnica ......ccccceeeiiiiiiiiiec e 18
1.2.4 — Integracion de metodologias .....ccccveeeiiiiiiiieie e 19

1.3 — Leptospira como modelo de estudio:

caracteristicas distintivas dentro de 1as espiroquUetas .........ccccccvvciveeeiirniiiieeeeesnnieeeenn 19
1.3.1 — Las espiroquetas: un filo bacteriano con morfologia y motilidad unicas ...... 19
1.3.2 —Singularidades de la estructura del flagelo en Espiroquetas ..........cccccoeuuuueen. 21
1.3.3 — El género Leptospira: caracteristicas morfoldgicas y motilidad ..................... 24
1.3.4 — Leptospirosis: aspectos epidemioldgicos y clinicos .......ccccvveeeeeviiiiieeeeininnnen. 26
1.3.5 — El endoflagelo de Leptospira: qué conociamos hasta ahora? ........................ 28

Il — OBJETIVOS Y ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

2.1 — ODbjJetivo GENEIAl  .ooiiiiieeee e e e e e raa e e e s 31

2.2 — Objetivos Especificos de Maestria .....cccueeeeiiiiiiiiieeiiriiietee e e e 31

2.3 — Objetivos Especificos de DOCtOrado .......cccovvvciiiieiiiiiiiiieeecriieeee e 31

2.4 — Aproximacion experimental .......coiiviiiee e 32
[l — RESULTADOS

3.1 - Andlisis filogenético de proteinas flagelares de Espiroquetas ........cccccceeevvivneeennnn. 33

3.2 — Caracterizacion estructural de componentes del filamento flagelar de Leptospira.37
3.2.1 — Modelado de FlaB y del nucleo del filamento flagelar .......cccccceevviiiiieeeinnnns 38
3.2.2 — Estructura tridimensional de las "Flagellar coiling proteins" o proteinas



inductoras del superenrrollamiento flagelar .......cccccvviiviiiiiii i, 44

3.2.3 — Estudios estructurales de FlaAl y FlaA2 de Leptospira .........cccccceevvuveeeeennnnns 48
3.2.3.1 — Expresion recombinante de FIaAly FIaA2 .....oovviiiieiiiniiiiieee e, 48
3.2.3.2 = Coexpresion de FIaA ..o 51
3.2.3.3 — Expresidn high-throughput de distintos mutantes de FlaAly FlaA2...51
3.2.3.4 — Escalado de la produccién recombinante de FlaAly FlaA2 ............... 55
3.2.3.5 — Analisis de estabilidad de FlaAl con nano-fluorimetria diferencial
(o 1ol o T T o [ TSR 58
3.2.3.6 — Optimizacién de la purificacion de FlaAl recombinante .................... 59
3.2.3.7 — Ensayos de cristalizacion de FIaAL .......ccoovviieiiinniiiiieeeeniieeee e, 61
3.2.3.8 — Difraccidn y estructura cristalografica de FIaAl .......ccccoviiiieeeiinnnnnen. 62

3.3 — Interaccidn entre proteinas flagelares e identificacion de nuevos componentes
Ael fIlaMENTO e e e e e e e e e 65
3.3.1 —Interaccidn in vitro entre proteinas flagelares conocidas: FcpAy FcpB ........ 65
3.3.2 — Identificacidn de nuevas proteinas flagelares utilizando espectrometria de
001 7= 1T PP PPPPTRPPPR 67
3.3.3 — Entrecruzamiento quimico covalente de proteinas flagelares acoplado a
espectrometria de Masas (XL-MS) ..o e 70

3.4 — Enfoque integrativo para construir el modelo 3D del filamento flagelar nativo de

LEPTOSPIIA et e e e e e e e e e e et ettt ettt e e e e e e e e eeeeeeaaee 75
3.4.1 - El filamento flagelar de Leptospira €s asimeétrico ........ccccevvvvuvveeeeiriinveeeernnnns 75
3.4.2 — En el filamento flagelar de Leptospira se identifican nuevos componentes ..77
3.4.3 — Modelo final completo del filamento flagelar nativo de L. biflexa ............... 84
3.4.4 — Estructura inicial del filamento flagelar salvaje de L. interrogans ................ 97

IV — DISCUSION Y PERSPECTIVAS

4.1 - Enfoque metodoldgico integrativo para modelar el filamento de Leptospira ....... 100
4.2 — Arquitectura del filamento de Leptospira . .......ccccceeeevvciieeeiiiniiieeee e 101
4.3 —NUCIEO del fIlamMENTO .oooeeiiiiei e 102
4.4 —Vaina del filamento ....coovceiiiiii e 104
4.5 — Mecanismos de motilidad y origen de la asimetria .......ccccccvvviiiieeiinniiiieee i, 107
4.6 — Comparacion con otros filamentos de espiroquetas .......cccccvvciveeeeeiiiiieeeeeeneienn. 108
V' = CONCLUSION .eeeeiiiiee ettt ettt ettt e e e st e e e s e satae e e e e s sabaeeeessssnreeeeessnsnneeeeesannnns 110



VI — MATERIALES Y METODOS

6.1 — Analisis filogenético de proteinas flagelares de Espiroquetas ........cccccccevevvineeennnn. 112
6.2 — Analisis de caracteristicas proteicas y prediccion estructural ........ccccceeveiiiiniennnn. 113
6.3 — Clonados y construcCion de VECTOrES ......ccooviiiiiiieiiiiiiiiee e ireee e 113
6.4 — Clonado high-throughput de isoformas de FIaA ..........ooooooiiicciieeeeeee e, 117
6.5 — Mutagénesis Sitio-dirigidas ....ccceeiiiriiiiiee e 118
6.6 — Cuantificacion de ADN ..o e e e e e e e e 118
6.7 — Secuenciacion y andlisis de secuencias de ADN .........oooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e, 119
6.8 — Preparacion de células competentes y transformacion .........cccccovvvvvveeeeeeeennnnnnn, 119
6.9 — Expresién y purificacion general de proteinas .....ccccceeeeeevecccciiiiieeeeeeee e, 120
6.10 — Expresidn y purificacion especifica de proteinas individuales .........cccceeveeeeiinnnnn. 121
6.11 — Expresion y purificacidon high — throughput de isoformas de FlaA ..........cccueeee... 121
6.12 — Escalado de produccién de isoformas de FIaA ..........cooooeoiiiiciiiiieeeeeeeee e, 125
6.13 — Analisis de proteinas por electroforesis (SDS-PAGE) .......ccccoveeeeeeiiiveeeeeeecineeenn. 126
6.14 — Cuantificacion de ProteiNas .......ccccvccuiieei i e e 126
6.15 — Analisis de estabilidad con nano-fluorimetria diferencial de barrido ................. 126
6.16 — Cristalizacion de proteinas .......ceeiivciiiiei i e e 127
6.17 — Difraccion de rayos X y resolucidn de estructuras ........ccooeoeeceiiiviiieieeeeeeeeee e, 129
6.18 — Gel filtracion analitiCa .....eeeeevieiii i 129
6.19 — Modelado de mondmero y filamentos de FIaB ........ccoeveiviiiiieiiiiiiiicec e 129
6.20 — CUItiVOS d€ LEPLOSPIIG  .eoeeeeiiieeee ettt e e st e e s s naraeeeeeas 130
6.21 — Purificacion de filamentos flagelares de L. biflexa y L. interrogans ..................... 130
6.22 — Ensayos de reconstitucion in vitro de filamentos flagelares de L. biflexa ........... 131
6.23 — Entrecruzamiento quimico de proteinas con NNP9 ........ccccviieiiiniiiiieeeeinniieeeennn 132
6.24 — Analisis por espectrometria de masas de péptidos entrecruzados ........cccceeeee.. 134
6.25 — Espectrometria de masas comparativa (MS/MS)  ....ooovvveieiiieeicireeeeeee e 135
6.26 — Modelado de componentes del filamento con AlphaFold2 ..........cccccceeeiiiiniennnn. 136
6.27 — Construccidon de modelos 3D completos de filamentos flagelares salvajes de
L. biflexa y L. iNterrogaNS .........occcuueeeeiiiiiiiieeeeeisiiieeeessssitteeeeessireeeeesssssseneeeessnnnns 136
VIIE = BIBLIOGRAFIA ..ottt s e ettt e st e e st e e e st e e s s nsaeaesaaaeeeessaeeeansaeaennseeens 138
VIII — ANEXOS
ANEXO 1 - Tabla de Espectrometria de masas comparativa .......cccccevvvviveeeeiniiineeeeeennns 149
ANEXO 2 — Tabla de entrecruzamientos quimicos con NNP9 .......ccccoeviiiiieiiiiiiiieeneinnnns 155
ANEXO 3 — Articulos cientificos publicados durante esta tesis .......cccccoeevieicciniiiireenenn. 162



RESUMEN

Esta tesis se centra en Leptospira, el agente causal de la Leptospirosis, una zoonosis de
distribucién global que afecta aproximadamente a un millén de personas cada afio. Leptospira
es un modelo particularmente interesante para el estudio de la motilidad bacteriana, la cual
depende de endoflagelos confinados dentro del espacio periplasmico.

A diferencia de otros sistemas flagelares, cuyos filamentos suelen estar formados por un
homopolimero de flagelina, los filamentos de Leptospira presentan una composicion
inusualmente compleja. En el filo de las espiroquetas existen hasta cuatro isoformas de
flagelina, denominadas FlaB, que conforman el nucleo del filamento. Este nucleo esta
recubierto por las proteinas de vaina, conocidas como FlaA, comunes a todas las
espiroquetas. Asimismo Leptospira tiene un tipo de componente adicional en sus filamentos:
las Fcps. Bautizadas “Flagellar coiling proteins” por ser responsables del pronunciado
superenrrollamiento espontaneo de sus filamentos purificados in vitro, FcpAy FcpB son Unicas
del género Leptospira y esenciales para su virulencia.

Con el objetivo de avanzar en la comprensién la estructura flagelar y las bases moleculares de
la motilidad de Leptospira, en esta tesis nos propusimos generar un modelo molecular de su
filamento flagelar. Para ello realizamos un analisis bioinformatico exhaustivo, integrando toda
la informacién de las proteinas flagelares conocidas de espiroquetas. Trabajando con los
componentes anotados del filamento modelamos por homologia las estructuras 3D de las
isoformas de FlaB identificando diferencias estructurales entre ellas a nivel de superficie. En
pos de resolver la primer estructura cristalografica experimental de una proteina FlaA,
llevamos a cabo de forma paralela multiples estrategias, incluyendo la coexpresion de ambas
isoformas con otras proteinas de vaina y con diversas proteinas de fusion, logrando obtener
varias especies de FlaAl en forma recombinante, cristalizando y finalmente resolviendo FlaAl
de L. borgpetersenii. Utilizando Cristalografia de Rayos X también mejoramos la resolucion
obtenida para la estructura 3D de FcpA de L. biflexa previamente resuelta en nuestro
laboratorio junto a FcpB de L. interrogans.

Para identificar nuevas proteinas del filamento llevamos a cabo proteémica comparativa y
entrecruzamiento quimico acoplado a espectrometria de masas de filamentos purificados de
L. biflexa. Aquellas proteinas diferencialmente disminuidas o ausentes en muestras mutantes
de proteinas conocidas, y/o proteinas entrecruzadas con ellas, fueron consideradas posibles
candidatos a proteinas flagelares. En una aproximacién estructural integrativa, sus modelos
AlphaFold fueron ensamblados y refinados in-silico, junto a los componentes ya conocidos del
filamento sobre mapas de Crio-electromicroscopia obtenidos por el grupo de nuestro
colaborador, el Dr. Charles Sindelar. Construimos asi un modelo completo de filamento flagelar
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de L. biflexa que explica muy bien el mapa (FSC de 0,79) y es validado por las restricciones
espaciales derivadas del entrecruzamiento quimico.

El modelo final del filamento revela una arquitectura fascinante e inesperadamente compleja,
compuesta por catorce identidades proteicas diferentes: FlaB1-4, FlaA2, FcpA, FcpB, y siete
nuevos componentes identificados en esta tesis. Este heteropolimero mantiene
caracteristicas conservadas con otros filamentos bacterianos, como el nlcleo
helicoidalmente simétrico de proteinas homélogas a flagelina, pero se encuentra recubierto
por una vaina radialmente asimétrica y con un surco lateral. Sorprendentemente, FlaAl no
aparece en el modelo final, por lo que resolvimos la estructura del filamento wt de L.
interrogans, encontrando dimeros de FlaAl posicionados sobre este surco lateral y una vaina
completa que recubre todo el nucleo central de FlaBs. Nuestros resultados permiten proponer
un modelo parcial para el ensamblaje secuencial del endoflagelo y el origen de su asimetria.
Este proyecto abre ahora las puertas a demostrar estas hipétesis y terminar de comprender
la natacidn de espiroquetas, que ciertamente desafian los paradigmas de locomocién
bacteriana.



| - INTRODUCCION

1.1 - Motilidad bacteriana y aparato flagelar

La motilidad juega un papel determinante en la supervivencia de las especies permitiendo a
los organismos vivos obtener nutrientes, escapar de toxinas o depredadores vy
reproducirse[1]. Esta caracteristica definitoria de la vida fue lo que llevd a Van Leeuwenhoek
en el siglo XVII a identificar por primera vez a las bacterias, "qué se movian con un propdsito
aparente", como organismos vivos[2]. Las bacterias han desarrollado diversos mecanismos de
desplazamiento adaptados a sus necesidades ecoldgicas especificas. De los 18 modos de
motilidad bacteriana descritos[3], se pueden destacar: (i) el "twitching" o tironeo, mediado
por pili tipo IV que se extienden, adhieren a superficies y se retraen; (ii) el "gliding" o
deslizamiento, que permite el movimiento sobre superficies sin apéndices externos visibles;
(iii) el "swarming" o enjambre, un movimiento colectivo multicelular sobre superficies; y (iv)
la natacién o "swimming", impulsada por la rotacion de flagelos. Este ultimo es el el
mecanismo de traslacion mas extendido en bacterias[4,5] estando presente en mads del 70%
de las especies bacterianas[6].

La motilidad flagelar es crucial para el crecimiento, supervivencia e infectividad de muchas
bacterias[5,7,8]. Sin embargo, dada su diminuta escala, para ellas moverse en un medio
acuoso es comparable a nadar en alquitran[9]. Para superar este desafio han evolucionado el
flagelo, un mecanismo de traslacién excepcionalmente eficiente que permite a las bacterias
alcanzar velocidades de entre 30 y 150 um/s[10], lo que representa aproximadamente 100
longitudes corporales por segundo. Para contextualizar, esta capacidad equivaldria a una
persona de 1,7 m nadando a mas de 600 km/h[10].

El flagelo bacteriano es posiblemente uno de los organulos mas fascinantes de la naturaleza
[11], por su intrincada estructura molecular y exquisita funcionalidad que, ademads de
proporcionar motilidad, media diversas funciones biolégicas adicionales. La traslacién dirigida
es particularmente relevante para que los patégenos alcancen su sitio primario de infeccion,
convirtiendo a los flagelos en importantes factores de virulencia. Durante los procesos
infecciosos, los flagelos también participan en: (i) adhesion a células y tejidos del huésped, (ii)
secrecion de factores de virulencia y (iii) inmunomodulacién y evasién de la respuesta
inmune[1,10,12]. Ademas, la rotacién flagelar constituye una forma eficiente de liberar
vesiculas de membrana externa[7], y su participacién en la formacién de biopeliculas esta bien
documentada[9,12,13].



1.1.1 - Estructura general del flagelo bacteriano

La estructura y funcion del flagelo han sido extensamente estudiadas en bacterias modelo
como Escherichia coli y Salmonella enterica[2,14,15]. El flagelo bacteriano es una de las
nanomadaquinas bioldgicas de mayor complejidad que se hayan caracterizado a la fecha. Su
estructura basica consta de tres componentes principales (Figura 1):

1. El cuerpo basal: un complejo proteico de aproximadamente 8 MDa y 45 nm de
diametro[2,12] que contiene el motor rotatorio bidireccional —capaz de rotar en el
sentido y en contra de las agujas del reloj—, varias estructuras de anclaje a membrana
y su propio sistema de secrecidn flagelar[14,16]. Este complejo atraviesa tanto la
membrana citoplasmatica como la externa en bacterias Gram-negativas o didermas.

2. El gancho: una estructura curva que actia como carddn universal, transmitiendo
eficientemente la rotacién del motor al filamento, independientemente de Ia
orientacidn axial relativa entre ambos[17].

3. Elfilamento: una estructura muy larga que actia como hélice[5,11,14], generando el
empuje necesario para asegurar la natacion de la célula bacteriana.
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Figura 1: Arquitectura molecular del flagelo bacteriano. Representacién completa del flagelo bacteriano
construida a escala utilizando subconjuntos de estructuras disponibles a alta resolucién para distintas especies
bacterianas. El panel izquierdo muestra las superficies moleculares sélidas para la mayor parte del apéndice
flagelar. El panel derecho es idéntico, excepto que los complejos proteicos mas externos se muestran
semitransparentes, descubriendo la composicién interna del aparato de exportacién y la varilla flagelar. Tomada
de Partridge et al., 2024[18] que a su vez fue adaptada de Mondino et al.,2022[10].



El ensamblaje flagelar comienza con la formacion del anillo MS en la membrana citoplasmatica
y continda tanto hacia el interior como hacia el exterior de la célula[15]. Hacia el interior, se
ensamblan el anillo C y el aparato de exportacion flagelar, un sistema especializado de
secrecion de tipo lll, que transporta a través del canal interno los componentes de la varilla,
el gancho vy el filamento[19]. Hacia el exterior, en las bacterias Gram-negativas, el proceso
incluye la construccién de los anillos P y L, que atraviesan la pared de peptidoglicano y la
membrana externa, respectivamente[9].

Todo motor rotatorio mecdnico tiene un componente fijo, denominado estator, que ancla el
dispositivo a un sistema de referencia estatico; y un componente mavil, o rotor, que gira en
relacién al sistema fijo de referencia. El motor flagelar es uno de los motores biolégicos mas
pequefios conocidos[13]; es capaz de rotar a alta velocidad en ambas direcciones, y lo hace
con una eficiencia energética cercana al 100%[20]. En el flagelo, el rotor se encuentra
representado por el anillo C[21], donde residuos clave en las subunidades FliG interactdan con
los estatores, generando el torque que se transmite a través del eje, al gancho y el
filamento[19]. Alrededor de los anillos MS y C se ensamblan lateralmente un cierto nimero
de estatores[15], complejos proteicos individuales de dos proteinas, capaces de convertir la
diferencia de potencial electroquimico a través de la membrana celular en el trabajo mecéanico
del rotor. Dicha diferencia de potencial deriva en general del gradiente de protones,
transportados selectivamente a través de los estatores, aunque algunas especies pueden
utilizar otros cationes como el Na*.

La sintesis de un flagelo requiere de unas 30 proteinas estructurales, siendo otras 30
necesarias para su autoensamblaje y regulacién[16,17,22]. Esto representa una inversién
energética considerable para una bacteria, lo que refleja la importancia evolutiva de Ia
motilidad[2].

1.1.2 - Control de la motilidad y quimiotaxis

Todas las bacterias moéviles controlan de forma auténoma su locomocién, desplazandose
hacia entornos favorables o alejandose de estimulos nocivos[14,15,21]. Este comportamiento,
conocido como quimiotaxis, depende de sistemas quimiosensores que envian sefales y se
adaptan, dotando a las bacteria de una memoria temporal y una sensibilidad extraordinaria
frente a gradientes quimicos|[5,23]. Debido a su pequeio tamafio, las bacterias son incapaces
de detectar gradientes espaciales de manera directa[2]. En su lugar han desarrollado una
estrategia temporal: detectan la concentracion de efectores y la comparan con la registrada
aproximadamente 2 segundos antes, cambiando regularmente de direccidon para monitorear
estos cambios de gradiente[2,14], y asi nadar a favor (atractantes) o en contra (repelentes) de
dicho gradiente.
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Las vias de transduccién de seiales quimiotacticas se integran para controlar, mediante la
fosforilacion del regulador CheY (CheY-P), la frecuencia con la que el motor flagelar cambia de
direccién[14,24,25]. El efecto final de este cambio sobre la motilidad depende del patron de
flagelacién de cada especie, es decir, del nimero y localizacién de los flagelos[23,26]. Las
especies bacterianas pueden ser monotricas (un solo flagelo polar o subpolar), lofétricas
(multiples flagelos en un mismo polo), anfitricas (un flagelo en cada polo) o peritricas
(multiples flagelos distribuidos por toda la superficie celular)[27,28]. El modo de motilidad
mas extensamente estudiado ha sido el de las bacterias peritricas como E. coli y Salmonella.
La rotacion de sus motores en sentido antihorario (visto desde fuera de la célula) permite que
los filamentos flagelares se agrupen en fase formando un haz superhelicoidal (a modo de
“cabellera”) que impulsa a la bacteria en linea recta, en un movimiento denominado carrera
(“run”)[24]. Cuando los motores giran en direccién horaria, la fuerza de torsidn provoca que
los flagelos se separen y se muevan independientemente unos de otros, causando que la
célula gire ("tumble") practicamente en su posiciéon[24,25]. La alternancia entre carreras y
giros permite a las bacterias realizar un paseo tridimensional totalmente aleatorio, que puede
estar mas o menos sesgado por los gradientes ambientales[5,15].

Actualmente se conocen diversos patrones de motilidad, ademds del modo “run-tumble”, que
pueden constar de dos o incluso de tres fases[29]. Con diferentes arquitecturas flagelares se
logran movimientos como "run-desynchronize", "run-pause", "run-reverse" y "run-reverse-
flick"[28,30]. Mas recientemente, se ha descubierto que bajo ciertas condiciones, bacterias
con distintas arquitecturas flagelares pueden realizar una maniobra denominada "wrapping"
(envolvimiento flagelar), en la cual el flagelo se enrolla alrededor del cuerpo celular durante
la locomocidn[28].

1.1.3 - El filamento flagelar: estructura y composicion

La subestructura mas grande del flagelo es el filamento, un elemento largo y delgado que
actia como la hélice propulsora de un barco en la locomocion bacteriana[13,15]. En
enterobacterias como Salmonella y E. coli, el filamento es el producto de la homo-
polimerizacion de una Unica especie proteica denominada flagelina (FliC en Salmonella). Sus
aproximadamente 30.000 protdmeros[15] se autoensamblan en un proceso altamente
dinamico en el que las subunidades viajan desde el citoplasma a través del canal central (~*2nm
de didmetro) del aparato flagelar hasta el extremo distal en crecimiento. Alli, son plegadas e
incorporadas a la estructura con la ayuda del complejo homopentamérico de tapa
FliD[8,12,31].

El filamento se organiza siguiendo una simetria helicoidal (~5,5A de elevacién y ~64,5° de

vuelta), con tipicamente 11 subunidades de flagelina por cada 2 vueltas de hélice. Esta
arquitectura da lugar a un ensamblaje supramolecular que se puede visualizar como 11
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protofilamentos empaquetados lateralmente, que corren a lo largo del eje mayor central
hueco de la hélice[13,32]. La estructura atdmica completa del filamento, resuelta mediante
cryo-EM[33], revela que las subunidades de flagelina tienen forma de boomerang y se
disponen en direccion radial: sus extremos N- y C-terminales forman el dominio DO localizado
en el canal central, mientras que el resto de la cadena polipeptidica se extiende hacia la
superficie formando los dominios D1, D2 y D3 que se organizan como anillos concéntricos
(Figura 2).

a N315

S104 " V283

2

Figura 2: Estructura de la flagelina de S. enterica . A |a izquierda diagrama estereoscépico de la cadena principal
de Cq de la flagelina de S. enterica, coloreada con los residuos 1-44 en azul; 44-179 en cian; 179-406 en verde;
406-454 en amarillo y 454-494 en rojo. Al medio vista lateral del modelo del filamento en diagrama de cinta. A
la derecha vista frontal desde el extremo distal del filamento, se muestran 11 subunidades de flagelina. Figuras
tomadas de Yonekura et al., 2003[33].

Los dominios DO y D1, compuestos por hélices alfa, constituyen un nucleo densamente
empaquetado que ocupa aproximadamente la mitad del diametro total del filamento. Las
interacciones que se establecen en este nucleo son principalmente hidrofébicas, lo que
contribuye a su alta estabilidad. Por el contrario, los dominios D2 y D3, compuestos
principalmente por hojas beta, se proyectan hacia el exterior y establecen pocos contactos
intermoleculares, contribuyendo sélo parcialmente a la estabilidad general de Ia
estructura[12].

Una propiedad fundamental de los filamentos flagelares es su capacidad para adoptar
diferentes configuraciones helicoidales, un fendmeno conocido como polimorfismo. Estas
diferentes formas helicoidales son esenciales para que las bacterias puedan cambiar de
direccién durante la quimiotaxis. En Salmonella, cuando el motor rota en sentido antihorario,
el filamento adopta una conformacién denominada "normal”, con una superhelicidad
de~2,55 um de paso y un didmetro de ~0,60 um. Bajo distintas condiciones, el filamento

puede cambiar a otras formas: "enrollada", "semi-enrollada", "rizada I" y "rizada 1I", cada una
con parametros superhelicoidales caracteristicos[22,34].
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1.1.4 - Diversidad de los sistemas flagelares bacterianos

Aunque los flagelos comparten una arquitectura general comun, la visualizacion por cryo-ET
de motores flagelares intactos en diversas especies bacterianas (Figura 3) ha revelado una
notable diversidad estructural[35]. Este analisis comparativo demuestra que, si bien existe
una estructura ancestral conservada, el flagelo se ha adaptado evolutivamente para funcionar
6ptimamente en distintos contextos filogenéticos y ecoldgicos[10].

E. coli V. alginolyticus H. pylori B. burgdorferi
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Figura 3: Comparacion de la estructura de los motores flagelares de distintas especies. Para cada especie se
representan, de arriba a abajo, el promediado de la clase proveniente de la CryoET depositada para el motor, el
modelo grafico extraido del mismo y una reconstruccién 3D del mapa. E. coli, a la izquierda, posee el motor mas
simple que resulta en un flagelo funcional (EMDB 5311). Vibrio spp. ha desarrollado anillos adicionales que
aumentan la velocidad de rotacién. H. pylori (EMDB 8459), que representa a las e-proteobacterias, y B.
burgdorferi (EMDB 0534), que representa a las espiroquetas, desarrollaron por separado estructuras que
estabilizan los estatores y aumentan el didmetro del rotor, lo que genera un mayor torque. Figura tomada de
Carrol & Liu.,2020[14].

Entre los ejemplos estructuralmente mas divergentes encontramos los flagelos envainados
presentes en algunas bacterias Gram-negativas con flagelacién polar o lofétrica, como en
varias especies de Vibrio, Helicobacter y Brucella. Aunque sus flagelos se extienden al espacio
extracelular, estdn completamente rodeados por una vaina lipidica continua de membrana
externa[12,14], cuya composicidon y funcién exactas siguen siendo objeto de estudio[13,36].
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Una tendencia evolutiva particularmente relevante es el desarrollo de adaptaciones
estructurales que aumentan el torque de los motores flagelares. El torque es una magnitud
vectorial que mide la fuerza que causa o intenta causar la rotacidon en un objeto alrededor de
un eje. Matematicamente se define como el producto vectorial de la fuerza aplicada para el
giro rotacional por la distancia del eje al punto donde se genera esta fuerza (interfaz rotor-
estator)[10]. Un mayor torque no sélo permite alcanzar velocidades mds altas, sino que
también facilita la formacion de enjambres[37] y el desplazamiento a través de medios
viscosos[10].

Para lograr un mayor torque, algunas bacterias han adoptado diversas estrategias:

1. Sistemas de flagelacidn duales: Especies de géneros como Aeromonas, Azospirillum y
Vibrio pueden cambiar condicionalmente su patrén de flagelacidon, tipicamente de
polar a peritrico o lateral, permitiéndoles generar una fuerza mayor[13,38].

2. Estatores especializados: Mientras que la mayoria de bacterias utilizan estatores
impulsados por un gradiente de protones (PMF), algunas especies han desarrollado
estatores que funcionan con iones Na*[11,16]. Los motores impulsados por sodio
pueden alcanzar aproximadamente 1300 revoluciones por segundo, en comparacion
con las 300 r.p.s. de los motores protdnicos[2]. Algunas bacterias, como Shewanella
oneidensis y Bacillus subtilis, poseen dos conjuntos de estatores que utilizan
selectivamente distintos cationes segun las condiciones ambientales[2,3,23,24].

3. Proteina FliL: Al menos 10 filos bacterianos utilizan la proteina FliL para aumentar el
torque del motor[18]. Esta proteina periplasmica se ensambla como un anillo
decamérico alrededor de los estatores, facilitando su reclutamiento y retencién sobre
el motor[37], ademas de modular el flujo idnico que pasa a través del estator.

4. Rotores de mayor diametro: En bacterias adaptadas a medios viscosos, los motores
flagelares presentan rotores de mayor didmetro y mayor simetria rotacional[14,23,39].
Este incremento en el didmetro no sélo aumenta significativamente el torque
generado aumentando la distancia al eje de rotacidn, sino que permite incorporar mas
estatores cada uno de los cuales contribuye con fuerza rotacional adicional[10,16,39].
Por ejemplo, Salmonella incorpora 11 estatores en un rotor de 22 nm de radio,
mientras que la espiroqueta Borrelia burgdorferiincorpora 16 estatores en un rotor de
30 nm de radio[3,16].

5. Estructuras de anclaje adicionales: Para estabilizar estos anillos de mayor simetria,

diversas bacterias han desarrollado estructuras especificas que actian como
andamiajes, facilitando el reclutamiento y permanencia de los estatores[14,39]. En y-
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proteobacterias como Vibrio y Shewanella, estas estructuras incluyen los anillos Hy T;
en e-proteobacterias como Helicobacter y Campylobacter, se observan complejos de
"jaula" formados por tres discos; mientras que las espiroquetas han evolucionado una
estructura alternativa denominada "collar P" (Figura 3)[14,29,39].

Los valores de torque varian considerablemente entre especies bacterianas, reflejando sus
distintos estilos de vida: desde 350 pN-nm en Caulobacter crescentus, pasando por 2000
pN-nm en Salmonella y E. coli, hasta valores superiores a 3600 pN-nm en especies adaptadas
a medios viscosos como Helicobacter pylori. Las espiroquetas generan los torques mas
elevados reportados, superando los 4000 pN-nm[10,16].

A nivel del gancho, distintos filos bacterianos también presentan variaciones adaptativas que
soportan regimenes de torque mas o menos elevados[10]. Los andlisis in vivo de la rotacion
del gancho han demostrado que su rigidez en la flexién aumenta en respuesta a la carga del
motor[40]. Las y-proteobacterias como V. alginolyticus, aprovechan esta propiedad para girar
rdpidamente[10]. Cuando la carga del gancho supera un umbral determinado, la natacién
genera una compresion homogénea que provoca su flexion[41]. En las e-proteobacterias el
gancho tiene un didametro mayor y presenta dominios de superficie adicionales, D3 y D4, en
las subunidades de la proteina constituyente del gancho FIgE[42]. Adema&s, un segmento
desordenado que conecta los dominios DO y D1 de FIgE, comun a todas las bacterias[43], se
estructura en C. jejuni como una horquilla B mds larga de 17 aminoacidos, denominada
"estiramiento L". Estos contactos adicionales dentro y entre los protofilamentos hacen que
los ganchos sean mas rigidos y resistentes en comparacién con los de bacterias que usan
menor torque[10,42]. Por su parte, en las espiroquetas, FIgE forma un complejo de alto peso
molecular inusualmente estable. Estudios recientes explicaron que las bandas observables en
SDS-PAGE[44] corresponden a mondmeros de FIgE quimicamente entrecruzados. Durante un
proceso de autocatdlisis, el residuo Lys165 en el dominio D1 se entrecruza con la Cys178 en el
dominio D2 del protémero adyacente, formando un aducto lisino-alanina[43]. Esta reaccion,
observada en varias especies de espiroquetas[10], no es necesaria para el ensamblaje flagelar,
pero si para la motilidad celular y la infeccidn[43]. La polimerizacién covalente del gancho
proporciona una gran estabilidad mecanica ante sus altas demandas de torque[3,45].

En el filamento, la diversidad filogenética es alin mas pronunciada. Aproximadamente el 45%
de las bacterias codifican mas de un gen de flagelina[46], con ejemplos extremos como
Magnetococcus, que posee hasta 15 genes en su genoma[47]. En la mayoria de las especies,
una célula generalmente expresa una o dos flagelinas simultadneamente, aunque algunas,
como Rhizobium leguminosarum, pueden expresar hasta siete[12].
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En especies como Salmonella, la expresion de sus dos flagelinas (FIiC y FIjB) esta regulada
mediante un proceso denominado variacién de fase[48], donde FliC muestra ventaja selectiva
durante la invasion, mientras que FIjB se favorece en condiciones de alto torque. En bacterias
como Helicobacter pylori y Campylobacter jejuni, multiples flagelinas se ensamblan
simultdneamente en el mismo filamento, pero con distribuciones espaciales especificas[12].

A nivel proteico, los dominios DO y D1 estan altamente conservados y contienen los
determinantes moleculares que guian la polimerizacion en una estructura de 11
protofilamentos que se conserva sin excepciones[13,49,50]. Por el contrario, la region media
de las secuencias polipeptidicas de las flagelina son hipervariables haciendo que los dominios
externos D2 y D3 sean significativamente diversos entre especies[51]. Esta variabilidad en la
superficie del filamento se refleja en pesos moleculares que oscilan entre 26 y 115 kDa [52].
Algunas bacterias presentan flagelinas con dominios adicionales, como la insercidon de
metaloproteasas descubierta por Eckhard et al. [53,54], o carecen completamente de
dominios externos, como en B. subtilis [32].

Las modificaciones postraduccionales de flagelinas parecen ser comunes en muchas especies
bacterianas [12]. Por ejemplo, en Campylobacter se ha descubierto que multiples residuos de
serina y treonina expuestos en la superficie se O-glicosilan con derivados del dacido
pseudoaminico [55], siendo esta modificacidn esencial para la biosintesis flagelar. Diversas O-
y N-glicosilaciones han sido descritas en Pseudomonas [56], Shewanella [57], Listeria [58],
Clostridium [59], asi como en espiroquetas [60,61]. Asimismo, en bacterias como Salmonella
se han decrito metilaciones de la flagelina que aumentan significativamente su hidrofobicidad
de superficie, mejorando la adhesién a la célula huésped.

1.2 - Técnicas de biologia estructural para el estudio del flagelo

La comprensién actual de la estructura y funcion del flagelo bacteriano es resultado de la
aplicaciéon complementaria de diversas técnicas de biologia estructural. Cada aproximacion
metodoldgica proporciona informacion especifica y presenta limitaciones propias, por lo que
la integracion de multiples técnicas ha sido fundamental para desarrollar modelos completos
de este complejo supramolecular, y ha sido el abordaje seguido en este trabajo de Tesis.

1.2.1 - Cristalografia de rayos X

Desde la determinacién de la estructura de la mioglobina en 1957, la cristalografia de rayos X
ha revolucionado la biologia estructural, convirtiéndose en el método principal para resolver
estructuras atémicas de macromoléculas [62]. Esta técnica se basa en la dispersién de rayos
X por los electrones de los dtomos organizados periédicamente en un cristal, generando
patrones de difraccion caracteristicos [63]. En un experimento cristalografico tipico, los
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cristales crioprotegidos son iluminados con rayos X de una Unica longitud de onda, y se rotan
secuencialmente mientras se van registrando los patrones de difraccidn para cada arco de
rotacién. Las “reflexiones” (puntos de difraccién) observadas se caracterizan por su amplitud
y fase, aunque experimentalmente sélo pueden medirse directamente las amplitudes,
directamente proporcionales a las intensidades [64]. Para resolver el "problema de las fases",
se emplean distintas estrategias, siendo el reemplazo molecular (MR) la mas utilizada [64,65].
Esta técnica aprovecha las fases de una estructura similar previamente determinada como
punto de partida. Con amplitudes y fases para cada factor de estructura, se puede calcular un
primer mapa de densidad electrénica, lo que permite construir (interpretar) un modelo
atémico de la proteina. Mediante ciclos iterativos de refinamiento y reconstruccidn interactiva
del modelo, este se ajusta para predecir lo mds certeramente posible el patrén de difraccion
medido [63]. Al cabo de este proceso de refinamiento, el mapa de densidad electrdnica va
mejorando, a medida que las fases se van corrigiendo para converger con las de la estructura
cristalina problema.

La cristalografia de rayos X ha sido crucial para el estudio del flagelo bacteriano, habiendo
resuelto aproximadamente 100 estructuras de sus componentes [14]. Estas determinaciones
estructurales han revelado aspectos clave de su funcionamiento [14] y han permitido el
disefio racional de mutantes para diversos componentes flagelares [52]. Sin embargo, la
cristalografia presenta limitaciones importantes para el estudio de complejos
macromoleculares grandes o flexibles, como el flagelo completo, requiriendo su
complementacién con otras técnicas.

1.2.2 - Crio-microscopia electronica de particulas individuales

Desde 2012, la crio-microscopia electrénica de particulas individuales (“cryo-EM”) ha ganado
protagonismo en la determinacién estructural de proteinas y complejos macromoleculares
[64,66,67]. Esta técnica implica vitrificar la muestra de proteina (tipicamente por congelacion
brusca a temperaturas criogénicas: < -150°C) en un soporte sélido (rejilla) que contiene
pequeios orificios donde el hielo vitreo pueda formar una fina pelicula conteniendo las
particulas individuales de proteina en distintas orientaciones [67]. Dicha grilla es luego
introducida en el tubo de alto vacio de un microscopio electrénico de transmision, siempre
manteniendo la muestra bajo temperaturas criogénicas. Las micrografias resultantes
representan proyecciones bidimensionales de objetos tridimensionales, en las que se analizan
miles de particulas purificadas [14]. Dado que las moléculas en solucion se orientan
aleatoriamente, las imagenes contienen proyecciones de la proteina en diferentes angulos
[64]. Estas particulas son clasificadas, y se promedian todas aquellas que estan en la misma
orientacién (clases), lo que mejora sustancialmente la relacién sefial-ruido. Mediante
algoritmos de reconstruccion 3D, se genera un mapa tridimensional de volumen que
posteriormente permite construir un modelo atémico. A diferencia de la cristalografia, la cryo-
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EM no requiere la formacidn de cristales, lo que representa una ventaja fundamental para el
estudio de complejos macromoleculares que resultan dificiles o imposibles de cristalizar.

La cryo-EM ha proporcionado informacidn valiosa sobre numerosos componentes flagelares.
Aproximadamente 50 mapas de cryo-EM de estructuras flagelares han sido depositados en
bases de datos [5,12,14], revelando interacciones fundamentales entre subunidades
flagelares. Por ejemplo, esta técnica ha permitido determinar la estructura del filamento
completo de Salmonella [33], el complejo de la tapa del filamento FliD [68], y el anillo MS [69].
En los ultimos afos, gracias a los avances en detectores de electrones, software de
procesamiento de imagenes y algoritmos de reconstruccién, la cryo-EM ha experimentado lo
gue se conoce como "revolucidn de la resolucidon", permitiendo obtener estructuras con
resoluciones cercanas o equivalentes a las obtenidas por cristalografia de rayos X [66,67].

1.2.3 - Crio-tomografia electrdnica

La crio-tomografia electrénica (“cryo-ET”) representa otra técnica fundamental para el estudio
de complejos macromoleculares en su contexto celular. Al igual que la cryo-EM, se basa en la
microscopia electrénica de transmisién, pero en este caso los objetos tridimensionales se
reconstruyen a partir de una serie de imagenes del mismo especimen tomadas a diferentes
angulos de inclinacidn [70]. El tomograma resultante (que es una representacion 3D del objeto
iluminado) puede segmentarse en regiones (o particulas) idénticas si estas aparecen en la
célula, resultando asi en la generacion de una cantidad de sub-tomogramas. Dichos sub-
tomogramas son luego clasificados (determinando sus orientaciones), y pueden promediarse
(subtomogram averaging STA en inglés), mejorando enormemente el contraste y resolucién
finales. Una ventaja fundamental de la cryo-ET por STA es que permite visualizar
macromoleculas en su entorno celular nativo sin fijacién, deshidratacién, seccionamiento o
artefactos de tincién [14,71]. Sin embargo, presenta limitaciones en cuanto a resolucién en
comparacién con la cristalografia y la cryo-EM, y requiere que las estructuras estén cerca de
la superficie o que las células y/o muestras sean suficientemente delgadas [2].

La cryo-ET ha sido particularmente valiosa para el estudio del flagelo bacteriano, permitiendo
visualizar in situ los flagelos de mas de 20 especies bacterianas [14], incluidos representantes
de casi todas las espiroquetas [71]. Esta técnica ha revelado la arquitectura completa del
motor flagelar en diversas especies, incluyendo Borrelia burgdorferi [72,73], Treponema
primitia [35], Campylobacter jejuni [39] y Leptospira interrogans [70]. Mediante cryo-ET se
han podido identificar adaptaciones estructurales especificas que diferencian los motores
flagelares de distintas especies, como el collar en espiroquetas [73] o los discos basales en y-
proteobacterias [39]. Ademads, ha permitido observar cambios conformacionales asociados
con la rotacién del motor [29] y estudiar mejor el proceso de ensamblaje flagelar [72].
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1.2.4 - Integracion de metodologias

Ninguna técnica de biologia estructural por si sola puede proporcionar una comprensién
completa de estructuras tan complejas como el flagelo bacteriano. La integraciéon de datos
provenientes de diferentes metodologias ha sido fundamental para desarrollar modelos
holisticos de este orgdnulo. La cristalografia de rayos X proporciona informacién atédmica
detallada de componentes individuales, la cryo-EM permite visualizar complejos
macromoleculares purificados, y la cryo-ET revela la organizacidén de estas estructuras en su
contexto celular nativo. La combinacién de estas técnicas ha permitido, por ejemplo, ajustar
estructuras cristalograficas o modelos obtenidos por cryo-EM en mapas de cryo-ET de menor
resolucion, generando modelos pseudo-atdomicos de flagelos completos [5,14].

Adicionalmente, técnicas bioquimicas y de espectroscopia de masas han contribuido a
identificar la composicion proteica de los filamentos flagelares y las interacciones entre sus
componentes [74-76]. La mutagénesis dirigida, combinada con estudios estructurales y
funcionales, ha permitido validar modelos y establecer correlaciones estructura-funcién
[52,77]. Y a su vez la aparacidon de métodos potentes de prediccion de estructura 3D de
macromoléculas a partir de su secuencia de aminodcidos [78,79] también esta
revolucionando la Biologia Estructural moderna. Utilizando algoritmos de inteligencia
artificial, y gracias a la compilacién masiva de datos estructurales experimentales de
estructuras proteicas, estas aproximaciones puramente computacionales resultan hoy una
herramienta fundamental en enfoques integrativos. En mi Tesis utilicé extensamente
AlphaFold2 para predecir estructuras de proteinas nuevas (anotadas como hipotéticas en las
bases gendmicas) que ibamos identificando por espectrometria de masas, para poder
ajustarlas dentro de los mapas de cryoEM. Las estructuras cristalograficas que habiamos
resuelto de algunos componentes del filamento también fueron fundamentales. La utilizacién
complementaria de espectrometria de masas con y sin entrecruzamiento quimico, y a partir
de filamentos de cepas salvajes vs mutantes KO de componentes especificos, fue en suma lo
gue permitio la interpretacién atomistica de los mapas de cryo-EM.

1.3 — Leptospira como modelo de estudio: caracteristicas distintivas dentro de las
espiroquetas

1.3.1 - Las espiroquetas: un filo bacteriano con morfologia y motilidad tnicas

Las espiroquetas constituyen un grupo antiguo y monofilético de bacterias con considerable
relevancia médica, ya que incluyen los agentes etioldgicos de diversas enfermedades en
humanos y animales [5,43,61]. Entre las patologias causadas por espiroquetas se encuentran
la leptospirosis (Leptospira), la enfermedad de Lyme (Borrelia burgdorferi), fiebres recurrentes
(otras especies de Borrelia), sifilis (Treponema pallidum), enfermedades periodontales (T.
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denticola), gastrointestinales (B. pilosicoli) y disenteria porcina (Brachyspira hyodysenteriae)
[43,71,80].

Ademds de su importancia clinica, las espiroquetas se distinguen por su morfologia y
motilidad caracteristicas [5,14,81,82]. Sus cuerpos celulares largos y finos presentan forma
helicoidal o espiralada, y su natacién se asemeja al movimiento de un sacacorchos o una
serpentina plana [3,61,83]. Aunque poseen una doble membrana similar a la de las bacterias
Gram-negativas [83,84], las espiroquetas difieren considerablemente de éstas debido a su
divergencia evolutiva temprana [17]. En particular, su membrana externa se asocia mas
laxamente al cuerpo celular, y su pared de peptidoglicano es mas delgada y estd muy préxima
a la membrana interna [71,83].

La caracteristica mas distintiva de las espiroquetas es la localizacién de sus flagelos. A
diferencia de otras bacterias, cuyos flagelos protruyen hacia el espacio extracelular, los
flagelos de las espiroquetas permanecen confinados en el espacio peripldsmico, entre la pared
de peptidoglicano y la membrana externa [5,11,81]. Estos flagelos periplasmicos (PFs),
también denominados endoflagelos [3,61], se insertan en la membrana interna con su cuerpo
basal subterminalmente anclado en los polos de la célula, y extienden sus filamentos de forma
axial hacia el extremo opuesto [85,86], enrolldndose alrededor del cuerpo protoplasmatico
en sentido dextrdgiro [81].

Diferentes especies de espiroquetas varian considerablemente en cuanto al tamano, la
cantidad y la longitud de los FPs que emergen desde cada polo celular, pudiendo
superponerse o0 no en la region central [45,85—-87]. A pesar de estas diferencias, los flagelos
peripldsmicos mantienen similitudes estructurales y funcionales con los exoflagelos tipicos
[10]. La arquitectura flagelar bdsica se conserva [72,86,88], y aunque su ubicacidén es inusual,
los endoflagelos preservan su capacidad de rotacidn y su papel fundamental para la motilidad
por natacién [45,82,85]. Esto ha sido demostrado mediante diversos estudios con mutantes
aflagelados, que no sélo pierden la motilidad sino también su virulencia, subrayando Ia
importancia de la motilidad flagelar en la patogenicidad de las espiroquetas [3,72,87,89-91].

Una diferencia notable entre los endo- y exo-flagelos, es la funcion citoesquelética que los
primeros desempefian en algunas especies [14,57,72,80,92]. En varias espiroquetas, como B.
burgdorferiy T. denticola, los mutantes aflagelados presentan una morfologia marcadamente
diferente a las células silvestres [86,89,93]. En algunos casos, sdlo se afecta la curvatura de los
extremos celulares, mientras que en otros se pierde completamente la forma espiralada
caracteristica [3,81], lo que sugiere interacciones complejas entre el cilindro celular y los
endoflagelos. No obstante, el filo también contiene una minoria de especies, como
Spirochaeta aurantia y Treponema primitia, en las que la rotacién flagelar no parece deformar

-20 -



el cilindro celular [93,94]. En estas especies la morfologia helicoidal dependeria
exclusivamente del citoesqueleto y la pared celular.

Los mecanismos que gobiernan la locomocién de las espiroquetas difieren fundamentalmente
de los de bacterias con flagelos externos[84,95]. Mientras los exoflagelos funcionana como
helices propulsoras cuya interaccion directa con el medio circundante genera el empuje
[3,11,92], en las espiroquetas la rotacion de los endoflagelos deforma dinamicamente el
cilindro celular, propulsando a la bacteria mediante la ondulacién del cuerpo entero [3,5,86].
Para que este movimiento sea efectivo, los motores flagelares de ambos polos celulares deben
rotar de manera coordinada: en direcciones opuestas durante el movimiento de traslacion y
en el mismo sentido durante los cambios de direccion (denominados "flexiones" en
espiroquetas) [5,11,85].

Una ventaja adaptativa singular de las espiroquetas es su excepcional rendimiento en medios
viscosos. Mientras que la mayoria de las bacterias ven reducida su movilidad al aumentar la
viscosidad del medio, muchas espiroquetas incrementan su velocidad de natacidén en estas
condiciones [82,86]. Esta propiedad les permite desplazarse eficientemente a través de
matrices extracelulares y tejidos, facilitando su diseminacidn durante los procesos infecciosos
[96] lo cual es una caracteristica clinica tipica en infecciones por espiroquetas, la rapidez en la
diseminacidn y establecimiento de la infeccién.

1.3.2 - Singularidades de la estructura del flagelo en Espiroquetas

Los endoflagelos periplasmicos de las espiroquetas comparten los principales componentes
de los flagelos externos (cuerpo basal, gancho y filamento), pero presentan adaptaciones
especificas que les permiten funcionar 6ptimamente en su ubicacién intracelular y generar el
elevado torque requerido para deformar el cilindro celular [11,45].

El cuerpo basal de los flagelos de espiroquetas muestra modificaciones estructurales
significativas en comparacion con bacterias modelo como E. coli y Salmonella (Figura 4). La
espiroqueta mejor caracterizada estructuralmente es B. burgdorferi, cuyos motores flagelares
han sido estudiados extensivamente mediante cryo-ET [5,11,14,73]. A diferencia de los
complejos de estatores, altamente dindmicos observados en otras bacterias (uniéndose y
disociandose del rotor), B. burgdorferi posee un anillo con 16 estatores ensamblados de
manera simétrica y muy estable [11,14]. Estos estatores se disponen alrededor de un rotor de
mayor tamafo: mientras que en Salmonella el anillo C tiene una simetria de 34 y un diametro
de 45 nm, en B. burgdorferi la simetria es de 46 y el didmetro de aproximadamente 57 nm
[11,45].
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Figura 4: Comparacién del cuerpo basal del endo- y exo-flagelos: llustraciones esquematicas comparativas
dibujadas a escala en base a los datos disponibles de crio-ET in situ. Panel izquierdo: representacién completa
del cuerpo basal del endoflagelo de B. burgdorferi, la espiroqueta mejor estudiada. Panel derecho:
representacion comparativa completa del cuerpo basal de S. entérica como modelo de bacteria exoflagelada.
Notese en el panel izquierdo la presencia del collar, un gran complejo proteico de 79nm de ancho exclusivo de
los endoflagelos espiroquetales. El motor, el anillo estator y el anillo MS son comparativamente mas grandes en
las espiroquetas, mientras que su varilla es mas corta (17nm vs 25nm en S. enterica). Tomado de Mondino et
al.,2022[10].

Ademads, los motores de espiroquetas han desarrollado una estructura completamente nueva
en la porcién periplasmica del cuerpo basal, denominada "collar P" [10]. Este complejo
multiproteico presenta una morfologia similar a una turbina, con un diametro de 79 nmy una
altura de 20 nm [14,73]. Su arquitectura modular y flexible le permite adaptarse a la superficie
curva de la célula [73]. El collar funciona como andamiaje para el reclutamiento vy
estabilizacion de los estatores, de forma analoga pero estructuralmente distinta a los discos
descritos en y- y e-proteobacterias [39].

Otra caracteristica distintiva de las espiroquetas es la presencia de entrecruzamientos
covalentes en los ganchos flagelares que, como se menciond antes, proporcionan estabilidad
mecanica adicional para soportar las elevadas fuerzas de torsién generadas durante la
rotacion flagelar[10,93].

Los filamentos flagelares de las espiroquetas también difieren considerablemente de los de
otras bacterias [61,87,89,97]. Mientras que la mayoria de los flagelos bacterianos consisten
en homopolimeros de una unica flagelina [36,77,86], los filamentos periplasmicos son
heteropolimeros compuestos por multiples proteinas [82,97]. Estos componentes se
clasificaban cldsicamente en dos tipos: proteinas de clase A (FlaA) y de clase B (FlaB)
[36,61,82,85].
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Las proteinas FlaA son especificas de espiroquetas y estdn presentes en una o dos isoformas
segun la especie [10,87,89] mostrando limitada similitud de secuencia pero clara homologia.
Incluyen un péptido seiial N-terminal, lo que sugiere que su secrecidn al espacio peripldsmico
ocurre a través de la via Sec[84,87,89]. En contraste, las proteinas FlaB carecen de esta
secuencia escindible y se exportan al periplasma mediante el sistema de secrecion
flagelar[61,89,96]. Las FlaB muestran alta similitud inmunolégica y de secuencia con las
flagelinas convencionales, particularmente en las regiones N- y C-terminales
correspondientes a los dominios DO y D1, lo que sugiere que cumplirian una funcion similar
en la polimerizacién del filamento flagelar [44,85,87,96].

El modelo hasta ahora mdas aceptado para la organizacion del filamento flagelar de
espiroquetas proponia que las proteinas FlaB polimerizan formando un nicleo central, similar
al filamento de los exoflagelos convencionales, mientras que las proteinas FlaA formarian una
vaina externa recubriendo parcial o totalmente al ndcleo de FlaBs[10,44,98]. Diversas
evidencias experimentales respaldan este modelo incluyendo estudios de inmunomicroscopia
electrénica[82] y analisis de mutantes[36,61,82]. En especies como B. hyodysenteriae y T.
denticola, las FlaA determinan el diametro del filamento, que varia entre 13 y 25 nm, con
anticuerpos anti-flaA (y no anti-FlaB) marcando la superficie de los filamentos mas gruesos.
Asimismo, en B. hyodysenteriae se ha observado una vaina hueca de FlaA en ausencia de FlaB,
cuya funcién se postula podria ser aumentar la rigidez y la fuerza del filamento[36,87]. Sin
embargo, en B. burgdorferiy L. interrogans, los mutantes FlaA mantienen didmetros similares
a los de las cepas silvestres[36,89], dejando claro que mas invesigacidon es necesaria para
dilucidar estos escenarios.

60008006 .........O...............Y.............
oM

V000000000000

FlaBs FlaA

Figura 5: Modelo del endoflagelo envainado de espiroquetas: Dependiendo de la especie los PF constan de una
o dos proteinas FlaA y de dos a cuatro proteinas FlaB diferentes[96], todas codificadas por genes monocistrénicos

-3



con una regulacién compleja[11,99]. Segun el modelo mas aceptado las proteinas FlaB son exportadas al
periplasma por el aparato de secrecidn flagelar y polimerizan en 11 protofilamentos formando el nicleo central
helicoidal del filamento flagelar. Las proteinas FlaA serian exportadas por la via de secrecidn dependiente de Sec
y se unirian a las proteinas FlaB formando una vaina que reviste el nucleo central del filamento. Figura tomada
de Charon et al.,1992 [85]. OM= membrana externa, PG= capa de peptidoglicano, CM=membrana
citoplasmatica.

1.3.3 - El género Leptospira: caracteristicas morfologicas y motilidad

Leptospira constituye un género de espiroquetas que comprende especies saproéfitas de vida
libre y patdégenas causantes de leptospirosis[17,90,100]. Las leptospiras son bacterias
delgadas, con forma helicoidal dextrégira de paso corto[3,101,102]. Tienen un diametro de
0,12 0,2 umy una longitud de 6 a 20 um[86,94], siendo generalmente mas cortas y enrolladas
las especies patdgenas.

La envoltura externa de Leptospira se asemeja mdas a la de bacterias Gram-negativas
convencionales que la de otras espiroquetas, con abundantes proteinas intrinsecas en
membrana externa[83]. Mediante cryo-ET se ha observado asimismo una estructura de
membrana externa tipica y relativamente ancha, con tres capas bien definidas
correspondientes a las hemicapas interna y externa de la membranay al lipopolisacarido (LPS)
expuesto al medio extracelular[70,74,103]. Este LPS desempefa un papel fundamental en
generar la enorme variedad de cepas de Leptospira. Dichas variedades, conocidas también
como serovares —dado que generan respuestas seroldgicas bien diferentes cuando se inyectan
en animales— correlacionan fuertemente con caracteristicas fenotipicas importantes para las
cepas patdgenas, incluyendo su nivel de virulencia, preferencia de hospedero, o incluso
distribuciones epidemioldgicas. El lipopolisacarido de cada serovar tiene una region
antigénica muy variable, y en general forma una capa mds espesa en especies patégenas como
L. interrogans (~9 nm) que en las saprofitas como L. biflexa (~6 nm)[70].

Otra caracteristica estructural distintiva observada mediante cryo-ET es la presencia de una
estructura en forma de "gorra o casquete" en los polos celulares, cuya funcién exacta se
desconoce[70]. En estos polos se inserta un Unico filamento peripldasmico que se enrolla
alrededor del cilindro celular en direccién al centro de la célula[75,77,90]. A diferencia de
otras espiroquetas, este endoflagelo es demasiado corto (Figura 6) para superponerse con el
proveniente del extremo opuesto[3,17,102]. Leptospira es de este modo un género ideal para
estudiar el aparato locomotor de Espiroquetas, pues exhiben la configuracion celular mas
simple.
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Figura 6: Singularidades de los endoflagelos de Leptospira. A la izquierda micrografias de campo oscuro
mostrando las morfologias de los extremos celulares en cada modo de motilidad. En una célula en traslacién el
extremo anterior siempre se curva en forma de espiral (S) y su extremo posteiror adopta forma de gancho (H).
La transformacién a una morfologia simétrica (S-S é H-H) provoca que la céula interrumpa el nado pero siga
rotando para cambiar de direccion. Al medio representacion esquematica de Leptospira y su nado asimétrico en
vista longitudinal y corte transversal. Los endoflagelos cortos que nacen de cada extremo celular envolviendose
alrededor del cuerpo celular se muestran en rojo y la region periplasmica en verde. Las flechas negras indican la
direccidn de giro del extremo celular si se observan los polos celulares desde fuera de la célula. Figuras tomadas
de Nakamura., 2022[104] A la derecha microscopia electrénica de transmisién (MET) de flagelos purificados de
L. interrogans, mostrando su superenrrollamiento caracteristico.

Una propiedad particularmente caracteristica de los flagelos de Leptospira es que, al ser
purificados in vitro, en lugar de formar ondas, se enrollan en espirales planas similares a
resortes. Esta configuraciéon superenrollada parece ser fundamental para su funcién
motriz[105]. La motilidad de Leptospira presenta caracteristicas Unicas[101,102]. Por
microscopia de campo oscuro se puede correlacionar la morfologia celular con la direccién
del movimiento[77]: el extremo anterior de una célula en traslacidon siempre presenta forma
de espiral (S, spiral), mientras que el extremo posterior adopta forma de gancho (H,
hook)[92,101] (Figura 6). La transformacion a una morfologia celular simétrica (S-S o H-H)
anticipa la interrupcién transitoria del nado, seguida de un cambio de direccion[71,86,100].
Es interesante notar que cuando las células estdn paralizadas, fijas o muertas, ambos
extremos adoptan forma de gancho[86,90,92].

El mecanismo de natacion de Leptospira fue propuesto inicialmente por Howard Berg y
colaboradores, tras analizar la motilidad de L. illini[106,107]. Segun este modelo, la rotacion
del endoflagelo anterior hace que ese extremo gire generando una onda espiral que se
propaga hacia atrds e impulsa a la célula[89,92,101]. En medios viscosos, se afade un segundo
modo de motilidad en el cual la célula gira alrededor del endoflagelo. Ambos movimientos
ocurren de manera simultanea: el endoflagelo rota en una direccion y el cilindro celular en la
direccién opuesta[81,101], produciendo un desplazamiento similar al de un tornillo[77,81]. El
modelo predice que, dado que los cuerpos celulares son helicoidales dextrégiros, los extremos
en espiral se generan cuando los motores giran en sentido antihorario (CCW,
counterclockwise), mientras que los extremos en gancho se asocian con motores girando en
sentido horario (CW, clockwise)[101,102,108]. Las diferentes configuraciones moviles (S-H, H-
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H y S-S)[90] se explican mediante distintas combinaciones rotacionales: en la configuracién
asimétrica traslativa (S-H), los endoflagelos giran en direcciones opuestas, mientras que en las
configuraciones simétricas (S-S y H-H), ambos motores rotan en el mismo sentido[90].

Numerosas evidencias experimentales respaldan este modelo[89,100], aunque aun se
desonocen las bases moleculares que conecten la mecanica celular con la arquitectura
flagelar. Estudios con células fijadas a superficies mediante particulas de latex recubiertas con
anticuerpos han demostrado que el extremo en espiral efectivamente gira CCW[82,101].
Andlisis mas recientes utilizando microscopia de campo oscuro unilateral han correlacionado
las velocidades de natacién de células individuales con las velocidades de rotacidn de sus
diferentes regiones en medios de distinta viscosidad[100]. Estos estudios revelan que tanto el
extremo en espiral como el cilindro protoplasmatico contribuyen significativamente a la
propulsién celular, mientras que el extremo en gancho parece tener un papel mas relacionado
con el equilibrio y la estabilidad del movimiento[90,100].

A diferencia de lo observado en otras espiroquetas, la morfologia helicoidal de Leptospira no
depende de sus endoflagelos[70,80]. Tanto los mutantes con flagelos desenrollados como las
células con membrana externa eliminada mantienen su forma helicoidal, aunque con
extremos casi rectos[17,86]. Estos resultados indican que: (i) la helicidad del cuerpo celular
esta determinada por el citoesqueleto y/o la pared celular, y no por los flagelos; (ii) la mera
presencia de los endoflagelos interactuando con el cilindro celular deforma los extremos
formando ganchos[92,108]; y (iii) la rotacidon flagelar es necesaria para generar la morfologia
caracteristicamente asimétrica (espiral/gancho) de las células méviles[70,80,86].

1.3.4 - Leptospirosis: aspectos epidemioldgicos y clinicos

La leptospirosis es una zoonosis de distribucion mundial que ha sido objeto de estudio desde
que Adolf Weil realizé la primera descripcidn clinica moderna de la enfermedad en 1886[109].
Aunque la principal especie patdégena en humanos es L. interrogans[110], se han identificado
mas de 60 especies del género Leptospira, de las cuales aproximadamente 20 pueden causar
enfermedad[109]. Estas bacterias se clasifican tradicionalmente en tres grupos (patégenas,
intermedias y saprofitas) seglin su potencial patogénico[111-113], aunque recientemente se
ha revisado esa clasificaciénen base a un aumento significativo de datos gendmicos, lo que
permitié extender la filogenia a dos clados —correspondientes a las antiguas especies
patégenas intermedias, y a las sapréfitas— cada uno sub-dividido en dos subclados[114].

La transmisién de la leptospirosis requiere una circulacidon enzodtica continua del patégeno
entre el medio ambiente y reservorios animales[115]. Casi todos los mamiferos[111] y algunos
reptiles, anfibios[116] pueden actuar como portadores. Algunos de estos animales incluidos
los humanos, actlan como huéspedes accidentales que manifiestan una infeccién
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aguda[111,115]; mientras que otros, particularmente roedores en los medios urbanos[116],
desarrollan infecciones crénicas asintomaticas, volviendose reservorios que eliminan
continuamente leptospiras viables a través de la orina[115,117]. A diferencia de lo que ocurre
con otras espiroquetas, Leptospira puede sobrevivir y replicarse en el ambiente durante
periodos prolongados, especialmente en suelos humedos y agua con bajos
nutrientes[118,119].

La infeccién humana ocurre por contacto directo con fluidos corporales de animales
infectados o indirectamente a través del agua y suelos contaminados[113,120,121]. Las
leptospiras ingresan al organismo a través de heridas, abrasiones cutdneas vy
mucosas[115,120] y se diseminan rdpidamente por via hematdgena, invadiendo
practicamente todos los drganos y tejidos[122,123]. Clinicamente, la leptospirosis presenta
un espectro de manifestaciones extremadamente variable. Aproximadamente el 90% de los
casos son leves y autolimitados[116], con sintomatologia inespecifica (fiebre, cefalea,
mialgias) que frecuentemente conduce a diagndsticos erroneos[113]. Sin embargo, entre el
5-15% de los pacientes desarrollan formas graves como el sindrome de Weil (caracterizado
por ictericia, insuficiencia renal y hepatica, hemorragia y colapso vascular) con tasas de
letalidad del 5-50%[124], o el sindrome de hemorragia pulmonar asociado a leptospirosis
(LPHS), cuya letalidad supera el 50-70%[113,115,124].

A nivel global, la leptospirosis es la zoonosis mas extendida causando aproximadamente un
millén de casos[123,125-128] y 60.000 muertes anuales[113,125], aunque estas cifras
probablemente subestiman su impacto real debido al subdiagndstico y a deficiencias en los
sistemas de notificacion[113,120,128]. La incidencia es particularmente elevada en regiones
tropicales y subtropicales con condiciones climaticas y socioecondmicas favorables para su
transmisidon[129]. Estas cifras de morbi-mortalidad ubican a la leptospirosis como una
zoonosis de mayor gravedad que el dengue severo o las formas graves de leishmaniasis. Dada
su extension geografica (no hay paises libres de leptospirosis), y su asociacion a aspectos
ambientales que corrleacionan con el cambio global climdtico (como las inundaciones), la
leptospirosis es una enfermdad infecciosa desatendida que se pronostica aumentara su
prevalencia, y para la que no contamos con vacunas eficaces.

En Uruguay, aunque la incidencia de casos humanos es relativamente baja (~15 casos cada
100.000 hab, datos MSP), aproximadamente el 20% del ganado bovino presenta evidencia de
infeccion[130,131]. La leptospirosis en bovinos (y en otros animales de produccidon como los
ovinos) es causal de abortos, generando un impacto econdmico significativo en la industria
ganadera. Ademads, considerando que estos animales pueden eliminar grandes cantidades de
leptospiras infecciosas en la orina (~6 x 108 bacterias diarias por animal)[132], el riesgo de
salud publica es también muy importante[123,130,133].
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1.3.5 - El endoflagelo de Leptospira: qué conociamos hasta ahora?

Los filamentos flagelares de Leptospira presentan una complejidad estructural y composicién
proteica notablemente mas diversa que los de otras espiroquetas[74,77,103]. Al igual que en
otros miembros del filo, estos filamentos comprenden un nldcleo interno de
aproximadamente 16 nm de didmetro, rodeado por una vaina de 21 nm, aunque esta ultima
se pierde en algunos segmentos de los filamentos nativos[74,77,103].

Leptospira presenta la mayor cantidad de isoformas de proteinas flagelares descritas en
espiroquetas, todas las cuales se expresan simultdneamente[3,134]. Los andlisis de filamentos
purificados mediante SDS-PAGE realizados desde finales de la década de 1960 han identificado
al menos 6-7 bandas proteicas prominentes[74,75], lo que sugiere una composicion mas
compleja que la originalmente propuesta para otras espiroquetas.

El endoflagelo de Leptospira contiene cuatro isoformas de proteinas FlaB (denominadas
FlaB1, FlaB2, FlaB3 y FlaB4) que comparten alto grado de conservacion entre si
(aproximadamente 70% de identidad) y con los dominios DO y D1 de flagelinas de otras
bacterias[77]. Estas cuatro isoformas se expresan en distintas proporciones[134], y su longitud
similar (281-285 aminodacidos) sugiere que podrian tener funciones redundantes o
intercambiables[77]. Sin embargo, se desconoce si estas proteinas se distribuyen
homogéneamente a lo largo del filamento o se concentran en dominios especificos[82,87].

Las proteinas FlaA, por su parte, son los componentes adicionales caracteristicos y Unicos de
las vainas del filamento de espiroquetas. Su estructura es desconocida y de gran interés para
entender su funcién. Mientras que la mayoria de las bacterias del filo tienen una Unica
isoforma, Leptospira tiene dos. FlaAl y FlaA2 muestran tan solo un 28% de identidad entre si
y difieren considerablemente en longitud (315 y 239 aminodacidos, respectivamente)[77]. Esta
divergencia sugiere que desempeiian funciones diferentes en el filamento. Los caracterizacion
de mutantes realizados por Picardeau et al. en L. interrogans[77] han demostrado que FlaA2
tiene un papel mas importante que FlaAl en la motilidad bacteriana. Los mutantes flaA1™ de
L. interrogans presentan motilidad reducida pero conservan su virulencia y la morfologia
normal de sus filamentos. En contraste, los mutantes flaA2 no expresan FlaAl (posiblemente
debido a efectos polares o porque la incorporacidn estable de FlaAl en el filamento requiere
la presencia de FlaA2) y los dobles mutantes flaA1/flaA2 pierden completamente la motilidad
traslacional, aunque mantienen la rotacional[77].

En 2016, nuestro grupo de investigacién, en colaboracién con los equipos dirigidos por los
Dres. Albert Ko, Mathieu Picardeau y Charles Sindelar, reporté el descubrimiento de una
nueva proteina en el filamento flagelar de L. interrogans, denominada FcpA (Flagellar coiling
protein A)[105]. Esta proteina fue identificada a partir de un aislado clinico con motilidad
deficiente, en el cual se observd la insercién de una timidina que introducia un cambio en el
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marco de lectura truncando el producto proteico. FcpA resulté ser especifica de Leptospira,
sin ortdlogos en otras espiroquetas[105,135] y constituye la decimotercer proteina mas
abundante del proteoma de L. interrogans[134].

Los estudios fenotipicos revelaron que los mutantes fcpA pierden el superenrollamiento
caracteristico de los filamentos flagelares purificados[105]. Aunque estos mutantes adn
ensamblan flagelos, pierden completamente la motilidad traslacional y su virulencia en
modelos animales[105,136]. Microscépicamente, las células mantienen cierto movimiento
rotacional pero pierden la morfologia asimétrica caracteristica de sus extremos celulares. Los
filamentos purificados de cepas fcpA™ presentan un didmetro reducido (aproximadamente 16
nm) en comparacion con los de cepas salvajes (21 nm)[105], lo que sugiere que FcpA forma
parte integral de la vaina flagelar.

Posteriormente, mediante rastreo de mutantes aleatorios, se identificd una segunda proteina
flagelar exclusiva de Leptospira, denominada FcpB (Flagellar coiling protein B)[137]. Los
mutantes knockout fcpB- presentan un fenotipo similar, aunque menos severo que el de las
cepas fcpA': pérdida parcial del superenrollamiento de los filamentos y de la deformacion
caracteristica de los extremos celulares, pero conservan cierta capacidad de motilidad
traslacional[137]. El analisis de las trayectorias de natacién de leptospiras individuales revela
gue estos mutantes pierden especificamente la subpoblacidn celular que nada a maxima
velocidad[137].

Es importante destacar que, aunque FcpA y FcpB determinan fenotipos similares, carecen de
homologia de secuencia significativa entre si y con otras proteinas conocidas. Ambas son
exclusivas de Leptospira y poseen péptidos sefial N-terminales que sugieren su translocacion
al periplasma a través de la via Sec, lo que apoya su potencial localizacién en la vaina flagelar.
Esta hipdtesis ha sido corroborada mediante experimentos de inmunomicroscopia
electrdnica, donde tanto los anticuerpos anti-FcpA como anti-FcpB marcan especificamente
la superficie del filamento flagelar, particularmente en el lado convexo de la
curvatura[105,137].

Estudios adicionales realizados por Sasaki et al., 2018[76] mediante ensayos bacterianos de
doble hibrido y pull-down han demostrado que FcpA interactla directamente con FlaA2 y
FlaB1, proporcionando evidencia bioquimica de su participacién en la estructura de la vaina
flagelar. En conjunto, estos hallazgos sugieren que el endoflagelo de Leptospira es mas
complejo que el propuesto originalmente para otras espiroquetas. Este modelo incluiria un
nucleo central formado por las cuatro isoformas de FlaB, rodeado por una vaina compuesta
por FlaAl, FlaA2, FcpA y FcpB. La organizacién precisa de estos componentes dentro de la
estructura filamentar, sus interacciones moleculares y sus contribuciones especificas a las
propiedades funcionales del flagelo constituyen aspectos fundamentales que esta tesis
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pretende dilucidar. La comprension detallada de la estructura del endoflagelo de Leptospira
permitiria abordar preguntas fundamentales sobre su biologia, como ser: éPor qué las
espiroquetas, y en particular Leptospira han desarrollado una composicidon flagelar mas
compleja? ¢Qué interacciones moleculares especificas determinan el superenrollamiento
caracteristico del flagelo? ¢Cdmo contribuyen las distintas proteinas flagelares a la motilidad
bacterianay, consecuentemente, a la virulencia? ¢ De qué manera interactian estos apéndices
con el cuerpo celular para generar un movimiento traslacional tan eficiente?

Responder estas incognitas permitiria avanzar no solo en el conocimiento de la biologia basica

de estas bacterias, sino también en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas y
preventivas para combatirlas.
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Il — OBJETIVOS Y ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

2.1 - Objetivo General:

El objetivo central de este proyecto fue comprender con detalle molecular la constitucién del
filamento flagelar de Leptospira para entender su rol funcional en la locomocién de
Espiroquetas.

Esta tesis constituye una Maestria con pasaje a Doctorado, por lo que a continuacién se
resumen los objetivos especificos de cada etapa.

2.2 - Objetivos Especificos de Maestria:

1 - Expresion, purificacién y determinacién de la estructura 3D de proteinas flagelares de
especies saprofitas y patdgenas de Leptospira (FcpA, FcpB, FlaAly FlaA2) por Cristalografia de
Rayos X.

2 - Estudios estructurales bioinformaticos de los componentes mds conservados del filamento
de Leptospira. Modelado de las 4 isoformas de FlaB de L. interrogans, y estudio de posibles
superficies de interaccidn con el resto de los componentes flagelares.

3 - Evaluacién de la interaccion entre distintos componentes del filamento flagelar de
Leptospira.

2.3 - Objetivos Especificos de Doctorado:

4 - Determinar la estructura tridimensional de las isoformas de FlaA de Leptospira.
(Continuacion del objetivo 1 de Maestria)

5 - Determinar el proteoma de filamentos flagelares de L. biflexa.

6 - Determinar contactos intermoleculares del filamento flagelar de Leptospira por
entrecruzamiento quimico y espectrometria de masas.

7 - Reconstituir el filamento flagelar de Leptospira in vitro para dilucidar interacciones inter-
moleculares del ensamblaje.

8 - Generar un modelo integrativo de la arquitectura del filamento flagelar de Leptospira.
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2.4 — Aproximacion experimental

Empleamos una estrategia experimental multidisciplinaria que combiné:

a)

b)

c)

d)

La obtencion de las estructuras 3D de los componentes individuales ya conocidos de
Leptospira, es decir: FlaBs, FlaAs, FcpA y FcpB (objetivos especificos 1, 2 y 4). Si bien
trabaje con todos los componentes previamente anotados, en particular mi contribucién
aqui fue el modelado por homologia de las cuatro isoformas de FlaB de L. interrogans, la
mejora en la resolucidn de la estructura 3D de FcpA de L. biflexa y la resolucién de la
estructura cristalografica de FlaAl L. borgpetersenii.

Andlisis bioinformatico exhaustivo de genes/proteinas flagelares en Espiroquetas:
busqueda de homodlogos lejanos, alineamiento multiple de secuencias con curado manual.
En colaboracidon con Gregorio Iraola, estos alineamientos permitieron realizar un andlisis
filogenético e identificacién de genes especificos de Leptospira.

La identificacién de nuevas proteinas flagelares previamente no anotadas mediante el
analisis proteédmico de filamentos flagelares aislados, tanto nativos como sometidos a
entrecruzamiento quimico (objetivos especificos 5y 6).

La identificacién de interacciones entre proteinas flagelares, analizando la interaccion
entre los componentes FcpA y FcpB (objetivos especificos 3 y 7) y en una aproximacién
mas global empleando entrecruzamiento quimico covalente acoplado a espectrometria
de masas (XL-MS) para analizar las interacciones en proteoma del filamento entero
(objetivo especifico 6).

La interpretacion de mapas de cryo-EM obtenidos por nuestros colaboradores
(Laboratorio de Charles Sindelar en la Univ de Yale). Utilizando un enfoque integrativo
analizamos la estructura del filamento flagelar completo, ubicando y ajustando las
estructuras cristalograficas, asi como otras predichas con algoritmos de inteligencia
artificial a partir de las secuencias, para lograr un modelo completo de los filamentos de
cepas salvajes de L. biflexa y de L. interrogans (objetivo especifico 8). En particular mi
contribucidn aqui fue en las etapas finales de la generacién de los modelos, identificando
y posicionando FlaAl y los nuevos componentes identificados, asi como refinando y
validando el modelo final 3D.
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Il - RESULTADOS

3.1 - Analisis filogenético de proteinas flagelares de Espiroquetas

Un primer analisis bioinformatico minucioso de las secuencias de proteinas flagelares
anotadas de Leptospira, fue Util para informarnos sobre la variabilidad de secuencia (global y
por dominios) en vistas a construcciones recombinantes y posterior estudio estructural de
componentes individuales. Este abordaje, en colaboracién con el Laboratorio de Gendmica
Microbiana del Instituto Pasteur de Montevideo, se fue enriqueciendo y derivé en un estudio
gendmico comparativo exhaustivo[138]. EIl mismo permitié contextualizar nuestros hallazgos
estructurales (ver mas abajo) en el marco de la evolucién del sistema endoflagelar en
Espiroquetas, incluyendo el conocimiento actual sobre otros componentes flagelares del
Phylum.

Aplicando herramientas bioinformaticas modernas, identificamos secuencias homélogas de
59 componentes flagelares conocidos, en 864 genomas representativos, correspondientes a
115 especies de Espiroquetas distribuidas en 9 géneros. Estas secuencias fueron alineadas
utilizando el algoritmo MUSCLE[139], generando alineamientos multiples para cada proteina.
Los alineamientos fueron posteriormente curados de forma manual, eliminando regiones con
baja cobertura, corrigiendo errores de alineamiento en regiones conservadas y verificando la
correcta asignacion de dominios funcionales mediante andlisis de conservacion de residuos
cataliticos y estructurales.

A partir de estos alineamientos curados, calculamos un mapa de calor (heat map) (Figura 3.1)

que ilustra la presencia/ausencia y el grado de similitud de las diferentes proteinas flagelares
entre las especies analizadas.
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Figura 7: Mapa de calor mostrando la conservacion de proteinas flagelares en el Phylum Espiroquetas. Las
columnas corresponden a genes codificantes de proteinas flagelares y las filas representan diferentes especies
del phylum. La intensidad del color indica el grado de similitud de secuencias, desde ausencia (blanco) hasta alta
conservacion (negro). Para su construccidn, realizamos alineamientos de secuencias aminoacidicas de 59
proteinas flagelares conocidas, utilizando 971 genomas disponibles del Phylum. Los valores de bitscore
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resultantes fueron normalizados en escala de 0 a 1 respecto al valor maximo obtenido para cada proteina. Para
contextualizar evolutivamente, se construyé un arbol filogenético de 864 especies de Espiroquetas y una de E.
coli como grupo externo. El arbol fue colapsado a nivel de especies, resultando en 115 representantes de los
géneros Leptospira (n=63), Leptonema (n=1), Turneriella (n=1), Borrelia (n=21), Treponema (n=15),
Sphaerochaeta (n=1), Spirochaeta (n=1), Brevinema (n=1) y Brachyspira (n=10). Para las especies colapsadas, se
muestra el valor medio normalizado de bitscore para cada proteina.

El patréon filogenético resultante concuerda notablemente con arboles filogenéticos
establecidos para Espiroquetas [140,141], validando nuestro enfoque. Aproximadamente el
66% de las proteinas flagelares estan conservadas en todo el phylum, aunque también
identificamos componentes especificos de género que revelan particularidades evolutivas y
funcionales.

Entre los hallazgos mas relevantes del analisis comparativo, destacan:

a) Componentes del aparato de exportacion y cuerpo basal: El aparato de exportacion en
el cuerpo basal estd altamente conservado tanto en Espiroquetas como en otras bacterias
flageladas. Sin embargo, identificamos que las Espiroquetas poseen un componente adicional
exclusivo (FIhX), ausente Unicamente en Borrelia burgdorferi. FInX presenta clara homologia
con el dominio C-terminal de FIhB, una proteina involucrada en el reconocimiento de
sustratos y el cambio de especificidad durante el ensamblaje flagelar, sugiriendo una funcién
similar para FIhX en Espiroquetas. Mediante crio-electrotomografia se han descripto
diferencias estructurales significativas en Leptospira[70], donde el canal transmembrana es
considerablemente mads grande, evidenciando adaptaciones especificas de este género.

b) Estructuras anulares del cuerpo basal: Las Espiroquetas presentan diferencias
significativas en la composicidon de sus anillos flagelares. Leptospira, Turneriella y Leptonema
poseen los cuatro anillos presentes en bacterias Gram-negativas: MS (asociada a membrana
plasmatica), P (peptidoglicano), L (membrana externa) y C (citopldsmico). En contraste,
Borrelia spp. carece de FlgH (formadora del anillo L), mientras que Treponema, Brevinema,
Brachyspira y Spirochaeta carecen también de Flgl (componente del anillo P). Leptospira
destaca por su complejidad, siendo la Unica Espiroqueta que posee la chaperona periplasmica
FIgA (necesaria para el ensamblaje del anillo P), una proteina Flgl mas extensa, y un anillo C
mas complejo compuesto por FIgG, FliM y ambas proteinas FliN y FliY. La presencia simultanea
de FIiN y FliY es atipica, observada Unicamente en Leptospira, Helicobacter y Campylobacter,
donde posiblemente desempefien funciones complementarias no redundantes[142].

c) Estatores y sistemas de generacion de torque: Las Espiroquetas contienen hasta 16
estatores (heterooligdmeros de MotA y MotB) ensamblados alrededor del rotor, comparado
con los 12 habituales en otras bacterias[143]. Este mayor numero correlaciona con un
didametro motor ampliado[95] y la generacién de mayor torque [3], adaptaciones
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fundamentales para la motilidad endoflagelar. Mientras la mayoria de bacterias exoflageladas
poseen una Unica isoforma de FliG (proteina que interactia con los estatores para generar
torque), las Espiroquetas tienen dos paralogos, y Leptospira se distingue con tres paralogos
de FliG y dos de cada proteina Mot, evidenciando adaptaciones especificas de su sistema de
generacién de fuerza motriz.

d) Estructura del collar: El collar, estructura caracteristica de las Espiroquetas, se ancla a
la membrana citoplasmatica y al anillo MS, interactuando con estatores y rotor mediante FIliL.
Su composicién varia considerablemente entre géneros. De los cinco componentes
identificados en B. burgdorferi (FIbB, BB0236, FIcA, FIcB y FlcC), unicamente FlbB esta
presente en todas las Espiroquetas. FIcA y FlcB se encuentran solo en Borrelia; BB0236 en
Borrelia y Treponema; y FlcC en Leptospira, Borrelia y Treponema. Esta variabilidad sugiere
diferencias estructurales significativas en el collar entre los distintos géneros de Espiroquetas.

e) Eje del cuerpo basal y gancho flagelar: El eje del cuerpo basal en Espiroquetas consta
de seis proteinas conservadas: FliE, FIgB, FIgC, FIgF (denominada FIhO en Espiroquetas), FIgG
y Flg). Notablemente, Flg) carece del dominio C-terminal muramidasa presente en otras
bacterias, sugiriendo que esta funcidon de remodelacion del peptidoglicano estd codificada en
otros genes. En cuanto al gancho, las proteinas FIgD (capuchén), FIgE (componente principal)
y FliK (reguladora de longitud) estan conservadas. Sin embargo, las Espiroquetas presentan la
particularidad del auto-entrecruzamiento covalente de las subunidades de FIgE[43,144], y en
B. burgdorferi esta proteina también participa en la regulacidn postranscripcional de FlaA y
FlaB[145]. Leptospira muestra una seccion basal del gancho mas ancha (aproximadamente 21
nm de didmetro) que otras Espiroquetas como B. burgdorferi (aproximadamente 16 nm)[70],
y su FlgD posee una secuencia extendida con un extremo C-terminal no conservado.

f) Componentes del filamento flagelar: Las Espiroquetas conservan los componentes
basicos del filamento presentes en bacterias modelo: FIgK y FlgL (unidn gancho-filamento);
FliD (capuchdn distal); y, luego multiples subunidades de flagelina polimerizadas (formando
el filamento propiamente dicho). Sin embargo, las flagelinas de Espiroquetas carecen de los
dominios D2 y D3 menos conservados de FliC de Salmonella [33], estdn glicosiladas, y
presentes en numero variable de isoformas segun el género: Borrelia spp. tiene una sola
especie de FlaB, Treponema spp. y Brachyspira hyodysenteriae tienen 3, y Leptospira spp.
posee 4 isoformas FlaB1, FlaB2, FlaB3 y FlaB4[17]. Rodeando el nucleo de FlaB se encuentra
una vaina compuesta por FlaA: una isoforma unica en Borrelia y Brachyspira, y dos en
Leptospiray Treponema [44]. Nuestro analisis reveld que Brevinema, Brachyspira, Treponema
y Spirochaeta poseen una isoforma adicional de FlaA, lo cual también es visible en Leptospira:
un tercer gen paralogo a FlaAl y FlaA2, que no habia sido anotado previamente.
Adicionalmente, nuestro grupo y colaboradores han descubierto los componentes FcpA y
FcpB en Leptospira[105,137], también presentes en Turneriella y Leptonema. Por su parte,
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Treponema spp. es la Unica Espiroqueta con un homélogo de FlaG, que cumple una funcién
diferente a sus paralogos en C. jejuni, P. aeruginosa y P. fluorescens, afectando la motilidad
celular y los niveles de FlaA y FlaB[146].

g) Regulacion de la biogénesis flagelar: Los genes de clase | y la mayoria de los genes de
clase Il estan presentes en todas las Espiroquetas analizadas[16,97]. Sorprendentemente, B.
burgdorferi posee un Unico factor sigma (sigma70/SigA/RpoD) para transcribir los genes
flagelares de clase 11I[45], mientras que las demads Espiroquetas expresan también el factor
sigma28 (FliA/RpoF) y su antisigma FIgM[97]. Las Espiroquetas presentan una regulacién
postranscripcional mas rica, con proteinas como FliW y CsrA que en Leptospira y B.
burgdorferi regulan la expresion de FlaB[147,148]. Asimismo, FIhF y FIhG participan en la
regulacién transcripcional y postranscripcional en L. biflexa y B. burgdorferi,
respectivamente[149,150], controlando la distribucion espacial y el numero de flagelos. En
cuanto a chaperonas, FliS parece ser la Unica conservada en Espiroquetas, posiblemente
actuando como chaperona general con amplia especificidad de sustratos. Leptospira es el
Unico género que contiene la chaperona FIgN, presente en otras bacterias.

Este andlisis comparativo nos permitid, ademas, identificar y corregir inconsistencias en la
anotacién automatica de genes flagelares. Detectamos casos de asignacion errdnea, como
FIgC y FIhO frecuentemente anotadas como FIgG; varias FlgL anotadas como FlaB o como
proteinas hipotéticas; y confusiones entre proteinas con cierto grado de similitud (FIhX con
FIhB, FliY con FliN). Particularmente importante para nuestro proyecto fue corregir la
anotacion de las variantes pardlogas de FlaA y FlaB en distintas especies de Espiroquetas,
donde en algunos casos se habian asignado nombres idénticos a proteinas no ortélogas[138].
Esta estandarizacion de la nomenclatura resulta indispensable para facilitar comparaciones
entre especies, realizar busquedas precisas en bases de datos y establecer una comunicacion
efectiva entre grupos de investigacion.

La particular complejidad del sistema flagelar de Leptospira, evidenciada por la presencia de
componentes exclusivos o adaptaciones especificas en practicamente todos los niveles
estructurales del flagelo (cuerpo basal, gancho y filamento), justifica el enfoque molecular
detallado que adoptamos en este trabajo. Este analisis bioinformatico representd no solo un
primer resultado fundamental, sino también una herramienta esencial para interpretar los
hallazgos estructurales subsiguientes en un contexto evolutivo mas amplio.

3.2 - Caracterizacion estructural de componentes del filamento flagelar de Leptospira
Tras el analisis filogenético y la identificacion precisa de los componentes flagelares en
Leptospira, procedimos a la caracterizacion estructural de proteinas clave del filamento. Esta
seccion describe los resultados obtenidos para FcpA, FcpB, FlaAl y FlaA2, componentes
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principales de la vaina del filamento, cuya caracterizacion tridimensional resultaba
fundamental para comprender la arquitectura del filamento.

3.2.1 — Modelado de FlaB y del nucleo del filamento flagelar

Las proteinas FlaB son ortélogas a la flagelina que conforma el filamento flagelar en bacterias
modelo como Salmonella y Bacillus. Al carecer de péptido sefial para la via clasica de
secrecién, son exportadas al periplasma a través del aparato de secrecion flagelar
homopolimerizando in situ durante el crecimiento del filamento. Esta homologia con la
flagelina sustenta que FlaB constituye la especie proteica del nucleo de polimerizacion del
filamento flagelar en Espiroquetas, consistente también con observaciones reportadas de
gue algunos mutantes knockout de flaB parecen perder completamente su filamento
flagelar[80].

Leptospira posee cuatro isoformas de FlaB (FlaB1-4) con identidad de secuencia en el rango
de 45-72%. Las isoformas FlaB1 y FlaB4 presentan la mayor similitud de secuencia y parecen
compartir un ancestro comun, mientras que FlaB3 es filogenéticamente la mds distante con
homologia menor al 50% con las otras isoformas. En cuanto a su organizacion genética, flaB1
y flaB2 se encuentran en un mismo locus separados por aproximadamente 450 nucledtidos
en L. interrogans y 200 nucledétidos en L. biflexa, sugiriendo un evento de duplicacidn génica
y regulacién coordinada. Las isoformas FlaB3 y FlaB4 son codificadas por genes ubicados en
loci génicos contiguos en L. interrogans, aungue en sitios distintos del genoma en L. biflexa,
indicando cierta variabilidad entre especies saprofitas y patdgenas.

Las cuantificaciones absolutas de proteina en L. interrogans (Malmstrom et al., 2009) revelan

gue FlaB1 es la isoforma mas expresada, seguida de FlaB4, FlaB2 y FlaB3, esta ultima con solo
~300 copias por célula (Figura 8).
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FlaBs: Organizacion genémica y expresion
A e D
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Leptospira interrogans serovar Copenhageni Fiocruz L1-130 NC_005823
B Leptospira interrogans serovar Copenhageni Fiocruz L1-130 NC_005823
BEE )l )
| { 1] {
C
i s N &
Leptospira biflexa serovar Patoc strain “Patoc 1 (Paris)”
FlaB1 LIC11890 12.000
FlaB2 LIC11889 2.000
FlaB3 LIC11532 300
FlaB4 LIC11531 3.500
FlaAl LIC10788 4.500
FlaA2 LIC10787 3.500
FcpA LIC13166 7.200
FcpB LIC11848 2.740

Figura 8: Organizacidon genémica y expresion de FlaB. A) Locus génico de flaB1 y flaB2 de L. interrogans serovar
Copenhageni. B) Locus génico de flaB3 y flaB4 de L. interrogans. C) Locus génico de flaB1 y flaB2 de L. biflexa
serovar Patoc. D) Cuantificacién absoluta del nimero de copias por célula para las proteinas del filamento
flagelar de L. interrogans (datos de Malmstrom et al., 2009[134]).

Esta expresion diferencial y los diferentes grados de homologia plantean interrogantes sobre
la redundancia estructural y funcional entre las distintas isoformas. Para investigar si las
diferencias de secuencia de FlaB se traducen en diferencias estructurales que generen
propiedades de interaccién y autoensamblaje diferenciales, realizamos modelado molecular
de las cuatro isoformas de FlaB de L. interrogans. Dada que la tendencia natural de estas
proteinas tipo flagelina a polimerizar formando filamentos muy largos, dificulta el estudio
estructural del monédmero en solucidn, adoptamos una aproximacién bioinformatica para
predecir la estructura tridimensional utilizando modelizacién por homologia.

El alineamiento de secuencias de las cuatro isoformas de FlaB con la flagelina FliC de S.
enterica reveld alta conservacion en los dominios DO y D1, mientras que los dominios D2y D3
estan ausentes (Figura 9). Los alineamientos de mejor score y cobertura se obtuvieron con la
estructura PDB ID 1UCU de FIiC de S. enterica, resuelta por crio-microscopia electrénica a 4 A
de resolucion.
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Figura 9: Analisis comparativo de flagelinas. A) Alineamiento multiple de secuencias de la flagelina FIiC de S.
enterica (1UCU) con FlaB1 (gen LIC11890), FlaB2 (LIC11889), FlaB3 (LIC11532) y FlaB4 (LIC11531) de
interrogans. Los elementos de estructura secundaria de FliC estdn anotados arriba de las secuencias, numerando
las hélices a y hebras B secuencialmente. Los aminodcidos totalmente conservados estdn marcados con fondo
rojo, mientras que aquellos que conservan propiedades similares se marcan con caracteres rojos. Los segmentos
de mayor conservacién se delinearon dentro de cajas. B) Posicidn y arreglo de elementos estructurales en la
secuencia de FliC de S. enterica (tomado de Yonekura et al., 2003 [33]). Las regiones que conforman los cuatro
dominios DO a D3 estdn indicadas. La estructura de la versién truncada F41 utilizada para resolver la estructura
cristalografica estd marcada. Los rectangulos indican estructuras secundarias: amarillo para hélices a, verde para
hebras B, y violeta para vueltas . Abajo se muestran las regiones de secuencias aminoacidicas bien conservadas
(rojo) y variables (violeta). Comparando ambos paneles, nétese la ausencia de los dominios D2 y D3 en las cuatro

isoformas de FlaB de L. interrogans.

L

Utilizando el programa Rosetta, generamos 600 modelos por homologia para cada proteina

FlaB de Leptospira basados en los alineamientos pareados con FliC. Dado que los dominios

DO y D1 compartidos con FliC son justamente los que ésta involucra para autoensamblarse

formando el homo-polimero helicoidal del filamento, asumimos que FlaB generara

ensamblajes con simetria helicoidal analoga. Inicialmente utilizamos los parametros de
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simetria helicoidal de la estructura del filamento ensamblado de S. enterica [33]. Los modelos
de las cuatro isoformas de FlaB revelan que los dominios DO y D1 comparten conformaciones
similares, mientras que se aprecian mayores diferencias en los bucles que quedardn
expuestos al solvente en el ensamblaje flagelar, coherente con la menor similitud de
secuencia en esas regiones (Figura 10). Los modelos presentan estructuras generalmente
similares con patrones algo diferentes de hidrofobicidad. Considerando los valores de energia
calculados para cada filamento ensamblado (entre -700 y -950 REU [Rosetta Energy Unit]), es
altamente probable que el ensamblaje de FlaB constituya el nucleo del filamento flagelar.

-4] -



|
hidrofobicidad

rmsd

conserados
no conservadas

Figura 10: Estructura tridimensional de FlaB de L. interrogans. En la primera columna se muestran los modelos
experimentales de la flagelina FliC de S. enterica y en las columnas 2-5 los modelos calculados in silico
correspondientes a las cuatro isoformas de FlaB. La primera fila A) muestra graficos donde cada modelo
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generado esta representado por un punto. Las desviaciones cuadraticas medias (RMSD) se calcularon para cada
modelo en comparacién con el de mejor score de energia. En la fila B) se muestran los modelos de menor score
energético, considerados de mejor calidad, correspondientes a un protémero calculado en contexto de simetria
helicoidal. Las estructuras estan coloreadas desde el extremo N-terminal al C-terminal con rampa de azul a rojo.
En la fila C) se mapeé en la superficie de cada protémero la hidrofobicidad calculada de los residuos. En D), los
10 mejores modelos del muestreo de partida se muestran alineados entre si utilizando el modelo de mejor score
como referencia. Las regiones con mayor variabilidad, detectadas calculando el RMSD residuo a residuo, se
muestran en rojo y sugieren mayor flexibilidad en esa regién de las moléculas. En la fila E) se muestran cortes
axiales para cada modelo, coloreados segun su nivel de conservacion de secuencia comparando cada FlaB vs FliC.
Las regiones mas internas, en azul, se encuentran altamente conservadas entre todas las flagelinas, mientras que
los residuos expuestos en la superficie, en rojo, presentan la mayor variabilidad.

El didmetro de los filamentos homopoliméricos de FlaB generados varia entre 145y 192 A,
valores muy proximos a los reportados experimentalmente en imagenes de crio-tomografia
electrénica de filamentos purificados de una cepa knock-out fcpA™ de L. interrogans, que
probablemente presenten un nucleo desnudo de FlaB (Figura 11).

Caracterizacion del nucleo del filamento flagelar de FlaBs

15.7 nm

Figura 11: Diferencias entre las cuatro isoformas de FlaB. A) Los cuatro modelos superpuestos de las isoformas
de FlaB de L. interrogans se muestran como cartoon, cada una con un color diferente (FlaB1: azul, FlaB2: verde,
FlaB3: naranja, FlaB4: rojo). Se nota la gran similitud estructural general, con la mayor diversidad concentrada
en la region correspondiente al bucle entre las hélices a2 y a3 del dominio D1. B) Los mismos modelos
superpuestos de manera de subrayar la similitud de secuencia, con las regiones de mayor variabilidad
representadas por el grosor del cartoon. C) Modelo del filamento flagelar compuesto por homopolimeros de
FlaB1 de L. interrogans modelados por homologia con la flagelina de S. enterica. D) Modelo experimental del
filamento flagelar de S. enterica, que presenta un didmetro de 21 nm. E-F) Crio-electrotomografia de cepas
Fiocruz L1-130 fcpA™ y Fiocruz L1-130 fcpA”*. Las flechas rojas indican la localizacién de los filamentos
periplasmicos. Los insertos muestran los mapas promediados de los filamentos de ambas cepas, mostrando sus
didametros (figuras tomadas de Wunder et al., 2016 [105]).

Dada la alta conservacién estructural y de secuencia en las regiones que guian la
polimerizacién en el nucleo interno de los filamentos, postulamos que las cuatro isoformas
de FlaB tienen la capacidad de autoensamblarse, solas o en combinacién. La diferencia
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estructural mas notable de FlaB comparada con la flagelina de Salmonella es la ausencia de
los dominios D2 y D3, que en Salmonella quedan expuestos en la superficie flagelar
generando filamentos con didmetro aproximado de 21 nm. Leptospira carece de estos
dominios, sin embargo el diametro reportado para los filamentos de cepa salvaje es similar
(~20 nm), mientras que el de los filamentos de la cepa knock-out fcpA", es ~15 nm (Figura 11).
Postulamos que en Leptospira, el volumen correspondiente a los dominios D2/D3 es
reemplazado por las proteinas que desempefian el rol de vaina, probablemente incluyendo
FcpA, FcpB, FlaAl y FlaA2. La mayor diversidad estructural entre las distintas isoformas de
FlaB se concentra entre las hélices a2 y a3 del dominio D1, en los bucles flagelares expuestos
al solvente, que coinciden con las regiones de menor similitud de secuencia en las cuatro
isoformas. Estos sitios presentan diferencias en conformacién, hidrofobicidad y flexibilidad,
por lo que podrian mediar distintas capacidades de interaccién de las cuatro isoformas con
otros componentes flagelares.

3.2.2 - Estructura tridimensional de las "Flagellar coiling proteins" o proteinas
inductoras del superenrrollamiento flagelar

Las proteinas FcpA y FcpB son componentes del filamento flagelar presentes Unicamente en
el género Leptospira. Estas proteinas desempefian un rol relevante en la motilidad
traslacional y patogenicidad[105]. Dada su importancia biolégica y papel estructural en los
endoflagelos de Leptospira, nos propusimos resolver su estructura tridimensional por
cristalografia de rayos X.

FcpA es uno de los componentes mds abundantes de L. interrogans[134] y se encuentran
ortélogos en todas las especies de Leptospira, con identidad de secuencia de 95-100% en
patdgenas, 88% en intermedias y 76-79% en saprofitas. Trabajamos con FcpA de una especie
patdgena (L. interrogans) y de una sapréfita (L. biflexa). La estructura de esta ultima habia
sido previamente resuelta en nuestro laboratorio, pero nos propusimos mejorar su resolucion
y el rendimiento con el que se obtiene la proteina soluble. Cambiando la cepa de expresiony
las condiciones de purificacion, la expresion recombinante de FcpA de L. biflexa fue
optimizada obteniendo rendimientos tipicos de 30 mg de proteina por litro de cultivo con alta
pureza (Figura 12). La cromatografia de exclusion molecular mostré que FcpA se separa
isocraticamente como un dimero, consistente con el peso molecular estimado. Con esta
muestra se realizé un rastreo de 384 condiciones de cristalizacion, observandose cristales en
57 condiciones. Se seleccionaron siete condiciones basandose en el tamafio de los cristales,
calidad del habito de crecimiento e intensidad de luz polarizada desviada por los mismos.
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Expresion y purificacion de FcpA de L. biflexa
A 157 9.9 mL) B
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Figura 12: Expresidn y purificacion de FcpA de L. biflexa. A. La cromatografia de exclusién por tamafio (SEC) es
el ultimo paso en la purificacién de FcpA recombinante de L. biflexa. En solucidn, esta proteina tiene un tamafio
aparente que es coherente con una estructura cuaternaria dimérica (33kDa es el peso estimado para él
mondmero). B. SDS-PAGE mostrando la purificacion de bFcpA, cuya sobre-expresion en la cepa Rosetta-gami 2
(DE3) de E. coli fue inducida a 302C por 4hs con IPTG. 1. Marcadores de peso molecular (MPM), 2. Extracto total
de la cepa transformada no inducida, 3. Extracto total de la cepa inducida, 4. bFcpA luego de la purificacién por
SEC. C. Cristales de bFcpA obtenidos luego del ensayo de cristalizacién.

Los cristales fueron analizados mediante difraccién de rayos X, resultando en la resolucidn de
FcpA en tres formas cristalinas en distintos grupos de espacio (Figura 13). Las dos formas
cristalinas monoclinicas fueron obtenidas a partir de cristales optimizados en gota colgante,
mientras que la variante hexagonal fue obtenida directamente del rastreo inicial y
sorpresivamente difracté mejor alcanzando resoluciones de 2 A. El grupo de espacio
hexagonal P622 es muy poco frecuente en macromoléculas bioldgicas (0.086%). Las
estructuras fueron resueltas por reemplazo molecular y depositadas en la PDB bajo los

codigos 6NQW, 6NQX y 6NQY.

- 45 -



A

Resolucion de la estructura de bFcpA

Crystallization.

Crystal form 1 (centred monoclinic) 2 (primitive monoclinic) 3 (hexagonal)

Method Hanging-drop vapour diffusion Hanging-drop vapour diffusion Sitting-drop vapour diffusion
Plate type VDX 24-well VDX 24-well 96-well CrystalQuick
Temperature (K) 293 293 293

Protein concentration (mg ml~') 20 20 20

Buffer composition of protein
solution
Composition of reservoir solution

Volume and ratio of drop
Volume of reservoir (ml)

20 mM Tris-HCI pH 8.0, 300 mM NaCl

20-25%(v/v) PEG 400,
100 mM Tris-HCl pH 7.5-8.5

4l (1:1)
1

4l (1:1)
1

20 mM Tris-HCI pH 8.0, 300 mM NaCl

3-5%(wlv) PEG 4000,
100 mM Tris-HCI pH 7.5-8.0

20 mM HEPES pH 7.0, 200 mM NaCl

12%(wlv) PEG 8000, 0.1 M Na/K
phosphate pH 6.2, 0.2 M NaCl

0.6 ul (1:1)

01

Crystal form
Diffraction source

Wavelength (A)
Temperature (K)
Detector

Total rotation range (°)

Space group

a, b, c (A)

o B,y ()

Mosaicity (°) )
Resolution range (A)
Total No. of reflections
No. of unique reflections
Completeness (%)
Mulitplicity

(Tl (D)

Rineas (%)

Crystal-to-detector distance (mm)
Rotation range per image (°)

Exposure time per image (s)

Overall B factor from Wilson plot (Az)

Form 1: centred monoclinic Form 2: primitive monoclinic Form 3: hexagonal

PROXIMA 1, SOLEIL

0.97857

100

Hybrid photon counting
(PILATUS 6M, Dectris)

484.81

0.2

180

0.2

2

82.3,99.6, 106.7

90, 91.95, 90

0.24

45.12-2.50 (2.60-2.50)

99658 (10749)

29300 (3278)

98.4 (97.9)

34 (33)

18.2 (2.3)

4 (57)

61.3

PROXIMA 1, SOLEIL

0.97857
100
Hybrid photon counting

(PILATUS 6M, Dectris)

48534
02

180

02

P2,

85.5,96.5, 121.1

90, 105.2, 90

0.15

48.23-2.95 (3.07-2.95)
137503 (15749)

39975 (4485)

99.5 (99.7)

34 (3.5)

172 (2.0)

6 (76)

756

PROXIMA 2A, SOLEIL

0.97910
100
Area detector
(Q315r CCD, ADSC)
274.35

132.7,132.7, 67.6
90, 90, 120

020

43.76-2.00 (2.11-2.00)
286178 (40385)

24246 (3460)

99.9 (99.6)

11.8 (11.7)

17.5 (2.5)

11 (119)

30.5
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Figura 13: Resolucidn de la estructura de FcpA de L. biflexa. A. Tabla mostrando las condiciones de cristalizacién
de las tres formas cristalinas analizadas para FcpA de L. biflexa obtenida en forma recombinante y concentrada
a 20mg/mL. B. Cristales analizados de bFcpAy abajo imagenes de difraccidn de rayos X representativas para cada
uno de ellos. A la izquierda para la forma centrada monoclinica; al medio para la forma primitiva monoclinica; y
a la derecha para la forma hexagonal. C. Tabla mostrando la coleccidn de datos por difraccién de rayos X y el
procesamiento de las tres formas cristalinas. Los valores entre paréntesis son para la capa de resolucién mas
alta. Figuras tomadas de San Martin et al., 2017[136].

La estructura de FcpA de L. biflexa representa un plegamiento completamente nuevo sin
homologia estructural conocida en la base de datos PDB (Figura 3.8). FcpA esta organizada
como una proteina todo-a, con diez a-hélices agrupadas en dos subdominios. La hélice a4, la
mas larga de la estructura, conduce a la dimerizacién de la proteina por interacciones
hidrofébicas con la hélice a3 de la molécula adyacente y puentes de hidrégeno entre las dos
ad. Esta superficie de dimerizaciéon esconde 960 A% se evidencia en los tres
empaquetamientos cristalinos obtenidos y es consistente con el dimero observado en
solucion durante la purificacién.

Estructura de FcpA de L. biflexa

Figura 14: Estructura cristalografica de FcpA de L. biflexa. A) Estructura de FcpA en dos vistas ortogonales,
coloreada con rampa de colores del azul (extremo N-terminal) hasta el rojo (C-terminal). Su estructura representa
un plegamiento nuevo y estd compuesta Unicamente por a-hélices dispuestas en dos subdominios. B) Dimero
de FcpA observado en las tres formas cristalinas. Cada mondmero estd coloreado en un color diferente y se
observa el estrecho contacto entre la hélice a-4 mas larga de cada FcpA con las hélices a-3 y a-4 de la subunidad
vecina, que esconde 960 A2 de superficie. C) Imagen aumentada de la interaccién mostrada en B, resaltando los
residuos que participan en la dimerizacién.

-47 -



Para FcpA de L. interrogans, aunque se habian obtenido previamente cristales, estos
resultaron ser pobres difractores obteniéndose sefial solo hasta ~10 A. Se produjeron
mutantes N-terminal truncados basados en ensayos de protedlisis limitada, pero no se
obtuvieron cristales. Considerando que FcpA de L. interrogans comparte 77% de identidad
con la de L. biflexa sin gaps predichos, disefiamos un mutante que facilitara la cristalizacion.
Una diferencia importante es la presencia de dos cisteinas (Cys221 y Cys241) que podrian
formar un puente disulfuro solo en FcpA de L. interrogans. Estas cisteinas podrian estar
reducidas debido a la expresién recombinante en el citoplasma de E. coli, siendo una posible
fuente de heterogeneidad que afectaria la calidad cristalina. Se disefié y clond la variante
FcpA_cysless que incluye las sustituciones Cys221Thr y Cys241Ala, equivalentes a los residuos
presentes en L. biflexa. Esta variante fue sobre-expresada y purificada, estableciendo un
equilibrio mondmero-dimero en solucién. Por cromatografia de exclusién se separaron
ambas formas que fueron utilizadas independientemente para rastreo de cristalizacion. Se
probaron 384 condiciones diferentes con ambas formas monomérica y dimérica, incluyendo
técnicas de microsembrado con semillas de cristales de FcpA de L. biflexa. Sin embargo, no se
lograron obtener cristales de FcpA de L. interrogans.

En paralelo, durante mi Tesis, en el laboratorio se logré resolver la estructura de FcpB de L.
interrogans a 2.6 A de resolucién. FcpB es una proteina a+B con una gran hoja B de 8 hebras
expuesta al solvente e interactuando por una de sus caras con dos largas hélices a. Este
plegamiento tiene cierta homologia con la proteina humana p32. La estructura de FcpB fue
depositada en la wwPDB bajo el cédigo 6NQZ.

3.2.3 — Estudios estructurales de FlaAl y FlaA2 de Leptospira

3.2.3.1 - Expresion recombinante de FlaAl y FlaA2

Las proteinas FlaA son componentes esenciales y exclusivos de los endoflagelos de
Espiroquetas. Se desconocen sus estructuras tridimensionales y el rol que cumplen en los
filamentos, por lo que nos propusimos resolverlas por cristalografia. Como estrategia inicial,
las secuencias codificantes de FlaAl y FlaA2 de L. interrogans fueron subclonadas en diez
vectores de expresion de E. coli dirigidos a producir distintas proteinas de fusién en el
citoplasma (Figura 15). Los insertos fueron truncados para no contener los primeros 33
residuos N-terminales de FlaAl y los primeros 22 de FlaA2, evitando las secuencias sefial de
exportacion al periplasma.
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pETM14  |6His_preS_FlaA1 34,1 Kda
TixA_6His_preS RB pETM44 - FlaA2 RB  pETM44-FlaA1 pETM14-FlaA1 pETM55FlaA1
pETM22 —TIS-PIES_ 46 2 Kda
_ FlaAt Imwm W T 8 |mwm|ls o wm]ls 1 e]s 1t r]
Construcciones | PETM33 6H|s_g§;Tpres_ 60,1 Kda ki { |
iFlaA1 5
(32 Kda) pETMag  OHS-WEP-PIeS— 74 5 kaa
para expresion —m
en citoplasma pETM55 DsbAc_His_preS 55,7 Kda
_FlaA1
NusA_6His_preS
pETM66 “FlaAl 88.9 Kda
pQE80 6His_FlaA1 34,4 Kda
pETM14  |6His_preS_FlaA2| 27,1 Kda
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Figura 15: Ensayos iniciales de expresion y purificacion de isoformas de FlaA de Leptospira. A. Tabla mostrando
las construcciones utilizadas para los ensayos de expresion de FlaAly FlaA2 de L. interrogans. B y C. SDS-PAGE
mostrando algunos de los ensayos de expresion a pequefia escala en la cepa Rosetta Blue de E. coli. NI: Fracciones
totales de las cepas transformadas, no inducidas; T: Fracciones totales de las cepas inducidas; S: Fracciones
solubles purificadas; P: Fracciones insolubles. La expresién a partir de los pldsmidos pETM44-FlaAl y pETM44-
FlaA2, en todas las cepas es soluble, pero con un tamafio aparente de 43kDa correspondiente al partner de
expresidn soluble, MBP. D. La expresidn a partir de pETM66-FlaA2 es soluble en todas las cepas. La proteina
recombinante NusA-His-FIaA2 fue escalada a 1Lt en la cepa de E. coli BL21 (DE3) y purificada por IMAC como se
muestra en la figura, pero precipita al cortar el tag.

La expresidn en algunas cepas resulté téxica para el crecimiento bacteriano, mientras que la
mayoria fueron capaces de crecer y expresar las proteinas, aunque en forma insoluble. En el
caso de los vectores pETM44-FlaAl y pETM44-FlaA2, se observo proteina recombinante en la
fraccién soluble, pero su tamafo correspondia al de His-MBP sin la proteina de interés,
probablemente producto de protedlisis in vivo. Para la expresion con pETM66-FlaA2, que en
todas las cepas produjo la proteina recombinante de fusidon esperada NusA-His-FlaA2, se
decidié producirla a mayor escala y purificarla por IMAC. Sin embargo, la digestién con
proteasa TEV para eliminar la proteina de fusién provocé la precipitacion de FlaA2, indicando
posibles problemas de plegamiento.

Dadas las dificultades para conseguir expresion soluble, se generaron nuevas construcciones
para expresion recombinante en el espacio periplasmatico, considerando que las FlaA
maduras son proteinas periplasmadticas en Leptospira. Se subclonaron las secuencias en
vectores pET22b, pET28a y pETM54, generando siete construcciones diferentes (Figura 16).
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Los ensayos de expresidon a pequeiia escala en medio 2YT con induccion a 20°C fueron
auspiciosos en tres construcciones: DsbA His_pS_FlaAl, DsbA_His_pS_FlaA2 y OmpA
leader_His_FlaA1l, mostrando sobre-expresién tanto en BL21 como en C41.
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Figura 16: Expresion en periplasma de FlaAl y FlaA2 de L. Interrogans. En los dos paneles superiores de la
izquierda se muestran los SDS-PAGE correspondientes a los ensayos de expresion a pequefia escala en las cepas
A: BL21(DE3) y B: C41 a partir de las construcciones: 1: pETM54-FlaAl; 2: pETM54-FlaA2; 3: pET28a-FlaA2-6His;
4: pET28a-FlaAl-6His; 5: pET28a-6His-FlaAl; 6: pET22b-FlaA2 y 7: pET22b-FlaAl. * marcan las proteinas
expresadas en la fraccidn total. Los paneles Cy D muestran las purificaciones de los cultivos escalados en la cepa
C41 para las construcciones 2 y 5 respectivamente. NI: Fracciones totales de C41 transformadas, no inducidas;
T: Fracciones totales de las cepas inducidas; S: Fracciones solubles purificadas; I: Fracciones insolubles; FT: flow-
through de la IMAC; ; 1A21: muestra de la fraccion X1 de la IMAC en el panel E; 11A22: muestra de la fraccién X2
de la misma IMAC; Ds/3C: Fraccion del pico dialisado luego de la IMAC; Dc/3C; Fraccion del mismo pico dialisado
con la proteasa 3C; IIA51 primer pico de elucidn de la IMAC mostrada en el panel F; [IA52 segundo pico de elucién
de la IMAC; Dc/TEV: Fraccidn luego de la didlisis con TEV. Las bandas con recuadros A y B de los paneles Cy D,
fueron identificadas por espectrometria de masas y corresponden a FlaA2 (25KDa) y FlaAl (32KDa)
respectivamente.

La expresidn a mayor escala indicd que efectivamente habia cierta cantidad de proteina
recombinante soluble, confirmada como FlaAl y FlaA2 por espectrometria de masas. Sin
embargo, considerando el bajo rendimiento y la necesidad de agregar varios pasos
adicionales de purificacidn, se decidié no continuar optimizando esta purificacion.
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3.2.3.2 — Coexpresion de FlaA

Para intentar resolver las dificultades anteriores, hipotetizamos que las interacciones
especificas entre interactores flagelares fisiolégicamente relevantes podrian promover el
correcto plegamiento de las isoformas de FlaA. Esta hipdtesis tiene sustento en resultados
previos que sugerian interaccion directa entre FcpA 'y FcpB de L. biflexa, y el reporte sobre la
interaccion directa entre FlaA2 y FcpA de L. biflexa (Sasaki et al., 2018). Se realizaron extensos
esfuerzos en este sentido, pues los complejos serian de doble interés, permitiendo analizar
interacciones especificas potencialmente relevantes para entender el ensamblado
supramolecular del filamento nativo. Se clonaron las secuencias codificantes de FcpA 'y FlaA2
de L. biflexa en el plasmido pColaDuet y las secuencias de FlaAl y FcpB en el plasmido
compatible pETDuet. Estos plasmidos fueron co-transformados en células Rosetta-gami2 de
E. coli y co-expresados a gran escala para obtener las cuatro proteinas con diferentes
etiquetas de afinidad. Por SDS-PAGE y espectrometria de masas pudimos concluir que las
proteinas FcpA, FlaAl y FlaA2 de L. biflexa, efectivamente se co-expresan en estas
condiciones. Sin embargo, los productos resultanes terminaron siempre siendo o bien
agregados grandes insolubles, o con rendimientos extremadamente bajos.

3.2.3.3 — Expresion high-throughput de distintos mutantes de FlaAl y FlaA2
Integrando informacidon detallada de los alineamientos mdultiples (ver seccién 3.1), se
implementaron tres estrategias diferentes para producir las isoformas de FlaA en forma
soluble (Figura 17). La primera fue probar la expresion recombinante de FlaAly FlaA2 de tres
especies distintas de Leptospira (ortélogos), notando que para las dos isoformas de FlaA hay
dos clusters distintos: un grupo propio de especies patdgenas y otro de saprofitas. Se
seleccionaron L. biflexa como especie sapréfita, y L. interrogans y L. borgpetersenii como
patdgenas.
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Figura 17: Analisis de secuencias de isoformas de FlaA y disefio de construcciones. A. Alineamientos multiples
de secuencia ClustalW[151] de distintas especies de Leptospira para la isoforma FlaA2, analizados con
Jalview[152]. El cédigo de colores ZAPPO muestra facilmente la conservacién de secuencia. En la primera fila se
puede observar el nimero de residuo, y el foco se hace en la regién N-terminal, donde hay mayor divergencia.
B. Grafico de secuencia resultante de la prediccidn de estructuras secundarias con PSIPRED[153]. Se muestra en
particular la prediccién para FlaAl de L. borgpetersenii (locus_tag="LBL_2375") y las secuencias cubiertas por
los cebadores disefiados. C. Perfil de desorden intrinseco predicho por PSIPRED para la secuencia de FlaA2 de L.
borgpetersenii (locus_tag="LBL_2376"). D. Prediccidon de homdlogos estructurales de FlaA2 de L. borgpetersenii,
utilizando el servidor PHYRE2[154]. Todas las secuencias que se identifican son de médulos de unién a
carbohidratos. La de mejor score corresponde a la estructurta PDB 1v0a (modulo de unidn a carbohidratos de
familia 11 de Clostridium thermocellum.

Como segunda estrategia, considerando que una de las regiones de mayor divergencia de
secuencia se encuentra en el extremo N-terminal y que las predicciones de estructura
secundaria sugieren que los extremos N- y C-terminales estarian desordenados, se generaron
tres mutantes N- y/o C-terminal truncados para cada ortélogo, disefiados para evitar la
disrupcion de estructuras secundarias definidas.
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Como tercera estrategia complementaria para aumentar el espacio de busqueda, las nueve
secuencias codificantes de cada isoforma se clonaron en el Vector Suite disefiado por Agustin
Correa[155], una bateria de vectores que permite el clonado paralelo utilizando un Unico par
de cebadores. Se utilizaron los nueve vectores disponibles para expresar las secuencias sin
fusidn y fusionadas a ocho proteinas diferentes: MBP, SUMO, TrX, PelB, OsmY, CelDnc, DsbC
y GST.

Se lograron clonar un total de 61 construcciones de FlaA1 (22 de L. interrogans, 23 de L. biflexa
y 16 de L. borgpetersenii) y 54 construcciones de FlaA2 (15 de L. interrogans, 16 de L. biflexa
y 23 de L. borgpetersenii), representando un 85% de las construcciones totales (Tabla 1). Para
la expresidon heterdloga se utilizd la cepa Lemo21 de E. coli, disefiada para expresar blancos
dificiles variando finamente los niveles de induccidn con distintas cantidades de ramnosa.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

DshC MBP CelD Trx S/fusién sumo pelB GST OsmY
bFlaA1 N1 vV - vvVv V- VXx VV VXx VvV VX x X
bFlaA1 N2 v x VvV X Vv - X X Vv X Vv x Vv x Vv X JV =
bFlaAl N3 vV X VvV x Vv x Vv x Vv x Vv = Vv X X X X X
iFlaA1 N1 X X vv xx VvV x X X v - vV = VvV X VvV -
iFlaA1 N2 X X Vv VvV x V= VX VX V= xx VvV
iFlaA1 N3 v Vv vv VvV x V x v - vV = VvV VvV V- VvV
boFlaAl N1 v - vv x x Vvv VvV v - v v V X v -
boFlaA1 N2 X X X X X X X x X x XX X x XX XX
boFlaA1 N3 v Vv VvV Va VV VV XX VX VX V-
bFlaA2 N1 Vv VV Ve Ve Ve Ve Ve xx V-
bFlaA2 N2 X X X X X X X x X x X XxXx X x XX XX
bFlaA2 N3 Vv VV Ve Va VX VX VX XX Vs
iFlaA2 N1 Vv VvV Ve Ve V. Vo V- VX XX
iFlaA2 N2 X X X X X X X x X x X Xx X x X X XX
iFlaA2 N3 v Vv v - v o= X X X X v - vV = VvV x V -
boFlaA2 N1 vv VvV VvV V X X X v - v - vV - v X Vv X
boFlaA2 N2 v x Vv VvV JV - X X vV = VvV X VvV = VvV x Vv -
boFlaA2 N3 v X VvV X Vv X xXx Vv x v x v x xx Vv x

Tabla 1: Construcciones de FlaA para clonado y expresion high-throughput. Arriba, en colores mas claros, se
muestran las construcciones para la isoforma FlaAl, abajo en colores mas oscuros las de FlaA2. Para cada
isoforma se utilizaron los genes de 3 especies: L biflexa (sefialadas en rojos), L. interrogans (sefialadas en azules)
y L. borgpetersenii (sefialadas en negro). Para cada isoforma de cada especie se disefiaron 3 construcciones
distintas (N1, N2 y N3 segun se indican en el panel de la izquierda), que se insertaron en 9 vectores (sefialados
arriba del 1 al 9, segun la proteina de fusidon que expresan). En cada celda de la tabla, el simbolo a la izquierda
se usa para representar los clonados, un V (tick) para las construcciones clonadas y confirmadas, y una X para

-53-



los no clonados o los que no se intentaron clonar. Mientras que el simbolo a la derecha representa el resultado
de la expresion a pequefia escala, (\/ para aquellas proteinas de fusidon que parecen expresarse segun los geles
SDS-PAGE, un - para aquellas que no se expresan y una X para los que no se intentaron expresar).

Se pusieron a punto aproximaciones de tipo high-throughput para transformar los 115
vectores obtenidos y llevar a cabo ensayos de expresién a pequeiia escala, probando
simultdaneamente tres concentraciones de ramnosa (0, 500 uM y 1 mM) para cada
construccion (Figura 18). Para FlaAl, en total se expresaron 36 construcciones, de las cuales
parecid haber expresiéon soluble en 18: 3 de L. biflexa, 7 de L. interrogans y 8 de L.
borgpetersenii. Para FlaA2, de 54 construcciones obtenidas, se ensayaron las primeras 36,
constatandose expresion soluble en 10: 4 de L. biflexa, 3 de L. interrogans y 3 de L.
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Figura 18: Resultados de expresion HT a pequeia escala de ambas isoformas de FlaA. A. Tabla de tamafios
esperados para cada construccién y sus compafieros de fusidon; sumando ambos se deduce el tamafio de la

proteina recombinante esperada. Para cada construccién se realizaron ensayos de expresién a pequefia escala
y las fracciones solubles fueron purificadas por IMAC. B-E. Geles SDS-PAGE 12% con las eluciones provenientes
de IMAC. En los geles C. y E. las muestras fueron posteriormente incubadas con la proteasa TEV. Para identificar
las muestras sembradas se utilizé el siguiente cddigo: Las construcciones con FlaAl y FlaA2 de las distintas
especies de Leptospira se muestran con el mismo cédigo de color en la Tabla A. y en los geles B-E: FlaAl de L.
biflexa en rosado y FIA2 de la misma especie en rojo, FlaAl de L.interrogans en celeste y FlaA2 en azul, y FlaAl
L. borgpeterseni en gris y FlaA2 en negro. Cada muestra sembrada se identifica con el nimero de la proteina de
fusién seguido de la construccion de FlaAl o FlaA2. En los casos en que aparecen tres carriles con las mismas
referencias, se trata de las tres concentraciones de Ramnosa testeadas (0, 500 y 1000mM en este orden); vy si
aparecen dos, son las de menor concentracion en el mismo orden. ie. en B. el carril 1 corresponde a la fraccién
soluble purificada de la proteina de fusién MBP_ FlaAl de L.biflexa, sin incubacién con Ramnosa. El MPM
utilizado fue NEB #P7703 10-250kDa, con los tamafios de las bandas mostradas en D. NI: muestra purificada a
partir de una cepa transformada pero no inducida, y C-: muestra purificada a partir de una cepa transformada
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con el vector parental con GFP. Asimismo en los geles, se marcan con recuadros rojos las proteinas de tamafio
esperado, con recuadros negros las bandas con tamafio esperado para las proteinas de fusidn solas y en
recuadros azules, las proteinas que no fueron cortadas por TEV.

Entre los resultados destacados, las fusiones con DsbC para todas las construcciones
analizadas de FlaA2 de las tres especies parecen expresarse abundantemente, y luego del
corte con TEV se observan bandas nuevas del tamafio esperado para los distintos mutantes
de FlaA2. Para FlaAl, solo se obtienen proteinas recombinantes del tamafo esperado para
las versiones mas cortas (DsbC_FlaA1N3) de L. interrogans y L. borgpetersenii. Las fusiones
con MBP mostraron que para FlaAl todas las proteinas analizadas se expresan bien,
obteniéndose los tamafios esperados después del corte, sin importar el largo de Ia
construccion.

3.2.3.4 - Escalado de la produccion recombinante de FlaAl y FlaA2

A partir de los resultados de expresidn a pequena escala de FlaA2, se decidieron escalar a 4
litros de cultivo los transformantes de tres construcciones: DsbC_FlaA2_N1 de L. biflexa,
MBP_FlaA2_N1 de L. interrogans y DsbC_FlaA2_N1 de L. borgpetersenii. Estas proteinas
recombinantes fueron purificadas por pasos sucesivos de cromatografia IMAC1, corte con
TEV en didlisis, IMAC2 y SEC (Figura 19). Las proteinas recombinantes esperadas parecen salir
principalmente en la cola del pico de la primera IMAC, consistente con proteinas que
interactuan mas especificamente con la columna. En el flowthrough de la segunda IMAC
aparecen bandas del tamafo esperado para FlaA2 sola, aunque en el caso de L. interrogans
la banda es mas tenue. En todas las purificaciones, la proteina recombinante esta
acompafada de bandas de mayor peso molecular, reflejdndose en el paso final de purificacion
por cromatografia de exclusion molecular donde aparecen al menos tres picos discretos.
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Figura 19: Purificacion de FlaA2 recombinante: La sobreexpresién de DsbC_FlaA2_N1 de L. biflexa en cepas
Lemo21 de E.coli fue inducida con IPTG a 202C por 18hs en 4Lts de TB. La fraccion soluble fue purificada por
IMAC (columna 5mL); en A. se muestra la elucidn resultante. El eluato fue colectado, dializado on con TEV y
purificado en una segunda IMAC. El flowthrough se concentré e inyecté en una columna SEC75 16/60 cuyo
cromatograma se muestra en B. C. SDS-PAGE 12%. Carril 1: MPM Biolabs #P7711S; Carriles 2-4: purificacién del
mutante N1 de FlaA2 de L. interrogans fusionada a MBP. Carril 2: primer fraccion de elucién de la IMAC 1. Carril
3: cola del pico de elucién de la IMACL. Carril 4: Flowthrough de la IMAC 2. Carril 5: Elucién de la segunda IMAC.
Carril 6: proteasa TEV sola Carriles 7-10: purificacidon de del mutante N1 de FlaA2 de L. biflexa fusionada a DsbC.
Carril 7: primer fraccion de elucién de IMAC 1 mostrado en A. Carril 8: Cola del mismo pico. Carril 9: Flowthrough
de la IMAC 2. Carril 10: Fraccién eluida de la 2da IMAC D. SDS-PAGE 12% mostrando las purificaciones de FlaA2
a partir de de DcbC_FlaA2_N1 de L. borgpetersenii (carriles 1-5) y DcbC_FlaA2_N1 de L. biflexa (carriles7-11)
Carriles 1 y 2: Flowthrough de la IMAC 2; Carriles 3 y 5: picos de SEC75 mostrados en E. con los simbolos (%) y
(*k *k) respectivamente, Carriles 4 y 6: MPM Biolabs #P7711S; Carril 7: Flowthrough IMAC 2 de otra purificacion
de DsbC_FlaA2_N1 de L. biflexa, Carril 8: idem 7 con la muestra mds concentrada, Carriles 9-11: picos de SEC75
mostrados en B. con los simbolos (%), (% %)y (% % %) respectivamente. E. Cromatograma SEC 75 16/60 de
DcbC_FlaA2_N1 de L. borgpetersenii. En la IMAC 1 eluyen 2 picos mds discretos que para los casos anteriores,
por lo que se separan en los siguientes pasos de purificacién. En esta figura se muestran las eluciones SEC
superpuestas para ambos purificados por separado. F. Cromatografia SEC 75 16/60 de la purificacion de
MBP_FlaA2_N1 de L. interrogans mostrada en C. Las dos bandas mostradas en recuadros rojos en C. y la de
mayor PM mostrada en D. fueron identificadas por espectrometria de masas y corresponden a FlaA2, la restante
es una chaperona.

El andlisis por espectrometria de masas reveld que FlaA2 se purifica en forma soluble pero
formando agregados, y el hecho de que copurifique con una chaperona es senal de
plegamiento incorrecto. Cromatogramas similares se observaron para el resto de las
purificaciones de FlaA2, sugiriendo una situacidn similar en todos los casos.

Para FlaAl, se adoptd una estrategia diferente escalando a 200 mL las 11 construcciones mas
prometedoras para comparar rendimientos. Basandose en los resultados, se decidid escalar
a 4 litros y purificar las construcciones que expresan: FlaAl N1 de L. biflexa sin fusion,
DsbC_FlaA1_N3 y MBP_FlaA1_N1 ambas de L. interrogans, posteriormente sumando
FlaAl_N1 de L. borgpetersenii (Figura 20). Para las primeras tres construcciones, si bien se
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obtienen solubles y con buen rendimiento, practicamente toda la proteina sale en el volumen
de exclusién de la cromatografia, formando agregados solubles. Por DLS se confirmé la
formacidn de agregados de aproximadamente 600 kDa que no son reversibles variando el pH
o la fuerza idnica. No obstante, las muestras parecen ser monodispersas con indice de
polidispersién menor a 0.2 y contienen Unicamente dos poblaciones de tamafo definido,
indicativo de que se encuentran bien plegadas.
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Figura 20: Expresion y purificacion de FlaAl recombinante a mayor escala. Células de E. coli Lemo21
transformadas con el plasmido que expresa la proteina de fusién que se indica fueron cultivadas en 4Lts de
medio TB e inducidas con IPTG a 202C por 18hs. Las fracciones solubles resultantes fueron purificadas por
cromatografia de afinidad IMAC, colectadas y dializadas on con TEV. Al dia siguiente se realizé una segunda IMAC
colectando el flowthrough que fue concentrado e inyectado en Cromatografias de exclusién moleular. A.
Cromatograma de SEC 75 16/60 para la purificacién recombinante de FlaAl_N1 de L. biflexa, con la curva de
calibracién de la columna superpuesta para mostrar que la proteina forma agregados que eluyen en el volumen
de exclusion de la columna. B. Cromatograma de SEC 75 16/60 para la purificacidn la proteina de fusion
MBP_FlaAl_N1 de L. interrogans. C. Cromatograma de SEC: S200 10/300, de la proteina de fusion
DsbC_FlaAl_N3 de L. interrogans. Esta SEC analitica fue realizada inyectando la muestra colectada a partir de la
SEC75 16/60, y como forma de comprobar la formacidn de agregados solubles de gran tamafio que eluyen en el
volumen de exclusién tanto de una SEC75 como de una S200. D. Tabla de datos y distribucién de Intensidad vs.
Tamario obtenido del analisis por dispersion dindmica de luz visible (DLS) de FlaA1_N1 de L. biflexa mostrando
una muestra poco polidispersa con 2 poblaciones distintas y homogeneas, que no se ven notoriamente alteradas
ante cambios en la fuerza idnica. E. Cromatograma de SEC 75 10/300 para la purificacion recombinante de
FlaA1_N1 de L. borgpetersenii. Esta cromatografia analitica se obtuvo al inyectar una muestra colectada el dia
anterior como el pico no excluido de menor tamario de la SEC75 26/60, mostrando que se establece un equilibrio
en la formacién de estos agregados.

Para FlaA1_N1 de L. borgpetersenii, si bien también se observan dos poblaciones en la
purificacién por SEC, la proporcidon de proteina no excluida de la columna es mayor. Esta
fraccién pudo ser colectada por separado y reanalizada al dia siguiente por SEC analitica,
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observandose que se establece un equilibrio con FlaAl en distintos estados de agregacion. La
poblacién mas grande en tamafio corresponderia a los agregados solubles, que se vuelven a
formar y se observan como un pequefio hombro al inicio del cromatograma, y las de tamafios
mas pequefios podrian corresponder al dimero y mondémero.

3.2.3.5 - Analisis de estabilidad de FlaA1 con nano-fluorimetria diferencial de barrido
Para optimizar las purificaciones preparativas de FlaAl recombinante, promoviendo su
solubilidad y evitando la formacién de agregados, realizamos un rastreo de condiciones que
aumentaran la termoestabilidad para el mutante N1 de FlaAl (A49-A301-316) de L.
borgpetersenii, que tiene la mayor proporcién de mondmero soluble obtenido. La nano-
fluorimetria diferencial de barrido permite medir la fluorescencia intrinseca de las proteinas
dependiente de sus residuos aromaticos, principalmente triptéfanos. Cuando las proteinas se
desnaturalizan, estos residuos que normalmente se pliegan dentro del nucleo hidrofdbico
guedan expuestos, aumentando el cociente 350/330 nm de fluorescencia emitida.

Comenzamos comparando la estabilidad de FlaAl en presencia de concentraciones crecientes
de CaCl; (Figura 21). La fundamentacién se basdé en predicciones estructurales que sugerian
un plegamiento propio de los mddulos de unién a carbohidratos (dominios CBM), donde
varias familias unen cationes de calcio contribuyendo el metal a estabilizar la estructura y
funcidn. Efectivamente, la temperatura de fusidn presenté un corrimiento de 19°C cuando la
muestra contenia 10 mM CaCl, comparada con la misma muestra en ausencia de calcio. Este
gran aumento en la estabilidad se mantiene al seguir aumentando la concentracién de CaCl,,
concluyendo que el cation calcio es un ligando necesario para el correcto plegamiento de
FlaAl. En una siguiente etapa, se evalud la termoestabilidad de la proteina con CaCl,, en
solcuiones amortiguadoras de diferente pH y fuerza idnica. Los resultados indican que la
proteina es mas estable en los amortiguadores HEPES pH 7 y Tris pH 8, y la fuerza idnica
O6ptima se situa en torno a 150 mM NaCl. También se probaron LiSO,4, LiCl, N-acetil-
glucosamina y acido N-acetil-muramico, con y sin calcio. A excepcidon del acido N-acetil-
murdamico, se observan diferencias de estabilidad unicamente cuando se comparan las
soluciones con y sin CaCl,. Los efectos observados con acido N-acetil-muramico resultaron ser
los mismos que los obtenidos para la proteina TEV utilizada como control negativo,
concluyendo que los cambios en fluorescencia son provocados por altas concentraciones del
compuesto sobre cualquier proteina.
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Figura 21: Analisis de estabilidad del mutante N1 de FlaAl de L. borgpetersenii por nanoDSF. A. Efecto de
concentraciones crecientes de CaCl; en la termoestabilidad de la proteina. B. Efecto de distintas soluciones
amortiguadores con diferente pH en la estabilidad de FlaAl. C. Rastreo de las mejores condiciones de fuerza
idnica (a distintas concentraciones de NaCl). D. Rastreo de posibles ligandos de FlaAl. Se analiza en particular el
efecto de distintas sales de litio asi como de azlcares presentes en el peptidoglicano: acido N-acetil muramico
(NAcMur), y N-acetil glucosamina (GIcNAc), con y sin CaCl,.

3.2.3.6 — Optimizacion de la purificacion de FlaAl recombinante

Habiendo concluido que el calcio es un posible ligando de FlaAl, se agregd CaCl, a lo largo de
toda la purificacion, desde el inicio del cultivo. Los protocolos fueron optimizados agregando
10 mM CaCl,. El principal cambio observado fue el aumento de solubilidad de la proteina,
disminuyendo su precipitacion entre pasos sucesivos de purificacion. Este efecto acompand
cambios en el estado de agregaciéon de la proteina finalmente obtenida. Si bien siguen
apareciendo dos poblaciones mayoritarias (Figura 22b), ambos picos se encuentran en el
rango de tamafios 20-60 kDa, no observandose agregados supramoleculares, y comenzaron
a distinguirse mejor los picos correspondientes al monémero y dimero. El andlisis por
espectrometria de masas de la banda principal identifica Unicamente la proteina esperada.
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Optimizacion de la purificacion de FlaAl
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Figura 22: Optimizacién de la purificacién de FlaAl recombinante. A. Cromatograma de la IMAC (5mL), el primer
paso de purificacién de la proteina FlaA1_N1 de L. borgpetersenii (siempre con 10mM CaCl,). B. Cromatograma
del dltimo paso de purificacién de la misma proteina por SEC75 26/60. En la esquina dererecha puede observarse
el gel SDS-PAGE 12% asociado a esta purificacién. Carril 1: MPM Biolabs #P7711S prestained; Carriles 2-5:
Fracciones sucesivas colectadas de los picos en el cromatograma SEC. Puede observarse la aparicion bandas de
mucho mayor peso molecular que el correspondiente al monémero de boFlaA1N1 (28,6 KDa). La banda indicada
en el carril 3 fue cortada y analizada por espectrometria de masas confirmando la identidad de esta proteina. C.
Idem B. pero comparando las purificaciénes en presencia de DTT por SEC 75 16/60 con y sin calcio. A la derecha,
SDS-PAGE 12% asociado a la purificaciéon con DTT y CaCls. carril 1: MPM Biolabs #P7711S prestained; carril 2:
muestra obtenida del unico pico de la SEC 75 16/60. D. SDS-PAGE 12% siguiendo los primeros pasos de la
pruificacion de boFlaA1N. carril 1: MPM, 1. Fraccidn total del cultivo inducido, 2. Fraccién insoluble del cultivo
inducido, 3. Fraccién soluble del mismo cultivo, 4. Flowthrough con las proteinas que no quedan retenidas en la
primer IMAC, 5. Fraccion B2 tomada del cromatograma en A., 6. Fraccion D8 tomada del cromatograma en A. en
la cola del pico eluido, 7. muestra de la fraccidn total eluida finalmente colectada de esta IMAC, 8. Flowthrough
de la segunda IMAC luego del corte con TEV, 9. elucién de la segunda IMAC. E. Cromatografias analiticas, SEC 75
10/300 comparando las construcciones boFlaAl_N1y _N3, con y sin tratamiento con DTT e iodoacetamida; F.
Cromatografia SEC75 16/60 mostrando el paso final de purificacién de FlaAl_N1 de L. biflexa con el método de
purificacion optimizado.

El andlisis por SDS-PAGE reveld varias banas minoritarias de mayor peso molecular al
esperado para el monomero (28,64 kDa) o dimero de FlaA1N1 de L. borgpetersenii, por lo que
se considerd la posible formacion de puentes disulfuro. El agregado de DTT y posterior
incubacién con iodoacetamida eliminaron por completo dichas bandas. Concluimos que uno
0 mas de los tres residuos de cisteina (Cys185, Cys289 y Cys307) ubicados cerca del extremo
C-terminal participan en la formacion de puentes disulfuro, los cuales conducen a la pérdida
de solubilidad. Se optimizo el protocolo de purificacion incluyendo B-mercaptoetanol en los
primeros pasos e incubando con DTT mas iodoacetamida antes de la cromatografia de
exclusién molecular. Esto provoca la reduccidn irreversible de las cisteinas, resultando en un
Unico pico correspondiente al mondmero en la SEC. Se obtiene entonces esta proteina en
escala preparativa, soluble y homogénea para cristalizacién.
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Para obtener versiones proteicas alternativas que aumentaran las probabilidades de
cristalizacidn, se expresaron y purificaron mediante los protocolos analogos las versiones
FlaA1_N3 de L. borgpeterseniiy FlaA1_N1 de L. biflexa. El efecto de la reduccién permanente
de las cisteinas observado para la versién N1, donde toda la proteina pasa al estado
monomeérico, no se mantiene para FlaAl_N3 donde practicamente toda la proteina eluye en
el volumen de exclusion como agregados solubles. Sin embargo, el protocolo optimizado si
funciona para aumentar la solubilidad y disminuir la formacién de agregados solubles en
FlaA1_N1 de L. biflexa.

3.2.3.7 - Ensayos de cristalizacion de FlaAl

Se rastrearon condiciones de cristalogénesis con 32 placas de cristalizacion con la proteina
FlaA1_N1de L. borgpetersenii, analizando 96 condiciones en cada placa y ensayando distintas
concentraciones de proteina. Solo se obtuvieron fibras, cristales de Ca(OH), y sales. Tampoco
se obtuvieron cristales en las 12 placas de rastreo realizadas con FlaA1_N1 de L. biflexa. Para
obtener cristales, fue necesario eliminar la etiqueta Strep fusionada en el extremo C-terminal,
como se ha reportado en la literatura para otras proteinas de fusion[156]. Se disefid un
cebador que codifica un coddn stop al final de la secuencia codificante. La versidon N1 sin
etiqueta fue expresada y purificada a homogeneidad segun el protocolo optimizado, y se
realizaron 16 placas rastreando un total de 1,536 condiciones de cristalizacidn.

Se obtuvieron cristales de proteina en seis condiciones diferentes (Figura 23), de las cuales
una se descartdé por su apariencia y formacion tardia (Figura 23E) y otra no se pudo reproducir
(Figura 23D). Las dos condiciones mas prometedoras fueron: 0.1M Hepes pH 7, 10% m/v PEG
6000 y 1.0M LiCl, donde inicialmente se obtuvieron agujas muy finas que se optimizaron
variando pH, concentracidon de PEG y LiCl, resultando en barritas birrefringentes y 0.1M
cacodilato de sodio pH 6.5, 1.0M sulfato de amonio, donde se obtuvieron cristales cuadrados
gue aparecian entre los 15-20 dias, optimizados mediante variacién de pH, concentracién de
(NH4)2S04 y técnicas de micro-sembrado para disminuir el tiempo de cristalizacién y obtener
cristales mas grandes.
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Reproduccidn y optimizacidn cristales boFlaA1N1 strepless:

A D.
Crystallization condition

JCsG 1I_C7

Crystallization condition
JCSG I_D12 - Gota 2

0.2M Mg Acetate
0.1M Na-Cacodylate pH6.5
20% w/v PEG8000

0.2M Ca-Acetate
0.1M Na-Cacodylate pH6.5
40% v/v PEG300

E.

Crystallization condition <
JCSG I_F3 - Gota 2
p

0.2M Mg Formate
20% w/v PEG3350

Crystallization condition
JCSG IlI_E4 - Gota 3

0.1M MES pH 6.5,
1.6 M Mg-Sulphate

C.
Crystallization condition
JCSG1I_C9 Gotal,2y3

F.
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0.1M Hepes pH7 0.1M Na-Cacodylate
10% w/v PEG6000 pH6.5
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Figura 23: Cristalizacion de boFlaAN1_strepless. Este rastreo de condiciones se realizd con la versién strepless
de la proteina purificada con DTT/iodoacetamida y calcio. La proteina fue concentrada a ~23 mg/mLy su buffer
final es 20mM Tris pH8, 150mM NaCl sin aditivos en la gota 1; con 10mM citrato de sodio en la gota 2; y con
10mM N-Acetil Glucosamina en la gota 3. Se muestran los ensayos de cristalizacién con los Kits comerciales JCSG
I, 11, 'y IV donde se obtuvieron hits en seis condiciones diferentes. En cada caso se muestran a la izquierda las
condiciones en que se obtuvieron; en medio los primeros cristales observados; y a la derecha los cristales que
pudieron ser reproducidos o mejorados. A. Esférulas sin birrefringencia en las tres gotas del ensayo de rastreo
(con y sin aditivos) que pudieron ser reproducidas pero no optimizadas. B. Cristales con forma de barras/agujas
que se obtienen en las tres gotas y tienen poca birrefringencia. Pudieron ser reproducidas. C. Agujas
birrefringentes son obtenidas en las tres gotas de esta condicion, se observa mucho menos cantidad de cristales
en la gota 3 y son mas chicas en la gota 1 que en la 2. Pudieron ser reproducidas y optimizadas, obteniendo los
cristales en forma de barritas que se muestran abajo (proteina a ~32,7 mg/mL en reservorio 0.1M Hepes pH7.0,
4% m/v PEG 6000, 1.5M LiCl (izquierda); ~32,7 mg/mL en reservorio 0.1M Hepes pH7.0, 3% m/v, PEG 6000, 2.0M
LiCl (medio); ~32,5 mg/mL con 2mM CaCl, en reservorio 0.1M Hepes pH7.0, 5% m/v, PEG 6000, 2.5M LiCl
(derecha)). D. Esférulas birrefringentes aparecen en las gotas 1 y 2 de esta condiciéon, no pudieron ser
reproducidas. E. Agujas formando racimos que aparecen en la tres gotas de forma tardia, luego del mes del
ensayo. No se intentaron reproducir. F. Cuadraditos inicialmente bastante planos salen en las tres gotas del
ensayo también de forma tardia, inicialmente a los 15-20 dias. Pudieron ser reproducidos y optimizados, como
se muestra en las figuras de abajo (proteina a 50 mg/mL en reservorio 0.1M cacodilato pH6.5, 1.0M (NH4),S04
(izquierda); proteina a 32,5 mg/mL en reservorios: 0.1M cacodilato pH 7.0, (NH4),S0s 1M (medio) y 0.1M
cacodilato pH 7.5, (NH4)2S04 1M (derecha).

3.2.3.8 - Difraccidn y estructura cristalografica de FlaAl

Los cristales del mutante N1 de FlaAl (A49-A301-316) de L. borgpetersenii fueron analizados
mediante difraccion de rayos X. Las barritas obtenidas en 0.1M Hepes pH 7, 10% m/v PEG
6000 y 1.0M LiCl difractan con ~3 A de resolucién. La estructura, sin embargo fue resuelta a
partir de los cristales cuadrados optimizados en la condicidn 0.1M cacodilato de sodio pH 6.5,
1.0M sulfato de amonio. Los datos finales fueron colectados en el sincrotréon Diamond Light
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Source (Oxford) y las imagenes de difraccidon procesadas con autoProc[157], revelando que
los cristales crecieron en el grupo de espacio ortorrémbico P2,2,2, (Figura 24A).

Al momento de resolver la estructura se estaba produciendo la revolucién en la prediccion de
estructuras 3D de proteinas a partir de la secuencia. Si bien AlphaFold ain no habia sido
lanzado, la prediccidn de FlaAl con RoseTTAfold[158] fue suficiente para obtener un modelo
inicial con el cual realizar reemplazo molecular. Se encontraron tres moléculas de FlaAl por
unidad asimétrica (Figura 24C). El modelo atdomico se generd utilizando Phaser[159] y se
refind utilizando Phenix.refine[160], iterando ciclos de refinamiento y reconstruccién en Coot
0.9[161]. La estructura final resuelta fue depositada en la Protein Data Bank con PDB ID 9CYN.

Resolucioén de la estructura de FlaA1 de L. borgpetersenii
A Estadisticas de colecta y procesamiento de datos de difraccién de rayos X B Estadisticas de refinamiento del modelo cristalografico de FlaAl de
de FlaAl L. borgpetersenii.
Spacegroup P212121
Cell parameters 81.417 105.776 108.734 Resolution range 75.82 -1.816 (1.84 - 1.82)**
90.0 90.0 90.0
Wavelength [A] 0.97951 i i i
gth [A] Unique reflections used in 85179 (2786)
refinement
Overall Inner Shell Outer Shell )
Low resolution limit 75.819 75.819 1.848 Reflections used for R-free 4230 (146)
High resolution limit 1.816 4.930 1.816 R-work 0.1842 (0.4334)
Rmerge (all I+ & I-) 0.106 0.042 5.769 R-free 0.2151 (0.4366)
Rmeas (all I+ & I-) 0.110 0.044 5.987 Number of non-hydrogen
Rpim (all I+ & I-) 0.030 0.012 1.596 atoms po28
Total number of observations 1173515 58174 59257 | " 5073
Total number unique 85228 4538 4238 macromolecules
Mean(l)/sd(l) 13.1 475 0.5 ligands 38
Completeness 100.0 100.0 100.0 solvent 417
Multiplicity 13.8 12.8 14.0 o
CC(1/2) 0.998 0.997 0.375 Protein residues 643
RMS (bonds) 0.017
C RMS (angles) 1.32
Ramachandran favored (%) 96.85
Ramachandran allowed (%) 3.15
Ramachandran outliers (%) 0.00
Rotamer outliers (%) 1.13
Clashscore 2.92
Average B-factor 50.15
,\j; macromolecules 49.59
R ligands 70.54
> solvent 55.09

Figura 24: Resolucion de la estructura de FlaAl de L. borgpetersenii por difraccion de rayos X. A. Tabla
mostrando las estadisticas de la colecta y procesamiento de datos de difraccion de rayos X para FlaAl (A49-A301-
316) de L. borgpetersenii. B. Tabla con las estadisticas de refinamiento final del modelo cristalografico de FlaAl
depositado en la PDB con id 9CYN. ** Las estadisticas para la capa de mayor resolucidon se muestran entre
paréntesis. C. La unidad asimétrica de los cristales resueltos tienen tres copias de FlaA que se muestran en verde,
violeta y la tercera coloreada en rampa de colores de azul (extremo N-terminal) a rojo (C-terminal).

La estructura cristalografica final de FlaAl de L. borgpetersenii se resolvié a 1.82 A de
resolucidon. Esta estructura representa la primera determinacidn experimental de la
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arquitectura tridimensional de una proteina FlaA, proporcionando informacién estructural
fundamental para comprender la organizacidn del filamento flagelar de Leptospira.

Los mapas de densidad electronica refinados para la forma P2:2:21 fueron claros vy
permitieron un rastreo seguro desde el inicio del constructo en Met50 N-terminal, hasta los
aminodcidos 278 (cadena A), 281 (cadena B) 0 286 (cadena C), con los ~30 aminoacidos de los
segmentos C-terminales y algunos bucles desordenados indetectables en los mapas de
densidad electrénica. La estuctura de FlaAl se pliega formando un sandwich B céncavo
(Figura 25A), con una lamina antiparalela (hebras 2-B6-13-10-B11) del lado cdncavo y dos
[dminas antiparalelas del lado convexo formando en conjunto una superficie triangular de
tres lados. Las dos hojas que forman el lado convexo del sandwich son de cuatro hebras (B1-
B15-B9-B12y B3-B4-B5-B14)y la que forma el lado concavo de cinco. Uniendo las dos laminas
antiparalelas del lado convexo, encontramos un dtomo de Calcio(Figura 25B). Este catién se
encuentra en una esfera de coordinacion octaédrica constituida por dos dtomos de oxigeno
de la cadena principal de los residuos Ser59 y Lys122, dos dtomos de oxigeno de la cadena
lateral de los grupos carboxilato de Asp61 y Asp264, y los oxigenos de dos moléculas de agua.
La posicién del metal Ca?* une la punta de las largas hebras B5-B14 (a través de Lys122 y
Asp264), con el bucle que conecta las hebras Bl y B2 (a través de Ser59 y Aspb61)
manteniendolas en posicidén en la porcidn bisagra de la cara convexa del sdndwich B. Esta
participacién del calcio en el mantenimiento de la estructura 3D de FalAl explica por qué para
aumentar la solubilidad de las isoformas recombinantes de FlaA fue necesario agregar de
Cloruro de Calcio durante la purificacién.

El plegamiento de FlaAl es caracteristico de mddulos de unién a carbohidratos(CBM)
dependiente de Ca?*, validando las predicciones bioinformaticas iniciales que sugirieron su
similitud. Aunque estructuralmente homdloga a los dominios CBM, FlaAl es una proteina de
dominio uUnico por lo que no forma parte de una entidad mayor con actividad enzimatica
activa en carbohidratos como otros CBM. Pertenece a la extensa clase general de lectinas y
basandonos en ello anticipamos que unird especificamente carbohidratos en el contexto del
filamento flagelar. La superposicion estructural de FlaA1l con CBMs resueltos en complejo con
ligandos de carbohidratos afines nos permitié identificar los sitios mas probables a través de
los cuales FlaAl podria unirse a ligandos de azucar: en la cara concava del sandwich B (Figura
25D) y/o en su superficie B3-p4-B5-B14 (Figura 25C).
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Estructura de FlaA1 de L. borgpetersenii

Figura 25: Estructura resuelta de FlaAl de L. borgpetersenii. A. Estructura de FlaAl (A49-A301-316) de L.
borgpetersenii, coloreada en una rampa de colores de azul (extremo N-terminal) a rojo (C-terminal). Su
plegamiento contiene tres hojas B que se pliegan formando un sandwich B concavo. B. Regién aumentada en la
porcién bisagra de la cara convexa del sdandwich B mostrando la coordinacidn de la proteina con el cation calcio.
C. Regidn aumentada mostrando un posible sitio de unidn a carbohidrato, sobre la superficie de la hoja B3-p4-
B5-B14. D. Estructura de FlaA1l mostrando el otro posible sitio de unién a carbohidratos en la hoja B del lado
céncavo del sdndwich.

3.3 — Interaccion entre proteinas flagelares e identificacion de nuevos componentes
del filamento

Con el fin de dilucidar la arquitectura del filamento de Leptospira, nos propusimos
caracterizar las interacciones que establecen sus componentes conocidos (FlaB, FlaA1l, FlaA2,
FcpA'y FcpB), tanto entre ellos como eventualmente con otras proteinas aun no identificadas
gue pudieran constituir nuevos componentes flagelares. Para ello se llevaron a cabo varias
estrategias complementarias que se describen a continuacién.

3.3.1 — Interaccion in vitro entre proteinas flagelares conocidas: FcpA y FcpB

Comenzamos evaluando la interaccidon entre FcpA y FcpB. Nos enfocamos en estas dos
proteinas no solo porque son proteinas flagelares Unicas del género Leptospira, sino porque
la ausencia de cualquiera de ellas resulta en fenotipos de motilidad traslacional reducida y
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pérdida de la morfologia en gancho o espiralada tipicamente observada en los extremos de
las células de Leptospira. Las cepas knockout fcpA- presentan el fenotipo mas drastico, con
pérdida completa de motilidad traslacional y virulencia, asi como menor diametro de sus
filamentos flagelares.

Previamente se habia observado por microscopia electrdnica que los anticuerpos conjugados
a oro contra ambas proteinas colocalizan en la superficie de los filamentos superenrollados
purificados[105]. Los filamentos fcpA no solo pierden la banda de 36 kDa esperada para FcpA
—detectable por SDS-PAGE y por Western blot—, sino que también desaparece una banda por
debajo de FlaB1 que corresponde a FcpB. Esto no sucede con la cepa knockout fcpB-, cuyos
filamentos pierden Unicamente FcpB y siguen presentando FcpA en cantidades similares a las
de la cepa salvaje[137]. Estas observaciones nos permitieron hipotetizar que FcpA y FcpB
interactuan directa o indirectamente entre si, y muy posiblemente que FcpA es reclutada al
ensamblaje supramolecular primero durante la biogénesis del filamento flagelar in vivo.

Evaluamos la posibilidad de una interacciéon directa entre FcpA y FcpB utilizando
cromatografia analitica de exclusién por tamafio, comparando los perfiles cromatograficos de
FcpA 'y FcpB recombinantes solas versus la mezcla entre ambas (Figura 26). Los resultados no
permitieron detectar una interaccién directa entre ambas proteinas in vitro en las condiciones
del ensayo. No podemos excluir que la constante de afinidad in vitro con las dos proteinas
libres en solucién no sea muy elevada, y que por ello no podamos detectar el complejo por
cromatografia de exclusion por tamafio (por ejemplo, si la constante de disociacion fuera del
orden de ~50-100 uM o mayor).

pellets sobrenadantes
A .. B Flagelos FWT FFcpB- FFcpB FFcpB- - - FFcpB- FFcpB - FFcpB|
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Figura 26: Ensayos de interaccién entre componentes del filamento de L. biflexa. A) Ensayo de interaccién in
vitro entre bFcpA y bFcpB por cromatografia de exclusion por tamafio (SEC). B) Ensayo de asociacién por pull-
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down de filamentos flagelares purificados de la cepa knockout fcpB- de L. biflexa con bFcpB recombinante
(rFcpB). Luego de la incubaciodn, los filamentos reconstituidos fueron separados de la proteina rFcpB soluble por
ultracentrifugacion. En los carriles 3-6 se muestran los precipitados de esta centrifugacion, en los carriles 7-10
los sobrenadantes concentrados por TCA. Segun las medidas de protedmica cuantitativa, FcpB representa un 2%
de las proteinas totales del filamento. Las muestras con 2% rFcpB contienen suficiente bFcpB para la unién (1X),
mientras que las muestras con 20% rFcpB exceden 10 veces la cantidad normalmente presente (10X). Como
control se incluye una muestra sin filamentos donde la proteina aparece solo en el sobrenadante. El control
negativo sin bFcpB muestra la misma cantidad de filamento purificado. Para comparacion se incluyen filamentos
purificados de la cepa salvaje de L. biflexa. * indica una banda inespecifica que aparece solo en sobrenadantes
que contienen rFcpB.

Considerando que la incorporacion de FcpA en el filamento no requiere de FcpB, quizas la
afinidad entre ambas aumenta significativamente cuando FcpA se encuentra polimerizada en
el flagelo. Para probar esto analizamos la asociacién de FcpB recombinante libre a filamentos
flagelares purificados a partir de la cepa mutante fcpB™ de L. biflexa, que verificamos contiene
FcpA. Cuando comparamos los precipitados de filamentos provenientes de la cepa salvaje con
el knockout de fcpB-, observamos que se pierde una banda del tamano esperado para FcpB,
ubicada entre las bandas correspondientes a FcpA y a las FlaB (Figura 26B). Esta banda se
recupera al agregar la proteina recombinante FcpB de la misma cepa, tanto en la cantidad
gue esperamos esté presente en el filamento como 10 veces en exceso.

Agregar FcpB recombinante en exceso no aumenta la intensidad de la banda, es decir, la
proporcién de FcpB en el filamento se mantiene, pero si se observa el exceso en el
sobrenadante que contiene las proteinas no unidas al filamento. Esto no ocurre cuando FcpB
se agrega solo en cantidad suficiente para unirse al filamento; toda la proteina recombinante
agregada al inicio precipita con el filamento, mostrando alta afinidad por el mismo. Nuestros
resultados preliminares indican que FcpB si interacciona con FcpA, pero solo en el contexto
del filamento ensamblado.

3.3.2 - Identificacion de nuevas proteinas flagelares utilizando espectrometria de
masas

En paralelo, para tener un panorama global de las proteinas que componen el filamento,
recurrimos a técnicas de espectrometria de masas. Siguiendo una estrategia top-down, se
cultivo L. biflexa salvaje hasta fase logaritmica y sus filamentos flagelares fueron purificados
segun el protocolo establecido. Los filamentos fueron digeridos con tripsina y los péptidos
resultantes purificados y analizados por LC-MS/MS en la Unidad de Bioquimica y Protedmica
Analiticas (UByPA, Instituto Pasteur Montevideo).

En el proteoma de las preparaciones flagelares encontramos todas las proteinas esperadas:

las cuatro isoformas de FlaB, las dos de FlaA, FcpA y FcpB, junto a 600-1300 proteinas
adicionales. Estos resultados comprueban lo observado por SDS-PAGE: nuestras
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purificaciones flagelares son enriquecimientos periplasmicos que contienen un gran nimero
de proteinas del periplasma ademds de componentes flagelares. Gran parte de este sub-
proteoma incluye proteinas que no han sido identificadas aun.

Para discriminar proteinas del filamento flagelar de otros componentes periplasmicos,
ensayamos distintos protocolos de purificacién para optimizar la pureza de las preparaciones.
Se agregd un paso de ultracentrifugacién en gradiente de CsCl, sin embargo, la cantidad de
proteina total recuperada disminuyé drasticamente sin observarse grandes cambios en el
perifil de proteinas por SDS-PAGE. Se probd sustituir el paso de concentracién por PEG con
sulfato de amonio en su lugar. Si bien no logramos aumentar la pureza de las preparaciones,
nuestros colaboradores pudieron comprobar por microscopia electrénica de transmisidon que
usando el protocolo estandar los filamentos estaban presentes e intactos, observandose
incluso diferencias ultraestructurales entre los distintos mutantes knockout de las proteinas
flagelares conocidas.

Para identificar nuevos componentes flagelares, decidimos entonces realizar analisis
comparativos de los proteomas obtenidos por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas, analizando filamentos purificados de la cepa salvaje L. biflexa
versus mutantes knockout de proteinas del filamento ya conocidas. Filamentos purificados de
cepas salvaje, fcpA- y flaA2- fueron cuantificados por densitometria en gel SDS-PAGE, para
luego sembrar cantidades equivalentes en geles SDS-PAGE 12%, recuperarlos en gel y
digerirlos con tripsina. El andlisis por triplicado de los péptidos resultantes por LC-MS/MS
permitié identificar aquellas proteinas exclusivamente encontradas en filamentos salvajes y
no en las mutantes, asi como proteinas especificas de los mutantes fcpA  y flaA2". Los
filamentos de la cepa flaA2 tienen un mayor nimero de proteinas que aquellos de fcpA-, y
ambos mutantes contienen a su vez mas proteinas que las purificaciones provenientes de la
cepa salvaje (725). Si bien alguna de estas proteinas podria estar verdaderamente aumentada
en los mutantes, indicando por ejemplo un reemplazo de funcion, es mas probable que las
purificaciones de la cepa salvaje tengan un mayor nivel de pureza. En este escenario, las 24
proteinas presentes exclusivamente en salvaje versus fcpA“y las 8 presentes en salvaje versus
flaA2 tienen altas probabilidades de corresponder a proteinas flagelares.
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EM comparativo de purificaciones de L. biflexa
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Figura 27: Espectrometria de masas comparativa entre purificaciones flagelares de cepas salvaje, fcpA- y flaA2-
de L. biflexa. A) Proteinas identificadas exclusivamente en salvaje vs fcpA-. B) Grafico de volcan mostrando las
proteinas diferencialmente expresadas entre salvaje vs fcpA-. C-D) Andlisis semejantes comparando salvaje vs
flaA2-. E-F) Anadlisis comparando fcpA- vs flaA2-. Para construir los diagramas de Venn se utilizé el médulo
estadistico de PatternLab for Proteomics, identificando proteinas detectadas de forma Unica en cada condicién
bioldgica utilizando un valor de corte de significancia estadistica <0.05. Se utilizé el médulo TFold para identificar
proteinas encontradas en ambas condiciones pero que muestran diferencia estadistica significativa (BH g-value
<0.05). Cada proteina presente en al menos 4 de las 6 réplicas totales esta representada por un punto en los
graficos de volcan. Los puntos azules corresponden a proteinas que satisfacen todos los filtros estadisticos y se
consideran diferencialmente expresadas. Las proteinas de interés que se expresan diferencialmente y fueron
confirmadas como parte del filamento flagelar se sefialan con sus cédigos de referencia Uniprot.

Aquellas proteinas cuya abundancia disminuye considerablemente en ausencia de las
proteinas de vaina FcpA y FlaA2 fueron evaluadas con el mddulo TFold del software
PatternLab for Proteomics[162]. Entre las proteinas que se expresan diferencialmente en
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salvaje versus las cepas mutantes, evaluamos primero como candidatas aquellas con mayor
fold change (Figura 27), hipotetizando que dichos componentes podrian corresponder con
mayor probabilidad a proteinas del filamento o interactores de las proteinas FcpA o FlaA2.
Como se muestra en la Figura 27, la mayor parte de ellos terminaron efectivamente siendo
identificados como nuevos componentes del filamento.

De entre las 8 proteinas presentes en la cepa salvaje y ausentes en flaA2" se encuentra FlaA2
(como era de esperar), pero también FlaAl y con menor sefial BOSMT6, un componente del
filamento que no interactia en forma directa con FlaA2. Entre las 24 proteinas presentes
exclusivamente en salvaje y no en fcpA-, 4 de los 6 primeros hits con mayor diferencia de
sefial entre ambas muestras terminaron siendo auténticas proteinas flagelares que nunca se
habian anotado como tal. Sorprendentemente, FcpA y FcpB no estdn en esta lista, lo que
sugiere que estas proteinas disminuyen en cantidad pero no desaparecen completamente en
las preparaciones mutantes, posiblemente debido a contaminacién cruzada o degradacién
parcial.

3.3.3 — Entrecruzamiento quimico covalente de proteinas flagelares acoplado a
espectrometria de masas (XL-MS)

Esta estrategia fue planificada por su complementariedad con las aproximaciones anteriores:
apunta a definir qué componentes estdn cerca uno de otro y a través de qué regiones
especificas. De este modo, permite validar o complementar la informacion estructural
derivada de estudios cristalograficos de proteinas individuales, asi como servir de guia para
posicionar componentes en mapas de crio-microscopia electronica. Nuestras primeras
pruebas de entrecruzamiento quimico fueron llevadas a cabo con el agente comercial BS?G-
do, también conocido como bis-sulfosuccinimidilo glutarato, utilizando proteinas
recombinantes FcpA y FcpB, pero la eficiencia de entrecruzamiento fue muy baja, por lo que
nos inclinamos por el agente de entrecruzamiento NNP9[163,164], desarrollado por el grupo
de nuestra colaboradora, la Dra. Julia Chamot-Rooke (Laboratorio de Espectrometria de Masa
para Biologia/LEMB, Institut Pasteur, Paris). Por su quimica click, consideramos que el NNP9
mejoraria el rendimiento global en la captura y andlisis de péptidos entrecruzados.

El compuesto consta de un anillo fenilo con tres brazos espaciadores, dos de los cuales
contienen en sus extremos grupos N-succinimidil-carbamato. Estos grupos permiten el
entrecruzamiento de aminas primarias, de modo semejante a sus contrapartes NHS-éster,
pero son menos propensos a la hidrdlisis rdpida en agua, aumentando la eficiencia del
entrecruzamiento. En ambos casos quedan unidas de forma covalente e irreversible las
aminas primarias del extremo N-terminal de las proteinas o de sus cadenas laterales de lisina
gue estén en contacto préoximo en el espacio. El tercer brazo de NNP9 contiene un grupo
azido terminal, que permite establecer uniones covalentes con grupos alcalinos unidos por
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enlaces fotoclivables a matrices sélidas de agarosa[165]. De este modo, luego de la reaccion
con NNP9, los péptidos entrecruzados se pueden unir a una matriz sélida que permite
purificarlos y enriquecerlos por el protocolo eFASP (enhanced Filter Aided Sample
Preparation), aumentando significativamente el rendimiento.

El largo del brazo espaciador del NNP9 es de 9 A, pero se ha demostrado que pueden unir
residuos que estén a una distancia de entre 9 y 27 A[165], ya sea dentro de una misma
proteina o en proteinas que interactlan. Esto convierte al entrecruzamiento quimico
acoplado a espectrometria de masas en una poderosa herramienta para descifrar la
estructura de complejos multiproteicos[164,166,167].

Durante una pasantia semestral en el LEMB, utilizamos el compuesto NNP9 para entrecruzar
las proteinas de filamentos flagelares purificados a partir de L. biflexa y L. interrogans. Luego
del entrecruzamiento, las proteinas fueron digeridas, los péptidos entrecruzados purificados
y analizados por LC-MS/MS.

Los primeros resultados del interactoma de L. biflexa salvaje mostraron péptidos
entrecruzados principalmente en la superficie del filamento, pero la intensidad de sus sefiales
en espectrometria de masas era relativamente baja. El hecho de que observdramos
entrecruzamientos entre FlaB nos permitid verificar que el agente NNP9 es suficientemente
pequeio para penetrar la estructura del filamento, aunque lo mismo no ocurria con la
tripsina. Dado que los filamentos precipitaban y solo logrdbamos su digestién parcial,
inicialmente fue dificil establecer las mejores condiciones de digestion y entrecruzamiento.
Para incrementar la seiial, se variaron las concentraciones de NNP9 y se probaron diferentes
estrategias para optimizar la digestién de los filamentos purificados, incluyendo el agregado
de distintas concentraciones de urea y detergentes como Rapigest, SDS y Sarkosyl, e incluso
la gelificacidén en tubo. Realizamos ocho intentos con mejoras limitadas, tanto en la intensidad
de los espectros como en el nimero de péptidos entrecruzados.

Intentamos mejorar la purificacion removiendo el ADN con benzonasa para mejorar el
pipeteado de las muestras y evitar que el ADN pudiera tapar los filtros durante los pasos de
lavado. También notamos que el protocolo inicial de purificacion en el paso final involucraba
resuspender los flagelos en agua miliQ, lo que quizas dificultaba la deteccién de péptidos
entrecruzados. Con estos cambios incluidos, entrecruzamos 100 pg de purificaciones de
filamentos con 150 nmoles de NNP9. Si bien este cociente de NNP9/proteina total es tres
veces mayor al estdndar normalmente utilizado para XL-MS, razonamos que el agente de
entrecruzamiento estaria siendo secuestrado por una gran cantidad de otras proteinas dado
que la purificacion de filamentos es solo parcial.
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Estos ajustes llevaron a obtener un primer juego de datos completo de entrecruzamiento.
Aunque la intensidad de los péptidos entrecruzados siguid siendo relativamente baja, el
cromatograma se vio poblado con un nimero mucho mayor de especies altamente cargadas.
Detectamos 469 entrecruzamientos en un triplicado, muchos de ellos perteneciendo a las
proteinas flagelares esperadas. Enfocandonos en las proteinas flagelares, la mayor parte de
los entrecruzamientos fueron encontrados en proteinas del nucleo del filamento (FlaB) y
entre las proteinas de vaina FcpA 'y FcpB.

Se realizaron otros experimentos adicionales, escalando el contenido total de proteinas para
incrementar la sefial y determinar si estas interacciones se reproducian. A lo largo del
proyecto hubo mejoras sustanciales en el andlisis de los datos de espectrometria de masas.
Inicialmente era necesario buscar los entrecruzamientos en la base de datos y validarlos de
forma manual. Con las innovaciones, sobre el final del proceso de modelado los nuevos
algoritmos de analisis automatico permitieron una validacidon automatica y sin sesgo humano.
Asimismo con las sucesivas innovaciones del proyecto, fuimos capaces de buscar proteinas
Unicas de interés e identificar todas aquellas proteinas con las que interaccionan.

Para evitar sesgos al comparar diferentes juegos de datos analizados de forma diferente,
decidimos analizar todos los juegos de datos que dieron sefales suficientemente intensas con
la nueva version del software MS Studio, fijando como punto de corte un FDR (False Discovery
Rate) de 1%. Las purificaciones flagelares contienen al menos 1,327 proteinas distintas (Figura
28), la mayoria de las cuales no son componentes del filamento, confirmando asi la
justificacion de triplicar la cantidad de NNP9 utilizado.
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A Entrecruzamiento quimico de flagelos de L. biflexa

Labeled type Trial 1 Trial 2 Trial 3 Trial 4 Combined data
Dead-end 3733 4207 3810 2691 8551
Cross-linked 469 334 531 429 1308
Loop-linked 1987 1404 1921 1562 3923
Total labeled proteins 841 708 823 627 1327
B Trial 1 Trial 2
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Figura 28: Ensayos de entrecruzamiento de L. biflexa salvaje. A) Tabla resumiendo el nimero de péptidos
marcados con el agente NNP9 en cada ensayo. El ensayo/trial 1 consiste en un duplicado, mientras que los trials
2,3y 4 son triplicados, totalizando 11 corridas en los datos unificados. Las columnas muestran los distintos tipos
de marcaje con NNP9: "Dead ends" refiere a residuos donde se unié el agente NNP9 solo en un extremo sin
entrecruzar péptidos; "Cross links" refiere a péptidos entrecruzados de proteinas distintas o dentro de un mismo
mondmero espaciados por 10 o mas residuos aminoacidicos; "Loop-links" refiere a entrecruzamientos intra-
proteina espaciados por menos de 10 aminodcidos. Las proteinas totales marcadas representan la cantidad de
proteinas distintas a las que se unid el NNP9, totalizando 1,327 en todas las muestras combinadas. B) Redes de
interaccidon proteina-proteina (PPl) de la proteina de vaina FcpA incluyendo todos los ensayos de
entrecruzamiento. De las proteinas que componen el filamento, FcpA establece la red mas grande de
entrecruzamientos, con interacciones tanto inter- como intra-moleculares.

En todos los juegos de datos, cuando FcpA se encuentra en el centro, la red de interacciones
es mas grande (Figura 28B). Esto se debe en parte a que estas proteinas de vaina se
encuentran expuestas al solvente y tienen una gran superficie disponible para que el agente
de entrecruzamiento reaccione, y por otra parte, debido a que FcpA es una de las proteinas
mas abundantes del filamento. En las cuatro redes, la proteina que establece un mayor
numero de entrecruzamientos con FcpA es FcpB.
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Resumen del namero de entrecruzamientos y
péptidos flagelares marcados por el agente NNP9

c Dead ends Loop - XLs Intra-XLs Inter - XLs
FlaB1 13 0 8 17
FlaB2 9 1 5 10
FlaB3 3 0 1 0
FlaB4 12 6 3 12
FlaAl 19 18 4 10
FlaA2 32 11 8 6
FcpA 40 23 17 74
FcpB 33 23 5 a7

B0SJC6 22 18 14 4
BOSMT6 0 0 0 1
BOSKN8 14 15 9 22
BOSMK8 18 5 2 15
BOSPP1 17 3 5 9
BOSTF2 25 14 8 10
BOSTN7 16 9 1 1

Figura 29: A) Vista de los marcajes quimicos mediados por el agente NNP9 en la vaina del filamento flagelar de
L. biflexa salvaje. Los entrecruzamientos quimicos se muestran en azul mientras que los dead-ends se ven en
amarillo. B) Vista en corte axial de A. C) Tabla resumiendo el nimero de entrecruzamientos y péptidos marcados
por agente de entrecruzamiento NNP9 para cada uno de los componentes detectados en filamentos purificados
de L. biflexa salvaje.

Con respecto a las otras proteinas previamente conocidas, tanto FlaAl como FlaA2 estdn
presentes en las muestras (Figura 29). Para FlaAl se detectan 19 dead-ends, 22
entrecruzamientos intra-moleculares y 9 inter-links consigo misma (incluyendo un homo-
entrecruzamiento que se establece entre dos residuos de Lysi13 de dos mondmeros de FlaAl).
La Unica otra proteina con la que entrecruza FlaAl es FlaA2, entre las que se detecta un Unico
entrecruzamiento. Para FlaA2 se detectan 32 dead-ends, 19 entrecruzamientos intra-
moleculares y 5 inter-links: 1 consigo misma, 1 con FlaAl y 3 con proteinas no identificadas.

Para los cuatro ensayos, una de estas proteinas previamente desconocidas (Uniprot BOSTF2)
conecta a FlaA2 con FcpA, por lo que probablemente esta proteina constituya un componente
flagelar en si mismo. El otro caso similar es el de la proteina con cédigo BOSPP1, que
entrecruza tanto con FcpA como con FcpB. Ademas, otras 70 proteinas desconocidas
aparecen interactuando con al menos un componente flagelar. Para discriminar cuales son
buenos candidatos a ser verdaderamente proteinas del filamento, fue necesario combinar

-74 -



estos resultados con los datos comparativos de espectrometria de masas. Integrando estas
metodologias con los mapas de crio-microscopia electréonica (ver mas abajo), pudimos
identificar y modelar 5 de estas proteinas previamente anotadas como hipéteticas, formando
parte fehacientemente del filamento flagelar de L. biflexa salvaje. Unicamente 5 de los
entrecruzamientos finales no son consistentes con el modelo tridimensional final del
filamento ensamblado.

3.4 - Enfoque integrativo para construir el modelo 3D del filamento flagelar nativo
de Leptospira

3.4.1 - El filamento flagelar de Leptospira es asimétrico

A comienzos del 2020, nuestro grupo publicd un primer modelo atomistico del filamento
flagelar de Leptospira[168]. Este trabajo combind la informacion estructural de algunos
componentes individuales resueltos por cristalografia de rayos-X, ajustados sobre mapas de
crio-tomografia electrénica (crio-ET) del filamento flagelar completo de L. biflexa salvaje
(Figura 30). El mapa de crio-ET fue obtenido a ~12-14 A de resolucién usando la aproximacion
de promediado de subtomogramas, por el grupo de nuestro colaborador Charles Sindelar
(Universidad de Yale, USA).

. . Sheath Core Sheath
Primer modelo de filamentos L. biflexa wt G (Concave side) FlaB (Convex side)

C Concaveside Convex side

B Proximal End
577G D Concave side Convex side

Core:
Outer
layer
Inner
layer

fepB-

Concave side

Distal End

Figura 30: Modelo 3D atomistico del filamento de L. biflexa salvaje, figura adaptada a partir del articulo "An
asymmetric sheath controls flagellar supercoiling and motility in the leptospira spirochete" Gibson et
al.,2020[168] A. Imagen representativa de uno de los filamentos purificados vitrificado, visto por crio-
microscopia electrénica de transmision; estas muestras fueron observadas por tomografia en el mismo
microscopio, tomando multiples imagenes de cada filamento mientras se giraba la platina. B. Volumen final por
crio-tomografia electrénica (crio-ET) del filamento flagelar. La resolucion fue mejorada lo maximo posible
utilizando la técnica de promediado de subtomogramas, identificando regiones repetitivas de la supraestructura.
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Notese la vaina asimétrica con diferentes componentes identificados en distintos colores (verde, azul y rosado),
rodeando al nucleo central (amarillo) helicoidalmente simétrico. C-D. Corte transversal y longitudinal
respectivamente de los mapas de crio-ET. Las regiones con asimetria se destacan con flechas, incluyendo un
surco del lado cdncavo, en la curvatura interna del filamento. La linea punteada en C, es el sitio de corte axial
desde donde se observa el panel D. E. Corte transversal del mapa de crio-ET de la cepa salvaje, filtrado a 18 A de
resolucion (para mejorar la comparacion con el panel F). F. Corte transversal del mapa de crio-ET de la cepa fcpB-
(que fue obtenido a 18 A de resolucién); con circulos punteados en azul se subrayan las diferencias con el mapa
del panel E, correspondientes a cuatro densidades del lado convexo que coinciden con la ubicacién ajustada de
los protémeros de FcpB en la cepa salvaje. Una porcion de densidad adicional del lado céncavo (* marcado en
rojo) no pudo ser asignada en el modelo, pero podria corresponder a FlaAl y/o FlaA2. G. Corte transversal como
en el panel B, aqui con el modelo atémico del nicleo y vaina del filamento ajustados dentro del mapa crio-ET. El
nlcleo se muestra en amarillo y contiene 11 protofilamentos de FlaB1, mientras que en la vaina, del lado
convexo, encontramos seis protofilamentos de FcpA (en azul) y, sobre ellos en una capa mas externa, cuatro
protofilamentos de FcpB (en verde). Notese densidad en el lado céncavo del apéndice (coloreada en rojo), que
debido a la limitada resolucién del mapa crio-ET, no se podia aln interpretar en términos moleculares. H. Mismo
modelo que en el panel G, pero aqui ilustrado sin el mapa superpuesto, para mayor claridad.

La construccion del modelo inicial se realizd bajo la hipétesis de la interacciéon FcpA-FcpB,
modelando heterodimeros de estas proteinas utilizando: i) el modelo por homologia de FcpB
de L. biflexa utilizando como molde la estructura experimental de L. interrogans (introducida
en la seccidn 3.2.2); y ii) la estructura cristalografica de FcpA de L. biflexa (seccion 3.2.1). Los
heterodimeros candidato con menor energia fueron seleccionados para realizar una
busqueda exhaustiva de ajuste sobre el mapa de crio-ET del filamento. La correcta ubicacién
de FcpB fue ademas confirmada por comparacién con crio-tomogramas obtenidos con la cepa
fcpB- de L. biflexa (Ey F).

En la construccion del ndcleo interno de flagelinas (FlaB) se asumié que la organizacién
helicoidal propia de los flagelos bacterianos, con 11 protofilamentos de flagelina se mantenia
en Leptospira. Un modelo por homologia de FlaB1 (Uniprot BOSSZ5, ortéloga a la isoforma
mas abundante de FlaB en L. interrogans), calculado usando como templado a la flagelina FliC
de Salmonella enterica (modelos descritos en la seccion 3.1.2) fue posicionado de forma
manual sobre el mapa de crio-ET. Utilizando luego el suite de programas Rosetta, la posicidén
de cada protémero de FlaB1 fue refinada por un proceso iterativo: ciclos de ajuste en cuerpo
rigido, seguidos de minimizacidn de energia de la cadena principal y cadenas laterales.

Como puede verse en la Figura 30, el modelo atdmico interpretado revela una estructura
organizada en dos capas. La capa interna consiste en el nucleo de proteinas FlaB donde, como
se esperaba, ajustan bien 11 protofilamentos de FlaB empaquetados lado a lado a lo largo del
eje largo de la hélice. Este nucleo central es muy similar al observado para otros filamentos
flagelares, que en la mayoria de las bacterias exoflageladas conforman el filamento en su
totalidad. En Leptospira sin embargo, el polimero esta recubierto por una vaina altamente
asimétrica (con distintas densidades proteicas en distintos lados del apéndice). La superhélice
del filamento muestra una curvatura pronunciada con un lado cdncavo y otro convexo. En el
lado convexo de la vaina se ubican las dos proteinas Fcp (FcpA 'y FcpB), también dispuestas en
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hileras longitudinales de protofilamentos a lo largo del eje central. Las FcpA se ubican en una
capa mas interna de cinco protofilamentos que interactuan en forma directa con el nucleo
central de FlaBs. Los protofilamentos de FcpB por su parte, se disponen en el surco externo
entre dos de FcpA contiguos, conformando una segunda capa mds externa alejada del nucleo
central. Del lado céncavo del filamento, en el lado opuesto de la vaina, se observa un surco
lateral sin densidad electrdnica, y hacia cada uno de sus flancos, dos grandes porciones de
densidad (en rojo) que no podiamos asignar aun a especies moleculares conocidas, pero que
muestran ser divergentes en estructura con respecto a las Fcp. Estas densidades podrian
corresponder a las isoformas de FlaAl y FlaA2 (para las que, a esta altura de avance del
proyecto, no disponiamos de estructura 3D conocida). Dado el volumen de la densidad podian
de hecho corresponder a dimeros de FlaA, y/o proteinas adicionales alin no anotadas.

Este primer modelo atomico del filamento flagelar de Leptospira representd un importante
hito, descubriendo las posiciones de componentes flagelares previamente conocidos dentro
del mapa reconstruido por crio-tomografia electréonica. Una vez realizados los analisis de
protedmica comparativa y cross-linking de filamentos purificados, pudimos interrogar este
modelo inicial de baja resolucion verificando su compatibilidad con la red de interacciones
proteina-proteina. Los 29 entrecruzamientos entre FcpA y FcpB (Figura 29) coinciden vy
confirman el modelo propuesto. Lo mismo sucede con 6 de los 7 inter-entrecruzamientos
entre mondmeros distintos de FcpA y los 6 entre FcpBs dentro de un mismo protofilamento.
FcpA establece 40 entrecruzamientos intra-moleculares, 23 de los cuales son loop-links que
se establecen entre residuos a una distancia menor a 10 aminoacidos. De los 17 intra-links
restantes hay 3 que no se encuentran modelados en la estructura final propuesta. Por su
parte FcpB establece 28 intra-links, 23 de los cuales son loop-links y todos son coherentes
con la estructura tridimensional de la proteina. Este numero de interacciones y el hecho de
que practicamente todas coincidan con las estructuras cristalograficas y el modelo final
propuesto del ensamblaje valida ademas la metodologia XL-MS, a pesar de la baja intensidad
de sus espectros. La espectrometria de masas también logra distinguir entre las cuatro
isoformas homodlogas de FlaB, y las 70 marcaciones diferentes de NNP9 que involucran
interacciones entre FlaB coinciden con nuestro modelo tridimensional actual del filamento.

3.4.2 - En el filamento flagelar de Leptospira se identifican nuevos componentes

El siguiente paso adelante en la interpretacién de la arquitectura molecular del filamento de
Leptospira fue publicado en 2022 en bioRxiv[169]. En él se presentan las estructuras de los
filamentos salvajes de L. biflexa (aun a una resolucién relativamente limitada de ~6.5 A), y de
los mutantes fcpA- de L. biflexa (3.8 A) y flaA2- de L. interrogans (2.9 A), significando estas
ultimas dos estructuras de filamentos mutantes un avance enorme en términos de la
resolucidn a la que los mapas podian resolverse.
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El adelanto mayor en este sentido fue conseguido en el Laboratorio del Dr C. Sindelar, donde
por vez primera se pudo aplicar analisis de particula Unica para reconstruir los volumenes por
crio-microscopia electrénica (crio-EM). Debido a que los filamentos tienen una geometria
superenrollada y adoptan una orientacién preferencial, alcanzar estas resoluciones por crio-
EM no fue una tarea trivial para nuestros colaboradores; requirié la aplicacién de métodos
innovadores de procesamiento de imdagenes especificos para estructuras con curvatura como
Emclarity[170].

La tarea fue aun mas desafiante considerando la heterogeneidad en la composicion de los
filamentos. De hecho, observando preparaciones de filamentos de la cepa mutante fcpA-, se
terminaron resolviendo dos tipos de poblaciones estructurales netamente diferentes que
estaban mezcladas en las muestras: una con filamentos mas gruesos que la otra. La poblaciéon
de filamentos finos, que se observa en la Figura 31, tiene aproximadamente 120 A de
didmetro, y consiste Gnicamente del ntcleo interno de FlaB. La resolucién local de 3.4 A que
alcanzd la reconstruccion 3D de este mapa nos permitié trazar las cadenas principales de las
proteinas FlaB, muchas cadenas laterales, y explicar la mayor parte del mapa.
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Figura 31: Los filamentos finos de Leptospira biflexa fcpA- estan compuestos principalmente de FlaB4. A.
Micrografia mostrando la heterogeneidad en el grosor y la curvatura de los filamentos flagelares de fcpA-. Con
flechas rojas se marcan los filamentos gruesos y finos. B. Volumen final promediado de los filamentos flagelares
finos de fcpA- en vista lateral. Las densidades correspondientes a los carbohidratos se muestran en rojo. C. Corte
axial de B. D. Vista aumentada de los residuos glicosilados de FlaB. Los marcados con recuadro mds grueso,
treoninas 137 y 182, son exclusivos de la isoforma FlaB4. La posicidn de estos residuos en FlaB se muestra abajo.
E. Alineamiento de las cuatro isoformas de FlaB de L. interrogans y L. biflexa en la regidon donde se identifican los
carbohidratos. Se muestran con flechas rojas los residuos que se observan en D. Figura adaptada de Brady et
al.2022[169].
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En la superficie del filamento encontramos pequefas densidades (en rojo en las Figuras 31B,
C y D) no explicadas por ninguna de las cuatro isoformas de FlaB. Dado que los residuos de
FlaB que se ubican en estos sitios corresponden a serinas o treoninas, concluimos que se trata
de O-glicosilaciones de superficie. Si bien la identidad de estos carbohidratos permanece
hasta el momento desconocida, los sitios de glicosilacién nos permiten discriminar entre
isoformas de FlaB. En particular, de las siete O-glicosilaciones que se muestran en la Figura
31D, cinco estan modificando residuos conservados en todas las isoformas de FlaB; mientras
gue las ultimas dos, correspondientes a las Thr137 y Thr182, nos permiten determinar que se
trata de FlaB4, la Unica isoforma que tiene treoninas en dichas posiciones (ver alineamiento
en Figura 31E).

Por otra parte, de los filamentos gruesos, la clase mayoritaria (~53% de los segmentos
considerados) pudo ser resuelta a 3.8 A (con resoluciones locales en el rango de 3.4 - 4.4 A):
se trata de filamentos curvos, pero con menor curvatura que la observada para la cepa salvaje
(Figura 32A). Su estructura contiene, ademas del nucleo interno de FlaB, una densidad
ubicada en la vaina, de tamafio consistente con la presencia de dos proteinas que se asocian
entre siy al nucleo de FlaB en el lado céncavo del filamento (Figuras 32By C).
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Identificacion de FlaA2 en filamentos gruesos
L. biflexa fcpA-
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Figura 32: Identificacion de FlaA2 en los filamentos gruesos de L. biflexa fcpA-. A. Distancias de repeticidn axial
de protémeros consecutivos de FlaB, comparando filamentos salvajes vs mutantes fcpA- y flaA2-, medidas por
separado sobre la cara interna (en rojo), externa (verde) de las superhélices. Su promedio (en amarillo) se
considera la distancia al centro de la hélice, sobre la cual se puede medir el paso. A mayor diferencia entre los
valores de estas tres posiciones, mayor es la curvatura del filamento. El filamento salvaje es por tanto el que
presenta mayor curvatura, le sigue fcpA-, mientras que los filamentos de flaA2- son completamente derechos.
B. Reconstruccién 3D final en corte transversal (arriba) y longitudinal (abajo) de los filamentos gruesos de la cepa
fcpA-. La estructura contiene dos proteinas de vaina que interactlan entre si (se muestran en fucsia y naranja).
C. Vista aumentada de la proteina que se muestra en fucsia en el panel B, con el modelo AlphaFold2 de FlaA2 de
L. biflexa superpuesto en el mismo color. Se muestra la interaccién con FlaB (en amarillo) mediada por
glicosilaciones (en rojo). D. Modelo AlphaFold (en azul) superpuesto a la estructura final refinada de FlaA2 (en
fucsia). E. Interacciones proteina-carbohidrato entre FlaA2 y FlaB: El presunto glicano en Ser148 (FlaB4)
interactta con Argl45 y His208 (FlaA2), y el glicano en Thr137 (FlaB4) interactua con Argl63 y Argl166 (FlaA2). F.
Interacciones proteinas FlaA2-FlaB: His208 y Val207 (FlaA2) interactian con Ser146 (FlaB4), y Phe182 (FlaA2)
interactla con Thr179 y Val180 (FlaB4). Figura adaptada de Brady et al.,2022[169].
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Considerando que en el modelo previo obtenido por crio-ET con filamentos de la cepa salvaje,
sobre esta cara interna cdncava del filamento se ubicaban densidades que postulabamos
podrian corresponder a las isoformas de FlaA, y considerando ademas que los filamentos
fcpA™ carecen de las otras dos proteinas de vaina mayoritarias conocidas, FcpA y FcpB,
intentamos ajustar la estructura cristalografica de FlaAl y el modelo AlphaFold2 de FlaA2 en
esta densidad de vaina de la cepa fcpA'. Resultd claro que una de las porciones de dicha
densidad correspondia con FlaA2 de L. biflexa, lo que permitié refinar el modelo atdomico de
FlaA2 in situ sobre este mapa de crio-EM.

En la Figura 32D se comparan los modelos inicial y final de FlaA2; la prediccion es muy buena,
aunque se observan diferencias en los bucles de FlaA2 y principalmente en el extremo C-
terminal, donde FlaA2 forma un "tentdculo" que se proyecta hacia afuera de la estructura y
contacta a la subunidad FlaA2 adyacente en el protofilamento permitiendo la polimerizacion.
Por otra parte, como se observa en las Figuras 32E y F, la interaccidn de FlaA2 con el nucleo
central de FlaBs, estd mediada por dos sitios de contacto proteina-proteina y por dos
interacciones que FlaA2 establece con los residuos glicosilados de FlaB: la Ser148 conservada
en todas las isoformas de FlaB, y la Thr137, que es exclusiva de FlaB4. Dichas interacciones
mediadas por azucares se localizan en FlaA2 precisamente en una de las regiones de unidn a
carbohidratos que habiamos pronosticado para FlaAl al analizar su estructura cristalografica
(ver seccién 3.2.3).

La segunda porcion de densidad crio-EM sin identificar en los filamentos gruesos de fcpA-, no
coincidia con ninguna proteina conocida, y la resoluciéon local de esa zona no era lo
suficientemente alta (4.4 A) como para trazar una cadena principal directamente en base a la
densidad crio-EM. Es precisamente en este contexto que nuestra aproximacion integrativa, y
mas especificamente los resultados descritos en las secciones 3.3.2 y 3.3.3 cobran especial
relevancia. La proteina no caracterizada mas abundante en los andlisis protedmicos de
filamentos de la cepa fcpA-, asi como la cuarta mdas abundante en los provenientes de la cepa
salvaje, corresponde a una proteina con cddigo Uniprot BOSJC6.

A partir de la secuencia de B0OSJC6, su estructura 3D fue predicha con AlphaFold2 —con alta
fiabilidad en la mayor parte de su extensién. Su tamaifio 3D y topologia de estructuras
secundarias —compuesta Unicamente por a-hélices— coincidieron perfectamente con Ia
densidad crio-EM. En la Figura 33B se ilustra un primer posicionamiento aproximado de esta
nueva proteina sobre la densidad misteriosa, revelando que el ajuste es bastante bueno.
Reanalizando nuestros datos obtenidos por XL-MS, BOSJC6 arroja efectivamente un
entrecruzamiento entre las cadenas laterales de los residuos K282 de BOSJC6 y K129 de FlaA2
(Figura 33D), que aunque tenia un score relativamente bajo, se repite en forma consistente
en cinco muestras diferentes de L. biflexa.
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Identificacion de FlaAP en filamentos gruesos
L. biflexa fcpA-
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Figura 33: Identificacion de FIaAP en los filamentos gruesos de L. biflexa fcpA-. A. Vista aumentada de la Figura
32B, enfocando la densidad crio-EM no identificada, que revela una estructura secundaria compuesta
principalmente por a-hélices. B. Superposicién inicial del modelo predicho por AlphaFold2 de la proteina BOSJCS6,
ajustada manualmente dentro de la densidad crio-EM no identificada. C. La estructura final refinada de FlaAP
(marrén) tiene muy buena coincidencia con el modelo predicho con AlphaFold2 inicial (en verde). D. Posicién del
entrecruzamiento detectado por XL-MS entre el residuo K282 de FlaAP y K129 de FlaA2 (a la izquierda se
muestran los péptidos entrecruzados por NNP9). E. Las interacciones proteina-carbohidrato que asocian FIaAP
con FlaB se establecen entre la His226 de FIaAP y el presunto glicano unido a la Thr182 de FlaB4, y entre la Lys126
de FlaAP y el glicano unido a la Thr167 de FlaB4. F. Interacciones proteina-proteina entre FlaAP y FlaB4: la Ala172
(FlaB4) interacciona con el Glu21 (FIaAP), y la Leu143 (FlaB4) interacciona con las Phe93 y Ser24 (FlaAP). Figura
adaptada de Brady et al.,2022[169].

En suma, pudimos identificar a BOSJC6 como un nuevo componente del filamento flagelar,
gue es caracteristico y resulta ser exclusivo de Leptospira. Se lo nombra inicialmente FlaAP
(FlaA-associated protein) por su interaccidén directa con FlaA2, y al igual que FlaA2, FlaAP
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interactla también directamente con el nicleo interno de FlaB mediante dos contactos
proteina-proteina y dos interacciones proteina-carbohidrato (Figuras 33E y F).

En los filamentos gruesos de la cepa fcpA-, la union conjunta de FIaAP y FlaA2 al nucleo interno
del filamento crea una estructura superhelicoidal, en la que se observa curvatura. En
contraste, la cepa mutante KO de flaA2- de L. interrogans, que es también viable aunque no
movil, tiene filamentos completamente derechos y simétricos (Figura 34A). La reconstruccion
de estos filamentos reveld una estructura sorprendente: el nucleo de flagelinas FlaB se
encuentra completamente rodeado por una vaina simétrica de FcpA+FcpB (Figura 34A). Al
igual que ocurre en el lado convexo de la estructura wt, la vaina consta de una primer capa de
proteinas FcpA rodeada por otra capa externa de FcpBs, pero en este caso la estructura cubre
la totalidad de la superficie del filamento de un modo radialmente simétrico.

Modelo de unién cooperativa de las
proteinas de vaina al filamento

1 2 3 4 5
Straight helix ~ Relaxed supercoil Blockers “Expanders’ “No Blockers’
disfavored bind sear bind outer curvature Straight helix (strained)
S

‘ \ Contraction \ ’

Protofilament Asymmetric Symmetric
sliding (seam) expansion expansion

Figura 34: Modelo de unidn cooperativa de las proteinas de vaina en el filamento de L. biflexa salvaje. A. Vista
axial del modelo del filamento flaA2- de L. interrogans. El trazado de los mapas de crio-EM muestra una
estructura simétrica con el nucleo central de FlaBs (en amarillo) rodeado por una vaina de proteinas FcpA (en
verde) y FcpB (en azul). B. Modelo esquematico de unidn de las proteinas de vaina. (1) El homopolimero de FlaB
es una hélice simétrica derecha, aunque esta conformacidn estd desfavorecida y se relaja mediante el "sliding"
de protofilamentos (2). Esto genera una costura sobre la cual se unen las proteinas "bloqueadoras" FlaA2 y FlaAP
(3) creando una estructura asimétrica sobre la cual pueden unirse primero FcpAy luego FcpB (4). Estas proteinas
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funcionan como expansoras estirando la cara convexa del filamento al unirse y aumentando la curvatura del
filamento. (5) En ausencia de las proteinas bloqueadoras, las Fcps son libres de unirse en todas las superficies
del nucleo de FlaBs, lo que explica la estructura simétrica del mutante flaA2-. Figuras tomadas de "Structural
basis of flagellar filament asymmetry and supercoil templating by Leptospira spirochete sheath proteins" Brady
etal.,2022[169].

3.4.3 — Modelo final completo del filamento flagelar nativo de L. biflexa

Pudiendo ahora integrar la estructura experimental de FlaAl de L. borgpetersenii, y
develando la importancia que juega el calcio para su correcto plegamiento (seccién 3.2.3),
optimizamos variantes del protocolo de purificacion de filamentos de L. biflexa, para
purificarlos con vy sin calcio (utilizando el quelante o-fenantrolina para secuestrar el metal
divalente). Distintas preparaciones de estos filamentos fueron analizadas en simultaneo por
espectrometria de masas y por crio-EM. Si bien no se observaron diferencias apreciables en
la composicién o estructura de los filamentos purificados con y sin Ca?*, la resolucién de los
mapas de crio-EM por analisis de particula Unica de filamentos nativos de L. biflexa salvaje
mejord notablemente.

Ya habiamos observado que hay diferencias entre las purificaciones realizadas en los distintos
laboratorios, pero aqui ademads descubrimos de forma accidental que cuando los filamentos
purificados pasan un tiempo a -80°C y luego se descongelan, tienden a quebrarse de forma
axial generando fragmentos mas cortos. Dichos fragmentos presentan una curvatura de
superenrollamiento mas homogénea en comparacion con filamentos largos, lo que redundd
en mejoras sustanciales durante el promediado de imagenes de particulas y por ende en Ila
resolucidn final obtenida en las reconstrucciones 3D. Asi se logré obtener mapas finales crio-
EM de L. biflexa salvaje (en presencia de calcio) a 3.6 A de resolucién.

Mapas y modelo final de filamentos L. biflexa wt

A Proximal End

C BOSPP1 _

BOSMK8

Distal End
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Figura 35: Mapas y modelo final del filamento salvaje de L. biflexa. A. Vista longitudinal del mapa de crio-EM
del filamento salvaje de L. biflexa obtenido a 3.6 A de resolucién B. Corte axial de A. C. Modelo final del filamento
de L. biflexa con todos los componentes fiteados sobre el mapa en B.

El posicionamiento y ajuste de proteinas de vaina previamente identificadas (FcpA, FcpB,
FlaA2 y FlaAP) dentro de sus respectivas densidades fue mucho mas simple y evidente, por la
mejor resolucién del mapa. Comenzamos modelando las porciones de densidad faltantes con
FlaAl, la ultima proteina flagelar previamente conocida. Para ello, a partir de la estructura
cristalografica de FlaAl de L. borgpetersenii, modelamos por homologia FlaAl de L. biflexa y
la fiteamos en la Unica porcién de densidad con forma similar; del otro lado del surco donde
se encuentra FlaA2.

Para identificar los componentes del filamento restantes, integramos los resultados de los
estudios XL-MS (ver seccion 3.3.3), asi como también los andlisis de proteémica comparativa
bottom up (ver seccion 3.3.2), que revelaban la presencia y la abundancia relativa de ciertas
proteinas clave. La Figura 36A muestra la red final de interacciones entre las proteinas de
vaina halladas por XL-MS, y la Tabla 2 resume los datos MS para cada uno de los componentes
de vaina, que se describirdn a continuacion en esta seccién.

Entrecruzamiento quimico de flagelos de L. biflexa
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Figura 36: Redes finales de interacciones proteina-proteina del filamento de L. biflexa salvaje obtenidas por
XL-MS. A. Red final de interacciones proteina-proteina (PPI) de las proteinas de vaina del filamento de L. biflexa
salvaje, obtenidas a partir de los ensayos de entrecruzamiento con el agente NNP9 (seccidn 3.3.3). En ella se
detectan todas las proteinas que conforman la vaina de nuestro modelo final y al menos un inter-
entrecruzamiento valida cada interaccién proteina-proteina, a excepcién de las interacciones entre BOSTN7-
BOSMT6 y BOSTN7-BOSMKS. B. Red final de interacciones proteina-proteina (PPI) en el nucleo del filamento
flagelar de L. biflexa salvaje, que no tiene nodo en comun o interaccién alguna detectada con la vaina del
filamento. De las cuatro isoformas de FlaB se detectan tres, con FlaB3 ausente en la red. El nodo en comun entre
las tres isoformas restantes es FlaB1 para la cual se detectan interacciones con FlaB4 y FlaB2.
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Resumen de resultados de Espectrometria de masas
Proteina Cepas fcpA- Cepas flaA2-
FcpA J 52 veces { 2 veces
FcpB J 44 veces J 2 veces
FlaAl J 1.9 veces Ausente
FlaA2 J 1.8 veces Ausente
BOSJC6 J 2.3 veces J 18 veces
BOSPP1 J 40 veces J 9 veces
BOSTF2 J 36 veces J 14 veces

BOSMT6 Ausente Ausente
BOSMK8 Ausente { 14 veces
BOSKNS8 Ausente J 17 veces
BOSTN7 Ausente -

Tabla 2: Resumen de resultados de espectrometria de masas comparativa entre cepas L. biflexa salvaje y los
mutantes knockout fcpA- y flaA2- segln resultados obtenidos en la seccién 3.3.2. Para cada uno de los
componentes de vaina se observa la presencia y abundancia relativa en las cepas mutantes con respecto a la
cepa salvaje.

La proteina con cédigo Uniprot BOSPP1 fue el primer nuevo componente que logramos
identificar y ajustar en mapa. BOSPP1 es la segunda proteina en cuanto al numero de
entrecruzamientos que establece con FcpA, siguiendo al interactor previamente conocido y
presente en varias copias que es FcpB. BOSPP1 es ademds una proteina cuyos niveles
disminuyen unas 40 veces cuando se comparan cepas fcpA- vs salvaje por espectrometria de
masas (Figura 36 y Tabla 2). AlphaFold2 permitio predecir la estructura 3D de BOSPP1 con alta
fiabilidad, lo que nos sorprendid pues resultd ser claramente homodloga a FcpB: aun cuando
comparten tan solo un ~7% de identidad de secuencia, el rmsd entre ambas estructuras es de
2.3 A.

Para discernir si (y dénde) BOSPP1 forma parte del filamento en el mapa crio-EM, y dada su
semejanza con FcpB, la posicionamos sistematicamente sobre todas las ubicaciones de FcpB
y densidades adicionales, constatando que el Unico caso en que BOSPP1 ajusta mejor que
FcpB al mapa, es donde terminamos posicionandola en el modelo final (Figura 37). A su vez,
cinco inter-entrecruzamientos entre FcpA y BOSPP1 validan la presencia y posicion de BOSPP1
en el filamento (Figuras 36 y 37A). Entre las diferencias estructurales con FcpB, que permiten
diferenciarlas inequivocamente, BOSPP1 tiene una hebra menos en su hoja  y un extremo N-
terminal sustancialmente mas largo. Dicha extension se posiciona entre dos mondmeros de
FcpA, y efectivamente genera un entrecruzamiento entre la Lys130 de FcpB y la Lys23 de
BOSPP1 que detectamos (en la Figura 37B se dibuja desde la Ser26, que es el primer residuo
de BOSPP1 que se observa nitidamente en el mapa).
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Identificacion de nuevos componentes del filamento de L. biflexa :
BOSPP1y BOSTF2

Figura 37: Identificacion de BOSPP1 y BOSTF2 en el filamento flagelar de L. biflexa salvaje. A. Se observan cinco
inter-entrecruzamientos entre BOSPP1 y FcpA. El residuo K135 de BOSPP1 entrecruza con los residuos K251 y
K259 de FcpA (arriba), mientras que la K142 de BOSPP1 interacciona covalentemente con los residuos K157, K161
y K79 de FcpA (abajo). B. El residuo K130 de FcpB entrecruza con K23 en el extremo N-terminal de BOSPP1.
Notese que esta interaccidn se anota aqui sobre la serina S26, razén es que éste es el primer residuo visible en
el mapa crio-EM de manera fiable; sin embargo, por la topologia del modelo refinado, la distancia del
entrecruzamiento con la K23 serd menor a 21 A, lo cual es factible. C. Entrecruzamientos quimicos que se
establecen entre FcpA y BOSTF2. Las lisinas 179, 251 y 259 en FcpA se entrecruzan respectivamente con las 115,
273y 273 en BOSTF2. D. La K197 de FlaA2 establece entrecruzamientos con los residuos K82, K88, K97 y K174 de
BOSTF2, todos a una distancia concordante con el rango del agente de entrecruzamiento NNP9. El cddigo de
colores de las proteinas sigue el del modelo: en amarillo, FlaB; en azul, FcpA; en verde claro, BOSPP1; y en verde
inglés, FcpB. En rosado se identifica a la proteina BOSTF2, y en rojo a FlaA2. En cada panel se ilustra abajo a la
derecha una vista general del corte transversal del filamento completo, encuadrando la regién magnificada del
panel, y con una flecha, marcando la vista desde donde se observa.

El siguiente candidato que analizamos en detalle fue BOSTF2. No sélo se entrecruza con FcpA
(mediante tres inter-XL que se observan en la Figura 37C), sino que también establece cuatro
inter-entrecruzamientos con FlaA2, conectando a ambas proteinas en la red (Figura 37D). Por
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MS, los niveles de BOSTF2 se ven disminuidos ~36 veces en ausencia de FcpA, y ~14 veces en
ausencia de FlaA2. Hay una region en la densidad crio-EM con muy buena resolucién local,
bordeando directamente a FcpA y FlaA2, que permitid un ajuste fiable de BOSTF2 en el
modelo.

Del lado diametralmente opuesto a BOSTF2, la vaina muestra una gran porcion de densidad
gue no podiamos interpretar y cuya resolucion local es menor que en el resto de la vaina, por
lo que su modelado resulté mas desafiante. A modo anecdético, el primer componente de
esta densidad multiproteica, BOSMT6, fue correctamente posicionado sobre el mapa de
forma manual durante una reunidén por zoom con mi tutor Alejandro Buschiazzo. La fortuna
estuvo de nuestro lado si consideramos que BOSMT6 era uno de multiples candidatos a
proteinas de vaina del filamento, y que en simultaneo ninguna de las proteinas adyacentes
habia sido identificada, por lo que no conociamos los bordes donde terminaba la proteina en
la densidad electrdnica. En aquel momento no teniamos ninglin entrecruzamiento vinculando
a BOSMT6 con el filamento, sin embargo por espectrometria de masas esta proteina se
encuentra ausente tanto en los mutantes flaA2- como fcpA-.

A la izquierda de BOSMT6 se encuentra una densidad electronica que fue interesante de
modelar. Inicialmente, e incluso en modelos atdmicos previamente publicados, esta densidad
se habia interpretado como un protémero adicional de FcpB. Sin embargo, ahora con mejor
resolucién, notamos que la densidad crio-EM no coincidia bien con FcpB, principalmente en
sus regiones de superficie (Figura 38A). A su vez, ahora contdbamos con datos
complementarios de XL-MS. La proteina BOSKN8 parecia ser un mejor candidato en esta
posicidn, pues interactua con FcpA por dos inter-entrecruzamientos diferentes (no asi con
BOSMTG6). Adicionalmente, y de forma recurrente en todas las réplicas de MS, BOSKN8 esta
ausente tanto en los mutantes flaA2- como fcpA-.
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BOSKNS8 un nuevo componente del filamento de
L. biflexa :

Figura 38: BOSKN8 un nuevo componente del filamento flagelar de L. biflexa salvaje. A. Estructura de FcpB
coloreada con una rampa de azul (extremo N-terminal) a rojo (C-terminal), alineada sobre la densidad crio-EM.
B. Modelo 3D inicial de BOSKN8 predicho con AlphaFold2 (también en una rampa de azul a rojo), sobre la misma
densidad que en el panel A. Su posicionamiento y refinamiento automatico inicial es mucho mejor que el de
FcpB. C. Vista magnificada, mostrando los dos entrecruzamientos entre FcpA (en azul) y BOSKN8 (en verde agua).
El residuo K116 de FcpA interactua con los residuos K243 y K248 de BOSKNS8. D. Modelos finales superpuestos
de BOSKNS (en verde agua) y FcpB (en verde inglés). Ambas comparten ~14.5% de identidad de secuencia y un
rmsd final de 2.2 A.

La estructura 3D de BOSKNS8 predicha por AlphaFold2 reveld ademas una arquitectura
semejante a la de FcpB (aun cuando su superposicidn estructural no era inicialmente buena
[rmsd = 7.5 A]y con una identidad de secuencia también baja ~14.5%). Luego del refinamiento
automatico y manual sobre el mapa crio-EM (Figura 38B), BOSKNS fue rearreglada ajustando
mejor en la densidad, y dicho modelo refinado ahora pasé a superponerse con un rmsd de
2.2 A comparada con FcpB (Figura 38D) confirmando la validez de nuestras observaciones.
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Aun asi, observamos que permanecia una densidad adicional entre ella y su vecina BOSMT6,
demasiado grande para ser explicada como un posible carbohidrato, aunque en principio muy
pequefia para ser una proteina entera (Figura 39A). Este contratiempo pudo ser resuelto al
encontrar a BOSMK8. El descubrimiento de que varias proteinas de vaina forman "familias
estructurales" aun exhibiendo bajos niveles de identidad de secuencia, nos condujo
eventualmente a alinear todos los candidatos a proteinas flagelares entre si, y de este modo
logramos descubrir a BOSMKS8, una proteina que alineaba estructuralmente muy bien con
BOSMT6 (rmsd 1.2 A e identidad de secuencia de ~22.3%, Figura 39C).

Los protofilamentos de BOSMT6 también contienen BOSKM8
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Figura 39: Los protofilamentos de BOSMT6 en el filamento flagelar de L. biflexa salvaje, parecen también
contener BOSMKS, probablemente de una forma alternada. A. Se observa el modelo superpuesto a la densidad
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electrdnica en la region de contacto entre BOSMT6 (en una rampa de colores de azul a rojo, marcando la direccién
N- a C-terminal) y BOSKNS8 (en verde, a la derecha). Entre ambas proteinas queda una densidad electrénica no
explicada por ninguno de los dos modelos refinados. B. Modelo superpuesto sobre la densidad crio-EM en la
region de contacto entre BOSMK8 (en una rampa de colores de azul a rojo) y BOSKN8 (en verde a la derecha) que
explica mejor la densidad electrénica en esta regién. C. Modelos superpuestos de BOSMT6 (en rosado) y BOSMK8
(en cian) que exhiben ~22.3% de identidad de secuencia, y un rmsd de 1.2 A. D. Ocho entrecruzamientos
covalentes entre BOSMKS8 (en gris) y BOSKN8 (en verde agua) son mediados por el agente NNP9. El residuo de
K22 de BOSKN8 interactua con los residuos K67, K145, K233, K245 y K260 de BOSMKS, el residuo K35 de BOSKN8
interactla con el residuo K67 de BOSMKS, y los residuos K240 y K243 de BOSKN8 interactuan con el residuo K233
de BOSMKS. E. El agente NNP9 media un Unico inter-entrecruzamiento entre el residuo K220 de BOSMKS (en gris)
y K170 de FcpA (en azul). F. Sorprendentemente, se observa un inter entrecruzamiento entre el residuo K69 de
BOSMT6 (en rosado) y K145 de BOSMKS (en gris) que, a diferencia de todos los demas entrecruzamientos parece
estarse produciendo dentro de un mismo protofilamento y no entre distintos protofilamentos de las proteinas
de vaina.

En ese momento, al no presentar ningln entrecruzamiento con proteinas flagelares
conocidas, BOSMK8 aparecia Unicamente en los resultados de MS, pero de forma
reproduciblemente ausente en las cepas flaA- y fcpA-. Si bien BOSMK8 es mas grande, y
explica por ende mejor el mapa de densidad que BOSMT6 (Figura 39B), al buscar esta proteina
especifica en nuestra base de datos de entrecruzamiento encontramos algo sorprendente:
BOSMKS interacciona efectivamente con FcpA (mediante un entrecruzamiento), con BOSKN8
(mediante ocho inter-entrecruzamientos) y, sorprendentemente, también con BOSMT6
(mediante un unico inter-entrecruzamiento) haciendo de puente entre ellas en la red de
interactores (Figura 39F).

Esto indicaria que, de hecho, BOSKM8 y BOSMT6 polimerizan entre ellas dentro de un mismo
protofilamento. Teniendo este modelo hipotético como escenario, la distancia predicha entre
la Lys145 de BOSMK8 vy la Lys69 de BOSMT6 que se entrecruzan es de ~14 A. Asimismo, la
formacién de un protofilamento que contenga ambas proteinas explicaria por qué el mapa
de densidad electrdénica se ve un poco peor en aquellas regiones donde las estructuras de
ambas proteinas difieren; al haber copias divergentes de estructuras dentro de una misma
region del mapa promediado, este se ve con peor resolucién local.

Como se muestra en la Figura 40, nos quedaba entonces una Unica densidad por interpretar,
la mas pequena de las densidades hasta el momento descritas. De todos los candidatos de
proteinas flagelares que hemos podido listar, el mas pequeno era BOSTN7, una proteina
exclusiva de la cepa salvaje en comparacion con la fcpA- (aunque también presente en flaA2-
) que, de forma consistente en todos los experimentos realizados, acompafnaba la
desaparicion de las proteinas ya descritas BOSMK8 y BOSKNS8. Sin embargo, la estructura 3D
de BOSTN7 predicha con AlphaFold2, no coincidia con la forma de la densidad "semi-globular"
visible en el mapa crio-EM (Figuras 40A y B).

-91 -



BOSTN7 un nuevo componente flagelar de los filamentos
flagelares de L. biflexa wt

Figura 40: BOSTN7, otra nueva proteina flagelar de L. biflexa salvaje, el componente mas pequefio del
filamento. A. Modelo atémico de BOSTN7 predicho con AlphaFold2, coloreado segun sus valores pLDDT, con una
rampa del rojo (mejor calidad de prediccidn) al azul (menor calidad). B. Primer posicionamiento de BOSTN7 en
el mapa crio-EM. Aproximadamente la mitad de la densidad electrénica que se ve en la figura no se explicaba
inicialmente con el modelo predicho, el cual se ilustra aqui coloreado con una rampa desde el azul (extremo N-
terminal) al rojo (C-terminal). C. Reconstruccién manual/interactiva de los extremos N-y C-terminales de BOSTN7
dentro de la densidad crio-EM. Nétese que el extremo N-terminal de una proteina se despliega para contactary
plegarse sobre el monémero adyacente en el protofilamento. D. El agente NNP9 media un Unico inter-
entrecruzamiento entre el residuo K88 de BOSTN7 (en cian) y K56 de BOSJC6 (en violeta).

Fue la dilucidacién de la red final de interactores, obtenida por XL-MS, la que nos llevd a
dilucidar esta aparente discordancia. El resultado clave fue haber detectado un
entrecruzamiento entre BOSTN7 y B0SJC6 (previamente descrita como FlaAP) en un
experimento de XL-MS. El refinamiento inicial automatico e interactivo del modelo
AlphaFold2 de BOSTN7 se muestra en la Figura 40B. El extremo C-terminal (en rojo en la
figura) se pliega hacia atras en el modelo predicho, por lo que fue necesario reconstruirlo de
novo en forma manual/interactiva para poder ajustar su estructura dentro del mapa crio-EM.
La construccion del extremo N-terminal por su parte resultd mas desafiante, debido a que
proviene del mondmero adyacente y no se ve densidad crio-EM en la conexion entre ambas.
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El entrecruzamiento entre los residuos de Lys de BOSTN7 y BOSJC6 tiene una distancia de
~15.5 A, lo cual valida el posicionamiento relativo entre ambos componentes.

Con la red final de entrecruzamientos completa, también notamos que es FlaA2 y no FlaAl
quien se encuentra entrecruzada con BOSTF2. Esto nos llevd a una inspeccion cuidadosa del
mapa crio-EM en la regidn de los protdmeros de FlaA, encontrando que si, FIaAl tiene de
hecho dos bucles no explicados por el mapa: uno entre los residuos K71 y L102 que se
encuentra en la superficie expuesto al solvente, y mas importante auln, otro entre los residuos
P147 y G174 que si se modelara coincidiria en espacio con BOSTF2. Al superponer y comparar
ambas estructuras sobre la densidad electrdnica se observa ademds que la coincidencia de
FlaA2 con el modelo es en general mucho mayor (Figura 41). Por lo tanto donde inicialmente
fue modelada FlaA1l, se situa otra copia de FlaA2.

FlaA2 se encuentra en donde fue inicialmente
FlaA1 modelada.
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Figura 41: En los filamentos flagelares de L. biflexa salvaje FlaA2 se encuentra en donde FlaAl fue inicialmente
modelada. A. Estructuras de FlaAl (en verde) y FlaA2 (en violeta) de L. biflexa sobre la densidad electrdénica en
el bucle entre P147 y G174. B. idem A en el bucle entre K71y L102 que se encuentra en la superficie expuesto al
solvente. C. Estructuras de FlaAl y FlaA2 superpuestas sobre la densidad electrénica. Ambas isoformas de FlaA
comparten un 29.5% de identidad de secuencia y alinean con un rmsd de 1.48 A. D. Estructuras de FlaA1l de L.
biflexa alineada sobre la densidad electrdnica. E. Cuatro entrecruzamientos quimicos entre BOSTF2 (en rosado)
y FlaA2 (en rojo) son mediados por el agente NNP9, validando el posicionamiento de FlaA2 en esta regién del
modelo. El residuo de K197 de BOSTF2 se entrecruza con los residuos K82, K88, K97 y K174 de FlaA2. F. idem D.
pero con el modelo de FlaA2 en vez de FlaAl. En esta regién el modelo de FlaA2 explica mucho mejor la densidad
electronica.

Dada la similitud estructural sustancial entre ambas isoformas (rmsd de 1.5 A) y razonando
gue FlaAl debia de estar presente en los filamentos salvajes, se justifica nuestra suposicion
inicial errénea. Fue para nosotros intrigante que FlaAl, una de las pocas proteinas que si se
esperaba encontrar en el filamento, no formara parte del modelo final. Se sabe que FlaAl es
una proteina del filamento y que esta presente en las preparaciones flagelares siendo
detectada por espectrometria de masas bottom up. Nuestro andlisis de entrecruzamiento
indica que estaria interactuando con FlaA2, por lo que es posible que FlaAl esté en el surco
gue se ve entre las dos copias de FlaA2 y que se pierda en una alta proporcion de los
filamentos durante la purificacidn. Esto explicaria por qué una pequeiia proporcién de las
interacciones transitorias pueden ser capturadas por XL-MS y por qué se observa un gran
hueco en la vaina del filamento que por lo demas es cilindrica, como todos los filamentos
flagelares observados hasta el momento. Esta hipdtesis estda apoyada ademds por los
resultados de entrecruzamiento de FlaAl consigo misma, ya que para FlaAl observamos un
homo-inter-entrecruzamiento entre sus residuos de Lys88 lo que indicaria que FlaAl
dimeriza.

Nuestro modelo final del filamento nativo de L. biflexa salvaje (manuscrito en preparacion
para ser enviado proximamente a publicacion) (Figura 42), al momento contiene 146 cadenas
pertenecientes a 10 proteinas diferentes. Una de ellas corresponde a la isoforma dominante
de FlaB que componen el nucleo del filamento (Uniprot BOSSZ5, - anotada en el genoma de
L. biflexa como FlaB2, pero FlaB1 a los efectos de esta tesis- y ortdloga de FlaB4 en L.
interrogans donde se demostré es la isoforma mas abundante (Malmstrom et al, 2009)),
mientras que los 9 restantes envainan al nucleo interno, quedando expuestas en la superficie
del apéndice en mayor o menor grado. A esto debemos agregar que (i) BOSMKS8 pareceria
estar alternandose con BOSMT6 (no tenemos suficiente resolucién en el mapa para definir
protofilamentos alternando en el modelo atomistico); (ii) que FlaAl probablemente se
encuentre en los filamentos nativos intactos, “llenando” el surco lateral en la cara cdncava;
y, que (iii) las otras tres isoformas de FlaB probablemente también se encuentren dispersas
(homogénea, o heterogéneamente) dado que se detectan en el proteoma. Considerando
dichas notas, el nimero total de proteinas del filamento pareceria ser de al menos 15
proteinas diferentes: 4 en el nucleo y 11 conformando la vaina.

-94 -
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Figura 42: Modelo estructural completo y validado del filamento flagelar de L. biflexa salvaje. A. Vista en corte
transversal del mapa obtenido de crio-microscopia electrénica de los filamentos de Leptospira biflexa salvaje a
3.7 A de resolucidn. B. Vista en corte transversal del modelo molecular del filamento generado en esta tesis. La
arquitectura del filamento consta de un nucleo central de proteinas FlaB (en amarillo) organizadas en 11
protofilamentos formando una estructura simétrica cilindrica con un canal hueco de ~20 A de didmetro en el
centro. Envainando al nucleo, encontramos una red cuasi-concéntrica de proteinas que recubre el nicleo central,
pero que se ve interrumpida por un surco lateral entre los protofilamentos de FlaA2. Esta vaina consta asi de
protofilamentos a lo largo del eje mayor del filamento, que incluyen 10 componentes proteicos distintos, y que
se muestran en diferentes colores: en rojo dos protofilamentos de FlaA2 (uno a cada lado del surco lateral), en
rosado un protofilamento de la proteina BOSTF2, en azul cinco protofilamentos de FcpA, en verde claro un
protofilamento de BOSPP1, en verde mas oscuro tres protofilamentos de FcpB, en verde agua un protofilamento
de BOSKNS, en gris el Unico protofilamento que estd compuesto por dos componentes alternantes distintos:
BOSMT6 y BOSMKS, en cian un protofilamento de BOSTN7 y en violeta un protofilamento de FlaAP (cuyo cédigo
Uniprot es BOSJC6). C. La red de entrecruzamientos quimicos con el agente NNP9 obtenida por XL-MS valida el
modelo final obtenido. D. Vista lateral del modelo en B. Vista desde el surco lateral. E. i[dem al panel D., con vista
desde BOSPP1. F. idem al panel D., con vista frontal opuesta. G. idem al panel D., con vista frontal en los
filamentos de BOSMK8-BOSMT6, en esta perspectiva sélo se observa la primera de ambas proteinas y se
superpone el modelo atémico sobre la densidad crio-EM para subrayar su buen ajuste.

Los parametros que miden la calidad del modelo son buenos; con valores de desviacién
globales (rmsd) de angulos y distancias de enlace de, respectivamente 1.7° y 0.008 A con
respecto a valores ideales. Se observa una buena concordancia entre el mapa derivado de
nuestro modelo y el de la densidad observada por microscopia (Fourier Shell Correlation
promedio de 0.78), sobre todo considerando que se trata de un modelo muy grande. Ademds,
este mapa queda validado por los resultados de entrecruzamiento quimico; todos los
interactores esperados del modelo (a excepcion sélo de BOSTN7-BOSMT6/BOSMKS),
efectivamente se encuentran en la red final de XL-MS que se muestra en la Figura 36.
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Un aspecto importante que también destaca de la red final de interacciones es que el nucleo
del filamento flagelar y la vaina no tienen ningin nodo en comun. De todos los experimentos
XL-MS llevados a cabo, un uUnico entrecruzamiento entre el nucleo flagelar (FlaB1) y los
componentes que lo envainan (B0OSJC6) fue detectado en el trial 1, y su score era de los mas
bajos aceptados estadisticamente; de hecho, el mismo se encuentra entre los pocos que no
coinciden con el modelo final. La falta de entrecruzamientos que validen estas interacciones
puede deberse a dos motivos:

(i) La primera razén podria ser que el agente NNP9 sea incapaz de cruzar la vaina para alcanzar
la zona de interaccidn con el nucleo; y que los entrecruzamientos observados entre proteinas
del ndcleo provengan de aquellos segmentos del filamento que por microscopia se han
observado desprovistos de vaina (ver seccion 3.4.2).

(i) La segunda razdn, y a nuestro entender la mas probable, podria ser que practicamente
todas las interacciones entre las isoformas de FlaB y las proteinas de la vaina, involucran
carbohidratos. En la seccidon 3.4.2 se describid6 como estos glicanos se encuentran
modificando residuos de serina y treonina en FlaB4, en general interaccionando con residuos
positivamente cargados (incluidas argininas y lisinas) de FlaA2, FlaAP y muy probablemente
otras proteinas de vaina, que constituyen exactamente los mismos residuos reactivos que
tiene el agente NNP9 para actuar. Los carbohidratos pueden de esta forma ocupar los sitios
de union del agente de entrecruzamiento en ambos interactores. Aun mas, incluso si algun
entrecruzamiento estuviera ocurriendo en esa region, la masa extra de los glicanos sin
identificar y sin considerar sobre esos péptidos, estaria obstruyendo su deteccién por
espectrometria de masas.

Es de destacar que por XL-MS se detectan 37 entrecruzamientos que involucran interacciones
en y entre FlaBs. La espectrometria logra distinguir entre las cuatro isoformas homologas y
de hecho sdlo tres de las cuatro estdn presentes en el mapa de la Figura 36B. La ausencia de
FlaB3 en este mapa no implica su ausencia en la muestra, de hecho se detectan marcaciones
"dead end" con el agente NNP9 para FlaB3 en cuatro de los 11 ensayos (Figura 29C),
observdndose en total un Unico "loop link" y tres "dead ends" distintos. Estos resultados son
consistentes con el hecho de que FlaB3 es la isoforma menos abundante en el nicleo interno
del filamento y esta presente Unicamente en cantidades muy bajas[134].

De las tres isoformas que si muestran entrecruzamientos, notamos que no todas interactian
entre si; FlaB1 interacciona tanto con FlaB2 (dos inter-entrecruzamientos) como con FlaB4
(tres inter-entrecruzamientos), pero en ninguno de los 11 juegos de datos se ve un
entrecruzamiento que conecte estas ultimas dos isoformas de FlaB entre si. Es posible que
FlaB2 y FlaB4 efectivamente interactuen, y que simplemente no hayan sido capturadas por el
agente de entrecruzamiento. Sin embargo, considerando que FlaB4 es la isoforma mayoritaria
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en los filamentos de L. biflexa salvaje, y dado que el entrecruzamiento tipico y muy abundante
entre el extremo N-terminal y la K17 conservada en todas las isoformas de FlaB se observa
entre mondmeros FlaB4 y en sus interacciones con FlaB1 pero no con FlaB2, resulta mas
probable que haya un arreglo especifico de isoformas: que FlaB4 y FlaB2 estén fisicamente
separadas en el nucleo, por protofilamentos de FlaB1.

3.4.4 - Estructura inicial del filamento flagelar salvaje de L. interrogans

Finalmente, para investigar si podiamos ubicar a FlaAl como parte del filamento flagelar
nativo en Leptospira, se purificaron a partir de la cepa salvaje de otra especie, L. interrogans.
El laboratorio del Dr C Sindelar (Univ de Yale) logré obtener reconstrucciones 3D de dichos
filamentos por crio-EM utilizando un abordaje de analisis de particulas Unicas, con un
protocolo similar al utilizado para resolver la estructura de los filamentos de L. biflexa. Como
se observa en la Figuras 43B y E, si bien la resolucién final alcanzada en este mapa (4.8 A) es
mas pobre que la obtenida para L. biflexa, la especie patdgena muestra una vaina que recubre
completamente al nucleo central de FlaB, y particularmente no hay un surco lateral en el lado
concavo.
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Arquitectura de los filamentos de L. biflexavs L. interrogans

Figura 43: Arquitectura de los filamentos de L. biflexa vs L. interrogans. A. Vista en corte transversal del mapa
crio-EM de filamentos de Leptospira biflexa salvaje a 3.6 A de resolucién. B. Vista en corte transversal del mapa
crio-EM de filamentos de Leptospira interrogans salvaje a ~4.8 A de resolucién. C. Vista lateral del mapa de crio-
EM de filamentos de L. interrogans mostrando la interaccién de FlaAl (rosado) con FlaA2 (anaranjado). D. idem
al panel A. con el modelo molecular superpuesto de L. biflexa salvaje que no contiene FlaAl, resultando en la
aparicién de un surco lateral en la vaina. Se muestran los protofilamentos de FlaB en amarillo, de FlaA2 en rojo,
de BOSTF2 en rosado, de FcpA en azul, de BOSPP1 en verde claro, de FcpB en verde mas oscuro, de BOSKN8 en
verde agua, de BOSMT6 - BOSMKS en gris, de BOSTN7 en cian y en violeta de FlaAP. E. idem al panel B. con el
modelo molecular superpuesto de L. interrogans salvaje. Estos filamentos contienen dos protofilamentos de
FlaAl (en verde claro), completando el surco lateral de la vaina. Ademas, se observan otras diferencias con
respecto a los filamentos de L. biflexa: los de L. interrogans poseen seis protofilamentos de FcpA en lugar de
cinco, cuatro protofilamentos de FcpB en vez de tres, y al menos una porcidon pequeiia de densidad, aun no
identificada que estd ausente en los otros filamentos analizados. Por otro lado, los filamentos de la especie
patégena carecen de protofilamentos de BOSKN8, BOSMT6-BOSMKS. F. Vista en corte transversal del mapa crio-
EM de filamentos de L. biflexa, con FlaAl de L. biflexa modelada y superpuesta sobre la isoforma de L.
interrogans. G. Imagen magnificada del panel E. enfocando la regién con el componente no identificado en
filamentos de L. interrogans salvaje. H. Vista lateral del panel G, en la regién de la densidad crio-EM no
identificada y BOSTN7 (no mostrada).
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Si bien la interpretacién de este mapa en términos de un modelo atémico completo estd en
curso, podemos afirmar con confianza que efectivamente, un dimero de FlaAl se ubica
"llenando" el surco lateral de L. biflexa, formando de hecho dos protofilamentos que corren
en forma antiparalela. Estos dos protofilamentos de FlaAl sirven asi de puente entre los dos
protofilamentos de FlaA2, cerrando completamente la vaina alrededor del nucleo de FlaB
(Figura 43C). Al ser antiparalelos, las superficies de interaccién de cada protémero de FlaAl
con su vecino FlaA2 son diferentes, ya que los dos protofilamentos de FlaA2 exponen caras

I “" I”

opuestas de la proteina hacia el “surco lateral” donde se ubica el dimero de FlaAl. Por otro
lado, se observa un espacio entre FlaAl y el nucleo interno de FlaBs, distinto al poro central
por donde se exportan las subunidades desplegadas de FlaB para polimerizar. Si bien la
presencia de este segundo hueco resulta un tanto inesperada, no parece ser un artefacto de
la técnica de crio-EM, ni una cuestion de resolucién; de hecho si quisiéramos desplazar los
mondmeros de FlaAl hacia el centro, para que hagan contacto con el nucleo de FlaBs, no

podria entrar un dimero sin generar colisiones entre proteinas vecinas.

Otro aspecto sorprendente que descubrimos durante el analisis y modelado de los filamentos
de L. interrogans, es que la composicidon y estructura de su vaina son distintas a la de L. biflexa.
En particular la region que contiene BOSKN8, BOSMK8 y BOSMT6 en L. biflexa se sustituye por
una copia adicional de FcpAy FcpB y por una proteina nueva aun no identificada (Figuras 43E,
G y H). Dado que la resolucidn del mapa crio-EM de L. interrogans salvaje es pobre en esta
regidn, aun resta identificar este nuevo componente flagelar (Figura 43H) para completar el
modelo.
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IV— DISCUSION Y PERSPECTIVAS

La motilidad flagelar Unica de las espiroquetas les permite nadar eficientemente a través de
medios viscosos, colonizando nichos inalcanzables para otras bacterias y explicando su éxito
como patégenos[89]. Esta ventaja selectiva se debe a sus flagelos peripldsmicos que se
enrollan alrededor del cuerpo celular, provocando la rotaciéon de la célula sin aparatos
externos[171]. Ademds de facilitar el movimiento, los endoflagelos tienen funciones
citoesqueléticas que influyen en la morfologia espiral caracteristica de espiroquetas[172].
Estas particularidades funcionales estan acompafiadas de una estructura flagelar mas
compleja, evolutivamente adaptada para producir mayor torque[10]. Aunque estudios de
crio-ET han permitido avanzar en el entendimiento de su arquitectura flagelar[71,173], aun
se desconocen los detalles estructurales completos de sus componentes menos conservados
como el filamento flagelar. A pesar de compartir ciertas similitudes con los filamentos de
flagelos tipicos de enterobacterias, los PF de espiroquetas presentan una vaina proteica cuya
funcidn y estructura adn no han sido dilucidadas[82].

4.1 - Enfoque metodoladgico integrativo para modelar el filamento de Leptospira
Para modelar la arquitectura del filamento flagelar de Leptospira empleamos una estrategia
integrativa que combind varios enfoques y tecnologias. Las estructuras de los componentes
conocidos fueron obtenidas por aproximaciones "bottom-up" que incluyeron el modelado
por homologia de las isoformas de FlaB y la resolucién cristalografica de FlaAl, FcpA 'y FcpB.
A medida que la resolucidn de los mapas de criomicroscopia electrénica aumento, se hizo
evidente una complejidad estructural mayor a la esperada, por lo que fue esencial integrar
estrategias "top-down" analizando filamentos flagelares completos.

El andlisis de la composicion diferencial por espectrometria de masas de filamentos
purificados de cepas salvajes y mutantes, combinado con informacidn del entrecruzamiento
guimico acoplado a espectrometria de masas (XL-MS), permitid identificar nuevos
componentes flagelares y dilucidar sus interacciones. Estas metodologias complementarias
resultaron en una sinergia poderosa para sortear los desafios planteados por la baja pureza
de nuestras preparaciones flagelares y la complejidad estrucutral del filamento. Si bien
desconociamos ddnde estaban los limites entre una proteina y otra en el mapa de crio-EM y
fue necesario evaluar aprox 30 candidatos flagelares diferentes, el surgimiento del algoritmo
AlphaFold en el momento preciso permitio la obtencidn de modelos estructurales para cada
candidato. El ensamblado in silico manual, facilitado por herramientas bioinformaticas, nos
permitié ubicar cada pieza del "rompecabezas" estructural para obtener un modelo final
completo y detallado de la estructura molecular del filamento de L. biflexa.
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Los pardmetros de calidad de este modelo son sdlidos: los dngulos y distancias de enlace se
desvian respectivamente 1.7102 y 0.013A de los parametros ideales. La densidad electrdnica
experimental, mejorada a una resolucién de 3.8 A, muestra buena concordancia (FSC
promedio de 0.79) con el mapa derivado de nuestro modelo. Los interactores esperados ,
salvo BOSTN7-BOSMT6/BOSMKS, efectivamente estan presentes en la red final de XL-MS y sus
distancias de entrecruzamiento mapeadas sobre el modelo final coinciden en su mayoria con
las esperadas para el agente NNP9, validando nuestro enfoque integrativo para modelar esta
estructura compleja.

4.2 - Arquitectura del filamento de Leptospira

El modelo final del filamento revela una arquitectura fascinante e inesperadamente compleja,
con 15 componentes diferentes: FlaB1-4, FlaAl-2, FcpA, FcpB, FlaAP (B0OSJC6), BOSMT®6,
BOSKMS8, BOSTN7, BOSTF2, BOSKN8 y BOSPP1; los ultimos siete fueron identificados en esta
tesis. Este heteropolimero mantiene caracteristicas conservadas con otros filamentos
bacterianos, como el nicleo helicoidalmente simétrico formado por proteinas homdlogas a
flagelina, que polimerizan formando 11 protofilamentos alrededor de un eje hueco central.
Como en otras espiroquetas, la superficie de este polimero esta recubierta por una vaina que
contiene FlaA, pero en Leptospira esta estructura contiene no uno sino once componentes
distintos, convirtiéndolo en el filamento con arquitectura mas compleja del filo espiroquetal
y del reino bacteriano en general.

Una caracteristica notable es la organizacion asimétrica radial de la vaina proteica.
Observando el filamento en corte axial, la cara convexa del superenrollamiento presenta
multiples copias de FcpA y FcpB organizadas en capas concéntricas, con FcpB en la
superficie[169]. En el lado céncavo se ubican las proteinas FlaA: dos copias de FlaAl
diametralmente opuestas a FcpA y flanqueadas por una copia de FlaA2 a cada lado. Al
observar los filamentos en corte longitudinal, cada componente de la vaina se ensambla en
protofilamentos especificos, de modo que la mayoria son homopolimeros, con la excepcién
del filamento compuesto por BOSMK8 y BOSMT6 cuya disposicidn precisa aun se desconoce.
Nuestro modelo explica casi todas las observaciones previas sobre los filamentos de
Leptospira, desde las multiples bandas en los SDS-PAGE de filamentos purificados[74,75] y las
cantidades relativas de proteinas flagelares cuantificadas por Malmstrom et al.[134], hasta
los resultados de inmunomarcado con anticuerpos anti-FcpA, anti-FcpB (que solo se unen al
lado convexo de los filamentos de cepas wt) y anti-FlaB (que solo marcan la superficie de
endoflagelos provenientes de cepas fcpA’) [105,168]. Asimismo, el modelo es consistente con
los resultados de ensamblaje secuencial (donde FcpA se recluta antes que FcpB) y con los
didametros medidos para los filamentos de cepas salvajes (21.5nm) y los distintos mutantes
FcpA, FcpB (13-16nm)[105,168] y flaA2-. Sin embargo, nuestros resultados difieren de lo
propuesto por Sasaki et al.[76], quienes sugieren que en L. biflexa FcpA interacciona con la
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region C-terminal de FlaA2 y la regidon N-terminal de FlaB1 cuando, segln nuestro modelo,
FlaA2 y FcpA estan separadas por al menos una proteina de distancia (BOSTF2) y la regién N-
terminal de todas las isoformas de FlaB se encuentra en la region mas central, alejada de la
vaina.

4.3 — Nucleo del filamento

La caracteristica estructural mas conservada de las espiroquetas es su nucleo interno con
simetria helicoidal, compuesto de proteinas homdlogas a flagelina. Nuestros alineamientos y
modelos muestran que las isoformas de FlaB estan ampliamente conservadas con los
dominios DOy D1 de FliC de S. enterica. Estos dominios permiten la polimerizacién alrededor
de un cilindro hueco formando una superhélice de 11 protofilamentos, universalmente
conservada en todos los flagelos bacterianos[12,34]. Se ha postulado que debido al
impedimento estérico que genera, este numero de protofilamentos es ideal para facilitar el
deslizamiento entre ellos, alcanzando un estado de energia minimo naturalmente
superenrollado que permite su funcién[25,34,169].

Por otra parte, a diferencia de la flagelina convencional, las isoformas de FlaB de espiroquetas
carecen completamente de los dominios hipervariables D2 y D3. Sin embargo, lejos de
simplificar la estructura, los endoflagelos reemplazan estos dominios de superficie por
polipéptidos adicionales. La codificacién de la vaina en proteinas separadas permite mayor
variabilidad estructural, anadiendo un nivel de complejidad adicional sobre una base
conservada de auto-polimerizaciéon, que incrementa minimamente el diametro flagelar pero
anade complejidad funcional[174].

Exceptuando B. burgdorferi[17,36], la mayoria de las espiroquetas tienen multiples isoformas
de FlaB, generalmente tres[87,97]. Aun no se comprende del todo el rol funcional de los
distintos homdlogos estructurales de FlaB ni su organizacion especifica dentro del filamento
flagelar[96]. En especies como T. denticola[36] y B. hyodysenteriae[82,87,97], los mutantes
de estas isoformas conservan endoflagelos con helicidad caracteristica pero pierden
parcialmente su motilidad traslacional, con algunas isoformas jugando roles desiguales en la
determinaciéon de la velocidad de natacién[36,87,97]. Estos hallazgos sugieren que las
distintas isoformas son parcialmente intercambiables, pero no absolutamente redundantes
en funcion. Ademads, los distintos géneros de espiroquetas evidencian sus propios
mecanismos reguladores, de forma tal que la eliminacion de una determinada isoforma de
FlaB puede ser compensada (en T. denticola) o no (en B. hyodisenteriae) por un aumento de
las restantes. Dado que todos los homdlogos de FlaB contribuyen a la motilidad pero ninguna
es esencial, se postula que las distintas isoformas de FlaB no residen en dominios separados
del PF sino que estan distribuidas de forma dispersa a lo largo del filamento[36].
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Leptospira expresa constitutivamente cuatro isoformas de flagelina que en L. interrogans se
encuentran en el siguiente orden de abundancia: FlaB1(12.000 copias/célula), FlaB4(3.500),
FlaB2(2.000) y FlaB3(300)[134]. Los mutantes flaB1" en L. interrogans compensan la
eliminacion de esta isoforma mayoritaria sobreexpresando FlaB4, produciendo filamentos
mas rigidos y fragiles que pierden capacidad infectiva y motilidad en medios semisélidos. En
L. biflexa, el fenotipo del mutante flaB1™ es diferente; las isoformas FlaB2 y FlaB3 contindan
expresandose y la espiroqueta mantiene su capacidad de progresar en medios viscosos. Estas
diferencias entre cepas pueden explicarse por nuestros resultados, ya que tanto en el modelo
final de L. biflexa wt, como en nuestro andlisis de EM, FlaB4 (y no FlaB1) parece ser la isoforma
mayoritaria en L. biflexa. Ademas, y en contraste con lo propuesto por Sasaki et al.[76] en
cuanto a que en L. biflexa wt solo se expresan las isoformas FlaB1 y FlaB2; nuestros andlisis
de espectrometria de masas y entrecruzamiento quimico permiten detectar y distinguir a las
cuatro isoformas de FlaB en los filamentos purificados. Si bien FlaB3 no establece
entrecruzamientos quimicos con las demds, creemos que esto puede deberse a su abundancia
relativa sustancialmente mas baja en comparaciéon con las demas isoformas.

Para explorar el rol diferencial de las cuatro isoformas de FlaB, caracterizamos sus diferencias
estructurales mediante modelado in silico. Nuestros modelos homo-poliméricos resultaron
confiables e identificaron una regidn con mayor variabilidad de secuencia y estructura que da
lugar a diferencias sutiles en tamafio, hidrofobicidad y flexibilidad entre las distintas
isoformas. Estas regiones se mapean a un motivo desestructurado formado por las secuencias
a cada lado de la tercer alfa hélice de FlaB, que se localiza en la superficie del nucleo del
filamento en los puntos de interaccion con las proteinas de vaina. La resolucion alcanzada en
los mapas de cryoEM nos permitié validar estas predicciones de manera independiente,
confirmando que las principales diferencias en la estructura primaria de las cuatro isoformas
de FlaB se encuentran expuestas en la superficie del ensamblaje, y de hecho se amplifican con
la glicosilacidn de las isoformas de FlaB en esta regién.

Las glicosilaciones son un recurso mas comun de lo que inicialmente se pensaba en
bacterias[96,175]. En particular las O-glicosilaciones son muy poco frecuentes en procariotas
pero se encuentran en las flagelinas de las bacterias con flagelos mas complejos como C. jejuni
y H. pylori[12,176]. En espiroquetas, se ha descrito la glicosilacion de FlaA de B. burgdorferi,
B. hyodysenteriae y S. aurantia, que también glicosila dos de sus tres isoformas de
FlaB[61,96,175,177]. El Unico glicano identificado en espiroquetas es el acido noulosdénico
monoacetilado (Non) con una configuracién de acido pseudoaminico que glicosila las serinas
y treoninas del dominio D1 de las isoformas de FlaB de T. denticola[61]. Estos glicanos de
estructura inusual son criticos para la motilidad de la espiroqueta[61].

Mientras que en otras bacterias se ha postulado que las glicosilaciones de superficie en el
filamento permitirian el escape de los patégenos al reconocimiento del Sistema Inmune

- 103 -



Innato del huesped[42], en las espiroquetas las glicosilaciones quedan internas en la
estructura del filamento, mediando las interacciones que permiten el ensamblaje de la vaina.
Estas glicosilaciones nos permiten entender las bajas intensidades observadas en los péptidos
entrecruzados entre las FlaB y las proteinas de vaina ya que se glicosilan justamente los sitios
de entrecruzamiento putativos del agente NNP9. Mds relevante aun, estas glicosilaciones, que
en el modelo final aparecen como pequenas densidades electronicas no asignadas, nos
permiten diferenciar entre las distintas isoformas mayoritarias de FlaB en base a la presencia
o ausencia de ciertos residuos glicosilados. En particular, de las siete O-glicosilaciones de FlaB
en nuestro modelo de L. biflexa wt, 5 estdn conservadas en todas las FlaBs, mientras que las
otras dos se encuentran localizadas en los residuos de Thr137 y Thr182 que solo son Treoninas
en FlaB4. El carbohidrato en Thr137 es clave en la interaccidn con FlaA2, mientras que Thr182
lo es en la interaccion con BOSJC6.

A partir de los resultados obtenidos, nuestra hipdtesis es que las isoformas de FlaB pueden
rescatarse parcialmente entre si, de modo que ninguna isoforma es estrictamente esencial
para la formacién de endoflagelos y para mantener un nivel basal de motilidad. Sin embargo,
para lograr motilidad completa se requiere la presencia de todas las isoformas, y los hallazgos
sugieren que, al menos en Leptospira, las isoformas de FlaB no son funcionalmente
intercambiables, como se ha planteado en otras espiroquetas[36,87]. Cada isoforma podria
modular la estructura de la vaina a su alrededor al reclutar preferencialmente determinadas
proteinas. Como parte de una respuesta adaptativa al ambiente, las bacterias podrian ajustar
las proporciones relativas de isoformas FlaB y, consecuentemente, el tipo de vaina que
producen.

Nuestra hipétesis, aunque implica un mecanismo mas complejo debido a la presencia de la
vaina, tiene cierta analogia con lo que ocurre en los flagelos de otras especies con multiples
isoformas de flagelina. En estos casos, la inactivacidn de genes especificos de flagelina permite
aun la formacién de filamentos mdviles, aunque con pérdida de propiedades o ventajas
adaptativas en entornos especificos[48,178].

4.4 - Vaina del filamento

Las proteinas FlaA son caracteristicas y estdn universalmente presentes en todas las
espiroquetas. En la mayoria de estas bacterias se ha postulado que FlaA forma una vaina
continua alrededor del nucleo flagelar[45]. Resolver la primera estructura de una FlaA fue
uno de nuestros objetivos principales. Tras superar retos considerables de expresiéon vy
solubilidad mediante técnicas de clonado, expresién y purificacion high-throughput, logramos
obtener FlaAl de L. borgpeterseniiy FlaA2 de L. biflexa en forma soluble.
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La estructura tridimensional de FlaAl revela un plegamiento conservado de la superfamilia
de unidn a carbohidratos, con tres hojas beta, una de ellas antiparalela a las otras dos. El ion
calcio resulta fundamental para su correcto plegamiento, ya que se coordina con dos de estas
tres hojas beta manteniéndolas en posicién. La reduccién permanente de las cisteinas
conservadas nos permitio evitar agregados, confirmando que estas cisteinas estdn dispuestas
a una distancia capaz de formar puentes disulfuro.

En cuanto a su funcién, FlaA parece tener configuraciones estructurales variadas en
diferentes espiroquetas. En B. hyodysenteriae[82,97] y T. denticola[36], los mutantes
deficientes en FlaA presentan disminucion en motilidad y alteraciones morfoldgicas en sus
endoflagelos. A pesar de que sus endoflagelos conservan la capacidad de rotar y mantienen
una forma helicoidal levégira, muestran una morfologia alterada, con un didmetro y un paso
de hélice notablemente menores en comparacién con las cepas salvajes[3]. En Borrelia, FlaA
no forma una vaina completa, sino que se localiza principalmente en la base proximal del
filamento[3,45,98]. En Leptospira, la ausencia de proteinas FlaA no afecta el didmetro
flagelar[17] porque los mutantes flaA2" reemplazan la vaina nativa por una envoltura
simétrica compuesta de FcpA 'y FcpB. Al igual que ocurre en B. hyodysenteriae y T. denticola,
estos mutantes flaA2", que también carecen de FlaAl, pierden su motilidad translacional y
superenrrollamiento caracteristicos. Aunque el mecanismo que media estos fenotipos parece
ser al menos en parte diferencial en Leptospira, involucrando también a las proteinas Fcp;
creemos que al ser una proteina conservada en espiroquetas deberia mantener un mismo rol
funcional en todo el filo.

Ademads de la funcién propuesta que involucra un aumento en la rigidez de la vaina mediado
por FlaA[97], estudios recientes en Salmonella han identificado a FlIhE, una proteina
estructuralmente similar a FlaA, que previene la formacién de flagelos periplasmicos[91]. Los
mutantes flhE- ensamblan filamentos en el periplasma capaces de girar y curvar la morfologia
celular, pero la tensidn sobre la pared celular compromete la viabilidad. La prevencién del
ensamblaje o la reduccion de la longitud del filamento flagelar restaura el fenotipo
salvaje[91]. El fenotipo de estos mutantes, y la existencia de otros con filamentos flagelares
ectopicos en el periplasma [179] igualmente inviables, sugieren que la capacidad distintiva de
las espiroquetas radica en su habilidad para enrollar los filamentos peripldsmicos alrededor
del protoplasma sin comprometer la integridad celular. Dada la similitud estructural entre
FIhE y FlaA[91], es posible que sus pliegues permitan interacciones con un mismo
componente del periplasma bacteriano.

Las proteinas FcpA y FcpB, exclusivas de la familia Leptospiraceae, son componentes
principales de su vaina flagelar. Nuestro laboratorio ha cristalizado y resuelto las estructuras
de FcpA de L. biflexa y FcpB de L. interrogans, revelando plegamientos Unicos sin ortdlogos
en otras espiroquetas ni similitud estructural con otros componentes flagelares
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conocidos[168]. Aunque FcpA es capaz de polimerizar, su alta solubilidad (~¥1 mM) sugiere
gue requiere una plataforma de ensamblaje proporcionada por el nucleo flagelar. Asimismo,
FcpA parece actuar como plataforma para el ensamblaje secuencial y ordenado de FcpB.

Estas proteinas desempefian un papel central en el enrollamiento del filamento,
localizdndose exclusivamente en el lado convexo y actuando como "expansores de
curvatura"[168]. En los mutantes flaA2", FcpA y FcpB forman una vaina radialmente simétrica
gue produce filamentos sin curvatura, demostrando que su disposicién asimétrica es esencial
para su funcidn. Aunque aun no comprendemos completamente el mecanismo subyacente,
la curvatura inducida por las Fcps es crucial para la motilidad de Leptospira, ya que filamentos
con menor curvatura no pueden producir el empuje necesario para que las bacterias se
trasladen, deformen sus extremos celulares o colonizen a sus huéspedes.

El andlisis de similitud estructural y conservacidn de secuencias (Figura 44) permitié agrupar
las proteinas de vaina en familias: i) FlaAl y FlaA2, proteinas de unidn a carbohidratos
dependientes de calcio; ii) la familia de FcpB, que incluye BOSPP1 y BOSKNS; v iii) BOSMT®6,
BOSJC6 y BOSMKS, grandes proteinas con al menos 6 a-hélices. Componentes como BOSTF2,
FcpA y BOSTN7 tienen estructuras Unicas sin homélogos en el filamento.

Las proteinas de vaina forman familias

A Flaal FlaA2 B BosmMr6  Bosjce BOSMKS

P
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Figura 44: Las proteinas de vaina se agrupan en familias. Se muestran los alineamientos estructurales de todos
los carbonos a de las proteinas de vaina de L. biflexa y su agrupacion en familias. A. La familia de las FlaAs (FlaAl
y FlaA2) comparten un ~30% de identidad de secuencia y sus estructuras alineadas tienen un rmsd de ~1.5A. B.
Las proteinas de vaina BOSMT6, BOSJC6 y BOSMK8 conforman otra familia de proteinas de vaina. Tomando como
referencia a BOSMK8, BOSMT6 tiene un rmsd de ~1.24 y ~22% de identidad, mientras que B0OSJC6 tiene ~1.54 y
~17.7%. C. Las proteinas FcpA y BOSTN7, al igual que BOSTF2, son cada una singular, no conformando familias
con otros componentes. D. La tercer familia esta conformada por las proteinas FcpB, BOSPP1 y BOSKNS8, con rmsd
de ~2.3Ay ~7% de identidad para BOSPP1, y rmsd de ~2.2A y ~14.5 % de identidad para BOSKN8, tomando como
referencia a FcpB.

4.5 — Mecanismos de motilidad y origen de la asimetria

La vaina asimétrica de Leptospira plantea preguntas fundamentales sobre cdmo se genera
esta asimetria y cual es su funcidn en la motilidad. La motilidad de las espiroquetas, y en
particular el mecanismo mediante el cual el torque generado por el motor se transmite al
filamento flagelar para inducir su movimiento ondulatorio y deformar el cuerpo celular, es un
misterio de larga data. Un modelo matematico reciente en B. burgdorferi[45,105] sugiere que
el filamento y su vaina rotan libremente alrededor del periplasma, sin contacto con el cuerpo
celulary el peptidoglicano. Sin embargo, considerando el espacio confinado y la capacidad de
los filamentos para deformar la envoltura celular, parece probable alguna interaccién entre
filamentos y estructuras celulares.

En el caso de Leptospira, la asimetria de la vaina introduce una complejidad adicional: la
hipétesis de rotacion libre se torna menos viable, ya que las Flagellar Coiling Proteins (Fcps),
necesarias para mantener la curvatura del filamento, deberian estar constantemente
posicionadas en el lado convexo para inducir la curvatura hacia el cuerpo celular y no hacia el
exterior. Una hipdtesis alternativa seria que la vaina y el nucleo flagelar no roten de manera
conjunta, sino que la vaina permanezca en una posicion fija en contacto con el cuerpo celular
mientras el nucleo rota. Algunas imagenes de microscopia electrdnica sugieren interaccién
entre el flagelo y el cuerpo celular[74], y Wunder et al. han planteado que FcpA podria ser la
interfaz entre el endoflagelo y el peptidoglicano (PG), cuya pérdida en los mutantes fcpA
podria impedir el enganche correcto y comprometer el movimiento rotacional del extremo
celular[105].

Nuestros resultados permiten proponer un modelo para el ensamblaje secuencial del
endoflagelo y el origen de su asimetria. El proceso comenzaria con la secrecion flagelar de las
isoformas de FlaB, que son los Unicos componentes sin una secuencia sefial de exportacion
en el N-terminal[87,97]. Este proceso seria conservado y similar al autoensamblaje de Ila
flagelina en otras bacterias. Sin embargo, en Leptospira, es probable que existan mecanismos
reguladores adicionales que controlen los niveles de las cuatro isoformas de FlaB secretadas,
dejando segmentos con una mayor afinidad por ciertas proteinas de vaina. Aunque distintos
homodlogos y paralogos de FlaB presentan superficies diferenciales de union a otras proteinas,
consideramos que este mecanismo no es suficiente, por si mismo, para generar la notable
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asimetria observada en la vaina. Postulamos entonces, la existencia de un mecanismo
adicional que aprovecha el deslizamiento de los protofilamentos entre si que se ha descrito
en otras bacterias introduce perturbaciones no helicoidales en el filamento[50,180], para
encontrar una asimetria temporal en el nucleo flagelar y propagarla, volviéndola permanente
y mas marcada[169]. Nuestro modelo, publicado en Brady et al.[169], propone que FlaA2
podria ser el candidato principal que se une en la primeras articulaciones asimétricas del
filamento flagelar. Esta unidn inicial de FlaA2 bloquearia el acceso de otras proteinas de vaina
(como FcpA 'y FcpB) a la cara céncava del filamento y proporcionaria una superficie de unién
diferencial y asimétrica para el resto de las proteinas de vaina. Es posible que su ensamblaje
reclute ciertos interactores como BOSTN7 y FcpA que se encuentran adyacentes FlaA2 y FlaAP
en la vaina flagelar. Aunque al momento no podemos concluir quién se ensambla primero, lo
cierto es que en esta etapa se secreta y ensambla FcpA antes que FcpB y probablemente que
BOSKN8 y BOSPP1, que también tienen sus plataformas de ensamblaje sobre FcpA.

Finalmente, FlaAl seria la ultima proteina en reclutarse para formar la vaina del filamento.
Proponemos que la vaina incompleta con un surco que se observa en los filamentos L. biflexa,
representa de hecho el ultimo estado intermedio en el ensamblaje de la vaina. Si bien esto en
principio podria reflejar una diferencia inherente a las especies saprofitas vs patégenas, el
hecho es que si encontramos FlaAl en el proteoma flagelar de L. biflexa, que ademas se
entrecruza con FlaA2 e incluso dimeriza en un homo-inter-entrecruzamiento de FlaAl. Estas
observaciones concuerdan con el modelo de L. interrogans que postula dos protofilamentos
de FlaAl antiparalelos y flanqueados a ambos lados por FlaA2. Ademas, nuestro resultados
de espectrometria de masas indican que las cantidades relativas de FlaAl varian en las
distintas preparaciones flagelares, posiblemente debido a su expresién diferencial bajo
distintas condiciones, a su interaccidon con un componente periplasmico de alta afinidad y/o a
una asociacién mas laxa con el filamento. Nuestro modelo del filamento presenta un segundo
canal hueco en el centro, lo cual podria explicar la unién inestable de FlaAl al mismo. Aunque
no descartamos la ausencia de un Ultimo componente flagelar en esta posicidn, FlaAl parece
asociarse a FlaA2 sin interactuar directamente con el nucleo flagelar de FlaB.

4.6 — Comparacion con otros filamentos de espiroquetas

Nuestro modelo cuestiona lo conocido sobre filamentos flagelares de otras espiroquetas.
¢Realmente poseen una vaina completamente simétrica compuesta Unicamente por FlaA? En
los filamentos de B. hyodysenteriae copurifican de manera reproducible proteinas con masas
moleculares de 39, 35 y 29 kDa que no reaccionan con antisueros FlaA o FlaB[82]. Hallazgos
similares se han descrito para T. pallidum, T. phagedenis y T. denticola[80,100], y en esta
ultima especie se ha identificado FlaG, una proteina minoritaria asociada al filamento[146].
Sin embargo, a diferencia de Leptospira, estas espiroquetas presentan un proteoma
aparentemente mds simple y muestran reduccién evidente en diametro al eliminar
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FlaA[36,71,87]. En B. hyodysenteriae, la crioET muestra una estructura de vaina simétrica y
reticular[71,87], mas sencilla que la de Leptospira.

Otra gran interrogante es ¢(Por qué Leptospira necesita filamentos mas complejos?
Encontramos tres diferencias estructurales que lo distinguen: i) tiene el menor paso de hélice
en su cuerpo celular, requiriendo filamentos mas curvos; ii) logra con solo dos flagelos cortos
no solapantes la misma velocidad que otras espiroquetas con hasta 11 filamentos por polo; y
iii) presenta la mayor rigidez relativa de endoflagelos frente al cuerpo celular[93]. Estos
factores podrian explicar su estrategia alternativa con filamentos estructuralmente mas
complejos que generan mayor torque[3], permitiéndole alcanzar las mayores velocidades de
traslacion observadas en espiroquetas tanto en medios liquidos[3] como en geles viscosos.

La morfologia de las espiroquetas parece estar determinada por dos factores. El primero la
capa de peptidoglicano y las proteinas del citoesqueleto celular, que juegan un rol
determinante en la forma, haciendo que algunas espiroquetas como B. burgdorferi tengan
forma naturalmente cilindrica y otras como Leptospira tengan forma helicoidal. El segundo los
flagelos periplasmicos, cuya funcién se superpone a la del citoesqueleto, terminando de darle
forma a la célula[100]. Esta morfologia dependiente de endoflagelos parece ser consecuencia
de la interaccién mecanica entre estos dos cuerpos eldsticos de diferente rigidez[181]. En
Leptospira, sus endoflagelos cortos solo determinan la forma espiralada o de gancho de los
extremos celulares[70].
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V- CONCLUSION

Hace mdas de un siglo, Dobell (1912) destacd que "el movimiento de las espiroquetas esta
rodeado de misterio". Un siglo después, aunque se han logrado avances, muchas preguntas
intrigantes sobre la motilidad de las espiroquetas siguen sin respuesta[45]. Con sus modos de
motilidad tan distintos a los de flagelos bacterianos candnicos, las espiroquetas constituyen
un sistema bioldgico notable para estudiar la interrelacion de elasticidad, morfologia y
autopropulsidon[86] dependientes de sus endoflagelos que rotan en el periplasma.

Utilizando enfoques estructurales integrativos, dilucidamos la estructura del filamento
peripldsmico de Leptospira, generando un modelo molecular exacto que revela una
arquitectura increiblemente compleja con 15 componentes diferentes. Este filamento, con
un nucleo de 11 protofilamentos de FlaB rodeado por una vaina asimétrica, queda validado
por la calidad de sus parametros estructurales, las distancias esperadas entre sus interactores
y su capacidad para explicar diversos fenotipos experimentales.

Nuestro trabajo ha permitido responder varias de las preguntas fundamentales planteadas
inicialmente. Si bien el filamento mantiene caracteristicas importantes y conservadas con los
filamentos de las bacterias modelo y otras espiroquetas, a diferencia de cualquier otro
filamento jamds descrito presenta una estructura altamente asimétrica que plantea un
cambio en el paradigma aceptado en la motilidad bacteriana. El reclutamiento temprano de
las proteinas FlaA2 en el lado céncavo del filamento generaria esta asimétria, dejando a las
proteinas FcpA 'y FcpB del lado convexo del filamento para generar la curvatura necesaria para
el superenrrollamiento.

Respecto a la contribucion de distintas proteinas flagelares a la motilidad y virulencia,
nuestros estudios de mutantes revelan que, mientras las isoformas de FlaB pueden
compensarse parcialmente entre si, la eliminacion de proteinas de vaina como FcpA, FcpB o
FlaA2 provoca pérdidas significativas de motilidad traslacional y capacidad infectiva. Esto
demuestra que cada componente cumple funciones especificas no completamente
redundantes.

Finalmente, hemos propuesto que la complejidad excepcional del filamento de Leptospira,
comparada con otras espiroquetas, responde a tres caracteristicas Unicas del género: su
menor paso de hélice celular que requiere filamentos mas curvos; la necesidad de lograr alta
velocidad con solo dos flagelos cortos; y la mayor rigidez relativa de sus endoflagelos frente
al cuerpo celular. Esta configuracién estructural Unica permite a Leptospira generar el mayor
torque entre las espiroquetas y alcanzar velocidades de traslacién superiores tanto en medios
liguidos como viscosos.
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Este proyecto abre las puertas a explorar en detalle la estructura de los glicanos flagelares y
el rol de las diferentes proteinas de vaina, avanzando hacia una comprension integral de la
biologia de Leptospira como modelo de espiroquetas. El conocimiento adquirido sobre estos
aspectos fundamentales podria aplicarse eventualmente al tratamiento y prevencion de
enfermedades causadas por espiroquetas patdgenas[3], e incluso inspirar el disefio de
microrrobots de propulsién auténoma con alta eficiencia[12].
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VI - MATERIALES Y METODOS

6.1 — Analisis filogenético de proteinas flagelares de Espiroquetas

Las secuencias gendmicas y aminoacidicas fueron descargadas de las bases de datos NCBI
GenBank y RefSeq[182] y Uniprot[183], salvo cuando se indica lo contrario. Para el andlisis
gendmico comparativo completo de los sistemas endoflagelares en Espiroquetas, se
descargaron de la base de datos PATRIC[184] todos los genomas disponibles pertenecientes
al Phylum Espiroquetas (n = 971). Se removieron aquellos genomas no asignados a especies
conocidas o correspondientes a cepas no cultivadas, resultando en 864 genomas de alta
calidad. Los 864 genomas fueron reanotados automaticamente utilizando Prokka[185] para
asegurar consistencia en la anotacién génica. Para la visualizacidon de los genomas vy la
distribucién de los genes flagelares de Leptospira se empleé el software Genoscope[186].

Se realizaron busquedas de las 59 proteinas flagelares conocidas en los genomas procesados,
manteniendo por conveniencia una Unica isoforma de FlaB para el andlisis comparativo. Se
calcularon modelos ocultos de Markov (HMMs, por Hidden Markov Models) para cada
proteina flagelar utilizando hmmbuild v3.3.2[187]. Los hits positivos se reportaron utilizando
un umbral de e-value menor a 1x1071° para asegurar la especificidad de las identificaciones.
Los scores resultantes fueron escalados de 0 a 1 mediante normalizacidn por el score mas alto
obtenido para cada proteina flagelar especifica. Esta normalizacién permitié la comparacion
directa entre diferentes familias de proteinas con rangos de similitud variables.

Para el andlisis comparativo y alineamiento multiple de secuencias, tanto gendmicas como
proteicas, se utilizé el programa Jalview[152], calculando los alineamientos mediante el
algoritmo ClustalW[151]. Los alineamientos resultantes del pipeline automatico fueron
visualizados y curados manualmente en Jalview, proceso que incluyd la eliminacién de
secuencias repetidas, correccion de genomas mal anotados, remociéon de regiones con
cobertura inferior al 30% de las secuencias, y verificacion de la correcta asignacién de
dominios funcionales. El proceso de curacion manual también involucré la correccién de
errores de alineamiento en regiones altamente conservadas mediante inspeccion de perfiles
de conservacidn y la identificacién de dominios funcionales utilizando analisis con bases de
datos especializadas.

Para contextualizar evolutivamente los resultados, se construyé un arbol filogenético de las
864 Espiroquetas con el programa gtdb-tk v3.0[188], utilizando un genoma de Escherichia coli
como grupo externo. El arbol se basé en un alineamiento concatenado de 120 genes
marcadores universalmente presentes en bacterias, proporcionando una base filogenética
robusta para el andlisis comparativo. El arbol resultante fue colapsado a nivel de especies,
resultando en 115 especies representativas de los géneros Leptospira (n = 63), Leptonema (n
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= 1), Turneriella (n = 1), Borrelia (n = 21), Treponema (n = 15), Sphaerochaeta (n = 1),
Spirochaeta (n = 1), Brevinema (n = 1) y Brachyspira (n = 10), mas el genoma externo de E.
coli.

Se realizaron analisis de conservacién de secuencias para identificar posiciones altamente
conservadas en cada familia de proteinas. La significancia estadistica de la conservacion se
evaludé mediante métodos estadisticos apropiados, y la clasificacidn funcional de proteinas se
realizd mediante analisis de dominios con bases de datos especializadas. La revisidon y
correccidon de anotaciones génicas se llevd a cabo mediante analisis filogenético de cada
familia de proteinas, construccién de arboles de genes especificos y comparacidon con
anotaciones de genomas de referencia curados manualmente. Los resultados se visualizaron
utilizando ggtree[188] para la representacion del arbol filogenético y el mapa de calor
correspondiente. El mapa de calor se generd integrando los datos de conservacién de
proteinas flagelares con la informacidn filogenética, permitiendo la identificacién de patrones
evolutivos y la distribucion de componentes especificos entre los diferentes géneros de
Espiroquetas.

Todos los archivos, alineamientos de secuencia y scripts utilizados para realizar los analisis
estan disponibles publicamente en el repositorio FigShare
(https://doi.org/10.6084/m9.figshare.19686282), permitiendo la reproducciéon completa de
los resultados presentados en este estudio.

6.2 — Analisis de caracteristicas proteicas y prediccion estructural

Para analizar las caracteristicas fisicoquimicas de las proteinas identificadas, incluyendo
punto isoeléctrico, masas moleculares esperadas, coeficiente de extincién y contenido en
cisteinas, se utilizd el programa ProtParam([189]. La prediccién de péptidos sefial de secrecion
al periplasma se realizé6 mediante SignalP[190]. Para la prediccion de estructuras secundarias
de las proteinas, particularmente en el caso de las isoformas de FlaA, se empled el programa
PSIPRED[153]. La busqueda de homodlogos estructurales se realizé utilizando los servidores
Phyre2 (Protein Homology/analogy Recognition Engine V2.0)[154] y DALI[191]. La prediccidn
de estructuras 3D de proteinas no anotadas fue realizada con AlphaFold2[78] con pardmetros
por defecto en busqueda de homdlogos y generacidn de alineamientos mulitples de
secuencia. Se consideraron fiables aquellas predicciones (o regiones) con indice pLDDT 2 0.75.

6.3 — Clonados y construccidon de vectores

Todas las construcciones de esta tesis se realizaron mediante la técnica de Restriction-Free
Cloning[192], que no utiliza enzimas de restriccién y permite insertar la secuencia blanco en
cualquier posicion deseada del vector. Los oligonucledtidos especificos fueron disefiados
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como cebadores considerando pardmetros basicos estandar: contenido GC aproximado de
50%, temperatura de fusion entre 55°C y 65°C, extremos 3' terminando en G o C. Los
cebadores se disefiaron con la herramienta en linea RF-cloning [192], y se verificaron con
Primer3[193]. La lista completa con los cebadores comprados en IDT (Integrated DNA
Technologies), asi como los vectores parentales y los obtenidos por nosotros, pueden verse
en la Tabla 3.
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-, Plasmido . . L ., ) ) Tamafio del [ Tamafio del
Construccion Resistencia | Disefio de la construccién Primer Fw Primer Rev ) L
parental megaprime| pldsmido
PQE80-bFcpA ampicilina 5577 pb
pQE80-bFcpB ampicilina 5559 pb
pPQE80-iFcpA ampicilina 5625 pb
pQE80-iFcpB ampicilina 5550 pb
. 5' CGATTTACAAAATCTTCCT | 5°_GATCATGTTTTCTTCGAA
PQEBO-iFcpA p-QESO_. ampicilina CAGACCATCCCCATTCTCGA | AGCGTAGGCACTTGCTAGA 127 pb 5625 pb
cysless TR GCTC_3" TACTTATGAG_3’
pQE80-iFlaAl
pETM14-FlaAl pETM14 [ kanamicina 6His_preS_FlaAl 939 pb 6157 pb
pETM22-FlaAl pETM22 [ kanamicina trxA_6His_preS_FlaAl N e 939 pb 6500 pb
pETM33-FlaAl pETM33 [ kanamicina 6His_GST_preS_FlaAl e 939 pb 6826 pb
pETM44-FlaAl pETM44 [ kanamicina 6His_MBP_preS_FlaAl CATCAAAGGC_3' CAAGATCC_3' 939 pb 7261 pb
pETMS55-FlaAl pETM55 [ kanamicina | DsbAg:_6His_preS_FlaAl 939 pb 6745 pb
pETM66-FlaAl pETM66 [ kanamicina| NusA_6His_preS_FlaAl 939 pb 7648 pb
pQE80-iFlaA2 ampicilina
pETM14-FlaA2 | pETM14 |kanamicina 6His_preS FlaA2 732 pb 5950 pb
pETM22-Fla2 pETM22 | kanamicina trxA_6His_preS_FlaA2 732 pb 6293 pb
PETM33-FlaA2 | pETM33 |kanamicina| 6His_GST_preS_FlaA2 |>-CTGGAAGTTCTGTTCCAG | 5' TGAGATCCGGCTGCTAA [ 735 ) 6619 pb
PETMA44-FlaA2 | pETMA44 | kanamicina| 6His_MBP_pres_Flaa2 | CGCCCCTCAGGTCAGCAGA |CAAAGCCGLAGGTCGACGL 5y L ™ T 7054 oy
CCGGAAATAATCAG_3' CAAGATCC_3'
pPETMS55-FlaA2 pETM55 [ kanamicina | DsbAg;_6His_preS_FlaA2 - - 732 pb 5950 pb
pPETM66-FlaA2 pETM66 [ kanamicina | NusA_6His_preS_FlaA2 732 pb 7441 pb
5' CTGGAAGTTCTGTTCCAG | 5' TGAGATCCGGCTGCTAA
pETM54-FlaAl pETM54 | kanamicina | DsbA_His_preSite_FlaAl |GGGCCCGGTTCACAAAACAT|CAAAGCCGCAGGTCGACGC| 939 pb 6797 pb
CATCAAAGGC_3' CAAGATCC_3'
pET28a- 5' CGCTACCGTGGCCCAGG |5' GCCATTCGATTTTCTGAG
Flaadl His pET28a | kanamicina [ OmpAleader_FlaAl_His | CGCATCACCATCACCATCAC [CCTCGTTTGCCTGCAGCACC| 900 pb 6182 pb
= GGATCAGGATCGG_3' GCCGCCGCCAC_3'
. . 5' CGCTACCGTGGCCCAGG |5' ACAGGAGAGTCTCAGAG
PET28a_His FIaA|  rr8a | kanamicina |OTPAIEader_His TEV_FIaA) oo reaccaTcaccATCAC | ATTATTTGCCTGCAGCACCG | 958 pb | 6586 pb
1 1 GGATCAGGATCGG_3' CCGCCGCCAC_3'
5' CTCGAGCACCACCACCAC|5' CAAGACCCGTTTAGAGG
pET22b-FlaAl pET22b ampicilina pelB_His_TEV_FlaAl CACCACCATCACCATCACCA | CCCCTTATTTGCCTGCAGCA 966 pb 6333 pb
TCACGGATCAGG_3' CCGCcGeeaec 3!
5' CTGGAAGTTCTGTTCCAG | 5' TGAGATCCGGCTGCTAA
pPETM54-FlaA2 pETM54 [ kanamicina | DsbA_His_preSite_FlaA2 [ GGGCCCTCAGGTCAGCAGA [CAAAGCCGCAGGTCGACGC| 732 pb 6590 pb
CCGGAAATAATCAG_3' CAAGATCC_3'
ET28 5' CGCTACCGTGGCCCAGG SIS UG EEE
F'IDaAZ :i_s pET28a | kanamicina [ OmpAleader_FlaA2_His | CGCAGCAGACCGGAAATAA iﬁ:ﬁ;ﬁg;ﬁ?gx&"\ 699 pb 5941 pb
= TCAGGCTGGTGG_3' 3 =
5°_CTCGAGCACCACCACCA e cameaeeCCIILCICC
pET22b-FlaA2 pET22b | ampicilina pelB_His_TEV_FlaA2 CCACCACCACCATCACGGAT CCCCTTACCAATTATCTTTAA 750 pb 6117 pb
CAGGATCGG. 3" TTTCCGATCCAGGATACTTC
GC_3'
5°_GCAGCAGCCATCACCAT | 5' CGGCCGTGTACAATACG
. . CATCACCACAGCGGATCAG | ATTACTTTCTGTTCGACTTAA
pCola_bFcpA pCola kanamicina His_bFcpA GATCGGAARACCTATATITT | GCATTATTGTGCTACCGAAA 910 pb 4535 pb
CAGG_3’ TAACCTCATCTCGG_3'
pCola_bFlaA2 pCola kanamicina FlaA2_strep 5' ACATATGGCAGATCTCAA|5' CGTTCAAATTTCGCAGCA 4337 pb
TTGGATATCGGCCGGCGATA| GCGGTTTCTTTACCAGACCA
pCola_ pCola_ . X 711 pb
bFCpA._bFlaA2 I~ kanamicina | His_bFcpA y FlaA2_strep CTGGCGGACAAAATACAGCT A‘ITGTCCWAA‘ITI’CIAGAACC 5177 pb
= AACAC_3 AGGGT_3
5' CATGGGCAGCAGCCATC | 5'_TCGATTATGCGGCCGTG
- . ACCATCATCACCACGGTTCA | TACAATACGATTACTTTCTGT
pETDuet_bFlaAl [ pETDuet | ampicilina His_FlaAl GGTTCACAATACAMGTCTC | TCGACCTATITGTTITGGGA 998 pb 6240 pb
CAACGGC_3' AGATCCGTTGCTTC_3'
pETDuet_bFcpB | pETDuet | ampicilina bFcpB_strep SG'EiglﬁgﬁfAf:EGC:TT:IS 5' CGCAGCAGCGGTTTCTTT 6090 pb
PETDuet_ pETDuet_ - ) GACTGGTAGCTCGGAAACT ACCAGGTAWCAAAGAACC, 836 pb
bFlaA1_bFcpB FlaAl ampicilina | His_FlaAly bFcpB_strep . TTTCAATGCTTCTACGTTC 3 7014 pb

Tabla 3: Construcciones disefiadas para el clonado de vectores. Se muestran todas las construcciones
generadas, incluyendo cebadores utilizados, tamafio esperado del megaprimer, vectores parentales y
generados, asi como las proteinas producidas a partir de sus secuencias codificantes. Las construcciones se
organizan por colores: rojo para Fcp, azul para FlaAl, verde para FlaA2 y amarillo para coexpresién de proteinas
de L. biflexa.
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El proceso involucra dos PCR consecutivas (Tabla 4). En la primera PCR se amplificaron las
secuencias codificantes blanco provenientes de ADN gendmico de Leptospira o de otros
vectores previamente clonados. Para verificar si la PCR funciondé y recuperar los
"megaprimers", se corrieron geles de agarosa 1% en solucién TAE (Tris 40 mM, acido acético
1%, EDTA 2 mM), tefiidos con bromuro de etidio (0.5 pg/mL) y visualizados en transiluminador
ultravioleta. Las bandas del tamafio adecuado fueron cortadas del gel y purificadas por el kit
QlAquick Gel Extraction (Qiagen) segun protocolo del fabricante.

A PCR 1 mix PCR 2 mix B
Termociclado PCR 1 Termociclado PCR 2
. Concentracién . .
Reactivo /volumen final Reactivo Tiempo Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo
5X Phusion 5X Phusion 982eC 1 min 982eC 1 min
buffer HF 1X-10ut buffer HF 1X=5ul
982C 10 seg 982°C 10 seg

10 mM dNTPs 200uM - 1uL 10 mM dNTPs [ 200uM - 0.5uL X 2
Tm primer mds

. 10-30 602C-652C 40-60
10uM primer For 1,25 uL bajo +32C seg se8
Megaprimer 50-100 ng .
10uM primer Rev 1,25 uL 72°C 15-30 seg 72°C 2.5-3 min
ADN molde Lepto 50-250 ng Vector 0.5ng 72°C 7 min 729C 7 min
i i 4eC 10 mi 4°C 10 mi
ﬁEN ip‘:]";)‘ﬂ/asf 10U- 0.5uL /:EN r‘:’%etj/asi 5U-0.25uL min mn
usio 4 usio Y 30 ciclos 30 - 35 ciclos
H,0 csp 50uL 4°C csp 25uL

Tabla 4: Reactivos y condiciones de termociclado para RF-cloning. A) Reactivos utilizados en cada PCR. Los
volumenes de ADN molde de Leptospira (PCR1) y de megaprimer y vector (PCR2) son variables segin
concentraciones determinadas. La polimerasa Phusion utilizada en PCR2 fue High Fidelity comercial (Biolabs),
mientras que para PCR1 se utilizaron preparaciones propias cuando estaban disponibles. Se utilizé Buffer HF en
todos los casos por su menor propensién a errores. B) Condiciones de termociclado para ambas PCR. Los ciclos
de amplificacion se marcan en gris, con pasos sucesivos de desnaturalizacién, annealing (temperatura 3°C mayor
a la Tm del primer mas bajo) y extension (72°C). Las temperaturas de hibridacién y tiempos difieren entre PCR1
y PCR2 considerando que la extension de ADN a amplificar es mayor en PCR2.

Los megaprimers purificados contienen la secuencia codificante de interés flanqueada por
cebadores disefiados para hibridar en los sitios deseados para insercidn en el vector. En la
segunda PCR, estos pldsmidos se extienden para obtener los vectores deseados. El producto
de esta segunda amplificacion fue tratado con la enzima Dpnl (20U, incubando 1 hora a 37°C
e inactivando posteriormente a 80°C), que corta Unicamente el ADN del plasmido parental
metilado de E. coli.

Se transformaron células quimiocompetentes de E. coli DH5a o TOP10F' y se plaquearon 100
uL de reaccidn. Para confirmar los vectores previo a secuenciacién, en la mayoria de los casos
se llevd a cabo confirmacidn mediante digestidon con enzimas de restriccidon o realizando el
mismo protocolo que para la PCR1, confirmando que las colonias transformadas contenian el
inserto de interés por visualizacién del megaprimer.
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6.4 — Clonado high-throughput de isoformas de FlaA

Para clonar las isoformas de FlaAl y FlaA2 de L. biflexa, L. borgpeterseniiy L. interrogans en
el vector suite, se empled un método que permitiera utilizar un Unico par de cebadores para
introducir paralelamente cada secuencia codificante en multiples vectores[194]. Para cada
especie de interés se disefaron tres cebadores forward y un cebador reverso (Tabla 5). Los
primers forward fueron disefiados para unirse en 5' al sitio de corte con TEV, hibridando con
todos los vectores de la bateria, mientras que en 3' hibridan con el genoma de Leptospira en
las secuencias que codifican para las tres primeras estructuras secundarias predichas como
hélices a u hojas B. De esta forma se obtienen tres mutantes N-terminal truncados de cada
isoforma de FlaA. Los cebadores reversos fueron disefiados para que su reverso
complementario hibride con las secuencias que codifican para las ultimas estructuras
secundarias codificadas por los genes de Leptospira y con la etiqueta strep-tag y el coddn stop
de los vectores. Se seleccionaron las baterias de vectores con promotores T7 y la proteina
GFP clonada en marco de lectura con las proteinas de fusion.

Nombre del| ~ Proteina que se ) m ) Tm | oo
| Primer Fw Primer Rev megaprim
inserto traduce (2C) (eQ)

——— FlaAl 5'_GGTAGCGGATCGGAAAACCTGTATTTTC| 5'_GGTGGCTCCAGCTGCCGG

1 A1-49 _A303-316 |AGGGATCCGGTTCAATGGAACTTAGATCCA| 61 | ATCCTTTCGTCTTAAGCATTTT 823 pb
L. borgpetersenii TTACTGTGGAATC_3' ATCTAACTTATGTTTGCTTTTG | 61
A FlaAl 5'_GGTAGCGGATCGGAAAACCTGTATTTTC| c3
5 £1-71_A303-316 |AGGGATCCGGTTCAGAAGTTTTTACCGATA| 61 | Para la version strepless: 757 pb
L. borgpetersenii AGGATACTCAACAAGC_3' 5'_GGCTGCAGGTCGACGCCA
AR FlaAl 5'_GGTAGCGGATCGGAAAACCTGTATTTTC| AGATCCTTATTTCGTCTTAAGC| 61
5 A1-100_A303-316 | AGGGATCCGGTTCACGTGAAGTGAAACTG | 61 |ATTTTATCTAACTTATGTTTGC 670 pb
L. borgpetersenii ATCGCC_3' TTTTGC_3'
FlaAl 5'_GGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGA
Construccién del | Tamafio del . . eee | iFIAALANL | A1-49_A273-317 | TCCGGTTCACTGGAACTCAGATCTATCACG | 61 718 pb
plasmido parental | plasmido Promotor) Resistencia LYnteog0rs GG S
: FlaAl 5'_GGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGA 5'_GGGTGGCTCCAGCTGCCG
His_TEV_DsbC_ | 1o pb 17 ampicilina iFlaA1AN2 | A1-69_A273-317 |TCCGGTTCAGGTTGGGAAGTTACTACCGAT| 62 | GATCCTACATCGGACAATACT | 61 | 668 pb
GFP_strep L. interrogans AAAGATACACAAC_3' CTCAATTCGTCAAAGA_3'
His TEV MBP . FlaA1l 5'_GGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGA
GFP stre ® ~ | 5877pb T7 ampicilina iFlaA1AN3 | A1-89 A273-317 | TCCGGTTCATATCAAGCGACTGCCCAAAAC | 62 608 pb
= — L. interrogans GCT_3'
His_TEV_CelD_ | ., o pb 17 ampicilina FlaAl 5'_GGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGA
GFP_strep bFIaA1AN1 | A1-45_A307-328 |TCCGGTTCACTCAAAGCCATTACCATTGAAT | 62 842 pb
His TEV Trx L. biflexa CTTGGGACA_3'
GI_=P st_rep B 5798 pb 7 ampicilina FlaAl 5'_GGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGA 5'_GGGTGGCTCCAGCTGCCG
= bFIaA1AN2 | A1-63_A307-328 |TCCGGTTCAGGTTGGGAAGTGTTCACTGAC| 61 [GATCCCCAGTTATCCTTAATTT | 61 | 788 pb
His_TEV_ 4759 ob 17 ampicilina L. biflexa AAAGA_3' CTGATCCAGGATACTTC_3'
GFP_strep P P FlaAl 5'_GGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGA
His TEV sumo bFIaA1AN3 | A1-101_A307-328 | TCCGGTTCACTTGTGAGTAGAGAAGTGAA | 62 675 pb
gFP ;trep = 5074 pb T7 ampicilina L. biflexa ACTGGTTCCAG_3'
—— N T 5'_GGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGA
_TEV_pelB_ 5519 pb 17 T oalin A L borgpetersenii | TCCOCTTCAGAARAACTCATTCTCGAGAATT | 61 650 pb
GFP_strep i TCGAGGAGG_3'
is TE 5'_GGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGA 5'_GGGTGGCTCCAGCTGCCG
HISG_: P Vs_trGeSpT_ 6160 pb 7 ampicilina chlazAZAN . Z';:;;izz” TCCGGTTCAACCAAAGTTCTTAAGATGGTTC| 61 |GATCCCCAGTTATCCTTAATTT| 61 | 578 pb
= AAAGAGGTTTG_3' CTGATCCAGGATACTTCG_3'
HISZETFiV7osmY7 6109 pb 17 ampicilina A—— — 5'_GGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGA
_strep | TCCGGTTCACATATTCTCGGAGTAAAAACCA| 61 482 pb
3 L. borgpetersenii .
ATTACACCGTC_3
FlaA2 5'_GGTAGCGGATCGGAAAACCTGTATTTTC|
iFlaA2ANL | A1-42_A221-239 |AGGGATCCGGTTCACTTGAAAAGCTCATAC| 63 607 pb
L. interrogans TAGAGAATTTCGAAGAG_3'
FlaA2 5'_GGTAGCGGATCGGAAAACCTGTATTTTC| 5'_GGTGGCTCCAGCTGCCGG
iFlaA2AN2 | A1-57 _A221-239 |AGGGATCCGGTTCAAGAGCGAAGTCAACA | 63 | ATCCGGCACGAACTTCCAAAT | 60 | 562 pb
L. interrogans ACTCCTC_3' CGTCC_3'
FlaA2 5'_GGTAGCGGATCGGAAAACCTGTATTTTC|
iFlaA2AN3 | A1-67 _A221-239 |AGGGATCCGGTTCAACCAAGGTTCTCAAAA| 63 532 pb
L. interrogans TGGTCCA_3'
FlaA2 5'_GGTAGCGGATCGGAAAACCTGTATTTTC|
bFIaA2ANL | A1-43 0226241 |AGGGATCCGGTTCACCTCTAAGAAAAATCG | 64 610 pb
L. biflexa TTTTAGATGATTTTGAAGAGGC_3' :
FlaA2 5'_GGTAGCGGATCGGAAAACCTGTATTTTC Z{fggﬁg&;igf ::ffc
bFIaA2AN2 | A1-59 _A226-241 | AGGGATCCGGTTCAAGAGTCAAAGCAACC | 63 60 | 562pb
] ATCTACATAAAAGTAGAAGTC
L. biflexa ACTCCAC_3' 3
FlaA2 5'_GGTAGCGGATCGGAAAACCTGTATTTTC -
\—. [bFlaA2AN3 | A1-101_A226-241 |AGGGATCCGGTTCACATATTTTAGGAGTCA| 63 436 pb
L. biflexa AAACACATTTTGCTGC_3'

Tabla 5: Construcciones disefiadas para clonado high-throughput de isoformas de FlaA. En gradientes de azul
se muestran las construcciones para FlaAl y en naranja las de FlaA2. Los colores mas claros corresponden a L.
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borgpetersenii, los mas oscuros a L. biflexa y el intermedio a L. interrogans. Cada secuencia codificante fue
subclonada en el juego de vectores "vector suite" mostrado en amarillo mediante RF-cloning. Se incluyen
cebadores utilizados, temperaturas de fusidon (Tm) y tamafio esperado del megaprimer.

El protocolo de RF cloning fue analogo al previamente descripto, con modificaciones para
facilitar el clonado high-throughput. Las reacciones de PCR1 se escalaron aproximadamente
cinco veces para producir megaprimer suficiente para toda la bateria de vectores. Para PCR2
se preparé una master mix con H,0, Buffer HF, dNTPs y polimerasa Phusion de alta fidelidad,
que se dividié en varios tubos para afiadir los megaprimers correspondientes y se alicuotaron
en blisters de PCR. Los productos de PCR se transformaron en células E. coli TOP10F' utilizando
bolitas de vidrio para facilitar el plaqueo. Como método confirmatorio, y para manejar una
gran cantidad de pldsmidos en paralelo, se utilizé el método Colony PCR. Por cada colonia a
analizar se preparo un tubo de pre-cultivo (3 mL LB con antibiético correspondiente) y uno de
PCR (80 pL agua estéril). Cada colonia fue picada con tip, agitada en el tubo de PCR sin tocar
las paredes y transferida al tubo de precultivo. Los precultivos se incubaron a 37°C toda la
noche, mientras que los tubos de PCR se incubaron 5 minutos a 95-98°C para liberar el ADN.
Posteriormente, 5 plL del agua de cada tubo se utilizaron para inocular un nuevo tubo de PCR
con 20 plL de master mix alicuotado.

6.5 — Mutagénesis sitio-dirigidas

Las mutagénesis puntuales sitio-dirigidas se llevaron a cabo con RF cloning utilizando el
mismo protocolo descripto antes. Los cebadores fueron disefiados para contener las
mutaciones en un punto intermedio de su secuencia manteniendo la capacidad de
hibridizacién. Para la mutagénesis de FcpA de L. interrogans para obtener la version "cysless"
en el plasmido pQE80-iFcpA, cada primer se disefié alrededor de uno de los dos residuos de
cisteina a mutar, sustituyendo Cys221 por treonina (C221T) y Cys241 por alanina (C241A).
Para la versidon strepless de FlaAl de L. borgpetersenii, se elimind la etiqueta streptag
fusionada al extremo C-terminal para facilitar cristalizaciéon. Se afiadié un codoén stop (TTA) al
final de la secuencia codificante de FlaAl y se eliminaron las secuencias posteriores rio-abajo
gue codifican para la etiqueta streptag, haciendo que la secuencia 5' del cebador hibridice
con el plasmido en una regién 3’ en relacién a las etiquetas.

6.6 — Cuantificacion de ADN

La presencia de ADN plasmidico, su concentracén y su calidad, fueron determinadas
utilizando un equipo NanoDrop (Thermo Scientific o DeNovix DS-11). La concentracién de los
ADN plasmidicos se estimé por determinacién de su absorbancia (1 UAzeo correspondiendo
aproximadamente a 50ug/mL). Asimismo se verificé la calidad del ADN observando el
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espectro de absorcién y verificando que la relacion de Abs 260nm/280nm estuviera en el
rango 1.8-2.0.

6.7 — Secuenciacidn y analisis de las secuencias de ADN

Todas las construcciones generadas fueron confirmadas en ultima instancia por
secuenciacion, ya sea en el servicio de la Unidad de Biologia molecular del Institut Pasteur de
Montevideo o envidndolas a Macrogen. Para la secuenciacidn se utilizaron cebadores
especificos de los vectores, y/o los cebadores del clonado. Para el andlisis de las secuencias
se construyeron con SnapGene Viewer software[195], los vectores con las secuencias
esperadas del clonado, y se utilizé el programa Bioedit[196] para confirmar los pldsmidos. En
los analisis de similitud de secuencias se utiizaron los algoritmos de BLAST disponibles en la
base de datos GeneBank.

6.8 — Preparacion de células competentes y transformacion

Células quimiocompetentes: Se partié de un precultivo fresco crecido a 37°C, inoculando
1/100 en 50 mL de medio SOC o LB estéril con antibidtico correspondiente. Se incubé a 37°C
con 220 rpm por 2-3 horas hasta DOgoo = 0.7. Las células se cosecharon centrifugando a
3,000g y 4°C durante 15 minutos.

Se resuspendid el pellet en % volumen de CaCl, 0.1M estéril, se incubd en bafio de agua 30
minutos para permeabilizar membranas y se centrifugé a 3,000g y 4°C durante 15 minutos. El
pellet se resuspendié en 1/40 volumenes de CaCl, 0.1M vy glicerol 10% frio. Las células
competentes se fraccionaron en alicuotas de 50 pL y se guardaron a -80°C.

Células electrocompetentes: Se resuspendid el pellet en 1 volumen de agua estéril fria en
bafio de hielo. Se centrifugaron las células a 3,000g y 4°C durante 15 minutos y se resuspendio
con % volumen. Se repitieron los pasos resuspendiendo en % volumen de agua estéril y luego
en 1/8 volumen de glicerol 10% frio. Se centrifugd una vez mas resuspendiendo finalmente
en 1 mL de glicerol 10% frio. Las células se fraccionaron y guardaron a -80°C.

Transformacién quimica: Se incubaron 30-50 pL de células quimiocompetentes con 0.5-2 pL
de ADN plasmidico en hielo (4°C) durante media a 1 hora. Los viales fueron incubados a 37°C
por 45 segundos, inmediatamente sumergidos en hielo y se agregd 1 mL de medio LB o SOC
estéril. Las células se incubaron 1 hora a 37°C con agitacion vigorosa y 100 pL fueron
sembrados en placas LB agar con antibidtico de resistencia correspondiente.

Transformacion por electroporacion: Se incubaron 30-50 pL de células electrocompetentes
con 0.5-1.5 pL de ADN plasmidico en hielo durante 30 minutos y se transformaron mediante
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pulso eléctrico de 2.5 voltios por 8 ms. Se agregé inmediatamente 1 mL de medio LB o SOC
estéril y las bacterias fueron incubadas a 37°C 1 hora con agitacién vigorosa antes de sembrar
100 uL en placas selectivas.

6.9 — Expresion y purificacion general de proteinas

La estrategia general de expresién involucra transformacién de células competentes con los
vectores de interés, seleccion de colonias transformantes en placas LB-agar con antibidtico
correspondiente, y cultivo en medios apropiados inoculados con 1/100 del pre-cultivo. Los
cultivos se incubaron a 37°C y 220 rpm hasta fase exponencial media (DOgoo entre 0.6 y 1.7
dependiendo del medio). La sobre-expresidon se indujo con 1 mM IPTG por tiempos y
temperaturas variables segin cada proteina.

Para cosechar las bacterias, los cultivos se centrifugaron a 5,000g por 20 minutos a 4°C. Los
precipitados celulares se resuspendieron en Buffer de lisis (50 mM Tris-HCl pH 8, 500 mM
NaCl con inhibidores de proteasas EDTA-free cocktail, Roche). La lisis celular se realizd con
lisozima (1 mg/mL) y por congelamiento a -80°C seguido de descongelado. Los lisados fueron
incubados con DNAsa (100 ug/mL) y sonicados con Branson Digital sonifier (4 ciclos de 30
segundos, amplitud 30%, 1 minuto entre ciclos) o tratados con homogeneizador Emulsiflex
(2-3 ciclos a 4°C). La fraccién total fue centrifugada a 9,000g por 45 minutos a 4°C para separar
fraccion soluble de insoluble.

Todos los vectores fueron elegidos para expresar etiqueta de poli-histidinas (6xHisTag),
generalmente fusionada en el extremo N-terminal, para purificacion mediante cromatografia
de afinidad a niquel inmovilizado (IMAC). El sobrenadante (fraccidn soluble) fue filtrado,
llevado a la composicidon del buffer de lavado (generalmente con imidazol 20-40 mM) y
cargado en columna HisTrap (GE Healthcare) de 1 o 5 mL pre-equilibrada con buffer A (50 mM
Tris-HCI pH 8, 0.5M NaCl, 20 mM imidazol). La columna fue conectada a un equipo AKTA
Xpress o Purifier, durante el lavado con Buffer A. Las eluciones se realizaron con gradientes
de imidazol 0-100% buffer B (50 mM Tris-HCl pH 8, 0.5 M NaCl, 500 mM imidazol), siguiendo
la purificacién por Abs;so.

En construcciones con etiqueta de poli-histidinas seguida de secuencia de corte para
proteasas TEV o PreScission, las proteinas fueron incubadas con la proteasa correspondiente
(1 mg de proteasa por cada 40 mg de proteina eluida) y dializadas durante la noche contra un
minimo de 10 volumenes de buffer (50 mM Tris-HCI pH 8, 0.5 M NaCl) para eliminar el
imidazol. Las muestras se sometieron a una segunda separacién por IMAC para remover la
proteasa y purificar la proteina blanco. El flowthrough con la proteina de interés (sin His-tag)
fue colectado y concentrado por ultrafiltracion (Vivaspin, Sartorius).
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El paso final de purificacion consistio en cromatografia de exclusion molecular usando
columnas Superdex S75 o S200 HiLoad 16/60 o 26/60 (GE Healthcare) segin volumen de
muestra a inyectar y el tamafio esperado de la proteina blanco. Todas las cromatografias se
realizaron en equipos AKTA con columnas pre-equilibradas con Buffer SEC indicado en cada
caso. Cada pico de elucion fue colectado, concentrado por ultrafiltraciéon y alicuotado para
almacenamiento a -80°C.

6.10 — Expresion y purificacion especifica de proteinas individuales

FcpA y FcpB de L. biflexa y FcpB de L. interrogans: Transformacién de células
guimiocompetentes Rosetta-gami 2 (DE3) de E. coli con plasmidos pQE80-bFcpA, pQE80-
bFcpB o pQE80-iFcpB. Cultivo a 37°C en 4 L de medio 2YT suplementado con MgSQO, (2 mM),
cloranfenicol (30 mg/L) y ampicilina (100 mg/L). Induccién por 4 horas a 30°C. Buffer SEC: 20
mM Hepes pH 7, 200 mM NacCl.

FcpA de L. interrogans con y sin cisteinas: Transformacion de células electrocompetentes
TOP10F' de E. coli con plasmido pQE80-iFcpA o pQE80-iFcpA cysless. Cultivo a37°Cen 4 L de
medio TB con MgS0,4 (2 mM) y ampicilina (100 mg/L). A DOeoo = 0.9, se indujo con 1 mM IPTG
por 4 horas a 30°C. Buffer SEC: 20 mM Hepes pH 7, 100 mM NacCl. El cromatograma mostro
mezcla de mondmero y dimero, que fueron colectados y concentrados independientemente.

Isoformas de FlaA en citoplasma: Los plasmidos pETM conteniendo la regidon codificante de
FlaAl o FlaA2 de L. interrogans (sin secuencia sefial) en marco con distintas proteinas de
fusion fueron transformados en cepas Rosetta-Blue, BL21(DE3) o C43. Cultivo a 37°C en 10
mL LB hasta DOgoo = 0.8, inducciéon por 20 horas a 20°C o 4 horas a 30°C. Para escalado de
FlaA2 con vector pETM66-FlaA2, se utilizé cepa BL21 en 1 L de cultivo con induccién a 20°C
por 20 horas.

Isoformas de FlaA en periplasma: Los vectores pETM54, pET28a y pET22b se transformaron
en cepas BL21(DE3) y C41, cultivando en 50 mL de medio 2YT hasta DOgoo = 0.5-0.8 con
induccion a 20°C por 18 horas. Las células fueron recuperadas y resuspendidas en buffer TES
para extraccion peripldsmica segln protocolo de Pardon et al., 2014. La fraccién periplasmica
se purificé por IMAC en beads usando Ni-Sepharose. Para escalado, se utilizaron 3 L de cultivo
con columna HisTrap de 5 mL.

6.11 — Expresion y purificacion high — throughput de isoformas de FlaA

Las construcciones (Tabla 5) fueron transformadas en células quimiocompetentes Lemo21 de
E. coli que permiten ajustar la expresién mediante ramnosa[197].
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Figura 45: Estrategia de clonado high-throughput para expresar las dos isoformas de FlaA. A. Representacién
esquematica del vector suite. Se eligieron los vectores con el promotor T7, que tienen un gen de resistencia a
ampicilina para la seleccion, y la secuencia codificante genérica que se muestra. Este gen comienza con la
secuencia MRGS y una etiqueta de 6 hisidinas en el extremo N-terminal, seguidas de las proteinas de fusién
separadas por secuencais GSGS. Se utilizaron 9 proteinas de fusidn diferentes: Sumo, Trx, DsbC, MBP, CelDnC, y
las no mostradas: PelB, OsmY, GST y Trx. Entre la proteina de fusién y la secuencia codificante para GFP (no
mostrada), que luego sera reemplazada por el gen de interés, hay una secuencia de corte con la proteasa TEV
(Tobacco Etch Virus). Por ultimo, se muestran también las secuencias genericas para la hibridaciéon de los
cebadores a los vectores. B. Construcciones clonadas y expresadas: para cada isoforma y cada una de las tres
especies se generaron tres construcciones N y C-terminal truncadas. Para la isoforma FlaAl de L. biflexa las
construcciones: bFlaA1N1(A1-45_A307-328), bFlaA1IN2(A1-63_A307-328) y bFlaA1N3(A1-101_A307-328). Para
FlaA2 de L. biflexa: bFlaA2N1(A1-43 _A226-241), bFlaA2N2(A1-59 _A226-241) y bFlaA2N3(A1-101 _A226-241).
Para la isoforma FlaAl de L. interrogans las construcciones: iFlaAIN1(A1-49_A273-317), iFlaA1N2(A1-69_A273-
317) y iFlaA1N3(A1-89_A273-317). Para FlaA2 de L. interrogans: iFlaA2N1(A1-42 _A221-239), iFlaA2N2(A1-57
_0A221-239) y iFlaA2N3 (A1-67 _A221-239). Para la isoforma FlaAl de L. borgpetersenii las construcciones:
boFlaA1N1(A1-49_A303-316), boFlaA1N2(A1-71_A303-316) y boFlaA1N3(A1-100_A303-316). Para FlaA2 de L.
borgpetersenii: boFlaA2N1(A43), boFlaA2N2(A67) y boFlaA2N3(A99). Cada una de estas secuencias codificantes
fue subclonada en los 9 plasmidos del vector suite disefiando en total 81 construcciones para cada isoforma de
FlaA. Cada construccion fue utilizada para evaluar ensayos de expresion bajo 3 concentraciones diferentes de
Ramnosa, por lo que en total se pueden probar 243 condiciones para cada isoforma.
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Los ensayos de expresién high-throughput se realizaron usando pipetas multicanal y placas
de cultivo de 24 pocillos cubiertas con cinta permeable al aire (AirPore tape, Qiagen) (Figura
46). Se iniciaron precultivos de transformantes en medio LB, se incubaron a 37°C y al dia
siguiente se transfirieron a placas nuevas de 24 pocillos cultivando 4 mL/pocillo de medio TB.
Para asegurar crecimiento parejo fue necesario agregar un paso intermedio generando
precultivos nuevos antes de inducir la sobre-expresion con cultivos frescos al tercer dia. Los
cultivos se realizaron con mix de medio TB, sales TB (1X), glicerol (2 mL/L), cloranfenicol (34
ug/mL), ampicilina (100 pg/mL) y MgSO, (2 mM). Cada columna de placa se llevd a la
concentracion final apropiada de ramnosa (0 mM, 500 uM o 1 mM). Las placas se incubaron
a 37°C con agitacién a 220 rpm. A DOgoo aproximadamente 1.6 se indujeron con 100 plL de
medio TB completo con ampicilina y 40 mM IPTG (inducciéon final 1 mM). Las placas se
incubaron a 20°C, 220 rpm por 17 horas.
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Figura 46: Estrategia de expresion y purificacion high-throughput para expresar las dos isoformas de FlaA. A.
Los precultivos y cultivos se realizan en placas de 24 pocillos con fondo redondo, cubiertos de cinta permeable
al aire (AirPore). Los pellet celulares son recuperados por centrifugacién y resuspendidos en buffer de lisis. Se
agrega DNAsa y se purifica la fraccidon soluble segun se describe en el texto. Estas fracciones solubles son
transferidas a placas de 96 pocillos y llevadas a la composicidn del buffer A. Se toman alicuotas para SDS-PAGE y
el resto se transfiere a placas de microcolumnas precargadas con resina IMAC y pre-equilibradas con buffer A. Se
realizan todas las IMAC en simultaneo con la ayuda de un dispositivo de vacio para placas. Se guarda el FT de las
columnas en una placa y se lleva a cabo el lavado cargando con micropipeta multicanal dos veces con buffer Ay
descartando el contenido eluido de las placas. Se eluye con 100% buffer B y la elucién se colecta en otra placa
de 96 pocillos. Se guardan fracciones para SDS-PAGE y el resto de la muestra se transfiere con pipetas multicanal

124



a blisters de PCR para su tratamiento posterior con TEV. Las fracciones resultantes también se guardan para
correr por SDS-PAGE. B. 1- placa de 24 pocillos resultante de cultivar las células transformadas con medio TB
luego de un paso de precultivo, se ven en algunos pocillos mucha mayor densidad celular. 2- placa de 24 pocillos
resultantes de cultivar las mismas células transformadas, pero ahora luego de 2 pasos de precultivo consecutivos
antes del cultivo para inducir.

Los pellets celulares se recuperaron por centrifugacién en placa a 5,000g por 20 minutos a
4°C. Se descartaron transformantes con precipitados fluorescentes (expresion de GFP). Los
pellets restantes se resuspendieron en 1 mL de Buffer de lisis con lisozima. La lisis se completd
por congelamiento a -80°C. Los lisados fueron descongelados a 30°C y tratados con DNAsa
(10 pg/mL) y MgSO, (10 uM) por 1.5 horas. Las fracciones totales se transfirieron a tubos
eppendorfy se centrifugaron a 9,000g por 30 minutos a 4°C. Los sobrenadantes con proteina
soluble se transfirieron a placas Deep well de 96 pocillos y se llevaron a composicidn de buffer
A de IMAC. Se preparé resina de IMAC (Ni Sepharose 6FF) que se lavd con buffer A. La resina
se cargd en placas con fraccion soluble e incubd 20 minutos a 20°C. Las muestras se
transfirieron a placas de columnas con filtro y se filtré con bomba de vacio por presidn
positiva. Las columnas se lavaron dos veces con 1 mL buffer A y se eluyé después de incubar
2 minutos con 150 plL buffer B. Las eluciones se trataron con proteasa TEV guardando
muestras para SDS-PAGE en cada paso.

6.12 — Escalado de produccidén de isoformas de FlaA
Transformacién de células quimiocompetentes E. coli Lemo21 con pldsmidos de interés.
Cultivo a 37°C en 4 L de medio TB con sales TB (10X), MgS0,4 (2 mM), glicerol (2 mL/L),
ampicilina (100 pg/L), cloranfenicol (34 pg/L) y concentracion especificada de ramnosa. A
DOsoo = 1.5, se cambid temperatura a 20°C por 20 minutos y se indujo con 1 mM IPTG por 18
horas a 20°C. Buffer SEC: 20 mM Tris pH 7, 150 mM NacCl.

Durante la optimizacion de purificacion de FlaAl N49 de L. borgpeterseniiy FlaAl de L. biflexa
se realizaron las siguientes modificaciones:

Primera etapa: Agregado de 1 mM CaCl, en medio de cultivo inicial. Agregado de CaCl, en
Buffer de lisis (composicidn final: 50 mM Tris pH 8, 0.5M NacCl, 20 mM imidazol, inhibidor de
proteasa EDTA-free cocktail, 10 mM CaCl,, lisozima 1/100). Agregado de CaCl, a
concentracion final 10 mM en muestra eluida de primera IMAC, buffer de dialisis y buffer SEC.

Segunda etapa: Agregado de B-mercaptoetanol en Buffer de lisis (composicion final: 50 mM
Tris pH 8, 0.5M NaCl, 20 mM imidazol, inhibidor de proteasa EDTA-free cocktail, 10 mM CaCl,,
20 mM B-mercaptoetanol, lisozima 1/100). Después de IMAC 2 se agregd iodoacetamida 5
veces en exceso, se incubd 1 hora y se realizé dialisis durante la noche en el mismo buffer
usado para SEC para eliminar el exceso.
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6.13 — Analisis de proteinas por electroforesis (SDS-PAGE)

En todas las purificaciones de proteinas la pureza y el tamafio de las mismas fue verificado
por SDS-PAGE. Lo mismo para el andlisis y seguimiento de la purificacion de filamentos
flagelares de Leptospira (ver mas abajo). En todos estos casos se realizo electroforesis en geles
separadores de poliacrilamida 12% con SDS (con geles concentradores 5%), de acuerdo a los
protocolos estandar. Las muestras se mezclaron con buffer de carga 5X (10% SDS, 0.5M DTT,
50% glicerol, 0.31M Tris-HCl y 0.05% Azul de Bromofenol, 7% B-mercaptoetanol). En los casos
puntuales donde se uso otro buffer de muestra (ie. sin B -mercaptoetanol) esto se detalla. Las
muestras se calentaron a 1002C durante 5 minutos. Los geles se corrieron en camaras
verticales de electroforesis (Hoefer o Biorad). Se utilizé buffer de corrida 1X (25mM Tris pH
8.3, 200mM Glicina, 0.1% SDS) a 25 mA por gel. Para la estimacion del tamafio molecular se
utilizaron marcadores de peso molecular comerciales indicados en cada caso. Los geles se
tifieron con una solucién de azul de Coomassie (0.025% azul de Coomasie, 10% acido acético,
90% etanol) y se decoloraron en una solucién de decoloracion (10% acido acético, 50% etanol)

6.14 — Cuantificacion de proteinas

Para cuantificar proteinas recombinantes, las cantidades fueron estimadas por la Abszso con
los equipos AKTA, que permiten ademads seguir las purificaciones. Para mediciones mas
exactas de la cantidad total de proteina purificada se utilizé el espectrofotdmetro Cary 50 Bio
(Varian) que también permite medir absorbancia a 280nm, y hacer espectros de absorcién
para chequear la calidad de las muestras. Para estimar las cantidades de proteinas puras, y
las presentes en purificaciones de filamentos flagelares para ensayos posteriores de
espectrometria de masas, se utilizd densitometria de geles SDS-PAGE 12%, donde las
muestras fueron corridas junto al estandar kit LMW-SDS Marker (GE Healthcare) que permite
luego construir una curva de calibracidon. Sabiendo la cantidad de proteina sembrada se
puede medir la intensidad de las banda por densitometria. Finalmente para algunas
purificaciones de filamentos flagelares, la cantidad de proteina total se midio por
Bradford[198] construyendo una curva estdndar de albimina sérica bovina.

6.15 — Analisis de estabilidad con nano-fluorimetria diferencial de barrido

Utilizando el equipo Prometheus NT.48 (Nanotemper), se realizaron curvas de temperatura
de 20 a 60-110°C con incrementos de 1°C/min y potencia de LED del 30%. Las muestras del
mutante N1 de FlaAl de L. borgpetersenii en distintos buffers fueron cargadas en capilares
gue se sellaron para experimentos con rampas mayores a 95°C.

Se utiliz6 proteina a concentracidn inicial de 2.4 mg/mL diluyéndola en el buffer seleccionado
unas 20 veces hasta concentracion final de 0.12 mg/mL. La proteina TEV utilizada como
control negativo se ensayd a concentracion final de 0.29 mg/mL, diluyendo proteina a 7.3
mg/mL unas 25 veces en los buffers seleccionados.
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6.16 — Cristalizacion de proteinas

Para cristalizar las proteinas se comenzo realizando rastreo robdtico de condiciones de
cristalizacién por difusidon de vapor al equilibrio en gota sentada, utilizando placas de 96
pocillos CrystalQuick (Greiner). Se utilizaron matrices dispersas de condiciones
comercialmente disponibles: JCSG Core I-IV Suites (Qiagen), PEGs Suite (Qiagen), pH clear
(Qiagen), AmSQ, suites (Qiagen), Crystal Screen y Crystal Screen Il (Hampton Research).

Las gotas se prepararon mezclando 300 nL de proteina con 300 nL de cada solucion de
cristalizacién, dispensados con el robot Honeybee963® (Isogen Life Science) disponible en el
laboratorio. En el reservorio de cada pocillo se colocaron 100 uL de solucion de cristalizacién.
Los cristales de mejor apariencia fueron eventualmente optimizados manualmente,
utilizando un setup de gota colgante, con gotas de 4 uL (2 pL proteina + 2 plL reservorio)
dispensadas manualmente en placas VDX de 24 pocillos (Hampton Research). Los reservorios
contenian 1 mL de soluciones de cristalizacion preparadas manualmente, o bien preparadas
utilizando un robot Alchemist (Rigaku). Las placas se dejaron reposar en sala con temperatura
controlada y se revisaron peridodicamente hasta aparicion de cristales.
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Proteina

bFcpA

iFcpA_cysless forma
monomérica

iFcpA_cysless forma
monomeérica

bFcpB

bFcpB

boFlaA2N1_streptag
pico 1 SEC

boFlaA2N1_streptag
pico 2 SEC

boFlaA1N1_streptag
pico 1 SEC

boFlaA1N1_streptag
pico 1 SEC

boFlaA1N1_streptag
pico 2 SEC

boFlaA1N1_streptag
purificada con CaCl,

boFlaA1N1_streptag
purificada con CaCl,
(quelado al final)

bFlaA1N1_streptag
purificada con CaCl,

bFlaA1N1_streptag
purificada con CaCl,

bFlaA1N1_streptag
purificada con CaCl,

boFlaA1N_strepless
purificada con CaCl,

boFlaA1N_strepless
purificada con CaCl,

boFlaA1N_strepless
purificada con CaCl,

boFIaA1N_strepless
purificada con CaCl,

Concentracion

27,5 mg/mL

51 mg/mL

51 mg/mL

31 mg/mL

68 mg/mL

8,3 mg/mL

12,8 mg/mL

4,2 mg/mL

4,2 mg/mL

8,1 mg/mL

25,0 mg/mL

20,0 mg/mL

14,3 mg/ mL

14,3 mg/ mL

14,3 mg/ mL

22,9 mg/mL

22,9 mg/mL

22,9 mg/mL

22,9 mg/mL

20 mM Hepes pH 7,
200 mM NaCl

20 mM Hepes pH 7,
200 mM NacCl

20 mM Hepes pH 7,
200 mM NacCl

20mM Tris pH 8,
300mM NacCl

20 mM Hepes pH 7,
200 mM NacCl

Tris 20mM pHS,
150mM NaCl

Tris 20mM pH8,
150mM NacCl

Tris 20mM pHS,
150mM NaCl

Tris 20mM pHS,
150mM NacCl
10mM CacCl,

Tris 20mM pHS,
150mM NacCl
10mM CacCl,

Tris 20mM pHS,
150mM NacCl
10mM CacCl,

Tris 20mM pHS,
150mM NaCl

Tris 20mM pHS,
150mM NaCl

Tris 20mM pHS,
150mM NacCl
10mM NaCitrate

Tris 20mM pHS,
150mM NacCl
10mM N-Acetil Glucosamine

Tris 20mM pHS,
150mM NacCl

Tris 20mM pH8,
150mM NacCl
10mM NaCitrate

Tris 20mM pHS,
150mM NaCl
10mM N-Acetil Glucosamine

Tris 20mM pH8,
150mM NacCl
10mM Acido N-Acetil Muramico

Kit de cristalizacion

JCSG Core Suites
lal v
PEG Suite

JCSG Core Suites
lal v

PEG Suite / PHclear
AmSOQ, Suite (70%)
Crystal Screen (85%)

JCSG Core Suites
lal IV

PEG Suite / PHclear
AmSO, Suite (70%)
Crystal Screen (85%)

PEG Suite / PHclear
AmSO, Suite (70%)
Crystal Screen (85%)

PEG Suite / PHclear
AmSO, Suite (70%)
Crystal Screen (85%)

JCSG Core Suites
lal IV

JCSG Core Suites
lal IV

JCSG Core Suites
lal IV

PEG Suite / PHclear
AmSO, Suite (70%)
Crystal Screen (85%)

PEG Suite / PHclear
AmSO, Suite (70%)
Crystal Screen (85%)

JCSG Core Suites
lal IV

JCSG Core Suites
lal v

JCSG Core Suites
lal IV

JCSG Core Suites
lallv

JCSG Core Suites
lal v

JCSG Core Suites
lal v

PEG Suite / PHclear
AmSQ, Suite (70%)
Crystal Screen (85%)
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Tabla 6: Condiciones utilizadas para rastreos de condiciones de cristalizacion. En todos los casos se utilizd
formato de gota sentada mezclando 300 nL de proteina indicada con igual cantidad del reservorio
correspondiente. El dispensado se realizé con robot Honeybee.

Para difraccién de rayos X, los cristales fueron colectados en loops de nylon y congelados en nitrégeno liquido
después de incubacidn rapida con solucidn crio-protectora compuesta de solucidn de cristalizacién y 25% (v/v)
glicerol.

6.17 — Difraccion de rayos X y resolucion de estructuras

Los cristales se analizaron mediante difraccién de rayos X en condiciones criogénicas
utilizando el generador microfuente de rayos X de anodo rotatorio de cobre Micromax007-
HF (Rigaku) disponible en la plataforma de cristalografia de proteinas del IPMontevideo,
equipado de un detector de drea Mar345 (Mar Research). Para las proteinas FcpA y FcpB de
L. biflexa, los cristales con mejor difraccion fueron llevados al sincrotron Soleil (Paris),
mientras que para FlaAl de L. borgpetersenii se enviaron muestras al sincrotron Diamond
(Oxfordshire).

Los datos de difraccidon se procesaron con diversos paquetes de programas: XDS, CCP4,
PHENIX, ShelX. El procesamiento de imdagenes se realizé principalmente con iMosflm[199] y
Aimless[200] o bien con autoPROC. La resolucién de estructuras de FcpA 'y FcpB se realizd por
reemplazo molecular a partir de estructuras previamente resueltas usando programa Phaser.
Para la resolucion de la estructura de FlaAl se empled una estrategia combinada de
derivatizacién con yodo y reemplazo molecular. Inicialmente, se utilizd6 un modelo de FlaAl
generado con Rosetta como plantilla para el reemplazo molecular. Posteriormente, las fases
se mejoraron mediante datos de dispersion anémala a una sola longitud de onda (SAD),
obtenidos a partir de cristales derivatizados con yoduro.

6.18 — Gel filtracidn analitica

La interaccidn in vitro entre proteinas recombinantes bFcpA y bFcpB se evalué por
cromatografia analitica de exclusién por tamano. Se prepararon en buffer 20 mM Hepes pH
7.5, 100 mM NacCl, diluciones 50 uM de ambas proteinas por separado, asi como mezcla
equimolar de ambas. Las muestras fueron incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente
y centrifugadas a 16,000g por 10 minutos a 4°C previo a inyeccidn. Para cada muestra se
analizaron dos corridas cargando en loop de igual volumen 100 pL de muestras que fueron
inyectadas en columna Superdex S75 10/300 pre-equilibrada en buffer 50 mL.

6.19 — Modelado de mondmero y filamentos de FlaB

Para construir modelos por homologia de cada una de las cuatro isoformas de FlaB de L.
interrogans, se realizo busqueda de proteinas homodlogas con estructura conocida utilizando
el servidor HHpred[201]. Utilizando el software Rosetta suite[202], a partir de los
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alineamientos y de la estructura pdb 1UCU (correspondiente al filamento de S. enterica), se
construyeron modelos estructurales de filamentos generados por multiples copias de una
misma FlaB. Basandose en la simetria helicoidal del filamento de S. enterica se restringieron
los grados de libertad en la ubicacién de cada protdmero[202]. Para cada filamento de FlaB
se generaron 600 modelos independientes utilizando RosettaCM[203]. Para el andlisis
posterior, tanto de las propiedades estructurales de cada proteina como del filamento que
generan, se selecciond el ensamble de los 10 modelos con menor REU (Rosetta Energy Unit).
Se utilizé PyMol para alinearlos estructuralmente, y luego comparary analizar las propiedades
de hidrofobicidad, asi como para generar las figuras.

6.20 — Cultivos de Leptospira

Para cultivar las leptospiras se utilizd medio liquido Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris
(EMJH) base (Difco) suplementado con 4 mg/L ZnSO4*7H,0, 15 mg/L MgCl,*6H,0, 15 mg/L
CaCl,*6H,0, 100 mg/L de piruvato de sodio, 0.2 mg/L de vitamina B12, 0.05 g/L FeSO,¢7H,0,
0.4 g/L de gliceroly 1.25 g/L de Tween80. El medio se llevé a pH 7.6, fue filtrado y autoclavado
antes de controlar su esterilidad.

Los precultivos de Leptospira a partir de stocks de L. biflexa salvaje o mutantes congelados en
DMSO0 0.025% se iniciaron descongelando rdpidamente e inoculando 1 mL en 36 mL de medio
de cultivo EMJH base. Los cultivos liquidos se realizaron en medio EMJH inoculando 1/100 de
un cultivo anterior. Todos los cultivos se crecieron a 30°C sin agitacién, y se midié densidad
Optica a 420 nm (DOa20) en un espectrofotémetro tomando 1 mL de cultivo cada 24 horas. La
observacion de las bacterias se realizd con un microscopio de campo oscuro (Unidad Mixta
Pasteur-INIA). Se realizaron curvas de crecimiento de las distintas cepas para estimar los
tiempos de incubacién.

6.21 — Purificacion de filamentos flagelares de L. biflexa y L. interrogans

Para obtener filamentos flagelares, se cultivaron la cepa salvaje y los mutantes knockout fcpA-
y fcpB- de L. biflexa y L. interrogans en 250 mL (500 mL o 1000 mlL, escalando
proporcionalmente todas las cantidades) de medio EMJH suplementado. La purificacidn se
basd en el protocolo descrito anteriormente por Wunder et al.[105]con pequefias
modificaciones.

En todos los casos a una DOgoo = 0.2-0.4, los cultivos fueron centrifugados 15 minutos a 8,000g
y 4°C, y los precipitados lavados con PBS, re-centrifugados y finalmente resuspendidos en 15
mL de buffer 0.5M sacarosa, 0.15 M Tris, pH 8.0. Las células se agitaron primero 10 minutos
en hielo y luego 30 minutos a temperatura ambiente con 1% Triton X-100 (concentracién
final). A continuacién, se afiadieron gota a gota 150 pL de lisozima (10 mg/mL), agitando 5
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minutos a 4°C y luego se agregd lentamente 1.5 mL de 20 mM EDTA pH 8.0, agitando la
solucion 2 horas a temperatura ambiente.

Este paso fue seguido de dos ciclos de agitacién a temperatura ambiente por 5 minutos; el
primero luego de afadir 300 pL 0.1 M MgSQy, y el segundo agregando 300 uL 0.1 M EDTA pH
8. Finalmente, los filamentos flagelares fueron separados de los restos celulares
centrifugando a 17,000g por 15 minutos a 4°C. El sobrenadante fue precipitado con 2 mL de
una solucién 20% PEG 8000, 1M NaCl. Luego de incubar 30 minutos en hielo, los filamentos
fueron recuperados centrifugando 30 minutos a 27,000g y 4°C, y resuspendidos en 4.5 mL
H,0. En el ultimo paso de la purificacidn, los flagelos fueron ultracentrifugados a 80,000g por
45 minutos y resuspendidos en 100 uL H,O0 con 2 gotas de 1% azida de sodio en PBS.

Durante los experimentos de espectrometria de masas y XL-MS este protocolo fue optimizado
agregando:

e Benzonasa o DNAsa a una concentracién final de 0.005 mg/mL y RNAsa a una
concentracion final de 0.01 mg/mL después de la incubacidn con lisozima y previo a la
adicion del EDTA.

e Resuspensidn final de los filamentos en buffer PBS o Tris y no en agua.

Para experimentos de purificacién de filamentos con y sin calcio se modificd este protocolo
de dos formas alternativas:

Protocolo 1: Luego del agregado de lisozima la muestra se incubd durante 2.5 horas, y luego
toda la noche a 4°C con agitacion lenta para ayudar al disgregado de los filamentos. Al dia
siguiente se continud el protocolo agregando 20 mM final de calcio a la mitad de la muestra
y 10 mM o-fenantrolina en DMSO a la otra mitad.

Protocolo 2: Desde la primera resuspension del pellet en buffer Tris-Sacarosa, se mantuvo la
concentracion de CaCl, en 20 mM, agregando luego de cada adicién de EDTA 20 mM CaCl,.
En el dltimo paso la mitad de la muestra fue resuspendida en buffer con 20 mM CaCl, y la otra
mitad en buffer sin calcio y con 10 mM o-fenantrolina.

6.22 - Ensayos de reconstitucion in vitro de filamentos flagelares de L. biflexa

Para analizar la interaccidon de las proteinas en el contexto del filamento flagelar, se evalud la
incorporacion de la proteina recombinante bFcpB en filamentos purificados a partir de la cepa
fcpB- de L. biflexa. Para ello, 420 puL de flagelos provenientes de la mezcla de tres
purificaciones independientes se llevaron al mismo buffer en que se purificé bFcpB (20 mM
Hepes pH 7.5, 100 mM NaCl) agregando 8.4 uL 5M NaCl, 4.2 uL 1M Hepes 4cidoy 4.2 uL1 M
Hepes base.

131



A continuacion, 140 uL de estos filamentos (concentracion final de proteinas totales = 69.3
mg/mL, medidos por la técnica de Bradford) fueron incubados durante 0.5 horas a
temperatura ambiente con: (a) 135 pL bFcpB (30 mg/mL), que representan un 20% de la
proteina total en la mezcla; (b) 7.75 pL bFcpB (30 mg/mL), que representan un 2% de la
cantidad total de proteina en la mezcla; o (c) 135 uL 20 mM Hepes pH 7.5, 100 mM NaCl.

Transcurrido el tiempo de incubacién, las muestras (a), (b) y (c), asi como una cuarta muestra
(d) 135 pL de bFcpB (30 mg/mL) sin filamentos, fueron lavadas dos veces con 4.5 mL de buffer
y recuperadas por ultracentrifugacién a 80,000g por 45 minutos. Los sobrenadantes de ambas
centrifugaciones para cada muestra fueron mezclados y concentrados con 4acido
tricloroacético. Para evaluar la reconstitucidn de los filamentos se sembraron 10 ulL de cada
muestra junto a 10 pL de una muestra de filamentos purificados a partir de la cepa salvaje de
L. biflexa, y una calle con marcadores comerciales de pesos moleculares.

6.23 — Entrecruzamiento quimico de proteinas con NNP9

Los filamentos purificados fueron entrecruzados inicialmente con 5 nmoles del agente NNP9
cada 10 pg de proteina total en la muestra (Figura 47). La reaccion se incubd 1 hora a 4°Cy
luego se frend con 100 mM bicarbonato de amonio. El producto de la reaccién fue transferido
a un filtro molecular (Amicon, con corte de 10 kDa) previamente pasivado con 10% Tritdén o
Tween. Las muestras se lavaron 3 veces con 400 puL de buffer de digestion (50 mM
bicarbonato de amonio) centrifugando en cada paso 1 minuto a 10,000g.

XL-MS workflow with NNP9
— Purified filaments from
\ L. biflexa & L. interrogans Crosslinking with
X3 washes i A NNP9 + 30min Trypsin O
with PBS * ¥ 1hr RT digestion
A —> NH,HCO; —> —_—> —_—
> > \Qﬂ RT . \ / Click-
Resuspend in Ammonium Chemistry \
SmL PBS Bicarbonate ~ /
Quenchin,
L. biffexa wt + EMJH wenenng ~
Washes
Protein A Protein B
Data analysis Photo
Data LKQRPSYMR | HGTGTYKHR ala analy; h [l “ “ LC-MS/IMS dissociation
€ |FR LKSTHGLR — LNl o, €= «—
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Figura 47: Esquema de trabajo para el entrecruzamiento con NNP9. Cepas de Leptospira fueron cultivadas en
medio EMJH. Sus precipitados lavados y resuspendidos en buffer PBS1x. Sus filamentos fueron purificados como
se detalla en la seccién, fueron incubados con el agente de entrecruzamiento NNP9 por 1lhr a temperatura
ambiente (Tamp). La reaccién fue terminada incubada media hora a Tamb con bicarbonato de amonio. Las proteinas
entrecruzadas fueron digeridas con tripsina durante toda la noche, y los péptidos tripticos purificados con bolitas
sélidas de agarosa unidas a grupos alcalinos. Esta purificacion se basa en la unién covalente del grupo azido del
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NNP9, a los grupos alcalinos de la matriz. Esta Gltima unidn entre la matriz y los grupos alcalinos es fotoclivable
por lo que después del lavado de la muestra en por ultrafiltracién (Centricon, 10kDa punto de corte). Los péptidos
entrecruzados purificados fueron disociados de la matriz sélida por exposicién a luz UV, y recuperados por
centrifugacion. El sobrenadante fue sometido a LC-MS-MS y los péptidos analizados por el software Mass Spec
Studio. La integracion de los datos permite mapear las distancias de nuestro complejo.

Se afiadid 1 pg de tripsina por cada 50 pg de proteina y se incubd la reaccién durante la noche
a 37°C. Al dia siguiente se recuperaron los péptidos tripticos por centrifugacién a 10,000g. Se
lavé el filtro con buffer de digestion y se sonicd la muestra por 15 minutos para liberar los
péptidos unidos a la membrana del dispositivo Centricon. Los péptidos recuperados fueron
pasados a un Eppendorf (Lowbind) y se midié y comparé la cantidad de péptidos recuperados
por espectrofotometria.

Las muestras fueron incubadas con 1 uL de cuentas de agarosa alcalinas fotoclivables cada 10
nmoles de NNP9 inicialmente utilizado. La matriz fue lavada 3 veces con agua miliQ,
incubando a temperatura ambiente, agitando durante 5 minutos y recuperando el
sobrenadante en cada ciclo. Los péptidos entrecruzados fueron asi purificados de sus pares
no unidos a la matriz sélida (protocolo eFASP, enhanced Filter Aided Sample Preparation).
Para remover el sobrenadante sin pipetear las cuentas de agarosa, se utilizaron tips de 200
uL conectados a 20 pL gelLoader tips.

Luego de los lavados, la matriz con los péptidos entrecruzados fue incubada con sulfato de
cobre en un cociente molar 5:1 con NNP9, con THPTA (Tris-benziltriazolil-metil-amina) en un
cociente molar 25:1, y posteriormente con ascorbato de sodio en un cociente molar 50:1,
todas incubaciones de 30 minutos a temperatura ambiente. Estos reactivos permiten y
aceleran la cicloadicidn posterior que da lugar a la ruptura del enlace covalente con radiacion
uv.

Luego de los lavados posteriores, con o sin reduccidn y alquilacién de cisteinas, los péptidos
fueron transferidos a placas de 96 pocillos previamente pasivadas donde se sembré 50 ulL de
matriz por pocillo y se incubd 10 minutos a temperatura ambiente con lampara UV (365 nm)
y agitacién. La reaccidén de cicloadicién hace que la agarosa se torne amarillenta y precipite al
fondo de la placa, por lo que los péptidos entrecruzados fueron recuperados del
sobrenadante, liofilizados y conservados a -20°C. Para su analisis por espectrometria de
masas los péptidos fueron descongelados y resuspendidos en 0.1% acido férmico en agua.

Para facilitar la solubilizacion y desnaturalizacion de las proteinas en la muestra, ayudando a
promover la digestidn triptica, se ensayaron las siguientes condiciones previo a la incubacién
con tripsina:
e Incubacién con SDS a concentracién final de 0.1% por 30 minutos a temperatura
ambiente, con agitacion.
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e Incubacién con urea a distintas concentraciones (2-8M) a temperatura ambiente por
1-4 horas.

e Incubacién con 2-5% N-lauroilsarcosina (Sarkosil) en buffer 20 mM Tris pH 8, 1 mM
EDTA a 37°C por 45 minutos.

e Incubacién con Rapigest concentrado en 200 pL, hirviendo o no la muestra por 45
minutos.

e Incubacién con LysC en urea 8M por 4 horas.

e Digestidn en gel segun protocolo Miller et al., 2019[204] que involucra el atrapado de
la muestra en una matriz 30% acrilamida/bis-acrilamida con 10% SDS, el cortado del
gel en cuadrados de aproximadamente 2 mm?, y la deshidratacién previo a la
incubacidn con tripsina y la extraccién de los péptidos.

6.24 — Analisis por espectrometria de masas de péptidos entrecruzados

En todos los casos, para el analisis por espectrometria de masas, se inyectaron
aproximadamente 6 puL de muestra a un flujo de 10 pL/miny con un gradiente en columna C-
18 de 1 a 35% acetonitrilo en 0.1% acido féormico en 120 minutos, en un Nano-HPLC (Thermo
Easy-nLC) acoplado a un espectrémetro de masas HF-Orbitrap o Fusion Lumos MS.

El andlisis de masas fue realizado en modo dependiente de datos (escaneo completo en modo
de polaridad positiva con una carga de +2, seguido de fragmentacién HCD MS/MS en picos de
intensidad minima 4e4, evitando la fragmentacién de aquellos péptidos con cargas +1, +2 y
mayores a +8). Los péptidos fueron procesados automaticamente con el software Mass Spec
Studio aceptando la presencia de al menos dos masas iénicas reporteras para confirmar la
identificacion de los péptidos. Los péptidos entrecruzados fueron inicialmente verificados de
forma manual.

Se utilizd el software Cytoscape[205] para la visualizacién final de las redes de interaccion
flagelar. PyMOL (Schrodinger, LLC; https://pymol.org/) fue utilizado para inspeccionar de

forma manual los entrecruzamientos a nivel estructural y el plugin PyXlinkViewer[206] de
PyMOL para trazar y medir las distancias de todos los entrecruzamientos en el modelo final.

6.25 — Espectrometria de masas comparativa (MS/MS)

Cantidades similares de filamentos (aproximadamente 20 ug) previamente estimadas por
densitometria en gel fueron corridas en SDS-PAGE 12% por aproximadamente 10-15 minutos.
Una vez que corrieron 1 cm por el gel separador, la electroforesis fue frenada y las bandas
cortadas. Las bandas fueron destefiidas con acetonitrilo 50%/bicarbonato de amonio 50% y
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posteriormente las cisteinas proteicas fueron reducidas (con 10 mM DTT durante 1 hora a
56°C) y alquiladas (con 55 mM iodoacetamida 1 hora a temperatura ambiente).

Las muestras fueron secadas con acetonitrilo puro y digeridas en gel con tripsina (Promega),
incubando durante la noche a 30°C. Al dia siguiente los péptidos tripticos fueron extraidos del
gel por 3 incubaciones sucesivas con 0.1% acido trifluoroacético/50% acetonitrilo. Para el
analisis por espectrometria de masas los péptidos fueron desalados en micro-columnas Zip-
tip C18 (Millipore), sus eluatos secados al vacio con SpeedVac, y resuspendidos en 0.1% acido
férmico.

En cada experimento de espectrometria de masas al menos tres réplicas bioldgicas fueron
analizadas en nano-HPLC (UltiMate 3000, Thermo), acoplado a un espectrémetro de masas
Q-Exactive Plus (Thermo). Aproximadamente 5 pg de péptidos tripticos fueron inyectados y
separados en columnas analiticas C18 (75 uMx50 cm, PepMapTM RSLC, Thermo) a un flujo
de 200 nL/min usando un gradiente de 1 a 35% de acetonitrilo en 0.1% acido férmico en 90
minutos. El analisis de masas fue realizado en modo dependiente de datos (escaneo completo
seguido de MS/MS de los 12 primeros m/z en cada segmento) usando una lista de exclusién
dinamica.

Para la identificacion proteica se utilizé el PatternLab for Proteomics (Carvalho et al., 2016).
Los datos crudos fueron analizados contra una base de datos sefiuelo que incluia las
secuencias de Leptospira biflexa serovar Patoc_UP000001847 descargadas de Uniprot y los
127 contaminantes mds comunes en espectrometria de masas. Los parametros de busqueda
incluyeron la oxidacién de metioninas como modificacidn variable, la carbamidometilacion
como modificacidn fija y 35 ppm de tolerancia para el precursor m/z.

Los espectros coincidentes fueron filtrados con SEPro (Search Engine Processor) usando un
FDR de 1% a nivel de la proteina, un minimo de dos péptidos identificados por proteinay 10
ppm de tolerancia para la masa del precursor. Para comparar visualmente las proteinas
presentes en todas las réplicas se utilizé el médulo Venn Diagram del PatternLab for
Proteomics.

6.26 — Modelado de componentes del filamento con AlphaFold2

Durante el transcurso de este trabajo de doctorado, a mediados del afio 2021, se abrié el uso
publico del software bioinformatico AlphaFold2 (AF2)[78,79] El desarrollo de esta tecnologia
permitié la prediccion con alta fidelidad de la estructura tridimensional de muchas proteinas,
a partir inicamente del input de sus secuencias aminoacidicas.
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Mediante el uso de AF2 se volvieron a predecir las estructuras 3D de las cuatro isoformas de
FlaB (dando resultados muy similares a los obtenidos antes por modelizacién por homologia),
asi como la estructura de FlaA2. Ademas, se predijeron las estructuras de todos los candidatos
a proteinas flagelares de vaina obtenidos a partir de los datos de espectrometria de masas y
XL-MS, habiendo removido previamente su secuencia sefial de exportacién, predicha por
SignalP.

AF2 es capaz de evaluar la calidad de sus predicciones analizando la cantidad y cobertura de
secuencias y brinda un valor pLDDT (predicted local distance difference test) promedio —global
para toda la proteina—y por residuo. El pLDDT esta normalizado en una escala de 0 a 100 que
a medida que aumenta indica una mayor fiabilidad del modelo predicho (considerandose
relativamente fiable por encima de 70, y altamente fiable >90).

6.27 — Construccion de modelos 3D completos de filamentos flagelares salvajes de
L. biflexa y L. interrogans

Para la construccidon de estos modelos se utilizaron las estructuras tridimensionales de
protémeros, tanto experimentales (FcpA, FcpB, FlaAl) como estructuras predichas con AF2
(FlaB, FlaA2, y las nuevas proteinas descubiertas en este trabajo: en L. biflexa codigos Uniprot
BOSPP1, BOSKNS8, BOSTN7, BOSMKS8, BOSTF2 y BOSJC6; que corresponden en L. interrogans
respectivamente a las especies Q72NAO, Q72MH5, Q75FY6, Q725V9, Q72QN8 y Q72SU9
respectivamente).

Los mapas cryoEM fueron reconstruidos por nuestro colaborador el Dr Charles Sindelar
(Universidad de Yale, USA) utilizando técnica de analisis de particula Unica. Los volimenes
fueron reconstruidos a partir de micrografias de filamentos purificados de cepas salvajes de
L. biflexa y L. interrogans. Brevemente, las muestras fueron aplicadas en grillas Quantifoil,
sometidas a descarga de plasma y congeladas por inmersién usando un Vitrobot Mark IV. Las
micrografias fueron recolectadas en microscopios Glacios (200kV, Thermo) y Titan Krios
(300kV, Thermo) equipados con detectores K2 y K3 (Gatan) respectivamente, utilizando el
programa SerialEM. El procesamiento de imagenes y refinamiento helicoidal se realizé con el
programa cryoSPARC v.3.3.1 [207], incluyendo correccién de movimiento, estimacién de CTF,
trazado de filamentos, clasificacidon 2D, y refinamiento helicoidal iterativo con correcciones
locales y globales de CTF, alcanzando resoluciones globales de 3.6A (L. biflexa) y 4.8A (L.
interrogans).

El ajuste en espacio real sobre los mapas cryoEM y refinamiento inicial fue realizado con Coot

(versiones 0.96 y 1.1), y posteriormente los modelos fueron refinados alternando ciclos de
refinamiento en espacio real con Phenix.real_space_refine, y en espacio reciproco con
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Servalcat (version 0.2.85 en CCPEM). Iterando con los ciclos de refinamiento, el modelo se
reconstruyd/corrigié refinando interactivamente en espacio real con Coot. Todos los analisis
estructurales, y la preparacion de figuras fueron realizados con PyMOL, Coot y ChimeraX.

El procedimiento seguido para construir y refinar los modelos atémicos fue similar tanto para
los filamentos de L. biflexa como de L. interrogans.

Inicialmente, se realizd el ajuste de cuerpo rigido de los modelos de partida en los mapas
cryoEM utilizando Chimera v1.15 [208]. El refinamiento adicional se llevé a cabo en Coot
v0.9.8.95 y v1.1.15 [161], calculando primero restricciones adicionales intra-cadena (esfera
de 5 A), seguido por refinamiento en espacio real de cada cadena utilizando restricciones
Geman-McClure (parametro a 0.01). Se adoptd un enfoque conservador para todas las
estructuras, eliminando cadenas laterales, residuos o bucles cortos en regiones donde Ia
densidad cryoEM no era confiable (densidad muy débil o indetectable a niveles de contorno
sensibles). La validacion del modelo se realizd continuamente dentro de Coot vi1.1,
verificando especialmente valores atipicos de Ramachandran y otros parametros
geométricos, corrigiendo mediante refinamiento esférico con rotameros “backrub". Se
calcularon restricciones de estructura secundaria a partir de las estructuras cristalograficas o
modelos  AlphaFold2 iniciales, utilizando  phenix.secondary_structure_restraints
implementado en Phenix v1.20.1-4487[209]. Estas restricciones adicionales se incluyeron en
los primeros ciclos de refinamiento en espacio real con Phenix, utilizando también
restricciones de Ramachandran[210]. Posteriormente, se utilizd Servalcat v0.4.72[211] para
refinar adicionalmente los modelos atdmicos en espacio reciproco contra los medio-mapas
(“half-maps”) cryoEM finales, sin post-procesamiento ninguno (“sharpening”, etc). Durante
el refinamiento con Servalcat se emplearon restricciones estereoquimicas/geométricas
externas, basadas en las estructuras iniciales ProSMART v0.860; [212]. La validacidn final se
realizd con MolProbity v4.02-528[213]Todos los analisis estructurales, y la preparacién de
figuras fueron realizados con PyMOL, Coot y ChimeraX.
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VIl - ANEXOS

ANEXO 1 - Tablas de Espectrometria de masas comparativa

Andlisis SC de proteinas exclusivas en wt vs fcpA~
Locus Replical Replica2 Replica3 Sefial total Descripcion

tr| BOSMK8 | BOSMK8_LEPBP 288 265 293 846 Uncharacterized protein OX=456481 GN=LEPBI_|1029 PE=4 SV=1

tr|BOSKN8 | BOSKN8_LEPBP 207 194 176 577 Uncharacterized protein OX=456481 GN=LEPBI_|0662 PE=4 SV=1

tr|BOSNJ6 |BOSNJ6_LEPBP 26 12 43 81 Uncharacterized protein OX=456481 GN=LEPBI_|1161 PE=4 SV=1

tr|BOSTN7 |[BOSTN7_LEPBP 62 7 9 78 Uncharacterized protein OX=456481 GN=LEPBI_[10033 PE=4 SV=1

tr|BOSSE3 |BOSSE3_LEPBP 5 8 7 20 Putative TPR-repeat-protein OX=456481 GN=LEPBI_|1930 PE=4 SV=1

tr|BOSMT6 | BOSMT6_LEPBP 4 2 4 10 Uncharacterized protein OX=456481 GN=LEPBI_|2732 PE=4 SV=1

tr|BOSL54 |BOSL54_LEPBP 3 4 3 10 Uncharacterized protein OX=456481 GN=LEPBI_|0729 PE=4 SV=1

sp|BOSNJ9 |HEMH_LEPBP 3 3 3 9 Ferrochelatase OX=456481 GN=hemH PE=3 SV=1

tr|B0SQ23|B0SQ23_LEPBP 3 3 3 9 Uncharacterized protein OX=456481 GN=LEPBI_|3109 PE=4 SV=1
tr|B0SS20|B0SS20_LEPBP 3 2 3 8 Uncharacterized protein OX=456481 GN=LEPBI_|1804 PE=4 SV=1
tr|BOSMH9 |BOSMH9_LEPBP 2 4 2 8 Putative lipid A core-O-antigen ligase putative MP OX=456481 GN=LEPBI_I0999 PE=4 SV=1
tr|BOSR15 |BOSR15_LEPBP 2 3 3 8 Uncharacterized protein OX=456481 GN=LEPBI_I1609 PE=4 SV=1
tr|B0OSSZ1|B0SSZ1_LEPBP 3 2 3 8 Uncharacterized protein OX=456481 GN=LEPBI_I2129 PE=4 SV=1
sp|BOSMW9|RL31_LEPBP 1 3 3 7 50S ribosomal protein L31 OX=456481 GN=rpmE PE=3 SV=1

tr|[BOSMWS5 |BOSMWS5_LEPBP 3 2 2 7 Uncharacterized protein OX=456481 GN=LEPBI_I2761 PE=4 SV=1

tr|BOSLUO |BOSLUO_LEPBP 2 3 2 7 Uncharacterized protein OX=456481 GN=LEPBI_l0867 PE=4 SV=1

tr|BOSKY2 |BOSKY2_LEPBP 1 4 2 7 Uncharacterized protein OX=456481 GN=LEPBI_I2385 PE=4 SV=1
tr|BOSNNO|BOSNNO_LEPBP 2 2 2 6 Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADH] OX=456481 GN=LEPBI_|1195 PE=3 SV=1
tr|BOSPN3|BOSPN3_LEPBP 6 5 11 Cell shape protein MreC OX=456481 GN=mreC PE=3 SV=1
tr|BOSM39|BOSM39_LEPBP 4 3 7 Uncharacterized protein OX=456481 GN=LEPBI_|2588 PE=4 SV=1

tr| BOSSX5 | BOSSX5_LEPBP 5 2 7 Putative RNA pseudouridine synthase OX=456481 GN=LEPBI_|2113 PE=4 SV=1
tr|BOSQF3 |BOSQF3_LEPBP 4 2 6 Putative esterase putative signal peptide OX=456481 GN=LEPBI_|1504 PE=4 SV=1
tr|BOSU70|BOSU70_LEPBP 2 3 5 Ankyrin_rpt-contain_dom domain-containing protein OX=456481 GN=LEPBI_|10221 PE=4 SV=1
tr|BOSMLO|BOSMLO_LEPBP 2 3 5 Putative transcriptional regulator OX=456481 GN=LEPBI_|1031 PE=4 SV=1

Tabla 7: Proteinas detectadas de forma exclusiva en cepas wt vs fcpA™ (p<0,05) identificadas utilizando el médulo
estadistico Venn diagram de PatternLab for Proteomics V. Se muestran las 24 proteinas exclusivas de la cepa wt
frente a la fcpA', pudiéndose detectar ademas 146 proteinas exclusivas de fcpA (no mostradas). Cuatro de las
seis proteinas exclusivas de wt que presentan mayor sefial total terminan siendo indentificadas como nuevos
componentes flagelares y se muestran en amarillo en la tabla.

Andlisis SC de proteinas aumentadas en wt vs fcpA”

#Locus Fold Change pValue Description
tr|BOSRO3 |BOSRO3_LEPBP 51,94 0,00004 |Uncharacterized protein OX=456481 GN=LEPBI_|1597 PE=1 SV=1
tr|BOSTJ8|BOSTI8_LEPBP 44,14 0,00670 |Uncharacterized protein OX=456481 GN=LEPBI_|0267 PE=1 SV=1
tr|BOSPP1|BOSPP1_LEPBP 39,42 0,01050 [Uncharacterized protein OX=456481 GN=LEPBI_I3081 PE=4 SV=1
tr|BOSTF2 |BOSTF2_LEPBP 35,92 0,00002 |Uncharacterized protein OX=456481 GN=LEPBI_[2297 PE=4 SV=1
tr|BOSQV9Y |BOSQVI_LEPBP 18,29 0,00982 [Uncharacterized protein OX=456481 GN=LEPBI_I3291 PE=4 SV=1
tr|BOSSWS5 |BOSSW5_LEPBP 3,47 0,01025 [Uncharacterized protein OX=456481 GN=LEPBI_|2103 PE=4 SV=1
tr|BOSJG1|BOSJG1_LEPBP 2,81 0,01848 [Putative serine-type endopeptidase OX=456481 GN=LEPBI_|0523 PE=4 SV=1
tr|BOSR80|BOSR80_LEPBP 2,35 0,01897 |General secretion pathway protein C OX=456481 GN=gspC PE=4 SV=1
tr|BOSPD3 |BOSPD3_LEPBP 2,29 0,01487 [Uncharacterized protein OX=456481 GN=LEPBI_I1347 PE=4 SV=1
tr|B0SJC6|BOSIC6_LEPBP 2,26 0,00150 [Uncharacterized protein OX=456481 GN=LEPBI_|0551 PE=4 SV=1
tr|BOSKP2 |BOSKP2_LEPBP 2,17 0,00484 |[Uncharacterized protein OX=456481 GN=LEPBI_I0666 PE=4 SV=1
tr|BOSU19|BOSU19_LEPBP 2,16 0,02134 |AB hydrolase-1 domain-containing protein OX=456481 GN=LEPBI_|10168 PE=4 SV=1
sp|BOSPA9 |GLPK_LEPBP 2,00 0,00774 |Glycerol kinase OX=456481 GN=glpK PE=3 SV=1
tr|BOSL60|BOSL60_LEPBP 1,94 0,01701 |Diadenylate cyclase OX=456481 GN=dacA PE=3 SV=1
tr|B0SSZ4 | BOSSZ4 _LEPBP 1,90 0,01625 |[Flagellin OX=456481 GN=flaB3 PE=3 SV=1
tr|B0SQZS5 |BOSQZ5_LEPBP 1,83 0,03023 |[Flagellin OX=456481 GN=flaB PE=3 SV=1
tr|BOSK68|BOSK68_LEPBP 1,70 0,00145 |Uncharacterized protein OX=456481 GN=LEPBI_|0039 PE=4 SV=1
tr|BOSPX1|BOSPX1_LEPBP 1,70 0,00909 |Uncharacterized protein OX=456481 GN=LEPBI_|1429 PE=4 SV=1

Tabla 8: Proteinas aumentadas en cepas L. biflexa wt con respecto a las cepas fcpA'. Para identificar las proteinas
encontradas en ambas cepas pero que muestran una diferencia estadistica en sus niveles (BH g-value < 0.05) se
utilizé el médulo TFold de PatternLab for Proteomics V. En esta tabla se muestran los cédigos uniprot que
identifican las proteinas aumentadas en cepas wt, ordenadas segun su “fold change” es decir el cociente relativo
encontrado entre ambas condiciones y marcadas en amarillo aquellas que finalmente se confirman como
componentes del filamento.
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Andlisis SC de proteinas exclusivas en wt vs flaA2~
Locus Replical Replica2 | Replica3 |Sefal total Descripcion

tr|BOSKT5 |BOSKT5_LEPBP 283 135 199 617 Flagellar filament outer layer protein (Sheath protein) 0X=456481 GN=flaA2 PE=4 SV=1
tr|BOSKT4 |BOSKT4_LEPBP 101 12 75 188 Flagellar filament outer layer protein A OX=456481 GN=flaAl PE=4 SV=1

tr|BOSNJ6 |BOSNJ6_LEPBP 26 12 43 81 Uncharacterized protein OX=456481 GN=LEPBI_I1161 PE=4 SV=1

tr|BOSQV9 |BOSQVY_LEPBP 20 20 21 61 Uncharacterized protein OX=456481 GN=LEPBI_[3291 PE=4 SV=1

tr|B0SQJ6|BOSQJ6_LEPBP 7 3 4 14 Putative short-chain dehydrogenase/reductase SDR OX=456481 GN=LEPBI_|1547 PE=4 SV=1
tr|BOSMT6 |BOSMT6_LEPBP 4 2 4 10 Uncharacterized protein OX=456481 GN=LEPBI_|2732 PE=4 SV=1

tr|BOSPAS5 | BOSPAS_LEPBP 3 3 6 tRNA N6-adenosine threonylcarbamoyltransferase OX=456481 GN=tsaD PE=3 SV=1
tr|BOSU70|BOSU70_LEPBP 2 3 5 Ankyrin_rpt-contain_dom domain-containing protein OX=456481 GN=LEPBI_[10221 PE=4 SV=1

Tabla 9: Resultados del médulo estadistico Venn diagram del software PatternLab for Proteomics V utilizado para
identificar las proteinas detectadas de forma exclusiva en cepas L. biflexa flaA2" o wt (p<0,05). Esto nos permitié
la identificacion de 461 proteinas exclusivas de cepas flaA2 y de las 8 proteinas exclusivas de wt que se muestran
en esta tabla. La proteina de mayor sefial total es FlaA2, seguida por FlaAl, otro componente previamente
conocido del filamento que se encuentra ausente en los filamentos flaA2" ya sea por una cuestién estructural del
filamento o porque estan formando parte de un mismo operdén[77]. En amarillo se destacan las proteinas que
efectivaemente constituyen nuevos componentes identificados en el filamento.

Andlisis SC de proteinas aumentadas en wt vs flaA2~

#Locus Fold Change | pValue Description
tr|B0OSJC6 |BOSIC6_LEPBP 18,15 0,000025 |Uncharacterized protein  OX=456481 GN=LEPBI_I0551 PE=4 SV=1
tr|BOSKN8|BOSKN8_LEPBP 16,58 0,000010 |Uncharacterized protein  OX=456481 GN=LEPBI_l0662 PE=4 SV=1
tr|BOSM18|BOSM18_LEPBP 15,49 0,012670 |O-succinylhomoserine sulfhydrylase OX=456481 GN=metZ PE=3 SV=1
tr|BOSMK8 |BOSMK8_LEPBP 14,27 0,000087 |Uncharacterized protein  OX=456481 GN=LEPBI_11029 PE=4 SV=1
tr|BOSTF2 |[BOSTF2_LEPBP 14,17 0,000044 |Uncharacterized protein  OX=456481 GN=LEPBI_12297 PE=4 SV=1
tr|BOSPP1|BOSPP1_LEPBP 8,84 0,003906 |Uncharacterized protein  OX=456481 GN=LEPBI_13081 PE=4 SV=1
tr|BOSKFO |BOSKFO_LEPBP 7,74 0,027587 |Acyl-[acyl-carrier-protein]--UDP-N-acetylglucosamine O-acyltransferase OX=456481 GN=|pxA PE=4 SV=1
tr|BOSUF9 |BOSUF9_LEPBP 5,94 0,000565 |Uncharacterized protein  OX=456481 GN=LEPBI_p0029 PE=4 SV=1
sp|BOSTJ3|SYL_LEPBP 5,82 0,021223 |Leucine-tRNAligase OX=456481 GN=leuS PE=3 SV=1
tr|BOSJAS | BOSIAS_LEPBP 5,63 0,010347 |Polyphosphatekinase OX=456481 GN=ppk PE=3 SV=1
tr|BOSTS1|BOSTS1_LEPBP 5,22 0,009023 |Glutamate synthase large chain  OX=456481 GN=g|tB PE=3 SV=1
tr|BOSK22 |BOSK22_LEPBP 4,54 0,002413 |3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase OX=456481 GN=fabG4 PE=4 SV=1
tr|BOSMMO | BOSMMO_LEPBP 4,23 0,016370 |Uncharacterized protein  OX=456481 GN=LEPBI_I2666 PE=4 SV=1
tr|BOSQYO |BOSQYO_LEPBP 4,14 0,015717 |Beta-lactamase domain-containing protein  OX=456481 GN=LEPBI_|3312 PE=4 SV=1
tr|BOSKE6 | BOSKE6_LEPBP 4,10 0,016727 |Putative integral OM protein TolC, efflux pump component OX=456481 GN=LEPBI_I0360 PE=3 SV=1
tr|BOSLY4 |BOSLY4_LEPBP 3,69 0,012243 |Putative PLP-dependent aminotransferase OX=456481 GN=LEPBI_|0912 PE=4 SV=1
tr|BOSQM4 |BOSQM4_LEPBP 3,64 0,006829 |Putative alpha-glucosidasell  OX=456481 GN=LEPBI_13206 PE=3 SV=1
tr|BOSJX7 |BOSIX7_LEPBP 3,64 0,007600 |Uncharacterized protein  OX=456481 GN=LEPBI_|0145 PE=4 SV=1
tr|BOSKQ9 |BOSKQ9_LEPBP 3,33 0,000690 |Uncharacterized protein  OX=456481 GN=LEPBI_l0684 PE=4 SV=1
tr|B0SJ54 |BOSI54_LEPBP 3,33 0,011478 |Uncharacterized protein  OX=456481 GN=LEPBI_|0512 PE=4 SV=1
tr|BOSM40|BOSM40_LEPBP 3,31 0,009573 |3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase OX=456481 GN=fabG PE=3 SV=1
tr|B0SS97|B0OSS97_LEPBP 3,10 0,003495 [Iron(lll) dicitrate TonB-dependent receptor putative signal peptide OX=456481 GN=fecA PE=3 SV=1
tr|BOSTWO |BOSTWO_LEPBP 3,05 0,001890 |Uncharacterized protein  0X=456481 GN=LEPBI_110108 PE=4 SV=1
tr|BOSLY1|BOSLY1_LEPBP 3,04 0,020336 |Putative periplasmic component of the Tol biopolymer transport system OX=456481 GN=LEPBI_|0909 PE=4 SV=1
tr|BOSK54 |BOSK54 _LEPBP 3,01 0,015142 |3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase OX=456481 GN=fabG3b PE=4 SV=1
tr|BOSPM8|BOSPM8_LEPBP 2,96 0,004060 |Putative ankyrin-like protein  OX=456481 GN=LEPBI_I3068 PE=4 SV=1
tr|BOSTW1|BOSTW1_LEPBP 2,80 0,002428 |Uncharacterized protein  0X=456481 GN=LEPBI_110109 PE=4 SV=1
tr|B0SQ25|B0SQ25_LEPBP 2,78 0,003815 |Uncharacterized protein  OX=456481 GN=LEPBI_13111 PE=4 SV=1
tr|BOSPD3 |BOSPD3_LEPBP 2,76 0,010124 |Uncharacterized protein  OX=456481 GN=LEPBI_11347 PE=4 SV=1
tr|BOSR80|BOSR80_LEPBP 2,73 0,016358 |General secretion pathway protein C putative signal peptide O0X=456481 GN=gspC PE=4 SV=1
tr|BOSMX3 |BOSMX3_LEPBP 2,57 0,002503 |Uncharacterized protein  OX=456481 GN=LEPBI_I1037 PE=4 SV=1
tr|BOSKQ7 |BOSKQ7_LEPBP 2,57 0,023329 |Uncharacterized protein  OX=456481 GN=LEPBI_l0682 PE=4 SV=1
tr|B0SQ77|B0SQ77_LEPBP 2,57 0,025274 |Putative acylglycerol lipase  OX=456481 GN=LEPBI_|3164 PE=4 SV=1
tr|BOSLN1|BOSLN1_LEPBP 2,49 0,003957 |Uncharacterized protein  OX=456481 GN=LEPBI_12536 PE=4 SV=1
tr|BOSSW5 | BOSSW5_LEPBP 2,35 0,010233 |Uncharacterized protein  0X=456481 GN=LEPBI_12103 PE=4 SV=1
tr|BOSKP2 |BOSKP2_LEPBP 2,31 0,001612 |Uncharacterized protein  OX=456481 GN=LEPBI_l0666 PE=4 SV=1
tr|B0SQQ8 |BOSQQ8_LEPBP 2,29 0,000745 |Putative TPR-repeat-containing protein putative signal peptide OX=456481 GN=LEPBI_|3240 PE=4 SV=1
sp|BOSJR2 | ASSY_LEPBP 2,27 0,004132 |Argininosuccinatesynthase 0X=456481 GN=argG PE=3 SV=1
tr|BOSQC6 | BOSQCH_LEPBP 2,19 0,001318 |Uncharacterized protein  OX=456481 GN=LEPBI_11477 PE=4 SV=1
tr|BOSKQ8 |BOSKQ8_LEPBP 2,17 0,024085 |Putative lipoprotein putative signal peptide OX=456481 GN=LEPBI_I0683 PE=4 SV=1
tr|BOSTR9 |BOSTR9_LEPBP 2,15 0,008058 |DUF5683 domain-containing protein  0X=456481 GN=LEPBI_|10065 PE=4 SV=1
tr|BOSTJ8 |BOSTI8_LEPBP 2,14 0,017432 |Uncharacterized protein  OX=456481 GN=LEPBI_10267 PE=1 SV=1
tr|B0SSZ5 | BOSSZ5_LEPBP 2,04 0,009481 |Flagellin  OX=456481 GN=flaB2 PE=1 SV=1
tr|B0SS87|B0SS87_LEPBP 2,04 0,003942 |Putative outer membrane protein, OmpA domain putative MP OX=456481 GN=LEPBI_|1873 PE=4 SV=1
tr|BOSSX9 |BOSSX9_LEPBP 2,02 0,002592 |Uncharacterized protein  OX=456481 GN=LEPBI_12117 PE=4 SV=1
sp|BOSSI8|RL11_LEPBP 2,00 0,005419 [50S ribosomal protein L11  0X=456481 GN=rplK PE=3 SV=1
tr|B0SSZ4 |BOSSZ4_LEPBP 1,92 0,021052 |Flagellin  OX=456481 GN=flaB3 PE=3 SV=1
tr|B0SQZ5 |BOSQZ5_LEPBP 1,85 0,008047 |Flagellin 0X=456481 GN=flaB PE=3 SV=1
tr|BOSLP1|BOSLP1_LEPBP 1,71 0,003652 |Carbamoyl-phosphate synthase small chain  0X=456481 GN=carA PE=3 SV=1
tr|BOSMZ1|BOSMZ1_LEPBP 1,67 0,031831 |Uncharacterized protein  OX=456481 GN=LEPBI_|1055 PE=4 SV=1
tr|BOSR0O3 |BOSRO3_LEPBP 1,61 0,028380 |Uncharacterized protein  OX=456481 GN=LEPBI_11597 PE=1 SV=1

Tabla 10: Proteinas aumentadas en cepas L. biflexa wt comparada con cepas flaA2". Para identificar las proteinas
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encontradas en ambas cepas pero que muestran una diferencia estadistica en sus niveles (BH g-value < 0.05) se
utilizé el médulo TFold de PatternLab for Proteomics V. En esta tabla se muestran los cédigos uniprot que
identifican las proteinas aumentadas en cepas wt, ordenadas segln su “fold change™ es decir el cociente relativo
encontrado entre ambas condiciones y marcadas en amarillo aquellas que finalmente se confirman como
componentes del filamento. Cinco nuevos componentes identificados en el filamento aparecen entre los
candidatos que se encuentran con mayor diferencia en sus niveles, y otras 5 proteinas previamente conocidas
del filamento también se expresan pero casi a los mismos niveles que en los mutantes flaA2".
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Analisis SC de proteinas exclusivas en flaA2 " vs fcpA~

Locus Replical | Replica2 | Replica3 | Sedal total Descripcion

tr|BOSK46 |BOSK46_LEPBP 7 7 5 19 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|0025 PE=4 SV=1
tr|BOSJX2 |BOSJX2_LEPBP 4 3 7 14 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|0134 PE=4 SV=1
tr|BOSJY6|BOSJY6_LEPBP 11 7 3 21 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|0163 PE=4 SV=1
tr|BOSJD6|B0SID6_LEPBP 17 14 19 50 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|0311 PE=4 SV=1
tr|B0SJI3|BOSJI3_LEPBP 5 5 2 12 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|0393 PE=4 SV=1
tr|BOSIW6 |BOSIW6_LEPBP 6 7 3 16 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|0417 PE=4 SV=1
tr|B0SJ45|B0SJ45_LEPBP 2 3 4 9 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|0475 PE=4 SV=1
tr|B0SJ80|B0SI80_LEPBP 2 2 14 18 Uncharacterized protein GN=LEPBI_10492 PE=4 SV=1
tr|BOSKJO|BOSKJO_LEPBP 8 3 7 18 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|0612 PE=4 SV=1
tr|BOSKM7 |BOSKM7_LEPBP 5 2 1 8 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|0651 PE=4 SV=1
tr|BOSKN8 | BOSKN8_LEPBP 21 15 21 57 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|0662 PE=4 SV=1
tr|BOSKR1|BOSKR1_LEPBP 5 4 9 18 Uncharacterized protein GN=LEPBI_l0686 PE=4 SV=1
tr|BOSKR9 |BOSKR9_LEPBP 2 4 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|0694 PE=4 SV=1
tr|BOSL54 |BOSL54_LEPBP 3 3 5 11 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|0729 PE=4 SV=1
tr|BOSL90|BOSL90_LEPBP 1 3 2 6 Uncharacterized protein GN=LEPBI_I0766 PE=4 SV=1
tr|BOSL92 |BOSL92_LEPBP 2 4 2 8 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|0768 PE=4 SV=1
tr|BOSLR6 |BOSLR6_LEPBP 3 16 19 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|0841 PE=4 SV=1
tr|BOSLUO |BOSLUO_LEPBP 7 3 4 14 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|0867 PE=4 SV=1
tr|BOSLW4 |BOSLW4_LEPBP 9 7 1 17 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|I0891 PE=4 SV=1
tr|BOSLY2 |BOSLY2_LEPBP 5 5 3 13 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|0910 PE=4 SV=1
tr|BOSMEO | BOSMEO_LEPBP 6 4 6 16 Uncharacterized protein GN=LEPBI_I0960 PE=4 SV=1
tr|BOSMF2 |BOSMF2_LEPBP 5 1 6 12 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|0972 PE=4 SV=1
tr|BOSMI4 |BOSMI4_LEPBP 3 3 6 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|1004 PE=4 SV=1
tr|BOSMI5 |BOSMI5_LEPBP 3 3 6 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|1005 PE=4 SV=1
tr|BOSMK1|BOSMK1_LEPBP 5 3 1 9 Uncharacterized protein GN=LEPBI_11022 PE=4 SV=1
tr| BOSMK8 |BOSMK8_LEPBP 22 23 51 96 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|1029 PE=4 SV=1
tr|BOSMY1|BOSMY1_LEPBP 2 1 9 12 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|1045 PE=4 SV=1
tr|BOSNJO|BOSNJO_LEPBP 29 20 17 66 Uncharacterized protein GN=LEPBI_11155 PE=4 SV=1
tr|BOSNM7 |BOSNM7_LEPBP 6 13 19 Uncharacterized protein GN=LEPBI_11192 PE=4 SV=1
tr|BOSPV7 |BOSPV7_LEPBP 3 3 6 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|1414 PE=4 SV=1
tr|BOSQO0|BOSQO0_LEPBP 4 6 10 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|1459 PE=4 SV=1
tr|BOSQK9 |BOSQK9_LEPBP 1 6 26 33 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|1560 PE=4 SV=1
tr|BOSQL7|BOSQL7_LEPBP 7 5 13 25 Uncharacterized protein GN=LEPBI_I1568 PE=4 SV=1
tr|BOSR15|BOSR15_LEPBP 21 9 15 45 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|1609 PE=4 SV=1
tr|BOSR61|BOSR61_LEPBP 4 2 6 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|1655 PE=4 SV=1
tr|BOSRJ7 |BOSRJ7_LEPBP 4 2 6 12 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|1685 PE=4 SV=1
tr|BOSRN1|BOSRN1_LEPBP 6 5 3 14 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|1720 PE=4 SV=1
tr|BOSRQ7 |BOSRQ7_LEPBP 4 4 8 Uncharacterized protein GN=LEPBI_I1746 PE=4 SV=1
tr|B0SS20|B0SS20_LEPBP 3 5 7 15 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|1804 PE=4 SV=1
tr|B0SS28|B0SS28_LEPBP 2 2 2 6 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|1812 PE=4 SV=1
tr|B0OSS69|B0SS69_LEPBP 3 2 4 9 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|1854 PE=4 SV=1
tr|BOSSA9 |BOSSA9_LEPBP 8 8 16 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|1896 PE=4 SV=1
tr|BOSSJ1|BOSSJ1_LEPBP 6 5 1 12 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|1979 PE=4 SV=1
tr|BOSSKS5 |BOSSK5_LEPBP 4 4 2 10 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|1993 PE=4 SV=1
tr|BOSSN3 |BOSSN3_LEPBP 15 7 22 Uncharacterized protein GN=LEPBI_12021 PE=4 SV=1
tr|B0OSSS6 |BOSSS6_LEPBP 4 6 10 Uncharacterized protein GN=LEPBI_I2064 PE=4 SV=1
tr|BOSSW7|BOSSW7_LEPBP 15 8 9 32 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|2105 PE=4 SV=1
tr|B0SSZ1|B0SSZ1_LEPBP 3 4 7 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|2129 PE=4 SV=1
tr|BOST42|BOST42_LEPBP 4 5 9 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|2183 PE=4 SV=1
tr|BOSTES |BOSTES_LEPBP 4 4 9 17 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|2293 PE=4 SV=1
tr|BOSKX4 |BOSKX4_LEPBP 13 9 22 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|2376 PE=4 SV=1
tr|BOSKZ3 |BOSKZ3_LEPBP 9 3 4 16 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|2396 PE=4 SV=1
tr|BOSKZ4 |BOSKZ4 _LEPBP 4 2 3 9 Uncharacterized protein GN=LEPBI_12397 PE=4 SV=1
tr|BOSM22|BOSM22_LEPBP 5 7 12 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|2571 PE=4 SV=1
tr|BOSM30|BOSM30_LEPBP 4 3 1 8 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|2579 PE=4 SV=1
tr|BOSM39|B0OSM39_LEPBP 14 14 26 54 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|2588 PE=4 SV=1
tr|BOSML2 |BOSML2_LEPBP 2 1 1 4 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|2657 PE=4 SV=1
tr|BOSML3 |BOSML3_LEPBP 2 7 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|2658 PE=4 SV=1
tr| BOSMM4 |BOSMM4 _LEPBP 1 14 15 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|2670 PE=4 SV=1
tr| BOSMWS5 |BOSMW5_LEPBP 3 8 2 13 Uncharacterized protein GN=LEPBI_I2761 PE=4 SV=1
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tr|BOSNB8 | BOSNB8_LEPBP 3 4 7 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|2809 PE=4 SV=1
tr|BOSNCO |BOSNCO_LEPBP 5 5 10 Uncharacterized protein GN=LEPBI_12812 PE=4 SV=1
tr|BOSNE7 |BOSNE7_LEPBP 4 3 7 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|2844 PE=4 SV=1
tr| BOSNHO |[BOSNHO_LEPBP 5 4 5 14 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|2868 PE=4 SV=1
tr|BOSNX8|BOSNX8_LEPBP 2 1 3 6 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|2921 PE=4 SV=1
tr|BOSNYO|BOSNYO_LEPBP 5 4 4 13 Uncharacterized protein GN=LEPBI_12923 PE=4 SV=1
tr|BOSQN4 |BOSQN4_LEPBP 13 14 4 31 Uncharacterized protein GN=LEPBI_I3216 PE=4 SV=1
tr|BOSQP7|BOSQP7_LEPBP 6 4 2 12 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|3229 PE=4 SV=1
tr|BOSQT5 |BOSQT5_LEPBP 5 3 2 10 Uncharacterized protein GN=LEPBI_I3267 PE=4 SV=1
tr|B0OSQV2 |BOSQV2_LEPBP 9 5 9 23 Uncharacterized protein GN=LEPBI_13284 PE=4 SV=1
tr|BOSQV4 |BOSQV4_LEPBP 6 5 8 19 Uncharacterized protein GN=LEPBI_I3286 PE=4 SV=1
tr|BOSSO0 |BOSSO0_LEPBP 6 17 23 Uncharacterized protein GN=LEPBI_|3476 PE=4 SV=1
tr|BOSTN7 |[BOSTN7_LEPBP 1 8 9 Uncharacterized protein GN=LEPBI_110033 PE=4 SV=1
tr|BOSTW4|BOSTW4_LEPBP 4 6 10 Uncharacterized protein GN=LEPBI_110112 PE=4 SV=1
tr|BOSTX4 |BOSTX4_LEPBP 10 6 8 24 Uncharacterized protein GN=LEPBI_110122 PE=4 SV=1
tr|BOSU67|BOSU67_LEPBP 3 4 7 Uncharacterized protein GN=LEPBI_110218 PE=4 SV=1
tr|BOSU97|BOSU97_LEPBP 3 3 7 13 Uncharacterized protein GN=LEPBI_110248 PE=4 SV=1

Tabla 11: Resultados del médulo estadistico Venn diagram del software PatternLab for Proteomics V utilizado
para identificar las proteinas detectadas de forma exclusiva en cepas L. biflexa flaA2" vs fcpA™ (p<0,05). Esto nos
permitié la identificacion de 461 proteinas exclusivas de cepas flaA2" de las cuales solo se muestran las proteinas
no caracterizadas. Se destacan en amarillo aquellas que resultan ser flagelares. Estas proteinas acompafian mas
la perdida de FlaA2 del filamento que la de FcpA. Mientras que entre las 8 proteinas exclusivas de fcpA™ que no
se detectan en cepas flaA2,, encontramos a FlaAl y FlaA2 como Unicas proteinas del filamento (resultado no

mostrados).
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Andlisis SC de proteinas aumentadas en flaA2 " vs fcpA’

Locus Fold Change | pValue Description
tr|BOSRO3 |BOSRO3_LEPBP -31,05 0,0055 [Uncharacter+E86:E138ized protein GN=LEPBI_|1597 PE=1 SV=1
tr|BOSRM6 |BOSRM6_LEPBP -6,43 0,0004 |[Uncharacterized protein GN=LEPBI_|1715 PE=4 SV=1
tr|BOSPCO|BOSPCO_LEPBP -6,38 0,0364 |[Uncharacterized protein GN=LEPBI_|1334 PE=4 SV=1
tr|BOSNKO | BOSNKO_LEPBP -4,88 0,0125 [Protoporphyrinogen oxidase (PPO) GN=hemG PE=4 SV=1
tr|BOSTP2 |BOSTP2_LEPBP -4,77 0,0047 [Putativealkyldihydroxyacetonephosphate synthase GN=eapA PE=4 SV=1
tr|B0OSSS4 |BOSSS4_LEPBP -4,75 0,0357 [Lipid-A-disaccharide synthase GN=lpxB PE=4 SV=1
tr|BOSJP1|BOSJP1_LEPBP -4,48 0,0061 [Acyl-CoAdehydrogenase GN=acdA2 PE=3 SV=1
tr|BOSUD2 |BOSUD2_LEPBP -4,30 0,0021 [Putativechromosome partitioning protein ParB GN=LEPBI_p0002 PE=3 SV=1
sp|BOSSI1|RS7_LEPBP -4,23 0,0343 [30Sribosomal protein S7 GN=rpsG PE=3 SV=1
tr|BOSPZ1|BOSPZ1_LEPBP -4,18 0,0405 [SPOR domain-containing protein GN=LEPBI_|1449 PE=4 SV=1
tr|BOSJG1|BOSJG1_LEPBP -4,16 0,0059 |Putativeserine-type endopeptidase GN=LEPBI_I0523 PE=4 SV=1
tr|BOSML4 |BOSML4_LEPBP -4,13 0,0032 [Uncharacterized protein GN=LEPBI_|2660 PE=4 SV=1
sp|BOSMCO | LPXK_LEPBP -4,08 0,0384 [Tetraacyldisaccharide 4'-kinase GN=lpxK PE=3 SV=1
tr|BOSMA43|BOSMA43_LEPBP -3,89 0,0006 [Uncharacterized protein GN=LEPBI_|2594 PE=4 SV=1
tr|BOSRR4 |BOSRR4_LEPBP -3,87 0,0380 [UDP-N-acetylmuramoyl-tripeptide--D-alanyl-D-alanine ligase GN=murF PE=3 SV=1
tr|BOSMES | BOSME8_LEPBP -3,82 0,0201 |Trigger factor GN=tig PE=3 SV=1
tr|BOSTZ6 |BOSTZ6_LEPBP -3,42 0,0089 [Adenylate/guanylate cyclase GN=LEPBI_I10145 PE=4 SV=1
tr|BOSTMS5 |BOSTM5_LEPBP -3,40 0,0038 [NADH dehydrogenase GN=ndh PE=4 SV=1
tr|BOSTVO|BOSTVO_LEPBP -3,27 0,0357 |[Rubrerythrin domain-containing protein GN=LEPBI_II0098 PE=4 SV=1
sp|BOSM57 | TRPB_LEPBP -3,21 0,0074 |Tryptophan synthase beta chain GN=trpB PE=3 SV=1
tr|BOSJR6 |BOSIR6_LEPBP -3,20 0,0001 [Putative tRNA (Uracil-5-)-methyltransferase GN=LEPBI_|0091 PE=3 SV=1
tr|BOSTI6 |[BOSTI6_LEPBP -3,12 0,0033 [OmpA-like domain-containing protein GN=LEPBI_10255 PE=4 SV=1
tr|BOSLB3|BOSLB3_LEPBP -3,05 0,0106 |[Signal peptidase| GN=lepB2 PE=3 SV=1
tr|BOSSM9 |BOSSM9_LEPBP -2,94 0,0164 |[ABC-typetransport system, ATP binding protein GN=LEPBI_12017 PE=3 SV=1
tr|BOSJF6 |BOSJF6_LEPBP -2,92 0,0054 [Putative FAD-linked oxidase GN=LEPBI_I0538 PE=4 SV=1
tr| BOSKX3 |BOSKX3_LEPBP -2,84 0,0178 [Hemolysin putative signal peptide GN=LEPBI_I2375 PE=4 SV=1
tr|BOSSBO |BOSSBO_LEPBP -2,81 0,0362 [Lysine—-tRNAligase GN=lysS PE=3 SV=1
tr|B0SJ29|B0SJ29_LEPBP -2,78 0,0031 [Mannose-1-phosphate guanylyltransferase [GDP] GN=manC PE=4 SV=1
tr|BOSSD4 |BOSSD4_LEPBP -2,74 0,0016 |Putativediguanylate phosphodiesterase GN=LEPBI_|1921 PE=4 SV=1
sp|BOSPA9 |GLPK_LEPBP -2,73 0,0301 |Glycerol kinase GN=glpK PE=3 SV=1
tr|BOSL67 |BOSL67_LEPBP -2,62 0,0130 [Glutamate-1-semialdehyde 2,1-aminomutase GN=hemL2 PE=3 SV=1
tr|BOSTL1|BOSTL1_LEPBP -2,60 0,0191 [Uncharacterized protein GN=LEPBI_II0007 PE=4 SV=1
tr|BOSMF6 | BOSMF6_LEPBP -2,58 0,0142 [Hydrolase_4 domain-containing protein GN=LEPBI_I0976 PE=4 SV=1
tr|BOSN68 |BOSN68_LEPBP -2,57 0,0076 [Putative acyl-CoA dehydrogenase, GN=LEPBI_|1138 PE=3 SV=1
tr| BOSRR8 |BOSRR8_LEPBP -2,54 0,0354 [UDP-N-acetylglucosamine transferase GN=murG PE=3 SV=1
tr|BOSMIO |BOSMIO_LEPBP -2,54 0,0334 |Glycosyltransferase GN=LEPBI_I1000 PE=4 SV=1
tr|BOSKU7 |BOSKU7_LEPBP -2,52 0,0250 [lron-sulfur cluster carrier protein GN=mrp PE=3 SV=1
tr|BOSR13 |BOSR13_LEPBP -2,43 0,0380 |Peptidyl-prolyl cis-transisomerase GN=LEPBI_I1607 PE=3 SV=1
tr|BOSM29|BOSM29_LEPBP -2,42 0,0043 |[Uncharacterized protein GN=LEPBI_|2578 PE=4 SV=1
tr|B0SQ75|B0SQ75_LEPBP -2,41 0,0332 [Uncharacterized protein GN=LEPBI_|3162 PE=4 SV=1
tr|BOSTF7 |BOSTF7_LEPBP -2,40 0,0054 |[Acyl coenzyme Adehydrogenase GN=LEPBI_|2302 PE=3 SV=1
tr|B0SQL3 |BOSQL3_LEPBP -2,37 0,0054 |[30Sribosomal protein S21 GN=rpsU PE=3 SV=1
tr|BOSR55 |BOSR55_LEPBP -2,34 0,0312 |ABC-typetransport system, ATPase GN=LEPBI_|1649 PE=4 SV=1
tr| BOSNZ9 |BOSNZ9_LEPBP -2,31 0,0345 [Aldehyde dehydrogenase GN=LEPBI_12943 PE=3 SV=1
tr|BOSN63 |BOSN63_LEPBP -2,29 0,0111 [Electron transfer flavoprotein alpha-subunit (ETFLS) GN=etfA PE=3 SV=1
tr|BOSP47|BOSP47_LEPBP -2,22 0,0043 |[Acyl-CoAdehydrogenase family protein GN=LEPBI_|11259 PE=3 SV=1
sp|BOSLC8 |ATPB_LEPBP -2,21 0,0124 |ATP synthase subunit beta GN=atpD PE=3 SV=1
tr|BOSPS9|BOSPS9_LEPBP -2,17 0,0006 |Poly(A) polymerasel GN=pcnB PE=3 SV=1
tr|BOSTX2|BOSTX2_LEPBP 22,11 0,0014 [Putative UDP-glucose 4-epimerase GN=LEPBI_|10120 PE=4 SV=1
tr|B0OSQTO|BOSQTO_LEPBP -2,08 0,0090 [Uncharacterized protein GN=LEPBI_13262 PE=4 SV=1
tr|BOSTT2 |BOSTT2_LEPBP -2,07 0,0169 [Uncharacterized protein GN=LEPBI_I10078 PE=4 SV=1
tr| BOSMINS | BOSMINS _LEPBP -2,06 0,0072 [Cytochrome c oxidase subunit 2 GN=ctaC PE=3 SV=1
tr|BOSRD8 |BOSRD8_LEPBP -1,72 0,0037 [Endolytic murein transglycosylase GN=mItG PE=3 SV=1

Tabla 12: Proteinas aumentadas en cepas L. biflexa flaA2" comparada con cepas fcpA-. Para identificar las
proteinas encontradas en ambas cepas pero que muestran una diferencia estadistica en sus niveles (BH g-value
< 0.05) se utilizé el médulo TFold de PatternLab for Proteomics V. Se identifica Unicamente la proteina del
filamento FcpB (cédigo Uniprot BOSR03) que se expresa 31 veces menos en cepas fcpA,, que en cepas fIAZ
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ANEXO 2 - Tabla de entrecruzamientos quimicos con NNP9

Muestrasrep Proteinal |Peptidol Inicio | Fin Sitiol | Proteina2 |Peptido2 Inicio | Fin | Sitio2 Distancia | modelo
3 BOSJC6 [NFRGEDPEGKPSELPEGKEGFR 47 70 K56 BOSTN7 [ DYSKESAESIKK 85 96 K88 inter XL 15.5 Sl
2 BOSIC6  |NLEKHQKLQPSHR 215 227 K218 FlaB1 VLKFQNEEVSK i 23 K17 inter XL 91.7 NO
3 BOSJC6 | TEASKTGASVEGQPVKIDGVTYDFTK 270 | 297 | K274 BOSUES | MEKTLMKQSEFSNLMR 1 16 n/c NO n/c
1;3 BOSIC6 | ELEPIVKNFRGEDPEGKPSELPEGK 40 66 K46 BOSIC6 [ VYELDSNNMVFMKYDQER 330 347 K342 intraXL 20.5 Sl
9 BOSJC6  [ELEPIVKNFR 40 49 K46 BOSIC6  [YLEAKR 74 79 K78 intraXL 14.1 sl
35,9 BOSIC6 | KALNVPPKPAQGSTTTPQQ 349 367 K349 BOSIC6 | TEASKTGASVEGQPVK 270 287 K274 intraXL 17.2 Sl 1
9 BOSIC6  |ESVSSKSYQK 21 30 K26 BOSIC6  |HQKLQPSHR 219 | 227 | K221 intraXL 19.0 sl
1;2 BOSIC6  |IDGVTYDFTK 288 297 1292 BOSIC6  [NPYIKYDNR 298 306 K302 intraXL 19.5 Sl
1;3;5;10;11;9 BOSJC6  [VYELDSNNMVFMKYDQER 330 | 347 | K342 BOSIC6  |ELEPIVKNFR 40 49 K46 intraXL 233 sl
3;4,5;10;11;9 BOSIC6 | TEASKTGASVEGQPVKIDGVTYDFTK 270 297 K274 K286 intraXL 14.5 Sl
3 BOSJC6  NFRGEDPEGKPSELPEGKEGFRMKK 47 73 K56 K72 intraXL 12.9 sl
BOSIC6 | NFRGEDPEGKPSELPEGKEGFR 47 70 K56 K66 intraXL 5.2 Sl
13 BOSIC6  |ELEPIVKNFRGEDPEGKPSELPEGK 40 66 K46 K56 intraXL 15.3 sl
2;3;4,5;10 BOSJC6  [NFRGEDPEGKPSELPEGKEGFR 47 70 K56 K66 intraXL 9.3 sl
3;4;5;6;7;8,9 BOSIC6 | GEDPEGKPSELPEGKEGFR 50 70 K56 K66 intraXL 9.3 Sl
1 BOSJC6  [IDGVTYDFTKNPYIKYDNR 288 | 306 | K302 5335 intraXL 238 sl
1;2;3;5 BOSIC6 | ALNVPPKPAQGSTTTPQQ 350 367 K356 T364 intraXL NO n/c
3;9 BOSIC6  [ALKVER 207 | 214 | K212 BOSIC6  |NLEKHQK 215 | 221 | K218 loop XL 14.0 sl
3 BOSIC6 | TEASKTGASVEGQPVK 270 287 K274 BOSIC6  |IDGVTYDFTK 288 297 1292 loop XL 10.6 Sl 1
BOSIC6 | TEASKTGASVEGQPVK 270 287 K274 S278 loop XL NO n/c
BOSJC6  [NFRGEDPEGKPSELPEGK 47 66 K56 $58 loop XL 13.2 sl
BOSIC6  [NLEKHQKLQPSHR 215 227 K218 K221 loop XL 9.1 Sl
BOSIC6  |HQKLQPSHR 219 | 227 | K221 5225 loop XL 11.7 sl
BOSIC6  |LKYPYDNYYLNNSQAK 254 269 K255 5266 loop XL 18.6 Sl
BOSJC6  [IDGVTYDFTKNPYIKYDNR 288 | 306 | K297 K302 loop XL 14.0 sl
S BOSIC6 | VYELDSNNMVFMKYDQERKK 330 349 K342 K348 loop XL 10.7 Sl
10;11;9 BOSIC6  [KKALNVPPKPAQGSTTTPQQ 348 | 367 | K348 K349 loop XL 4.0 sl
1;4;5 BOSIC6  |ESVSSKSYQKR 21 31 K26 K30 loop XL 6.2 Sl
3;4;5 BOSIC6  |EAHYSYNKYDIEK 178 | 190 | s182 K185 loop XL 5.7 sl
9 BOSJC6 [NMELGYKHLGLAK 191 | 203 [ Y196 K197 loop XL 3.8 sl
3 BOSIC6 | AVNIYKLK 246 255 Y252 K253 loop XL 3.8 Sl
1 BOSIC6  [NPYIKYDNR 298 306 Y300 K302 loop XL 7.3 SI
13,5 BOSIC6 | VYELDSNNMVFMKYDQER 330 347 $335 K342 loop XL 24.2 Sl
1;2;7 BOSIC6  |TGASVEGQPVKIDGVTYDFTK 275 | 297 | S278 K287 loop XL NO n/c
) BOSIC6 | VYELDSNNMVFMKYDQERKK 330 349 $335 K348 loop XL 7.0 Sl
4,5 BOSJC6  [HLGLAKEAR 198 | 206 | K203 dead end n/c sl
1;3;4;5; BOSIC6  |ALKVER 207 214 K211 dead end n/c Sl
3;4;5;10 BOSJC6  [NLEKHQK 215 | 221 | K218 dead end n/c sl
1;2;3;4;5;6;7;8;10;11;9 BOSIC6  |ELEPIVKNFR 40 49 K46 dead end n/c Sl
1;2;3;4;5;10;11;9 BOSIC6 |IDGVTYDFTKNPYIK 288 | 302 | K297 dead end n/c sl
3,4,5;6;10;11 BOSIC6 | ESVSSKSYQK 21 30 K26 dead end n/c Sl
1;2 BOSIC6 | ALLDISIEYGK 142 152 $147 dead end n/c Sl
1;2;5 BOSIC6  |EAHYSYNK 178 | 185 | s182 dead end n/c sl
1;2 BOSIC6 | TGASVEGQPVK 275 287 5280 dead end n/c Sl
1 BOSIC6  |IYQEGLQYHFEGNFSSAFQR 80 99 594 dead end n/c sl
1;2 BOSIC6  [RIELLTYLR 31 39 136 dead end n/c Sl
1;2 BOSIC6  (IDGVTYDFTK 288 | 297 | T292 dead end n/c sl
1;2 BOSIC6  |MTEELSQLYILR 110 121 T111 dead end n/c Sl
1;2 BOSIC6  [AVNIYK 246 | 253 | Y252 dead end n/c sl
3 BOSIC6 | AVNIYKLK 246 255 K253 dead end n/c Sl
1 BOSIC6  [NPYIKYDNR 298 306 K302 dead end n/c Sl
BOSIC6  |NMELGYKHLGLAK 191 203 K197 dead end n/c Sl
BOSJC6  |HQKLQPSHR 219 227 $225 dead end n/c Sl
BOSJC6  [LKYPYDNYYLNNSQAK 254 269 5266 dead end n/c Sl
BOSIC6 | VPEEYRVDHADVR 315 327 Y319 dead end n/c Sl
BOSIC6 |GEDPEGKPSELPEGK 50 66 K56 dead end n/c SI
BOSIC6 | ELEPIVKNFRGEDPEGKPSELPEGK 40 66 K46 dead end n/c Sl
BOSKNS  [ESQKQIDLQR 32 41 K35 BOSMKS8  |KNLDFDYFK 67 75 K67 inter XL 16.5 sl
BOSKNS  EKPASATLK 21 29 K22 BOSMKS8  [NYEKVR 230 | 235 | K233 inter XL 19.2 sl 3
BOSKN8  |KIAKQTAFK 240 248 K240 BOSMK8  |NYEKVR 230 235 K233 inter XL 17.6 Sl
BOSKN8 [IAKQTAFK 241 | 248 | K243 BOSMK8  |NYEKVR 230 | 235 | K233 inter XL 9.4 sl
BOSKN8  |EKPASATLK 21 29 K22 BOSMKS  |SNDSKALLR 139 149 K145 inter XL 28.4 NO 2
BOSKNS  [EKPASATLK 21 29 K22 BOSMKS8  |VRDTLINFIENKR 234 | 246 | K245 inter XL 243 sl 2
BOSKN8  |EKPASATLK 21 29 K22 BOSMK8 | TVVPPGNPDAKPLDLLEQHDDNYGFITSKK| 250 279 K260 inter XL 15.9 Sl 2
BOSKNS  [EKPASATLK 21 29 K22 BOSMK8 | KNLDFDYFK 67 75 K67 inter XL 16.5 sl 2
3;5;10;11;9 BOSKN8  |EKPASATLK 21 29 K22 BOSMK8 | DTLINFIENKR 236 246 K245 inter XL 24.3 Sl
3;5 BOSKNS [SEGTEKKGEAR 166 | 178 | K171 BOSQA9  [GTVQADILK 763 | 771 n/c NO n/c
BOSKN8  |EKPASATLK 21 29 K22 BOSQVY  |IIVSDKEK 210 217 n/c NO n/c
BOSKN8  |EKPASATLK 21 29 K22 BOSR40  [LAYVAITR 591 598 n/c NO n/c
2 BOSKN8  |SVELDQKQMITK 251 262 K257 BOSSG1 |AGIQDVLTK 117 125 n/c NO n/c
3;4;5 BOSKN8  |SEGTEKKGEAR 166 178 K174 BOSKN8  |EKPASATLK 21 29 K22 inter XL 24.3 Sl 2
34 BOSKN8  [SEGTEKK 166 | 174 | K171 BOSKNS  [EKPASATLK 21 29 K22 inter XL 26.6 sl 2
3;4,5;10;11;9 BOSKN8  |EKPASATLK 21 29 K22 BOSKN8 |IAKQTAFK 241 248 K243 inter XL 21.2 Sl 2
1;2;3;4;5;6;7;8;10;11;9 | BOSKN8 |SVELDQKQMITK 251 | 262 | K257 BOSKNS  [EKPASATLK 21 29 K22 inter XL 243 sl 2
BOSKN8  |KLQDLGVDKTAAQYLAQTPQEHK 66 88 K66 BOSKN8  |EKPASATLK 21 29 K22 inter XL 24.2 Sl 2
BOSKN8  [TAAQYLAQTPQEHKELYK 75 92 K88 BOSKN8  [QTAFKLR 244 250 K248 inter XL 32 NO
BOSKN8  |KLQDLGVDK 66 74 K66 BOSKN8  |EKPASATLK 21 29 K22 inter XL 22.5 Sl
BOSKN8  |ESQKQIDLOR 32 41 K35 BOSKN8  |EKPASATLK 21 29 K22 intraXL 12.1 Sl
3;10;11;9 BOSKNS  |KNGFGDNEIDTLHANIIGNLR 42 62 K42 BOSKNS  [EKPASATLK 21 29 K22 intraXL 213 sl 2
34 BOSKN8  |SVELDQKQMITK 251 262 K257 BOSKN8  |KLQDLGVDK 66 74 K66 intraXL 15.0 Sl
9 BOSKNS  |KLQDLGVDKTAAQYLAQTPQEHK 66 88 K66 BOSKNS  [KDKDGKPYLEIK 93 | 104 | K93 intraXL 17.9 sl
10;11;9 BOSKN8  |LQDLGVDKTAAQYLAQTPQEHK 67 88 K74 BOSKN8  |KDKDGKPYLEIK 93 104 K93 intraXL 18.0 S
7 BOSKNS [EKPASATLK 21 29 K22 27 intraXL NO n/c
2 BOSKN8  |KNGFGDNEIDTLHANIIGNLRK 42 63 K42 152 intraXL 21.8 Sl
1;2;3;5;10;9 BOSKNS  |LQDLGVDKTAAQYLAQTPQEHK 67 88 K74 75 intraXL 3.8 sl
9 BOSKN8  |KNGFGDNEIDTLHANIIGNLR 42 62 K42 152 intraXL 25.6 Sl
3,5;10;11;9 BOSKN8 |KNGFGDNEIDTLHANIIGNLR 42 62 K42 BOSKN8 |ESQKQIDLOR 31 41 K35 loop XL 10.4 Sl
3;5;9 BOSKNS  |KLQDLGVDKTAAQYLAQTPQEHK 66 88 K66 K74 loop XL 18.2 sl
1; BOSKN8  |LQDLGVDKTAAQYLAQTPQEHK 67 88 K74 183 loop XL 19.8 Sl
1;2;3;4;5;10 BOSKNS  [SVELDQKQMITK 251 | 262 | S251 K257 loop XL 11.8 sl
1 BOSKN8  |LRSVELDQKQMITK 249 262 S251 K257 loop XL 11.8 Sl
1;2;6;10;11;9 BOSKN8 | TAAQYLAQTPQEHKELYK 75 92 75 K88 loop XL 12.5 sl
1;2;3;4 BOSKN8  |EKPASATLKER 21 31 K22 K29 loop XL NO n/c
1;2 BOSKN8  [QKHIMMSYK 227 235 K228 $233 loop XL 8.6 Sl
1;2;3;4;5;10;11;9 BOSKNS [KIAKQTAFK 240 | 248 | K240 K243 loop XL 5.1 sl
BOSKN8  |IAKQTAFKLR 241 250 K243 K248 loop XL 8.6 Sl
BOSKNS [IKKLQDLGVDK 64 74 K65 K66 loop XL 3.8 sl
BOSKN8  |KLQDLGVDKTAAQYLAQTPQEHK 66 88 K66 K74 loop XL 13 Sl
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1;2;3;4;5;10;11;9 BOSKN8 TAAQYLAQTPQEHKELYKK 75 93 K88 K92 loop XL 9.5 Sl
11,9 BOSKNS |KDKDGKPYLEIK 93 | 104 | K93 ko5 loop XL 6.8 sl
5 BOSKNS |VDGTIHVKEMR 145 | 157 | 1150 K154 | loopXL 123 si
1;2;3;5;7;10;11;9 BOSKN8  |EDYSDLDKIILSFR 130 | 143 | K137 dead end n/c sl
2 BOSKNS |RVDGTIHVKEMR 144 | 157 | k154 dead end n/e sl
1,2 BOSKN8 |ESQKQIDLOR 32 | a1 | K35 dead end n/e si
12 BOSKNS [IAKQTAFK 241 | 248 | k243 dead end n/c sl
1;2;3;45:6;7;9 BOSKN8  [SVELDQKQMITK 251 | 262 | K257 dead end n/e si
2;5 BOSKN8 KLQDLGVDK 66 74 K66 dead end n/c Sl
12 BOSKNS | DGKPYLEIK 96 | 104 | Kkos dead end n/e sl
1 BOSKN8 VDGTIHVK 145 154 T150 dead end n/c Sl
7 BOSKNS | EKPASATLK 21 | 20 | k22 dead end n/c sl
1,2;34 BOSKNS | EKPASATLKER 21 | 31 | k2o dead end n/e sl
5 BOSKN8 VDGTIHVKEMR 145 157 K154 dead end n/c SI
12 BOSKNS | NGFGDNEIDTLHANIGNLRK 43 | 63 | T2 dead end n/c sl
1,2 BOSKNS |NGFGDNEIDTLHANIIGNLR 43 | 62 | 152 dead end n/e st
1;2 BOSKN8 TAAQYLAQTPQEHK 75 88 T75 dead end n/c Sl
34,59 BOSMK8 [ SNDSKALLR 139 | 149 | K145 [[BOSMT6 |FKSLHIQGK 68 | 76 | k69 inter XL 14.1 sl 4
3;4;5 BOSMK8 | SNEDLKEAR 215 223 K220 BOSK77 KIAK 69 72 n/c NO n/c
3 BOSMK8 | TVVPPGNPDAKPLDLLEQHDDNYGFITSKK| 250 | 279 | K260 | BOSax4 |EKEIQGIK 11 | 18 n/c NO n/c
3455 BOSMKS [ SNEDLKEAR 215 | 223 | k220 | BOSRNG [KLAK 446 | 449 n/c NO n/c
5 BOSMKS8 | SNDSKALLR 139 149 K145 B0OSQV9 VSYGLKDNYEFLR 33 45 n/c NO n/c
1,2 BOSMK8 | SNDSKALLR 139 | 149 | k145 |/BOSMKE |viEDAR 121 | 126 | vi21 | intraxe 21.9 si
10;11;9 BOSMK8 KLDLLLEAQIKETEGAR 279 297 K279 K291 intra XL 22.4 SI
12 BOSMK8 | LDLLLEAQIKETEGARR 280 | 298 | K291 1293 | loopxL 5.9 sl
) BOSMKS | KNLDFDYFKLLK 67 | 78 | Kke7 K75 loop XL 12.0 si
1 BOSMK8 LLKAANQSDFSGNMWYLQSNYVYGFR 76 101 K78 S83 loop XL 8.5 Sl
) BOSMKS  |LTLYKEGILTLR 177 | 188 | 178 K181 | loopXL 5.1 sl
1 BOSMK8 LDLLLEAQIKETEGAR 280 297 K291 T293 loop XL 12.2 SI
1;2,10;11;9 BOSMK8 | QAQGELKNIFEIVLOK 105 | 120 | K111 dead end n/e sl
9 BOSMK8 NIFEIVLQKYIEDAR 112 126 K120 dead end n/c Sl
1;3;10;11;9 BOSMK8 | SNDSKALLR 139 | 149 | K145 dead end nfc sl
1 BOSMK8 | TPDKPEYQYR 203 | 214 | K208 dead end n/e si
2;4;5;9 BOSMKS | SNEDLKEAR 215 | 223 | k220 dead end n/c si
10,9 BOSMKS | VRDTLINFIENKR 234 | 246 | K2ss dead end n/e sl
9 BﬂSM,K? DTLINFIENKR 236 246 K245 dead end n/c Sl
1 BOSMK8 | TVVPPGNPDAKPLDLLEQHDDNYGFITSK | 250 | 278 | K260 dead end n/c si
1 BOSMKS | FNGKAIYPEEK 307 | 319 | k312 dead end NO n/c
1;10;11;9 BOSMK8 NLDFDYFKLLK 68 78 K75 dead end n/c SI
3;4;5;10;11;9 BOSMKS  [SSEDLYTTGLNSSPHQYR 157 | 174 | s157 dead end n/e sl
2 BOSMK8 | AANQSDFSGNMWYLQSNYVYGFR 79 101 583 dead end n/c Sl
12 BOSMK8  [EGILTLR 182 | 188 | T186 dead end n/c sl
BOSMKS | KLDLLLEAQIKETEGAR 279 | 207 | K201 dead end n/c st
BOSMK8 KNLDFDYFKLLK 67 78 K75 dead end n/c Sl
) BOSMKS  [LTLYKEGILTLR 177 | 188 | K1s1 dead end n/e sl
1 . BOSMK_S LLKAANQSDFSGNMWYLQSNYVYGFR 76 101 S83 dead end n/c Sl
12 BOSMK8 | NLDFDYFK 68 | 75 | 13 dead end n/c sl
10,9 BOSPP1 | ADEKNESVSQSDATK 20 | 34 | k23 | BOSPFO [TINLDPKTEPEIVAAIRR 275 | 292 n/e NO n/c
3,4,5,7;10;11;9 BOSPP1 ADEKNESVSQSDATK 20 34 K23 BOSPP1 VKFLSFEK 72 79 K73 inter XL 29.2 SI 2
3 BOSPP1 |IGKEVDDYHAMINEK 57 | 71 | ks9 | BOSPP1 [ADEKNESVSQSDATK 20 | 34 | ka1 inter XL 26.2 sl
9 BOSPP1 | VIQAKGNLETK 211 | 221 | k215 | BOSPPL |FLSFEKK 74 | 80 | k79 intraxL 123 si
3;4;5;11;9 BOSPP1 LNPDGSIALIPYKQQQK 35 53 K49 BOSPP1 ADEKNESVSQSDATK 20 34 K21 intraXL 11.6 Sl 2
3;4;510;11;9 BOSPP1 | ADEKNESVSQSDATK 20 | 34 | k23 | BOSPPL [NNTTGGVKGLVLSVR 153 | 167 | K160 | intraxL 26.0 si 2
7 BOSPP1 IGKEVDDYHAMINEK 57 71 K59 BOSPP1 NNTTGGVKGLVLSVR 153 167 K160 intraXL 11.6 Sl
3,510,119 BOSPP1 |ADEKNESVSQSDATKLNPDGSIALIPYNAK | 20 | 49 | K23 K34 intraxL 185 sl 2
34,5 BOSPP1 | ADEKNESVSQSDATK 20 | 34 | A2 30 loop XL NO n/c
1;2;3;10;9 BOSPP1 SLTEKGKDPVTTYR 136 149 K140 K142 loop XL 6.0 SI
) BOSPP1 |ELKNNTTGGVKGLVLSVR 150 | 167 | K152 K160 | loopXL 109 si 2
1;2 BOSPP1 GKDPVTTYR 141 149 K142 dead end n/c SI
35 BOSPPL |ELKNNTTGGVK 150 | 160 | K152 dead end n/e sl
1;2;3;4;5;10;11;9 BOSPP1  |NNTTGGVKGLVLSVR 153 | 167 | K160 dead end n/c sl
12 BOSPP1 |ADEKNESVSQSDATKLNPDGSIALIPYNAK | 20 | 49 | K34 dead end n/e sl
5 BOSPP1 | TVTDDNTLNFELEKIQSPWER 168 | 190 | K183 dead end n/c sl
1,24 BOSPP1  |YIQAKGNLETK 211 | 221 | k215 dead end n/c sl
1,2;3;5,9 BOSPP1 |LNPDGSIALIPYKQQQK 35 | 53 | ka9 dead end n/e sl
2 BOSPP1 VKFLSFEK 72 79 K73 dead end n/c Sl
BOSPP1 |LKGGGGAEGGGFSLISFWSR 113 | 134 | K114 dead end n/c sl
BOSPP1 | GGGGAEGGGFSLISFWSR 115 | 134 | s125 dead end n/e si
BOSPPL |GLVLSVR 161 | 167 | s165 dead end n/c si
BOSPP1 |IQSPWER 184 | 190 | s186 dead end n/e sl
BOSPP1 LNPDGSIALIPYK 35 49 S40 dead end n/c Sl
BOSPP1 | ADEKNESVSQSDATK 20 | 34 | k23 dead end n/c sl
BOSPP1 | ADEKNESVSQSDATKLNPDGSIALIPYNAK | 20 | 49 | K34 dead end n/e st
BOSPP1 SLTEKGKDPVTTYR 136 149 K142 dead end n/c S|
BOSPPL |EIHLPYEPSYVMHSR 94 | 108 | si02 dead end n/e sl
BOSTF2 ALPFTLFGETGPSKEK 184 199 K197 FlaA2 KLTATVPGFIPQSTR 174 188 K174 inter XL 16.9 Sl
BOSTF2  |ALPFTLFGETGPSKEK 184 | 199 | K197 FlaA2  |GLIKDVFDEK 79 | 88 | Kks2 inter XL 13.9 si
BOSTF2  |ALPFTLFGETGPSKEK 184 | 199 | K197 FlaA2  |TVPEDGGDKIEK 89 | 100 | Ko7 inter XL 13.9 si
BOSTF2 ALPFTLFGETGPSKEK 184 199 K197 FlaA2 DVFKTVPEDGGDKIEK 85 100 K88 inter XL 10.6 Sl
3,510,119 BOSTF2  |ALPFTLFGETGPSKEK 184 | 199 | k197 | BOSTR2 |aviywwGaTak 200 | 213 | T209 | interxtL 128 si
2 BOSTF2 | TLYFSNIMPTPFTAKEIWGEETYAK 124 | 148 | s128 | BOSTF2 |TLYFSNIMPTPFTAKEIWGEETYAK 124 | 148 | K138 | interxL 12.9 si
1;2 BOSTF2 EKQVIYNYVGQTAKK 198 214 K199 BOSTF2 EKQVIYNYVGQTAKK 198 214 K213 inter XL 20.9 Sl
2 BOSTF2  |KPTNSLLFR 264 | 272 | k264 | BOSTFR2 |VAILVFDTK 255 | 263 | T262 | intraxt 56 si
1;2 BOSTF2 KFIDISDLK 273 281 K273 BOSTF2 KPTNSLLFR 264 272 K264 intraXL 19.3 Sl
9 BOSTF2  |HADTGKGEFLDVQVEIESR 62 | 80 | «e7 BOSTF2  |QUHETLPKHTYTIYNNK 216 | 232 | k223 | intraxt 132 si
2 BOSTF2  |DNRDLYPLSMYDAR 37 | so | sas BOSTF2  |KFIDISDLK 273 | 281 | k273 | intraxt 98 si
1;2;3;5;10;11;9 BOSTF2 KFIDISDLK 273 281 K273 BOSTF2 LKNVTFVR 53 60 K54 intraXL 12.1 SI
3,45,6,7;8; BOSTF2  |QESGNPQGTQVSAASSKDNR 20 | 39 | a0 K36 intraXL NO n/c
1;3;5:9 BOSTF2  |NNAKALPFTLFGETGPSK 180 | 197 | K183 $196 | intraxL 25.2 si
1;2;3;4;5;6;7;10;11;9 BOSTF2  |EKQVIYNYVGQTAK 198 | 213 | K199 T209 intraXL 23.1 sl
2 BOSTF2 | HTYTIYNNK 224 | 232 | T225 | BOSTF2 [RQVHETLPK 215 | 223 | 1220 | loopXL 109 si
5 BOSTF2 KKEEMEKR 149 156 K149 K150 loop XL 3.8 Sl
3;5:9 BOSTF2  |ALPFTLFGETGPSKEKQVIYNYVGQTAK 184 | 213 | K197 K199 | loopXL 5.4 si
1;2;3;4;5;6;7;8;10;11;9 | BOSTF2  |QVIYNYVGQTAKKR 200 | 215 | k213 K214 loop XL 3.8 sl
12 BOSTF2 | YKTTITSHHYTQYRPNFLSFNK 233 | 254 | K234 5239 | loopXL 163 si
1;2;3;10;11;9 BOSTF2 VAILVFDTKKPTNSLLFR 255 272 K263 K264 loop XL 3.8 Sl
9 BOSTF2  |KFIDISDLK 273 | 281 | k273 5278 | loopXL 16.0 sl
3;45:6;7 BOSTF2  |KADPEKR 115 | 123 | Kku1s K120 | loop XL 12.1 si
1;3;4,5;10;11;9 BOSTF2 ALPFTLFGETGPSKEK 184 199 $196 K197 loop XL 3.8 SI
; BOSTF2 | QVIYNYVGQTAKK 200 | 214 | T209 k213 | loopXL 6.4 si
3;4;510;11;9 BOSTF2  |QVHETLPKHTYTIYNNK 216 | 232 | 1220 k223 | loop XL 5.6 si
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1 BOSTF2 HTYTIYNNKYK 224 234 1225 K232 loop XL 233 sl

1 BOSTF2  |QUIYNYVGQTAK 200 | 213 | v203 1209 | loopXL 121 sl
2 BOSTF2  |DNRDLYPLSMYDAR 37 | so | va2 s45 loop XL 7.0 si
11;9 BOSTF2  |EIWGEETYAKK 139 | 149 | Kias dead end n/c si
1 BOSTF2  [RQVHETLPKHTYTIYNNK 215 | 232 | K223 dead end n/e si
2;4;5 BOSTR2  [KPTNSLLFR 264 | 272 | K264 dead end n/c st
12 BOSTR2  [LKNVTFVR s3 | 60 | Kksa dead end n/c si
1,2 BOSTF2  |ALPFTLFGETGPSK 184 | 197 | s196 dead end n/e si
12 BOSTF2  [TTITSHHYTQYRPNFLSFNK 235 | 254 | s239 dead end n/c sl
12 BOSTR2  |FIDISDLK 274 | 281 | s278 dead end n/e si
12 BOSTR2  |EIWGEETYAK 139 | 148 | T1as dead end n/e si
9 BOSTR2  |QUHETLPK 216 | 223 | T220 dead end n/c st
12;5 BOSTR2  [HTYTIYNNK 224 | 232 | 25 dead end n/c sl
1,2 BOSTR2  [VAILVFDTK 255 | 263 | T262 dead end n/e sl
314;5;6;7 BOSTF2  [KADPEKR 115 | 123 | K120 dead end n/c si
2 BOSTF2 | TLYFSNIMPTPFTAKEIWGEETYAK 124 | 148 | K138 dead end n/c sl
1;3;4;5,10;11;9 BOSTF2  |ALPFTLFGETGPSKEK 184 | 199 | K197 dead end n/e si
1 BOSTR2  [HTYTIYNNKYK 224 | 234 | k232 dead end n/c sl
3;4;5;10;11;9 BOSTF2  [QUHETLPKHTYTIYNNK 216 | 232 | K223 dead end n/e sl
1;2 BOSTF2 YKTTITSHHYTQYRPNFLSFNK 233 254 $239 dead end n/c Sl
1,2,3;10;,11;9 BOSTF2  |VAILVFDTKKPTNSLLFR 255 | 272 | K264 dead end n/c sl
) BOSTR2  |KFIDISDLK 273 | 281 | s278 dead end n/c si
5 BOSTF2  [KKEEMEKR 149 | 156 | K150 dead end n/c si
1,3;5;9 BOSTF2  |NKALPFTLFGETGPSK 180 | 197 | s196 dead end n/c sl
1;2 BOSTF2  [EKQVIYNYVGQTAKK 198 | 214 | k213 dead end n/e si
1,2,3:4;56;7;10;11;9 | BOSTF2 |EKQVIYNYVGQTAK 198 | 213 | T209 dead end n/c si
1;2;34;5;6;7;8;10;11;9|  BOSTF2 |QUIYNYVGQTAKKR 200 | 215 | T214 dead end n/e si
10,9 BOSTF2  [KKEEMEK 149 | 155 | K149 dead end n/c si
3 BOSTN7 | AKLEYNLIKTLK 67 | 78 | kes | BosTN7 |[EsaEsikk 89 | 96 | ko5 intraXL 186 si
3 BOSTN7 |KIDATNIQYER 96 | 106 | k96 | BOSTN7 [DYSKESAESIK 85 | 95 | Kss loop XL 133 sl
3,5;10;11;9 BOSTN7 QSHLVFSGKDKFEITIPKP 157 175 K165 K167 loop XL 7.2 Sl
BOSTN7 | AKLEYNLIKTLKK 67 | 79 | Kes K75 loop XL 105 si
BOSTN7 [LEYNLIKTLKK 69 | 79 | K75 K78 loop XL 53 si
BOSTN7 DYSKESAESIKK 85 96 K88 K95 loop XL 11.3 Sl
BOSTN7 |ESAESIKKIDATNIQYER 89 | 106 | ko5 K96 loop XL 38 si
BOSTN7 |KIDATNIQYER 96 | 106 | K96 T100 | loopXL 101 si

1;2;3;4;5;6;7;10;11;9 BOSTN7 QDTKPQSTSTDVTQENHDAK 24 43 Q24 K27 loop XL NO n/c
1 BOSTN7 | QSHLVFSGKDK 157 | 167 | sis8 K165 | loopXL 193 si
11 BOSTN7 DKFEITIPKP 166 175 K167 dead end n/c Sl
12 BOSTN7 [FEITIPKP 168 | 175 | k174 dead end n/c si
9 BOSTN7 | EGQDKELFEYYYKTRPENLPPNK 44 | 66 | ka8 dead end n/c si
1;2 BOSTN7 AKLEYNLIK 67 75 K68 dead end n/c Sl
1,2;11,9 BOSTN7 |LEYNLIKTLK 6 | 78 | K75 dead end n/c sl
2;4 BOSTN7 DYSKESAESIK 85 95 K88 dead end n/c Sl
1,2;3:4;5 BOSTN7 |ESAESIKK 89 | 96 | Kos dead end n/c si
1,2 BOSTN7 |YMCFVTFDVNPENYLQQSR 138 | 156 | s155 dead end n/e si
1;2;3;4,5 BOSTN7 QSHLVFSGK 157 165 5158 dead end n/c Sl
1 BOSTN7 |ESAESIK 89 | 95 | s90 dead end n/c sl
12 BOSTN7  |IDATNIQYER 97 | 106 | T100 dead end n/c si
1;2 BOSTN7 ELFEYYYK 49 56 Y53 dead end n/c Sl
5 BOSTN7 |KIDATNIQYER 96 | 106 | Ti00 dead end n/c sl
1 BOSTN7 | QSHLVFSGKDK 157 | 167 | K165 dead end n/c si
12 BOSTN7  |LEVNLIK 69 | 75 | w1 dead end n/c si
; EGQDKELFEYYYK 44 | 56 | kas dead end n/e si
102 118 K116 BOSKN8 IAKQTAFK 241 248 K243 inter XL 15.0 Sl
102 | 118 | K116 | BOSKNS |aTAFKLR 244 | 250 | k248 | interxL 111 sl
162 | 184 | K170 SNEDLKEAR 215 | 223 | k220 | interxt 134 si
156 159 K157 ___BO GKDPVTTYR 141 149 K142 inter XL 11.5 Sl
160 | 170 | k161 | BO: GKDPVTTYR 141 | 149 | K142 | interxt 124 si
250 | 261 | k251 | BOSPPL [KsLTEK 135 | 140 | K135 | interxt 26.5 si
252 | 261 | k259 | BOSPPL |[KsLTEK 135 | 140 | K135 | interxt 123 sl
75 | 83 | k79 | BOSPPL [GKDPVTTYR 121 | 149 | k142 | interxt 93 si
171 184 K179 BOSTF2 KADPEKR 115 123 K115 inter XL 13.1 Sl
1 11,9 250 | 261 | k251 | BOSTF2 |KFIDISDLK 273 | 281 | k273 | interxt 198 si
1,2,3;5,6;7;8;10;11,9 252 | 261 | k259 | BOSTF2 [KFIDISDLK 273 | 281 | k273 | interxt 118 si
11;9 AKQDALNYFSKAINHLIKNPDLR 160 184 K161 FcpB SSKNLGAK 120 127 K122 inter XL 24.9 Sl
11,9 | QDALNYFSKAINHLIKNPDLR 162 | 184 | K170 FcpB | SSKNLGAK 120 | 127 | k122 | interxt 117 si
1,2;7;10;11,9 DQVLLKGELVPENDDAELTEDQKK 36 | 61 | ka3 | FcpB  |KMELFFEGSNDPDPR 130 | 146 | K130 | interxt 219 si
185 | 191 | K190 FcpB | KQFYFK 235 | 240 | k235 | interxL 15.8 si
250 | 261 | K251 FcpB | NLGAKFKK 123 | 130 | K127 | interxt 25.7 si
250 | 261 | k251 FepB | GSLKY 273 | 277 | k276 | interxt 228 st
252 | 261 | K259 FcpB | NLGAKFK 123 | 129 | k127 | interxt 15.2 si
252 | 261 | K259 FcpB |GsLKY 273 | 277 | k276 | interxt 93 si
YGKDSPEYKHIVNVINRVISVAQ 276 300 K278 FcpB YILSNVENTKSNPIR 216 230 K225 inter XL 15.7 S|
DSPEYKHIVNVINRVISVAQ 279 | 300 | K284 FcpB | ILSNVENTKSNPIR 216 | 230 | k225 | interxt 124 sl
| KEIMEQESLWKNPDFK 64 | 79 | ke4 FcpB  |IFDYNDRDSNKHYK 252 | 265 | k262 | interxt 22.0 si
KEIMEQESLWKNPDFK 64 | 79 | «e4 FcpB | KNVEALK 266 | 272 | k266 | interxL 23.0 si
NPDFKGYNK 75 | 83 | k79 FcpB  |SSKNLGAK 120 | 127 | K122 | interxt 16.2 si
GYNKTFQELHQLSK 80 | 93 | «s3 FcpB  |SSKNLGAK 120 | 127 | K122 | interxt 16.0 st
TFQELHQLSKTFANNQFR 84 | 101 | ko3 FcpB  |KMELFFEGSNDPDPR 130 | 146 | K130 | interxL 211 si
1,2;3;6;7;10,119 | TFQELHQLSKTFANNQFR 84 | 101 | ko3 FcpB | ILSNVENTKSNPIR 216 | 230 | k225 | interxt 18.9 si
1,24;510;11 KEEAEKK 126 | 132 | K126 FcpB | KNVEALK 266 | 272 | k266 | interxL 116 st
7 KEEAEK 126 | 131 | K126 FcpB | NLGAKFK 123 | 129 | k127 | interxt 20.6 si
279 | 292 | ko84 FcpB | VILSNVENTKSNPIR 216 | 230 | k225 | interxt 183 si
3;5;7,9 126 | 131 | K126 | FcpB  |IFDYNDRDSNKHYK 252 | 265 | k262 inter XL 15.1 sl
) | 156 | 159 | K157 KNVEALK 266 | 272 | K266 | interxt 217 si
1;2;3;4;6;10;11 126 | 131 | K126 KNVEALK 266 | 272 | K266 inter XL 12.1 sl
126 | 132 | K126 NVEALKGSLKY 267 | 277 | k272 | interxt 127 si
126 | 132 | K126 NVEALKGSLK 267 | 276 | k272 | interxt 127 si
126 | 131 | K126 NVEALKGSLK 267 | 276 | k272 | interxt 127 sl
276 | 284 | K278 FcpB  |SMADTEKELDDNISEVNKR 40 | 58 | ks inter XL 271 si
36 | 60 | ka3 FcpB | KMELFFEGSNDPDPR 130 | 146 | K130 | interxL 184 st
250 | 261 | K259 FcpB | NLGAKFK 123 | 129 | K127 | interxt 242 sl
252 | 261 | K259 FcpB | NLGAKFKK 123 | 130 | K127 | interxt 108 si

102 | 118 | K116 | BOSK77 [KIAK 69 | 72 n/c NO n/c

64 | 79 | Kkea | Boskzs [savmK 37 | a1 n/c NO n/c

AKQDALNYFSK 160 | 170 | K161 | BOSKZs [sAvMK 37 | ; n/c NO n/c

TKGPDDMLFKYR 250 | 261 | k251 | BOSsvO  |GkDvK 13 | 117 n/c NO n/c

YLASAYSFEENMIK 235 | 248 | 5238 | BOSKR3 [SLGEDHLK 7 | 1 n/c NO n/c

AINHLIKNPDLR 171 | 184 | K179 | BOSKTO [EKEKAEK 443 | a4a9 n/c NO n/c

EIMEQESLWKNPDFK 65 | 79 | k74 | Bostos |vaAesk 45 | 49 n/c NO n/c

126 | 131 | K126 | BOSLF1  [KYHK 209 | 212 n/c NO n/c

75 | 83 | k79 | Bosth7 [KEmk 84 | 87 n/c NO n/c

64 | 79 | Kkea | BostH7 [KEm 84 | 87 n/c NO n/c

65 | 79 | k74 | Bosth7 [kemk 84 | 87 n/c NO n/c

TKGPDDMLFKYR 250 | 261 | K251 | BOSMH4 |[sLHYLK 879 | 884 n/c NO n/c
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2 | Ka3a | soseso [sokvek | 297 | 304 ne | no | e
79 K74 BOSP50  [SLVDKYGK 297 304 n/c NO n/c
170 K161 BOSP98  [EKMK 305 308 n/c NO n/c
261 K249 BOSQJ3 | VQKFK 78 82 n/c NO n/c
184 K179 BOSR17  |AVGSPLNDVSK 238 248 n/c NO n/c
261 K251 BOSR44 | TKYR 35 38 n/c NO n/c
LALSNYQSGVNTIMKNR 118 K116 BOSSK7 KALK 450 453 n/c NO n/c
KEIMEQESLWKNPDFK 79 K64 BOSSM1  |EKSVVYGK 139 146 n/c NO n/c
EYPAHKYLASAYSFEENMIK 248 K234 BOSSM1  |EKSVVYGK 139 146 n/c NO n/c
184 K179 B0OSSSO AVSDDVK 412 418 n/c NO n/c
132 K126 BOSST3 KEKEALK 206 212 n/c NO n/c
83 K79 BOSSW6 | DKQKSNK 562 568 n/c NO n/c
184 BOSTXO SIEGLYFSDR 25 34 n/c NO n/c
93 BOSL40  [NKEPDLHSIQK 888 898 n/c NO n/c
170 | kie1 |WRGRAMMINPOFKGYNK 75 | 83 | k79 | imerxt | 154 | s
184 160 170 K166 inter XL 29.1 NO
184 126 131 K126 inter XL 15.2 sl
249 80 93 K83 inter XL 17.5 Sl
KEIMEQESLWKNPDFK 79 271 278 K275 inter XL 11.5 sl
TFQELHQLSKTFANNQFR 101 271 278 K275 inter XL 13.7 sl
TFANNQFR 101 271 | 278 | K275 | interXL 16.9 st
EYPAHKYLASAYSFEENMIKK 249 271 278 K275 intraXL 9.9 S|
278 264 270 K264 intraXL 16.6 S
93 171 184 K179 intraXL 17.0 Sl
248 271 278 K275 intraXL 9.2 Sl
| DQVLLKGELVPENDDAELTEDQKKKKK 64 K62 intraXL NO n/c
DQVLLKGELVPENDDAELTEDQKKKK 63 K62 intraXL NO sl
DQVLLKGELVPENDDAELTEDQKKK 62 K62 intraXL n/c s
DQVLLKGELVPENDDAELTEDQK 60 K62 intraXL NO n/c
KRLKWYWQK 142 K132 K137 intraXL 12.7 s
DQVLLKGELVPENDDAELTEDQKKK 62 K43 K60 intraXL NO n/c
KEIMEQESLWKNPDFKGYNK 83 K64 K79 intraXL 24.1 s
101 K83 K93 intra XL 15.4 sl
93 K83 592 intraXL 15.2 sl
249 5238 K248 intraXL 15.4 sl
w1 sz | k93 | inwaxe | ss | s
118 5105 K116 intraXL 16.0 S|
DQVLLKGELVPENDDAELTEDGKK 61 | ka3 | ke | nerax | e | s
AKQDALNYFSKAINHLIKNPDLR 184 K161 K170 loop XL 14.3 Sl
AKQDALNYFSK 170 K161 5169 loop XL 12 sl
QDALNYFSKAINHLIKNPDLR 184 K170 K179 loop XL 16.6 Sl
EYPAHKYLASAYSFEENMIK 248 K234 5238 loop XL 6.4 s
KTKGPDDMLFK 259 K249 K251 loop XL 5.5 s
' TKGPDDMLFKYR 261 K251 K259 loop XL 14.6 sl
GPDDMLFKYRYKK 264 K259 K263 loop XL 6.2 Sl
YKKNVHLLR 270 K263 K264 loop XL 3.8 sl
ATELKYGKDSPEYK 284 K275 K278 loop XL 9.1 sl
YGKDSPEYKHIVNVINRVISVAQ 300 K278 K284 loop XL 8.5 sl
KKEIMEQESLWK 74 K63 K64 loop XL 3.8 sl
KEIMEQESLWKNPDFK 79 K64 S71 loop XL 11.2 sl
NPDFKGYNKTFQELHQLSK 93 K79 K83 loop XL 8.7 sl
NPDFKGYNK 83 K79 Y81 loop XL 6.8 s
| KEEAEKK 132 K126 K131 loop XL 8.7 sl
QDALNYFSKAINHLIK 179 5169 K170 loop XL 3.8 sl
DSPEYKHIVNVINRVISVAQ 300 5280 K284 loop XL 6.3 s
WYWQKVDRK 146 Y139 K142 loop XL 5.0 sl
EYPAHKYLASAYSFEENMIKK 249 K234 5238 loop XL 22.1 s
292 K278 K284 loop XL 6.7 s
292 5280 K284 loop XL 9.7 s
261 K249 K251 loop XL 19.7 sl
170 | ko1 |WEEBANIN| exvik K157 | loopXL 6.0 st
142 K137 dead end n/c sl
142 K137 dead end n/c S
145 | K142 dead end n/c sl
170 | K157 dead end n/c sl
184 | K179 dead end n/c sl
191 | K190 dead end n/c S|
259 | K251 dead end n/c Sl
261 | K259 dead end n/c sl
278 K275 dead end n/c s
284 K278 dead end n/c sl
AKQDALNYFSKAINHLIKNPDLR 184 K170 dead end n/c sl
AKQDALNYESK wo s | L] deadend | o | s
QDALNYFSKAINHLIKNPDLR 184 K179 dead end n/c S
EYPAHKYLASAYSFEENMIK a8 | sa3s |l ] deadend | e | s
KTKGPDDMLFK 259 K251 dead end n/c s
TKGPDDMLFKYR 261 K259 dead end n/c S
GELVPENDDAELTEDQKKK 62 K60 dead end n/c s
1;2;3;4;5;10;11;9 284 | K278 dead end n/c s
1; 1 300 | k284 dead end n/c sl
EIMEQESLWKNPDFK 79 K74 dead end n/c sl
QDALNYFSK 170 5169 dead end n/c Sl
| YLASAYSFEENMIK 248 5238 dead end n/c sl
300 5297 dead end n/c sl
74 S71 dead end n/c sl
93 S92 dead end n/c Sl
LALSNYQSGVNTIMK 116 5109 dead end n/c sl
GELVPENDDAELTEDQK 60 156 dead end n/c s
' TFANNQFR 101 194 dead end n/c Sl
| KEIMEQESLWKNPDFK 79 S71 dead end n/c s
83 Y81 dead end n/c sl
93 592 dead end n/c sl
179 | K170 dead end n/c S|
249 | K248 dead end n/c sl
DSPEYKHIVNVINRVISVAQ 300 K284 dead end n/c s
TFQELHQLSKTFANNQFR 101 K93 dead end n/c s
LALSNYQSGVNTIMKNR 118 K116 dead end n/c sl
WYWQKVDRK 146 K142 dead end n/c sl
NRDWVEQYR 125 Y124 dead end n/c sl
st [ xeo | L] deadend | o | s
74 S71 dead end n/c S|
NVEALKGSLKY 277 K272 B0SJ12 HKYK 215 218 n/c NO n/c
NLGAKFK 129 K127 BOSKL2  [GLSAYK 137 142 n/c NO n/c
IFDYNDRDSNKHYK 265 K262 BOSN26  [KADNLLK 28 34 n/c NO n/c
GVGKYILSNVENTK 225 K215 BOSNSO  |AKEKLR 161 166 n/c NO n/c
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12 fepB | NLGAKFK 123 | 129 | k127 | BosNxe [sFkk 225 | 228 n/c NO ‘nfc
1 FcpB  |NLGAKFK 123 | 129 | k127 | BosTS3  [KGDYAK 146 | 151 n/c NO n/c
1 FcpB | IFDYNDRDSNKHYK 252 | 265 | k262 | BOSTT3  |KGTTAVPK 82 | 89 n/c NO n/c
2 FcpB | VILSNVENTKSNPIR 216 | 230 | k225 | BOSTT4 |HYKK 402 | 405 n/c NO n/c

1,11;9 FcpB  |NVEALKGSLK 267 | 276 | k272 | BoSTT4 |HVKK 402 | 405 n/c NO n/c
5 FcpB  |KNVEALK 266 | 272 | k266 | BOsUO3 |VDDKEK s91 | 596 n/c NO n/c

5 FcpB | SSKNLGAKFKKMELFFEGSNDPDPR 120 | 146 | K122 | BOSTI3 |DPETGEIGKRETNTMPQWAGSCYWIR | 538 | 564 n/c NO n/c
FcpB  |KMELFFEGSNDPDPR 130 | 146 | k130 | BOSPPL " |ADEKNESVSQSDATK 20 | 34 | k24 | interxt 210 sl

FcpB | NLGAKFK 123 | 129 | K127 FcpB | GSLKY 273 | 277 | k276 | interxt 108 si

FcpB | QFYFKNLDYFDK 236 | 247 | K240 FcpB | NVEALKGSLK 267 | 276 | k272 | interxt 95 sl

FcpB | KNVEALK 266 | 272 | K266 FcpB | NLGAKFK 123 | 129 | K127 | interxt 171 si

FcpB  |KNVEALK 266 | 272 | K266 FcpB | GSLKY 273 | 277 | k276 | interxt 16.6 st

FcpB | NVEALKGSLKY 267 | 277 | k272 FcpB  |NLGAKFK 123 | 129 | k127 | interxt 133 si

FcpB | NVEALKGSLKY 267 | 277 | ka2 FcpB |KQFYFK 235 | 240 | k235 | interxt 105 si

FcpB | GVGKYILSNVENTK 212 | 225 | K215 FcpB  |NLTKIR 152 | 157 | k155 | intraxt 163 si

FcpB | YILSNVENTKSNPIR 216 | 230 | K225 FcpB | KQFYFK 235 | 240 | K235 | intraxt 14.9 st

FcpB | IFDYNDRDSNKHYKK 252 | 266 | K262 FcpB | NVEALKGSLK 267 | 276 | k272 | intraxL 152 sl

121139 FcpB | NVEALKGSLK 267 | 276 | k272 FcpB | KQFYFK 235 | 240 | K235 | intraxL 125 st
132 FcpB  |IFDYNDR 252 | 258 | vass FcpB  |KNVEALK 266 | 272 | K266 | intraxt 16.8 st
FcpB | IFDYNDRDSNKHYK 252 | 265 | K262 FcpB  |KNVEALK 266 | 272 | K266 | loopXL 6.2 si

FcpB | DSNKHYK 259 | 265 | k262 FcpB | KNVEALK 266 | 272 | k266 | loop XL 125 st

FcpB | IFDYNDRDSNK 252 | 262 | s260 FcpB | KNVEALK 266 | 272 | k266 | loopxL 111 si

FcpB  |IFDYNDR 252 | 258 | vass FcpB | DSNKHYK 259 | 265 | k262 | loop XL 114 st

FcpB | SSKNLGAKFK 120 | 129 | K122 K127 | loopXL 14.4 st

FcpB  |KMELFFEGSNDPDPRK 130 | 147 | K130 s138 | loopXL 238 si

FcpB  |KMELFFEGSNDPDPR 130 | 146 | K130 s138 | loopXL 238 sl

FcpB | GVGKYILSNVENTK 212 | 225 | Ka1s $219 | loopXL 124 si

FcpB  |KQRYFKNLDYFDK 235 | 247 | K235 k240 | loopXL 7.7 si

FcpB | QFYFKNLDYFDKLFTK 236 | 251 | K240 k247 | loopXL 105 sl

FcpB  |LFTKIFDYNDRDSNK 28 | 262 | K251 $260 | loopXL 49 sl

FcpB | IFDYNDRDSNKHYKKNVEALK 252 | 272 | K262 k265 | loopXL 144 s

FcpB | IFDYNDRDSNKHYKK 252 | 266 | K262 k265 | loopXL 144 sl

FcpB | DSNKHYKKNVEALK 259 | 272 | K262 k265 | loopXL 144 sl

FcpB | DSNKHYKK 259 | 266 | K262 k265 | loopXL 144 sl

FcpB | HYKKNVEALK 263 | 272 | K265 k266 | loopXL 38 si

FcpB | KNVEALKGSLKY 266 | 277 | K266 K272 | loop XL 9.8 sl

FcpB  |KNVEALKGSLK 266 | 276 | K266 K272 | loopXt 9.8 si

7 FcpB | NVEALKGSLKY 267 | 277 | k272 K276 | loopXL 8.1 si

| 3 FcpB  |SMADTEKELDDNISEVNKR 40 | 58 | sa0 K46 loop XL 9.8 si
1,2;3;4;5;6;7,10,11,9 |  FcpB |IFDYNDRDSNKHYK 252 | 265 | s260 K262 | loopXL 5.6 si

12 FcpB | IELFYQHDDYPVWGTPETPSEK 190 | 211 | T204 5209 | loopXL 134 si

12 FcpB | TLPHKTVLYK 722 | 81 | ™72 K76 loop XL 118 si

1,49 FcpB  |SSKNLGAK 120 | 127 | K122 dead end n/e si
1 FcpB | NLGAKFKKMELFFEGSNDPDPRK 123 | 147 | k127 dead end n/e si
7 FcpB | FKKMELFFEGSNDPDPR 128 | 146 | K129 dead end n/c sl
1 FcpB | IELFYQHDDYPVWGTPETPSEKGVGK 190 | 215 | ke11 dead end n/c sl

FcpB | VILSNVENTKSNPIR 216 | 230 | K225 dead end n/e sl
FcpB | KQFYFK 235 | 240 | K235 dead end n/e sl
FcpB | QFYFKNLDYFDK 236 | 247 | K240 dead end n/e si
FcpB  |NLDYFDKLFTK 241 | 251 | K247 dead end n/c sl
FcpB  |LFTKIFDYNDR 248 | 258 | K251 dead end n/e si
FcpB | DSNKHYK 259 | 265 | k262 dead end n/c sl
FcpB | KNVEALK 266 | 272 | K266 dead end n/c sl
FcpB | NVEALKGSLK 267 | 276 | k272 dead end n/c sl
3 FcpB | ELDDNISEVNKR 47 | 58 | Ks7 dead end n/c si

12 FcpB | GKPSADGERCEAADK 82 | 96 | Kks3 dead end n/c si

12 FcpB | MELFFEGSNDPDPRK 131 | 147 | s138 dead end n/c si

12 FcpB | MELFFEGSNDPDPR 131 | 146 | s138 dead end n/c sl

12 FcpB | VISVIADVAPNGEPAHNDK 171 | 189 | s173 dead end n/e si

1,2 FcpB | VILSNVENTK 216 | 225 | s219 dead end n/e si

12 FcpB  |SMADTEKELDDNISEVNK 40 | 57 | sa0 dead end n/c si

12 FcpB  |IFDYNDRDSNK 252 | 262 | s260 dead end n/c st
1 FcpB  |ELDDNISEVNK 47 | 57 | ss3 dead end n/e si
1 FcpB | QEAQDNTCLHLEVFDFVGSEDGK 97 | 119 | s11s dead end n/e si

FcpB | TYIYONNFLLEDK 158 | 170 | Tis8 dead end n/c si

1,23 FcpB  |KMELFFEGSNDPDPR 130 | 146 | s138 dead end n/c si

9 FcpB | GVGKYILSNVENTK 212 | 225 | s219 dead end n/c st

1,2;3;5:9 FcpB | KQFYFKNLDYFDK 235 | 247 | k240 dead end n/c sl

| 12,11 FcpB | LFTKIFDYNDRDSNK 248 | 262 | s260 dead end n/c si
1,2;3;4;56,78; FcpB | IFDYNDRDSNKHYKK 252 | 266 | K265 dead end n/e si
FcpB [KNVEALKGSLKY 266 | 277 | k272 dead end n/e sl

7 FcpB | NVEALKGSLKY 267 | 277 | Ka76 dead end n/c sl

FcpB  |SMADTEKELDDNISEVNKR 40 | 58 | ka6 dead end n/e sl

FcpB | IFDYNDRDSNKHYK 252 | 265 | K262 dead end n/e sl

FcpB  |NLDYFDK 241 | 247 | vasa dead end n/e sl

FlaAL  |SGAISTSAKVR 306 | 316 | k314 FlaAl  [vKLEQMLOK 207 | 305 | K298 ? NO n/c

FlaAL  |SGAISTSAKVR 306 | 316 | K314 FlaAL  |LVPGKPGDVK 109 | 118 | k113 | interxt 252 si

FlaAl  [FDENNKYSPVLNDPAKSPLVSR 84 | 105 | k89 FlaAl  [SYIDADNKK 159 | 167 | K166 | interxt 236 si

3,4;5;6,7 FlaAl  [YSPVLNDPAKSPLVSR 90 | 105 | ke9 FlaAl  [SYIDADNKK 159 | 167 | K166 | interxt 6.2 st
3,415,678 FlaAl  |LVPGKPGDVKNVDAGK 109 | 126 | K113 FlaAl  [SGAISTSAKVR 306 | 316 | K314 | interxt 252 si

3 FlaAl  |VRDC ank 315 | 328 | s321 FlaAl  |NVDAGKVLAVK 119 | 131 | K126 | interxt NO n/c

3 FlaAl  |VRDCGGSNGSSQNK 315 | 328 | s321 FlaAl  [LVPGKPGDVK 109 | 118 | k113 | interxt NO n/c

3455 FlaAl  |LVPGKPGDVKNVDAGK 109 | 126 | K113 FlaAl  |LVPGKPGDVKNVDAGK 109 | 126 | k113 | interxt 202 si
3 FlaAl  |LVPGKPGDVKNVDAGK 109 | 126 | K113 FlaAl  [VRDCGGSNGSSQNK 315 | 328 | s321 | interxt 236 si
3 FlaAL  |NVDAGKVLAVK 119 | 131 | K126 FlaAl  [NLIFKQFK 244 | 251 | k248 | intraxt 207 sl
3 FlaAL  |YSPVLNDPAKSPLVSR 90 | 105 | K99 FlaAl  |DGSGDMKFDENNK 77 | 89 | k83 | intraxt 223 si

FlaAL  |EVKLVPGKPGDVK 106 | 118 | K108 FlaAL  |NVDAGKVLAVK 119 | 131 | k126 | intraxt 9.7 si
FlaAL | FDENNKYSPVLNDPAKSPLVSR 84 | 105 | Ksg K99 | intraxL 229 si
FlaAL  |KMEKVYGIEAPGNVK 168 | 182 | K168 K171 | loopXL 9.5 si
FlaAL | MEKVYGIEAPGNVK 169 | 182 | K171 v173 | loopXL 6.8 si
FlaAl | NLIFKQFKIR 244 | 253 | kaas K251 | loopXL 9.7 si
FlaAl | VKLEQMLOKSGAISTSAKVR 207 | 316 | K298 K305 | loopXL NO n/c
FlaAl  [VKLEQMLOKSGAISTSAK 297 | 314 | K298 $306 | loopXL NO n/c
FlaAl  [LEQMLOKSGAISTSAKVR 299 | 316 | K305 K314 | loopXL NO n/c
FlaAl  [LEQMLOKSGAISTSAK 299 | 314 | K305 $306 | loopXL NO n/c
FlaAl  [DGSGDMKFNNKYSPVLNDPAK 77 | 99 | k83 K89 loop XL 10.2 si
FlaAl  [FNNKYSPVLNDPAK 84 | 99 | k89 s91 loop XL 63 si
FlaAl  [EVKLVPGKPGDVKNVDAGK 106 | 126 | K108 K113 | loopXL 14.2 st
FlaAl  [EVKLVPGKPGDVK 106 | 118 | K108 K113 | loopXL 142 si
FlaAL | LVPGKPGDVKNVDAGKVLAVK 109 | 131 | K113 K118 | loopXL 9.1 si
FlaAL  |QVKVSNGVATPVGNDIGALELK 2 | 47 | a5 K28 loop XL NO n/c
FlaAL  |YSPVLNDPAKSPLVSR 90 | 105 | so1 K99 1oop XL NO n/c
FlaAL  |NVDAGKVLAVK 119 | 131 | K126 FlaAL  |LVPGKPGDVK 109 | 118 | k113 | loopXL 63 si

357 FlaAL | MEKVYGIEAPGNVK 169 | 182 | K171 FlaAL  |SYIDADNKK 159 | 167 | K166 | loopXL 15.0 sl

3 FlaAL  |KMEKVYGIEAPGNVK 168 | 182 | K171 FlaAL  |SYIDADNKK 159 | 167 | K166 | loopXL 9.5 si
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FlaAl  [LVPGKPGDVKNVDAGK 109 | 126 | K113 K118 | loopXL 9.4 st
FlaAl  [NVDAGKVLAVK 119 | 131 | K126 dead end n/c st

FlaAl  [SYIDADNKK 159 | 167 | K166 dead end n/c st

FlaAl  [VYGIEAPGNVKAISVWVLGR 172 | 191 | K182 dead end n/c st

FlaAl  [NLIFKQFK 244 | 251 | Kk2a8 dead end n/c st

FlaAl  [VKLEQMLOK 297 | 305 | K298 dead end n/c st

FlaAl  [SGAISTSAKVR 306 | 316 | k314 dead end n/c st

FlaAl  [LVPGKPGDVK 109 | 118 | K113 dead end n/c st

FlaAl  [VRDCGGSNGSSQNK 315 | 328 | s321 dead end n/c st

FlaAl  [VSNGVATPVGNDIGALELK 29 | 47 | s30 dead end n/c st

FlaAl  [KMEKVYGIEAPGNVK 168 | 182 | K171 dead end n/c st

47 FlaAl  |MEKVYGIEAPGNVK 169 | 182 | v173 dead end n/c st
FlaAl  [VKLEQMLOKSGAISTSAK 297 | 314 | s306 dead end n/c st

FlaAl  [LEQMLQKSGAISTSAK 299 | 314 | s306 dead end n/c st

FlaAl  [FDENNKYSPVLNDPAKSPLVSR 84 | 105 | K99 dead end n/c st

FlaAl  [FNNKYSPVLNDPAK 84 | 99 | so1 dead end n/c st

FlaAl  [EVKLVPGKPGDVK 106 | 118 | K113 dead end n/c st

FlaAl  [LVPGKPGDVKNVDAGK 109 | 126 | K118 dead end n/c st

FlaAl  |QVKVSNGVATPVGNDIGALELK 26 | 47 | ka8 dead end n/c st

FlaAl  [FQFTFPGNNVVTIRPPR 132 | 148 | T35 dead end n/c st
FlaA2  [sEAKYPGSEIK 228 | 238 | k231 | BOSMXO |LSSVMLEKEK 152 | 161 n/c NO n/c
FlaA2  [TVPEDGGDKIEK 89 | 100 | K91 | BOSRM7 |ALGVSPSYLSK 2 | 32 n/c NO n/c

FlaA2  [VELYPPHEYIIKGK 118 | 131 | k129 | B0SiC6 " |NPYIKYDNR 298 | 306 | k302 | interxt 20.0 st

FlaA2  [VELYPPHEYIIKGK 118 | 131 | K129 FlaAl  |DGVNKDGSGDMK 72 | 83 | k76 | interxt 27,6 st

FlaA2  [SEAKYPGSEIK 228 | 238 | k231 FlaA2  |GLIKDVFK 79 | 88 | ks2 inter XL 11.0 st

FlaA2  [VELYPPHEYIIKGK 118 | 131 | K129 FlaA2  [SEAKYPGSEIK 228 | 238 | k231 | intraxt 11.0 st

FlaA2  [VELYPPHEYIIKGK 118 | 131 | K129 FlaA2  |YPGSEIKDNW 232 | 241 | k238 | intraxt 14.1 st

FlaA2  |KLTATVPGFIPQSTR 174 | 188 | K174 FlaA2  |KIVLDDFEEAEDWR 47 | 60 | ka7 | intraxe 14.7 st

FlaA2  |GLIKDVFKTVPEDGGDKIEK 79 | 100 | k82 FlaA2  |KLTATVPGFIPQSTR 174 | 188 | K174 | intraxi 8.5 st

3;5:67:9 FlaA2 | DVFKTVPEDGGDKIEK 83 | 100 | Kss FlaA2  |KLTATVPGFIPQSTR 174 | 188 | K174 | intraxi 115 si

1 FlaA2  [TVPEDGGDKIEK 89 | 100 | Kke1 FlaA2  [GLIKDVFK 79 | 88 | ks2 intraXL 13.7 si

1 FlaA2  [IEKNHILGVK 98 | 107 | k100 FlaA2  [TVPEDGGDK 89 | 97 | Ts9 intraXL 18.7 st

12 FlaA2  [ATTPLGETR 63 | 71 | Tea FlaA2  [TLKLVOR 72 | 78 | k74 | intraxe 218 st
45,10 FlaA2  [DYKDVTHNIR 154 | 163 | Kis6 1159 | loopXL 8.8 st
1,24;5;10;11,9 FlaA2  [KLTATVPGFIPQSTR 174 | 188 | K174 1178 | loopXL 13 st
1,2;3;5 FlaA2  |TDRSEAKYPGSEIKDNW 225 | 241 | k231 K238 | loopXL 114 st
3,6;7;10;11;9 FlaA2  |GLIKDVFKTVPEDGGDKIEK 79 | 100 | «s2 K88 loop XL 73 st
3 FlaA2  [DVFKTVPEDGGDKIEK 83 | 100 | «ss8 K91 loop XL 17.2 st

FlaA2  [TVPEDGGDKIEKNHILGVK 89 | 107 | Ke1 K100 | loopXL 5.1 st

FlaA2  [NHILGVKTHFAAK 101 | 113 | K107 7108 | loopXL 3.8 st

FlaA2  [HTLFAKFR 146 | 153 | T147 K151 | loopXL 12.9 st

1,2;3:4;5;7:8;11;9 FlaA2  |THFAAKGLDR 108 | 117 | T108 K113 | loopXL 135 st
10,9 FlaA2  |GLDRVELYPPHEYIIKGK 14 | 131 | vi21 K129 | loopXL 19.5 st

1 FlaA2  [GLDRVELYPPHEVIIK 114 | 129 | vi21 v126 | loopXL 104 st

1 FlaA2  [DTGGQNTANTANDSPLRK 28 | 47 | T29 dead end n/c st

FlaA2  |DTGGQNTANTANDSPLR 28 | 46 | T29 dead end n/c si

FlaA2  [VELYPPHEYIIKGK 118 | 131 | K129 dead end n/c st

FlaA2  [FRDYKDVTHNIR 152 | 163 | K156 dead end n/c st

FlaA2  [KIVLDDFEEAEDWRVK 47 | 62 | a7 dead end n/c st

FlaA2  |KIVLDDFEEAEDWR 47 | 60 | ka7 dead end n/c st

FlaA2  |TDRSEAKYPGSEIK 225 | 238 | k231 dead end n/c st

FlaA2  [SEAKYPGSEIKDNW 228 | 241 | k231 dead end n/c st

FlaA2  |YPGSEIKDNW 232 | 241 | ko3s dead end n/c st

FlaA2  |VKATTPLGETR 61 | 71 | Ke2 dead end n/c st

FlaA2  [TLKLVR 72 | 78 | x4 dead end n/c st

1;2;3;4;5,6;7;11;9 FlaA2 GLIKDVFK 79 88 K82 dead end n/c Sl
1,7 FlaA2  [DVFKTVPEDGGDK 83 | 97 | k88 dead end n/c st
1,2,345; FlaA2  [TVPEDGGDKIEK 89 | 100 | ko1 dead end n/c si
1,2;5,7,11;9 FlaA2  [IEKNHILGVK 98 | 107 | k100 dead end n/e st
12 FlaA2  [LTATVPGFIPQSTR 175 | 188 | sis6 dead end n/c st
345 FlaA2  [DVTHNIR 157 | 163 | Tis9 dead end n/c st

1,2 FlaA2  |ATTPLGETR 63 | 71 | Tea dead end n/c st

1 FlaA2  [TvPEDGGDK 89 | 97 | T89 dead end n/c st

1,2 FlaA2  [THFAAK 108 | 113 | Ti08 dead end n/c st
345 FlaA2  |VELYPPHEYIIK 18 | 129 | vi21 dead end n/c st
45,10 FlaA2  [DYKDVTHNIR 154 | 163 | Tis9 dead end n/c si
1,24;5;10;11;9 FlaA2  |KLTATVPGFIPQSTR 174 | 188 | sise dead end n/c st
1,2;3;5 FlaA2 | TDRSEAKYPGSEIKDNW 225 | 241 | k238 dead end n/c st
3,6;7;10;11;9 FlaA2  |GLIKDVFKTVPEDGGDKIEK 79 | 100 | «ss dead end n/c st
3 FlaA2  [DVFKTVPEDGGDKIEK 83 | 100 | Ke1 dead end n/c st

FlaA2  |TVPEDGGDKIEKNHILGVK 89 | 107 | k100 dead end n/c st

FlaA2  [NHILGVKTHFAAK 101 | 113 | Ti08 dead end n/c st

FlaA2  [HTLFAKFR 146 | 153 | K151 dead end n/c st

1,2;3;4;5,7:8;11;9 CFlaA2  |THFAAKGLDR 108 | 117 | K113 dead end n/c st
10,9 FlaA2  |GLDRVELYPPHEYIIKGK 114 | 131 | K129 dead end n/c st

1 FlaA2  [GLDRVELYPPHEYIIK 114 | 129 | v126 dead end n/c st

1 FlaBl  |MIINHNLAAINSHR 1|14 | wm BOSK36 |KIQLFTNTK 651 | 661 n/e NO n/c

1 FlaBl  [MIINHNLAAINSHR 1 | 14 | M1 | BOskw3 |vLODKKVSK 244 | 254 n/c NO n/c

1 FlaBl  [MIINHNLAAINSHR 1 | 14 | w1 | BOSMD7 [SIGNYLFKGFR 25 | 35 n/c NO n/c

12 FlaB1 | MIINHNLAAINSHR 1 | 14 | M1 | sosmRs |iANLEQFVSK 515 | 526 n/c NO n/c

2 FlaBl | MIINHNLAAINSHR 11 | wm BOSROS |ATEIEALAVATAK 230 | 242 n/c NO n/c

12 FlaBl  |MIINHNLAAINSHR 11 | BOSREY | MGETLSVKIQSK 1| 12 n/c NO n/c

2 FlaBl  [SNDAIGTLDAALTR 191 | 204 | s191 | BosRi6 |LskaR 56 | 60 n/c NO n/c

1 FlaBl  |VLKFQNEEVSK 15 | 25 | k17 | BOSRLA [LKKGEMIHMMNIGR 221 | 234 n/c NO n/c
FlaBl  |VLKFQNEEVSK 15 | 25 | ka7 BOSO  |MSMMIPPFLGADVMK 247 | 261 n/c NO n/c

FlaBl | MIINHNLAAINSHR 1|1 | wm FlaB2  |ALKFTQWDVDK 15 | 25 | k17 | interxt 26,8 st

FlaBl  |VLKFQNEEVSK 15 | 25 | k17 FlaB2 | MIINHNMSAIQSHR 1|14 | wm inter XL 26.8 st

FlaBl  [AGDDASGLAVSEKMR 39 | 53 | ks1 FlaB4 | MIINHNVSAIFAHR 1 [ 14| wm inter XL 25.7 st

FlaB1 [ MIINHNLAAINSHR 11| M FlaB4  |TLKSNDANLSK 15 | 25 | k17 inter XL NO n/c

1,2;3;5;10;11,9 FlaBl  |VLKFQNEEVSK 15 | 25 | ka7 FlaB4 | MIINHNVSAIFAHR 11| wm inter XL 26.8 st
12 FlaBl  [NQILVQSGTAMLAQANVRPQGVLSLLR | 255 | 281 | s261 FlaBL |IRDADMAEETVAFTK 240 | 254 | 1249 | interxt 253 st
1,23;4;56;7,8;10;11,9|  FlaB1 | MIINHNLAAINSHR 11 | FlaBL  |VLKFQNEEVSK 15 | 25 | k17 | interxt 26,8 si
1 FlaBl  |VLKFQNEEVSK 15 | 25 | ka7 FlaBL  |VLKFQNEEVSK 15 | 25 | k86 | intraxt 27.3 st

2 FlaBl  [SNDAIGTLDAALTR 191 | 204 | si91 FlaBL  |ISKQR 205 | 209 | K207 | intraxt 17.7 st

35,9 FlaBl  [VLKFQNEEVSK 15 | 25 | ka7 s24 intraXL 125 st
1,23;5 FlaBl  [LEHAAKGLMYENTQASESR 219 | 239 | k224 5236 | intraXL 20.7 st
1,9 FlaB1 [ MIINHNLAAINSHRVLKFQNEEVSK 1|25 | wm K17 | intraxt 22.8 st

1 FlaBl  [MIINHNLAAINSHR 1|1 | wm s12 intraXL 211 st

1,2 FlaBl  |GLMYENTQASESR 225 | 239 | s236 5238 | intraxL 6.6 st

1 FlaBl  [NQILVOSGTAMLAQANVRPQGVLSLLR | 255 | 281 | s261 5278 | intraxL 225 st
1,2;3;4;5 FlaBl |FQNEEVSKNMEK 18 | 29 | Kkes dead end n/c st
1,2;3;4;10,9 FlaBl  |AGDDASGLAVSEKMR 39 | 53 | Kks1 dead end n/c st
12 FlaBl  |SNDAIGTLDAALTR 191 | 204 | sie1 dead end n/c st

12 FlaBl  |FQNEEVSK 18 | 25 | s dead end n/c st

12 FlaBl  |AGDDASGLAVSEK 39 | 51 | saa dead end n/c st

1,2 FlaBl  |IRDADMAEETVAFTK 240 | 254 | T289 dead end n/c st
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FlaBl  |ANLGAYFNR 210 | 218 | va15 dead end n/c st
FlaBL  |VLKFQNEEVSK 15 | 25 | s2a dead end n/c st

FlaBl  |LEHAAKGLMYENTQASESR 219 | 239 | s236 dead end n/c st

FlaB1  |MIINHNLAAINSHRVLKFQNEEVSK 1 25 | K17 dead end n/c st

FlaBL | MIINHNLAAINSHR 1 14 | s12 dead end n/c st

12 FlaBl  |GLMYENTQASESR 225 | 239 | s238 dead end n/c st

1 FlaBl  |NQILVQSGTAMLAQANVRPQGVLSLLR | 255 | 281 | 5278 dead end n/c st
3 FlaB2  |ALKMSEGAIK 172 | 181 | K174 | BOSINS |KSTK 619 | 622 n/c NO n/c
3 FlaB2  |ADFALNKIMK 197 | 206 | K203 | BOSK30 |KTsK 365 | 368 n/c NO n/c
1 FlaB2  |MIINHNMSAIQSHR 1 14 M1 BOSL66 | TVMIAPMTTVMR 41 | 52 n/c NO n/c
4 FlaB2  |ADFALNKIMK 197 | 206 | K203 | BOSN61 [ISADIFLER 223 | 231 n/c NO n/c
3;5 FlaB2  |MIINHNMSAIQSHR 1 14 M1 BOSQUE | SASLEIVKMMMK 84 | o5 n/c NO n/c
1 FlaB2  |MIINHNMSAIQSHR 1 14 M1 BOSSM7 | TPFFIKDLPDR 497 | 507 n/c NO n/c
12 FlaB2  |ALKFTQWDVDK 15 | 25 | K17 BOSO  |MSMMIPPFLGADVMK 247 | 261 n/c NO n/c
6 FlaB2  |ALKMSEGAIK 172 | 181 | K174 | BOSKL4 |ADLEASKSMVLQGK 254 | 267 n/c NO n/c
3,4,5;6;7;8;10;11,9 FlaB2  |AAIAKADFALNK 190 | 203 | K196 FlaB2  |ALKMSEGAIK 172 | 181 | K174 | intraxL 17.1 st
3;4;5;10;11;9 FlaB2  |ADFALNKIMK 197 | 206 | k203 FlaB2  |ALKMSEGAIK 172 | 181 | K174 | intraxL 16.4 st
1,2;3;5;11;9 FlaB2  |QILVQSGTAMLAQASLRPNSVLR 255 | 277 | s260 FlaB2  |IRDADMAEEMVALTTK 239 | 254 | 252 intraXL 113 st
1;2;3;5;10;11;9 FlaB2  |MIINHNMSAIQSHR 1 14 M1 FlaB2 15 | 25 | K17 intraXL 26.8 st
12 FlaB2 | MIINHNMSAIQSHRALKFTQWDVDK 1 25 M1 K17 intraXL 21.1 st

4 FlaB2  |MIINHNMSAIQSHR 1 14 M1 s8 loop XL 17.2 st

3 FlaB2  |ALKFTQWDVDK 15 | 25 | K17 dead end n/c st

FlaB2  |ALKMSEGAIK 172 | 181 | K174 dead end n/c st

FlaB2 | MSEGAIKIALSTPGKAAIAKADFALNK 175 | 203 | k181 dead end n/c st

3,4;5;6;10;11;9 FlaB2  |AAIAKADFALNK 190 | 203 | K196 dead end n/c st
1,9 FlaB2  |ADFALNKIMK 197 | 206 | k203 dead end n/c st

35 FlaB2  |INLAGDDASGLAVSEKLR 36 | 53 | Ks1 dead end n/c st

1,2 FlaB2  |GLMGAYENMQASESR 224 | 238 | s235 dead end n/c st

1,2 FlaB2  |INLAGDDASGLAVSEK 36 | 51 | s44 dead end n/c st

1,2 FlaB2  |FTQWDVDK 18 | 25 | T9 dead end n/c st

34 FlaB3  |IGTSAEFNKVKPLDGR 126 | 141 | s129 K136 loop XL 18.0 st
3;5:9 FlaB3  |ASDSLQULDDAISKVNR 191 | 207 | k204 dead end n/c st

34 FlaB3  |NQILTKSGVAMLAQANLRPESVVK 255 | 278 | K260 dead end n/c si

12 FlaB3  |ASDSLQVLDDAISK 191 | 204 | s192 dead end n/c st
12 FlaB4  |MIINHNVSAIFAHR 1 14 M1 BOSLC6 | TSIAIDTINGK 176 | 187 n/c NO n/c
12 FlaB4  |ANSVIGLCDDALR 192 | 204 | s194 | BOSRPO [TIEDVK 87 | 92 n/c NO n/c
12 FlaB4  |MIINHNVSAIFAHR 1 14 M1 BOSIM1 | LTELQKQLSK 57 | 66 n/c NO n/c
2 FlaB4  |MIINHNVSAIFAHR 1 14 M1 BOSQ28  |SILESPTEIKS 151 | 161 n/c NO n/c
12 FlaB4  |MIINHNVSAIFAHR 1 14 M1 BOSRQY  |KEEEEVPLSK 342 | 351 n/c NO n/c
2 FlaB4  |MIINHNVSAIFAHR 1 14 M1 BOSTH7 | DQKLTEVLSK 592 | 601 n/c NO n/c
12 FlaB4  |ANSVIGLCDDALR 192 | 204 | s194 | BostP4 [visk 266 | 269 n/c NO n/c
3;5;10;9 FlaB4  |INKAGDDASGLAVSEK 36 | 51 | K38 FlaB4  |MIINHNVSAIFAHR 1 14 | m inter XL 16.9 st
1,9 FlaB4  |MIINHNVSAIFAHRTLKSNDANLSK 1 25 M1 FlaB4  |TLKSNDANLSK 15 | 25 | K17 inter XL 17.2 st
1;2;3;4;5;10;11;9 FlaB4  |MIINHNVSAIFAHR 1 14 M1 FlaB4 | TLKSNDANLSK 15 | 25 | K17 intraXL 22.8 st
11,9 FlaB4  |MIINHNVSAIFAHR 1 14 M1 FlaB4  |SNDANLSKDIEK 18 | 29 | k25 intraXL 252 st

9 FlaB4 | MIINHNVSAIFAHRTLK 1 17 M1 FlaB4  |SNDANLSK 18 | 25 | s18 intraXL 252 st

FlaB4 | TLKSNDANLSKDIEK 15 | 29 | k17 K25 loop XL 22.0 st

FlaB4  |SNDANLSKDIEKLSSGMR 18 | 35 [ K25 K29 loop XL 7.4 st

FlaB4  |DIEKLSSGMR 26 | 35 | K29 s31 loop XL 8.4 st

3,4;5;10;11;9 FlaB4  |INKAGDDASGLAVSEK 36 | 51 | K38 s44 loop XL 102 st
12 FlaB4  |MIINHNVSAIFAHR 1 14 M1 s8 loop XL 125 st

9 FlaB4 | MIINHNVSAIFAHRTLKSNDANLSKDIEK 1 29 | K17 K25 loop XL 9.1 st

FlaB4  |MEHAAKGLMYENTQASESR 220 | 240 | K225 dead end n/c st

FlaB4 | TLKSNDANLSK 15 | 25 | K17 dead end n/c st

1;2;3:4;5;10;9 FlaB4  |SNDANLSKDIEK 18 | 29 | k25 dead end n/c st
1 FlaB4  |LSSGMRINKAGDDASGLAVSEK 30 | 51 | K38 dead end n/c st

1,2 FlaB4  |ANSVIGLCDDALR 192 | 204 | s194 dead end n/c st
1;2;3;10;11;9 FlaB4 | YQILTQAATSMLAQANMK 256 | 273 | s265 dead end n/c st
1 FlaB4  |RAEQNTEDGMSLIQTAEGYLQETHEIVOR | 61 | 89 [ s71 dead end n/c st

9 FlaB4 | MIINHNVSAIFAHRTLK 1 17 | si8 dead end n/c st

123 FlaB4  |TLKSNDANLSKDIEK 15 | 29 | k25 dead end n/c st

5 FlaB4  |DIEKLSSGMR 26 | 35 | s31 dead end n/c st
3,4;5;10;11;9 FlaB4  |INKAGDDASGLAVSEK 36 | 51 | s44 dead end n/c st
1,2 FlaB4  |MIINHNVSAIFAHR 1 14 s8 dead end n/c st

Tabla 13: Datos finales completos de XL-MS de filamentos purificados de L. biflexa wt, obtenidos al combinar los
mejores 4 juegos de datos de los ensayos discutidos en la seccién 3.3.3. Es a partir de estos datos que se
construyen la tabla 2 y las figuras 28, 29 y 36 con la red de interacciones entre proteinas flagelares.
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ANEXO 3 — Articulos cientificos publicados durante esta tesis.

1- Crystallization of FcpA from Leptospira, a novel flagellar protein that is essential for
pathogenesis.

San Martin F, Mechaly AE, Larrieux N, Wunder EA Jr, Ko Al, Picardeau M, Trajtenberg F,
Buschiazzo A. Acta Crystallogr F Struct Biol Commun. 2017 Mar 1;73(Pt 3):123-129. doi:
10.1107/5S2053230X17002096.

2- An asymmetric sheath controls flagellar supercoiling and motility in the Leptospira
spirochete.

Gibson KH, Trajtenberg F, Wunder EA, Brady MR, San Martin F, Mechaly A, Shang Z, Liu J,
Picardeau M, Ko A, Buschiazzo A, Sindelar CV. Elife. 2020 Mar 11;9:e53672. doi:
10.7554/elife.53672.

3- Structural basis of flagellar filament asymmetry and supercoil templating by Leptospira
spirochete sheath proteins
Megan R. Brady, Fabiana San Martin, Garrett E. Debs, Kimberley H. Gibson, Azalia Rodriguez,

Rosario Duran, Elsio A. Wunder Jr, Albert I. Ko, Alejandro Buschiazzo, Charles V. Sindelar.
bioRxiv preprint 2922 Mar03, doi: https://doi.org/10.1101/2022.03.03.482903

4- 3D cryo-EM imaging of bacterial flagella: Novel structural and mechanistic insights into cell
motility.

Mondino S, San Martin F, Buschiazzo A. J Biol Chem. 2022 Jul;298(7):102105. doi:
10.1016/j.jbc.2022.102105.

5- Diving into the complexity of the spirochetal endoflagellum.

San Martin F, Fule L, lraola G, Buschiazzo A, Picardeau M. Trends Microbiol. 2023
Mar;31(3):294-307. doi: 10.1016/j.tim.2022.09.010.
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