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RESUMEN

Hasta hace relativamente poco tiempo, se creia que las glicoproteinas eran exclusivas de
eucariontes. Actualmente, se han encontrado glicoproteinas en patégenos asociados a
mucosas, en donde los azlucares se encuentran unidos a través del grupo amida de la Asn o
por el grupo hidroxilo de la Ser o Thr como ocurre en los eucariontes. La funcidén de un gran
numero de las glicoproteinas bacterianas es aun desconocida, sin embargo algunos trabajos
revelan que la importancia de estas moléculas parece radicar principalmente en la
interaccion patdgeno-hospedero, asi la glicosilacion puede tener una participacién en la
adhesién, en la proteccidon contra la protedlisis y la variacion antigénica. Proteinas
glicosiladas han sido también identificadas en Mycobacterium tuberculosis el agente causal
de la tuberculosis en humanos. No obstante que en el genoma de M. fuberculosis existen
numerosos genes que potencialmente podrian estar involucrados en la biosintesis y
activacion de azucares, hasta la fecha s6lo se han identificado 8 glicoproteinas: Mpt32,
Mpb83, PstS1, LpgH, Sod C, LppN, LppQ y GInH, y s6lo en los dos primeros casos se ha
definido la estructura glicosidica (O-manosilacion). En este trabajo se identificaron 41
glicoproteinas (incluyendo las ya identificadas) por su capacidad de interaccionar con la
lectina Concanavalina A. Interesantemente, de las 35 nuevas glicoproteinas putativas
encontradas, 19 son lipoproteinas por prediccion (Lpqgl, LpgN, PstS3, PstS2, LpgT, LpgqW,
LprA, OppA, LprF, LprG, LppC, LppL, GgtB, Proteasa secretada, LppX, LppZ, FecB, LpgB,
LpgF). El hecho de que todas ellas probablemente contengan manosas, sugiere que podrian
tener un papel en uno de los eventos iniciales en la patogénesis de la tuberculosis, como la
adherencia e internalizacion del bacilo a los macréfagos alveolares y células dendriticas a
través de receptores como el de manosa, y el DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific Intracellular
molecule-3-Grabbing Non-integrin), como se ha demostrado para algunas de las
glicoproteinas reportadas, en este patdégeno, que son principales adhesinas de DC-SIGN y
el receptor de manosa. Este estudio, pionero en el andlisis del glicoproteéma de M.
tuberculosis, dara paso a investigaciones que lleven a caracterizar la estructura glicosidica y

determinar cual podria ser el papel de estas macromoléculas en la patogenicidad del bacilo.

PALABRAS CLAVE: Glicoproteina, manosa, tuberculosis, concanavalina A, protedmica.



SUMMARY

Until relatively recently it was believed that the glycoproteins were unique to eukaryotes.
Currently, glycoproteins found in mucosa-associated pathogens, indicating that the
importance of these molecules could lie mainly in the host pathogen interaction, so the
glycosylation could play a role in adhesion, protection against proteolysis and antigenic
variation. Glycosylated proteins have also been identified in Mycobacterium tuberculosis, the
causative agent of tuberculosis in humans. Although in the genome of Mycobacterium
tuberculosis there are many genes that could potentially be involved in the biosynthesis and
activation of sugars, so far only 8 glycoproteins have been identified: Mpt32, Mpb83, PstS1,
LpgH, Sod C LppN, LppQ and GInH and only in the 2 first the glycosidic likage structure have
been defined (O-mannosylation). In this study, 41 glycoproteins were identified (including
those already known) for their ability to interact with the lectin Concanavalin A. Interestingly,
among the 35 new putative glycoproteins found, 19 are lipoproteins by prediction (Lpql,
LpgN, PstS3, PstS2, LpqT, LpgW, LprA, OppA, LprF, LprG, LppC, LppL, GgtB, Proteasa
secretada, LppX, LppZ, FecB, LpgB, LpgF). The fact that all of them seem to contain
mannose, suggest that they could have a role in the initial events in the pathogenesis of
tuberculosis, such as the adherence and internalization of the bacilli in alveolar macrophages
and dendritic cells through mannose receptors and DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific
Intracellular molecule-3-Grabbing Non-integrin). In fact, it has been shown that some of the
bacillus glycoproteins are the major adhesins of DC-SIGN and mannose receptor. This
study, pioneered in the M. fuberculosis glicoproteome, will open a way for investigations to
characterize the glycosidic structure and determine which might be the role of these
macromolecules in the pathogenicity of the bacillus.

KEYWORDS: Glycoprotein, mannose, tuberculosis, concanavalin A, proteomics.
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1. INTRODUCCION

1.1 GLICOSILACION DE PROTEINAS EN BACTERIAS

L a (glicosilacion proteica es el proceso en el que un oligosacéarido o
monosacarido se une covalentemente a una proteina. Esta unidon ocurre entre el
grupo hidroxilo libre de la Ser o Thr y el hidroxilo del carbono uno del azucar. Si en el
enlace covalente participa un oxigeno (O), esta unién se denomina O-glicosilacion.
El azucar también puede unirse al grupo amida de una Asn y en este caso es el
nitrogeno (N) el que esta involucrado en el enlace, de ahi el término N-glicosilacion
(Fig. 1). Hasta hace poco se creia que las glicoproteinas eran exclusivas de
organismos eucariontes debido a que las bacterias carecen de reticulo
endoplasmico (RE) y de aparato de Golgi (AG), organelos altamente especializados
en donde se llevan a cabo los procesos de N y O-glicosilacidn, respectivamente. Sin
embargo, ha sido posible identificar varias glicoproteinas en las bacterias,
principalmente por su capacidad de unirse a determinadas lectinas. Estas
observaciones fueron poco aceptadas entre la comunidad cientifica debido al alto
contenido de lipopolisacaridos bacterianos que podrian contaminar las
preparaciones, siendo necesaria la demostracibn de que los azlcares se
encontraban covalentemente unidos a las proteinas, asi como la caracterizacion
estructural de los mismos para confirmar su existencia en estos microorganismos.
En los Ultimos afios, gracias a los avances en los métodos analiticos y la

secuenciacion de los genomas bacterianos, se han encontrado glicoproteinas en



patdogenos asociados a mucosas, en donde los azlUcares se encuentran unidos a

través del grupo amida de la Asn o por el grupo hidroxilo de la Ser o Thr, tal como

ocurre en organismos eucariontes.

Ser (X=H)
Thr (X=CHs)

H,OH % .
[ O-unién

-0 0-CH
H H

H  NHCOGH,

N-Acetilgalactosamina

Mﬂ-(') -
I

La glicosilacion proteica ha sido

Asn

H  NHCOGCH,

N-Acetilglucosamina

Fig. 1. Representacion del tipo de uniones glicosidicas.

relativamente bien caracterizada en

eucariontes, en donde se ha descrito que la N-glicosilacion requiere de un lipido

intermediario anclado a la membrana del RE; los monosacaridos son unidos

secuencialmente a esta molécula por glicosiltransferasas especificas, el lipido es

translocado a la luz del RE en donde el oligosacarido se completa y finalmente se

transfiere, por una oligosacariltransferasa, a la Asn de una proteina en proceso de

sintesis. En tanto que la O-glicosilacion ocurre en el AG y sélo requiere del lipido

intermediario para transferir el primer monosacarido, los siguientes azucares son

unidos directamente a la proteina (Fig. 2).



Reticulo endoplasmico
Eukaryotic cell e
Membrana nuclear

Mitocondria

Membrana Celular

Aparato de Golgi.

Figura 2. Esquema de las vias de glicosilacién en células eucariéticas (Szymanski et al., 2003).

Algunas investigaciones sugieren que los procesos de glicosilacién podrian
ser similares entre eucariontes y procariontes, aunque difieren en la localizacion
subcelular y el tipo de azucares involucrados. Recientemente se han identificado y
caracterizado parcialmente en Campylobacter jejuni, principal agente causal de la
gastroenteritis en humanos, ambas vias de glicosilacion (N y O-glicosilacién).
Se ha propuesto que la N-glicosilaciébn en esta bacteria ocurre en el periplasma,
donde el lipido intermediario se encuentra anclado a la membrana interna del
patbgeno, de esta manera los azlUcares activados del citoplasma son
secuencialmente ensamblados sobre éste para ser translocados al espacio
periplasmico, el cual simularia el espacio reticular en donde finalmente se transfiere

el oligosacéarido a la proteina (Wacker et al., 2002; Young et al., 2000; Thibault et al.,



2001; Logan et al., 2002). Por otro lado se ha sugerido que la O-glicosilacion en esta
bacteria se lleva a cabo en el citoplasma o en la interfase del citoplasma y la
superficie del pili o flagelo (Fig.3) (Szymanski et al., 2003; Weerapana y Imperiali,

2006).

Nucleoide.
C. jejuri
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Figura 3. Esquema de las vias de glicosilacion en Campylobacter jejuni (Szymanski et al., 2003).

Se ha demostrado ademas que el motivo (Asn-X-Ser/Thr) de la N-
glicosilacion eucaridtica se conserva en bacterias. En algunos casos se requiere,
pero no es condicion suficiente, un aminoacido cargado negativamente en la
posicion -2 con respecto a la Asn, (Asp/Glu-X-Asn-X-Ser/Thr), en donde X es

cualquier aminoacido excepto Pro (Kowarik et al., 2006; Lazar-Nita et al., 2005).

Por otro lado, es muy comun que la O-glicosilacion ocurra en motivos ricos en
Pro en donde Ila probabilidad de glicosilacion parece incrementarse
significativamente si uno de los residuos de Pro esta localizado en la posicion -1 y/o
+3 (Herscovics y Orlean, 1993). Se propone que estos residuos de Pro cercanos al

sitio de O-glicosilacion favorecen la exposicion del residuo de Thr para la



glicosiltransferasa (Gooley et al., 1991), ya que la Pro al ser un aminoacido cuya o-
amina es una amina secundaria, deja al enlace peptidico parcialmente impedido en
su rotacion natural, por o que generalmente se les asocia o se encuentran al final de
estructuras secundarias formando parte de los “loops” o vueltas que se encuentran
en la parte externa de la molécula, favoreciendo que los residuos de Thr se
encuentren expuestos (Hill et al.1977). Sin embargo, otros factores podrian estar
favoreciendo la glicosilacion de las Thr, puesto que se ha encontrado en algunas
glicoproteinas como la leucosialina de rata que posee 11 Thr-O-glicosiladas, que

solo 5 de ellas estan relacionadas con Pro (Killeen N, et al 1987).

La funcién de muchas de las glicoproteinas bacterianas es aun desconocida.
Sin embargo, algunos trabajos revelan que la importancia de estas moléculas parece
radicar principalmente en la interaccion patdégeno-hospedero. Recientes estudios
demuestran que la glicosilacion puede tener una funcion en la adhesion (Kuo et al.,
1996; Lindenthal y Elsinghorst, 1999), proteccion contra la protedlisis (Herrmann et
al., 1996) y variacion antigénica (Doig et al., 1996). Por ejemplo, la modificacion de
los azucares en la flagelina de Pseudomonas syringae determina la especificidad a
la planta hospedera (Takeuchi et al., 2003). También se sabe gque mutaciones en los
genes involucrados en la N-glicosilacion de Campylobacter jejuni generan una
reduccion en la adherencia e invasividad in vitro y la colonizacion intestinal en pollos
y ratones (Szymanski et al., 2002; Hendrixson y DiRita., 2004; Jones et al., 2004). La
glicosilacion de la pilina de Neisseria meningitidis afecta la adherencia de estos

organismos a las células endoteliales (Virjietal., 1993). Muchas de Ilas



glicoproteinas bacterianas se encuentran en la superficie, aunque se han
identificado varias glicoproteinas secretadas en Cellulomonas fimi (Ong et al., 1994),
Streptococcus faecium (Kawamura and Shockman, 1983) y Streptomyces spp

(Kluepfel et al., 1990).

1.2. GLICOPROTEINAS Y GLICOSILACION EN Mycobacterium

tuberculosis

D entro de los patégenos en los que se han identificado glicoproteinas
se encuentra M. tuberculosis, el agente causal de la tuberculosis en humanos. Esta
enfermedad continda siendo uno de los principales problemas de salud publica a
nivel mundial. En términos globales se estima que anualmente ocurren 8 millones de
nuevos casos de tuberculosis y alrededor de 3 millones de muertes. La sinergia
mortal con el VIH (Virus de Inmunodeficiencia Humana) y un aumento de casos
farmaco-resistentes contribuyen al resurgimiento de la enfermedad. En un intento
por controlar esta situacion se han iniciado diversas investigaciones para la
obtencién de mejores técnicas de diagnostico, vacunas y quimioterapias, junto con el
desarrollo de investigacién basica que contribuya a entender mejor la biologia y
patogenia de este bacilo. Dentro de este contexto el presente trabajo pretende
establecer antecedentes en el conocimiento de las glicoproteinas micobacterianas
gue permitan el avance de la investigacion sobre la naturaleza de su estructura

glicosidica, su papel bioldgico y su posible interaccion con el hospedero.



Es importante reconocer primeramente que el genoma de M. tuberculosis
contiene genes potencialmente involucrados en la biosintesis y activacion de
azucares, varias glicosiltransferasas y algunas oligosacariltransferasas que pudieran
intervenir en la glicosilacion de macromoléculas como lipidos y/o proteinas (Cole et
al., 1998). En el caso de la N-glicosilaciéon, las glicosiltransferasas transfieren los
azucares al lipido intermediario (Dolicol-P, que en levaduras es un poli-isoprenoide
que contiene de 14 a 18 unidades de isopreno). La presencia de genes que
potencialmente codifican enzimas que intervienen en la sintesis de Dol-P o que
estan involucradas en la transferencia de azucares a este lipido (Tabla 1), sugiere
gue la micobacteria podria llevar acabo procesos de N-glicosilacion y no solo de O-
glicosilacién, como se ha descrito hasta el momento.

Interesantemente, segun nuestros analisis del genoma, parece existir un locus
de glicosilacion (Rv1500-Rv1526) (Tabla 1). Sin embargo es necesario el trabajo
experimental para comprobar y definir si los genes presentes en esta regién podrian

estar involucrados en la glicosilacion de una o varias proteinas de la micobacteria.

Gen | Nombre de la proteina
Rv0320 Posible UDP-Glucosa 6 deshidrogenasa
Rv0334 o-D-glucosa-1-P-timidiltransferasa
Rv0363 Posible fructosa-bifosfosfato aldolasa
Rv0486 Probable Manosiltransferasa
Rv0539 Probable Dol-P-Glicosil-transferasa
Rv0557 Probable Manosiltransferasa
Rv0696 Probable glicosiltransferasa
Rv0112 Posible GDP-Manosa 4,6-Dehidratasa
Rv0113 Probable Sedoheptulosa-7-fosfato isomerasa.
Rv0536 Probable UDP-Glucosa 4-Epimerasa
Rv0562 Probable poliprenil-difosfato sintasa
Rv0619 Probable Galactosa-1-P-Uridiltransferasa
Rv0727 Posible L-Fucolasa-P-aldolasa
Rv0728 Posible D-Xilulosa cinasa
Rv0993 Posible UTP-Glucosa-1-P-Uridiltransferasa
Rv1002c Probable Dol-P-manosil transferasa
Rv1018 UDP-N-acetilglucosamina pirofosforilasa
Rv1208 Probable glicosiltransferasa
Rv1213 Glucosa-1-fosfato adeniltransferasa




Rv1248 | Probable Transportador de azlicar ATP-unién a proteina ABC
Rv1327 Probable glucanasa

Rv1328 Probable Glucégeno fosforilasa

Rv1500 Dol-P-manosil transferasa

Rv1503 Biosintesis de lipopolisacarido

Rv1504 Biosintesis de lipopolisacarido

Rv1508 Probable GDP-D-manosa dehidratasa
Rv1511 GDP-D-manosa dehidratasa

Rv1512 Probable nucleétido-azucar epimerasa epiA fucosa sintasa
Rv1514c Probable Glicosil transferasa

Rv1515¢c Probable Glicosil transferasa

Rv1516¢ Probable Glicosil transferasa

Rv1518 Probable O- unién-N-acetilglucosamina transferasa
Rv1520 Probable Glicosil transferasa

Rv1523 Probable Metiltransferasa

Rv1524 Probable Glicosiltransferasa

Rv1525 Probable Ramnosiltransferasa

Rv1526 Probable Ramnosiltransferasa

Rv2051c Poliprenol-monofosfomanosa sintasa
Rv2188c Probable glicosil transferasa

Rv2739c Probable N-glicosil transferasa

Rv2958 Probable Glicosil transferasa

Rv2962 Probable Glicosil transferasa

RV3401 Probable Glicosil transferasa

Tabla 1. Genes potencialmente involucrados en la glicosilacién de macromoléculas en M. tuberculosis.

En 1989, Espitia y Mancilla por primera vez reportaron dos proteinas en
filtrado de cultivo de M. tuberculosis H37Rv con capacidad de unir concanavalina A
(ConA), que es una lectina de unibn a manosa y glucosa. Sus observaciones
sugerian que estas moléculas pudieran ser glicoproteinas (Espitia y Mancilla, 1989).
Tiempo después esas proteinas fueron identificadas como Mpt32 una proteina rica
en prolina y PstS1, esta ultima involucrada en el transporte de fosfato en la
micobacteria. A partir de ahi se intensificaron los estudios para determinar si estas
proteinas se encontraban unidas covalentemente a los azucares (Dobos et al.,
1995), hasta que en 1996, Mpt32 fue caracterizada como verdadera glicoproteina
(Dobos et al., 1996). Mpt32 contiene manosas unidas a-1-2 de la misma forma que
se une el oligomanosil presente en el lipoarabinomanan (LAM) uno de los lipidos

mas abundantes en la membrana de este bacilo. Esto ha llevado a especular si el



oligomanosil presente en Mpt32 pudiese tener un papel en la fagocitosis del bacilo,
como lo hace el LAM a través de sus azUcares (Schlesinger et al., 1994).
Especificamente, las Thr en la posicion 10y 18 de esta proteina se encuentran
unidas a manobiosas en su forma piranosa (Manp) con enlaces a-D-Manp(1-2) a-
D-Manp, la Thr en la posicion 27 esta ligada a una manosa en su forma a-D-Manp,
mientras que en el extremo C-Terminal, la Thr 277 puede estar unida a una manosa,
manobiosa o manotriosa en las siguientes formas: a-D-Manp, a-D-Manp(1-2) a-D-
Manp 6 a-D-Manp(1—2) a-D-Manp(1-2) a-D-Manp (Dobos et al., 1996), como se

muestra en la Fig. 4.

CHz—OH

Thr (277)
CH;—oH
CHZ—OH CHz—CH
H OH

o-D-Manp(1-2) a-D-Manp(1-2) a-D-Manp

CH,—oH
o H Thr (10, 18, 277)

H O (0) (|:=O
NCH—CH
OH 0 |
OH o CH3 |

o-D-Manp(1-2) a-D-Manp

CH;—oH hr (27 2
Thr (27, 277
o H (27, 277)
oH o |
o o
\ICH—(I:H
CH; NH

| Figura 4. Estructura de las manosas unidas a las Thr de
o-D-Manp Mpt32 y el tipo de enlaces presentes.



En 1993 Garbe y colaboradores determinaron que LpgH, una lipoproteina
muy inmunogénica de M. tuberculosis, es una glicoproteina. Demostraron que la
proteina recombinante expresada en Mycobacterium smegmatis tuvo la capacidad
de unirse a ConA (Garbe et al., 1993).

En el 2000, Herrman y colaboradores en un intento por identificar nuevas
glicoproteinas utilizaron el programa predictivo NetOGlyc:
(http:/www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) que predice sitios de O-glicosilacion en
proteinas eucaridticas. Las proteinas objeto del analisis fueron exclusivamente
lipoproteinas hipotéticas reportadas en el genoma de M. tuberculosis. Mediante la
expresion recombinante de las regiones potencialmente glicosiladas de algunas de
estas moléculas en M. smegmatis, fue posible determinar que los péptidos predichos
tenian capacidad de unir ConA, unién que fue inhibida por a-metil-D-manopiranésido
(a-Met-D-Manp). De esta forma se determiné que LppN, LppQ, SodC y GInH podrian

ser glicoproteinas (Herrmann et al., 2000).

Posteriormente, fue otra lipoproteina, Mpb83, la que se confirmd como
glicoproteina, al determinarse los sitios de glicosilacion y la estructura de los
azucares involucrados (Michell et al.,, 2003). En Mpb83 las uniones entre las
manosas presentes es (1-+3) en la Thr 48 y/o 49. La glicoforma mas abundante
identificada esta sustituida por manosas en su forma a-D-Manp en la Thr 48 y o-D-
Manp(1-3) a-D-Manp en la Thr 49. Sin embargo se ha reportado la existencia de

otros arreglos como manotriosas a-D-Manp(1-3) a-D-Manp(1—3) a-D-Manp unidas



a la Thr 48 y la ausencia del azucar en la Thr 49, o de manera inversa, el
trimandsido en la posicion 49 y la Thr 48 libre (Michell et al., 2003).

Interesantemente, todas las moléculas de M. tuberculosis reportadas como
glicoproteinas y posibles glicoproteinas tienen la capacidad de unir Con A y esta
interaccion es inhibida por o-Met-D-Manp. En algunos casos se reporta que la
digestion con a-manosidasa, la oxidacion con metaperiodato de sodio y el
tratamiento con acido trifluorometanosulfonico (TFMS) inhiben la union a la lectina,
sugiriendo que la interaccion esta especificamente mediada por azlcares. El tipo y
estructura de los azucares, asi como los sitios de glicosilacién, se desconocen para
la mayoria de estas moléculas. Sin embargo, los antecedentes demuestran que M.
tuberculosis contiene un sistema de O-glicosilacién. Los azlcares involucrados son
oligomandsidos simples unidos a través de Thr. Interesantemente las glicoproteinas
reportadas hasta el momento son lipoproteinas excepto Mpt32. Estas moléculas son
proteinas bacterianas con diversas funciones que se caracterizan por un motivo
lipidico en el extremo N-terminal, el cual sirve como anclaje a la superficie celular
(Rezwan M et al; 2007). De acuerdo a la estimacion basada en métodos
bioinforméticos M. tuberculosis contiene 99 lipoproteinas putativas (Sutcliffe et al;
2004).

Por otro lado, como se menciono anteriormente, se sabe que para la O-
glicosilacién no existe un motivo estricto, pero es muy comun que la Thr glicosilada
se encuentre en dominios ricos de Pro. La posibilidad de glicosilacién parece
incrementarse significativamente si uno de los residuos de Pro esta localizado en la

posicion -1y +3 con respecto al aminoacido glicosilado (Herscovics y Orlean, 1993).



Se ha propuesto que estos residuos de Pro ayudan a una Optima exposicion
del residuo de Thr a la glicosiltransfersa (Gooley et al., 1991). Interesantemente las
Thr de Mpt32 y Mpb83 se encuentran cercanas a Pro y en algunos casos estan en la
posicion —1 y +3 respecto a la Thr glicosilada (Tabla 2).

Mas recientemente se ha determinado que las Val cercanas pudieran también

ser importantes (Cooper et al., 2002).

Proteina | Secuencia
PPVPT,, TAA
PPST, AAAPP
Mpt32
PAT,,PVAPPPP
+3
PTT,,.PTP
M p b 83 PVT, T,,AA

Tabla 2. Secuencias glicosiladas en Mpt32 y Mpb83.

Unicamente se han caracterizado estructuralmente los oligosacaridos de
estas dos moléculas. Sin embargo, del analisis predictivo (NetOglyc) de Herrmann
en el 2000 y la union a ConA de los péptidos predichos, se ha sugerido una
secuencia de aminoacidos que pudiese ser el blanco de glicosilacion para el resto de

las posibles glicoproteinas reportadas hasta el momento en M. tuberculosis (Tabla



3). Cabe mencionar que la proteina Mpt32, utilizada como control positivo en el
trabajo de Herrmann, obtuvo una buena prediccion. Nuevamente, en la mayoria de
estas secuencias se encuentra presente una Pro en posicién +3 y/o -1 con respecto

a las Thr posiblemente glicosiladas (Tabla 3).

Proteina Secuencia

+3
LpgH ETTTAAGTTASP
PstS1 VATTPASSPVTL
-1 +3 -1 +3
LppN PTNPPATAETATVSPTPAP
-1 -1 +3
KTSEPTCPTEPIDAADSSTTPDP
LppQ = =
+3
Sod C STVPGTTPSIWTGSP
-1
GInH ATPTLP

Tabla 3. Péptidos predichos por Herrmann en el 2000.Con superindice se indica la posicién de la Pro
con respecto a la Thr posiblemente glicosilada.



Por otro lado, se sabe que la mayoria de las micobacterias sintetizan
diferentes formas de manolipidos en la pared celular (fosfatidilinositol, mandsido,
lipoarabinomanan). Una de las enzimas involucradas en la biosintesis de los
azucares presentes en los lipidos es la fosfomanosa isomerasa (PMI). Se ha
determinado que esta enzima cataliza la interconversion de fructosa 6-fosfato a
manosa 6-fosfato, siendo la Gnica via para la sintesis de novo para manosa. La
delecion de PMI disminuye la capacidad de M. smegmatis para sintetizar moléculas
gue contienen manosas en ausencia exogena de este azUcar. Estos estudios
determinaron que el metabolismo de manosa es esencial para el crecimiento de la
bacteria, por lo que los autores han propuesto que algunas moléculas que contienen
manosa podrian directa o indirectamente tener un papel importante en la regulacion
de la division celular (Patterson et al., 2003). Estos y otros estudios han determinado

la importancia del metabolismo de manosa para la micobacteria.

En contraste con Campylobacter jejuni, se conoce muy poco sobre las vias de
glicosilacion proteica en M. tuberculosis. En el 2002 Cooper y colaboradores
utilizaron péptidos glicosilados derivados de Mpt32 en la bisqueda de actividad de
glicosiltransferasa in vitro en diferentes fracciones celulares. La incorporacién de
GDP-[14 C] manosa se inhibio por la adicion de amfomicina (la cual inhibe la
formacion del poliprenol) indicando que el donador del azucar al péptido aceptor es
un miembro de la familia del poliprenol-P-manosa (lipido intermediario). Este

proceso recuerda lo que sucede con la actividad dependiente de dolicol-P-manosa



en la sintesis de glicoproteinas en mamiferos. De esta forma se demostraron
similitudes entre la O-manosilacion proteica de M. tuberculosis y la O-manosilacion
de Saccharomyces cerevisiae. La actividad de O-manosiltransferasa de ambos
microorganismos esta asociada a la membrana y requieren un lipido intermediario
como donador de manosa (Cooper et al., 2002). Estas similitudes entre dos
organismos totalmente alejados filogenéticamente sugieren que la maquinaria
enzimatica para la O-manosilacion podria estar conservada (Herscovics y Orlean,
1993). También surgio la hipotesis de que la glicosilacion en LpgH fuese iniciada por
un azucar diferente a manosa, debido a que el péptido derivado de dicha proteina no

fue susceptible a la accién de la manosiltransferasa (Herscovics y Orlean, 1993).

1.3. POSIBLES FUNCIONES BIOLOGICAS ATRIBUIDAS A LAS

GLICOPROTEINAS DE M. tuberculosis

Se sabe que M. tuberculosis es un patdgeno intracelular no obligado que
infecta preferencialmente el pulmén. El evento inicial en la patogénesis de la
tuberculosis es la adherencia del bacilo a los macréfagos alveolares, para lo cual
la bacteria interactla con una variedad de receptores de superficie en macréfagos,
que incluyen al receptor de manosa, a la proteina A surfactante del pulmoén y a DC-
SIGN (Dendritic Cell-Specific Intracellular molecule-3-Grabbing Non-integrin), a
través de sus glico-conjugados lipidicos para dar lugar a la fagocitosis del bacilo.
Recientemente se demostré que LpgH es una de las principales adhesinas para el
receptor de manosas y de DC-SIGN (Diaz-Silvestre et al., 2005; Pitarque et al.,
2005). Por otro lado Mpt32 es la adhesina de la proteina A surfactante y se sugiere

que también del DC-SIGN (Pitarque et al., 2005; Ragas et al., 2007).



Asimismo se ha demostrado que el complejo mayor de histocompatibilidad
clase Il (MHC-II) restringido a células T CD4+ es crucial para el control de la
infeccion con M. tuberculosis. Sin embargo, este patdégeno es capaz de persistir
paraddjicamente dentro de los macrofagos evadiendo la respuesta inmune. El
mecanismo de este proceso no se conoce por completo, sin embargo se ha
propuesto que el bacilo provoca una disminucion del procesamiento antigénico y la
expresion de moléculas MHC, evitando el reconocimiento de los macréfagos
infectados por los linfocitos T CD4+. En este contexto, se ha descrito que LpgH a
través de TLR-2 es capaz de inhibir la expresion de MHC-Il y el procesamiento
antigénico (Fulton et al., 2004; Noss et al., 2001). De igual modo, se ha especulado
que Mpt32 podria inducir un efecto similar (Romain et al., 1999). Ademas, se ha
reportado que la glicosilaciéon del péptido puede modular negativamente la
interaccidn de los receptores de los linfocitos T con el péptido unido al MHC (Deck et
al., 1995, Haurum et al.,, 1994). Ademas se sabe que Mpt32 nativa induce una
respuesta de hipersensibilidad retardada y la estimulacion de células T in vitro. En
contraste la proteina no glicosilada, recombinante en Escherichia coli, no produce
estos efectos. (Horn et al ., 1999, Romain et al., 1999). Asi mismo, los anticuerpos
de pacientes con tuberculosis reconocen la proteina glicosilada pero no la forma
deglicosilada. (Lara et al., 2004)

En el caso de PstS1, se sabe que es un antigeno inmunodominante que
contiene epitopes dependientes de carbohidratos (Espitia et al., 1989); ademas
forma parte de un operdn de transporte de fosfatos (Andersen et al., 1990, Espitia et

al., 1992).



En resumen, aunque es poco lo que se conoce acerca de las glicoproteinas
micobacterianas, la informacion  disponible se inclina a asignarles un papel
importante y determinante en la patogenicidad de la bacteria, por lo que es
necesario ampliar las investigaciones en este aspecto y determinar las posibles
funciones biolégicas de estas macromoléculas junto con la caracterizacion
estructural de dichas modificaciones post-traduccionales, asi como la dilucidacion de
la via o vias de glicosilacion. Aunque este trabajo aporta una fraccion de este
conocimiento, es fundamental establecer antecedentes relevantes para realizar una

investigacion mas amplia y completa.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha demostrado que M. fuberculosis es un patdégeno que contiene al menos
una via de glicosilacién (O-glicosilacion). Hasta el momento se ha determinado que
son manosas los azucares unidos covalentemente a Thr y que todas las
glicoproteinas identificadas en esta bacteria tienen la capacidad de unir ConA.
Interesantemente, con excepcion de Mpt32, todas son lipoproteinas. Dentro del
genoma de esta bacteria se han predicho cerca de 99 lipoproteinas con funciones
muy variadas (Sutcliffe y Harrington, 2004) que podrian ser también blancos
potenciales de O-manosilacion.

Por otro lado las investigaciones sobre glicoproteinas micobacterianas revelan
que su funcién biolégica estd muy ligada a la patogenicidad de la bacteria,
sugiriendo que los azucares tengan un papel importante. EI conocimiento sobre
estas macromoléculas, se convierte en herramienta util para dilucidar la posible via
por la cual se lleva a cabo esta modificacién postraduccional. Dentro de este
contexto creemos que la identificacion y caracterizacién de nuevas glicoproteinas,
en esta bacteria, podria contribuir al entendimiento de su patogenia.

Esta investigacion puede ser abordada considerando la capacidad resolutiva
de la electroforesis de doble dimension, aunada a la especificidad del uso de
lectinas. Ambas constituyen herramientas dtiles para la identificacion y

caracterizacion de nuevas glicoproteinas en este patégeno.



HIPOTESIS

La presencia, en el genoma de M. tuberculosis, de genes que podrian
intervenir en la glicosilacion de macromoléculas, asi como la prediccion de
secuencias potencialmente blanco de glicosilacion en micobacterias; hace suponer
gue este bacilo poseé un glicoproteoma mas complejo de lo determinado hasta el

momento.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

1.- Identificar y caracterizar proteinas secretadas por M. tuberculosis con capacidad
de unir ConA.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Obtener fracciones de las proteinas secretadas por M. tuberculosis por
precipitacion y cromatografia de afinidad.

2.- Resolucién de las posibles glicoproteinas en geles bidimensionales.

3.- Determinar la capacidad de estas moléculas para unir ConA

4.- Identificar las glicoproteinas por espectrometria de masas.



étodos

2.10Obtencion del filtrado de cultivo

2.2 Ligand-blot (ConA-HRP) e Inmuno-reactividad
2.3 Isoelectroenfoque y SDS-PAGE

2.4 Cromatografia por afinidad a ConA

2.5 Espectrometria de masas



2. METODOS

2.1 OBTENCION DEL FILTRADO DE CULTIVO

I\/I ycobacterium tuberculosis H37Rv (ATCC No. 27294) cepa de referencia
(coleccion del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM) se cultivo en medio
Youman modificado Proskauer y Beck (PBY) durante 4-6 semanas en condiciones
estéaticas a 37°C. Al término de este periodo el bacilo se elimind por filtracion.

Las proteinas del sobrenadante se precipitaron con 0.5 g/ml de sulfato de
amonio (NH4).SO,4 a 4 °C y colectadas por centrifugaciéon a 10300 g por 30 minutos
a 4 °C. El precipitado se resuspendié en el minimo volumen posible de H,O dd y
dializado (membrana de dialisis corte 10,000 kDa) exhaustivamente en PBS, pH 7.4.
El dializado se recolectd, cuantifico (Método de Lowry) y almacené a -70°C hasta su
uso. Esta fraccién proteica se denomino filtrado de cultivo (FC). Por otro lado el
sobrenadante se saturé con sulfato de amonio (NH4),SO, y las proteinas se
centrifugaron y dializaron en las condiciones anteriormente descritas. Esta fraccion

proteica se denomino F1.

2.2 LIGAND-BLOT E INMUNO-REACTIVIDAD

Las proteinas de 2D-SDS-PAGE vy las proteinas recombinantes PstS1 y LprG
(resueltas en SDS-PAGE) se transfirieron a membrana PVDF e incubadas por 1
hora a temperatura ambiente con 1.25 ug/ml de ConA-HRP (Concanavalina A

acoplada a peroxidasa, Sigma) en PBS con Tween 20 (0.05%) y BSA (3%) (PBS-



TB) en presencia o no de 0.3 M de a-Met-D-Manp o a-D-glucosa (SIGMA) como
azucares competidores de la unién. Después de la incubacion las membranas se
lavaron 3 veces durante 5 minutos en PBS con Tween 20 (0.05%) (PBS-T). La
reactividad a ConA se revel6 con 3 mg/ml de 3,3-diaminobencidina (Sigma) en PBS-

Ty 30% de peroxido de hidrogeno (Merck) diluido 1:1000.

Las membranas de 2D-SDS-PAGE de la fraccion FC se incubaron
individualmente por una hora a temperatura ambiente (TA) con anticuerpos
policlonales de conejo contra PstS1 y Mpt32 diluido 1:1000 en PBS-TB. Las
membranas de 2D-SDS-PAGE de la fraccion F1 se incubaron por una hora a TA con
anticuerpo policlonal contra LprG diluido 1:1000 en PBS-TB. Por otro lado las
membranas de F1-FG se incubaron individualmente por una hora a temperatura
ambiente (TA) con anticuerpos policlonales de conejo contra PstS1, LprG y mAb IT-
19 contra LpgH diluido 1:1000 en PBS-TB (mAb IT-19 fue donado por la Universidad
de Colorado). Después de la incubacién, las membranas se lavaron con PBS-T e
incubadas nuevamente por 30 minutos con Proteina A-HRP (Zymed) diluido 1:2000
en PBS-TB. Después de un lavado exhaustivo, la inmuno-reactividad se revel6 con
3mg/ml de 3,3-diaminobencidina en PBS-T y 30% de peroxido de hidrogeno en una
dilucién 1:1000. También fue determinada la inmuno-reactividad en las membranas
gue contienen las proteinas recombinantes LprG y PstS1 con los anticuerpos

policonales correspondientes como se describid anteriormente.



2.3 ISOELECTROENFOQUE Y SDS-PAGE.

Las fracciones proteicas se desalaron mediante una columna Sephadex G25
(NAP-5, GE Healthcare), para permitir un isoelectroenfoque 6ptimo. Las proteinas se
concentraron por ultra-filtracién para cuantificarlas. Finalmente ambas fracciones se
sometieron al tratamiento con 2D-clean Up kit (Amersham Biosciences) lo que
permiti6 mejorar la calidad de la muestra, el precipitado resultado de este
procedimiento  se resuspendid y se ajustd a un volumen final de 125 ul con
amortiguador de rehidratacion (8 M Urea, 2 % CHAPS, 0.5 % de amortiguador IPG
pH 4-7 y 20 mM DTT), volumen necesario para hidratar tiras de 7 cm con gradiente
de pH de 4 a 7 (Immobiline DryStrips GE Healthcare). Estas tiras se hidrataron por
16 hrs a temperatura ambiente siguiendo las instrucciones del fabricante. La
focalizacion inicio en 300 V (1 hr.), el voltaje fue incrementandose a 1000V (0.5 hrs.)
y finalmente 5000 V (2 hrs.) en la unidad de electroforesis Ettan IPGphor Il (GE
Healthcare). Después de la focalizacion, las tiras se equilibraron durante 20 minutos
en amortiguador de equilibrio (2 % SDS, 50 mM Tris-HCI pH 8.8, 6 M urea, 30 %
glicerol, 0.002 %, azul de bromofenol y 0.5 % DTT). Se realiz6 la electroforesis
desnaturalizante en geles de acrilamida 12 %. Después, las proteinas se
transfirieron a membranas Immobilon-P PVDF (Millipore, Co). Las membranas se
tineron con azul de Coomassie R-250 y se usaron para espectrometria de masas

(MS) o ligand-blot.



2.4 CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD A CONCANAVALINA A

Una columna de 1 ml de ConA (ConA Sepharose™ Amersham Biosciences),
se equilibro con amortiguador cationico pH 6.0 (0.1 M Acetato de sodio, 1 M NacCl,
1mM MnCl; .4 H,O, 0.1mM MgCl, .6H,0, 1 mM CaCl,). Se aplicaron 3 mg de la
fraccibon FC 6 F1. Después de varios lavados con amortiguador cationico las
proteinas se eluyeron con 0.1 M de a-Met-D-Manp (Sigma) disuelto en amortiguador
cationico. Se colectaron fracciones de 1 ml y se monitorearon en espectrofotbmetro
a 280nm (Espectrofotometro Jenway 6305). Las proteinas eluidas se etiquetaron
como FC-FG y F1-FG segun el filtrado inicial del que se parti6. Ambas fracciones se
dializaron contra PBS y se almacenaron a -70 °C hasta su uso. Las proteinas
obtenidas se analizaron como se indica en el inciso 2.3 de este apartado.

2.5 ESPECTROMETRIA DE MASAS.

Para la identificacion por espectrometria de masas, las proteinas se cortaron
cuidadosamente de la membrana 2D-SDS-PAGE tefiida con azul de Coomassie; los
cortes se destifieron, lavaron y digirieron con tripsina porcina (Promega, Madison,
WI) para finalmente extraer las proteinas como se describe en Gonzalez-Zamorano
et al., (2009). El volumen de los extractos se redujeron por evaporacion a TA en
centrifuga al vacio. Se ajusto el volumen a 20ul con acido férmico 1%.

Se utilizd6 un espectrometro de masas en tandem 3200 Q TRAP (Applied
Biosystems/MDS Sciex, Concord, ON, Canada) equipado con una fuente iénica en

nano electroespray (NanoSpray Il) y un MicolonSpray Il. El instrumento fue acoplado



en linea a un sistema LC (Waters Corporations, Milford, MA). Las muestras se
desalaron sobre una columna Symmetry C18 UPLC (5um, 180um X 20mm, Waters
Corporations) lavando las mismas con 0.1% de acido férmico en 100% de agua
MilliQ con un flujo de 15 ulL/min. Los péptidos se separaron en una columna C18
UPLC (1.7um, 75um X 100mm, Waters Corporations) equilibrada con 2% de
acetonitrilo y 0.1% de &acido férmico, utilizando un gradiente lineal de 2-70% de
acetonitrilo y 0.1% de acido férmico por un periodo de 60 minutos, con un flujo de
0.25 pL/min. El procedimiento se describe en Gonzélez-Zamorano et al., 2009. La
interpretacion de los datos y la identificacion de las proteinas se represento como un
grupo de espectros MS/MS utilizando el algoritmo MASCOT (Version 1.6b9, Matriz
Science, London, U. K., Disponible en http:/www.matrixscience.com). La busqueda
se condujo utilizando un subgrupo del complejo M. tuberculosis del Centro Nacional
de Biotecnologia. Base de datos con informacion no redundante (NCBInr,
http://www.ncbi.nih.gov). Un “hit” de proteina se acepto como una identificacion
valida cuando por lo menos un espectro MS/MS se emparejo al 95% de confianza

(p< 0.05).

2.6 ANALISIS BIOINFORMATICO

Todas las secuencias identificadas en este trabajo fueron analizadas con el
sofware de http://www.expasy.org/tools:LipoP (http://www.cbs.dtu.dk/services/LipoP/)
para predecir Lpps, NetOGlyc (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) para
predecir O-glicosilacién y SignalP 3.0 (http://www.cbs.dtu.d/servuces/SugbakP) para
determinar sitios de corte en el péptido sefial. Las secuencias de las proteinas se
obtuvieron de la base de datos de NCBI

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/genomes/Iproks.cgi).


http://www.ncbi.nih.gov/
http://www.expasy.org/tools:LipoP
http://www.cbs.dtu.dk/services/LipoP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/
http://www.cbs.dtu.d/servuces/SugbakP
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/lproks.cgi

esultados

3.1 Analisis de las proteinas por SDS-PAGE

3.2 Ligand-blot (ConA-HRP)

3.3 lIsoelectroenfoque y SDS-PAGE

3.4 Cromatografia de afinidad

3.5 Ensayo de ligand-blot de FC-FG y F1-FG resueltas en 2D-SDS-PAGE
3.6 Andlisis por espectrometria de masas y prediccion de O-glicosilacion
con NetOGlyc (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/)


http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/

3. RESULTADOS

3.1 ANALISIS DE LAS PROTEINAS POR SDS-PAGE

La comparacion de las fracciones obtenidas, FC y F1, permitié observar que
la segunda contiene menos proteinas que FC. Sin embargo se mantiene un patron
similar en algunas proteinas, probablemente por su abundancia o por la presencia
de isoformas mas solubles. Una observacion importante fue la presencia de una
banda relativamente abundante alrededor de los 27 kDa en F1, que ademas no
parece encontrarse en FC 0 su concentracion es considerablemente menor (Fig. 5).
Estos resultados sugieren que esta o estas proteinas son altamente solubles y no

son facilmente precipitables con 70 % de sulfato de amonio.
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Figura 5.- Proteinas del filtrado de cultivo de M. tuberculosis. SDS-PAGE 12%. Tincién con azul de
Coomassie. A Fraccion FC y B Fraccion F1.



3.2 LIGAND-BLOT (ConA-HRP)

S e analizo la reactividad de estas fracciones proteicas a ConA-HRP utilizando
o-Met-D-Manp y glucosa como azucares competidores. Los resultados mostraron
una fuerte interaccion de la lectina con el lipoarabinomanan (un glicolipido muy
abundante de pared que contiene manosas); de tal forma que no se observan
bandas definidas reactivas a ConA. La interaccién entre lectina y proteina fue
totalmente inhibida por a-Met-D-Manp y parcialmente por D-glucosa, sugiriendo una
union mediada por estos azlcares. Interesantemente la proteina de
aproximadamente 27 kDa presente en F1 reacciona con dicha lectina (Fig. 6).
Partiendo de estos datos se decidié analizar dichas fracciones en 2D SDS-PAGE,
técnica que evito la interferencia del lipido glicosilado, ademas de separar posibles

isoformas.
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Figura 6.- Ensayo de ligand blot (ConA-HRP) A: Fraccion FC y B: Fraccion F1. (1) Tincién con azul
de Coomassie, (2) Ligand-blot 1.25 pg/ml de ConA-HRP, (3) a-Met-D-Manp vy (4) D-glucosa.



3.3 ISOELECTROENFOQUE Y SDS-PAGE

Para analizar con mayor detalle la reactividad, de FC y F1 a ConA-HRP, se
utilizé la calidad resolutiva de 2D-SDS-PAGE. Esta metodologia permitio observar
claramente algunas proteinas que unen a ConA-HRP (Fig. 7B). Aunque es evidente
la reactividad en la zona de 38 kDa, se observan ademas otras posibles
glicoproteinas de diferentes masas moleculares nunca antes descritas. Algunas de
ellas en concentraciones minimas, lo que hace dificil identificarlas en la membrana
tefiida con de azul de Coomassie (Fig. 7A). La semi-purificacion de las diferentes
fracciones con cromatografia de afinidad, permitid enriquecer estas con proteinas
que unen ConA.

El uso de anticuerpos policlonales permitié identificar isoformas de PstS1 y
Mpt32 (Fig. 7D y E). La interaccion lectina-proteina se inhibié con a-Metil-D-Manp

(Fig. 7C).
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ConA-HRP en presencia de o-Met-D-Manp.
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Inmuno-reactividad contra Mpt32.
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La fraccion F1 contiene también a Mpt32 y PstS1, sin embargo sobresalen
algunas proteinas de 21 y 27 kDa y algunas otras proteinas que se encuentran
minimamente representadas pero que que unen fuertemente la lectina (Fig. 8B). La

union a la lectina se inhibe con a-Met-D-Manp como azucar competidor (Fig. 8C).
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Figura 8.- Ensayo de ligand-blot de F1 resuelta en 2D-SDS-PAGE (90 ug de proteina) A: Tincién con
azul de Coomassie. B: Ligand-blot (ConA-HRP). C: Ligand-blot (ConA-HRP) en presencia de o-Met-
D-Manp. D: Diagrama de identificacion.



Las proteinas encontradas en 21 y 27 kDa fueron analizadas por
espectrometria de masas de acuerdo con lo descrito en Gonzalez-Zamorano et al.,
2009. Los resultados determinaron que son isoformas de LpgH y LprG
respectivamente. Este Gltimo es un antigeno lipoproteico que cuenta con péptido
sefal, cuya masa molecular tedrica una vez procesada la proteina es de 21.7 kDa.
Se ha sugerido que la alta masa molecular observada podria deberse a una
modificacion postraduccional (Bigi et al., 1997). Interesantemente, esta proteina
parece encontrarse Unicamente en las especies del complejo M. tb.

Estas proteinas fueron reconocidas por el anticuerpo policlonal contra LprG,
donado por la Dra. F. Bigi del Instituto de Biotecnologia Argentina, quien ha

trabajado en la caracterizacion del homélogo en Mycobacterium bovis (Fig. 9).
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La especificidad de la interaccion con los azlUcares de las proteinas nativas
se confirmo cuando se compard la reactividad de PstS1 y LprG, las proteinas mas

abundantes de F1, con las respectivas proteinas recombinantes en E.coli.



Fue claro que las proteinas no glicosiladas, recombinantes en E coli, no
mantienen la reactividad a ConA-HRP. La inmuno-reactividad, con los anticuerpos
correspondientes, fue positiva en ambos casos (Fig. 10).

Estos experimentos demuestran que la union a ConA esta mediada por los

azucares presentes. Y que esta modificacion ocurre solo en la micobacteria.
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Figura 10.- Ensayo de ligand-blot de las proteinas nativas y recombinantes de PstS1 y LprG A:
Fraccion F1-FG (Fraccién enriquecida por cromatografia de afinidad a Con-A, ver 3.4). (1).-Tincién
con azul de Coomassie. (2).-Ligand-blot (ConA-HRP) (3).-Inmuno-reactividad con el anticuerpo
policlonal contra PstS1. (4).- Inmuno-reactividad con el anticuerpo policlonal contra LprG. B: PstS-1
recombinante en E. coli. (1).-Tincion con azul de Coomassie. (2).-Ligand-blot (ConA-HRP). (3).-
Inmuno-reactividad con el anticuerpo policlonal contra PstS1. (4).-lInmuno-reactividad contra histidina.
C: LprG recombinante en E. coli. (1).-Tincién con azul de Coomassie. (2).-Ligand-blot (ConA-HRP).
(3).- Inmuno-reactividad con el anticuerpo policlonal contra LprG. (4).-Inmuno-reactividad contra
histidina.

Para conocer cual o cuales pudieran ser los sitios de glicosilacion en LprG se
analizé su secuencia con el programa utilizado por Herrman (Herrmann et al., 2000)
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/). La prediccion sefialo tres Thr y dos Ser
con probabilidad de ser O-glicosiladas. La ultima Thr en el extremo carboxi-terminal

mostro el “score” mas alto (Fig.11).


http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/

Name: LprG Length: 236

MRTPRRHCRRIAVLAAVSIAATVVAGCSSGSKPSGGPLPDAKPLVEEATAQTKALKSAHMVLTVNGKIPGLSLKTLSGDL
TTNPTAATGNVKLTLGGSDIDADFVVEDGILYATLTPNQWSDFGPAADIYDPAQVLNPDTGLANVLANFADAKAEGRDTI
NGONTIRISGKVSAQAVNQIAPPENATQPVPATVWIQETGDHQLAQAQLDRGSGNSVOMTLSKWGEKVQVTKPPVS

Figura 11.- Secuencia de LprG y su prediccién de O-glicosilaciéon. En negrita se muestra la Thr con
mas alto “score”

El analisis de los aminoacidos cercanos a las Thr o Ser reportadas mostré
que se encuentran Pro muy cercanas, en algunos casos estas se encuentran en las

posiciones -1y +3 (aminoacidos subrayados en la Tabla 3).

No. de a.a Secuencia

34 PSGGPLP

49 EATAQTK

187 NATQPVP

231 VTKPPVS

236 VTKPPVS

Tabla 4.- Prediccion de O-glicosilacion en NetOGlyc para LprG. En negritas se muestran los
aminoacidos potenciales sitios de O-glicosilacion. Las Pro subrayadas se encuentran en la posicién -1
y +3 con respecto a la Ser o Thr predicha por el algoritmo. La Thr 231 obtuvo el “score” mas alto.

3.4 CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD.

I | uso de una columna de afinidad a la lectina permitio la semi-purificacion de
posibles glicoproteinas contenidas en las fracciones FC y F1. Esta metodologia

resulto bastante Gtil para obtener una fraccion enriquecida en proteinas que se unen



a ConA. Estas fracciones se denominaron FC-FG y F1-FG segun el filtrado del cual
se haya partido. Ambas se trataron como se describe en métodos 2.3 para
resolverse en 2D-SDS-PAGE. En el cromatograma de la fraccion FC se observa un
pico bien definido de las proteinas que unieron la lectina en columna (Fig. 12A). La
fraccion FC-FG esta principalmente representada por PstS1 (38kDa) y Mpt32
(45kDa). Parecen estar presentes LpgH y LprG en menor concentracion.
Interesantemente por encima de PstS1 se observa el enriquecimiento de algunas
proteinas con masas moleculares nunca antes descritas para glicoproteinas de M.

tuberculosis (Fig. 12B).
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Figura 12.- Purificacion por afinidad a la columna de ConA de la fraccién FC. A: Cromatograma.
Elucion en la fraccion 18. B: Ensayo de ligand-blot (ConA-HRP). (1).- Fraccion FC antes de pasar por
la columna (tincion con azul de Coomassie). (2).- Fraccion que une a la columna y eluida con a-Met-
D-Manp (tincién con azul de Coomassie). (3).- Ligand-blot (ConA-HRP) de la fraccién eluida. (4):
Ligand-blot en presencia de a-Met-D-Manp.

Por otro lado, la fraccion F1 también mostré union a la columna de afinidad a
la lectina. PstS1 sigue presente, probablemente por la presencia de isoformas mas

solubles o0 a su abundancia. Ademas se enriquecieron LprG y LpgH (Fig. 13).
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Figura 13.- Purificacion por afinidad a la columna de ConA de la fraccion F1. A: Cromatograma.
Elucién en la fracciéon 22. B: Ensayo de ligand-blot (ConA-HRP). (1).- Fraccién F1 antes de pasar por
la columna (tincion con azul de Coomassie). (2).- Fraccion unida a la columna y eluida con a-Met-D-
Manp (tincion con azul de Coomassie) (3).- Ligand-blot (ConA-HRP) de la fraccion eluida. (4): Ligand-
blot en presencia de a-Met-D-Manp.

3.5 ENSAYOS DE LIGAND-BLOT DE FC-FG Y F1-FG RESUELTAS EN

2D-SDS-PAGE

Las fracciones enriquecidas (FC-FG y F1-FG) se resolvieron en SDS-PAGE
2D y se transfirieron a membranas PVDF (Fig. 14 y 15) para identificar las posibles
glicoproteinas por MS (Tabla 5). El ensayo de ligand-blot mostr6 que algunas
proteinas de FC-FG y F1-FG no unieron a la ConA-HRP como podria esperarse.
Estos resultados sugirieron que probablemente existan algunas interacciones

proteicas en solucion.
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Figura 14.- Ensayo de ligand-blot de FC-
FG (90ug de proteina total) resuelta en 2D-
SDS-PAGE A: Proteinas transferidas a
membrana PVDF y tefiidas con azul de
Coomassie. Las flechas y el circulo indican
contaminacion con ConA. B. Ligand-blot
(ConA-HRP). C: Ligand-blot en presencia
de a-Met-D-Manp. D: Ligand-blot de FC-
FG. Sélo las marcas que fueron
consistentes en tres ensayos diferentes se
indican con circulos.
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Figura 15.- Ensayo de ligand-blot de F1-FG (70ug de proteina total) resuelta en 2D-SDS-PAGE. A:
Proteinas transferidas a membrana PVDF y tefiidas con azul de Coomassie. B. Ligand-blot (ConA-
HRP). C: Ligand-blot en presencia de a-Met-D-Manp. D: Inmuno-reactividad con el anticuerpo
policlonal contra LprG. En el panel B, las flechas indican los puntos reconocidos por anticuerpos
contra PstS1 y LpgH en experimentos paralelos.

Como puede apreciarse en FC-FG existen varias proteinas que unen ConA
tanto en columna como en blot; sin embargo, F1-FG no contiene proteinas diferentes

a las ya vistas en FC-FG o F1.



3.6 ESPECTROMETRIA DE MASAS (LC/ESI-MS/MS) Y PREDICCION DE O-

GLICOSILACION CON NetOGlyc. (http://www.chs.dtu.dk/services/NetOGlyc/)

Varios puntos que unen ConA se identificaron en la membrana de la fraccién
FC-FG. En algunos casos cada punto corresponde a mas de una proteina (Tabla 5).
Ya que las proteinas fueron capturadas en columna de afinidad a ConA, podria
esperarse que muchos de estos puntos correspondan a glicopéptidos, sin embargo
esto necesita ser probado experimentalmente.

Por otro lado, es importante mencionar que la identificacion de GroEL por MS
en FC, planteo el hecho de que en el cultivo estatico de 4-6 semanas de M.
tuberculosis se encuentran proteinas citoplasmaticas y no solo las proteinas

secretadas.

Tabla 5. Identificacién por LC/ESI-MS/MS de las proteinas en FC-FG

No.

“Spot” Nombre de la No. de
a

acceso

% de
Secuencia
cuebierta

M, pl MOWSE Péptidos

proteinab NCBI Tebrico ¢ Teérico ¢ | “Score”  emparejados

1 No identificada
2 Lipoproteina Lpgw Rv1166 | gi/15608306 66.1 5.34 38 5 9
3 Lipoproteina LpgwW Rv1166 | gi/15608306 66.1 5.34 a7 2 3
4 No identificada
1-4 Lipoproteina LpgwW Rv1166 | gi/15608306 66.1 5.34 229 11 17
1-4 Lipoproteina LpgB Rv3244c | gi/15610380 61.1 5.19 95 4 8

Proteina asociada a
membrana de unién a

1-4 penicilina 1A/1B Rv3682 | gi/57117145 84.5 5.34 66 5 7
PonA2
5 No identificada
6 Lipoproteina LpgB | Rv3244c | gi/15610380 61.1 5.19 223 12 27
7 Lipoproteina LpgB Rv3244c | gi/15610380 61.1 5.19 202 12 25
8 Lipoproteina LpgB Rv3244c | gi/15610380 61.1 5.19 216 11 23
9 Lipoproteina LpgB Rv3244c | gi/15610380 61.1 5.19 255 15 34
6-9 Lipoproteina LpgB Rv3244c | gi/15610380 61.1 5.19 353 13 20
6-9 Lipoproteina LpgF Rv3593 | gi/15610729 | 48.4 6.49 27 1 2
10 No identificada
11 No identificada
12 Proteasa secretada Rv2672 | gi/15609809 53.9 4.88 70 1 2

13 Proteasa secretada Rv2672 | gi/15609809 53.9 4.88 195 5 10



http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/

Nombre debla H37Rv ;\::%ei?) M, pl MOWSE Péptidos
proteina gen NCBI Tebrico ¢ Tedrico © | “Score” | emparejados

% de
Secuencia
cuebierta

14 No identificada
Lipoproteina
15 periplasmica de union | Rv1280c | gi/15608420 63.5 6.56 51 2 6
al oligopéptido OppA
Lipoproteina
16 periplasmica de uniéon | Rv1280c | gi/15608420 63.5 6.56 45 1 2
al oligopeptido OppA
Lipoproteina
14-16 | periplasmica de uni6on | Rv1280c | gi/15608420 63.5 6.56 228 5 12
al oligopéptido OppA
Proteina hipotética
Rv0907
Precursor gama-
14-16 | glutamiltranspeptidasa | Rv2394 | gi/15609531 66.5 5.66 86 2 4
GgtB
Proteina hipotética
Rv0988

17 No identificada

Proteina hipotética
Rv0907
Precursor gama-
18 glutamiltranspeptidas | Rv2394 | gi/15609531 66.5 5.66 64 2 3
a GgtB
Proteina hipotética
Rv1860 Apa
Proteina hipotética
Rv1860 Apa

21 No identificada

Precursor gama-
22 glutamiltranspeptidas | Rv2394 | gi/15609531 66.5 5.66 31 3 7
a GgtB
Precursor gama-
23 glutamiltranspeptidas | Rv2394 | gi/15609531 66.5 5.66 32 2 3
a GgtB
Precursor gama-
24 glutamiltranspeptidas | Rv2394 | gi/15609531 66.5 5.66 50 3 7
a GgtB
Precursor gama-
25 glutamiltranspeptidas | Rv2394 | gi/15609531 66.5 5.66 74 3 5
a GgtB
Precursor gama-
26 glutamiltranspeptidas | Rv2394 | gi/15609531 66.5 5.66 121 3 5
a GgtB
Precursor gama-
22-26 | glutamiltranspeptidas | Rv2394 | gi/15609531 66.5 5.66 198 7 10
a GgtB
Proteina hipotética
Rv1860 Apa
28 Lipoproteina LppZ Rv3006 | gi/15610143 38.7 4.85 296 16 37
Lipoproteina
periplasmica de unién
a fosfato PSTS1 (PBP-
1) (PSTS1)
Proteina hipotética
Rv2813
29 Lipoproteina LppZ Rv3006 | gi/15610143 38.7 4.85 414 16 35
Lipoproteina
periplasmica de unién
a fosfato PSTS1 (PBP-
1) (PSTS1)

30 Lipoproteina LppZ Rv3006 | gi/15610143 38.7 4.85 333 12 33
Lipoproteina
periplasmica de unién
a fosfato PSTS1 (PBP-
1) (PSTS1)

14-16 Rv0907 | i/15608047 56.8 5.43 119 3 7

14-16 Rv0988 | 0i/15608128 42.7 5.26 44 1 2

18 Rv0907 | gi/15608047 56.8 5.43 172 7 13

19 Rv1860 | i/57116926 32.7 4.52 97 4 34

20 Rv1860 | i/57116926 32.7 4.52 67 2 12

27 Rv1860 | gi/57116926 32.7 4.52 60 4 33

28 Rv0934 | gi/57116801 38.4 5.14 100 1 4

28 Rv2813 | i/15609950 29.1 8.6 38 1 1

29 Rv0934 | gi/57116801 38.4 5.14 103 3 10

30 Rv0934 | gi/57116801 38.4 5.14 132 6 24




Nombre de la ;\::%ei?) Mr P! MOWSE Peptidos Sez/&gr?cia
proteina b NCBI Tebrico ¢ Tedrico © | “Score” | emparejados cuebierta
31 Lipoproteina LppZ Rv3006 | gi/15610143 38.7 4.85 326 10 26
Lipoproteina
periplasmica de union .
31 a fosfato PSTS1 Rv0934 | gi/57116801 38.4 5.14 243 5 15
(PBP-1) (PSTS1)
Proteina hipotética .
31 Rv1860 Apa Rv1860 | gi/57116926 32.7 452 58 1 3
Lipoproteina
31 periplasmica de union | Rv0928 | gi/57116798 38.4 5.14 40 3 7
a fosfato PSTS3
32 Lipoproteina Lpql Rv0237 | gi/57116706 39.3 5.4 141 5 10
32 | Lipoproteinade union | pyay116 | gis1s607552 | 35.66 5.39 86 3 8
a glutamina
32 Lipoproteina LppZ Rv3006 | gi/15610143 38.7 4.85 48 2 7
33 Lipoproteina Lpql Rv0237 | gi/57116706 39.3 5.4 194 9 19
33 | Lipoproteinade union | pos110 | ginse07552 | 35.4 5.39 185 6 19
a glutamina GInH
33 Lipoproteina LppZ Rv3006 | gi/15610143 38.7 4.85 119 6 8
34 | Lipoproteinade union | o o411¢ | giinse07552 | 35.4 5.39 411 10 29
a glutamina GInH
34 Lipoproteina Lpql Rv0237 | gi/57116706 39.3 5.4 290 10 23
34 Lipoproteina LppZ Rv3006 | gi/15610143 38.7 4.85 52 2 6
35 Lipoproteina Lpql Rv0237 | gi/57116706 39.3 5.4 172 8 14
35 Lipoproteina LppZ Rv3006 | gi/15610143 38.7 4.85 79 3 10
g5 | Lipoproteinade union | o 6419 | 15607552 | 35.4 5.39 33 1 2
a glutamina GInH
36 Lipoproteina Lpql Rv0237 | gi/57116706 39.3 5.4 255 9 22
36 Lipoproteina LppZ Rv3006 | gi/15610143 38.7 4.85 173 5 17
Lipoproteina
periplasmica de unién .
36 a fosfato PSTS1 Rv0934 | gi/57116801 38.4 5.14 40 2 9
(PBP-1) (PSTS1)
37 No identificada
Lipoproteina
38 periplasmica de union | Rv3044 | gi/15610181 36.8 5.2 142 3 8
a dicitrato-FEIIl FecB
Lipoproteina
39 peripldsmica de uniéon | Rv3044 | gi/15610181 36.8 5.2 85 2 5
a dicitrato-FEIIl FecB
40 Lipoproteina LppL Rv2138 | gi/15609275 36.8 7.07 65 2 8
41 Lipoproteina LppL Rv2138 | gi/15609275 36.8 7.07 171 4 17
Proteina hipotética .
42 RV1860 Apa Rv1860 | gi/57116926 32.7 452 28 1 6
Lipoproteina
periplasmica de union .
43 a fosfato PSTS1 (PBP- Rv0934 | gi/57116801 38.4 5.14 213 5 18
1) (PSTS1)
Proteina hipotética .
43 RV1860 Apa Rv1860 | gi/57116926 32.7 4.52 71 1 3
Lipoproteina
43 | Periplasmicade union | p ng3oc | 657116800 | 38.1 4.97 58 1 2
a fosfato PSTS2 (PBP-2)
(PSTS?2)
Lipoproteina
periplasmica de union .
44 a fosfato PSTS1 Rv0934 | gi/57116801 38.4 5.14 347 11 51
(PBP-1) (PSTS1)
Lipoproteina
periplasmica de union .
44 a fosfato PSTS?2 Rv0932c | gi/57116800 38.1 4.97 124 2 6
(PBP-2) (PSTS2)
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44 Lipoproteina LppZ | Rv3006 | gi/15610143 | 38.7 4.85 41 2
44 Lipoproteina LpgN Rv0583c | gi/15607723 23.6 4.57 31 4
Lipoproteina
periplasmica de union .
45 a fosfato PSTS1 Rv0934 | gi/57116801 38.4 5.14 588 21 57
(PBP-1) (PSTS1)
Lipoproteina
periplasmica de union .
45 a fosfato PSTS? Rv0932c | gi/57116800 38.1 4.97 108 4 13
(PBP-2) (PSTS?2)
Lipoproteina
periplasmica de union .
46 a fosfato PSTS1 Rv0934 | gi/57116801 38.4 5.14 471 24 53
(PBP-1) (PSTS1)
46 Lipoproteina LppZ Rv3006 | gi/15610143 38.7 4.85 111 2 6
Lipoproteina
periplasmica de union .
47 a fosfato PSTS1 Rv0934 | gi/57116801 38.4 5.02 538 22 50
(PBP-1) (PSTS1)
Proteina hipotética .
47 RV0281 Rv0281 | gi/15607422 33 4.88 53 1 3
47 Tioredoxina Rv1324 | gi/15608464 32.2 4.63 34 1 1
Lipoproteina
peripldsmica de union .
48 a fosfato PSTS1 Rv0934 | gi/57116801 38.4 5.14 116 7 21
(PBP-1) (PSTS1)
Proteina hipotética .
48 RV1084 Rv1084 | gi/15608224 71 5.37 40 4 6
a9 | Peptidi-prolil cis-trans | o ooas | Gi15600710 | 32,63 9.45 79 1 2
isomerasa B
49 Glicosil hidrolasa Rv1096 | gi/15608236 31.1 6.51 52 1 3
5o | Peptdi-prolil cis-trans | o o5g) | Girnse09719 | 32.6 9.45 64 1 2
isomerasa B PpiB
51 No identificada
Lipoproteina
periplasmica de union .
52 a fosfato PSTS1 Rv0934 | gi/57116801 38.4 5.14 81 1 4
(PBP-1) (PSTS1)
52 Lipoproteina LpgN Rv0583c | gi/15607723 23.7 4.57 62 3 19
52 Glicosil hidrolasa Rv1096 | gi/15608236 311 6.51 51 1 3
Lipoproteina
periplasmica de
53 union a fosfato Rv0934 | gi/57116801 38.4 51 187 7 18
PSTS1 (PBP-1)
(PSTS1)
53 Glicosil hidrolasa Rv1096 | gi/15608236 31.1 6.51 99 3 10
53 Lipoproteina LpgN | Rv0583c | gi/15607723 | 23.7 4.57 89 4 14
53 Lipoproteina LppZ | Rv3006 | /15610143 | 38.7 4.85 42 3 5
Lipoproteina
periplasmica de union .
54 a fosfato PSTS1 Rv0934 | gi/57116801 38.4 51 115 1 4
(PBP-1) (PSTS1)
54 Glicosil hidrolasa Rv1096 | gi/15608236 311 6.51 a7 3
54 | Precursorbeta-13- | o 0415 | gi15607456 | 32.2 491 44 11
glucanasa
55 | Precursorbeta-13- | o nai5 | gi15607456 |  32.2 491 154 7 20
glucanasa
55 Glicosil hidrolasa Rv1096 | gi/15608236 31.1 6.51 96 2 6
56 Precursor beta-1.3- | p o315 | gif15607456 |  32.2 4.91 134 7 21
glucanase
56 Glicosil hidrolasa Rv1096 | gi/15608236 31.1 6.51 80 1 3
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56 Lipoproteina LpgN Rv0583c | gi/15607723 23.7 4.57 45 1 4
57 No identificada
Lipoproteina de
58 superficie celular Rv2873 | gi/15610010 225 4.86 92 3 18
Mpt83
58 Lipoproteina LpgN Rv0583c | gi/15607723 23.6 4,57 45 1 4
59 No identificada
g0 | Pettaclamasaciase | pyo068c | gil15609205 | 32.4 5.77 138 4 10
Proteina de
60 membrana externa A | Rv0899 | gi/15608039 33.66 6.84 89 1 5
OMPA
Superoxido dismutasa
60 periplasmica [Cu-Zn] | Rv0432 | gi/15607573 23.8 5.94 60 1 9
SodC
Lipoproteina
periplasmica de union
60 a fosfato PSTS3 Rv0928 | gi/57116798 37.8 5.27 35 1 2
(PBP-3) (PSTS3)
(PHOS1)
Superoxido dismutasa
61 periplasmica [Cu-Zn] | Rv0432 | gi/15607573 23.8 5.94 44 4 19
SodC
61 |Detlaclemasaciase Al pyoo6ge | gif15600205 | 32.7 5.77 42 2 4
Superoxido dismutasa
62 periplasmica [Cu-Zn] Rv0432 | gi/15607573 23.8 5.94 86 3 18
SodC
62 Lipoproteina LprF Rv1368 | gi/15608508 26.9 8.89 61 1 3
63 Lipoproteina LpgT Rv1016c | gi/15608156 24.6 6.51 68 2 8
64 Lipoproteina LpgT Rv1016c | gi/15608156 24.6 6.51 70 15
65 Lipoproteina LprA Rv1270c | gi/15608410 24.8 5.26 165 13 54
Lipoproteina de
65 superficie celular Rv2873 | gi/15610010 22.5 4.86 53 1 8
Mpt83
66 Lipoproteina LprG Rv141ilc | gi/15608549 24.6 7.77 203 8 31
67 Lipoproteina LprG Rv141lc | gi/15608549 24.6 7.77 241 9 31
68 Lipoproteina LprG Rv141ilc | gi/15608549 24.6 7.77 159 10 30
69 Lipoproteina LprG Rv141ilc | gi/15608549 24.6 7.77 43 2 6
69 Lipoproteina LppC Rv191i1c | gi/15609048 19.9 5.76 30 2 7
70 Lipoproteina LppX Rv2945¢c | gi/15610082 241 5.03 58 7 34
71 Lipoproteina LppX Rv2945¢c | gi/15610082 241 5.03 38 1 4
72 19 kDaL"ICf’(;’IEI’rOte'”a RV3763 | gi/15610899 | 15.1 6.54 54 4 47
73 19 "DaL"Ff’O‘l’IE’irOte'”a RV3763 | gi/15610899 | 15.1 6.54 36 2 28
73 Lipoproteina LppC Rv1911lc | gi/15609048 19.8 5.76 32 1 3
74 | 19 kDaL';fgﬁrOte'”a RV3763 | gi/15610899 | 15.1 6.54 175 7 47
74 Bacterioferritina BffB | Rv3841 | gi/15610977 20.4 4.73 58 1 5
Proteina hipotética .
74 RV0020cC Rv0020c | gi/15607162 56.8 4.89 48 2 5
Proteina hipotética .
74 RV3491 Rv3491 | gi/15610627 20.3 6.23 40 1 3
74 Lipoproteina LppC Rv1911lc | gi/15609048 19.8 5.76 34 1 3
19 kDa lipoproteina :
75 antigeno LPQH Rv3763 | gi/15610899 15.1 6.54 98 2 22
19 kDa lipoproteina :
76 antigeno LPQH Rv3763 | gi/15610899 15.1 6.54 63 2 22
Proteina hipotética .
76 RV2799 Rv2799 | gi/15609936 22.8 6.81 41 1 4
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77 No identificada
78 No identificada

a Numero de “spot” corresponde al nimero en la Figura 14D. b El nombre de la proteina corresponde
a la base de datos de NCBI. c Valores tedricos de pl and Mr se obtuvieron de Mascot (Matriz Science,

London, U. K., disponible en http://www.matrixscience.com).

De acuerdo a la caracterizacion funcional reportada para Lpps (Sutcliffe et al;
2004) y la base de datos TuberculList (http://genolist.pasteur.fr/TubercuList/), la
identificacion de este trabajo incluye 41 proteinas que entran en difentes categorias:
Proteinas de funcion desconocida (LpqT, LpgW, LprF, LprG, LppC, LpgB, LppZ,
LpgF, LpgN, LppL, Rv0907, Rv0988, Rv1084, Rv2799, Rv2813, and Rv3491);
proteinas que por prediccion parecen estar involucradas en la degradacion
(glicosilhidrolasas, Lpgl y Rv1096, un precursor putativo de 1-3 glucanasa, Rv0315
y una proteasa secretada, Rv2672); proteinas involucradas en sistemas de
transporte de diversos sustratos (para peptidos, una lipoproteina putativa de union a
glutamina, GInH y OppA; de fosfato, PstS1, PstS2 y PstS3 y de hierro, FecB);
enzimas involucradas en el metabolismo y detoxificacion (y-glutamil transferasa
GgtB, superoxido dismutasa SodC, una transpeptidasa PonA2, una putativa S-
adenosilmetionina-dependiente,metiltransferasa, Rv0281, una tiorredoxina, Rv1324
una peptidilpropil isomerasa PpiB; proteinas con funcion de adhesion e invasion
celular (Mpt32, LpgH, Mpt83); una posible bacterioferritina, BfrB y una presunta beta
lactamasa BlacC; proteinas con una posible funcion en la sefalizacion y funciones
relacionadas ( LprA, LppX, LprG).

Es importante mencionar que 11 de las proteinas identificadas por MS,

OmpA, LprF, GgtB, LpgF, LppL, Rv0281, Rv0988, Rv1084, Rv1096, Rv1234 y


http://www.matrixscience/
http://genolist.pasteur.fr/TubercuList/

Rv2582, corresponden a proteinas que han sido reportadas previamente en

proteomas publicados de M. tuberculosis (Tabla 6).

3.7 ANALISIS BIOINFORMATICO.

Las proteinas identificadas en este trabajo por MS se analizaron con
diferentes algoritmos para determinar si tienen péptido sefial, si pueden ser
potenciales lipoproteinas y si tienen posibles sitios de O-glicosilacion. (Tabla 6); con
negritas se indican las 28 proteinas (68% del total de proteinas identificadas) con
péptido sefial y que ademas tienen sitios probables de glicosilacion. Estas incluyen
LpgH, PstS1, SodC, GInH, Mpt83 y Mpt32, glicoproteinas anteriormente descritas.
Dado que hasta el momento todas las glicoproteinas descritas para M. tuberculosis
son lipoproteinas, con excepcion de Mpt32, un dato importante es que se predice

que 19 de las proteinas identificadas son lipoproteinas.

Tabla 6. Prediccion de sitios de O-glicosilacion, lipidacién y péptido sefial en las proteinas

identificadas.

Proteina Péptido NetOglyc Prediccion Proteoma de referencia
Sefial” hits® Lpp®
1 | Rv0020c | Rv0020c 74 0.00 0 (Planck, ; Rosenkrands et
al., 2000a; Rosenkrands et
al., 2000b),
2 Rv0237 Lpql 32-36 1.00 12 Si (Malen et al., 2007,
Mattow et al., 2007)
3 Rv0281 Rv0281 47 0.07 2 Este trabajo.
4 Rv0315 BGlu 54-56 1.00 4 (Malen et al., 2007)
5 | Rv041lic GInH 32-35 0.99 10 Si (Malen et al., 2007)
6 Rv0432 SodC 60-62 1.00 19 Si (Mattow et al., 2007)
7 | Rv0583c LpgN 44, 52, 53, 1.00 27 Si (Malen et al., 2007)
56, 58
8 Rv0899 OmpA 60 0.00 8 Este trabajo
9 Rv0907 Rv0907 14-16, 18 0.00 0 (Mattow et al., 2007)
10 | Rv0928 PstS3 31, 60 1.00 0 Si (Malen et al., 2007)
11 | Rv0932c PstS2 43-45 1.00 2 si (Malen et al., 2007,
Mattow et al., 2007,
Planck)




Proteina | No. de Péptido NetOglyc

“Spot™? Seal® hits® Lpp
12 | Rv0934 PstS1 28-31, 36, 1.00 9 si (Planck, ; Rosenkrands
43-48, 52- et al., 2000a;
54 Rosenkrands et al.,
2000b; Sinha et al., 2002)
13 | Rv0988 Rv0988 14-16 1.00 0 Este trabajo
14 | Rv1016¢c LpgT 63, 64 0.99 20 si Este trabajo
15 | Rv1084 Rv1084 48 0.00 1 Este trabajo
16 | Rv1096 Glicosil 49, 52-56 0.74 3 Este trabajo
hidrolasa
17 | Rv1166 LpgW 1-4,2,3 1.00 27 si (Malen et al., 2007)
18 | Rv1270c LprA 65 0.99 7 si (Mattow et al., 2007)
19 | Rv1280c OppA 14-16 0.03 1 si (Mattow et al., 2007)
20 | Rv1324 |Tiorredoxina 47 0.46 4 (Mattow et al., 2007,
Rosenkrands et al., 2000a)
21 | Rv1368 LprF 62 0.99 9 si (Sinha et al., 2002)
22 | Rvl4lic LprG 66-69 1.00 4 si (Mattow et al., 2007)
23 | Rv1860 Apa 19, 20, 27, 1.00 14 (Planck, ; Rosenkrands
31, 42, 43 et al., 2000a;
Rosenkrands et al.,
2000b)
24 | Rv191lc LppC 69, 73,74 0.97 11 si (Malen et al., 2007)
25 | Rv2068c BlaC 60, 61 1.00 0 (Malen et al., 2007)
26 Rv2138 LppL 40, 41 1.00 5 si Este trabajo
27 | Rv2394 GgtB 14-16, 18, 0.99 9 si Este trabajo
22-26
28 | Rv2582 PpiB 49, 50 0.16 16 Este trabajo
29 | Rv2672 Proteasa 12,13 0.99 6 Si (Malen et al., 2007)
secretada
30 | Rv2799 Rv2799 76 0.57 9 (Malen et al., 2007)
31 | Rv2813 Rv2813 28 0.00 2 Este trabajo
32 | Rv2873 Mpt83 58, 65 1.00 9 si (Malen et al., 2007)
33 | Rv2945c LppX 70,71 0.99 3 Si (Mattow et al., 2007)
34 | Rv3006 LppZ 28-36, 44, 0.99 3 si (Malen et al., 2007;
46, 53 Mattow et al., 2007)
35 | Rv3044 FecB 38, 39 0.99 3 si (Malen et al., 2007)
36 | Rv3244c LpgB 1-4, 6-9 1.00 3 Si (Malen et al., 2007)
37 | Rv3491 Rv3491 74 0.96 5 (Malen et al., 2007)
38 | Rv3593 LpgF 6-9 1.00 2 si Este trabajo
39 | Rv3682 PonA2 1-4 0.98 4 (Malen et al., 2007)
40 | Rv3763 LpgH 72-76 1.00 13 si (Mattow et al., 2007
Rosenkrands et al.,
2000a; Rosenkrands et
al., 2000b)
41 | Rv3841 BfrB 74 0.00 1 (Malen et al., 2007)

% Numeracion de “spot” correspondiente en la Fig. 14D. ® Prediccion de acuerdo a
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). © De acuerdo a la prediccién NetOGlyc prediction
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/). ¢ De acuerdo al algoritmo LipoP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/LipoP/).
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4. DISCUSION

La cromatografia de afinidad a ConA combinada con 2D-SDS-PAGE y MS
se utilizé en este trabajo para la busqueda de nuevas proteinas manosiladas en el
proteoma de M. tuberculosis. Los resultados demuestran que esta bacteria posee un
gran namero de posibles glicoproteinas manosiladas con funciones muy variadas.
Esta diversidad de funciones vinculada con manosilacion, sugiere que esta
modificacion postraduccional sea comun en proteinas exportadas a la pared celular
o al medio extracelular. La glicosilacién proteica ligada a vias de secrecion ha sido
establecida en la levadura Sacharomyces cerevisiae (Herscovics et al., 1993).

Recientemente se ha determinado que procesos especificos de translocacion
requieren de O-manosilacion proteica en la micobacteria (VanderVen et al., 2005).
La O-manosilacion es una modificacibn postraduccional muy importante en
levaduras, determina la estructura e integridad de la pared celular, asi como la
diferenciacion celular y la virulencia (Lengeler et al., 2008, Proszynski et al., 2004,
Willer et al., 2005). Interesantemente la mayoria de las proteinas posiblemente
glicosiladas identificadas en este trabajo corresponden a Lpps, un grupo de
moléculas micobacterianas involucradas en virulencia. Se demostro la atenuacion
de la virulencia en M. tuberculosis mutante para IpsA. IpsA codifica para una
peptidasa involucrada en el procesamiento de Lpps (Sander et al.,, 2004). Estas
macromoléculas estan caracterizadas por una “lipobox” localizada en el carboxi-
terminal que consiste en cuatro aminoacidos LVI / ASTVI / GAS / C (Babu et al.,

2006). La modificacion esta dada por la actividad consecutiva de tres enzimas. El



“knock-out” IpsA muestra una reduccion en la multiplicacion del bacilo en
macrofagos de raton (J774), ausencia total de la patologia caracteristica en el
pulmén, y una reduccion de 3 a 4 6rdenes de magnitud en el nUmero de células
formadoras de colonia en un modelo murino de tuberculosis (Sander et al., 2004).
Algunas proteinas que se han identificado como glicoproteinas son potentes
antigenos como PstS1, LpgH, Mpt32 y Mpt83 (Espitia et al., 1989, Hewinson et al.,
1996, Noss et al., 2001). Aunque sus funciones bioldgicas no han sido claramente
dilucidadas se sabe que PstS1 y Mpt83 forman parte de operdnes, PstS1 del operdn
de transporte de fosfato y Mpt83 se contranscribe con Mpt70 (Braibant et al., 1996,
Torres et al., 2001, Juarez et al., 2001). El papel de los azlcares en las proteinas O-
manosiladas es aun desconocida, sin embargo las manosas unidas a estas
moléculas podrian ser importantes en la respuesta inmune. Mpt32, purificada,
produece una potente respuesta de hipersensibilidad retardada, ademas estimula
células T in vitro. En contraste la proteina deglicosilada recombinante en E. coli no
produce dichos efectos (Horn et al., 1999, Romain et al., 1999). Del mismo modo los
anticuerpos de pacientes enfermos reconocen la proteina glicosilada pero no la
forma no glicosilada (Lara et al., 2004). Ademas las glicoproteinas micobacterianas
han sido relacionadas con la capacidad de interaccionar con el hospedero a través
de sus azucares. Recientemente se ha demostrado que LpgH es una de las
principales adhesinas del receptor de manosas en el macrofago y de DC-SIGN
(Silvestre et al., 2005, Pitarque et al., 2005). Mpt32 también interacciona con DC-
SIGN y proteina surfactante, interacciones que podrian facilitar la colonizacion vy la

invasion de las celulas hospederas (Pitarque et al., 2005, Ragas et al., 2007).



Se sabe que algunas de las lipoproteinas micobacterianas como PstS1 y LpgH
interaccionan con los receptores Toll. Sin embargo mientras la interaccién de LpgH
con TLR-2 inhibe INFy regulando la expresion de MHC-II en macrofagos alveolares
(Fulton et al., 2004; Noss et al., 2001), PstS1 actua a través de TLR-2 y TLR-4
induciendo la activacion de vias, en dondé TNFa Yy la expresién de IL-6 tienen un
papel escencial durante la infeccion (Jung et al., 2006).

Por otro lado es importante recordar que los sitios posibles de O-glicosilaciéon
estdn evaluados con un programa para eucariontes totalmente predictivo hasta
cierto punto. Habra que contar con los resultados experimentales. Sin embargo, es
importante mencionar que dicho programa ha resultado ser una herramienta util
dado que algunas de las proteinas que Herrman reportd6 como posibles
glicoproteinas, reaccionan positivamente a la ConA, hecho que se reafirmo en este
trabajo.

Varios factores de virulencia bacterianos como toxinas, adhesinas, invasinas,
lipasas y proteasas estan asociadas a la superficie celular y algunas de ellas pueden
ser secretadas (Finlay y Falkow, 1997). Estas proteinas se encuentran en una
posicion ideal para participar en la interaccion patdogeno-hospedero. La funcion de
una proteina depende de su correcta localizacion. En las bacterias Gram-positivas
las lipoproteinas asociadas a la célula quedan ancladas en la membrana plasmaética.
En las Gram-negativas, la gran mayoria son liberadas de las membranas
plasmaticas y ancladas a la membrana externa (Tokuday Matsuyama, 2004). A
pesar de los recientes progresos en el fraccionamiento subcelular (Mawuenyega et
al., 2005; Rezwan et al., 2006) la localizacion de las lipoproteinas micobacterianas

ha sido poco analizada. En los extractos fraccionados de M. tuberculosis reportados



por Mawuenyega et al (2005), se identificaron y localizaron 28 probables
lipoproteinas, 6 de ellas se encontraron en la pared celular, 10 en la membrana
plasmatica, 7 en el citosol, y 5 se observaron en dos o en las tres fracciones. La
localizacion de lipoproteinas maduras en el citosol es cuestionable; éstas podrian
representar las recientemente sintetizadas. Sin embargo no se sabe si esto aplica

también para las glicolipoproteinas.

Finalmente entre las proteinas identificadas en este trabajo se encuentra LprG
(Bigi et al., 1997). Esta proteina es considerada un factor de virulencia ya que M.
tuberculosis carente de LprG atenua su virulencia en un modelo de ratén (Bigi et al.,
2004). LprG disminuye la proteccidon dada por la vacuna BCG, sugiriendo que la Lpp
podria modular el curso de la infeccion experimental y posiblemente tener un papel
en la infeccién, induciendo un incremento en la supresion de la respuesta inmune
(Hovav et al., 2003, Hovav et al., 2006). El efecto anti-protector de LprG podria
deberse a su capacidad para modular la respuesta inmune a través de la activacion
de TLR-2, una actividad también encontrada en LprA (Pecora et al., 2006).
Interesantemente, LprG también requiere de la glicosilacion para la activacion de
celulas T, in vivo, restringidas a MHC-II (Gehring et al., 2004, Sieling et al., 2008).

Estos resultados sugieren que muchas de las posibles glicoproteinas,
identificadas en este trabajo, podrian representar potenciales adhesinas para DC-
SIGN vy el receptor de manosa. Estas moléculas también podrian estar involucradas

en la virulencia y la respuesta inmune contra la micobacteria.



LpqT (Rv1016c) también es importante para el crecimiento Optimo in vivo
(Rengarajan et al., 2005, Sassetti y Rubin, 2003) Por otro lado, LpgB (Rv3244c) es
una lipoproteina particularmente interesante: el gen IpgB esta localizado
inmediatamente corriente abajo del segundo componente del sistema de
transduccion de sefiales MitrAB. En este sistema, MtrB es el sensor-cinasa
transmembranal y MtrA es un regulador citoplasmatico. Podria suponerse que LpgB
modula el sensor de sefales por MtrB (Hoskisson y Hutchings, 2006). LprF (Rv1368)
muestra interaccion proteina-proteina con la histidina cinasa KdpD. La via de
transduccion de sefiales aparece como una respuesta primaria al estrés osmotico en
M. tuberculosis y M. smegmatis. Se ha sugerido que el dominio de la histidina cinasa
forma un complejo con LprF (Boshoff et al., 2004). La investigacion de LpgW revela
gue es clave en la sintesis y transporte de componentes de la envoltura celular
micobacteriana. LpqW (Rv1166) es una lipoproteina esencial altamente conservada,
involucrada en la sintesis de componentes de pared celular (Mandana R 2007).
LppZ es una lipoproteina inmunogénica que reacciona con sueros de pacientes con
tuberculosis activa; se ha propuesto junto con Rv388lc, PstS1, PstS2 como
candidata para el desarrollo de serodiagndstico (Malen H 2007).

Es importante notar que la estrategia del enriqguecimiento de glicoproteinas con
ConA, permitio la identificacion de nuevas proteinas no reportadas en proteomas
publicados para M. tuberculosis. Ya que las proteinas analizadas se obtuvieron por
cromatografia de afinidad a ConAy su reactividad se confirmo en ligand-blot, es
razonable creer que muchas de las glicoproteinas identificadas en este trabajo
contienen manosas. Ademas, para varias, los sitios de glicosilacion fueron predichos

con NetOglyc, aunque es posible que algunas de las proteinas que no mostraron



sitios predichos de glicosilacidn sean realmente glicoproteinas, ya que el método
predictivo no es 100% preciso. Este ha sido utilizado principalmente para proteinas
eucarioticas.

Por otro lado se espera encontrar Lpps asociadas a la membrana celular
(Rezwan et al., 2007, Sutcliffe et al., 2004, Mattow et al., 2007), inesperadamente
encontramos varias posibles lipoglicoproteinas en el filtrado del cultivo estatico de 4-
6 semanas. Su presencia podria deberse a la lisis celular; sin embargo, algunas
Lpps han sido encontradas en filtrado de cultivos de tiempos mas cortos (Pheiffer et
al., 2005, Rosenkrands et al., 2000a). Otra posible explicacion podria ser que estas
son liberadas por la proteolisis de su extremo amino terminal que es utilizado de
anclaje (N-terminal), quiza por la peptidasa tipo I. Interesantemente sitios predichos
para esta enzima fueron observados para muchas de las Lpps encontradas en este
trabajo.

No obstante, la demostracibn de la union covalente proteina-azlicar es
necesaria, asi como la caracterizacion de la estructura glicosidica. Este
conocimiento es fundamental para entender y dilucidar la funcion de estas
moléculas en la interaccion con células del hospedero, y por supuesto su

participacion en la patogenia de la enfermedad.



5. CONCLUSIONES

Se encontré un gran numero de proteinas posiblemente manosiladas;
en su mayoria lipoproteinas. Ya que algunas glicolipoproteinas estan involucradas
en la respuesta inmune contra M. tuberculosis, asi como en la virulencia, es tentador
creer que las lipoproteinas manosiladas encontradas en este trabajo puedan tener

un papel similar.
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