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Resumen y Abstract IX

Resumen

El agente causal de la tuberculosis es Mycobacterium tuberculosis, un patégeno dividido
en 7 linajes asociados a zonas geogréficas especificas y con diferencias en su
comportamiento. Una caracteristica notable en M. tuberculosis es su alto numero de
sistemas toxina-antitoxina, operones involucrados en la formacion de células persistentes
bajo situaciones de estrés. Se analiz6 la variabilidad en la secuencia de las proteinas de
los sistemas toxina-antitoxina entre los linajes de M. tuberculosis. La prediccién se hizo
utilizando perfiles de modelos ocultos de Markov, seguido de un agrupamiento de genes
ortélogos y posteriormente el alineamiento multiple para la busqueda de mutaciones. Se
encontraron seis posibles antitoxinas y 63 proteinas completamente conservadas: 22
toxinas, 36 antitoxinas y 5 proteinas sin caracterizar. 41 toxinas y 18 antitoxinas
presentaron mutaciones. Se encontraron mutaciones asociadas a cada linaje. Estos
resultaron sugieren que en M. tuberculosis se favorece el surgimiento de nuevas
antitoxinas y que las toxinas son mas propensas a cambios que la antitoxinas.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis, toxina-antitoxina, operoén, linaje



X Resumen y Abstract

Abstract

Tuberculosis is caused by Mycobacterium tuberculosis. It is a pathogen divided into 7
lineages associated with specific geographical areas and with differences in their
behavior. The high numbers of toxin- antitoxin systems are a notable feature in M.
tuberculosis, which are operons involved in the formation of persistent cells under stress
situations. The sequence variability of the toxin-antitoxin systems among the M.
tuberculosis lineages was analyzed. Profiles of hidden Markov models, followed by a
clustering of orthologous genes, and subsequently multiple alignments for mutations
search were used to predict protein sequences. Six possible antitoxins and 63 fully
conserved proteins were found: 22 toxins, 36 antitoxins and 5 uncharacterized proteins.
41 toxins and 18 antitoxins showed mutations. Mutations associated with each lineage
were found. The results suggest that M. tuberculosis favors the emergence of new
antitoxins and that toxins are more likely to change than antitoxins.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, toxin-antitoxin, operon, lineage
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Introduccidén

La Tuberculosis (TB), es uno de los principales problemas de salud mundial. En 2014,
segun estadisticas de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se infectaron 9,6
millones de personas y se registraron 1,5 millones de muertes (WHO 2016). En
Colombia, para el 2014 se registraron 12824 casos de TB en todas las formas, de los
cuales 2134 presentaron confeccién con VIH (Lucia Martinez et al. 2016).

El control efectivo de la enfermedad se ve impedido por distintos factores, entre estos, la
latencia. Durante este estado, la bacteria se encuentra dentro de granulomas donde
puede evadir la respuesta inmune del hospedero y vive en una forma inactiva (Brunner et
al. 2016). En la mayoria de los individuos infectados, la bacteria permanece en este
estado, sirviendo como reservorio hasta la reactivacion, la cual se produce entre 2 a 23%
de los casos (Alnimr 2015; Brunner et al. 2016). Una segunda amenaza al control de la
TB es el surgimiento de tuberculosis multidrogo-resistentes (MDR-TB), definida como la
resistencia a isoniazida y rifampicina, principales medicamentos de primera linea (Ali et
al. 2016) . Adicionalmente, se ha reportado tuberculosis con resistencia extendida (XDR-
TB) definida como MDR-TB mas resistencia a cualquier fluoroquinilona y a un
medicamento de segunda linea inyectable (kanamicina, amikacina o capreomicina)
(Singhal et al. 2016).

El agente causal de la TB es Mycobacterium tuberculosis (MTB) (Peters et al. 2016), una
bacteria en co-evolucion con el humano (Brites and Gagneux 2015). Durante el proceso
evolutivo, MTB desarroll6 estrategias para sobre ponerse a las condiciones hostiles
producidas por el sistema inmune del hospedero y poder propagarse de un individuo a
otro (Brites and Gagneux 2015). El genoma de MTB codifica varios factores de virulencia
gue la ayudan a sobrevivir en microambientes agresivos como el producido por la
liberacion de especies reactivas de oxigeno al interior del macrofago (Forrellad et al.
2013).

MTB es representada en siete linajes, los cuales estan asociados con comunidades y
zonas geograficas especificas (Jackson 2014; Yimer et al. 2015). Por ejemplo, el linaje
Euro-Americano es el més frecuente en Europa y América, mientras que el linaje Beijing
se encuentra predominantemente en Asia (Realpe et al. 2014). La relacidén entre estos
linajes y las poblaciones humanas son soportados por la tendencia de cada linaje a
causar enfermedad a poblaciones especificas (Realpe et al. 2014). Ademas de la
diferencias encontradas sobre las poblaciones vy territorios asociados, los siete linajes
presentan variabilidad en la secuencia nucleotidica, reflejada en polimorfismos de
nucleotido simple (SNP) (Coscolla and Gagneux 2014).

Sumado a las diferencias sefialadas en relacion a la distribucion geografica, los
genotipos de MTB muestran diferencias en el tipo de TB causada (Caws et al. 2008),
tasa de crecimiento en pulmones (Krishnan et al. 2011), cantidad inducida de IL-18 y
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TNF-a (Krishnan et al. 2011) y en su capacidad de adquirir resistencia (Nguyen et al.
2016; Yuen et al. 2013). Estos resultados indican que los linajes de MTB se comportan
de manera distinta en interaccion con el hospedero y bajo presion de medicamentos.

Los sistemas toxina-antitoxina (TA), son operones compuestos de dos genes, uno que
codifica una toxina y otro que codifica una antitoxina (Zhu et al. 2010). La toxina tiene un
efecto bacteriostatico o bactericida que es neutralizado por la antitoxina (Goeders et al.
2016). Bajo distintas condiciones de estrés, la antitoxina es degradada, dejando a la
toxina libre para que inhiba un proceso celular esencial, disminuyendo el crecimiento
celular o incluso deteniendo el ciclo celular (Lee and Lee 2016; Sala, Bordes, and
Genevaux 2014). Los procesos que son blanco de los sistemas TA incluyen la sintesis de
proteinas, replicacion del ADN, division celular y sintesis de pared celular (Lobato-
Marquez, Diaz-Orejas, and Garcia-Del Portillo 2016). Gracias a este mecanismo de
accion, los sistemas TA se asocian a la formacion de células persistentes (Gelens et al.
2013) favoreciendo el desarrollo de resistencia a medicamentos y el surgimiento de
latencia (Gelens et al. 2013; Sala et al. 2014). Por ejemplo, en MTB los sistemas
vapBC3, vapBC31 y higBA2 son sobre expresado en presencia de D-cicloserina (Keren
et al. 2011).

La funcion de sistemas TA ha sido ligada a condiciones de estrés oxidativo y nitrosativo,
pH acido y falta de nutrientes. Debido a que estas condiciones son similares a las
generadas por la respuesta del hospedero, los sistemas TA pueden ser expresados en
microambientes encontrados dentro de diferentes tipos de células durante la interacciéon
con el hospedero (Lobato-Marquez et al. 2016).

MTB tiene un amplia gama de sistemas TA en comparacion con mycobacterias fuera del
complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC), como M. smegmatis, M. leprae, M.
ulcerans y M. avium (Albrethsen et al. 2013; Ramage, Connolly, and Cox 2009). Estos
hallazgos conducen a la hip6tesis de que la regulacion del metabolismo por sistemas TA
ha beneficiado a MTB en su coevolucion con el humano (Albrethsen et al. 2013).
Evidencia que soporta esta hip6tesis estd dada por la sobre expresién de distintos
sistemas TA bajos condiciones de estrés como hipoxia, estrés oxidativo, estrés
nutricional, interacciébn con macréfagos y presiéon de medicamentos (Albrethsen et al.
2013; Sala et al. 2014). Indicando que los sistemas TA pueden estar implicados en el
surgimiento de células persistentes en MTB.

A pesar de los estudios dirigidos a conocer la funcién de los sistemas TA en MTB, que
muestran su abundancia en la bacteria y su asociaciébn con la persistencia bajo
situaciones de estrés como las provocadas por el sistema inmune y los antibiéticos, no
se ha realizado un analisis de la variabilidad de los sistemas en los linajes que la
componen. Nuestro objetivo fue evaluar la variabilidad en secuencias proteicas de los
sistemas TA en distintos linajes de MTB utilizando modelos ocultos de Markov para la
prediccion por homologia de sistemas TA seguido de un alineamiento mdltiple para la
bdsqueda de mutaciones.
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1. Analisis de sistemas toxina-antitoxina

1.1 Marco teérico

1.1.1 La Tuberculosis

La TB es una enfermedad infecciosa que ha acompafiado a la humanidad durante su
historia (Lee 2016). La TB afecta principalmente los pulmones, sin embargo puede
desarrollarse de forma extra pulmonar afectando cualquier 6rgano (Lawn and Zumla
2011). Su ocurrencia depende del estado inmune del paciente, genotipo de la cepa,
edad, raza del paciente y se tiene un 10% de posibilidad de desarrollar la enfermedad,
después de la infeccion (Caws et al. 2008). El riesgo de transmision es alto en los
primeros afios después de la infeccion pero disminuye con el paso del tiempo. En la
mayoria de individuos inmunocompetentes la bacteria es eliminada o permanece en
forma latente (Lawn and Zumla 2011). Los sintomas y signos incluyen aquellos
asociados con sitios especificos de la enfermedad al igual que fiebre y pérdida de peso
(Lawn and Zumla 2011), sin embargo, en los estados tempranos de la enfermedad el
paciente puede ser asintomatico (Lawn and Zumla 2011).

El bacilo puede ser transmitido en gotas que permanecen en el aire por varias horas y
pueden ser inhaladas y localizarse en los alveolos. Las secreciones que rodean al bacilo
cuando esta en el ambiente, lo protegen de la deshidratacion, radiacién y otros tipos de
estrés medioambientales (Lee 2016). La respuesta mediada por células inmunes se inicia
de 2 a 10 semanas después de la infecciébn con MTB y se confirma con la prueba de
tuberculina. La mayoria de las personas infectadas no desarrollan la enfermedad o
desarrollan formas autolimitadas de esta (Lee 2016).

La interaccion de MTB con el hospedero desencadena la respuesta inmune mediada por
células T y macréfagos, los cuales tienen el principal rol en la proteccion contra MTB. En
individuos inmunocompetentes la accion de las células termina en la formacion del
granuloma, el cual es altamente efectivo en contener, mas no en eliminar la infeccion.
Dentro del granuloma la bacteria es capaz de protegerse de las condiciones que genera
el sistema inmune para atacarla (Lawn and Zumla 2011).



18 Variabilidad en secuencias proteicas de los sistemas Toxina-Antitoxina en Mycobacterium tuberculosis

1.1.2 Patégeno

MTB es parte del MTBC, grupo de micobacterias que se caracterizan por poseer mas del
90% de similitud a nivel de nucleétidos y una secuencia de RNAr 16S idéntica, pero
varian ampliamente en términos del hospedero, fenotipos y patogenicidad (Brosch et al.
2002). Se especula que el origen del MTBC esta asociado al este de Africa donde pudo
afectar a los primeros hominidos. La expansion del complejo al resto del mundo pudo
haber coincidido con la migracion de los humanos fuera de Africa y posteriormente un
regreso a Africa desde Asia (Brudey et al. 2006).

Distintos estudios enfocados en la variabilidad de la secuencias nucleotidica entre
bacterias del MTBC han mostrado que, aunque la variabilidad genémica global es baja
comparada a otras bacterias, la mutaciones acumuladas en linajes filogenéticos dentro
del complejo pueden explicar las diferencias fenotipicas (Coscolla and Gagneux 2014).
Un amplio rango de mutaciones ocurren en MTBC, incluyendo SNPs, deleciones,
duplicaciones y elementos méviles (Coscolla and Gagneux 2014).

Como tal, MTB es un patdégeno intracelular obligatorio que infecta principalmente a la
raza humana. Es un bacilo aerobio que no forma esporas ni presenta capsula. Su
crecimiento es mas exitoso en tejidos con alto contenido de oxigeno como los pulmones
(Lawn and Zumla 2011). Su division se realiza cada 15 a 20 horas y presenta la
capacidad de permanecer dentro del hospedero en forma latente (Lawn and Zumla 2011)
y evadir el estrés oxidativo producido por las células del hospedero que buscan destruir
los microorganismos patdgenos (Forrellad et al. 2013). La envoltura celular de MTB
consiste de tres segmentos: la membrana plasmatica, la pared celular y la capa mas
externa. El nucleo de la pared celular esta constituida por peptidoglucanos en unién
covalente con arabinogalactanos (Kaur et al. 2009). La capa mas externa consiste de una
mezcla de lipidos, polisacaridos y lipoglicanos unidos de forma no covalente (Kaur et al.
2009).

MTB esta dividido en 7 linajes, adaptados a poblaciones humas especificas (Figura 1)
(Coscolla and Gagneux 2014). Gracias a la secuenciacién de genomas completos (WGS)
se ha logrado dividir los siete linajes en dos grupos, un grupo de linajes modernos,
constituido por los linajes 2, 3 y 4, y un grupo de linajes antiguos constituido por los
linajes 1, 5y 6 (Figura 1). El linaje 2, también conocido como Beijing, se encuentra
principalmente en el este de Asia, pero igualmente esta presente en Asia central, Rusia y
Africa del sur.

El linaje 4 o Euro-América es frecuente en poblaciones de Africa, Europa y América. Por
su parte, los linajes 1 y 3 muestran distribucion limitada al este de Africa, centro y sur
este de Asia (Figura 1). Los linajes pueden estar asociados con diferentes
manifestaciones de la enfermedad, por ejemplo Click et al. 2012 encontraron que los
linajes Indo-Oceénico y Este de Africa provocan con mas frecuencia TB extra pulmonar
mientras que el linaje 4 esta asociado a TB pulmonar (Coscolla and Gagneux 2010).

Aungue siguen habiendo muchas preguntas acerca de los origenes de MTB, avances en
gendmica estan ahora proporcionando evidencia de que la cantidad de variaciones en la
secuencia del genoma de MTB ha sido subestimada y que parte de esta diversidad
genética, tiene importantes consecuencias fenotipicas (Lawn and Zumla 2011). La cepa
H37Rv derivada de H37 es una de las cepas de laboratorio mejor caracterizadas
(Steenken, Oatway, and Petroff 1934). Su genoma, fue publicado en 1998 (Cole et al.
1998) permitiendo identificar secuencias repetidas, elementos de insercion y 4066 genes
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qgue codifican familias de proteinas involucradas en la biosintesis de acidos grasos y
policétidos, regulacién, bombas de flujo para medicamentos (loerger et al. 2010) y las
familias de genes PE/PPE, genes propios del MTB (McEvoy et al. 2012). El genoma de
MTB tiene un alto contenido GC (Sreenu et al. 2007) que hace dificil su manejo a la hora
de secuenciar y ensamblar, dando como resultado genomas mas fragmentados (Chen et
al. 2013).

El genoma de la cepa H37Rv fue el primero en ser secuenciado. Desde su publicacion el
namero de genomas disponibles se ha incrementado, a la fecha hay 4745 genomas de
MTB ensamblados, anotados vy disponibles en la plataforma del NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov). Del total de genomas, solo 54 tienen carécter completo,
es decir, la secuencia de su genoma ha sido dilucidada enteramente. El primer genoma
secuenciado de un aislamiento colombiano fue publicado en 2012 (Isaza et al. 2012), el
aislamiento denominado UT205 fue aislado de un paciente de 33 afios de edad.
Posteriormente, se ha publicado el genoma de un aislamiento XDR (Alvarez et al. 2016),
un aislamiento del linaje Africa2 (Hurtado et al. 2016) y un aislamiento Beijing (Rodriguez
et al. 2015).

La secuenciacién de genomas y la disponibilidad de secuencias en bases de datos,
permiten la comparacién de distintos genotipos de MTB con el fin de dar luces en su
evolucién y comportamiento. La comparacion de genomas de M. africanum, M. bovis, M.
canettii, M. caprae, M. orygis, y MTB permitié establecer el core de genes entre estas
bacterias y el impacto de las mutaciones en las proteinas que codifican dichos genes.
Los resultados arrojados mostraron que los genes implicados en metabolismo de lipidos
y respiracion han acumulado la mayoria de las mutaciones. Los cambios encontrados
estdn asociados con variaciones en flexibilidad/ductiidad que pueden explicar
caracteristicas fenotipicas (Yruela et al. 2017). En otro estudio se analiz6 los datos de
secuenciacion de 1082 aislamientos de MTB del linaje Beijing logrando identificar 44
SNPs y dos deleciones que separan aislamientos Beijing modernos de aislamientos
Beijing antiguos (Liu et al. 2016).

Uno de los principales aportes de la secuenciacion de genomas, es la determinacion de
resistencia en MTB. El genoma de aislamientos tomados de pacientes con TB puede ser
comparado con bases de datos con el fin de conocer si posee mutaciones asociadas a
resistencia y de esta forma guiar el diagnéstico y tratamiento de un paciente (Lee and
Behr 2016). En un estudio publicado en 2015 se encontré que la WGS permite identificar
la resistencia a lzoniacida y Rifampicina con una sensibilidad de 92.8% y 96.2%
respectivamente (Coll et al. 2015). Sin embargo, la sensibilidad para detectar
Pirazinamida fue de solo 70,9% (Coll et al. 2015).

Otra de las ventajas de la WGS es su aplicacion en estudios de salud publica. Por
ejemplo, en un estudio realizado en Canada sobre un brote de TB, se secuenciaron 32
aislamientos de MTB con el fin de establecer la dindmica del brote. Los datos mostraron
la existencia de dos linajes de MTB y pusieron en evidencia la limitada resolucion de
MIRU-VNTR (Gardy et al. 2011). En otra investigacion se utilizo6 WGS como herramienta
en un estudio retrospectivo. La secuencia del genoma de 390 aislamientos permitié el
analisis de patrones de mutaciones e inferir la direccion de la transmision del brote
(Walker et al. 2013).
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1.1.3 Sistemas toxina-antitoxina

En bacterias, la regulacion del crecimiento celular y de la muerte celular es importante
bajo condiciones de estrés variadas. Casi todas las bacterias, contienen un gen que
codifica una pequefa toxina de aproximadamente 100 aminoacidos. Esta toxina inhibe el
crecimiento bacteriano al atacar un proceso celular esencial. Entre los procesos que
inhiben esta la replicacion del ADN, traduccion, biosintesis de la pared celular y sintesis
de ATP. Estas toxinas son transcritas con una antitoxina en forma de operén llamado
toxina-antitoxina (TA) (Y Yamaguchi, Park, and Inouye 2011).

En condiciones normales de crecimiento, la toxina y su antitoxina forman un estable
complejo que impide que la toxina ejerza su toxicidad. Bajo condiciones de estrés, la
antitoxina es degradad dejando a la toxina libre para que ejerza su efecto toxico, lo que
conduce a la detencién del crecimiento (Figura 2) (Page and Peti 2016). Los sistemas TA
no son esenciales para el crecimiento normal, sin embargo, ellos son ampliamente
distribuidos en bacterias y arqueas (Y Yamaguchi et al. 2011) donde aseguran la
supervivencia bajo condiciones de estrés (Page and Peti 2016).

Figura 1: Distribucion geogréficas de linajes (Coscolla and Gagneux 2014).

S SRR S R e e AR M.canetti

Lineage 2
East-Asian

Lineage 3
East-African-Indian

100} Lineage 4
Euro-American

Lineage 5 West-Africa

Chimpanzee bacillus

Lineage 6 West-Africa
M. pinnipedii [,

M. microti =22 o

M. bovis‘??i v
M. caprae ¢ '4
M. origys ﬂ?f‘ oy

7

—
0.005

El primer sistema TA identificado fue encontrado en un plasmido y se observé que tenia
un rol en la prevalencia del pldsmido. Cuando dicho plasmido es perdido en una célula, la
toxina es liberada del complejo TA, dado que la antitoxina es més inestable que la toxina.
Esto conlleva a la inhibicion del crecimiento y eventualmente a la muerte celular (Y
Yamaguchi et al. 2011).
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Figura 2: Esquema de la respuesta a estrés de sistemas TA (Ramage et al. 2009).
A) Bajo condiciones normales de crecimiento, la toxina y la antitoxina
forman un complejo que controla su transcripcién, B) en condiciones de
estrés la antitoxina es degradada permitiendo que la toxina se libere para
inhibir un proceso esencial en la célula, en este caso la traduccion.
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Se han identificado 5 principales tipos de sistemas TA de acuerdo al mecanismo de
inhibicién que utiliza la antitoxina (Sala et al. 2014).

En el sistemas tipo | la antitoxina es un RNA antisentido que especificamente inhibe la
sintesis de la toxina al interactuar con el RNAm de la toxina (Figura 3). Ejemplos de estos
sistemas son RdID-LdrA, SymR-SymE vy IstR-TisB. El RNA antisentido se une al RNAm
de la toxina formando una molécula de doble hebra. Este RNA de doble hebra estimula la
degradacién del RNAm de la toxina. Todas las toxinas del tipo | son pequefos péptidos
hidrofébicos de 19 a 38 aminoacidos (Y Yamaguchi et al. 2011).

Figura 3: Mecanismos de inhibicion de sistemas tipo | (Y Yamaguchi et al. 2011).
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En el sistema tipo Il la antitoxina es una proteina que se une con la toxina formando un
complejo (Sala et al. 2014) (Figura 4). Entre los sistemas TA, los tipos Il son los mas
ampliamente estudiado. mazE-mazF, relE-relB, YefM-YoeB y MgsR-MgsA son ejemplos
de esos sistemas. La mayoria de los sistemas tipo Il comparten un numero de
caracteristicas comunes: a) los genes solapa en el operdon por unas pocas bases o0 son
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separados por pocas bases; b) la antitoxina es menos estable que la toxina; c) El
complejo TA funciona como un represor transcripcional del operén TA; d) en la mayoria
de los sistemas, la antitoxina se ubica corriente arriba de la toxina, de tal manera que la
antitoxina parece tener una ventaja en su produccién sobre la toxina (Y Yamaguchi et al.
2011).

Figura 4: Mecanismos de inhibicion de sistemas tipo Il (Y Yamaguchi et al. 2011)
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En el sistema tipo Il la antitoxina es un RNA codificado por una repeticion en tandem
corriente arriba de la toxina que interactia directamente con la toxina formando un
complejo proteina-RNA (Figura 5). El sistema ToxI-ToxN fue el primer sistema tipo lll
para el cual se detall6 su mecanismo molecular, fue descubierto en el patégeno
Pectobacterium atrosepticum. La toxina ToxN es una ribonucleasa que comparte similitud
con la toxina MazF del sistema MazEF tipo Il (Wen, Behiels, and Devreese 2014).

Figura 5: Mecanismos de inhibicion de sistemas tipo Il (Y Yamaguchi et al. 2011).
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El sistema tipo IV se caracteriza porque las toxinas son proteinas que tienen el mismo
blanco que la toxina, pero no interactian entre ellos (Sala et al. 2014) (Figura 6). Ejemplo
de este sistema es el médulo YeeU/YeeV (CbeA/CbtA), involucrado en la regulacion de
proteinas del citoesqueleto. La toxina CbtA inhibe la polimerizacion de las proteinas MreB
y FtsZ. La antitoxina YeeU causa el efecto contrario al interactuar con dos proteinas que
promueven el ensamble de los filamentos. Bajo condiciones de estrés, YeeU es
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degradada, permitiendo a CbtA unirse a su blanco resultando en un citoesqueleto
alterado (Allocati et al. 2015).

Figura 6: Mecanismos de inhibicion de sistemas tipo IV (Allocati et al. 2015).
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En los sistemas tipo V, la antitoxina es una ribonucleasa que degrada especificamente el
RNAmM de la toxina (Sala et al. 2014) (Figura 7).

El sistema GhoS/GhoT es representante de este tipo de sistemas y esta presente en E.
coli (Allocati et al. 2015).

Figura 7: Mecanismos de inhibicion de sistemas tipo V (Allocati et al. 2015).
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1.1.4 Blancos de Toxinas

Los blancos celulares de las toxinas codificadas por los sistemas TA son ampliamente
variables y la toxicidad de cada una es activada bajo diferentes condiciones. Conocer los
blancos de las toxinas son fundamentales para el entendimiento de los sistemas TA
(Yamaguchi and Inouye 2016).
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ADN

En el 2014 se reporto el sistema tipo | RalR/RalA. La antitoxina RalA codifica un RNA
pequefio con 16 nucledtidos complementarios al RNAmM de la toxina. La toxina RalR
funciona como una endonucleasa que corta ADN metilado y no metilado (Guo et al.
2014). Se ha demostrado que la toxina ralR es capaz de cortar el ADN de E.coli e inhibir
el crecimiento de esta bacteria (Yamaguchi and Inouye 2016).

Replicacion del ADN

Las toxinas parE y CcdB bloquean la replicacién del ADN al inhibir la accion de la ADN
girasa la cual es esencial en el crecimiento. CcdB impide la conformacién funcional de
GyrA al unirse al dominio de dimerizacién de la proteina. Las toxinas parE parecen actuar
de manera diferente a CcdB ya que una ADN girasa resistente a la accién de CcdB es
inhibida por parE en E.coli (Yamaguchi and Inouye 2016). Otra diferencia, se muestra en
Vibrio cholerae, en este organismo se encontr6 que a diferencia de CcdB, parE2 es
dependiente de ATP (Yamaguchi and Inouye 2016).

RNA

Entre los blancos celulares de los sistemas TA, el RNAm es el més frecuente de todos
(Yamaguchi and Inouye 2016). Las familias higBA, relBE y YefM/YoeB codifican
reibonucleasa (toxinas) que son dependientes de union al ribosoma para realizar su tarea
(Sala et al. 2014). Las toxinas relE y YoeB de E. coli cortan el RNAm en el sitio A del
ribosoma. relE se une a la subunidad 30S del ribosoma e inhibe la elongacion mientras
gue YoeB se une a la subunidad 50S e inhibe la iniciacion de la traduccion. La toxina
higB del plasmido Rts1 corta el RNAmM generalmente en secuencias AAA y al igual que
YoeB, higB se une a la subunidad 50S (Sala et al. 2014).

Las familias vapBC y mazEF codifican ribonucleasas que no necesitan de unién al
ribosoma. Las toxinas vapC1l, vapC2, vapC5, vapC1l1l y vapC20 han mostrado actividad
ribonucleasa in vitro. Las toxinas VapCl y 19 de MTB cortan regiones ricas en GC.
Ademas de dirigirse al RNAmM, en Salmonella entérica se encontraron toxinas vapBC que
degradan el RNAt (Sala et al. 2014). La toxina mazF, descubiertas en E. coli, se dirige al
RNAmM cortando secuencias ACA. Hasta el momento, las toxinas mazF identificadas
cortan el RNAm en secuencias de 3, 5 y 7 nucle6tidos pero no se conoce el porqué de
dirigirse a secuencias impares (Yamaguchi and Inouye 2016).

Se ha evidenciado que la toxinas mazF-mt6, una de las toxinas homologas en MTB es
capaz de cortar el RNAr 23S en la secuencia UUCCU lo que inhibe la traduccion a
proteinas (Yamaguchi and Inouye 2016).

Ribosomas

El sistema Phd-Doc es derivado del bacteri6fago P1. La expresién de Doc inhibe el
crecimiento celular al interferir en la traduccion. Doc no actia sobre el RNAmM como otras
toxinas, en su lugar, la toxina funciona de manera similar a la del aminoglicosido
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Higromicina B, inhibiendo la elongacion de la traduccion por union al ribosoma
(Yamaguchi and Inouye 2016).

1.1.5 Sistemas toxina-antitoxina en Mycobacterium tuberculosis

Las mycobacterias, proporcionan una mirada Unica de la adquisicién, evolucién y roles
biol6gicos de loci toxina-antitoxina en procariotas. MTB tiene un genoma densamente
poblado de sistemas TA (Gerdes 2013). Hay debate acerca del niumero exacto de
sistemas que tiene el genoma de MTB (Gerdes 2013), aunque en la cepa de referencia
H37Rv se han identificado 79 sistemas (Sala et al. 2014) (Figura 8). En ella 50 sistemas
son de la familia vapBC, 10 pertenecen a la familia mazEF, los sistemas relBE, higBA y
parDE tienen cada uno dos representantes, hay un sistema YefM/YoeB, un sistema tipo
TAC, tres sistemas tipo IV y 8 sistemas hipotéticos (Sala et al. 2014).

Familia vapBC (TA Tipo II)

La familia vapBC, del inglés “Virulence associated protein” fue descubierta como un
sistema de adiccién en Salmonella dublin. Esta familia es la mas abundante en MTB
(Figura 8), los operones se encuentran constituidos por una toxina vapC, la cual tiene un
dominio PIN encontrados en proteinas de todos los reinos y asociado a ribonucleasas.
Las secuencias especificas de corte de las toxinas vapCl y vapC19 de MTB han sido
estudiadas. Ambas toxinas cortan regiones de 4mers ricas en GC.

El cristal del complejo vapBC3 revelo un hetero-octamero formado por el ensamble de
dos hetero-tetrameros formados por dos toxinas y dos antitoxinas similar a la estructura
del complejo vapBC en Shigella flexneri.

El sitio catalitico de las toxinas vapC esta formado por residuos acidos del dominio PIN
que coordinan el ion Mg*. El mecanismo de inhibicién de las antitoxinas vapB, se basa
en impedir la unién del Mg?* al sitio activo de la toxina. Las antitoxinas vapB de MTB son
generalmente relacionadas a reguladores transcripcionales y a dominios de unién a ADN
(Sala et al. 2014).

Familia mazgF (TA Tipo 1)

En E. coli, la sobre expresion de las toxinas mazF disminuyen la tasa de crecimiento
mediante la degradacion del RNAm. ElI complejo mazEF en E. coli forma un hetero-
hexamero compuesto de un dimero de la antitoxina mazE unido a dos dimero de la
toxina mazF. El andlisis sobre las secuencias que cortan las toxinas en MTB revelo
significantes diferencias. Mientras mazF9 cortas secuencias UAC, mazF3 corta regiones
ricas en uracilo, mazF6 escinde secuencias UUCCU y mazF4 lo hace en UCGCU. Tales
diferencias en el reconocimientos de sustrato, sugieren que las toxinas mazF pueden
desencadenar respuestas diversas (Sala et al. 2014).
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Figura 8: Sistemas TA reportados en H37Rv (Sala et al. 2014).
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Se ha evidenciado que la toxina mazF9 es neutralizada por las toxinas mazg6, vapB27 y
vapB40. Ademas, este solapamiento en funciones estd de acuerdo con la baja
conservacion entre distintas antitoxinas mazEk y con el hecho de que vapB27 y vapB40
son cercanamente relacionados a la antitoxina mazk de E.coli. Este tipo de reacciones
son esperadas debido a la gran cantidad de sistemas TA en MTB (Sala et al. 2014).

Familias relBE y YefM/YoeB (TA Tipo II)

Las toxinas relE y YoeB en E.coli son ribonucleasas dependientes de ribosoma que
cortan el RNAm en el sitio A del ribosoma. Sin embargo, a pesar de la similitud de las dos
toxinas, relE y YoeB parecen actuar por distintos mecanismos: relE se une a la
subunidad 30S e inhibe la elongacién de la traduccion, mientras que YoeB se une a la
subunidad 50S e inhibe el inicio de la traduccion.

MTB codifica dos sistemas relBE y uno YefM/YoeB. Analisis sobre el complejo
YefM/YoeB sugirieron que este podria formar un complejo hetero-trimétrico, como es el
caso de su homélogo en E. coli. Estudios estructurales de relBE2 revelaron un hetero-
tetramero compuesto de dos hetero-dimeros de una toxina unida a una antitoxina. Las
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toxinas relE y YoeB muestran caracteristicas de plegamiento similares a las toxinas relE,
pero sus antitoxinas (relB2 y YefM) son relacionadas a las antitoxinas YefM/Phd y no a la
relB de E. coli.

Familia higBA (TA Tipo II)

El primer locus higBA (del inglés host inhibition of growth) se identifico en el plasmido
Rtsl de Proteus vulgaris. Se mostré que la toxina higB del plasmido Rtsl actla como
una ribonucleasa dependiente de ribosoma con un mecanismo distinto a relE y YoeB. La
toxina higB se une a la subunidad 50S y corta secuencias AAA del RNAmM que esta
siendo procesado. MTB H37Rv posee tres sistemas TA homélogos a higBA, dos son
sistemas de dos componentes y el restante es un sistema atipico de tres componentes
llamado TAC. No se conoce nada de la participacion de sistemas higBA en la
patogénesis de MTB.

Familia parDE (TA Tipo II)

MTB H37Rv posee dos sistemas parDE. El sistema fue originalmente descubierto en el
plasmido RK2. La toxina parE, a diferencia de las anteriores, no tiene por blanco el
RNAmMm, en su lugar, inhibe la ADN girasa bloqueando la replicacion del ADN. El cristal del
complejo parDE1 de Caulobacter crescentus revelo un hetero-tetramero compuesto de
dos homo-dimeros de toxina y antitoxina. La antitoxina parD1 de MTB tiene un dominio
RHH de union al ADN mientras que parD2 no parce tener dominios conservados (Sala et
al. 2014).

Sistema de tres componentes (TA Tipo 1)

El sistema toxina-antitoxina-chaperona (TAC) de MTB es codificado por tres genes
organizados en un operén, los genes Rv1955-Rv1956-Rv1957, codifican el sistema
higBAl y la chaperona Rv1957. Se ha demostrado que el sistema higBAl es controlado
de manera especifica por la chaperona a través de una interaccién directa con la
antitoxina, permitiendo el plegamiento de la antitoxina para protegerse de la degradacién
(Sala et al. 2014). En E. coliy en Mycobacterium marinum se mostr6 que la toxicidad de
la toxina fue inhibida cuando se expres6 en conjunto Rv1957 y la antitoxina higA (Bordes
et al. 2011).

La transcripcion del operén TAC es inducido por condiciones variadas de estrés,
incluyendo dafio de ADN, hipoxia, medicamentos e interaccién con fagocitos. El operén
esta bajo el control de dos promotores: el promotor higB1P1 localizado a 51 nucledétidos
corriente arriba del codén de inicio de la toxina, por lo tanto controla la expresion de todo
el operon TAC. El segundo promotor es higB1P2 localizado a 29 nucleétidos corriente
arriba del gen Rv1954a (Sala et al. 2014).
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1.1.6 Antecedentes

Los estudios sobre los sistemas Toxina-Antitoxina, se han enfocado principalmente en el
papel de expresion de genes particulares sobre el metabolismo de MTB. No obstante, se
han realizado trabajos utilizando las secuencias de los sistemas TA. Ramage, Connolly,
and Cox 2009 realizaron una prediccién de genes TA en el genoma de MTB mediante un
enfoque de homologia por BLAST y busqueda de motivos conservados, encontrando 88
sistemas putativos TA. Un segundo andlisis en este estudio se realizé al comparar los
modulos TA entre varios genomas del genero Mycobacterium, los resultados mostraron
al operon Rv0909-0910 como Unico sistema conservado entre todos los genomas. Otros
resultados sobre este mismo analisis, revelaron que especies pertenecientes al complejo
MTBC como, M. bovis, M. africanum y M. canetti presentan diferencias en la cantidad y
composicion de TA presentes en el genoma.

En otro estudio se analizaron 142 genes pertenecientes a las familias VapBC, MazEF,
HigAB, RelBE y ParDE sobre 173 genomas secuenciados de MTB. El analisis se centrd
en la busqueda de polimorfismos de nucleétido simple (SNP) utilizando BLAST. De los
142 genes evaluados, 106 tienen polimorfismos, 42,2 % fueron mutaciones no sinénimas
y 28,8% tiene inserciones y deleciones que cambian el marco de lectura. Con las
mutaciones encontradas, los autores. Con el conjunto de resultados, los autores
mostraron que MTB puede ser dividido en 9 principales genotipos: Beijing, CAS, EAI,
Haarlem, S, LAM, T, Ural y X utilizando SNPs de genes TA. Ademas, proponen un grupo
de 13 polimorfismos que pueden ser utilizados en la genotipificacibon de MTB. La
genotipificacion utilizando estos polimorfismos coincide con la hecha en base a SNPs de
genes housekeeping (Zaychikova et al. 2015).

El sistema toxina-antitoxina-chaperona (TAC) de MTB fue analizado para encontrar SNPs
asociados a los genes que lo codifican (Xiao et al. 2016). La secuencia de los genes
higA, higB y Rv1957 fueron obtenidas por secuenciacion de 183 aislamientos clinicos de
MTB. Se encontraron 6 SNPs no sinébnimos y 2 sinénimos. Las mutaciones sindbnimas
estan en higA y las no sinbnimas se reparten en los tres genes. Las mutaciones
sinénimas y 4 de las no sindnimas fueron asociadas al linaje Beijing (Xiao et al. 2016).

Leplae et al. 2011a Realizaron una busqueda de genes TA sobre 2181 genomas
procariotas con el fin de conocer la relacién de estos sistemas con distintas especies. La
busqueda se realiz6 sobre cada una de las secuencias de referencia (proteinas TA)
sobre una base de datos conteniendo las proteinas de los 2181 organismos. La
busqueda se hizo con PSI-BLAST con cuatro iteraciones y un corte de E-value de 0.001.
Hits con menos del 50% de sus residuos alineados fueron excluidos. En la construccién
de familias se realiz6 una comparacion de todos contra todos con BLASTP, los pares
seleccionados fueron la entrada para un agrupamiento de Markov.

Los autores encontraron 20 aislamientos con el mas alto nimero de sistemas TA. Cinco
fueron aislamientos patégenos del complejo Mycobacterium tuberculosis. Segun estos
resultados, el 1.1% del genoma de los 5 aislamientos codifica para sistemas TA. Los
autores encontraron gran diferencia entre el nimero de sistemas encontrados en
aislamientos del complejo (entre 43 y 45) y las predichas en Mycobacterium leprae (un
solo sistema).

Un estudio realizado por Fozo et al. 2010a se enfocé en el andlisis de sistemas tipo I. La
busqueda la realizaron con PSI-BLAST y TBLASTN sobre 774 genomas bacterianos para
identificar sistemas homélogos a sistemas tipo | de referencia. La prediccibn ademas se
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basé sobre caracteristicas de los sistemas tipo uno como la longitud no mas larga a 70
aminodcidos ni mas pequefa que 16 residuos. Los autores no encontraron sistemas tipo
| en el genoma de MTB.

Blower et al. 2012 realizaron una busqueda sobre proteomas de bacterias y arqueas
descargados de la base de datos integr8 (Kersey et al. 2004). La prediccion se hizo
basado en caracteristicas extraidas del cristal del sistema ToxIN (PDB: 2XDD). Las
secuencias que cumplian con las caracteristicas fueron agrupadas utilizando BLASTp.
No se encontraron proteinas homologas a sistemas tipo | en MTB.

Rose et al. 2013 realizaron una comparacion del genoma y transcriptoma de cepas
pertenecientes a los linajes 1y 2, encontrando polimorfismos de nucleétido simple (SNP)
no sinbnimos en los genes que codifican para vapC10 en el linaje 2 y mazF7 en el linaje
1.

Otro acercamiento en la utilizacién de las secuencias de TA se hizo con los genes RelEB.
Los investigadores construyeron un arbol filogenético utilizando un alineamiento maltiple
de las secuencias proteicas. La secuencias mostraron dos grupos principales, el primero
formado por las toxinas de MTB y la proteina YoeB de E.coli y el segundo por las toxinas
de arqueas y la toxina de E.coli. Los autores mencionan que la distancia entre las toxinas
de MTB dentro del primer cluster podria indicar una posible divergencia en mecanismos
cataliticos (Miallau et al. 2013).

Nuestro laboratorio, previamente ha encontrado mutaciones relacionadas con los
sistemas TA; la comparacién del genoma de seis aislamientos clinicos con farmaco
resistencia multiple, revelo la delecién de los genes Rv2274c-Rv2274a, secuencias que
codifican para el sistema mazF8. Basados en el fenotipo de los aislamientos, concluimos
gue la delecion del sistema no afecta la capacidad de la bacteria de adquirir resistencia y
tampoco altera drasticamente el desarrollo de la enfermedad (datos no publicados).
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1.2 Metodologia

1.2.1 Seleccidn de aislamientos

Los aislamientos fueron tomados de la coleccion de la unidad de Bacteriologia y
Micobacterias de la Corporacion para Investigaciones Biologicas (CIB). Se tomaron 18
aislamientos pertenecientes a los linajes Beijing, Euro-América, EAl y Africa-2 (Tabla 1).
La coleccién no cuenta con aislamientos de los linajes CAS, Africal y Etiopia. Los
genomas representativos de estos linajes fueron tomados de bases de datos (subtitulo
1.2.5).

1.2.2 Extraccion de ADN y secuenciacion de genomas

Los aislamientos conservados a -70°C se reconstituyeron en Middlebrook 7H9 (Becton
Dickinson GmbH, Heidelberg/Germany) y se incubaron a 37°C durante una semana.
Luego se subcultivaron en Agar Middlebrook 7H11 (Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg/Germany) durante tres semanas. Una vez obtenido el crecimiento, se
procedié a la extraccion del ADN utilizando el método cetyltrimethylammonium bromide
(CTAB)/NaCl (van Soolingen et al. 1994). La secuenciacion se realiz6 en el instituto
BioFrontiers (Universidad de Colorado-Boulder-USA) utilizando la plataforma lllumina
HiSeq 2000 con lecturas pareadas de 100 pb y alcanzando una cobertura de entre 78X y
906X. Todos los procedimientos hasta la extraccion de ADN fueron realizados en un
laboratorio nivel 3 de bioseguridad.

1.2.3 Correccion de lecturas y ensamblaje de genomas

La calidad de las lecturas fue visualizada utilizando FastQC (disponible en:
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/). Posteriormente fueron corregidas con el
programa Trimmomatic versién 0.33 (Bolger, Lohse, and Usadel 2014). Una vez
corregidas las lecturas se procedié a ensamblarlas con SOAPdenovo?2 version 2.04 (Luo
et al. 2012) utilizando tamafios k-mer de 27 hasta 69 y se escogié el mejor ensamble
basado en los parametros N50, nimero de scaffolds y numero de gaps. Por dltimo, se
hizo el cierre de gaps con el programa GapCloser (disponibles en:
http://soap.genomics.org.cn).

1.2.4 Enriguecimiento de base de datos y construccion de
perfiles de modelos ocultos de Markov (HMM)

Se realiz6 una busqueda bibliogréafica de los sistemas reportados para cada tipo de TA.
Se estudiaron un total de 225 proteinas, 111 toxinas, 89 antitoxinas, 3 reguladores de
sistemas de tres componentes y 22 secuencias de sistemas putativos de TA hallados en
H37Rv (Sala et al. 2014). Las secuencias de las proteinas de referencia fueron tomadas
de la base de datos de Uniprot (http://www.uniprot.org/). En los anexos A, B, Cy D se
especifica el nombre de cada proteina para cada tipo de TA y el c6digo de acceso.
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Tabla 1:

Genomas utilizados en el estudio.

Aislamientos

Linaje

ID

Origen

UT1 Secuenciacion
uT2 Secuenciacion
uUT95 Secuenciacién Antioguia-Colombia
uT107 Secuenciacion
uUT179 Secuenciacion
UT211 Secuenciacion Cali-Colombia
uUT213 Secuenciacion
uT219 Euro-América Secuenciacion o .
uUT245 Secuenciacion Antioguia-Colombia
uT294 Secuenciacion
uT441 Secuenciacién
uT477 Secuenciacion Cali-Colombia
uT486 Secuenciacion Antioquia-Colombia
Haarlem NC_022350.1/NCBI Haarlem-Holanda
F11 NC_009565.1/NCBI Sin datos
CDC1551 NC_002755.2/NCBI Kentucky-Ten'nessee
Mt256 ERS182920/ENA Cuerno de Africa
MTB_BTBH0444 Etiopia ERS158320/ENA Etiopia
MTB_BTBH0127 ERS158319/ENA Etiopia
NZ3MDR1 CCSJ01000001.1/NCBI Nueva Zelanda
NzZ3DS1 CASs JZDR01000001.1/NCBI Auckland-Nueva Zelanda
CAS/NITR204 CP005386.1/NCBI Tamil Nadu-India
MAL010074 Africal KK338837.1/NCBI Ma'f
MAL010118 KK338934.1/NCBI Mali
EAI5 CP006578.1/NCBI Mumbai-India.
EAI5/NITR206 EAI CP005387.1/NCBI Tamil Nadu-India
uUT393 Secuenciacion Antioquia-Colombia
GM041182 NC_015758.1/NCBI Gambia
strain 25 Africa2 CP010334.1/NCBI Sin datos
UT307 Secuenciacién Antioquia-Colombia
Beijing/NITR203 CP005082.1/NCBI Tamil Nadu-India
CCDC5079 CP001641.1/NCBI Fujian-China
CCDC5180 Beijing NC_017522.1/NCBI Fujian-China
033-46 Secuenciacién
033-2293 Secuenciacion Colombia
033-2883 Secuenciacién
H37Rv Referencia NC_000962.3 Nueva York

Con cada proteina se realiz6 una busqueda con PSI-BLAST(Altschul et al. 1997) sobre la
base de datos no redundante del NCBI. Se tomaron las proteinas con porcentaje de
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similitud mayor o igual a 80%. Con cada grupo de proteinas se corrié un alineamiento
multiple con MUSCLE (Edgar 2004). Posteriormente se utilizé la herramienta “hmmbuild”
del pagquete HMMER (Eddy 1998) para construir los perfiles de modelos ocultos de
Markov (PHMM) utilizando los alineamientos multiples obtenidos.

Adicionalmente, se buscé homologia de las proteinas de referencia sobre los HMMs de la
base de datos Pfam (Finn et al. 2016). Cada resultado se guardd de forma individual.

Con el fin de confirmar la pérdida o inexistencia de los sistemas TA, se corrié un
alineamiento local con tblastn utilizando los genomas como base de datos y las
secuencias TA como secuencias objetivo. Los pardmetros se corrieron por defecto.

En la Figura 9 se presenta esquematicamente la metodologia utilizada para la prediccion
y andlisis de sistemas TA.

Figura 9: Flujo de trabajo para la prediccion y andlisis de sistemas TA.
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1.2.5 Prediccién de sistemas toxina-antitoxina

Se utilizaron las secuencias de genomas disponibles para completar los 7 linajes
reportados de MTB. Se tomaron 3 Africal, 3 Etiopia, 3 CAS, 2 EAIl y las cepas de
referencia H37Rv, CDC1551, F11 y Haarlem (Tabla 1). La prediccién se realiz6 sobre 37
genomas en total.

Una vez obtenidos los genomas, se corrié Prodigal (Hyatt et al. 2010) con cada uno de
ellos, obteniendo las proteinas predichas para cada genoma. Las proteinas se separaron
en dos grupos, uno con las proteinas que fueron codificadas por genes que se
encuentran en la hebra forward y otro con proteinas codificadas por genes de la hebra
reverse (Figura 9). Lo anterior se hizo con el fin de encontrar proteinas codificadas por
operones ya que los componentes de un sistema TA son codificados sobre la misma
hebra.
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Después de establecer los dos grupos de proteinas, se procedié a buscar homologia de
cada grupo de secuencias sobre los PHMMs construidos en el paso anterior, utilizando la
herramienta “hmmscan” del paquete HMMER y precisando el formato de salida tabulado.
Sobre el resultado de cada corrida se extrajeron las secuencias que formaron un operén
de dos componentes con otra secuencia de la lista y el tipo de toxina o antitoxina de las
proteinas pertenecientes al operdn se asumio basado en el menor E-value. Por ejemplo,
si dos secuencias A y B estan de forma consecutiva en la prediccion de Prodigal y
ademas obtuvieron resultado contra los PHMMs, entonces estas proteinas son tomadas
como un operon (AB) de un sistema TA. Las proteinas A o B son anotadas como una
proteina x basado en el menor E-vlaue obtenido, es decir, si el resultado con menor E-
value de la secuencia A fue el PHMM de la toxina vapC1 entonces la secuencia A se
interpreta como una toxina vapC1.

Las proteinas obtenidas con este procedimiento se corrieron contra la base de datos de
Pfam. Si la proteina en cuestion obtuvo el mismo resultado que la proteina de referencia
con la base de datos de Pfam, entonces esa proteina se considerd perteneciente a un
sistema TA. Tomando el ejemplo anterior, si la proteina A obtuvo el mismo resultado
contra la base de datos de Pfam que la toxina vapC1l, entonces la proteina A se
consider6 una toxina vapC1.

En resumen, una secuencia fue considerada como perteneciente a un sistema TA si
cumplié con tres condiciones: 1) Homologia con algin PHMM 2) Formar operdn con una
secuencia que también obtuvo resultado con los PHMMs y 3) Obtener el mismo resultado
contra la base de datos de Pfam (Figura 9).

Debido a que las antitoxinas de los sistemas TA 1 y 3 son RNAs no codificantes, las
toxinas de estos sistemas no pueden cumplir con el segundo criterio, por lo tanto las
secuencias que fueron consideradas toxinas tipo 1 o 3 estuvieron sujetas Unicamente a
las condiciones uno y tres. Las antitoxinas pertenecientes a estos sistemas fueron
buscadas sobre un genoma si su toxina asociada fue identificada por esta metodologia.

Para evitar omitir toxinas o antitoxinas reales pero que no forman un operén debido a
procesos de delecidn, se tuvieron en cuenta las secuencias que cumplieron con el primer
y segundo criterio, sin embargo no se utilizaron en analisis de mutaciones.

1.2.6 Agrupamiento y alineamiento multiple

Los sistemas TA predichos de todos los genomas fueron agrupados utilizando
Proteinortho (Lechner et al. 2011), un algoritmo disefiado para agrupar secuencias
ortélogas. Con cada grupo de ort6logos se realiz6 un alineamiento multiple utilizando
MUSCLE y se visualizaron los resultados con AliView (Larsson 2014). Los alineamientos
fueron revisados manualmente para determinar mutaciones en los aislamientos (Figura
9). Las alteraciones encontradas fueron reportadas basadas en la posicion que ocupan
en H37Ruv.
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Si dos grupos de ortélogos presentaron secuencias pertenecientes a la misma proteina
(toxina o antitoxina) se evaluaron las secuencias sobre la base de datos de Uniprot, las
secuencias que daban como resultado una proteina no caracterizada se tomaron como
posibles toxinas o antitoxinas.
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1.3 Resultados

El analisis sobre los 37 genomas mostr6 en promedio 151 proteinas asociadas a
sistemas TA. Las proteinas encontradas pertenecen exclusivamente a los sistemas Il y IV
reflejando la inexistencia de los otros tipos en los genomas de MTB estudiados. Los
resultados obtenidos con tblastn confirmaron la inexistencia de los sistemas I, lll y V en
MTB. La proteina IdrB fue la Unica que obtuvo resultados contra los 37 genomas, sin
embargo, el alineamiento cuenta con solo 18 aminoacidos idénticos de los 55 que hacen
parte de la secuencia de referencia, las 18 identidades se extienden desde el aminoacido
17 hasta el 49 y presentan 4 deleciones. Por otro lado, las coordenadas del alineamiento
con el genoma de H37Rv concuerdan con las del gen cptl. Por lo tanto se confirma la
ausencia de los sistemas tipo I, lll y V en MTB.Siete proteinas fueron establecidas como
posibles secuencias pertenecientes a sistemas TA no previamente caracterizadas. Una
de estas secuencias guarda homologia con la proteina Rv0918 y las otras seis a las
antitoxinas vapB11, vapB5, vapB45, vapB13, parD1 y RelB. En la Tabla 2 se presenta la
secuencia y el cédigo de la proteina homologa en Uniprot. Las siete proteinas estan
presentes en los siete linajes.

Tabla 2: Posibles proteinas TA no caracterizadas en MTB.
Proteina | Tamario Secuencia ID Uniprot
Homologa 20 MLKRVEIEVDDDLIQKVIRRYRVKGAREAVNLALRTLL AOAL09SUES
vapB11 GEADTAEHGHDDEYDEFSDPNAWVPRRSRDTG
Homologa MTVTPRPAQADPRSMPAEVASRELRNNTAGLLRRYV
vapB5 63 QAGEDITITANGKPVALLTAGSPHGADG AOAL09TOLY

MRADMSVTSMLDREVYVYAEVDKLIGLPAGTAKRWI
NGYERGGKDHPPILRVTPGATPWVTWGEFVETRML
AEYRDRRKVPIVRQRAAIEELRARFNLRYPLAHLRPF

H\?;?)OBIZga 238 LSTHERDLTMGGEEIGLPDAEVTIRTGQALLGDARWL POWLC4
ASIATPGRDEVGEAVIVELPVDKAFPEIVINPSRYSGQ
PTFVGRRVSPVTIAQMVDGGEEREDLAADYGLSLKQ
IQDAIDYTKKYRLARLVAA
MTKKPRNPADYVIGDDVEVSDVDLKQEEVYVDGERL

Homologa 122 TDERVEQMASESLRLAREREANLIPGGKSLSGGSAH AOA109ST13

vapB13 SPAVQVVVSKATHAKLKELARSRKMSVSKLLRPVLD
EFVQRETGRILPRR
Homologa 66 MTATIGFRPTEKDEQIINAAMRSGERKSDVIRRALQLL V5QPS4

parD EREVWIKQARTDAERLRDEDVSTEPDAW

MTSSLVPISEARAHLSRLVRESADDDVVLMNHGRPA

Hogé’l'gga 85 |AILISAERYESLMEELEDLRDRLSVHEREHVTMPLDK | AOA109STCO
LGAELGVDIGRV
MTCPSLVGLRTEAAELSYSDQPDALGVAMRERREQ

Homoloda QNLVRPPRRNASRRINTDQTSTKYVYITYMPETLTGR

Rvoots | 155 | LNFRLSPEQEQALRHAAALTGQSLSGFVLSAAVDHA |  RAMIVS

HDLLARANRIELSEAAFRRFVAALDEPDEAAPELVRL
ARRKSRIPPH
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Un total de 63 proteinas se encontraron conservadas en todos los genomas estudiados
(Tabla 3). Cinco de estas proteinas pertenecen a sistemas hipotéticos, las restantes,
pertenecen a familias del sistema tipo Il a excepcién de la antitoxina AbiEi (tipo IV). Este
grupo de secuencias esta constituido principalmente por antitoxinas (36 secuencias,
Figura 12) y la familia mas abundante es vapBC con 38 representantes.

Tabla 3: Nombre y familia de las proteinas TA completamente conservadas en los
genomas de MTB estudiados.
Proteina Familia Proteina Familia
Antitoxina-vapB29 Toxina-vapC14
Antitoxina-vapB28 Toxina-vapC21
Antitoxina-vapB4 Toxina-vapC35 vapBC
Antitoxina-vapB3 Toxina-vapC50
Antitoxina-vapB11 Toxina-vapC8
Antitoxina-vapB9 Toxina-vapC30
Antitoxina-vapB37 Antitoxina-mazE9
Antitoxina-vapB41 Antitoxina-mazE10
Antitoxina-vapB40 Antitoxina-mazE6 mazEF
Antitoxina-vapB20 Toxina-mazF4
Antitoxina-vapB51 Toxina-mazF9
Antitoxina-vapB26 Toxina-mazF5
Antitoxina-vapB44 Antitoxina-parD2
Antitoxina-vapB12 Antitoxina-parD1
- ; parDE

Antitoxina-vapB1 Toxina-parE2
Antitoxina-vapB13 vapBC Toxina-parEl
Antitoxina-vapB2 Antitoxina-RelB
Antitoxina-vapB36 Antitoxina-RelB2 relBE
Antitoxina-vapB35 Toxina-RelE2
Antitoxina-vapB15 Antitoxina-YefM yefMiyoeB
Antitoxina-vapB14 Toxina-YoeB
Antitoxina-vapB45 Antitoxina-HigA2
Antitoxina-vapB7 Toxina-HigB1 higBA
Antitoxina-vapB6 Toxina-HigB3
Antitoxina-vapB30 Toxina-PemK pemK/peml
Antitoxina-vapB21 Antitoxina-AbiEi AbIEIi/AbIEI

Toxina-vapC33 Rv0910

Toxina-vapC41 Rv3189

Toxina-vapC39 Rv3188 Desconocida

Toxina-vapC17 ArsR

Toxina-vapC42

Toxina-vapC22 Rv1545
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Por otro lado, los sistemas Rv3188-Rv3189, yefM/yoeB, RelBE2, parDE1, parDE2,
mazEF9, vapBC14, vapBC21, vapC30, vapBC35 y vapBC41 son los sistemas completos
(operdén) conservados.

El alineamiento mdltiple reveld6 mutaciones que estuvieron presentes en todos los
genomas de un linaje. Dichas mutaciones se encontraron en 38 proteinas, de las cuales
20 son toxinas, 11 son antitoxinas y 7 son proteinas no caracterizadas. En los 7 grupos,
los linajes Africal, Africa2 y Etiopia son los que contienen mayor nimero de mutaciones
(Tabla 4).

En este grupo de proteinas mutadas se encontré la delecibn completa del sistema
Rv2653c-Rv2654c (sistema no caracterizado) en los linajes Africa2 y Etiopia. Esta misma
delecién se presenci6 en las cepas UT179 y UT393. Otras deleciones se encontraron en
las proteinas vapC3, vapB24 y Rv1045 con pérdida de 35, 24 y 121 aminoacidos. Por
otra parte, se registraron inserciones en Rv0909 de 6 aminoacidos en el extremo N-
terminal y en Rv0836¢ de 23 aminoacidos en el extremo C-terminal.

También se observaron cambios puntuales (cambio de un solo aminoacido) en este
grupo de 38 proteinas (Tabla 4 y 5). Se registraron 45 cambios de un solo aminoécido,
de los cuales 17 cambian un aminoacido polar por uno no polar, 8 son de la forma
inversa a la anterior, tres son cambios de aminoacidos polar positivos por uno polar no
cargado, dos son cambios de polar no cargado por polar negativo, 14 son entre
aminodacidos no polares y solo hay un caso de cambio entre aminoacidos polares no
cargados. No se registraron cambios entre aminoacidos positivos por negativos y
viceversa. Los linajes Africa2 y Etiopia tienen la mayor cantidad de mutaciones
encontradas con 19 y 17 respectivamente, mientras que los linajes CAS y Beijing cuentan
con siete mutaciones cada uno (Figura 11). La mayor cantidad de intercambios entre
aminodcidos polares y no polares la presentan los linajes Africal y Africa2 con 11y 12
respectivamente.

Cinco de las antitoxinas muestran cambios entre aminoacidos polares y no polares
mientras que 14 toxinas tienen este tipo de alteraciones. Las proteinas vapC51 y Rv0918
son las Unicas proteinas que presentan dos cambios puntuales diferentes en dos linajes y
son junto a Rv0909 y la toxina vapC25 las proteinas que mostraron mas de una mutacién
puntual.

En la Tabla 6, se lista un grupo de mutaciones puntuales que son encontradas solo en un
linaje pero no hacen parte de todos los genomas que lo representan, es decir,
mutaciones Unicas de un solo genoma y de un solo linaje. Son 48 mutaciones
encontradas en 21 toxinas, 7 antitoxinas, 7 proteinas no caracterizadas y un regulador de
un sistema de tres componentes (SecB-like chaperone Rv1957). En la Figura 12 se
presenta el numero global de toxinas y antitoxinas mutadas y conservadas en los linajes.

Las proteinas vapC25, vapC43, HigB2, AbiEii, mazE4 y Rv0918 son las secuencias que
se repiten en este grupo. Los principales cambios se presentaron entre aminoacidos
polares por no polares (13 mutaciones), no polares por no polares (11 mutaciones) y no
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polares por polares (10 mutaciones). 13 de las mutaciones entre aminoacidos polares y
apolares estan en toxinas, mientras que 4 en antitoxinas y las restantes en proteinas no
caracterizadas.

Figura 10:  Numero de mutaciones identificadas de acuerdo a los genomas estudiados

de cada linaje.
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Las toxinas también tienen mayor cantidad de mutaciones entre aminoacidos no polares
(8 mutaciones) en comparacion a las antitoxinas (1 mutacion). A diferencia de las
mutaciones de las Tablas 4 y 5, en este grupo de secuencias si se presentaron cambios
puntuales entre aminoacidos con carga positiva y negativa (4 mutaciones).

Figura1l: Comparacion de variabilidad en secuencias de toxinas y antitoxinas.
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La cepa CAS/NITR204 (CP005386.1), con 10 mutaciones, es la cepa con mayor nimero
de alteraciones. Ademas de mostrar estas mutaciones, 15 proteinas en CAS/NITR204
cambian su longitud con respecto a la referencia. Las proteinas son: vapC26, vapC12,
HigA3, vapC9, Rv0837c, mazF7, vapBl17, vapC32, mazE2, vapC5, vapC31, vapBC29,
Rv2826¢c, vapC15 y vapB46. Un analisis sobre la secuencia nucleotidica del genoma,
reveld inserciones y deleciones de un numero de nucleétidos no multiplo de 3 en todos
estos genes, llevando a cambios en la secuencia de la proteina.

Tabla 4: Mutaciones asociadas a cada linaje. Inserciones (INS) y Deleciones (DEL)
tienen entre paréntesis el nUmero de aminoacidos involucrados. En las
mutaciones puntuales se muestra el cambio de aminoacido y la posicion
donde ocurre. Se indican las proteinas sin mutaciones (SM) en cada linaje.

Linaje
Proteina Euro
Africa2 EAI Africal Etiopia Améri CAS Beijing
merica
Toxina-vapC3 DE;ngfnsgéii';%”gi;de' SM SM SM SM SM SM
Toxina-vapC10 D-G(103) D-G(103) D-G(103) D-G(103) SM SM SM
Toxina-RelE SM SM SM L-1(99) SM SM SM
Antitoxina-vapB34 SM T-A(21) SM SM SM SM SM
GCNS5-like SM SM L-P(151) SM SM SM SM
INS (23) INS (23) INS (23) INS (23) en | INS (23) en
Rv0836¢ INS (éi)efr?ﬂﬁ);remo en extremo en extremo | en extremo SM extremo extremo
C-terminal C-terminal C-terminal C-terminal C-terminal
INS (6) en extremo N-
terminal, I-N(3), L-P(4),
Rv0909 D-G(5), H-Q(45) H-Q(45) H-Q(45) SM SM SM

K-Q(6), V-G(7),
N-D(9), H-Q(45)

Toxina-mazF10 SM SM SM SM SM A-T(30) SM
Toxina-vapC24 A-S(31) SM A-S(31) SM SM SM SM
DEL
. (24) en
Antitoxina-vapB24 SM SM SM SM SM SM
extremo
N-terminal
Toxina-vapC40 C-R(77) C-R(77) C-R(77) C-R(77) SM C-R(77) C-R(77)
Antitoxina-vapB19 SM SM D-G(60) SM SM SM SM
Toxina-mazF3 T-1(65) T-1(65) T-1(65) T-1(65) SM T-1(65) T-1(65)
Toxina-vapC38 SM SM SM SM SM SM A-V(48)
Antitoxina-vapB5 SM SM SM N-D(69) SM SM SM
Toxina-vapC23 SM SM SM L-V(102) SM SM SM
Antitoxina-vapB22 S-A(71) SM SM SM SM SM SM
Toxina-vapC13 SM SM I-T(67) SM SM SM SM
Toxina-vapC6é SM SM SM SM SM W-L(65) SM
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Tabla 5: Continuacion de la tabla 4.
Linaje
. . . . Euro
Proteina Africa2 EAI Africal Etiopia Améri CAS Beijing
mérica
Antitoxina-vapB31 V-G(50) SM SM SM SM SM SM
DEL de 121
Rv1045 SM SM SM SM SM SM aminoécidos
iniciales
Toxina-vapC9 SM R-W(58) SM SM SM SM SM
Antitoxina-mazE4 R-W(90) SM SM SM SM SM SM
Antitoxina-vapB39 A-V(15) SM SM SM SM SM SM
Rv2654c DEL (completa) SM SM DEL (completa) SM SM SM
Rv2653c DEL (completa) SM H-Q(98) | DEL (completa) SM SM SM
Antitoxina-vapB47 SM SM SM SM SM SM R-C(84)
Toxina-vapC37 SM SM SM SM SM SM T-A(16)
Toxina-vapC32 SM SM R-C(14) SM SM SM SM
Antitoxina-vapB50 SM SM SM L-F(8) SM SM SM
Antitoxina-vapB33 SM SM SM L-C(8) SM SM SM
Toxina-vapC31 SM M-V(90) SM SM SM SM SM
S-N(83),
V-M(90),
Toxina-vapC25 SM SM SM G-A(112), SM SM SM
E-G(117),
R-W(131)
Toxina-vapC51 SM SM S-P(46) SM SM R-L(86) SM
Toxina-vapC45 Q-P(2) SM SM SM SM SM SM
Toxina-vapC48 G-R(34) SM G-R(34) SM SM SM SM
RV0918 S-G(39) sM | s-G(39) S-G(39), SM S-G(39) S-G(39)
P-R(61)
Toxina-vapC47 S-L(46) S-L(46) | S-L(46) S-L(46) S-L(46) S-L(46) S-L(46)

La cepa Strain 25 (CP010334.1) muestra mutaciones similares, los genes que codifican
para vapC34, Rv0060, vapC45, vapB39, Rv2827c, vapC37, Rv1990c, vapC25 y vapC49
sufren un cambio abrupto por delecién o insercibn de un numero de nucleétidos no
multiplo de 3. Otras proteinas que sufren modificaciones en sus secuencias por este tipo
de mutaciones son Rv0837c y mazE5 en EAI5 (CP006578.1), vapC45 y vapC7 en
EAI5/NITR206 (CP005387.1), vapB31, vapB13, vapC25 y vapB49 en CCDC5079
(CP001641.1), vapB43 y mazE3 en CDC1551 y vapC4 en UT294.
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Tabla 6: Mutaciones encontradas en un solo aislamiento y un solo linaje.
Linaje Cepa Proteina Mutacion
GM041182 (NC_015758.1) Toxina-vapC2 R-H(93)
Strain 25 (CP010334.1) Antitoxina-vapB32 P-L(58)
Africa2 UT307 Toxina-mazF2 R-H(55)
UT307 y GM041182 (NC_015758.1) Toxina-vapC34 K-T(67)
UT307 Rv0837¢c S-N(229)
Strain 25 (CP010334.1) Toxina-HigB2 E-K(131)
UT393 Toxina-vapC11 R-W(124)
EAIS/NITR206 (CP005387.1) y EAI5 (CP006578.1) Toxina-vapC20 V-L(87)
EAI5/NITR206 (CP005387.1) Toxina-vapC43 N-T(53)
EAI EAIS/NITR206 (CP005387.1) Antitoxina-vapB8 R-G(41)
EAI5/NITR206 (CP005387.1) Rv0918 Q-P(35)
UT393 Toxina-mazF7 R-P(69)
EAI5 (CP006578.1) Toxina-vapC25 R-Q(49)
MTB_BTBH0127 (ERS158319/ENA) Toxina-vapC19 L-1(13)
Etiopia Mt256 (ERS182920) Rv0918 R-W(29)
Mt256 (ERS182920) Rv2035 E-A(51)
UT294 Antitoxina-vapB10 K-R(2)
uT107 Toxina-vapC44 T-1(129)
UT1-UT213-UT245 Rv0059 A-P(83)
UT211 Toxina-vapC18 E-K (69)
UT211 Toxina-mazF6é G-S(59)
UT179 Rv1989¢ C-R(25)
UT219-UT1-UT441-UT245-UT213-UT486-Haarlem y CDC1551 Toxina-vapC36 L-H(126)
UT441-UT1-UT245-UT213-UT486-UT219-Haarlem y CDC1551 SecB-like chaperone Rv1957 D-N(84)
UT211 Antitoxina-vapB48 R-C(49)
Euro/América UT219-UT441 Rv0918 T-A(53)
uT107 Antitoxina-mazE4 R-G(22)
CDC1551 Antitoxina-mazE4 R-H(15)
UT486 Toxina-vapC37 A-T(109)
UT211 Antitoxina-HigA1 A-S(149)
UT107-UT179-UT294-UT2-UT477-UT95 Toxina-HigB2 V-A(118)
UT294 Toxina-HigB2 P-L(57)
uT294 Toxina-vapC7 G-D(86)
UT219 y UT441 Antitoxina-mazE2 D-N(45)
UT486 Toxina-vapC51 A-T(62)
NZ3DS1 (JZDR01000001.1) Toxina-vapC29 S-P(76)
CAS/NITR204 (CP005386.1) Rv1546 D-A(72)
CAS/NITR204 (CP005386.1) Toxina-AbiEii V-I(55), V-C(105), I-H(106)
CcAS CAS/NITR204 (CP005386.1) Toxina-vapC43 V-A(99)
CAS/NITR204 (CP005386.1) Rv2827c A-V(71)
Nz3DS1 (JZDR01000001.1)
NZ3MDR1(CCSJ01000001.1) Toxina-vapC46 A-T(42)
CAS/NITR204 (CP005386.1) Toxina-vapC25 R-P(139)
CAS/NITR204 (CP005386.1) Toxina-vapC49 H-D(91), L-1(92), H-D(96)
Beijing Beijing/NITR203 (CP005082.1) Toxina-AbiEii P-S(222)
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En la figura 10 se representa los principales datos obtenidos durante el analisis de
variabilidad de sistemas TA en MTB. Se representa el nimero de toxinas y antitoxinas
conservadas y mutadas, los operones completamente conservados, las familias de los
sistemas TA sin variaciones y el nUmero de mutaciones por linaje.

Figura 12:  Principales resultados obtenidos durante el analisis de sistemas TA.
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1.4 Discusioén

1.4.1 Tipos de toxina-antitoxina y nuevas proteinas

Los sistemas TA regulan el metabolismo de una bacteria, sus toxinas, bajo situaciones
de estrés, dirigen su accién sobre distintos procesos metabdlicos, siendo entonces parte
de la maquinaria de regulacion epigenetica (Wen et al. 2014; Y Yamaguchi et al. 2011).
Son sistemas ampliamente difundidos en arqueas y bacterias (Y Yamaguchi et al. 2011)
y se dividen en 5 grupos, dependiendo de la forma en la que la antitoxina inhibe a la
toxina (Wen et al. 2014). Nuestros datos muestran la inexistencia de sistemas TA tipo |,
lll'y V en todos los linajes de MTB estudiados, resultados que concuerdan con estudios
previos desarrollados en la busqueda de sistemas tipo | y Il (Blower et al. 2012; Fozo et
al. 2010a). Los sistemas tipo | se han encontrado en Firmicutes y Gammaproteobacterias
y se cree que se expanden por duplicacion en lineas evolutivas especificas y no por
transferencia horizontal (Fozo et al. 2010b), por otra parte, los sistemas tipo Il son
encontrados principalmente en Fusobacterias y Firmicutes. A diferencia de los sistemas
tipo I, se ha sugerido que los sistemas tipo Ill presentan transferencia horizontal entre
bacterias no relacionadas y se ha descrito homologia con las toxinas MazF y RelE (tipo
II) (Blower et al. 2012). A pesar de esto, no se encontr6 homologia en ningan linaje de
MTB. El sistema GhoT/GhoS fue el primer sistemas tipo V reportado (Wang et al. 2012),
es encontrado en E. coli y puede no estar presente en lineas evolutivas de MTB. Sin
embargo, solo tener un representante de este tipo de sistema TA, limita la busqueda en
las bases de datos y por tanto el disefio de PHMM. Se necesitaria una mayor cantidad de
sistemas tipo V para hacer una blsqueda adecuada en MTB.

Los sistemas tipo Il (la antitoxina es una proteina que interactda directamente con la
toxina) son encontrados en gran variedad de bacterias (Leplae et al. 2011b) y son
ampliamente distribuidos en MTB en comparacibn a especies cercanas Ccomo
Mycobacteriun marinum (Ramage et al. 2009). La expansion de los sistemas TA parece
haber ocurrido después de haber divergido MTB y M. marinum, adquiriéndose por
transferencia horizontal, sumado a eventos de duplicacion, que también pudieron tener
un papel en el incremento de los sistemas (Ramage et al. 2009). Los sistemas TA se
expandieron y mantuvieron en MTB, especialmente los pertenecientes a la familia vapBC
gue cuenta con 50 de los 79 sistemas reportados en H37Rv (Sala et al. 2014). Nuestros
resultados, revelaron 7 posibles secuencias adicionales asociadas a sistemas TA (Tabla
2), de las cuales 4 son homologas a antitoxinas vapB, mostrando relacién con la
expansion y conservacion de sistemas TA, en especial de la familia vapBC.

De las 7 posibles proteinas TA, 6 son antitoxinas, resultados que sugieren que en MTB
se favorece el surgimiento de nuevas antitoxinas. Este fenémeno podria obedecer a que
las antitoxinas son mas propensas a la degradacion que las toxinas, lo que implica su
constante recambio para evitar dejar libre las toxinas (Chan, Espinosa, and Yeo 2016) y a
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la capacidad que tiene una antitoxina de interactuar con diferentes toxinas (Leplae et al.
2011b). La menor estabilidad de las antitoxinas favoreceria el surgimiento de nuevas
antitoxinas que puedan inhibir distintas toxinas y que aseguren una mayor oferta de
antitoxinas para su constante recambio. Las nuevas antitoxinas podrian actuar de forma
colaborativa para impedir la liberacion de toxinas. Este tipo de redes de interaccion han
sido previamente reportadas (Zhu et al. 2010).

1.4.2 Core de sistemas toxina-antitoxina

El core gendmico son genes que son conservados en todos los aislamientos de una
especie bacteriana (Medini et al. 2005). En el pasado, se han realizado esfuerzos por
determinar el core de genes en el MTBC, por ejemplo, sobre 96 genomas del MTBC se
establecidé un core con secuencias que formaban grupos de homélogos al tener 70% de
similitud global y estar presentes en todos los genomas (Periwal et al. 2015), por otro
lado Marmiesse et al. 2004 definieron un core en 5 especies de Micobacterias (incluida
MTB) utilizando secuencias proteicas que tuvieran un porcentaje de identidad mayor al
40% en al menos 70% de la longitud total de la proteina. En este estudio se obtuvo un
grupo de 63 proteinas de sistemas TA que comparten 100% de similitud global y que
estan presentes en todos los aislamientos estudiados (Tabla 3). Los genes que codifican
las 63 proteinas podrian hacer parte de un core inalterado de MTB, no obstante, se
necesita un nimero mayor de genomas para comprobarlo.

Los genes esenciales en una bacteria tienden a organizarse en forma de operén y tienen
un alto grado de conservacion (Grazziotin, Vidal, and Venancio 2015). A pesar de esto,
los sistemas TA no son esenciales en bacterias y arqueas (Y Yamaguchi et al. 2011). La
prevalencia de los 63 genes en MTB puede tener diferentes causas, por un lado, se ha
propuesto que los sistemas TA se comportan como secuencias egoistas, manteniéndose
en el cromosoma con un efecto similar al que ocurre con la adiccién de plasmidos, en
donde las células que no adquieren una copia del plasmido, mueren por no poder
producir la cantidad suficiente de antitoxina (Pandey and Gerdes 2005). También se han
asociado en la proteccién contra ADN foraneo como el de plasmidos y fagos (Hazan and
Engelberg-Kulka 2004; Van Melderen 2010) y parece, pueden prevenir la perdida de
ADN (Van Melderen 2010). Sin embargo, una de los principales roles biolégicos que se
les atribuye, es el de ser un mecanismo de la bacteria para afrontar situaciones de estrés
(Van Melderen 2010; Ramage et al. 2009). Por ejemplo, la familia vapBC, la mas
representativa en el grupo de 63 proteinas, esta involucrada en distintas situaciones de
estrés. Los sistemas vapBC7, 15 y 25 son inducidos en condiciones de hipoxia e
interaccion con macréfagos, mientras que los sistemas vapBC3, 31 y 49 estan sobre
expresados en bacterias resistentes a medicamentos (Sala et al. 2014). Las toxinas
mazF también han sido involucradas en la respuesta de MTB a condiciones de estrés:
mutantes de las toxinas mazF3, 6 y 9 muestran reduccién en la formacion de células
persistentes bajo estrés oxidativo, nutricional y presion de medicamentos, y se observo
una menor carga bacteriana de estos mutantes en infeccion experimental en curies
(Tiwari et al. 2015).
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Los sistemas relBE, con un operén completamente conservado en los linajes (Tabla 3),
son sobre expresados en condiciones de estrés oxidativo, y a diferencia de los sistemas
vapBC y higBA los cuales son sobre expresado bajo hipoxia, los sistemas relBE son sub
expresados en esta condicion (Korch et al. 2015). Ademas, las toxinas relE1 y relE2 son
sobre expresadas en tratamiento con antibidticos y en tejidos de pulmén de ratones
infectados (Sala et al. 2014).

Por su parte, los sistemas parDE, completamente conservados en los 7 linajes, son
expresados bajo estrés oxidativo (Gupta et al. 2016) y podrian reducir la perdida de ADN
cromosémico (Fiebig et al. 2010). En E. coli, las toxinas parE de MTB, logran inhibir su
crecimiento (Sala et al. 2014).

La evidencia mencionada anteriormente de los sistemas vapBC, mazEF, parDE y relBE
como mecanismo de la bacteria para confrontar condiciones de estrés, sugiere que los
sistemas TA son activados bajo situaciones comunes, como estrés oxidativo y presién de
medicamentos. Esta caracteristica y su amplia distribucién en MTB podrian asegurar una
respuesta efectiva ante distintos estimulos, de alli la importancia de su conservacién. Sin
embargo, hay sistemas que tienen expresion contraria en una misma situacion de estrés,
por ejemplo, en condiciones de hipoxia, los sistemas vapBC son sobre expresados,
mientras que los sistemas relBE son sub expresados, lo que indica que aunque los
sistemas TA parecen tener la misma funcion (regular el metabolismo en situaciones de
estrés), puede que estén expresados bajo distintos controles regulatorios, de tal forma
gue un subconjunto es activado en una condicion particular de estrés (Ramage et al.
2009), de ahi, la necesidad de tener diferentes familias conservadas.

Aparte de ser activados bajo distintas situaciones de estrés, los sistemas TA tienen
blancos distintos. Por ejemplo, las toxinas parE inhiben la accion de la girasa mientras
gue las toxinas mazF y vapC son ribonucleasas que impiden la traduccién (Sala et al.
2014). Las diferencias también son observadas dentro de familias, es el caso de las
toxinas mazF6 y vapC20, las cuales actian sobre el RNAr 23S y no sobre el RNAm (Sala
et al. 2014). La expresién de un grupo de sistemas TA bajo una misma condicién pero
con distintos blancos, haria mas eficiente la regulacion del metabolismo bacteriano. Esto
también daria respuesta a la importancia de conservar distintos sistemas y familias TA en
MTB.

El vinculo de los sistemas TA con la capacidad de MTB de entrar en latencia podria dar
explicacion a la prevalencia de algunos sistemas en los 7 linajes. Tal vinculo se observa
sobre toxinas vapBC, las cuales alteran la morfologia de M. smegmatis volviéndola
ovoide. Las células con esta morfologia presentan baja tasa de transcripcion y
disminuyen su consumo de oxigeno. Ademas, se muestra sobre expresion de toxinas
vapC en la transicion a células dormantes (Demidenok, Kaprelyants, and Goncharenko
2014). Sistema parDE suman evidencia al reducir la capacidad de M. smegmatis de
formar colonias bajo estrés oxidativo, una condicion mantenida en el interior del
macréfago. A pesar de esto, las células siguen siendo viables (Gupta et al. 2016). Ya que
las toxinas de los sistemas relBE y maszEF son activadas bajo situaciones similares a
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vapBC y parDE, es posible que los sistemas conservados en los linajes sean necesarios
para que la bacteria entre en latencia.

1.4.3 Mutaciones de proteinas toxina-antitoxina

En este estudio se encontraron mutaciones que por linaje, estdn en todos los genomas
gue los representan. Este grupo de mutaciones, junto con las halladas en un Unico
aislamiento (Tabla 6), muestran un mayor nimero de toxinas mutadas con relacion a las
antitoxinas. Estos resultados se asocian con los grupos de secuencias nuevas y
secuencias completamente conservadas, en los cuales la mayor cantidad de proteinas
son antitoxinas. En conjunto, estos resultados sugieren que, en MTB, no solo se favorece
el surgimiento de nuevas antitoxinas, sino que también se tiende a conservar mas las
antitoxinas que las toxinas (Figura 12). Cabe también sefialar, que la mayor cantidad de
cambios de aminoacidos polares por apolares o viceversa, se dio en las toxinas,
reflejando un caracter menos restrictivo al cambio de grupos funcionales con
caracteristicas distintas. Esto sugiere una relacion con la protecciéon que da la antitoxina
a la célula para no ser atacada por su propia toxina y a su papel como factores de
regulacion de su propio operon (Chan et al. 2016).

Las mutaciones encontradas pueden ser utilizadas como marcadores para la
determinacién de linaje. Un analisis de polimorfismos sobre 5 familias tipo Il, logré
determinar los genes y las mutaciones necesarias para establecer el genotipo y subtipos
de cepas MTB (Zaychikova et al. 2015). Los autores proponen un grupo de 13 genes que
pueden ser utilizados para la determinacion de los linajes (Zaychikova et al. 2015). En
este grupo, las mutaciones reportadas sobre los genes mazF3, vapC47, vapC6, vapC10
y vapC37 concuerdan con nuestras mutaciones. Adicionalmente, nosostros aportamos
mutaciones que pueden ser utilizadas en la determinacion del linaje Etiopia, Africal y 2,
como fueron las mutaciones en GCNb5-like, vapB22 y relE para determinar los linajes
Africal, Africa2 y Etiopia respectivamente (Tabla 4). Estos datos aportan informacion
para una completa genotipificacién de los linajes de MTB utilizando como base estas
mutaciones.

Finalmente, los autores concluyen gque mutaciones en genes TA pueden alterar la
actividad de la proteina y que estas alteraciones podrian guardar relacion con la
eficiencia de adaptacion de un genotipo a las condiciones del hospedero. Esta conclusion
es interesante puesto que la mayor cantidad de nuestras mutaciones fueron encontradas
en los linajes antiguos, con menos distribucién geografica con respecto a los modernos
(Coll et al. 2014) (Figura 11).

Los linajes modernos parecen tener mas éxito en su propagacion que linajes antiguos
(Coscolla and Gagneux 2014). Ademas, muestran diferencia en el desarrollo de la
enfermedad; Los linajes 2 y 4 son mas propensos a desarrollar enfermedad activa con
respecto al linaje 6 y pacientes infectados con bacterias del linaje 4 presentan mayor
conteo de neutréfilos y un indice corporal mas bajo que pacientes infectados con
bacterias del linaje 1 (Coscolla and Gagneux 2014). En otros estudios, se ha evidenciado
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que el linaje Euro América muestra diferencias en consolidacion pulmonar con respecto a
EAIl y Beijing, indicando respuestas inflamatorias distintas entre linaje (Thwaites et al.
2008). Caws et al. 2008 encontraron que pacientes infectados con cepas Euro América
tienen baja mortalidad en TB meningea comparado con los linajes EAI y Beijing.

La evidencia presentada anteriormente liga a los linajes comportamientos distintos en el
desarrollo de la enfermedad e interaccion con el hospedero. Los sistemas TA, al ser
activados bajo situaciones de estrés como la presidon de medicamento y el sistema
inmune, pueden tener alguna relacion con el desarrollo de la enfermedad, por lo tanto,
las mutaciones encontradas en los sistemas TA de los diferentes linajes (Tabla 4, 5)
podrian estar relacionadas con las caracteristicas patobioldgicas asociadas a cada linaje.

En Africal y Africa2 (linajes antiguos) encontramos mayor cantidad de variaciones entre
aminodacidos polares y no polares que las encontradas en linajes modernos (Tabla 4 y 5).
Dichas variaciones también implican un mayor nimero de cambios de aminoacidos
inactivos cataliticamente como Glicina, Alanina, Leucina y Prolina, por amino4cidos como
Arginina, Aspartato y Serina, involucrados en el intercambio de protones, activacion de
especies reactivas y estabilizacion de moléculas (Holliday, Mitchell, and Thornton 2009).
Estos cambios indican que, en el tiempo, MTB ha sufrido cambios en las secuencias de
toxinas y antitoxinas que podrian influir sobre sitios activos de las proteinas o en la
interaccion toxina-antitoxina, con un posible impacto en la funcion de los sistemas TA en
aislamientos de linajes antiguos y modernos. Ademas, cambios entre aminoacidos de
distinto tamafio y polaridad, como el de Glicina por una Arginina, podrian afectar la
estructura de la proteina ya que los aminoacidos apolares tienden a estar en el interior de
la molécula (Alberts 2013).

Los sistemas TA muestran variabilidad no solo a nivel de linajes sino también de
aislamiento (Tabla 6), teniendo mutaciones vinculadas Unicamente a un aislamiento.
Algunos genes en estos aislamientos tienen inserciones y deleciones que cambian el
marco de lectura, cambiando la estructura primaria y probablemente la secundaria y
terciaria de la proteina. Si esto es asi, los sitios activos de la proteina pueden cambiar y
hacer a las proteinas inactivas para su funcion original. Este tipo de cambios se
observaron en las cepas CAS/NITR204, Strain 25, EAI5 (CP006578.1), EAIS/NITR206
(CP005387.1), CCDC5079, CDC1551 y UT294. Sin embargo, el aislamiento
CAS/NITR204 con 15 proteinas alteradas, es el aislamiento que tiene el mayor nimero
de mutaciones. CAS/NITR204 es un aislamiento clinico de la India (Narayanan and
Deshpande 2013), indicando que sus 15 proteinas con cambio en la estructura primaria,
no estarian afectando drasticamente la capacidad de este aislamiento para desarrollar la
enfermedad. Lo mismo podriamos concluir de los aislamientos clinicos EAIS/NITR206,
CDC1551 y UT294. No obstante, la probable pérdida de la funcién de distintos genes TA,
sugiere que estos eventos pudieran no estar ligados a un caracter prescindible en los
procesos de infeccion y desarrollo de la enfermedad, sino més bien a la redundancia de
funciones entre los diferentes sistemas TA. Al igual que en el surgimiento de nuevos
genes, donde la duplicacion de un gen permite a una copia mantener su funcién
ancestral (usualmente importante) y a la otra adquirir mutaciones en el tiempo
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(Kaessmann 2010), los sistemas TA en MTB pueden tener la misma libertad para mutar
debido a que distintos sistemas responden a la misma situacién de estrés, sin haber
duplicacion exacta de los genes, hay redundancia en la funcion.

La libertad de los sistemas TA de adquirir mutaciones explicaria la variabilidad que se
percibe por aislamiento. Ademas, la redundancia en funciones podria ser clave para el
surgimiento de nuevas toxinas, ya que se han identificado estructuras similares entre
toxinas que no comparten similitud significativa en sus secuencias (Leplae et al. 2011b).
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2.Conclusiones y perspectivas

2.1 Conclusiones

e Se encontraron mutaciones relacionadas con cada linaje que pueden ser
utilizadas para la genotipificacion de Mycobacterium tuberculosis.

e Los cambios que encontramos en la estructura primaria de proteinas de sistemas
toxina-antitoxina en aislamientos clinicos de Mycobacterium tuberculosis, son
evidencia de que la redundancia en la funcién de los sistemas toxina-antitoxina
permitiria a las proteinas adquirir mutaciones sin afectar drasticamente el fenotipo
de la bacteria y permitiria el surgimiento de nuevas proteinas asociadas a
sistemas toxina-antitoxina.

e Las posibles nuevas antitoxinas encontradas en este estudio, indican que la
inestabilidad de las antitoxinas y su capacidad de interactuar con distintas toxinas,
favorece el surgimiento de nuevas antitoxinas que actien en forma sinérgica con
las demas.

e Se hallaron sistemas completamente conservados en los linajes de
Mycobacterium tuberculosis que pueden ser parte del core genémico de la
especie y ademas, asegurarian a la bacteria una respuesta efectiva bajo
condiciones de estrés variada, ya que son activados bajo distintas situaciones de
estrés y actlan sobre blancos diferentes.

2.2 Perspectivas

Las antitoxinas hipotéticas detectadas necesitan ser validadas experimentalmente,
primero evaluando su expresion bajo diferentes condiciones de estrés y posteriormente
analizando su interaccion con las toxinas de la familia a la cual pertenece su antitoxina
homologa.
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En los casos en que se disponga de un cristal, se podria evaluar el efecto de las
mutaciones asociadas a cada linaje sobre la estructura de la proteina y se podrian
adelantar analisis de dinamica molecular con el fin de evaluar el efecto sobre la
interaccion toxina-antitoxina, toxina-blanco y antitoxina-ADN.

Por dltimo es necesario evaluar las mutaciones sobre un conjunto adicional de genomas
de cada linaje para verificar su utilidad como marcadores en la genotipificacion de
Mycobacterium tuberculosis.
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A.

Toxinas de referencia

Tipo TA Gen Proteina ID
bsrG Phage toxin type | toxin-antitoxin system | L8EAYO
fmlA Stable plasmid inheritance protein P62670
hok Protein hok P11895
ibsA Small toxic protein IbsA C1P607
ibsB Small toxic protein IbsB C1P608
ibsC Small toxic protein IbsC C1P615
ibsD Small toxic protein lbsD C1P616
ibsE Small toxic protein IbsE C1P617
IdrA Small toxic polypeptide LdrA/LdrC Q6BF36

1 IdrB Small toxic polypeptide LdrB Q6BF87
IdrC Small toxic polypeptide IdrA/ldrC T6B5I3
IdrD Small toxic polypeptide LdrD Q6BF25
IdrE Small toxic polypeptide D3H0Z5
PndA Protein PndA P11902
ralR Endodeoxyribonuclease RalR P33229
shoB Small toxic protein ShoB C1P611
srnB Protein SrnB P13970
symE Toxic protein SymE P39394
tXpA Toxic peptide TxpA P54373
tisB Small toxic protein TisB ASAB27
hicAl Probable mRNA interferase HicA 1 Q7N1I2
hicA2 Probable mRNA interferase HicA 2 Q7MZD9

2 higB1 Toxin HigB-1 Q9KMG5
higB2 Toxin HigB-2 Q9KMAG
hipA inactivating GItX kinase facilitating persister | P23874
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mazF1 Probable endoribonuclease MazF1 Q6MX40
mazF10 toxin mzF10 007226
mazF2 Probable endoribonuclease MazF2 POWII1
mazF3 Endoribonuclease MazF3 POWIH9
mazF4 Endoribonuclease MazF4 POWII5
mazF5 Probable endoribonuclease MazF5 P95272
mazF6 Endoribonuclease MazF6 POWII3
mazF7 Probable endoribonuclease MazF7 POCL62
mazF38 Putative toxin MazF8 PO9WIH6
mazF9 Endoribonuclease MazF9 P71650
toxin zeta toxin zeta Q54944
pemK MRNA interferase PemK P13976
parEl Toxin ParE1 OS=Caulobacter crescentus | Q9A9T8
parE2 Toxin ParE2 POWHG5
parE3 Toxin ParE3 Q9A454
parE4 Toxin ParE4 Q9A459
pasB Toxin-like protein Q75ZL7
doc Toxin Doc AOQRYO
RelE toxin RelE 050461
relG toxin RelG 033348
higB1 Probable endoribonuclease HigB1 POWJAS
higB2 Putative toxin HigB2 053468
higB3 Putative toxin HigB3 053332
parE1l Toxin ParE1l POWHG7
yoeB Toxin RelK POWF09
VapC1l ribonuclease VapC1l POWFC1
vapC10 Ribonuclease VapC10 POWFA7
vapC1l1l Ribonuclease VapC11 POWFAS
vapC12 Ribonuclease VapC12 POWFA3
vapC13 Ribonuclease VapC13 POWFA1
vapCl4 Ribonuclease VapC14 POWF99
vapC15 Ribonuclease VapC15 POWF97
vapC16 Ribonuclease VapC16 POCV93
vapCl7 Ribonuclease VapC17 POWF95
vapC18 Ribonuclease VapC18 P95007
vapC1l9 Ribonuclease VapC19 POWF93
vapC2 ribonuclease VapC2 POWFB9
vapC20 | 23S rRNA-specific endonuclease VapC20 | P95004
vapC21 Ribonuclease VapC21 POWF91
vapC22 Ribonuclease VapC22 P71623
vapC23 Ribonuclease VapC23 POWF89
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vapC24 Ribonuclease VapC24 POWEF87
vapC25 Ribonuclease VapC25 PO9WF85
vapC26 Ribonuclease VapC26 053779
vapC27 Ribonuclease VapC27 POWF83
vapC28 Ribonuclease VapC28 POWF81
vapC29 Ribonuclease VapC29 POWF79
vapC3 ribonuclease VapC3 POWFB7
vapC30 Ribonuclease VapC30 POWF77
vapC31 Ribonuclease VapC31 POWF75
vapC32 Ribonuclease VapC32 POWF73
vapC33 Ribonuclease VapC33 POWF69
vapC34 Putative ribonuclease VapC34 POWF71
vapC35 Ribonuclease VapC35 POWF67
vapC36 Ribonuclease VapC36 POWF65
vapC37 Ribonuclease VapC37 053501
vapC38 Ribonuclease VapC38 053219
vapC39 Ribonuclease VapC39 POWF63
vapC4 Toxin VapC4 007783
vapC40 Ribonuclease VapC40 POWF61
vapC41l Ribonuclease VapC41 POWF59
vapC42 Ribonuclease VapC42 POWF57
vapC43 Ribonuclease VapC43 POWF55
vapC44 Ribonuclease VapC44 POWF53
vapC45 Ribonuclease VapC45 POWF50
vapC46 Ribonuclease VapC46 050411
vapC47 Ribonuclease VapC47 PO9WF49
vapC48 Ribonuclease VapC48 POWF47
vapC49 Ribonuclease VapC49 POWF51
vapC5 Ribonuclease VapC5 P96917
vapC50 Putative ribonuclease VapC50 LOTGFO
vapC51 Ribonuclease VapC51 LOT5V6
vapC6 ribonuclease VapC6 POWFB5
vapC7 Ribonuclease VapC7 POWFB3
vapC8 Ribonuclease VapC8 POWFB1
vapC9 ribonuclease VapC9 POWFA9

ccdB Toxin CcdB P62554
mgsR MRNA interferase MgsR Q46865

yhaV Toxin YhaV P64594

ParE Toxin ParE K4Y5N7

abiQ Endoribonuclease AbiQ Q92J19

toxN Endoribonuclease ToxN B8X8Z0
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abiEii AbiEii Q48616
4 chtA Cytoskeleton-binding toxin CbtA P64524
CptA Toxin CptA Q46824
5 ghoT Toxin GhoT P64646
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B.

Antitoxinas de referencia

Tipo TA Gen Proteina ID
hicB1 Antitoxin HicB 1 Q7N1I3
hicB2 Antitoxin HicB 2 Q7MZD8
higA-1 Antitoxin HigA-1 Q9KMG4
higA-2 Antitoxin HigA-2 Q9KMAS5

hipB Antitoxin HipB P23873
mazE1l Probable antitoxin MazE1 POCL57
mazE10 Antitoxin Rv0298 POWJ09
mazE2 Probable antitoxin MazE2 006779
mazE3 Antitoxin MazE3 053451
mazE4 Probable antitoxin MazE4 POWJ91
mazE5 Antitoxin MazE5 PO9WJ89
mazE6 Antitoxin MazE6 POWJ87
mazE7 Antitoxin MazE7 PO9WJ85
mazE8 Antitoxin MazE8 POCL60
2 mazE9 Antitoxin MazE9 POCL61
Antitoxin epsilon Antitoxin epsilon Q57231
peml Antitoxin Peml P13975
parD1 Antitoxin ParD1 P58091
parD2 Antitoxin ParD2 POWJ75
parD3 Antitoxin ParD3 POCW74
parD4 Antitoxin ParD4 Q9A458
pasA Anti-toxin-like protein Q93TU2
phd Antitoxin Phd AOQRX9
relB Antitoxin RelB 050462
relF Antitoxin RelF 033347
higAl Antitoxin HigA1 POWJA7
higA2 Putative antitoxin HigA2 053467
higA3 Putative antitoxin HigA3 053333
parD1 Antitoxin ParD1 POWIJ7
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relJ Antitoxin RelJ POWF25
vapB1 Putative antitoxin VapB1 POCW29
vapB10 Putative antitoxin VapB10 POWLZ1
vapBl1l Antitoxin VapB11 POWLUS3
vapB12 Putative antitoxin VapB12 POWJ53
vapB13 Putative antitoxin VapB13 POWJ51
vapB14 Putative antitoxin VapB14 P95262
vapB15 Antitoxin VapB15 POWLM7
vapB16 Putative antitoxin VapB16 POCW31
vapB17 Putative antitoxin VapB17 POWJ49
vapB18 Putative antitoxin VapB18 POWJ47
vapB19 Putative antitoxin VapB19 P95006
vapB2 Antitoxin VapB2 007227
vapB20 Antitoxin VapB20 POWJ44
vapB21 Antitoxin VapB21 POWJ43
vapB22 Antitoxin VapB22 P71622
vapB23 Putative antitoxin VapB23 POCW32
vapB24 Putative antitoxin VapB24 POWJ41
vapB25 Antitoxin VapB25 POCW33
vapB26 Antitoxin VapB26 053778
vapB27 Antitoxin VapB27 007779
vapB28 Antitoxin VapB28 P9WJ39
vapB29 Putative antitoxin VapB29 POWJ37
vapB3 Antitoxin VapB3 PO9WJ59
vapB30 Antitoxin VapB30 POWJ35
vapB31 Antitoxin VapB31 053811
vapB32 Antitoxin VapB32 P9WJ33
vapB33 Antitoxin VapB33 050456
vapB34 Putative antitoxin VapB34 POWJ31
vapB35 Antitoxin VapB35 POWF17
vapB36 Putative antitoxin VapB36 PO9WJ29
vapB37 Putative antitoxin VapB37 POWJ27
vapB38 Putative antitoxin VapB38 POWJ25
vapB39 Antitoxin VapB39 POWJ23
vapB4 Antitoxin VapB4 POWF21
vapB40 Antitoxin VapB40 POWFC3
vapB41 Antitoxin VapB41 POWJ21
vapB42 Putative antitoxin VapB42 POWJ19
vapB43 Antitoxin VapB43 POWL41
vapB44 Putative antitoxin VapB44 POWJ17
vapB45 Putative antitoxin VapB45 053464
vapB46 Antitoxin VapB46 POWF13
vapB47 Antitoxin VapB47 POWF23
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vapB48 Putative antitoxin VapB48 POWJ15
vapB49 Putative antitoxin VapB49 POWF15
vapB5 Putative antitoxin VapB5 POWF19
vapB50 Putative antitoxin VapB50 069717
vapB51 Putative antitoxin VapB51 IBWXS6
vapB6 Putative antitoxin VapB6 POWJ57
vapB7 Putative antitoxin VapB7 006777
vapB8 Putative antitoxin VapB8 006775
vapB9 Putative antitoxin VapB9 PO9WJ55
ccdA Antitoxin CcdA P62552
mgsA Antitoxin MgsA Q46864
priF Antitoxin PrlF P15373
PaaA Antitoxin PaaA K4XDPO
cptB Antitoxin CptB P64559
abiEi AbiEi Q48615
cheA Cytoskeleton bundling-enhancing protein CbeA | P76364
ghoS Endoribonuclease GhoS POAF61
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C.
H37Rv

Sistemas TA hipoteéeticos en

Putativos sistemas TA en H37Rv

Tipo TA Gen Proteina ID
Rv0836¢c Uncharacterized protein 053848
Rv0837c Uncharacterized protein AOAOK2HUS81
4 Rv1045 Uncharacterized protein A0A120J0C2
Rv1044 Uncharacterized protein R4M4G9
Rv2826¢ Uncharacterized protein A0A120J2D6
Rv2827c Uncharacterized protein M8CBB6
Rv0059 Uncharacterized protein R4M8S2
Rv0060 Uncharacterized protein RAM1LO
Rv0909 Antitoxin Rv0909 POWJO7
Rv0910 Toxin Rv0910 POWJ05
Rv0918 Uncharacterized protein A5U0V8
Rv0919 GCNb5-like N-acetyltransferase AO0A120J064
Rv1545 Uncharacterized protein Rv1545 POWLU9
No caracterizada Rv1546 Uncharacterized protein Rv1546 POWLUY
Rv1989c Uncharacterized protein Rv1989c POWLP9
Rv1990c Uncharacterized protein Rv1990c POWLP7
Rv2034 | HTH-type transcriptional regulator Rv2034 053478
Rv2035 Uncharacterized protein AOA120J1H9
Rv2653c Toxin Rv2653c POWJ13
Rv2654c Antitoxin Rv2654c POWJ11
Rv3188 Uncharacterized protein AOA109T080
Rv3189 Uncharacterized protein AOA109TOA2
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Reguladores

Reguladores en sistema de tres componentes

Sistema Gen Proteina ID
HigBA1 secBL SecB-like chaperone Rv1957 P95257
w-€-C omega | Omega transcriptional repressor Q57468
paaR-paaA-parE | ECs1069 Putative regulatory protein AOAOH3JH24
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