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ES 2 529259 T3

DESCRIPCION
Uso de 4’-fosfopanteteinil transferasa como diana para identificar moléculas de anticuerpo

La cubierta celular desempefia un papel importante en la fisiologia de Mycobacterium tuberculosis, el agente
causante de tuberculosis en seres humanos, una enfermedad que sigue siendo responsable de mas muertes que
ningun otro agente infeccioso individual. En primer lugar, esta estructura compleja proporciona una fuerte resistencia
a la degradacion por enzimas del hospedador y una barrera de permeabilidad para antibidticos y moléculas toxicas
producidas por el hospedador. En segundo lugar, contiene componentes que ejercen un efecto activo para facilitar la
captacion de la bacteria y para modular la respuesta inmunitaria del hospedador (Daffé y Draper, 1998). La cubierta
micobacteriana se caracteriza por un contenido muy alto de lipidos (60 % del peso seco) y la aparicion de lipidos con
estructuras inhabituales (Daffé y Draper, 1998). Los constituyentes lipidicos principales de esta pared celular son los
acidos micolicos. Estas moléculas se encuentran especificamente en el suborden Corynebacterineae, que incluye
corinobacterias, micobacterias, nocardias o rodococos, donde existen como ésteres de trehalosa o esterificados con
el nucleo de arabinogalactano de la pared celular bacteriana (Daffé y Draper, 1998; Daffé, 2005). Todos los acidos
micolicos consisten en a-alquil-B-hidroxiacidos grasos ramificados, pero su tamafio y su estructura difieren segun la
especie bacteriana (Asselineau et al., 2002). Por ejemplo, los acidos micdlicos micobacterianos estan compuestos
por cadenas de carbono muy largas (Ceo-Coo) que contienen motivos adicionales tales como funciones oxigeno,
anillos de ciclopropilo o ramificaciones de metilo, mientras que Corynebacteria spp produce una mezcla de acidos
corinomicdlicos saturados e insaturados que oscilan tipicamente en tamafo de 30 a 36 carbonos. Los acidos
micolicos son componentes estructurales clave de la cubierta celular y su ruta de biosintesis es la diana del
importante farmaco antituberculoso isoniazida (Banerjee et al., 1994). Se ha encontrado que la estructura del
micolato es critica para la replicacion inicial y persistencia in vivo (Takayama et al., 2005). En micobacterias de
crecimiento lento, los acidos micoélicos estan asociados a una serie de lipidos extraibles que contienen acidos grasos
ramificados con metilo (Minnikin et al., 2002). Diversos estudios han mostrado que algunos de estos compuestos,
tales como los dimicocerosatos de ftiocerol (DIM) y glicolipido fendlico (PGL-tb), contribuyen a la patogenia de M.
tuberculosis (Camacho et al., 1999; Reed et al., 2004).

La biosintesis de los diversos e inhabituales lipidos de M. tuberculosis implica la accion combinada de sistemas de
acido graso sintasa (Fas) y policétido sintasas de tipo | (Pks). Por ejemplo, la formaciéon de micolatos requeria dos
sistemas Fas y una Pks: Fas-l, una proteina multifuncional, esta dedicada a la produccion de acidos grasos cortos
Ci618; Fas-ll, un complejo de proteinas monofuncionales, alarga los acidos grasos generados por Fas-I,
proporcionando acidos grasos de cadena larga de longitud que oscila de C.s a Cs4; Pks13 cataliza la condensacion
de dos acidos grasos, formando acidos micolicos (Takayama et al., 2005; Portevin ef al.; 2004). La biosintesis de
DIM y PGL-tb requiere Fas-l y 7 Pks (Onwueme et al., 2005). Finalmente, Fas-l y Pks2 o Pks3/4 estan implicadas en
la formacion de diversos acidos grasos ramificados multimetilicos encontrados en los lipidos derivados de trehalosa
especificos de M. tuberculosis (Sirakova et al., 2001; Dubey et al, 2002). Globalmente, el genoma de M.
tuberculosis codifica mas de 18 Pks de tipo | y dos sistemas Fas (Cole et al., 1998). Estas enzimas son los actores
clave que dotan a M. tuberculosis con la capacidad unica de producir una variedad impresionante de lipidos de
estructura unica.

Para ser funcionales, los dominios de proteina portadora de acilo (ACP) de Fas y Pks tienen que convertirse desde
sus apoformas inactivas a sus holoformas funcionales mediante la union covalente de un grupo 4’-fosfopanteteina
(P-pant) a un grupo hidroxilo de un residuo de serina invariable (Walsh et al., 1997; Keating y Walsh, 1999). El papel
de este brazo protésico flexible es proporcionar un sitio de unién para intermedios de extension de cadena y
transportar las cadenas en crecimiento entre los diferentes sitios cataliticos de los complejos de sintasa (Cane y
Walsh, 1999). Este rasgo es compartido por otra clase de enzimas, las péptido sintasas no ribosémicas (NRPS), que
estan implicadas en la produccion de sideréforos en M. tuberculosis (De Voss et al., 1999). Esta modificacion
postraduccional se cataliza por una 4’-fosfopanteteinilo transferasa (PPTasa) que transfiere el grupo P-pant desde la
coenzima A (CoA) al ACP (Lambalot et al., 1996). Las PPTasas se han identificado y caracterizado bioquimicamente
en una serie de microorganismos y se han clasificado en tres grupos basandose en la similitud de secuencia
primaria y la especificidad de sustrato (Wiessman ef al., 2004 y referencias en el mismo). Los miembros del primer
grupo ejemplificado por la holo(proteina portadora de acilo) sintasa (AcpS) de Escherichia coli son de
aproximadamente 120 residuos de tamafio y actian como homotrimeros (Parris et al., 2000). Estas PPTasas de tipo
AcpS tienen una especificidad de sustrato estrecha limitada al ACP de Fas de tipo Il y sistemas Pks (Mootz et al.,
2001). El segundo grupo comprende PPTasas que se parecen a la proteina Sfp (fosfopanteteinil transferasa de
surfactina), una PPTasa necesaria para la produccion del antibidtico surfactina en Bacillus subtilis (Quadri et al.,
1998a). Estas PPTasas de tipo Sfp son de aproximadamente el doble de tamafio que aquellas del primer grupo
(220-240 residuos) y existen en forma monomérica (Mofid et al., 2004). Estan a menudo asociadas a genes que
codifican la produccién de metabolitos secundarios, pero exhiben especificidades de sustrato muy amplias y son
habitualmente capaces de modificar tanto los dominios ACP de tipo | y tipo Il como de proteina portadora de
peptidilo (PCP) (Weissman et al., 2004; Quadri et al., 1998a). Las PPTasas del tercer grupo se incorporan como un
dominio catalitico a Fas de tipo | y permiten la autofosfopanteteinilacion del dominio ACP de la proteina
(Fichtlscherer et al., 2000).

Habitualmente, las bacterias contienen mas de una PPTasa dedicada a una o varias rutas dependientes de P-pant.
Por ejemplo, E. coli tiene tres PPTasas (Lambalot et al., 1996), AcpS implicada en la sintesis de acidos grasos, EntD
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una PPTasa de tipo Sfp implicada en la biosintesis del sideréforo enterobactina, y el producto del gen yhhU que
tiene una funcidn fisiolégica desconocida. Se ha mostrado que AcpS es esencial para la viabilidad celular, pero no
EntD (Flugel et al., 2000). En contraposicion, en Bacillus subtilis que tiene dos PPTasas, Sfp puede complementar la
actividad de AcpS y mantener la biosintesis de acidos grasos después de la inactivacion de acpS (Mootz et al.,
2001).

En su analisis inicial del genoma de M. tuberculosis, Cole et al. (1998) identificaron a Rv2523c como un gen que
codifica una presunta PPTAsa relacionada con AcpS. Al mismo tiempo, se descubrié una segunda PPTasa en M.
tuberculosis por Quadri et al. (1998b), quienes encontraron que Rv2794c codifica una PPTasa de tipo Sfp,
renombrada PptT, que era capaz de activar in vifro dos NRPS necesarias para el ensamblaje del sideréforo
micobactina. Sin embargo, a pesar de la importancia del sistema Fas-l y las Pks de tipo | para la biologia de M.
tuberculosis, no se han resefado datos referentes a la modificaciéon postraduccional de estas enzimas en
micobacterias. Se han identificado dos PPTasas que serian responsables de la activacion de mas de 20 proteinas
en M. tuberculosis, pero sus repertorios respectivos de sustratos, su presunta redundancia y su importancia para la
biologia micobacteriana no se han investigado anteriormente. Responder a estas preguntas es crucial para entender
la biosintesis de lipidos en M. tuberculosis.

Los inventores han encontrado ahora que se encuentran ortélogos de las dos PPTasas de M. tuberculosis
identificadas anteriormente en otras especies de Corynebacterineae. Han demostrado que ambas PPTasas son
esenciales para el crecimiento de micobacterias y ostentan funciones idénticas en micobacterias y corinobacterias:
AcpS es responsable de la modificacion postraduccional de Fas-l y PptT, la PPTasa de tipo Sfp, esta implicada en la
activacion de la enzima condensadora Pks13. Ademas, han mostrado que las diversas Pks de tipo | necesarias para
la formacion de factores de virulencia lipidicos se activan por PptT en M. tuberculosis. La implicacion de PptT de M.
tuberculosis en varias rutas dependientes de P-pant esenciales para el crecimiento o la virulencia la hace una diana
potencial atractiva para el desarrollo de nuevos farmacos antimicobacterianos.

Es por tanto un primer aspecto de la presente invencion el uso de una proteina PptT segun la reivindicaciéon 1 como
diana para cribar compuestos para identificar aquellos que tienen actividad antibiética. Segun esta invencion, dicha
proteina PptT es preferiblemente de una bacteria patogénica que contiene acidos micdlicos, y mas preferiblemente
una corinobacteria, una micobacteria o una nocardia. Por ejemplo, la proteina PptT es de una bacteria seleccionada
del grupo consistente en Corynebacterium diphtheriae, Corynebacterium minutissimum, Corynebacterium
pseudotuberculosis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium avium, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium
fortuitum, Mycobacterium kansasii, Mycobacterium leprae, Mycobacterium malmoense, Mycobacterium marinum,
Mycobacterium microti, Mycobacterium paratuberculosis, Mycobacterium scrofulaceum, Mycobacterium simiae,
Mycobacterium szulgai, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium ulcerans, Mycobacterium xenopi, Nocardia
asteroids, Nocardia brasiliensis, Nocardia farcinica, Nocardia nova y Nocardia otitidiscaviarum. En particular, pueden
usarse las proteinas PptT de SEQ NO: 2 a 9 segun la invencion.

Por supuesto, las proteinas de fusiéon correspondientes a una proteina PptT como se describe anteriormente,
fusionadas con un resto peptidico que posibilite su mas facil purificacion sin modificar su actividad, se consideran
también en la presente memoria como proteinas PptT.

La presente invencion hace referencia también a un proceso de cribado in vitro segun la reivindicacion 5 para
identificar compuestos que tienen actividad antibiética, midiendo la actividad de una proteina PptT en presencia o
ausencia de dichos compuestos.

En un proceso segun la invencion, la actividad de PptT puede medirse (i) incubando una PptT aislada con una
proteina Pks o subunidad de la misma que comprende un dominio de proteina portadora de acilo, y con una acetil-
CoA marcada, (ii) precipitando dicha proteina Pks o subunidad de la misma y (iii) midiendo el nivel de marcaje de
dicho precipitado. Puede usarse cualquier proteina PptT en dicha prueba como se describe anteriormente.

La presente invencion se ilustra mediante los resultados experimentales y las figuras descritas a continuacion.
LEYENDAS DE LAS FIGURAS

Figura 1: Construccion de mutantes de M. smegmatis. Representacion esquematica de la organizacion genoémica
del locus acpS en la cepa WT de M. smegmatis, la cepa PMM68 merodiploica y el mutante condicional PMM77
(AacpS::km:pC-acpSms) (A) y del locus pptT en las cepas WT de M. smegmatis, la cepa PMM70 merodiploica y el
mutante condicional PMM78 (ApptT::km:pC-pptTms) (B). Los recuadros negros representan los genes acpS (A) y
pptT (B), y los recuadros blancos representan las regiones flanqueantes 5’ y 3’ amplificadas por PCR para construir
los mutantes. El modulo resistente a Km usado para la interrupcion orientada y el gen sacB se representan por
recuadros grises y rayados, respectivamente. Se muestran las posiciones y nombres de los cebadores (flechas)
usados para la caracterizacion de mutantes y se indican los tamafos esperados de los productos de PCR debajo de
cada estructura genética. (C) Se analizaron las cepas recombinantes PMM77 (panel izquierdo) y PMM78 (panel
derecho) por PCR usando diversas combinaciones de cebadores como se indica.

Figura 2: Termosensibilidad de mutantes condicionales de M. smegmatis y complementos genéticos con los genes
acpS'y pptT de C. glutamicum. Se hicieron crecer WT, PMM77 (AacpS:pC-acpSms) y PMM78 (Appt T:pC-pptTms) de
3
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M. smegmatis (A) y WT, PMM84 (AacpS:pC-acpScg) y PMM85 (ApptT:pC-pptTcg) de M. smegmatis (B) en LB (con
Km y Str para las cepas recombinantes) a 30 °C y se sembraron en estrias sobre placas de agar LB que se
incubaron durante 2 dias a 30 °C (paneles izquierdos) o 42 °C (paneles derechos), una temperatura no permisiva
para la replicacion de plasmido.

Figura 3: Analisis bioquimico de la cubierta celular de las cepas recombinantes de C. glutamicum Aacps::km 'y
ApptT::km. (A) Se prepararon los acidos grasos y acidos micolicos producidos por WT de C. glutamicum, los
diversos mutantes y las cepas complementadas a partir de células y se separaron por TLC analitica en Durasil
25TLC (Macherey-Nagel) con diclorometano. Se visualizaron los lipidos pulverizando las placas con acido
fosfomolibdico al 10 % en etanol, seguido de calentamiento. (B) Se analizaron los derivados de trimetilsililo de
ésteres metilicos de acido graso de WT, AacpS, ApptT, ApptT:pCGL-pptTms de C. glutamicum mediante CG como
se describe en Constant et al. (2002). Para cada cromatograma, se amplia la porcién entre 36 y 44 min. Se indican
los picos correspondientes a acidos grasos Ci1s, C1s y corinomicolatos Csz, Caa:1, Css:2. (C) Se analizé por CG-EM el
derivado de trimetilsililo de corinomicolato Css.2 de AacpS de C. glutamicum (mostrado por una flecha en B). Se
muestran a la derecha los origenes de los diversos picos de fragmentos idnicos principales del espectro de masas
por impacto electrénico.

Figura 4: Ensayos de marcaje de 4'-fosfopanteteinilacion que usan B-[B-"*Clalanina. (A) Se cultivaron WT, ApptT y
Apks13 de C. glutamicum en presencia de B-[B-MC]aIanina y se separaron las proteinas del extracto celular de cada
cepa por PAGE-SDS. Se tifi6 el gel de poliacrilamida con azul de Coomassie (panel inferior) y se expuso a pelicula
de rayos X para autorradiografia (panel superior). Las posiciones de Pks13 y Fas-l se indican por flechas y puntas
de flecha, respectivamente. M, marcadores metilados con “c (220, 97,4, 66, 46, 30, 21,5, 14,3 kDa) (Sigma). (B-C)
Se hicieron crecer cepas de BL21 AentD de E. coli que expresan Pks13 o Pks13* mutadas (Pks13, S55A y S1266A)
de M. tuberculosis (B) o diversas Pks de tipo | de M. tuberculosis (C) con la PptT de tipo silvestre (indicado por +
sobre cada figura) de M. tuberculosis o la PPTasa codificada por PptT mutada (indicado por — sobre cada figura) en
presencia de B-[B-MC]aIanina. Después de la sobreexpresion, se separaron las proteinas del extracto celular de
cada cepa por PAGE-SDS vy se tifieron los geles de poliacrilamida con azul de Coomassie [paneles inferiores (B) y
(C)] y se expusieron a pelicula de rayos X para autorradiografia [paneles superiores (B) y (C)]. Las posiciones de
Pks13, Pks13* (B), Mas, PpsA, PpsB, PpsC y PpsD (C) se indican por flechas. M, marcadores metilados con “C.

Figura 5: Representacion esquematica del papel desempefiado por AcpS y PptT en las rutas de biosintesis de
acidos grasos, acidos micolicos, lipidos asociados ramificados con metilo y sideréforos en M. fuberculosis. Solo se
indican las proteinas que requieren 4’-fosfopanteteinilacién en estas rutas. Las proteinas activadas con AcpS se
recuadran por rectangulos y las proteinas modificadas por AcpS por 6valos. p-HBA, acido para-hidroxibenzoico, SL-
1, sulfolipido 1, PAT, poliaciltrehalosas.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: procedimientos experimentales

Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

Se hicieron crecer las cepas DH5a y C600 de E. coli usadas para experimentos de clonacion en caldo Luria Bertani
(LB) (Difco). Se cultivo C. glutamicum en medio de infusion de cerebro-corazén (BHI) (Difco) que contiene un 0,05 %
de Tween 80 para evitar la agregacion. Se hizo crecer el mutante AacpS::km de C. glutamicum en medio BHI
suplementado con 0,03 % de Tween 40 y 0,03 % de oleato de sodio (peso/volumen) (Sigma). Se hizo crecer M.
smegmatis en caldo LB suplementado con 0,05 % de Tween 80. Cuando se necesitaron, se usaron ampicilina
(Amp), kanamicina (Km), cloranfenicol (CIm), estreptomicina (Str), higromicina (Hyg) y sacarosa a una concentracion
final de 100 pg/ml, 40 pg/ml (para E. coli) o 25 uyg/ml (para M. smegmatis y C. glutamicum), 15 ug/ml, 25 pg/ml, 200
pg/ml (para E. coli) o 50 pyg/ml (para M. smegmatis) y 5 % (peso/volumen), respectivamente.

Construccion de plasmidos para la produccion de las proteinas recombinantes PptT, Pks13, Mas y PpsA-D
de M. tuberculosis en E. coli.

Se amplificaron los genes pks13 (Rv3800), mas, ppsA, ppsB, ppsC y ppsD por PCR a partir de ADN total de H37Rv
de M. tuberculosis y se insertaron los fragmentos resultados en el vector de expresion de E. coli pET26b (Novagen)
bajo el control del promotor T7, dando los plasmidos pWM35, pETMas, pETA, pETB, pETC y pETD,
respectivamente. Estos vectores permiten la expresion de las proteinas recombinantes Pks13, Mas y PpsA-D
fusionadas con un péptido marcador de polihistidina en sus extremos C-terminales en la cepa BL21 AentD de E. coli.
El plasmido pWWM35y se origina a partir de pWM35 después de mutagénesis dirigida a sitio de los dos codones
correspondientes a los dos residuos cataliticos Ser55 y Ser1266, responsables de la unién del resto P-pant de CoA
a los dominios ACP N- y C-terminales de Pks13. En pWM35y, estos codones se han sustituido por codones que
codifican alanina.

Para coproducir PptT y las diversas Pks de M. tuberculosis en E. coli, se amplificd pptT (Rv2794c) a partir de ADN
gendémico de H37Rv de M. tuberculosis y se insertd en el plasmido pET26b en direccion 3’ del promotor T7. Se
reamplificd por PCR el gen pptT mas 108 pb de en direccidon 5’ del coddn de inicio, una regidon que porta la region

4



ES 2 529259 T3

promotora de T7, y se clon6 en el sitio Bcll del plasmido pLysS (Novagen), dando pLSfp. Se realizé también un
vector derivado de pLSfp llamado pLSfpA, productor de una proteina PptT truncada no funcional, digiriendo pLSfp
con EcoRlI, que corta en el gen pptT. Se rellenaron los extremos de ADN con fragmento Klenow y se religd el
plasmido. Se comprobaron todos estos constructos mediante secuenciacion de ADN (Genome Express, Grenoble,

Francia).

Las cepas y plasmidos usados en el presente estudio se resumen en la Tabla 1 siguiente.

Tabla 1: Cepas o plasmidos

Nombre Caracteristicas relevantes Ref./fuente
Cepas
BL21(DE3) E. coli Novagen
BL21 AentD BL21 (DE3)AentD de E. coli Este estudio
mc155 M. smegmatis Snapper et al.,
1990
PMM68 mc“155 de M. smegmatis que alberga los alelos cromosémicos WT acpS y Este estudio
AacpS::km (primer evento de recombinacion), Km®
PMM70 mc“155 de M. smegmatis que alberga los alelos cromosémicos WT pptT y Este estudio
ApptT::km (primer evento de recombinacion), KmR
PMM77 AacFPS::IFgm de mc?155 de M. smegmatis que porta el plasmido pC-acpSms, Este estudio
Km"™ Str
PMM78 éﬁgtT::km de mc*155 de M. smegmatis que porta el plasmido pC-pptTms, Km™ Este estudio
PMM84 étargps::km de mc“155 de M. smegmatis que porta el plasmido pC-acpScg, Km™  Este estudio
PMM85 éﬁgtT::km de mc“155 de M. smegmatis que porta el plasmido pC-pptTcg, Km™ Este estudio
ATCC13032 C. glutamicum ATCC
CGL2035 ApptT(NCgl1905)::km de ATCC13032 de C. glutamicum, Km"™ Este estudio
CGL2039 NacpS(NCgl2405)::km de ATCC13032 de C. glutamicum, Km" Este estudio
Plasmidos
pET26b Vector de expresion de E. coli que contiene el promotor T7, Km" Novagen
pWM35 pET26b que contiene pks13 (Rv3800) de H37Rv de M. tuberculosis, Km" Este estudio
pWM35y pET26b que contiene un gen pks13 mutado (S55A, S1266A) de H37Rv de M. Este estudio
tuberculosis, KmR
pETMas pET26b que contiene mas de H37Rv de M. tuberculosis, Km" Este estudio
pPETA pET26b que contiene ppsA de H37Rv de M. tuberculosis, Km" Este estudio
pETB pET26b que contiene ppsB de H37Rv de M. tuberculosis, Km" Este estudio
pETC pET26b que contiene ppsC de H37Rv de of M. tuberculosis, Km" Este estudio
pETD pET26b que contiene ppsD de H37Rv de M. tuberculosis, Km" Este estudio
pLysS Vector de E. coli que contiene el gen lisozima T7, Clm"™ Novagen
pLSfp pLysS que contiene pFPtT (Rv2794c) de H37Rv de M. tuberculosis bajo el control  Este estudio

del promotor 77, Clm
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pLSfpA pLys que contiene un gen Aé)ptT mutado de H37Rv de M. tuberculosis bajo el Este estudio
control del promotor 77, Cim

pMCS5 Vector de clonacion, Amp" MoBiTec

pMCS5AacpS pMCS5 que contiene AacpS (NCgl2405)::km de C. glutamicum, Amp", Km™ Este estudio

pMCS5ApptT  pMCS5 que contiene ApptT (NCgl1905)::km de C. glutamicum, Amp", Km" Este estudio

pCGL482 Plasmido lanzadera de E. colilC. glutamicum, Clm® I:geé/:rset et al,

pCGL-acpScg
pCGL-pptTcg
pCGL-pptTms

pCGL482 que contiene acpS (NCgl2405) de C. glutamicum, CIm™
pCGL482 que contiene pptT (NCgl1905) de C. glutamicum, Clm"

pCGL482 que contiene pptT de M. smegmatis, Clm"™

Este estudio
Este estudio

Este estudio

pJQ200 Plasmido suicida de micobacterias que contiene sacB, Gm", Suc”® Quandt y Hynes,
1993
pJ2523S pJQ200 que contiene AacpS::km de M. smegmatis, Km", Gm~, Suc" Este estudio
pJ2794S pJQ200 que contiene ApptT::km de M. smegmatis, Km™, Gm", Suc" Este estudio
pCG76 Plasmido lanzadera replicativo termosensible de E. colimicobacteria, Str'™ Guilhot et al.,
1994
pC-acpSms pCG76 que contiene acpS de M. smegmatis, Str™ Este estudio
pC-pptTms pCG76 que contiene pptT de M. smegmatis, Str™ Este estudio
pC-acpScg pCG76 que contiene acpS (NCgl2405) de C. glutamicum, Str™ Este estudio
pC-pptTcg pCG76 que contiene pptT (NCgl1905) de C. glutamicum, Str™ Este estudio

Construccion de los mutantes AacpS::km y ApptT::km de C. glutamicum y vectores de complementacion

Se generaron los mutantes AacpS::km y ApptT::km de C. glutamicum como se describe anteriormente (Portevin et
al., 2004). Se amplificaron dos fragmentos de ADN que se superponen al gen acpS (NCgl2405) en sus extremos 5’ y
3’ mediante PCR a partir de ADN total de la cepa ATCC13032 de C. glutamicum y se insertaron, flanqueando un
modulo de resistencia a Km, en el vector pMCS5 (MoBiTec, Gotinga, Alemania), dando pMCS5AacpS. De forma
similar, se amplificaron dos fragmentos de ADN que se superponen al gen pptT (NCgl1905) en sus extremos 3’y 5’ y
se clonaron en el plasmido pMCS5. Se inserté el mddulo de resistencia a Km entre estos dos fragmentos,
proporcionando el plasmido pMCS5ApptT.

Se transfirieron estos dos plasmidos a C. glutamicum mediante electroporacion y se seleccionaron los
transformantes en placas que contenian Km (para pMCS5ApptT) o Km, 0,03 % de oleato de sodio (Sigma) y 0,03 %
de Tween 40 (para pMCS5Aacps) (Sigma). Los transformantes en que habia aparecido intercambio alélico entre el
gen acpS o pptT cromosomico WT y los alelos portadores de mutaciones se caracterizaron por PCR usando
diversas combinaciones de cebadores. Se seleccionaron dos cepas recombinantes, AacpS::km de C. glutamicum 'y
ApptT::km de C. glutamicum llamadas CGL2039 y CGL2035, respectivamente, para estudios posteriores.

Para construir los plasmidos de complementacion, se amplificaron los genes acpS y pptT de C. glutamicum
mediante PCR a partir de ADN gendmico de C. glutamicum y se amplificd el gen pptT de M. smegmatis por PCR a
partir del plasmido pC-pptTms. Se insertaron los productos de PCR en un pCGL482 modificado (Peyret et al., 1993)
bajo el control del promotor cpsB, dando los plasmidos pCGL-acpScg, pCGL-pptTcg y pCGL-pptTms,
respectivamente.

Construccion de los mutantes condicionales AacpS::km y ApptT::km de M. smegmatis y vectores de
complementacion

Se efectud la construccion de las cepas mutantes condicionales de M. smegmatis como se describe anteriormente
(Portevin et al., 2004). Se amplificaron por PCR a partir de ADN cromosémico de mc®155 de M. smegmatis dos
fragmentos que contenian el gen acpS (ortdlogo de Rv2523c de H37Rv de M. tuberculosis) y el gen pptT (ortélogo
de Rv2794c de H37Rv de M. tuberculosis) flanqueados por sus extremos 5 y 3’ y se clonaron en pGEM-T
(Promega), proporcionando pG2523S y pG2794S. Se linealizé cada plasmido con una enzima de restriccion que
corta en un sitio Unico dentro de acpS o pptT (Bcll para pG2523S y Mscl para pG27948S) y se ligé con un médulo de
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resistencia a Km, dando los plasmidos pG2523SK y pG2764SK. Se insertaron el fragmento Ndel-Apal de 4,76 kb de
pG2523SK y el fragmento Ndel-Apal de 4,4 kb de pG2794SK que contenian el alelo interrumpido de acpS y pptT,
respectivamente, entre los sitios Smal y Apal de pJQ200 (Quandt y Hymes, 1993), un plasmido suicida
micobacteriano que alberga el marcador contraseleccionable sacB, proporcionando pJ2523SK y pJ2794SK,
respectivamente. Se electrotransfirieron estos constructos a mc?155 de M. smegmatis y se sembraron los
transformantes en placas LB suplementadas con Km a 37 °C. Para cada transformacién, se seleccionaron varios
transformantes y se caracterizaron por PCR usando diversos cebadores. Dos cepas que albergaban un patrén
correspondiente a la insercion de pJ2523SK y pJ2794SK en el cromosoma como resultado de un Unico evento de
recombinacién homdloga se llamaron PMM68 y PMM70, respectivamente, y se usaron para estudios posteriores
(Figuras 1Ay 1B).

Para la construccién del plasmido de complementacion termosensible pC-acpSms, se amplifico el gen acpS a partir
de mc®155 de M. smegmatis por PCR y se clon6 en un derivado del plasmido lanzadera E. coli-micobacteria pMIP12
(Le Dantec et al., 2001), que alberga un sitio Ndel en direccion 3’ del promotor pBlaF*. Se digiri6 entonces el
constructo resultante con Pacl y Nhel y se cloné posteriormente el fragmento de 1,78 kb que se superpone al
promotor pBlaF*, el gen acpS y la regién terminadora de pMIP12 en el vector pCG76 (Guilhot et al.,, 1994), que
alberga un replicon micobacteriano termosensible y resistencia a estreptomicina, dando pC-acpSms. Se amplificaron
por PCR el gen pptT de M. smegmatis, el gen acpS de C. glutamicum (NCgl2405) y el gen pptT de C. glutamicum
(NCgl1905) a partir de ADN genomico. Se digiri6 cada producto de PCR con Ndel y Spel y se ligaron
independientemente entre los sitios de restriccion Ndel y Spel de pC-acpSms, proporcionando pC-pptTms, pC-
acpScg y pC-pptTcg respectivamente.

Se introdujeron los vectores pC-acpSms y pC-acpScg en la cepa PMM68 y pC-pptTms y pC-pptTcg en la cepa
PMM70 mediante electrotransformacion. Se seleccionaron los transformantes en placas de LB que contenian Km y
Str a 30 °C. Para cada transformacion, se resuspendié una colonia en medio liquido y se hizo crecer a 30 °C antes
de plantar sobre placas LB que contenian Km, Str y 5 % de sacarosa a 30 °C para inducir el segundo evento de
cruzamiento en el locus cromosémico de acpS (para PMM68 transformado con pC-acpSms o pC-acpScg) o el locus
cromosomico de pptT (para PMM70 transformado con pCpptTms o pC-pptTcg). Para cada constructo, se cribaron
varios clones por PCR usando diversos cebadores (Figura 1) después de la preparacion de ADN genémico. Se
seleccionaron dos cepas llamadas PMM77 (AacpS::km:pC-acpSms) y PMM84 (AacpS::km:pC-acpScg), en que la
copia WT de acpS se ha reemplazado por el alelo acpS::km mutado y dos cepas llamadas PMM78 (ApptT::km:pC-
pptTms) y PMM85 (ApptT::km:pC-pptTcg), en que la copia WT de pptT se ha reemplazado por el alelo pptT::km de
mutacion.

Caracterizacion bioquimica de dacidos grasos de cepas de C. glutamicum

Se hicieron crecer cultivos de C. glutamicum hasta crecimiento exponencial, se prepararon los acidos grasos a partir
de células y se separaron por TLC analitica en Durasil 25 segun Laval et al. (2001). Para analisis de CG y CG-EM,
se obtuvieron derivados de trimetilsililo de acidos grasos y se analizaron como describe anteriormente (Constant et
al., 2002).

Marcaje de las proteinas 4’-fosfopanteteiniladas en C. glutamicum

Se hicieron crecer las cepas WT, ApptT::km y Apks13::km de C. glutamicum hasta fase exponencial en 5 ml de
medio minimo CGXII SKeiIhauer et al., 1993) suplementado con 0,05 % de Tween 80 a 30 °C. Se afadieron
entonces 5 pl de B-[B-'*Clalanina (49 mCi/mmol; Sigma) a cada cultivo y se incubaron las células durante 12 horas
adicionales. Se recogieron las células bacterianas por centrifugacion, se lavaron dos veces con solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) y se resuspendieron en 500 pl de PBS. Se afiadieron 500 ul de perlas de vidrio a cada
suspension bacteriana y se desestabilizaron las células por agitacion durante 3 min en un Mini BeadBeater. Se
centrifugaron los extractos celulares a 12.000 rpm durante 10 min a 4 °C y se sometieron las proteinas de los
sobrenadantes a electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (PAGE-SDS). Se tifi6 el gel de
poliacrilamida con azul de Coomassie, se secd y se detectaron las proteinas radiomarcadas por exposicion a
peliculas de rayos X Kodak.

Marcaje de las Pks micobacterianas en E. coli.

Se cotransfirieron los vectores de expresion pWM35, pWM35y, pETMas, pETA, pETB, pETC y pETD con pLSfp o
pLSfpA a BL21 AentD de E. coli. Para cada transformacion, se inoculé una colonia bacteriana en 2 ml de medio LB
suplementado con Km y Clm y se incubd durante una noche a 37 °C. Se recuperaron 200 pl del precultivo y se
centrifugaron durante 2 min a 4.000 rpm. Se lavaron entonces las células bacterianas dos veces con 500 pl de
medio M9 (Sambrook y Russell, 2001), se diluyeron en 5 ml de medio M9 con Km y Clm y se hicieron crecer a 30 °C.
Cuando la densidad 6ptica a 600 nm alcanzé 0,5, se afadieron 5 pl de B-D-tiogalactopiranésido de isopropilo (IPTG)
1 My 5 ul de B-[B-"*Clalanina al cultivo y se continué la incubacion durante 4 horas adicionales a 30 °C. Se
centrifugd entonces 1 ml de cultivo, se lavaron las células con 1 ml de Tris-HCI 50 mM pH 8,0 y se resuspendieron
finalmente en 100 pl de Tris-HCI 50 mM pH 8,0 que contenia 0,1 % de Triton X-100. Para el analisis de marcaje, se
incubaron 10 pl de suspensién celular con 10 yl de tampdn desnaturalizante 2x (Sambrook y Russell, 2001) a 95 °C
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durante 5 min antes de la separacién de proteinas por PAGE-SDS. Se tifieron los geles de poliacrilamida con azul
de Coomassie antes de secar y exponer a autorradiografia.

Ejemplo 2: Micobacterias y corinobacterias contienen dos PPTasas conservadas

M. tuberculosis produce una serie de proteinas que deben convertirse desde sus apoformas inactivas en sus
holoformas funcionales mediante transferencia del resto P-pant desde CoA hasta una serina conservada en sus
dominios o subunidades ACP o PCP. Estas incluyen proteinas AcpM y Fas-l implicadas en la biosintesis de acidos
grasos, pero también una serie de Pks de tipo | y proteinas NRPS que son necesarias para la biosintesis de acidos
micolicos, lipidos asociados a la pared celular y sideréforos. Se identificaron anteriormente dos genes que codifican
proteinas con similitudes a PPTasas en el genoma de H37Rv de M. tuberculosis: Rv2523c, también llamado acpS
debido a las similitudes de la proteina de 130 aminoacidos codificados con AcpS de diversos origenes bacterianos, y
Rv2794c, que se mostré anteriormente que codifica una PPTasa de tipo Sfp de 227 aminoacidos, llamada PptT,
responsable de la modificacion de un conjunto de NRPS implicadas en la biosintesis de micobactinas (Quadri et al.,
1998b). Para buscar genes de PPTasa adicionales, se buscaron en el genoma de H37Rv de M. tuberculosis motivos
conservados de PPTasas como sondas (Weissman et al., 2004). No se identificd un gen novedoso, sugiriendo que
M. tuberculosis contiene solo dos PPTasas responsables de la activacion de 20 sustratos proteicos.

Se abordd entonces la cuestion de si estos dos genes de PPTasa se conservaban en las diversas especies
micobacterianas y en las especies corinobacterianas estrechamente relacionadas. En todo el genoma analizado
(incluyendo las cepas H37Rv y CDC151 de M. tuberculosis, M. bovis, BCG de M. bovis, M. leprae, M. avium, M.
smegmatis, M. microti, M. marinum, C. glutamicum, C. diptheriae y C. efficiens), se encontraron ortélogos de acpS 'y
pptT. Los niveles de similitudes de proteinas fueron mayores del 80 % para las proteinas micobacterianas y de
aproximadamente un 40 % para las proteinas corinobacterianas con sus contrapartidas de M. tuberculosis.

Por lo tanto, estos andlisis bioinformaticos mostraron que las especies micobacterianas y corinobacterianas
relacionadas contienen solo dos PPTasas altamente conservadas con diferentes propiedades cataliticas. Sin
embargo, ninguna de estas dos proteinas se habia caracterizado en micobacterias ni corinobacterias.

Ejemplo 3: Las PPTasas AcpS y PptT son esenciales para viabilidad de Mycobacteria

En las micobacterias, existe un gran niumero de proteinas que tienen que activarse para ser funcionales, por
ejemplo, 2 sistemas Fas, al menos 3 NRPS y 18 Pks de tipo | en M. tuberculosis. Sin embargo, no estaba disponible
informacion tanto sobre el repertorio de sustratos proteicos reconocidos por cada PPTasa como sobre la presunta
redundancia de estas dos proteinas. Como varias de las proteinas que necesitan activacién estan implicadas en
procesos bioldgicos esenciales para la viabilidad micobacteriana, se abordé primero el problema de si cualquiera de
los dos genes de PPTasa puede interrumpirse en el modelo de cepa micobacteriana de M. smegmatis. Se
construyeron dos plasmidos no replicativos portadores del marcador contraselectivo sacB y un alelo interrumpido de
acpS o pptT de M. smegmatis y se insertaron en el cromosoma mediante cruzamiento Unico, dando las cepas
PMM68 y PMM70, respectivamente (Figuras 1A y 1B). La siembra de cultivos de cepas PMM68 o PMM70 sobre
medio que contiene 5 % de sacarosa no consiguio seleccionar el segundo evento de recombinacion, sugiriendo que
tanto acpS como pptT son esenciales para la viabilidad micobacteriana. Para establecer con seguridad la
esencialidad, se produjeron dos mutantes condicionales de M. smegmatis. En primer lugar, se transformaron células
PMM68 con plasmido pC-acpSms, un vector micobacteriano termosensible portador de una copia intacta del alelo
del gen acpS bajo el control del promotor pBlaF*. En este contexto genético, la seleccion en agar LB que contiene
sacarosa a 30 °C produjo colonias en que habia aparecido el segundo evento de recombinacion entre los dos alelos
cromosomicos (Figuras 1A y 1C). Se eligieron para trabajo posterior un clon llamado PMM77 (AacpS::km:.pC-
acpSms) que contiene un gen acpS::km interrumpido en el cromosoma y un gen acpS funcional en el plasmido
termosensible pC-acpSms. Se usé la misma estrategia para generar PMM78 (ApptT::km:pC-pptTms), una cepa
recombinante que alberga un gen cromosomico pptT::km mutado y un alelo pptT intacto en el plasmido
termosensible pC-pptTms (Figuras 1B y 1C).

Para investigar el papel de acpS y pptT en el crecimiento micobacteriano, se hicieron crecer cultivos de las cepas
recombinantes PMM77, PMM78 y la cepa WT de M. smegmatis a 30 °C y se sembraron en estrias sobre placas de
agar LB. Cuando se incubaron las placas a 30 °C, las cepas PMM77 y PMM78 crecieron igual que la WT. Sin
embargo, cuando se incubaron las placas a 42 °C, una temperatura no permisiva para replicacion de plasmido,
ambas cepas recombinantes exhibieron inhibicion del crecimiento en contraposicion con la WT (Figura 2A). Estos
descubrimientos establecieron con seguridad que AcpS y PptT son necesarios para la supervivencia de M.
smegmatis y por lo tanto activan las proteinas implicadas en las rutas biosintéticas esenciales. Estos resultados
demuestran también que las dos PPTasas no pueden sustituirse entre si.

Ejemplo 4: Los mutantes ApptT::km y AacpS::km de C. glutamicum ostentan un fenotipo microbiolégico
diferente

Entre los sustratos de PPTasa, aquellos responsables de la sintesis de acidos grasos y acidos micdlicos son
conocidos por ser esenciales para el crecimiento de M. smegmatis en condiciones de laboratorio. Por tanto, se
previé que ambas PPTasas estuvieran implicadas en al menos una de estas rutas metabolicas. Por lo tanto, para
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estudiar el papel desempefiado por AcpS y PptT en la biosintesis de acidos grasos y acidos micdlicos, se cambié a
C. glutamicum, otro modelo bacteriano. Es mas, esta especie bacteriana exhibe una cubierta celular estrechamente
relacionada con la de micobacterias, con un nucleo de pared celular similar (Daffé, 2005). Sin embargo, se demostro
en un trabajo anterior que esta cepa es mas tolerante que la cepa micobacteriana a la mutacién en genes implicados
en el metabolismo lipidico (Portevin et al., 2004). Para investigar el papel de las dos PPTasas, se intenté inactivar
los correspondientes genes en C. glutamicum. Se transfirieron dos alelos de acpS y pptT, interrumpidos por un gen
resistente a Km, a un plasmido no replicativo en C. glutamicum y se seleccionaron los transformantes en Km. Para
pptT, se cribaron varios clones resistentes a Km por PCR y se retuvo un clon que daba un patrén de amplificacion
consistente con la inserciéon del médulo de Km en pptT para analisis posterior. De forma interesante, este mutante
ApptT::km ostentaba cambios fenotipicos similares a los observados para el mutante Apks13 de C. glutamicum, que
carece de una enzima esencial para la produccién de corinomicolatos (Portevin et al., 2004). En placas de agar BHI,
el mutante ApptT::km exhibia colonias pequefias y rugosas en lugar de colonias grandes y brillantes para WT.
Ademas, este mutante crecia mucho mas lentamente que WT en medio liquido y las células agregaban fuertemente,
mientras que en las mismas condiciones las células WT crecian bien dispersadas (datos no mostrados). Estas
modificaciones fenotipicas se revirtieron completamente cuando la cepa mutante se transformé con el plasmido
pCGL-pptTcg, que contiene una copia funcional de pptT de C. glutamicum, indicando que el fenotipo observado de
la cepa mutante era debido a la delecion del gen pptT.

Para acpS, la misma estrategia dio mutantes AacpS::km solo cuando el medio de crecimiento se suplementaba con
acidos grasos. Un analisis fenotipico confirmé que estos mutantes AacpS::km de C. glutamicum eran incapaces de
crecer en medio BHI sélido o liquido excepto cuando el medio se suplementaba con oleato de sodio y Tween 40. En
estas condiciones, no se observaron diferencias fenotipicas entre WT y la cepa recombinante AacpS::km (datos no
mostrados). Esta auxotrofia por acido oleico sugeria que la interrupcion de acpS en C. glutamicum afecta a la
biosintesis de acidos grasos. La transferencia de pCGL-acpScg, un plasmido corinobacteriano portador de un gen
acpS funcional de C. glutamicum, a la cepa mutante AacpS::km restaurd la capacidad de las células bacterianas de
crecer en medio sélido o liquido sin oleato, indicando que los cambios fenotipicos observados entre las cepas
mutada y WT se basaban solamente en la interrupcion del gen acpS.

En conjunto, estos experimentos mostraron que la interrupcion de acpS'y pptT en C. glutamicum conducia a cepas
que exhiben diferentes genotipos. La auxotrofia por acido oleico del mutante AacpS::km sugeria que acpS esta
implicado en la biosintesis de acidos grasos. En contraposicion, el gen pptT no era necesario para la viabilidad de C.
glutamicum, pero las alteraciones morfolégicas del mutante ApptT::km indicaban modificaciones de la cubierta
celular consistentes con la ausencia de produccién de micolato.

Ejemplo 5: Las PPTasas AcpS y PptT estan respectivamente implicadas en la biosintesis de acidos grasos y
acidos micdlicos en C. glutamicum.

Para caracterizar adicionalmente los fenotipos inducidos por la interrupcion de acpS y pptT, se llevé a cabo la
caracterizacion bioquimica de acidos grasos y corinomicolatos producidos por las dos cepas recombinantes de C.
glutamicum.

Se hicieron crecer cultivos de WT, mutante AacpS::km y cepa complementada AacpS::km:pCGL-acpScg de C.
glutamicum hasta fase exponencial (en presencia de acido oleico y Tween 40 para la cepa mutante) y se liberaron
acidos grasos de la bacteria mediante la saponificacion de células enteras. El analisis de cromatografia en capa fina
(TLC) mostré que el mutante AacpS::km sintetizaba corinomicolatos al mismo nivel que la WT o la cepa
complementada (Figura 3A). Cuando se analizaron los metiléteres de acido graso por CG, se encontré que la cepa
mutante AacpS::km exhibia grandes cantidades de acidos grasos C1s y C1s:1, l0s precursores de los corinomicolatos.
Puesto que este mutante era auxotréfico por acidos grasos, estos lipidos se originaron probablemente a partir del
acido oleico y Tween 40 afiadidos al medio. En contraposiciéon con las cepas WT (Figura 3B, superior izquierda) y
complementada (datos no mostrados), que sintetizaban diversas formas de corinomicolatos, la cepa mutante
AacpS::km producia solo una especie detectable de acido corinomicdlico (Figura 3B, superior derecha). Una
caracterizacion adicional de este lipido por analisis de CG-EM reveldé que corresponde a un corinomicolato Cse:2
(Figura 3C), indicando que el mutante era capaz de condensar dos acidos grasos C1g.1 proporcionados por la adicion
exogena de acido oleico al medio. La ausencia de corinomicolatos Csz y Cas en la cubierta celular del mutante es
sorprendente, puesto que los acidos grasos Cqg estan disponibles en el medio de crecimiento. Sin embargo, se ha
mostrado anteriormente que cuando se suministran grandes cantidades de oleato a C. glutamicum, existe un cambio
en la composicion de micolato hacia corinomicolato Css.2 (Radmacher et al., 2005).

Al contrario que las micobacterias, que poseen dos sistemas de acido graso sintasa (Fas-l y Fas-ll), C. glutamicum
carece del sistema Fas-Il, pero tiene dos proteinas Fas-| (Fas-IA y Fas-IB). Se ha mostrado que Fas-IA es esencial
para el crecimiento, pero no Fas-IB (Radmacher et al., 2005). El hecho de que la interrupcion de acpS en C.
glutamicum afecte a la biosintesis de acidos grasos significa que la enzima Fas-lIA es inactiva en el mutante
AacpS::km, sugiriendo fuertemente que la AcpS es responsable de la 4’-fosfopanteteinilacion de esta enzima. Estos
resultados establecieron también que la PptT no puede complementar la carencia de AcpS para efectuar esta
reaccion en C. glutamicum, proporcionando un fuerte apoyo al modelo de que las dos PPTasas no son redundantes.
Ademas, la capacidad de la cepa recombinante de mantener la sintesis de corinomicolatos en presencia de acidos
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grasos exogenos implica que la PPTasa AcpS no es necesaria para la modificacion postraduccional de la enzima
condensadora Pks13.

A continuacion, se investigod si los cambios fenotipicos observados con el mutante ApptT::km reflejan modificaciones
en la pared celular. Los analisis de TLC y CG revelaron que la interrupciéon de pptT en C. glutamicum anulaba la
produccion de corinomicolatos (Figura 3A y 3B, inferior izquierda). La complementacion de la mutacion mediante la
introduccion de un alelo WT en el mutante restauraba totalmente la producciéon de todas las clases de
corinomicolatos (Csz, Css, Css), confirmando que las diferencias observadas entre las cepas mutante y WT eran
debidas a la interrupcién del gen pptT (datos no mostrados). Se encontré también que el mutante ApptT::km
producia grandes cantidades de acidos grasos Cis y C1s (Figura 3B). Por tanto, parece que PptT no es necesaria
para la produccion de acidos grasos en células de corinobacterias y por lo tanto no esta implicada en la modificacion
postraduccional de la enzima Fas-IA. Ademas, la incapacidad de la cepa mutante de sintetizar acidos micdlicos a
partir de acidos grasos sugiere que la PptT esta implicada en la activacion de la enzima condensadora proteina
Pks13.

Tomados en conjunto, estos experimentos establecieron que AcpS y PptT exhiben funciones diferentes en C.
glutamicum, estando implicada la primera en la activaciéon de Fas-l y la segunda en la modificacion de Pks13.

Ejemplo 6: Caracterizacion bioquimica de la 4’-fosfopanteteinilacion de Pks13 y Fas-l en C. glutamicum.

El analisis fenotipico y bioquimico de los dos mutantes de C. glutamicum proporciona evidencias indirectas de que
AcpS y PptT activan Fas-l y Pks13 respectivamente. Para demostrar directamente la especificidad de las dos
PPTasas, se disefidé un experimento para marcar el brazo de P-pant y visualizar su transferencia a los diversos
sustratos proteicos. Se hicieron crecer diversas cepas WT y recombinantes de C. glutamicum en medio minimo
CGXIl en presencia de B-[B-MC]aIanina, un precursor de CoA. El principio de este experimento era generar una
agrupacion de CoA que albergara un grupo protésico 4’-fosfopanteteina radiomarcado con 'C en las bacterias. Este
agrupamiento puede servir entonces como sustrato para las dos PPTasas para marcar especificamente las
proteinas 4’-fosfopanteteiniladas. Después del crecimiento, se recogieron las células, se lisaron y se separaron las
proteinas de los extractos celulares por PAGE-SDS antes de tincion con azul de Coomassie y autorradiografia para
visualizar las proteinas radiomarcadas.

Cuando se efectud este experimento con C. glutamicum WT, se marcaron dos bandas de proteinas que exhibian un
peso molecular aparente de 170 kDa y mayor de 220 kDa (Figura 4A, superior). Se estableci6 la identidad de la
proteina menor mediante el uso de un mutante Apks713 que ya no exhibe la banda de 170 kDa marcada. Una
blusqueda en la base de datos gendmica de C. glutamicum ATCC13032 de la presencia de proteinas grandes que
deben convertirse por la union covalente del grupo P-pant revelé que solo Fas-IA y Fas-IB (315 y 317 kDa) eran
mayores de 220 kDa. Por tanto, se concluyé que la banda de proteina marcada mayor corresponde a las enzimas
Fas-I.

Cuando se efectuaron los mismos experimentos con la cepa ApptT, Pks13 ya no estaba marcada (Figura 4A,
superior). En contraposicion, las enzimas Fas-l seguian activadas en esta cepa. La ausencia de marcaje no era
debida a deficiencia de expresion, puesto que la tincion con azul de Coomasie del gel de poliacrilamida reveld que
estaba presente Pks13 en el extracto celular del mutante ApptT, aunque no marcada (Figura 4A, inferior). Cuando se
efectuaron los experimentos con el mutante AacpS, se observo el patron de marcaje opuesto: Pks13 estaba
marcada pero no las enzimas Fas-I.

Por lo tanto, estos experimentos establecieron por primera vez el repertorio de sustratos proteicos de las dos
PPTasas de C. glutamicum: AcpS y PptT tienen una especificidad de sustrato estricta por las enzimas Fas-l y Pks13,
respectivamente.

Ejemplo 7: AcpS y PptT ostentan funciones idénticas en micobacterias y corinobacterias.

Los experimentos anteriormente descritos establecieron la funcién desempefiada por cada PPTasa en células de
corinobacterias. Para estudiar si estas proteinas ostentan funciones similares en micobacterias, se ensay¢ si la
interrupcion del gen pptT o acpS en M. smegmatis podia complementarse mediante la expresion de los
correspondientes ortdlogos de C. glutamicum. Para abordar este tema, se construyeron dos plasmidos
micobacterianos termosensibles, llamados pC-acpScg y pC-pptTcg, que albergaban el gen acpS y pptT de C.
glutamicum, respectivamente. Se transfirio pC-acpScg a PMM68 de M. smegmatis, que es merodiploide del gen
acpS, y pC-pptTcg a PMM70 de M. smegmatis, merodiploide del gen pptT. Se hicieron crecer varios transformantes
en LB a 30 °C antes de sembrar sobre medio sélido que contiene sacarosa para inducir un segundo evento de
recombinacién entre los dos alelos cromosémicos en los loci de pptT o acpS. Se seleccionaron para analisis
posteriores varias colonias en que la copia cromosémica WT de acpS o pptT se reemplazaba por el alelo mutado y
se llamaron PMM84 (AacpS::km:pC-acpScg) y PMM85 (ApptT::km:pC-pptTcg).

PMM84 y PMM85 exhibian un fenotipo WT idéntico al obtenido con PMM77 (AacpS::km:pCacpSms) y PMM78
(ApptT::km:pC-pptTms) mutantes, que expresaban AcpS y PptT de M. smegmatis, respectivamente. Ambas cepas
mutantes mantenian un crecimiento normal en medio liquido LB y en placas de agar LB a 30 °C, pero eran
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incapaces de mantener el crecimiento en medio sélido a 42 °C, una temperatura no permisiva para la replicacion de
plasmido (Figura 2B). Estos datos demostraban que las dos PPTasas de C. glufamicum son capaces de reconocer y
modificar postraduccionalmente las mismas proteinas esenciales en M. smegmatis que sus ortdlogos
micobacterianos, indicando que AcpS y PptT tienen funciones similares en ambas especies.

Se observé una complementacion cruzada similar cuando se expresaba la PptT de M. smegmatis en ApptT::km de
C. glutamicum. En contraposicion con las células ApptT::km de C. glutamicum, la cepa complementada con pptT de
M. smegmatis no mostraba agregacion en medio liquido y crecia en forma de colonias regulares brillantes sobre
placas de agar. Ademas, el analisis de los acidos grasos por TLC y CG después de la saponificacion de células
enteras reveld que la produccién de corinomicolatos se habia restaurado al mismo nivel que en la cepa WT (Figura
3A y 3B, inferior derecha). Como se afirma anteriormente, el fenotipo inhabitual de la cepa ApptT::km de C.
glutamicum es el resultado de la falta de fosfopanteteinilacion de Pks13. Por tanto, parece que la PptT de M.
smegmatis puede activar la Pks13 de C. glutamicum, sugiriendo que esta proteina efectiia la misma reaccion
catalitica en M. smegmatis. En conjunto, estos experimentos de complementacion cruzada muestran que las
PPTasas PptT y AcpS tienen funciones similares en la biosintesis de acidos grasos y acidos micdlicos de
micobacterias y corinobacterias.

Ejemplo 8: La PptT es responsable de la 4’ -fosfopanteteinilacion de Pks de tipo | en M. tuberculosis.

Se demostré que la AcpS esta implicada en la activacion de Fas-| en corinobacterias y micobacterias, mientras que
la PptT cataliza la modificacién postraduccional de Pks13. Esta proteina es la Unica Pks de tipo | codificada por el
genoma corinobacteriano. Sin embargo, el repertorio de Pks de tipo | es mucho mayor en micobacterias. Estas
proteinas adicionales estan implicadas en la formaciéon de lipidos extraibles, tales como DIM o PGL-tb en M.
tuberculosis, que son factores de virulencia claves. Entonces, se planted si la PptT esta también implicada en la
activacion de otras Pks de tipo | de M. tuberculosis.

Para abordar esta cuestion, se coprodujeron diversas Pks de M. tuberculosis en E. coli con PptT de M. tuberculosis y
se observo la activacion de estas proteinas usando radiomarcaje con B-[B-MC]aIanina. En los experimentos previos,
se observd que la PPTasa EntD de E. coli era responsable de la activacion parcial de algunas Pks de M.
tuberculosis (datos no publicados). Para superar este problema, se construyé una cepa BL21(DE3) de E. coli con
interrupcion de entD mediante intercambio alélico y se llevaron a cabo los mismos experimentos en la nueva cepa.
Se efectuo el experimento en primer lugar con Pks 13, porque ya se sabia que es un sustrato de PptT (véanse los
resultados anteriores). Los resultados revelaron que Pks13 estaba marcada en células coproductoras de Pks13 y
PptT de M. tuberculosis, pero no en células productoras de Pks13 sola (Figura 4B, superior). Para descartar la
posibilidad de un marcaje no especifico de Pks13, se construy6 el plasmido pWM35y, un derivado de pWWM35 que
expresa una proteina mutante Pks13 en que los dos residuos de serina (Ser55 y Ser1266) responsables de la unién
del resto P-pant de CoA en los dominios ACP N- y C-terminales de Pks13 se han sustituido por residuos de alanina.
Cuando se coprodujo esta proteina mutante con PptT en BL21 AentD de E. coli, no se observé radiomarcaje en el
ensayo, indicando que la sefial obtenida con Pks13 era especificamente el resultado de la unién del resto P-pant de
CoA a las serinas cataliticas de Pks13 (Figura 4B). Estos experimentos proporcionaron una evidencia directa de que
la Pks13 es un sustrato de PptT en M. tuberculosis.

Una vez el ensayo fue funcional, se observé la activacion de otras Pks de tipo | por PptT. Se coprodujeron
independientemente 5 Pks de tipo | diferentes con PptT en BL21 AentD de E. coliy, en todos los casos, se detecto
transferencia de P-pant radiomarcado (Figura 4C, superior). Las sefiales eran débiles, pero se detectaron
reproduciblemente. En contraposicién, se encontré que ninguna de estas Pks estaba marcada en cepas de E. coli
que carecen de la PPTasa micobacteriana PptT. Esta ausencia de activacion detectable no puede atribuirse al bajo
nivel de expresion proteica como se indica por la tincion con azul de Coomasie del gel proteico, que demostraba que
las Pks de tipo | se producian a alto nivel sin la PPTasa PptT (Figura 4C, inferior).

Segun esto, puede concluirse que la PptT no es solo responsable de la activacion de Pks13 en M. tuberculosis, sino
que es también necesaria para la modificacion de otros tipos de Pks de tipo | implicadas en la biosintesis de lipidos
necesarios para virulencia.

Discusién

Dado el papel crucial de los lipidos de cubierta celular en la biologia de M. tuberculosis, se han realizado enormes
esfuerzos durante las Ultimas décadas por descifrar los procesos celulares que conducen a la producciéon y
translocacion de estos componentes. A partir de estos esfuerzos, ha surgido el concepto de que las estructuras
lipidicas Unicas encontradas en las micobacterias se sintetizan mediante la accién combinada de los sistemas Fas y
Pks de tipo |I: ambas clases de enzimas tienen que convertirse desde las apoformas inactivas en holoformas
funcionales. En este estudio, se ha examinado el papel de dos PPTasas en la modificacion postraduccional de estas
enzimas biosintéticas. Se ha proporcionado una evidencia directa de que las dos PPTasas activan cada una un
subconjunto definido de sustratos proteicos en micobacterias y corinobacterias, y son ambas esenciales para la
viabilidad de las micobacterias. Estos resultados tienen implicaciones importantes para nuestra comprension del
metabolismo lipidico en micobacterias y bacterias relacionadas. Demuestran el papel fundamental desempefiado por
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las dos PPTasas en la biologia de estos microorganismos, definiendo nuevas dianas de farmaco prometedoras para
luchar contra la tuberculosis.

Con respecto al metabolismo lipidico en micobacterias, se propone un modelo en que la AcpS esta dedicada a la
modificacion postraduccional de Fas-l y la subunidad AcpM de Fas-Il, mientras que la PptT activa las numerosas
Pks de tipo | y NRPS de M. tuberculosis (Figura 5). Este modelo es también cierto para Corynebacteria spp., pero el
numero de proteinas para modificar es menor que en micobacterias, y especialmente M. fuberculosis. Varias series
de de evidencias son consistentes con este modelo. En primer lugar, los resultados presentados aqui establecian
claramente que las dos PPTasas micobacterianas o corinobacterianas no son redundantes y exhiben diferente
repertorio de sustratos. Es mas, las dos PPTasas micobacterianas eran independientemente esenciales para la
viabilidad de micobacterias. C. glutamicum con eliminacién de acpS exhibia auxotrofia por acidos grasos y falta de
activacion de Fas-l, pero seguia siendo apta para la formacion de acido micdlico y activacion de Pks13. En
contraposicion, la delecion de pptT conducia a un mutante de C. glutamicum incapaz de sintetizar acido micoélico y
activar Pks13, pero aun capaz de producir acidos grasos Cis-C1g y modificar Fas-l. Asi, estos datos demostraban
que Fas-l y Pks13 son sustratos de AcpS y PptT, respectivamente. En segundo lugar, los resultados mostraron que
otras 5 Pks de tipo | de M. tuberculosis, de diferente tamafio y contenidos de dominios, se activan también por PptT.
Aunque no puede descartarse formalmente la posibilidad de que estas Pks sean también sustratos de AcpS, la falta
de redundancia de las dos PPTAsas habla en contra de esta hipétesis. Por lo tanto, estos descubrimientos apoyan
fuertemente el modelo de que todas las Pks de tipo | de M. tuberculosis se activan por PptT. En tercer lugar, un
informe anterior establecié que, in vitro, la PptT es capaz de 4’-fosfopanteteinilar MbtB y MbtE, dos NRPS que
actuan en el ensamblado de micobactinas (Quadri et al., 1998b). La activacion de las dos proteinas adicionales,
MbtF una péptido sintasa, y MbtD una policétido sintasa, codificadas por el agrupamiento génico de micobactina,
sigue siendo especulativa debido a la falta de datos experimentales, pero puede deducirse de los resultados y de los
de Quadri et al. (1998b) que ambas proteinas se activan también por PptT. Finalmente, se ha mostrado que la AcpM
exhibe una estructura tridimensional muy similar a Acp de E. coli, que es un sustrato de AcpS (Wong et al., 2002).
Esta proteina, AcpM, puede activarse por AcpS de E. coli tanto in vitro como in vivo, apoyando el modelo de que
esta proteina es también el sustrato de AcpS en micobacterias (Schaeffer et al., 2001; Wong et al., 2002). Por lo
tanto, todos los resultados obtenidos en este estudio o publicados anteriormente apoyan el modelo. Este modelo es
también consistente con observaciones anteriores realizadas en otros microorganismos que muestran que las
PPTasas de tipo Sfp habitualmente se asocian funcionalmente con el metabolismo secundario (Mootz et al., 2001).

Estos resultados tienen también implicaciones importantes para la comprension de la biologia de las micobacterias y
especialmente M. tuberculosis. Es mas, M. tuberculosis contiene mas de 20 proteinas que tienen que 4'-
fosfopanteteinilarse. Estos descubrimientos han proporcionado una definicion del repertorio de sustrato de cada
PPTasa y han mostrado que ambas enzimas son necesarias para la formacion de componentes esenciales para la
viabilidad de las micobacterias. Por ello, la enzima Fas-l, que se activa por AcpS, cataliza la sintesis de acidos
grasos C+s-C1g que se incorporan a los diversos constituyentes lipidicos de la membrana plasmatica. La sintesis de
acidos grasos cortos por Fas-| es también una de las primeras etapas de la larga ruta biosintética que conduce a la
formacion de micolatos, que son elementos estructurales clave del esqueleto de la pared celular micobacteriana
(Daffé y Draper, 1998). Esta ruta incluye también otras dos proteinas AcpM y Pks13 activadas por AcpS y PptT,
respectivamente: AcpM es una subunidad del sistema Fas-II que sintetiza la cadena larga de meromicolato y Pks13
es la condensasa que cataliza la ultima etapa de condensacién de la formaciéon de micolato. Por lo tanto, las dos
PPTasas micobacterianas son necesarias para la formacion de micolatos. Como consecuencia, son ambas
esenciales para la viabilidad de las micobacterias.

Ademas, estas dos enzimas son también necesarias para la produccion de factores de virulencia importantes. Por
ejemplo, las enzimas MbtB y MbtD-F activadas por PptT estan implicadas en el ensamblado de sideréforos de
micobactina que son necesarios para el crecimiento en macréfagos humanos (de Voss et al., 2000). En la misma
linea, Fas-l y 7 Pks de tipo |, activadas por AcpS y PptT respectivamente, estan implicadas en la formacién de DIM y
PGL-tb, dos lipidos complejos producidos por un niumero muy limitado de especies micobacterianas y dos factores
de virulencia importantes de M. tuberculosis. Es mas, los mutantes sin DIM estan afectados en su capacidad de
multiplicarse en el hospedador y causar enfermedades (Cox ef al., 1999). De forma similar, se ha mostrado que los
aislamientos clinicos de M. tuberculosis que exhiben un fenotipo de hipervirulencia en diversos modelos animales se
atenuan mediante la mutacion de Pks15/1, una enzima necesaria para la formacion de PGL-tb (Reed et al., 2004).

Por tanto, las dos PPTasas parecen tener papeles fundamentales para la biologia del patégeno M. tuberculosis,
necesitandose ambas para viabilidad y patogénesis. Otros patdgenos micobacterianos tales como M. leprae, M.
ulcerans o M. avium poseen también ortdlogos de AcpS y PptT y todos producen micolatos y factores de virulencia
lipidicos. Por lo tanto, las dos PPTasas micobacterianas son dianas muy prometedoras para el desarrollo de
farmacos para luchar contra infecciones micobacterianas.

Ejemplo 9: Ensayo enzimatico de PptT

La actividad PPTasa consiste en la transferencia del grupo 4’-fosfopanteteina (P-pant) desde la coenzima A hasta el
dominio de proteina portadora de acilo (ACP) de Pks. Se ensaya la actividad de PptT usando un procedimiento de
ensayo radiactivo como se describe anteriormente para diversas PPTasas, incluyendo Sfp de Bacillus subtilis o
AcpS de E. coli (Lambalot, Gehring et al. 1996; Quadri, Weinreb et al. 1998a; Mootz, Finking et al. 2001) y se adapta
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a la PPTasa micobacteriana PptT. Este procedimiento mide la incorporacion del grupo 4’-fosfopanteteina marcado
con °H desde (*H)-coenzima A hasta apoenzimas.

Tipicamente, se incuban mezclas de reaccion que contienen MgCl,, proteina PptT, sustrato proteico (apoenzima) y
cosustrato (°H)-coenzima A durante 30 min a 37 °C. Se inactivan las reacciones mediante la adiciéon de acido
tricloroacético al 10 % (TCA) y BSA afadida como portador. Se recogen las proteinas precipitadas mediante
centrifugacion, se lavan los aglomerados resultantes con TCA y se disuelven en base Tris 1 M. Se mezclan las
proteinas redisueltas con coctel de centelleo liquido y se cuantifica la cantidad de radiactividad incorpora al sustrato
proteico cuantificado usando un analizador de centello liquido.

Se fusiona la proteina PptT usada en estos ensayos con la proteina MBP (proteina de unién a maltosa) en su
extremo N-terminal. Esta proteina de fusion MBP-PptT se sobreexpresa en la cepa BL21 de E. coli y se purifica
parcialmente por cromatografia de afinidad usando una resina de amilosa.

Se ensayan diferentes sustratos proteicos (apoenzimas) consistentes en proteinas Pks micobacterianas enteras o
dominios ACP de estas Pks para seleccionar el sustrato mas adecuado para la prueba. Como ejemplos de proteinas
Pks que pueden usarse en esta prueba, pueden citarse Pks13 y Mas (acido micocerosico sintasa, que esta
implicada en la sintesis de acidos micocerdsicos en micobacterias productoras de DIM y PGL). Pueden producirse
fusionadas con un marcador His carboxiterminal en una cepa modificada por ingenieria genética de E. coli con
eliminacion del gen entD, que codifica una PPTasa de E. coli para evitar la activacion de fondo (produccion de
apoformas). Dichas proteinas marcadas con His se purifican mediante cromatografia de afinidad (columna de niquel)
seguida de cromatografia de exclusion por tamafrio.

Una vez la prueba es funcional, se sustituye la (3H)-coenzima A por analogos de coenzima A que albergan un grupo
fosfopanteteina fluorescente o biotinilado para disefiar un ensayo enzimatico adecuado para cribado de alto
rendimiento de colecciones de compuestos. Varios estudios han demostrado que estos sustratos modificados
pueden transferirse eficazmente a diversos sustratos proteicos por Sfp (La Clair, Foley et al. 2004; Yin, Liu et al.
2004).
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<110> CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

<120> Uso de una 4’-fosfopanteteinil transferasa como diana para identificar moléculas de antibiotico
CHALUT, Christian
GUILHOT, Christophe

<130> BLO/VMA/ahF644/132EP

<160> 9

<170> Patentln version 3.3

<210> 1

<211> 684

<212> ADN

<213> Microbacterium sp.

<220>

<221> misc_feature

<223> Secuencia de codificacion de PptT de la cepa H37Rv de M. tuberculosis, Rv2794c

<400> 1
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atgacggtag gcacgcetggt ggcgtcggtg ttgcecggega cegtgttcga ggatttggeg 60
tatgccgagt tgtactccga cecacceggt ctcéccccgc tgcccgagga ggegeegttg 120
atcgcacgat éggttgccaa gcggcegcaac gaattcatca cegtgegtea ctgegecege 180
atcgcgcetgg accagcetegg tgtgecgecg gegecgatee tcaagggega caagggcgaa 240
ccgtgetgge ccgacggceat ggtcggtage ctcacccact gegecggtta cegeggegeg 300
gttgicggac gcagggatge gatgegttce gtgggeateg acgecgaacce geacgacgty 360
ttgcccaatg gtgtgetgga tgegatcage ctgececggeeg agegegecga catgeccccge 420
accatgccag cggcgttgca ttgggatcga atcctgtict gcgccaagga agcaacgtac 480
aaggcgtggt ttccgetgac caagaggtgg ctgggtticg aggacgegea catcacgttc 540
gaaaccgata gcaccggctg gacgggtegce ticgteteece gtatecteat cgacgggtec 600
accctgtcgg gtcegecget gacaacgetg éggggacgct ggtcggttga gcgcggactg 660
gtgctgaccg cgatcgtgct atga 684

<210> 2

<211> 227

<212> PRT

<213> Microbacterium sp.

<220>

<221> misc_feature

<223> PptT de la cepa H37Rv de M. tuberculosis

<400> 2
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Met Thr Val Gly Thr Leu Val Ala Ser Val Leu Pro Ala Thr Val Phe
1 5 10 15

Glu Aép Leu Ala Tyr Ala Glu Leu Tyr Ser Asp Pro Pro Gly Leu Thr
20 25 30

Pro Leu Pro Glu Glu Ala Pro Leu lle Ala Arg Ser Val Ala Lys Arg
35 40 45

Arg Asn Glu Phe lle Thr Val Arg His Cys Ala Arg lle Ala Leu Asp
50 55 60

GIn Leu Gly Val Pro Pro Ala Pro lle Leu Lys Gly Asp Lys Gly Glu
65 70 75 80

Pro Cys Trp Pro Asp Gly Met Val Gly Ser Leu Thr His Cys Ala Gly
85 90 95

Tyr Arg Gly Ala Val Val Gly Arg Arg Asp Ala Val Arg Ser Val Gly
100 105 110

lle Asp Ala Glu Pro His Asp Val Leu Pro Asn Gly Val Leu Asp Ala
115 . 120 125

lle Ser Leu Pro Ala Glu Arg Ala Asp Met Pro Arg Thr Met Pro Ala
130 135 140

Ala Leu His Trp Asp Arg lle Leu Phe Cys Ala Lys Glu Ala Thr Tyr
145 150 155 160

Lys Ala Trp Phe Pro Leu Thr Lys Arg Trp Leu Gly Phe Glu Asp Ala
165 170 , 175

His lle Thr Phe Glu Thr Asp Ser Thr Gly Trp Thr Gly Arg Phe Val
180 185 190

Ser Arg lle Leu lie Asp Gly Ser Thr Leu Ser Gly Pro Pro Leu Thr
195 200 205

Thr Leu Arg Gly Arg. Trp Ser Val Glu Arg Gly Leu Val Leu Thr Ala
210 215 220

ile Val Leu
225

<210> 3
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<211> 227

<212> PRT

<213> Microbacterium sp.
<220>

<221> misc_feature

<223> PptT de la cepa CDC1551 de Mycobacterium tuberculosis

<400> 3
Met Thr Val Gly Thr Leu Val Ala Ser Val Leu Pro Ala Thr Val Phe
1 5 10 15

Glu Asp Leu Ala Tyr Ala Glu Leu Tyr Ser Asp Pro Pro Gly Leu Thr
20 25 30

Pro Leu Pro Glu Glu Ala Pro Leu lle Ala Arg Ser Val Ala Lys Arg
35 40 45

Arg Asn Glu Phe lle Thr Val Arg His Cys Ala Arg lle Ala Leu Asp
50 55 60

GIn Leu Gly Val Pro Pro Ala Pro lle Leu Lys Gly Asp Lys Gly Glu -
65 70 75 80

Pro Cys Trp Pro Asp Gly Val Val Gly Ser Leu Thr His Cys Ala Gly
85 90 95

Tyr Arg Gly Ala Val Val Gly Arg Arg Asp Ala Val Arg Ser Val Gly
100 105 - 110

lle Asp Ala Glu Pro His Asp Val Leu Pro Asn Gly Val Leu Asp Ala
115 120 125

lle Ser Leu Pro Ala Glu Arg Ala Asp Met Pro Arg Thr Met Pro Ala
130 135 140

Ala Leu His Trp Asp Arg lle Leu Phe Cys Ala Lys Glu Ala Thr Tyr
145 . 150 155 160

Lys Ala Trp Phe Pro Leu Thr Lys Arg Trp Leu Gly Phe Glu Asp Ala
165 170 175
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His lle Thr Phe Glu Thr Asp Ser Thr Gly Trp Thr Gly Arg Phe Val
180 185 190

Ser Arg lle Leu lle Asp Gly Ser Thr Leu Ser Gly Pro Pro Leu Thr
195 200 205

Thr Leu Arg Gly Arg Trp Ser Val Glu Arg Gly Leu Val Leu Thr Ala
210 - 215 220

lie Val Leu
225
<210> 4
<211> 227
<212> PRT
<213> Microbacterium sp.
<220>
<221> misc_feature

<223> PptT de Mycobacterium vovis

<400> 4
Met Thr Val Gly Thr Leu Val Ala Ser Val Leu Pro Ala Thr Vai Phe
1 5 : 10 15 -

Glu Asp Leu Ala Tyr Ala Glu Leu Tyr Ser Asp Pro Pro Gly Leu Thr
20 25 30

Pro Leu Pro Glu Glu Ala Pro Leu lle Ala Arg Ser Val Afa Lys Arg
35 40 45

Arg Asn Glu Phe lle Thr Val Arg His Cys Ala Arg lie Ala Leu Asp
50 55 60

Gln Leu Gly Val Pro Pro Ala Pro lle Leu Lys Gly Asp Lys Gly Glu
65 70 . 75 80

Pro Cys Trp Pro Asp Gly Val Val Gly Ser Leu Thr His Cys Ala Gly
85 90 95

Tyr Arg Gly Ala Val Val Gly Arg Arg Asp Ala Val Arg Ser Val Gly
100 105 110

lle Asp Ala Glu Pro His Asp Val Leu Pro Asn Gly Val Leu Asp Ala
115 120 - 125
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lie Ser Leu Pro Ala Glu Arg Ala Asp Met Pro Arg Thr Met Pro Ala
130 135 140

Ala Leu His Trp Asp Arg lle Leu Phe Cys Ala Lys Glu Ala Thr Tyr
145 150 155 160

Lys Ala Trp Phe Pro Leu Thr Lys Arg Trp Leu Gly Phe Glu Asp Ala
165 170 175

His lle Thr Phe Glu Thr Asp Ser Thr Gly Trp Thr Gly Arg Phe Val
180 185 190

Ser Arg lle Leu lle Asp Gly Ser Thr Leu Ser Gly Pro Pro Leu Thr
195 200 205

Thr Leu Arg Gly Arg Trp Ser Val Glu Arg Gly Leu Val Leu Thr Ala
210 215 220

lle Val Leu
225

<210> 5

<211> 227

<212> PRT

<213> Microbacterium sp.

<220>

<221> misc_feature

<223> PptT de Mycobacterium leprae
<400> 5

Met Thr Val Ser Met Leu Val Ser Ser Val Leu Pro Asp Tyr Ala Ser
1 5 10 15 -

Gin Asp Leu Glu Tyr Ala Glu Leu Tyr Ser Asp Pro Pro Gly Leu Thr
20 25 30

Pro Leu Pro Glu Glu Glu Leu Leu lle Ala Lys Ser Val Ala Lys Arg
35 40 45

Arg Asn Glu Phe lle Thr Ala Arg Tyr Cys Ala Arg lle Ala Leu Gly
50 55 60

Arg Leu Arg Val Pro Pro Val Pro lle Leu Lys Gly Asp Lys Gly Glu
65 70 75 80
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Pro Cys Trp Pro Asp Gly Val Val Gly Ser Leu Thr His Cys Ser Gly
85 90 95

Tyr Arg Gly Ala Val Val Gly Arg Ser Ala Ala Val Arg Ser Val Gly
100 106 110

lle Asp Ala Glu Pro His Glu Met Leu Pro Asn Gly Val Leu Asp Val
115 120 125

lle Ser Leu Pro Glu Glu Arg Ser Glu Met Arg Arg Lys Leu Pro Ser
130 135 140

Val Leu Tyr Trp Asp Arg lle Leu Phe Cys Ala Lys Glu Ala Thr Tyr
145 - 150 155 160

Lys Ala Trp Phe Pro Leu Thr Lys Arg Trp Leu Gly Phe Glu Asp Ala
165 170 175

His lle Thr Phe Asp Val Asp Asn Leu Gly Ser Ser Gly Gly Phe Val
180 185 190

Ser Arg lle Leu Val Asp Gly Ser Ala Leu Ser Gly Pro Pro Leu Thr
195 200 205

Val Leu Thr Gly Arg Trp Ser Val Asp Arg Gly Leu Val Leu Thr Ala
210 215 220

lle Val Leu
225

<210> 6

<211> 227

<212> PRT

<213> Microbacterium sp.

<220>

<221> misc_feature

<223> PptT de Mycobacterium marinum
<400> 6

Val Thr lle Ser Met Leu Val Ser Ser Val Leu Pro Gly Thr Val Val
1 5 10 15

Asp Asp Leu Ala Tyr Ala Glu Leu Tyr Ser Asp Pro Pro Gly Leu Val
20 25 30
21
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Pro Leu Pro Glu Glu Glu Pro Leu lle Ala Arg Ser Val Ala Lys Arg
35 40 45

Arg Asn Glu Phe lle Thr Val Arg His Cys Ala Arg Val Ala Leu Gly
50 55 60

?

Asp Leu Gly Val Pro Pro Val Pro lie Leu Lys Gly Asp Lys Gly Gin
65 70 75

Pro Cys Trp Pro Asp Gly Val Val Gly Ser Leu Thr His Cys Ser Gly
85 90 95

Tyr Arg Gly Ala Val Val Gly Arg Ser Ala Ala Val Arg Ser Val Gly
100 105 110

lle Asp Ala Glu Pro His Asp Val Leu Pro Asn Gly Val Leu Asp Ala
115 120 - 125

lle Ser Leu Pro Glu Glu Arg Asp Glu lie Pro Ser Ala Met Pro Asp
130 135 140

Gly Leu His Trp Asp Arg lle Leu Phe Cys Ala Lys Glu Ala Thr Tyr
145 150 165 160

Lys Val Trp Phe Pro Leu Thr Asn Arg Trp Leu Gly Phe Glu Asp Ala
165 170 175

His lle Thr Phe Glu Ala Asp Asp Ser Gly Arg Thr Gly Arg Phe Val
180 185 190

Ser Arg lle Leu lle Asp Pro Ser Ala Leu Trp Gly Pro Pro Leu Thr
195 200 205

Thr Leu His Gly Arg Trp Ser Val Glu Arg Gly Leu Val Leu Thr Ala
210 215 220

Ile Val Leu
225

<210>
<211>
<212>
<213>

7
227
PRT

Microbacterium sp.
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<220>

<221> misc_feature

<223> PptT de Mycobacterium microti
<400> 7

Met Thr Val Gly Thr Leu Val Ala Ser Val Leu Pro Ala Thr Val Phe
1 5 10 15

Glu Asp Leu Ala Tyr Ala Glu Leu Tyr Ser Asp Pro Pro Gly Leu Thr
: 20 25 30

Pro Leu Pro Glu Glu Ala Pro Leu lle Ala Arg Ser Val Ala Lys Arg
35 40 45

Arg Asn Glu Phe lle Thr Val Arg His Cys Ala Arg lle Ala Leu Asp
50 55 60

Gin Leu Gly Val Pro Pro Ala Pro lle Leu Lys Gly Asp Lys Gly Glu
65 70 75 80

Pro Cys Trp Pro Asp Gly Val Val Gly Ser Leu Thr His Cys Ala Gly
85 90 95

Tyr Arg Gly Ala Val Val Gly Arg Arg Asp Ala Val Arg Ser Val Gly
100 105 110

lle Asp Ala Glu Pro His Asp Val Leu Pro Asn Gly Val Leu Asp Ala
115 120 125 ,

lle Ser Leu Pro Ala Glu Arg Ala Asp Met Pro Arg Thr Met Pro Ala
130 135 140 .

Ala Leu His Trp Asp Arg lle Leu Phe Cys Ala Lys Giu Ala Thr Tyr
145 . 150 165 160

Lys Ala Trp Phe Pro Leu Thr Lys Arg Trp Leu Gly Phe Glu Asp Ala
165 170 17

His lle Thr Phe Glu Thr Asp Ser Thr Gly Trp Thr Gly Arg Phe Val
180 185 190

Ser Arg lle Leu lle Asp Gly Ser Thr Leu Ser Gly Pro Pro Leu Thr
195 200 205

Thr Leu Arg Gly Arg Trp Ser Val Glu Arg Gly Leu Val Leu Thr Ala
210 215 220
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ile Val Leu
225

<210> 8

<211> 225

<212> PRT

<213> Microbacterium sp.

<220>

<221> misc_feature

<223> PptT de Mycobacterium avium subsp paratuberculosis
<400> 8

Met Thr Gly Thr Leu Val Ser Ser Val Leu Pro Ala Ser Asp Ala Leu
1 5 10 15

Ala Tyr Ser Glu Val Tyr Ser Asp Pro Pro Gly Leu Ala Pro Leu Pro
20 25 30

Glu Glu Glu Pro Leu lle Ala Arg Ser Val Ala Lys Arg Arg Asn Glu
35 40 45

Phe lle Thr Val Arg His Cys Ala Arg lle Ala Leu Gly Glu Leu Gly
50 55 60

Leu Pro Pro Ala Pro lle Leu Lys Gly Glu Lys Gly Glu Pro Arg Trp
65 70 75 80

Pro Asp Gly Val Val Gly Ser Leu Thr His Cys Thr Gly Tyr Arg Gly
85 90 95

Ala Val Val Gly Arg Thr Gly Ala Val Arg Ser Val Gly lle Asp Ala
100 105 110 _

Glu Pro His Asp Val Leu Pro Asp Gly Val Leu Asn Ala lle Ser Leu
115 120 125

Pro Ala Glu Arg Ser Glu lie Pro Ser Ala Leu Pro Gly Asp Leu His
130 135 140

Trp Asp Arg lle Leu Phe Cys Ala Lys Glu Ala Thr Tyr Lys Ala Trp
145 150 155 160

Phe Pro Leu Thr Arg Arg Trp Leu Gly Phe Glu Asp Ala Arg lle Thr
165 170 175
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Phe Glu Ala Asp His Pro Gly Ala Thr Thr Gly Gly Phe Val Ser Arg
180 185 190

lle Leu lle Asp Pro Ala Ala 'Leu Cys Gly Pro Pro Leu Thr Ala Leu
195 200 205

Ser Gly Arg Trp Ser Val Ala Arg Giy Leu Val Leu Thr Ala lle Val
210 215 220

Leu
225

<210> 9

<211> 230

<212> PRT

<213> Corynebacterium diphtheriae
<220>

<221> misc_feature

<223> PptT

<400> 9

Met lle Ala Gly Asn Asn Ser Glu Tyr Ala Leu Asp Ser Arg Leu Phe
1 5 10 15

Pro Gin Ser Ala Arg Ser Thr Ala Leu Leu Val Pro Arg His Thr Pro
20 25 30

Asp Leu Ser Asn Phe Asn Arg Leu His Val Leu Glu Lys Ala Gin Val
35 40 45

Lys Asn Ala Val Ala Val Arg Arg Ala Glu Phe Gly Asp Ala Arg Trp
50 55 60

Cys Ala His Gin Ser Leu Arg Lys Leu Gly Leu Tyr Asp His Pro Ala
65 70 75 80

lle Leu Arg Gly Glu Arg Gly Met Pro Leu Trp Pro Val Gly ile Ala
85 90 95

Gly Ser Leu Thr His Thr Glu Gly Leu Arg Ala Ala Val Val Ala Pro
100 105 110

Thr Thr Glu Val Ala Ser Met Gly lle Asp Ala Glu lle Ala Glu Glu
1156 - 120 125
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Leu Pro Gly Gly lle Leu Gly Ser lie Ala Arg Pro Asn Glu lle Ala
130 135 140

Met Leu Asp Asp Leu Arg Ala Arg Gly Leu Leu Phe Ala Asp Arg Leu
145 150 155 160

Leu Phe Cys Ala Lys Glu Ala Thr Tyr Lys Ala Trp Phe Pro lle Thr
165 170 175

Gin Arg Trp Leu Asp Phe Asp Gin Ala Glu lle Asp lle Arg Ala Asp
' 180 185 190

Gly Thr Phe lle Ser Tyr Leu Leu lle Arg Pro Thr Pro Phe Pro Phe A
195 200 205

lle Glu Gly Lys Trp Ala lle His Asp Gly Tyr Val Val Ala Thr Thr
210 215 220

Val lle Pro Ala Met Gly
225 230
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una proteina PptT 4’-fosfopanteteinil transferasa de una bacteria patogénica que contiene acidos
micélicos como diana para el cribado in vitro de compuestos para identificar a aquellos que inhiben la biosintesis de
acidos micdlicos, en el que se identifica un compuesto que inhibe la biosintesis de acidos micdlicos si inhibe dicha
actividad de PptT.

2. El uso segun la reivindicacion 1, en el dicha proteina PptT es de una bacteria seleccionada del grupo
consistente en corinobacterias, micobacterias y nocardias.

3. El uso segun la reivindicacion 2, en el que dicha proteina PptT es de una bacteria seleccionada del grupo
consistente en Corynebacterium diphtheriae, Corynebacterium minutissimum, Corynebacterium pseudotuberculosis,
Mycobacterium  africanum, Mycobacterium avium, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium fortuitum,
Mycobacterium kansasii, Mycobacterium leprae, Mycobacterium malmoense, Mycobacterium marinum,
Mycobacterium microti, Mycobacterium paratuberculosis, Mycobacterium scrofulaceum, Mycobacterium simiae,
Mycobacterium szulgai, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium ulcerans, Mycobacterium xenopi, Nocardia
asteroids, Nocardia brasiliensis, Nocardia farcinica, Nocardia nova y Nocardia otitidiscaviarum.

4. El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la secuencia de aminoacidos de dicha
proteina PptT se selecciona del grupo consistente en las SEQ NO: 2 a 9.

5. Un proceso de cribado in vitro para identificar compuestos que inhiben la biosintesis de acidos micélicos,
caracterizado porque se mide la actividad de una proteina PptT 4’-fosfopanteteinil transferasa de una bacteria
patogénica que contiene acidos micdlicos en presencia o ausencia de dichos compuestos, en el que se identifica un
compuesto que inhibe la biosintesis de acidos micdlicos si inhibe dicha actividad de PptT.

6. El proceso segun la reivindicacion 5, en el que dicha actividad de PptT se mide (i) incubando una PptT
aislada con una proteina Pks o subunidad de la misma que comprende un dominio de proteina portadora de acilo, y
con una acetil-CoA marcada, (ii) precipitando dicha proteina Pks o subunidad de la misma vy (iii) midiendo el nivel de
marcaje de dicho precipitado.

7. El proceso segun la reivindicacion 5 o 6, en el que dicha PptT es como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4.
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