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ABSTRACT

Per sopravvivere ai processi di difesa immunitaria dell’ospite, come 1’acidifica-
zione dei fagosomi e la deprivazione dei nutrienti, Mycobacterium tuberculosis mette in
atto delle strategie precise: una di queste ¢ I’arresto della crescita in ambiente acido. Sono
stati identificati dei geni che sono in grado di alterare la fitness del batterio durante questo
meccanismo ed ¢ stata dimostrata I’importanza del sistema di uptake del fosfato inorga-
nico. In particolare, la delezione di pstA1, gene che codifica per una subunita di un tra-
sportatore specifico del fosfato (Pst-1), ha dimostrato come i mutanti presentino una so-
vraespressione del fattore RegX3, che consente indirettamente di utilizzare il glicerolo
come fonte di carbonio e quindi riprendere la crescita anche in ambiente acido. All’interno
dello studio viene anche analizzato il ruolo di GADPH e la sua implicazione nell’arresto
della crescita in ambienti acidi, specialmente in relazione al limitato uptake di glicerolo e

alla sua inibizione da parte delle specie reattive dell’ossigeno.






1. INTRODUZIONE
1.1 Lo studio: generalita e obiettivi

Questa tesi approfondisce i contenuti dell’articolo “An exacerbated phosphate star-
vation response triggers Mycobacterium tuberculosis glycerol utilization at acidic pH”,
pubblicato da Claire Healy, Sabine Ehrt e Alexandre Gouzy per la rivista “mBio”.

Lo studio si propone di esaminare i meccanismi molecolari in grado di modificare
le dinamiche dell’arresto della crescita in ambiente acido, con particolare attenzione al
ruolo delle concentrazioni di fosfato inorganico e il sistema di assorbimento di questo
elemento, conducendo uno screening di mutagenesi su tutto il genoma di Mycobacterium
tuberculosis. Nel dettaglio viene analizzata la ripresa della crescita in seguito alla sovrae-

spressione di regX3, gene codificante un regolatore della risposta alla carenza di fosfato

(D.

1.2 La tubercolosi

1.2.1 Caratteristiche generali

La tubercolosi ¢ una malattia trasmissibile per via aerea, il cui agente eziologico €
il bacillo Mycobacterium tuberculosis: si tratta di un’infezione diffusa gia migliaia di anni
fa e che ¢ ancora pericolosa per 'uomo, in quanto ogni anno causa fino a due milioni di
vittime (2). La tubercolosi si manifesta principalmente a livello polmonare (tubercolosi
polmonare), in seguito alla deposizione del batterio sulle superfici degli alveoli, ma com-
prende sintomi che riguardano diversi distretti corporei (tubercolosi extra-polmonare):
puo manifestarsi a livello del sistema nervoso centrale, dei reni o delle ossa (3). In stadi
piu avanzati della malattia, questa causa la presenza di sangue nella tosse, ma anche de-
formita a livello spinale, ingrossamento dei linfonodi, meningite o manifestazioni a livello
cutaneo o urogenitale. Va tuttavia sottolineato che negli individui immunocompetenti,
I’infezione ¢ asintomatica nella gran parte dei casi. La terapia prevede il trattamento per
due mesi con una combinazione di quattro antibiotici (isoniazide, etambutolo, pirazina-
mide e rifampicina). E disponibile un vaccino neonatale, il BCG: la sua somministrazione
prevede I’inoculazione del Bacillus Calmette-Guérin, una forma attenuata del batterio
della tubercolosi e ricavata da un ceppo di Mycobacterium bovis. Nella maggior parte dei
casi, il vaccino fornisce una protezione contro la tubercolosi extrapolmonare se sommi-
nistrato in eta neonatale o pediatrica, mentre si ¢ dimostrato meno indicato nella prote-

zione dalla tubercolosi polmonare. La differente efficacia del vaccino rende possibile



evitare forme di infezione piu gravi (dato che la tubercolosi extrapolmonare puod causare
meningite), ma il fatto che la malattia continui a manifestarsi a livello delle vie aeree fa

si che questa continui ad essere trasmessa tra gli individui. (4,33)

1.2.2 Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) ¢ un bacillo gram positivo e durante I’infezione

si localizza principalmente a livello dei macrofagi polmonari, anche se non ¢ un patogeno
intracellulare obbligato (5). Il sistema immunitario ¢ in grado di tenere sotto controllo la
presenza del batterio in modo da non far progredire la malattia, ma questo puod persistere
all’interno dell’organismo in una forma latente, mantenendosi in uno stato non replica-
tivo. Questa caratteristica aumenta la pericolosita del batterio, in quanto possono passare
anni prima della manifestazione attiva della malattia e cid rende necessario individuare
altri trattamenti, oltre agli antibiotici, per contrastare la lunga durata dell’infezione: in
particolare sarebbero essenziali terapie che si concentrino sui meccanismi e le modalita

sfruttate da Mtb per sopravvivere cosi a lungo all’interno dei macrofagi.

La struttura istopatologica caratteristica dell’infezione da Mtb ¢ il granuloma, un
aggregato di macrofagi infetti e non, circondati da linfociti B e T: sono strutture altamente
eterogenee, in quanto possono avere diversa composizione, ossigenazione, quantita di
batteri, e i macrofagi di cui sono composti possono essere presenti in stadi di differenzia-
zione e maturazione diversi. La formazione del granuloma ¢ un meccanismo messo in
atto dall’ospite per arginare la diffusione di Mtb in altri distretti corporei, ma si rivela
essere anche una struttura all’interno della quale il batterio puo persistere per lungo
tempo. Negli umani, I’ambiente interno dei granulomi puo diventare ipossico e portare a
necrosi, formando una struttura centrale acellulare detta caseum, per cui si parla di necrosi
caseosa, con tessuto necrotico bianco-giallastro. (34)

Il sistema immunitario contrasta la presenza di Mtb producendo composti antimi-
crobici, come il perossido di idrogeno e I’ossido nitrico, per uccidere il batterio mediante
un processo di autofagia. In alcuni casi, Mtb ha la capacita di uscire dal fagosoma, mec-
canismo che porta alla morte per necrosi nel macrofago infetto; questo comportamento
da parte del batterio ¢ maggiormente legato agli stadi di infezione attiva, piu che alla
sopravvivenza a lungo termine. Un altro tipo di risposta immunitaria prevede il rimodel-
lamento dell’ambiente interno al macrofago, tramite il quale ¢ ridotta la quantita di nu-

trienti disponibili (come il ferro) e di ossigeno; il macrofago ha anche la capacita di con-



segnare il batterio ad un lisosoma con bassi livelli di pH, per sottoporlo ad un’acidifica-

zione (5).

1.3 Meccanismi di resistenza e adattamento di Mycobacterium tuberculosis

1.3.1 Arresto della crescita in ambienti acidi

Per rispondere alle risposte immunitarie sopracitate, Mtb riesce a mettere in atto
delle strategie per adattarsi ai cambiamenti dell’ambiente intracellulare. In particolare, in
ambiente acido e contenente fonti glicolitiche di carbonio (come glucosio e glicerolo) la
crescita di Mtb ¢ inibita, ed il batterio entra in uno stato non replicativo conosciuto come
“Acid growth arrest”, ’arresto della crescita in ambiente acido. La capacita di resistenza
di Mtb ¢ dovuta principalmente alla presenza di sistemi a due componenti, utilizzati per
elaborare stimoli ambientali e generare una risposta adattativa: sono composti da un sen-
sore istidina chinasico e una proteina regolatrice della risposta, la quale contiene un do-
minio per il legame con il DNA e un dominio ricevente contenente un residuo di aspartato.
I cambiamenti dell’ambiente innescano 1’attivazione del sensore istidina chinasico, il
quale autofosforila il suo residuo di istidina, per poi trasferire un gruppo fosfato ad un
residuo di aspartato sulla proteina regolatrice della risposta. Quest’ultima ¢ ora attivata e
puo legare il DNA e promuovere la trascrizione di un regulone, un insieme di geni: I’ar-
resto della crescita ¢ controllato dal regulone PhoPR, e avviene tramite una riorganizza-
zione del metabolismo del batterio e grazie all’espressione di geni descritti in seguito. (9)

Mtb ¢ pero in grado di continuare la sua crescita se nel mezzo acido sono presenti
fonti alternative di carbonio, come il piruvato e 1 lipidi come 1’acido oleico, suggerendo
I’importanza della presenza di nutrienti in ambienti acidi; le relazioni tra il metabolismo
del carbonio e i livelli di pH non sono ancora chiare e dovrebbero essere maggiormente

studiate.

1.3.2 Attivita di GAPDH

L’assimilazione del glicerolo nel metabolismo del carbonio ¢ ridotta in ambienti
acidi, in relazione ad una minore attivita della gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi
(GAPDH): in condizioni acide, infatti, nelle colture di Mtb si verifica un aumento della
quantita di triosi fosfati, in particolare il diidrossiacetone fosfato e la gliceraldeide-3-fo-
sfato, a riprova di una minore attivita della GAPDH; I’enzima, che converte la gliceral-

deide-3-fosfato in bifosfoglicerato, in colture mantenute a pH neutri funziona in modo



corretto. Sia a pH acido che a pH neutro si osserva come [’attivita della trioso fosfato
isomerasi rimanga invariata, indicatore del fatto che lo squilibrio nei livelli di triosi non
¢ dovuto a quest’ultimo enzima, bensi all’attivita di GAPDH. E plausibile pensare che, a
pH bassi, un’alterata attivita di GAPDH sia responsabile di un ridotto afflusso del glice-
rolo al ciclo dell’acido citrico. Recenti studi suggeriscono che 1’aumento delle specie reat-
tive dell’ossigeno in condizioni acide possa essere la causa della ridotta attivita di

GAPDH, a causa della sua ossidazione (7).

1.3.3 Assorbimento del glicerolo

Anche ['uptake dei nutrienti ricopre un ruolo nell’arresto della crescita, in quanto
un maggiore assorbimento di glicerolo attenua quest’arresto. Cio ¢ dovuto ad una muta-
zione nel gene ppe5 1, il quale codifica per un sistema per I’importazione del glicerolo: le
PPE (prolina-prolina-glutammato) sono una famiglia di proteine integrali di membrana

presenti nei micobatteri (come Mtb), e sono coinvolte nel trasporto di composti a basso

peso molecolare. La modulazione della crescita in presenza di determinate mutazioni sug-
gerisce che alla base dell’arresto della crescita possano esserci anche dei fattori genetici
(8).

11 glicerolo € un nutriente importante nella crescita a pH acido, poiché viene utilizzato
come fonte di carbonio, incorporato poi nelle vie metaboliche e necessario per mantenere
sufficienti quantita di ATP durante la crescita in ambienti acidi (20). Il glicerolo non € I’unico
nutriente utilizzabile da Mtb per la crescita, in quanto puo usare anche glucosio o lipidi, ma
lo studio in esame dimostra come in condizioni acide, il glicerolo diventi la fonte primaria di

carbonio in carenza di fosfato.

1.3.4 SenX3/RegX3 e geni regolati

Il sistema a due componenti considerato dallo studio ¢ SenX3/RegX3, descritto piu
dettagliatamente al capitolo Risultati. In particolare, viene sottolineata I’importanza del
regolatore RegX3 nel metabolismo di Mtb in ambienti acidi e in carenza di fosfato, dato
che, in queste condizioni, il regolatore ¢ maggiormente attivo. RegX3 ha un ruolo rile-
vante nella sopravvivenza del batterio, poiché regola la trascrizione di diversi geni: tra
questi ¢ presente pel9, il quale codifica per il trasportatore PE19, appartenente alla fami-
glia delle proteine PE/PPE e utilizzato da Mtb per il trasporto del glicerolo. RegX3 media

anche la trascrizione del sensore citosolico WhiB3 in ambienti acidi e carenti di fosfato,
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e si presume che si tratti di un fattore coinvolto nel contenimento delle specie reattive
dell’ossigeno. Anche I’attivita dell’enzima GAPDH ¢ influenzata dall’espressione di
RegX3, dato che la ridotta attivita dell’enzima in ambienti acidi, puo essere aumentata se
¢ presente una sovraespressione di RegX3: i ricercatori hanno osservato I’influenza di
RegX3 sull’attivita di GAPDH grazie a mutanti nei quali era espressa una seconda copia

di regXs.
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2. MATERIALI E METODI
2.1 Manipolazione e coltura dei ceppi batterici

2.1.1 Il mezzo di coltura

I batteri utilizzati durante 1’esperimento derivavano da una coltura liquida di Midd-
lebrook agar 7H9, un terreno di coltura selettivo e ampiamente utilizzato per lo studio di
Mtb: la selettivita deriva dal fatto che il terreno € povero di nutrienti, caratteristica che fa
si che in esso possano crescere i micobatteri, in quanto hanno crescita lenta, mentre non
possano crescere altri microorganismi, batteri o funghi, con crescita piu rapida. Attraverso
diverse formulazioni e I’aggiunta di arricchimenti specifici si ottiene un terreno ulterior-
mente selettivo per specifici micobatteri (10). In questo caso il mezzo di coltura ¢ stato
arricchito con 0.2% glicerolo, 0.05% tiloxapolo, 0.5 grammi di albumina sierica bovina,
0.2% di destrosio e 0.0085% di NaCl. Durante 1’esperimento 1 batteri sono stati fatti cre-
scere in un mezzo di coltura solido di Middlebrook agar 7H10, arricchito con 0.5% glice-
rolo e un arricchimento OADC (della Becton Dickinson), contenente acido oleico, albu-
mina bovina, cloruro di sodio, destrosio e catalasi (11). La presenza dell’albumina ¢ fon-
damentale per evitare I’accumulo di acidi grassi (come 1’acido oleico), dato che grandi
quantita di questi possono generare intermedi come il 2-metilcitrato e 2-metilisocitrato,
tossici per il batterio perché interferiscono con il normale funzionamento del ciclo di

Krebs (12,17).

2.1.2 Ceppo parentale e mutanti ottenuti

11 ceppo di Mtb utilizzato ¢ H37Rv, tra i piu utilizzati nello studio della tubercolosi
(13). I ricercatori coinvolti nello studio hanno costruito diversi ceppi mutanti: ApstA1,
AphoT, Asdhl e Apck4, insieme ai corrispettivi mutanti complementari. ¢ stata utilizzata
la tecnica del knockout genico, con la quale vengono rimossi e rimpiazzati alcuni geni
selezionati all’interno del genoma: in questo caso, tramite GeneScript sono state sintetiz-
zate le cassette per il knockout, ovvero le regioni che sostituiscono i geni rimossi nei
mutanti. Le cassette contenevano geni per la resistenza all’igromicina e cinquecento paia
di basi sia a monte che a valle del gene da rimpiazzare. Alcuni nucleotidi sono stati lasciati

prima e dopo le sequenze modificate.

I mutanti complementari sono stati ottenuti esprimendo pst4/ e phoT in corrispondenza
dei loro promotori (per generare, rispettivamente, ApstA1::pstAl e AphoT::phoT); 1 geni
venivano reintrodotti utilizzando plasmidi integrativi per la complementazione, con una

12



cassetta per la resistenza all’antibiotico kanamicina, e sono stati generati grazie ad una
tecnologia di clonaggio Gateway, dalla Life Technologies.

E stato generato anche un ceppo che presentava una sovraespressione di regX3, co-
struito introducendo una seconda copia di regX3, controllata da un promotore inducibile

da un’anidrotetraciclina e localizzato nel sito a#fL5 del genoma batterico. Tale sito ¢

utilizzato per effettuare delle integrazioni al livello del genoma, grazie alla presenza di
un’integrasi codificata dal fago L5 (14). Al mezzo di coltura di questo ceppo ¢ stata ag-
giunta dell’anidrotetraciclina (550 ng/ml) per indurre I’espressione di regX3.

Altri ceppi mutanti utilizzati nello studio provenivano da un laboratorio diverso (di
Anna Tischler): ApstAl, ApstAl::pstAl, AregX3, AregX3::regX3, ApstAl-AregX3,
ApstA1-AregX3::regX3, ApstAl-Apel9, e ApstA1-Apel9::pel9. Come controllo ¢ stato
usato come parentale un ceppo Erdman wild type. Alle colture sono stati aggiunti anche
degli antibiotici: 50 pg/ml di idromicina e 25 pg/ml di kanamicina, in modo da selezio-

nare 1 mutanti che avevano integrato le cassette di resistenza agli antibiotici.

2.1.3 Creazione di diverse condizioni ambientali

Tra 1 componenti del Middlebrook 7H9 sono presenti il disodio fosfato e il mono-
potassio fosfato, i quali forniscono al terreno circa 25 mM di fosfato inorganico; dato che
lo studio si concentra sugli effetti della carenza di fosfato per la sopravvivenza di Mtb, ¢
stato preparato un ulteriore mezzo di coltura, rimuovendo le due principali fonti di fosfato
appena menzionate, e al quale sono stati aggiunti glicerolo in diverse concentrazioni (0.2,
0.5 0 1%) e albumina sierica bovina priva di acidi grassi. Il mezzo ¢ stato successivamente
arricchito con cloruro di potassio, affinché non fosse completamente carente di questo
elemento, precisamente ne sono stati aggiunti 0.544 g/L. Per mantenere la capacita di re-
sistere a variazioni di pH, anche in presenza di concentrazioni diverse di fosfato inorga-
nico, nei nuovi terreni sono stati aggiunti degli agenti tampone: nei terreni mantenuti a pH
5 ¢ stato aggiunto acido 2-(N-Morpholino)etansolfonico (MES), mentre a pH 7 ¢ stato
aggiunto acido 3-(N-morfolino) propansolfonico (MOPS).

La presenza di terreni di coltura diversi ¢ necessaria per poter osservare gli anda-
menti nella crescita di Mtb in diversi ambienti: sono quindi presenti terreni poveri di fo-
sfato (50 uM), con alte concentrazioni di fosfato (25 mM), a pH 5 0 apH 7 e questo ¢ stato
possibile aggiungendo diverse concentrazioni di disodio fosfato al terreno 7H9 reso privo
di fosfato. Il pH delle colture ¢ stato misurato grazie al colorante “Rosso clorofenolo”
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(indicatore del pH), centrifugato con dei campioni provenienti dalle colture batteriche.
Con la misura dell’assorbanza ¢ stato possibile determinare il pH, utilizzando una curva

di calibrazione costruita con un set di campioni con pH tra 6.6 ¢ 4.2.

Prima di essere inseriti nei terreni di coltura, i ceppi batterici sono stati fatti crescere
nel Middlebrook 7H9 fino alla meta della fase esponenziale della curva di crescita e poi
sono stati sottoposti a tre lavaggi nei terreni 7H9 privi di fosfato. Per osservare le dinami-
che di crescita, 1 batteri sono stati fatti crescere in flaconi per la coltura cellulare a 37 °C,
con una concentrazione di COz pari al 5% e sono stati inoculati ad una densita ottica (OD)
di 0.05: questi valori di OD indicano una quantita di batteri ridotta, dato che simboleg-
giano la concentrazione di questi osservata tramite uno spettrofotometro. Avere colture
con pochi batteri ¢ vantaggioso perché consente di osservare I’intera curva di crescita,
altrimenti 1 batteri si troverebbero subito nella fase stazionaria. Ogni due o tre giorni, alle

colture veniva aggiunto acido oleico, fino ad arrivare ad una concentrazione di 200 uM

(19).

2.2 Misurazione dell’attivita di GAPDH e dei livelli di ROS

L’attivita di GAPDH ¢ stata misurata con il kit per il saggio dell’attivita di GAPDH
della Sigma-Aldrich (MAK277-1KT), il quale misura la quantita di NADH e quindi indi-
rettamente 1’attivita di GAPDH, in quanto la conversione, da parte di GAPDH, di glice-
raldeide-3-fosfato in bifosfoglicerato comporta la riduzione di NAD"™ a NADH (15).

La quantita di specie reattive dell’ossigeno ¢ invece stata ottenuta grazie al reagente
verde CellROX della Thermofisher scientific (C10444), che fa assumere alle colture una
colorazione verde acceso in situazioni di stress ossidativo, dato che le specie reattive
dell’ossigeno sono in grado di ossidare il reagente e indurre il suo legame con il DNA

(16).

2.3 Analisi dell’espressione genica

Dopo cinque giorni di incubazione, alle colture ¢ stata aggiunta, in rapporto 1:1,
una soluzione di guanidina tiocianato, e le colture sono state sottoposte a centrifuga per
dieci minuti a 4°C. Il pellet ottenuto ¢ stato risospeso in trizolo (o 7RI Reagent), un com-
posto formato da guanidina tiocianato e fenolo. La guanidina tiocianato funge da inibitore
delle RNAsi in modo che I’RNA non venga degradato, e il fenolo consente di isolare

DNA, RNA, lipidi e proteine. Quest’ultimo passaggio ¢ possibile grazie anche
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all’aggiunta di 1-bromo-3-cloropropano o di cloroformio: si distinguono in questo modo
una fase acquosa ricca di RNA e una fase organica contenente DNA, proteine e materiali
extracellulari (35). I contenuti intracellulari sono stati rilasciati tramite la rottura della
parete batterica mediata dalla collisione con biglie magnetiche. Usando un kit Clean and
Concentrator 5 della Zymo Research (R1015), ¢ stato possibile ottenere RNA puro, ag-
giungendo etanolo e un’unica soluzione tampone al campione. Il composto viene poi in-
serito in una spin column, piccolo contenitore contenente una matrice di silice in grado di
legare selettivamente gli acidi nucleici e lasciar passare le altre molecole (36). E stata poi

eseguita una trascrizione inversa, tecnica che permette di ottenere DNA a partire da RNA.

E stata effettuata una PCR quantitativa utilizzando un termociclatore e reagenti Ro-
che: la PCR ¢ una tecnica laboratoriale che consente di amplificare diverse sequenze di
DNA, sottoponendo le sequenze a cicli ripetuti (in cui si susseguono la denaturazione,
I’appaiamento tra primer e I’estensione tramite polimerasi). Vengono forniti dati qualita-
tivi, in quanto non ¢ possibile determinare con certezza quanti cicli siano necessari per
ottenere una quantita precisa di sequenze. La PCR quantitativa, o Real Time PCR produce
invece risultati quantitativi, unendo il processo di amplificazione a quello di rilevazione
della quantita di sequenze prodotte, tramite 1’osservazione della fluorescenza registrata
tra 1 campioni. Cio ¢ possibile grazie all’aggiunta di reagenti fluorescenti che si legano al DNA.
Il numero di cicli necessari perché il segnale fluorescente diventi visibile ¢ detto Cycle
Threshold (Ct), ed ¢ inversamente proporzionale alla quantita di DNA rilevato. Il valore
di Ct ¢ stato determinato direttamente dal macchinario e € stato normalizzato rispetto al
gene sigAd, espresso stabilmente dal batterio e spesso usato come riferimento (18).

E stata condotta un’analisi Tn-seq con lo scopo di identificare quali geni fossero
sottorappresentati o sovrarappresentati in ambienti acidi (19). La Tn-seq € una tecnica che
prevede I’inserimento di trasposoni, elementi mobili del genoma, in posizioni casuali
all’interno del genoma tramite 1’enzima trasposasi: si ottiene cosi una libreria di mutanti
diversi tra loro e con fitness diversa, in quanto 1’inserimento del trasposone in una deter-
minata posizione comporta la mancata espressione del gene codificato dalla sequenza in-
terrotta. In base alla frequenza di mutanti, e quindi alla loro fitness, ¢ possibile individuare
1 geni non essenziali per la sopravvivenza (con mutanti numerosi) e i geni essenziali, con

fitness pari a zero (24).
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3. RISULTATI
3.1 Coltura e caratteristiche dei ceppi mutanti

3.1.1 Individuazione dei mutanti

Normalmente, in Middlebrook 7H9, la curva di crescita di Mtb dura dai sette ai
dieci giorni, quando il mezzo ¢ mantenuto a pH 5.5 e in questo sono presenti glicerolo
come fonte di carbonio. Tramite una Tn-seq sono stati individuati i geni coinvolti nella
crescita a pH acido. Come riportato nella figura 1A, a partire dalla libreria di mutanti
trasposonici, sono stati prelevati gruppi che sono stati fatti crescere in condizioni diverse:
parte dei mutanti ¢ stata mantenuta a pH 5.5 per sei settimane, mentre altri sono stati tenuti
apH 7 per tre settimane. Entrambi 1 gruppi di mutanti sono stati incubati a 37 °C. Rispetto
al mutanti mantenuti a pH neutro, quelli cresciuti a pH 5.5 mostravano sia mutanti sotto-
rappresentati che sovrarappresentati, ad indicare dei cambiamenti rispettivamente nega-
tivi e positivi nella fitness del batterio in relazione differenti acidita presenti nelle colture.

pH7.0

H37Rv
transposon
mutant library

[

\ pH5.5

Carbon sources in 7H10 agar:
* Glycerol 54mM
e Glucose 11.1mM
e Oleic acid 200uM

Figura 1 Suddivisione dei mutanti in diversi pH

3.1.2 Mutanti sottorappresentati

I mutanti sottorappresentati presentavano variazioni a livello dei geni implicati nel
metabolismo del carbonio, quindi nella beta-ossidazione (rvI193/fadD36, rv0244c/fadE>5,
mv0859/fadA, e rv0860/fadB) o nella gluconeogenesi (rv0211/pckA). In particolare, la mu-
tazione di pckA diminuisce la fitness di Mtb in pH acidi, condizione che porta i mutanti
ApckA ad avere difetti nella crescita a pH leggermente acidi e con glicerolo come sola
fonte di carbonio. Il gene pckA4 codifica per una fosfoenolpiruvato carbossichinasi, coin-
volta nell’anaplerosi, 1’insieme di reazioni che forniscono intermedi al ciclo di Krebs. La

gluconeogenesi ¢ importante nella crescita di Mtb anche se non sono presenti lipidi nel
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mezzo, condizione che sottolinea I’importanza dell’anaplerosi nell’adattamento allo
stress acido, in quanto questa ha un ruolo rilevante nel rimodellamento del metabolismo
del batterio. Inoltre, anche I’inibizione dell’isocitrato liasi, provoca un rallentamento della
crescita del batterio a pH acidi: tale enzima ¢ coinvolto nel ciclo del gliossilato, utile per
generare energia se il ciclo di Krebs ¢ rallentato a causa della mancanza di ossigeno o
nutrienti. Se gli enzimi del ciclo di Krebs sono sottoregolati, quelli del ciclo del gliossilato
sono sovraregolati, in quanto questi ultimi consentono di saltare dei processi betaossida-
tivi del ciclo di Krebs. L’isocitrato liasi converte I’isocitrato in succinato e in gliossilato,
il quale ¢ trasformato in malato ad opera della malato sintasi. L’inibizione di tale enzima
¢ quindi responsabile per il rallentamento della crescita del batterio, fino a risultare fatale
per Mtb nel caso in cui il ciclo di Krebs sia rallentato (37). Anche nutrienti come coleste-
rolo, acetato, fosfoenolpiruvato, piruvato e ossalacetato consentono a Mtb di crescere a
pH 5.7, in quanto vanno a contribuire alle reazioni di anaplerosi, generando molecole che
supportano la glicolisi, la gluconeogenesi e riforniscono il ciclo di Krebs (20). Nei mutanti
ApckA, tuttavia, I’arricchimento del mezzo con i nutrienti menzionati non ¢ stato suffi-
ciente per innescare la ripresa della crescita, e Mtb si ¢ mantenuto nello stato non replica-

tivo.

Tra 1 mutanti sottorappresentati sono presenti anche ceppi nei quali vengono mutati
dei geni che codificano per complessi come quello della succinato deidrogenasi 1 e 2:
questi enzimi sono importanti perché collegano il ciclo di Krebs alla respirazione ossida-
tiva, in quanto catalizzano 1’ossidazione del succinato a fumarato, e fanno parte del com-
plesso II della catena respiratoria. La loro inibizione genera quindi importanti squilibri
nel metabolismo di Mtb (38). Altri mutanti sottorappresentati hanno mutazioni nei geni
che codificano per la lisina acetiltransferasi, proteina attivatrice di enzimi, tra cui alcuni
coinvolti nel ciclo dell’acido citrico, con conseguente diminuzione della crescita per i

mutanti.

3.1.3 Mutanti sovrarappresentati

La delezione di quattro geni ha invece consentito a Mtb di aumentare la sua fitness
in ambienti acidi: 1l gene rv0820/phoT, codifica per un presunto trasportatore del fosfato
legante ATP, mentre gli altri tre geni (rv0928/pstS3, rv0929/pstC2, rv0930/pstAl) appar-
tengono ad un operone che codifica per un’A7TP binding cassette (ABC), sistema di tra-

sporto coinvolto nell’assorbimento del fosfato inorganico e conosciuto quindi come “Tra-
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sportatore specifico del fosfato” (Pst-1). I trasportatori del fosfato sono composti da quat-
tro subunita, una proteina per il legame con il fosfato periplasmico (PstS), due proteine
transmembrana (PstA4 e PstC) e una proteina per il legame con I’ATP (PstB), che tramite
I’idrolisi di questa molecola, riesce a fornire energia per il trasporto del fosfato. Il locus
che codifica per Pst-1, non contiene la regione che codifica per PstB, ma pud comunque
essere presente un trasportatore funzionante, in quanto si ritiene che PhoT possa anch’esso
legare ATP: in questo modo puo interagire con Pst-1 per sostituire PstB. Mtb ha anche
altri meccanismi per poter assorbire il fosfato inorganico, un trasportatore Pst-2 con alta
affinita per il fosfato e due permeasi PitA4 e PitB con bassa affinita; si tratta di trasportatori
importanti per I’adattamento di Mtb in condizioni acide ed ¢ la perdita di funzione dei soli

Pst-1 e PhoT a poter aumentare la fitness del batterio.

3.2 Fenotipi di crescita dei ceppi batterici

Per studiare la crescita in condizioni di pH acido, le colture sono state mantenute a
pH 5, in quanto studi diversi hanno dimostrato che Mtb entra in una fase non replicativa
a livelli di pH inferiori a 5.8.

La crescita dei ceppi mutanti ApstAl e AphoT ¢ stata paragonata a quella di ceppi
wild type tenuti nelle stesse condizioni: a pH neutro 1 wild type avevano un fenotipo di
crescita molto simile a quello dei mutanti complementari, mentre i mutanti crescevano
meno durante la fase esponenziale di crescita. Nonostante cid, dopo ventotto giorni, tutti
1 ceppi hanno raggiunto una biomassa simile (figura 2). In un mezzo 7H9 acidificato e
contenente glicerolo e glucosio come fonti di carbonio, solamente ApstAl e AphoT sono

riusciti a crescere, a differenza dei ceppi parentali e complementari (figura 2).

pH7 pH7 pH5

4 4 0.6+
ok -o- WT

- ApstA1
-0 ApstA1:pstA1
-& AphoT
-0~ AphoT::phoT

0 4 14 21 28 0 7 14 21 28 0 T 14 21 28
Time (Days) Time (Days) Time (Days)

Figura 2 Curve di crescita dei ceppi analizzati
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La differenza tra le curve di crescita dei ceppi suggerisce I’impatto che la disponi-
bilita di fosfato inorganico possa avere sulle colonie batteriche. La riduzione della quan-
tita di fosfato (sotto ai 195 uM) in pH neutri ¢ sufficiente per inibire la crescita di tutti i
ceppi considerati nell’esperimento. Diversamente, in ambiente acido, diminuendo pro-
gressivamente le concentrazioni di fosfato si osserva come la crescita dei mutanti ApstA 1
e AphoT aumenti, raggiungendo un picco a bassissime concentrazioni di fosfato (49 uM)
ma diminuendo in assenza di questo. Per wild type e mutanti complementari, invece, la
crescita ¢ ridotta in presenza di grandi concentrazioni di fosfato e si mantiene pressoché

invariata al diminuire delle sue concentrazioni (Figura 3).
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Figura 3 Andamenti di crescita dei ceppi a pH acido

Questi diversi fenotipi di crescita suggeriscono che Pst-1 e PhoT non siano neces-
sari per 1’assorbimento del fosfato inorganico, in quanto sono presenti Pst-2 e le permeasi
PitA e PitB: la loro attivita potrebbe essere in grado di compensare la perdita di funzio-
nalita di Pst-1 e PhoT nei mutanti, in particolare perché i geni pitB sono maggiormente
espressi in ApstAl.

La capacita di 4pstA 1 di crescere in ambienti acidi non ¢ quindi dovuta ad una neu-
tralizzazione dell’ambiente, bensi ad un efficace assorbimento del fosfato inorganico.

In condizioni acide, i mutanti dimostravano un fenotipo di crescita in presenza di

glicerolo 0.2% e aumentando le concentrazioni a 0.5%, anche il Wild Type presenta una
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riduzione dell’inibizione della replicazione, soprattutto in situazioni in cui il fosfato era
ridotto, anche se I’influenza delle concentrazioni di fosfato diminuiva all’aumentare del
glicerolo fornito. Contrariamente, il glucosio non ¢ stato in grado di stimolare la crescita

delle colonie a pH acido, nemmeno se presente in alte concentrazioni.

3.3 Crescita di 4dpstA1 in pH acidi

3.3.1 Espressione di regX3

Come precedentemente riportato, Mtb utilizza un sistema a due componenti per re-
golare I’espressione di geni coinvolti nell’assorbimento del fosfato inorganico, il sistema
SenX3/RegX3, e la perdita di funzione di pst41 comporta una maggiore espressione del
regolatore RegX3, come dimostra la presenza di maggiori livelli di RegX3 nei mutanti ri-
spetto ai Wild Type, a pH acido. Il sistema SenX3/RegX3 prevede la presenza di una pic-
colaregione intergenica tra i due componenti, nella quale sono presenti tre regioni ripetute
intersparse: 1 geni sono in questo modo regolati differenzialmente, anche se solitamente
vengono co-trascritti. Il sistema mette in atto una autoregolazione, in quanto il sensore
SenX3 ¢ in grado di fosforilare il regolatore RegX3, ed ¢ in grado di legarsi al suo stesso
promotore: i geni controllati dal sistema e gli stimoli in grado di innescare la sua risposta
non sono stati ancora identificati interamente. (22) In alcune specie, i sistemi Pst hanno
anche una funzione di segnalazione, oltre che di trasporto del fosfato, tanto che questi pos-
sono fungere da inibitori del sistema SenX3-RegX3; in Mtb si ipotizza un meccanismo
simile, in quanto il mancato assorbimento del fosfato (dovuto alla mancata funzionalita
di pstAl), potrebbe generare un segnale di carenza del nutriente, innescando un’attiva-
zione di SenX3-RegX3 e la successiva espressione dei geni implicati nella risposta alla
carenza (21).

Sono stati esaminati, a pH acido e in presenza di glicerolo, dei ceppi mutanti che
mancavano dei geni che codificano per RegX3 e per Pst-1 (4pstA14regX3) e si € osservato
che 1 mutanti non erano in grado di crescere, indipendentemente dalle concentrazioni di
fosfato presenti nel mezzo. Se nei mutanti ApstA14regX3 veniva indotta I’espressione di
RegX3, la crescita riprendeva in un modo simile a quello osservato nei mutanti ApstA1, a
riprova dell’importanza di RegX3 nel metabolismo di Mtb in ambienti acidi. Per verificare
se il facilitato utilizzo del glucosio in pH acidi fosse dovuto alla sovraespressione di
RegX3, nei ceppi wild type ¢ stata indotta I’espressione di una seconda copia di regX3,

sotto il controllo di un promotore inducibile dall’anidrotetraciclina (come riportato al ca-
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pitolo Materiali e metodi). La presenza della seconda copia di regX3 ha consentito al
ceppo wild type di crescere a pH 5 in presenza di glicerolo, specialmente a basse concen-
trazioni di fosfato, imitando quindi il fenotipo di crescita osservato nei mutanti Apst41 e
AphoT. regX3 ¢ quindi importante nell’espressione dei geni implicati nella risposta alla
presenza di basse concentrazioni di fosfato: la sua attivita ¢ quindi stimolata dalla carenza
di questo elemento, mentre ¢ inibita da alte concentrazioni. I mutanti ApstA41, tuttavia,

presentano un’attivazione costitutiva di regX3.

3.3.2 Espressione di PE19

Come menzionato precedentemente, la famiglia di proteine PPE (cosi come la PE)
contiene proteine che hanno un ruolo nella crescita di Mtb in ambienti acidi, poiché con-
sentono ’assorbimento di nutrienti, tra cui il glicerolo: questa famiglia ¢ infatti la piu
espressa in situazioni di carenza di fosfato. Le proteine PPE sono trasportate sulla super-
ficie della cellula batterica grazie a dei sistemi di secrezione di tipo VII, ESX. E presente
molta variabilita a livello dei domini C-terminali delle proteine, caratteristica che po-
trebbe consentire al batterio di eludere la risposta immunitaria antigene-specifica, anche
se per ora non sono stati eseguiti studi in vivo al riguardo (23)

Tra1 geni trascritti da RegX3 in condizioni di carenza di fosfato sono presenti anche
quelli che codificano per le proteine PE e PPE, inducendo un’elevata espressione di PE19:
in questo modo viene aumentata la permeabilita della parete batterica e la cellula diventa
maggiormente sensibile allo stress ossidativo. Nei mutanti 4pst4 1 sono state rilevate ele-
vate quantita di PE19, in tutti gli ambienti considerati nello studio; una delezione di pel9
¢ in grado di causare un rallentamento della crescita dei mutanti in condizioni acide e in
mezzi privi di fosfato, tanto che 1 mutanti 4pstA4 1 4pel9 presentavano una curva di crescita
simile a quella dei wild type in carenza di fosfato e in presenza di acido oleico. Questo
dimostra I’importanza della proteina PE19 nell’uptake del glicerolo in pH acidi, anche se
1 dati suggeriscono la presenza di altri sistemi per I’assorbimento del glicerolo regolati da

RegX3, dato che la crescita dei mutanti 4pel9 non si ¢ completamente arrestata.

3.3.3 Alterazione dell’attivita di GAPDH
In condizioni acide si assiste ad una diminuzione dell’attivita della gliceraldeide-3-
fosfato deidrogenasi, in quanto viene ridotta 1’assimilazione del glicerolo nel ciclo di

Krebs e viene attenuata la glicolisi. Misurazioni dei livelli di attivita di GAPDH rivelano
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come, nei wild type, questa sia ridotta in ambiente acido, in modo non influenzato dalle
concentrazioni di fosfato in modo impattante. Contrariamente, nei ApstA41, Iattivita di
GAPDH ¢ risultata essere considerevolmente maggiore di quella presente nei wild type,
nonostante anche i mutanti fossero mantenuti ad un pH acido. Paragonati a ApstA41, i mu-
tanti ApstA14regX3 presentano una minore attivitd di GAPDH, suggerendo come I’atti-
vita di questo enzima dipenda da RegX3: ad ulteriore conferma di questa ipotesi, si sono
osservati livelli di attivita di GAPDH ancora maggiori in presenza di una sovraespres-
sione di regX3 indotta dall’attivazione con anidrotetraciclina, specialmente in presenza di
ridotte concentrazioni di fosfato. La risposta alla carenza di fosfato regolata da RegX3,

quindi, sembra essere responsabile del recupero dell’attivita di GAPDH in ambienti acidi.

3.3.3.1 Inibizione di GAPDH da parte dei ROS
I1 gene che codifica per la GAPDH (gap) non appartiene al regulone di regX3, quindi

delezioni a livello di regX3 o pstAl non fanno variare ’entita dell’espressione di tale
gene. Per questo motivo, sia il wild type che ApstA1 presentano simili livelli di proteine
GAPDH (le differenze tra i ceppi risiedono nell’attivita dell’enzima), suggerendo una re-
golazione post-traduzionale della proteina. Come sopra menzionato, ’attivita della
GAPDH risente della presenza di specie reattive dell’ossigeno, in quanto I’ossidazione
della cisteina del sito attivo causa un’inibizione nell’attivita della proteina (meccanismo
analogo a quello studiato negli eucarioti) (7).

La ridotta attivita di GAPDH sembra essere correlata con la produzione endogena
di specie reattive dell’ossigeno, con livelli di ROS piu alti nel wild type che nel ApstAl,
suggerendo che GAPDH sia meno incline all’ossidazione nei mutanti. L ’aggiunta di ac-
qua ossigenata, la quale aumenta 1 livelli di ROS nei batteri essendo essa stessa un radi-
cale, ha permesso di dimostrare che 1 mutanti Apst41 sono in grado di tenere sotto con-
trollo lo stress ossidativo, con un meccanismo RegX3 dipendente, specialmente a basse
concentrazioni di fosfato. Non ci sono significative differenze nei livelli di ROS tra i wild
type e 1 mutanti privi di regX3, ma i mutanti in cui € presente una seconda copia di regX3
manifestano minori livelli di ROS, a conferma della capacita del ceppo di crescere in

ambienti acidi e usando il glicerolo.

3.3.4 Protezione dallo stress ossidativo
SenX3/RegX3 funziona anche come regolatore per la risposta allo stress ossidativo:

il sensore SenX3, in particolare, ¢ una proteina dotata di un gruppo eme, € pertanto puo
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interagire con O>. Quando questo accade, SenX3 viene ossidato, in quanto ¢ sensibile ai
cambiamenti di riduzione o ossidazione dell’ambiente. Il legame con 1’ossigeno, inoltre,
¢ in grado di “attivare” SenX3, amplificando la sua attivita chinasica, mentre ¢ inibito
quando lega il monossido di azoto o il monossido di carbonio (25)

I1 controllo dello stress ossidativo ¢ mediato dalla presenza di un sensore citosolico
WhiB3, indotto direttamente da RegX3 sia in condizioni di fosfato ridotto che di pH acido.
WhiB3 contiene un cluster con ioni ferro utilizzato per rispondere a segnali come la pre-
senza di ossigeno o di monossido di azoto (26). WhiB3 puo funzionare anche come rego-
latore della trascrizione di alcuni geni, la cui espressione varia in condizioni acide. Ne
sono un esempio 1 geni per la famiglia di proteine PPE gia menzionata, ma anche geni che
possono alterare la composizione della parete batterica o il controllo dello stress ossida-
tivo: un precedente studio nota come in mutanti privi di WhiB3, i geni sopracitati siano
generalmente maggiormente espressi in pH acidi (27).

Il gene whiB3 ¢ tra 1 piu espressi nei mutanti ApstA 1 rispetto ai wild type: in questi
ultimi, whiB3 ¢ maggiormente espresso in condizioni di pH acido o scarso fosfato inor-
ganico, sebbene i livelli della molecola rimangano minori di quelli dei mutanti anche in
condizioni di pH neutro e abbondante fosfato. A pH neutri e basse concentrazioni di fo-
sfato, tuttavia, i due ceppi presentano quantita simili di whiB3, in quanto i wild type sono
portati a sovraesprimerlo dalla carenza di fosfato.

11 fattore whiB3 potrebbe ricoprire un ruolo nel contenimento dello stress ossidativo
nei mutanti ApstA1, dato che la sua espressione aumenta ulteriormente in pH acidi, quindi
potrebbe essere implicato nella riduzione dei livelli di ROS (27). Sono presenti anche altri
sistemi di detossificazione dai ROS, tra cui la citocromo bd ossidasi (sotto il controllo di
RegX3, 1l quale regola la trascrizione di una subunita dell’enzima) o la alchile idroperos-
sidasi (e un gruppo di molecole simili alla tioredossina), anche se questi non presentano

particolari variazioni nell’espressione tra ApstA41 e i wild type (28,29).
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4. DISCUSSIONE DEI RISULTATI

Mtb, all’interno del fagosoma, deve fronteggiare la presenza di un ambiente acido,
in cui sono presenti basse concentrazioni di fosfato, ma ¢ in grado di mettere in atto delle
strategie per sopravvivere e proliferare in queste condizioni. Si tratta di meccanismi con-
trollati dall’espressione di particolari geni, specialmente regolati da un sistema a due com-
ponenti, SenX3/RegX3. Devono ancora essere condotti esperimenti che osservino i mec-
canismi di resistenza di Mtb nei fagosomi, ma degli esperimenti su zebrafish infettati da
Mycobacterium marinum, confermano che il batterio va incontro ad ambienti con scarso
fosfato inorganico.

Dai dati ricavati si evince come la perdita di funzione di Pst-1 in Mtb, legata alla
delezione di pstA1, induca la sovraespressione di regX3 in ambienti acidi: nei mutanti
ApstA 1 si sono infatti osservati maggiori livelli di RegX3, in quanto I’assenza del traspor-
tatore PstA1 puo provocare I’attivazione di SenX3-RegX3, come precedentemente illu-
strato. Studi precedenti dimostravano la presenza di questo meccanismo, ovvero 1’inibi-
zione del sistema a due componenti dovuta alla normale funzionalita dei trasportatori del
fosfato, anche in batteri diversi. In Escrichia coli il sistema a due componenti ¢
PhoR/PhoB, e la sua attivazione ¢ legata al funzionamento del trasportatore codificato dai
geni pstSCAB, e un meccanismo simile € presente nel batterio della Salmonella.

La generazione di mutanti AphoT e ApstA1 ha permesso di notare come PhoT possa
sostituire la subunita mancante PstB di ApstA 1, in quanto mutazioni di pstA/ a livello dei
trasposoni apparivano funzionalmente associate con i geni phoT.

RegX3 appare coinvolto in diversi meccanismi di sopravvivenza in ambiente acido:
¢ in grado di regolare 1’assorbimento del glicerolo da parte dei mutanti 4pstA4 1 in ambienti
acidi, impedendo quindi al batterio di entrare in uno stato non replicativo e proseguire la
crescita anche in ambiente acido. Per questo motivo, si ritiene che i fenotipi di crescita
aumentata nei mutanti siano dovuti a un’aumentata attivazione del sistema a due compo-
nenti SenX3/RegX3, a causa di una maggiore fosforilazione di RegX3. L attivita di questo
sistema porta all’espressione del fattore WhiB3, necessario per I’attenuazione dello stress
ossidativo: indirettamente, la sovraespressione del gene whiB3 consente il mantenimento
dell’attivita della Gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi, in quanto questa ¢ inibita in pre-

senza di ROS, condizione che consente un aumentato assorbimento del glicerolo.
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L uptake di quest’ultimo ¢ ulteriormente consentito dalla presenza della proteina PE19, la
quale media il trasporto del glicerolo, ed € anch’essa regolata nell’espressione di RegX3.

L’importanza di PE19 nella crescita di ApstA [ era gia stata dimostrata, in partico-
lare in relazione alla capacita del complesso PE19-PPES1 di regolare 1’assorbimento di
glucosio e glicerolo. Secondo studi precedenti, la parete di Mtb non presenta proteine po-
rine canoniche in colonie a crescita lenta, mentre sono presenti in casi di crescita piu ra-
pida, condizione che aumenta la permeabilita della parete, aumentando la sensibilita anti-
biotica e diminuendo la virulenza. E proprio il complesso PE-PPE sopra citato ad inter-
venire nell’assorbimento del glicerolo: si trova sullo strato piu esterno dell’envelope della
cellula batterica (30).

In ambienti acidi, il glicerolo si ¢ dimostrato essere piu essenziale del glucosio per
la crescita dei ceppi, in quanto per consentire la crescita dei batteri in pH acidi e con
ridotte concentrazioni di fosfato ¢ stato sufficiente fornire glicerolo alla colonia, in quanto
questa non ¢ in grado di utilizzare il glucosio in questo contesto. Insieme, queste osser-
vazioni sottolineano come I’arresto della crescita in ambienti acidi possa essere reso pos-
sibile anche grazie alla ridotta assimilazione del glicerolo.

I1 glicerolo assorbito da Mtb deriva da depositi di lipidi all’interno dei macrofagi,
come per esempio i triacilgliceroli. Non si tratta di un nutriente essenziale per la soprav-
vivenza del batterio, dato che questo puo utilizzare anche altre forme di carbonio per la
sua sussistenza, come i lipidi; tuttavia, dai dati ottenuti si nota come il glicerolo assuma
un’importanza elevata in condizioni di stress, diventando una fonte di carbonio principale
in carenza di fosfato. L’ utilizzo di glicerolo da parte di Mtb ¢ alla base dell’aumentata
severita della tubercolosi per 1 maschi di topo affetti da diabete di tipo 2, in quanto essi
hanno elevati livelli di glicerolo plasmatico a causa dell’iperglicemia che caratterizza la
malattia. L’attenuazione della virulenza di Mtb ¢ resa possibile tramite 1’inibizione del
rilascio di glicerolo dagli adipociti. Questa suscettibilita alla malattia ¢ stata registrata
anche negli esseri umani con diabete mellito, ma i meccanismi alla base di essa riman-

gono ignoti (30).
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5. CONCLUSIONI

L’inibizione della crescita di Mtb in ambienti acidi € regolata in parte dall’ospite,
che modificando 1’ambiente interno dei macrofagi puo alterare la fitness di Mtb, sottopo-
nendolo a pH piu acidi o rimuovendo nutrienti utilizzati dal batterio per crescere. Sono
pero coinvolti anche dei meccanismi mediati dal batterio stesso, il quale puo esprimere
fattori come RegX3, coinvolti nella risposta allo stress acido. I risultati ottenuti la stretta
correlazione tra i livelli di fosfato inorganico e 1’utilizzazione di diverse fonti di carbonio
da parte di Mtb, il quale predilige il glicerolo se le concentrazioni di fosfato sono ridotte.

Gli stessi autori hanno recentemente pubblicato un articolo complementare (32) dal
titolo “Identifying genetic determinants of Mycobacterium tuberculosis acid growth ar-
rest by transposon mutagenesis coupled with next-generation sequencing (Tn-seq)”. 1l
lavoro si concentra soprattutto sui geni sottorappresentati e sovrarappresentati in ambienti
acidi: entrambe le categorie comprendono geni coinvolti in modo diverso nel manteni-
mento delle caratteristiche della parete cellulare, nella regolazione del metabolismo, e
nell’espressione di proteine regolatorie, mentre solamente tra i geni sottorappresentati
sono presenti geni per la trasmissione di informazioni e per 1’espressione di proteine di

proteine appartenenti alla famiglia PE/PPE (Figura 3).

Over-represented Under-represented

cell wall and cell processes

regulatory proteins

intermediary metabolism and respiration
lipid metabolism

conserved hypothetical

information pathways

PE/PPE families

BO0RCEN

Total = 21 Total = 74
Figura 3 Diversa espressione di geni che alterano la fitness di Mtb
Le informazioni ottenute dallo studio potranno essere la base per la ricerca di ulte-
riori terapie per il contrasto della tubercolosi, in modo particolare per agire sul lungo pe-
riodo di latenza che caratterizza 1’infezione da parte del batterio. Agire sull’attivazione di
RegX3 potrebbe compromettere la capacita del batterio di continuare a crescere anche in
ambiente acido, cosi come un’inibizione dei sistemi per 1’assorbimento del glicerolo, tra
cui PE19. Sono tuttavia necessari ulteriori studi circa la fitness di Mtb in ambienti acidi,
che si concentrino in modo specifico sulla sopravvivenza all’interno dei macrofagi, e con-

siderato che gli studi fino ad ora condotti sono stati eseguiti in vitro.
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