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RESUMEN

La tuberculosis (TB), enfermedad producida por la bacteria Mycobacterium
tuberculosis, es tratada por un conjunto de medicamentos de primera linea
incluyendo la pirazinamida (PZA). La PZA es altamente especifica y elimina a las
micobacterias en su estado semi-latente; sin embargo, ain se desconoce el
mecanismo de accidn. Las micobacterias resistentes a PZA por lo general presentan
mutaciones en el gen pncA que codifica a la proteina pirazinamidasa (Pzasa), la cual
transforma a la PZA en su estado activo, acido pirazinoico (POA), pero se ha podido
identificar cepas resistentes con Pzasas activas con ausencia de mutaciones en pncA
0 con mutaciones que no afectan regiones importantes de la enzima, sugiriendo la
presencia de otros mecanismos. El objetivo en el presente trabajo fue identificar
genes involucrados en la resistencia a PZA por medio del andlisis transcriptémico
de la cepa de M. tuberculosis H37Rv cultivada bajo diferentes estados de estrés (pH
6.3y 7.0y de 0y 50 pg/mL de PZA). Las bibliotecas de cDNA generadas a partir
del ARN fueron secuenciados en pares terminales (paired-end). Las secuencias se
alinearon con el genoma de referencia y las abundancias se cuantificaron utilizando
Salmon. El andlisis de expresion diferencial se realizd con el paquete edgeR,
mientras que el andlisis de enriquecimiento génico se realizé con GOseq. Los genes
expresados diferencialmente (ED) se identificaron con un logfFC >2 y < -2, y valor
p <0,05 umbral. De un total de 3979 genes analizados, se encontraron 13 genes de
ED, los cuales estan involucrados en actividad similar a las porinas, canales de poro
ancho, transportadora transmembrana pasiva y accion antioxidante. EI gen Rv0387c

de la familia de proteinas PE/PPE, con funcion probable de porina o transportador



de moléculas, podria subexpresarse en presencia de PZA inhibiendo su entrada o
salida del POA, aumentando la resistencia a PZA en M. tuberculosis.
Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis, pirazinamida, transcriptoma, ARN,

genes, expresion diferencial, secuenciacion.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB), a disease caused by the bacterium Mycobacterium tuberculosis,
Is treated by a set of first-line drugs including pyrazinamide (PZA). PZA is highly
specific and kills mycobacteria in their semi-dormant state; however, the
mechanism of action is still unknown. PZA-resistant mycobacteria usually have
mutations in the pncA gene that encodes the protein pyrazinamidase (Pzase), which
transforms PZA into its active state, pyrazinoic acid (POA), but it has been possible
to identify resistant strains with Pzases active with the absence of mutations in pncA
or with mutations that do not affect important regions of the enzyme, suggesting
the presence of other mechanisms. The objective in this work was to identify genes
involved in resistance to PZA by means of transcriptomic analysis of the M.
tuberculosis strain H37Rv cultivated under different stress states (pH 6.3 and 7.0
and 0 and 50 pg/mL of PZA). The cDNA libraries generated from the RNA were
sequenced in paired-end pairs. Sequences were aligned to the reference genome and
abundances were quantified using Salmon. Differential expression analysis was
performed with the edgeR package, while gene enrichment analysis was performed
with GOseq. Differentially expressed (DE) genes were identified with logFC > 2
and < -2, and p-value <0.05 threshold. From a total of 3979 genes analyzed, 13 ED
genes were found, which are involved in porin-like activity, wide pore channels,
passive transmembrane transporter and antioxidant action. The Rv0387c gene of
the PE/PPE family of proteins, with a probable porin or molecular transporter
function, could be underexpressed in the presence of PZA, inhibiting its entry or

exit from the POA, increasing resistance to PZA in M. tuberculosis.



Keywords: Mycobacterium tuberculosis, pyrazinamide, transcriptome, RNA,

genes, differential expression, sequencing.



1. INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa provocada por Mycobacterium
tuberculosis, que con mayor frecuencia afecta a los pulmones. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) reporta que la TB es una de las 10 principales causas
de muerte en todo el mundo (1) y por ende es altamente estudiada a nivel mundial.
La presencia de cepas de M. tuberculosis que son resistentes a los medicamentos de
isoniazida y rifampicina (MDR) incrementan su letalidad (2).

La pirazinamida (PZA), antibidtico, que forma parte del tratamiento de primera
linea con accion Unica debido a que elimina a M. tuberculosis en estado semi-
latente. Esta caracteristica permitié la reduccion del tratamiento de 12-9 meses a 6
meses, y su uso se mantiene en los tratamientos de TB MDR (4, 5), pero el
mecanismo de accion concreta de la actividad de PZA todavia no es conocida.

La PZA es una pro-droga por lo que requiriere de la actividad de la proteina
pirazinamidasa de M. tuberculosis (PZAsa) para transformase a su estado activo
ejerciendo asi su actividad bactericida. (6). El mecanismo conocido hasta ahora de
PZA comienza con su ingreso a la bacteria por medio de difusion pasiva en donde
requeire de la enzima citoplasmatica pirazinamidasa (PZasa) codificada por el gen
pncA, para convertirse a su estado activo antituberculoso conocido como acido
pirazinoico (POA). ElI mecanismo de accion de POA esta en investigacion; se
plantea que podria estar actuando como un protondforo acidificando el medio
intracelular, alterando el potencial de membrana que finalmente es letal para la
bacteria (4, 7) asi como afectando algunos posibles blancos como la proteina
ribosomal S1 (RpsA), enzima L-aspartato descarboxilasa (PanD) y al enzima acido

graso sintasa (Fasl).



El principal mecanismo de resistencia esté asociado a la pérdida de la actividad de
la PZAsa debido a la presencia de mutaciones en el gen pncA (72-97%); sin
embargo, estudios recientes indicarian que la resistencia a PZA podria estar
relacionada a la presencia de mutaciones en genes que codifican a RpsA, PanD y
Fasl.

El uso de nuevas técnicas para la identificacion de nuevos genes relacionados a la
resistencia a PZA, es importante porque permitirian el desarrollo de nuevos
medicamentos que puedan complementar el tratamiento actual contra la TB y evitar
la generacion de cepas de TB MDR. La transcriptomica es una opcion altamente
viable en la evaluacion de los diferentes genes que puedan estar expresandose ante
un tipo de estrés, en este caso por la PZA, permitiendo la identificacion de los
posibles mecanismos implicados con la resistencia mediada por la transcripcion del
ADN. De Welzen et al. encontré que la alta resistencia a etionamida esta mediada
por la combinacion de mutaciones luego de comparar el transcriptoma de aislados
clinicos. Esto demuestra que las modificaciones transcripcionales globales podrian
contribuir a la resistencia o el mantenimiento de la aptitud bacteriana (fitness) (18).
En este estudio se evaluo el efecto de la PZA en el transcriptoma de M. tuberculosis
en pH neutro y acido (pH 6.3) como un factor de estrés, permitiendo observar la
expresion de los posibles genes implicados y deducir su importancia en la alta
resistencia a la pirazinamida para entender los diferentes mecanismos que podrian

estar participando en el desarrollo de la resistencia a PZA.



2. MARCO TEORICO

2.1. Mycobaterium tuberculosis: Agente causal
La especie bacteriana M. tuberculosis, es el agente causal que produce la
enfermedad de la tuberculosis (TB). M. tuberculosis pertenece al género
Mycobacterium, es un bacilo Gram positivo, acido alcohol resistente, con
dimensiones de entre 0.2-0.6 micras (um) de ancho y 1-10 (um) de largo (19), recto
o ligeramente curvo, aerobio estricto, sin movimiento, de crecimiento lento y no
formadora de esporas ni cdpsulas (20, 21). La propiedad de acido-resistencia es
debido a la presencia de &cidos micélicos en su pared, y este también atribuye un
factor importante en la identificacion por tincion (22).
M. tuberculosis pertenece al denominado complejo tuberculosis, micobacterias
capaces de producir enfermedades (M.caprae, M. canetti, M. bovis, M. africanun y
M. microti) (21, 23). A pesar que el humano es su hospedero preferente, M.
tuberculosis ha sido hallado en animales tanto domésticos como salvajes. Su lugar
de residencia por lo general es en los pulmones, ya que en estos rganos presenta
oxigeno necesario para su proliferacion. M. tuberculosis es una bacteria de
crecimiento lento con un periodo de division de 18-20 horas, capaz de resistir
ambientes frios, a la congelacion y desecacion (23).
Una de las caracteristicas que la hacen diferencial a otras bacterias es su pared
celular, la cual esta constituida por diferentes moléculas como el complejo micolil-
arabinogalactano-peptidoglicano (MAGP), ejerciendo un papel importante en el
mantenimiento de una estructura de la membrana estable esencial para su viabilidad

(24). También presenta una pared rica en acidos micdlicos encargada de la union



del complejo mAGP con las membranas superiores, es altamente hidrofobico y esta
relacionada a la virulencia (25).

La complejidad de la pared de M. tuberculosis, por los diferentes compuestos
presentados ademdas de las bombas proteicas y su baja permeabilidad, esta
involucrada a la resistencia a los diferentes farmacos y su supervivencia en

ambientes fuera de su hospedero (26).

2.1.1. Tratamiento
El tratamiento de TB en pacientes sin riesgo de presentar TB-MDR se basa en una
terapia combinada con medicamentos de primera linea aplicado por 6 meses que
contiene isoniazida (INH), rifampicina (RIF), etambutol (ETM) y pirazinamida

(PZA) (3).

2.2. La pirazinamida (PZA)

La PZA, analoga de la nicotinamida es un bactericida con accién Unica, elimina a
M. tuberculosis en estado semi-latente, caracteristica que permitio la reduccion del
tratamiento de 12-9 meses a 6 meses, y su Uso se mantiene en los tratamientos de
TB MDR (4, 5), pero el mecanismo de accion concreta de la actividad de PZA
todavia no es conocida.

Asi mismo, se sabe que la PZA actua a pH acido, similar al ambiente en donde se
encuentra M. tuberculosis luego de ser fagocitado por los macrofagos (4, 6).
Ademas, es altamente especifica y es una pro-droga por lo que requiere de la
actividad de la proteina PZAsa de M. tuberculosis para transformase a su estado

activo ejerciendo asi su actividad bactericida. (6). EI mecanismo conocido hasta



ahora de PZA comienza con su ingreso a la bacteria por medio de difusion pasiva,
ya dentro la PZA necesita de la enzima citoplasmética PZasa codificada por el gen
pncA, para convertirse a su estado activo antituberculoso conocido como &cido
pirazinoico (POA). Producido el POA es expulsado por un sistema de bombas de
flujos al medio extracelular en donde al encontrarse en un ambiente acido, una
porcion del POA expulsado se protona convirtiéndose en una especie no cargada
(HPOA) con mayor permeabilidad que permite su reingreso a la bacteria'y ya dentro
este liberaria el proton captado extracelularmente, acidificando el medio
intracelular, alterando el potencial de membrana que finalmente es letal para la

bacteria (4, 7).

2.2.1. Resistencia a pirazinamida

A raiz que la actividad de la PZA depende de su conversion a su estado activo por
parte de la enzima PZasa, hay una gran variedad de estudios que reportan que la
resistencia a la PZA es explicada por la mutacion en el gen pncA (72-97%). Sin
embargo, las mutaciones se distribuyen en forma diversa en todo el marco de lectura
(ORF) del gen pncA que comprende 561 pares de bases (pb) modificando de manera
variable la actividad de la PZasa (8, 9). Por lo tanto, diferentes trabajos se enfocan
en el descubrimiento de nuevos mutantes “Hot spot” o mutaciones relacionadas
para la identificacion de susceptibilidad a PZA; también reportan que el uso de la
secuenciacion es la mejor opcién en la deteccion de cepas resistentes a PZA con
una sensibilidad de 91,3% y una especificidad de 96,8% (9, 10,11).

Pero la resistencia a la PZA no solo se basa en las mutaciones en el gen pncA de

forma exclusiva, como se menciona anteriormente; el mecanismo de PZA aln no



es totalmente conocido y estudios recientes indicarian que PZA podria tener otras
vias target las cuales estarian afectando en forma conjunta a la resistencia por dicho
medicamento (27).

En los Gltimos afios diferentes estudios han demostrado que la resistencia a PZA
también se debe a mutaciones en posibles targets de unién del POA, como por
ejemplo Yang et al. encontr6 mutaciones en el gen que codifica a la proteina RpsA
(12, 13, 14). Ademas, Shuo Zhang et al. demostrd que ciertas cepas de M.
tuberculosis resistentes a PZA sin mutaciones en los genes pncA y rpsA,
presentaban mutaciones en el gen panD que codifica al aspartato decarboxilasa
(participa en la sintesis de B-alanina), por lo que también podrian estar ligado a la
resistencia a PZA (15). Por otra parte, Bharati Pandey et al. identifico una doble
mutacion en histidina a arginina en el residuo 21 (H21R) e isoleucina a valina en el
residuo 29 (149V) del gen panD dando lugar a resistencia a PZA (24) y por todo lo
anterior Anthony RM et al. reafirm6 que el gen panD es el objetivo principal de
POA (16). Por otro lado, Sheen et al al realizar un analisis del genoma completo
de 68 cepas de M. tuberculosis de pacientes con TB, encontrd cepas resistentes a
PZA sin presencia de mutaciones en el gen pncA'y de estas cepas se pudo identificar
nuevos genes asociados significativamente con resistencia PZA, estos genes estan
relacionados con el transporte de iones metalicos, regulacion del pH y la evasion
del sistema inmunoldgico; sugiriendo nuevos posibles mecanismo de resistencia a

PZA como también el efecto de PZA a multiples blancos (17).



2.2.2. Condiciones que afectan la susceptibilidad a PZA: Relacion
entre el pH y la concentracién de PZA

PZA es activo contra M. tuberculosis en condiciones unicas, multiples factores
afectan su actividad como el estado metabdlico del bacilo tuberculoso, el tamafio
del in6culo, la fase de crecimiento, el pH, la concentracién del fa&rmaco, entre otros
(28, 29, 30). Curiosamente, un comun denominador entre todos ellos es que la
susceptibilidad a PZA se favorece en condiciones de estrés en M. tuberculosis. Por
todo esto, Anthony & et al plantearon la hipdtesis de que los factores de estrés
relacionados con el estado de latencia inducen el cambio hacia un fenotipo sensible
a PZA, en donde, el o los targets de POA son esenciales para la supervivencia de

M. tuberculosis (27).

2221 pH
La caracteristica notable de PZA es que actla in vitro a pH acidos; en medios
alcalinos, el farmaco pierde su actividad. La PZA puede probarse cuando el rango
de pH esta entre 5,5y 6,0 pero la concentracién minima inhibitoria (MIC) cambia
de 50 a aproximadamente 100 pug/ml de PZA (30, 72). ElI cambio de MIC puede
predecirse mediante la ecuacion de Henderson-Hasselbach dado que PZA se
hidroliza completamente a POA (30). Aunque se ha demostrado la actividad de la
PZA a pH 5,5, la PZA mata solo el 72% de la poblacién incluso cuando se utiliza
una concentracion alta de PZA (1000 pg/ml) (31), concentracion 20 veces mayor

que las concentraciones encontradas en el suero humano (50 pg/ml) (32).



2.2.2.2. Tamafo del in6culo
Un tamafio de inoculo grande reduce en gran medida la actividad de PZA. El
aumento del tamafio del indculo de 107 a 108 células/ml provoco la inactivacion de
la PZA (33). Este efecto puede explicarse por el aumento del pH por el amonio,
producto de la desaminacion de la PZA por la PZasa bacteriana. El pH en cultivos
con 107-10® células/ml puede aumentarse de 5,5 a casi neutro (30), mientras que se
observé un pequefio aumento del pH con 10° células/ml, un inéculo cominmente

utilizado en las pruebas de sensibilidad a la PZA.

2.2.2.3.  Fase de crecimiento y estado metabdlico
La PZA es significativamente mas activa contra los bacilos tuberculosos semi-
latentes (34) y los bacilos viejos (7, 30) que tienen un metabolismo menos activo y
menores reservas de energia que los bacilos mas joévenes y de rapido crecimiento.

Las reservas de energia se ven facilmente afectadas.

2.3. Transcriptémica

La transcriptomica es el estudio del total de ARN mensajero de un organismo en
una circunstancia especifica. La transcriptbmica permite comparar expresiones
diferenciales de genes entre poblaciones celulares en respuesta a diferentes
condiciones u tratamientos.

Para su analisis existen diferentes métodos de uso de alto rendimiento como el
microarrays y la tecnologia de NSG (Next generation sequencing), cada uno de
estos especificos y de gran utilidad en sus estudios respectivos. EI microarrays Util

para estudios de rutina de secuencias diana, mientas que el NSG Ilamado “RNA-



seq” permite comprender de forma detallada y masiva la diversidad de genes

expresados en corto tiempo (35).

2.3.1. Uso del analisis transcriptomico frente a la resistencia
antibiotico

La transcriptomica ha sido aplicada en el estudio del mecanismo de enfermedades,
diagnostico clinico y el desarrollo de nuevos farmacos de enfermedades humanas
como animales (36). Denis et al reportd potenciales targets farmacol6gicos en
enfermedades neuroldgicas y psiquiatricas mediante el anlisis de células de tejido
cerebral pudo identificar 5 genes. En el tratamiento del cancer, los tumores que
presentan cierto tipo de similitud de expresion pueden ser tratados en forma
“dirigida” (38). La transcriptomica también es Util en la identificacion de moléculas
que se activan ante la presencia del fa&rmaco y su interaccion con su objetivo,
permitiendo identificar nuevos objetivos y desarrollo de nuevos farmacos o uso de
los ya existentes (39, 36).
La transcriptdmica esta siendo aplicada también en la identificacién de los genes
implicados en la resistencia y sensibilidad a los farmacos. Los microorganismos
usan diferentes vias metabdlicas para su supervivencia ante el uso indiscriminado
de antibioticos, desencadenando la aparicion de microorganismos MDR.
Oluwasegun et al. analizé el transcriptoma de biopeliculas de Candida albicans,
levadura patogénica oportunista, en presencia de concentraciones subinhibidoras de
acido araquidénico y fluconazol encontrando expresion diferencial de genes
involucrados en la sintesis de metionina y generacién de ATP, la biosintesis de

AMP, el metabolismo del fumarato y la oxidacién de acidos grasos (40). Ariane et



al. mediante la secuenciacion cualitativa de ARN de 135 Pseudomonas aeruginosa,
identifico genes asociados a la resistencia de fluroquinolonas, aminoglucésidos y
B- lactamicos, como también posibles biomarcadores con relacion directa a la
resistencia, permitiendo brindar informacion en la elaboracion de futuros farmacos,
como también herramientas de diagnoéstico molecular para su réapido y dirigido

tratamiento, mitigando potenciales evoluciones de resistencias futuras (41).

2.3.2. Uso del andlisis transcriptémico en M. tuberculosis

En las Gltimas décadas, los esfuerzos por conocer mejor a M. tuberculosis, el uso
del analisis transcriptomico a providenciado de informacion valiosa para entender
cudles podrian ser sus mecanismos de defensa o facultades alternas en su
supervivencia ante sus diferentes factores de estrés como también ayudar a
identificar el modo de accion y predecir los objetivos de los medicamentos actuales
0 potencialmente nuevos contra la tuberculosis. Dentro de estos analisis se ha
podido identificar que uno de los mecanismos de M. tuberculosis frente a un
ambiente adverso es la carencia de una secuencia Shine-Dalgarno (SD) en su gran
mayoria de genes (cuarta parte del transcriptoma), reflejando una gran plasticidad
de M. tuberculosis en su regulacion transcripcional, a diversas condiciones de estrés
(42, 43).

Wilson et al. en su estudio, monitorearon los cambios en la expresidn génica en
respuesta a la isoniazida, destacando la induccion de cinco genes organizados como
un operdn (fabD-acpM-kasA-kasB-accD6) que codifican las enzimas sintasa de
acidos grasos tipo Il (FAS-II), involucradas en la produccion de fosfolipidos de

membrana (44). Boshoff et al. estudi6 la respuesta transcripcional a los antibidticos
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y condiciones inhibitorias en M. tuberculosis, donde genes que estaban regulados
se agrupaban en funcion de su mecanismo de accion conocida y logro predecir el
mecanismo de accion de varios agentes desconocidos (45). Mientras tanto, Walter
et al. estudio la expresion genética de tuberculosis pulmonar sensible a farmacos
tratados con la combinacion estandar de isoniazida, rifampicina, PZA y
etambutol, encontrando una disminucion en la abundancia de ARNm bacteriano
que demostrd la muerte de la mayoria de las bacterias 4 dias después de comenzar
el tratamiento, pero la abundancia de ARNm bacteriano después de eso indico
tolerancia al farmaco. Los genes implicados en el crecimiento, el metabolismo y la
sintesis de lipidos estaban regulados a la baja en las bacterias tolerantes a los
farmacos, mientras que los implicados en la respuesta al estrés, como los del
modulo de toxina-antitoxina (TA), y las bombas de salida del farmaco estaban
regulados al alza (46).

En la busqueda de nuevos compuestos naturales antimicobacteriano contra M.
tuberculosis, Liang et al. estudié el efecto de la queleritrina, demostrando que hay
muchos genes que estaban regulados al alza o la baja e involucrados en varias vias
por accion de este compuesto, lo que podria deberse a una respuesta adaptativa o la
inhibicién de la traduccion (47). También ciertas mutaciones pueden ser
compensatorias frente a prejuicios producidas por una primera mutacion contra un
medicamento especifico, Zhihong Xu et al. analizo el perfil transcripcional total de
6 cepas resistentes con mutaciones rpoB y rpoB/rpoC donde se observé que los
efectos de la mutacion en rpoC regula positivamente los genes de las proteinas
ribosémicas y en las vias de sintesis de aminoacidos. Estas mutaciones podian

participar en la respuesta compensadora ante la interrupcion del metabolismo
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energético y la maquinaria de fosforilacion oxidativa por la mutacion en rpoB (48).
Por otro lado, Gerjo J. et al. realiz6 un estudio donde analizé el transcriptoma de 2
cepas de M. tuberculosis una sensible y otra resistente a rifampicina, con una
mutacién H526Y en el gen rpoB. Durante un tiempo de exposicion, encontraron
que los genes Rv0559c y Rv0560c fueron inducidos fuertemente en la cepa
resistente sugiriendo que estos 2 genes juegan un papel importante en la resistencia
a rifampicina (49). Frente a TB extremandamente resistentes (XDR) Guohua Yu et
al. realizo un estudio transcripcional de 2 cepas de TB XDR y 1 sensible contra 3
medicamentos antituberculosos, hallando en estas cepas XDR, tres genes
reguladores significativamente enriquecidos (regX3, mprA y mtrA) que muestran
sobreexpresion que pertenecen al sistema regulador de dos componentes, lo que

sugiere vinculos entre estos sistemas de respuesta y resistencia.
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3. HIPOTESIS
e La presencia de PZA produce expresion genética diferencial de resistencia

en Mycobacterium tuberculosis.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General
Determinar que genes podrian estar relacionados a la resistencia de PZA mediante
el andlisis transcriptomico (ARN-seq) de M. tuberculosis a diferentes

concentraciones de PZA y pHs.

4.2. Objetivos especificos

e Determinar las concentraciones de PZA 'y pH que permita el crecimiento del
50% de la cepa de referencia H37Rv de M.tuberculosis en 4 semanas.

e Analizar el transcriptoma de la cepa de referencia H37Rv de M. tuberculosis
bajo las condiciones seleccionadas de PZA y pH.

e Determinar los posibles genes implicados a una alta eficiencia de resistencia
a PZA, mediante la diferencia cuantitativa de los cultivos estresados y
control.

e Inferir la importancia bioldgica de los posibles genes implicados en el

mecanismo de accion de PZA.
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5. METODOLOGIA

5.1. Disefo del estudio
El estudio experimental fue realizado con la cepa de referencia sensible a los
antibidticos incluyendo PZA ATCC de M. tuberculosis H37Rv en el laboratorio de
Mycobacterium de bioseguridad de nivel 3 de los Laboratorios de Investigacion y

Desarrollo (LID) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

5.2. Evaluacion del crecimiento de M. tuberculosis H37Rv

5.2.1. Estudio preliminar y seleccion de las condiciones de cultivo: pH
y concentracion de PZA.

5.2.1.1.  Condiciones de cultivo en medio liquido 7H9
M. tuberculosis fue cultivado en medio liquido Middlebrook 7H9 conteniendo
glicerol y OADC con 0, 5, 50, 100 y 400 pg/ml de PZA a los siguientes pHs: 6.0,
6.2, 6.5y 7.0. Se evalud la inhibicién del 50% del crecimiento bacteriano a
comparacion del medio sin PZA.
. La concentracion de 100 pg/ml, considerado el MIC a pH 6.0 fue incluido como
control de inhibicion).

5.2.1.2.  Medios de cultivo
Caldo 7H9 Middlebrook (7H9-OADC). El caldo fue preparado de acuerdo a las
indicaciones del proveedor. Brevemente, el medio 7H9 Middlebrook (BD Difco)
fue suplementado con glicerol. EI pH fue modificado con NaOH y HCIl y
autoclavado. El medio finalmente fue suplementado con OADC al 10% (&cido

oléico, albumina, dextrosa y catalasa). y tween 80 al 0.05%.
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Agar 7H10 Middlebrook (7H10-OADC). El agar fue preparado de acuerdo a las
indicaciones del proveedor. EI medio 7H10 Middlebrook (BD Difco) fue
suplementado con 5% de OADC.

Stock de PZA. A partir de un stock de 15 mg/ml diluido en agua miliQ de
pyrazinecarboxamide (PZA) (Sigma-Aldrich) se prepararon stocks de 15000, 3700,
1850 y 185 pg/ml. Los stocks fueron usados para obtener las concentraciones

finales de PZA en 10 ml de caldo de cultivo 7H9-OADC (Tabla 1).

Concentracion Volumen a usar | Concentracion Final

Inicial de PZA de los stocks de PZA por cultivo
Stock 1 15000 pg/ml 0.27 mi 400 pg/ml
Stock 2 3700 pg/ml 0.27 ml 100 pg/ml
Stock 3 1850 pg/mi 0.27 ml 50 pg/ml
Stock 4 185 pg/ml 0.27 mi 5 pg/ml

Tabla 1. Preparacion de las 4 concentraciones de PZA finales en medio 7H9-
OADC.

Inoculo de la cepa de referencia ATCC M. tuberculosis H37Rv. La cepa de M.
tuberculosis H37Rv fue sembrado en 2 placas de agar 7H10-OADC e incubadas 2
semanas a 37°C. El cultivo bacteriano fue trasladado con un asa de siembra de 10
pl a un tubo de 15 ml con 6 perlas de vidrio y 1 ml de solucion salina al 0.85%. El
contenido bacteriano fue homogenizado usando un vortex durante 2 min seguido
de 10 min de reposo para evitar los posibles aerosoles generados. Esta suspensién
fue transferida por goteo con una pipeta de transferencia a un tubo conteniendo 20

ml de solucion salina hasta llegar a un ODgoo de 1.2.
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Preparacion del medio de cultivo con su condicion respectiva. Se prepar6 10 ml
del medio de cultivo 7H9-OADC para cada condicion de pH y concentracion de
PZA con M. tuberculosis a un OD final de 0.07. Los componentes fueron: 9.23 ml
del caldo 7H9-OADC al pH indicado, 0.5 ml de la cepa (OD de 1.2) y 0.27 ml de
PZA de la concentracion indicada para llegar a las concentraciones finales del

acuerdo a la Tabla 1.

Crecimiento de M. tuberculosis H37Rv y registro. La evaluacion del efecto de
PZA'y el pH se realiz6 mediante la determinacion del OD cada 7 dias durante 4
semanas. Los cultivos fueron incubados en el shaker MaxQ 4450 (Thermo Fisher
Scientific) a 200 rpm a 37°C. Cada tubo fue homogenizado manualmente y 1ml fue
transferido a una cubeta para la medicion.

La contaminacién por crecimiento de hongos u otros organismos fue verificado en
los cultivos de caldo luego de 2 semanas de crecimiento. Una alicuota de 50 ul fue
extradido de los cultivos en caldo 7H9-OADC para ser agregados en placas con
agar 7H10-OADC e incubadas 5 dias; luego del cual la placa fue revisada para

detectar presencia de contaminantes.

5.3. Cultivo y extraccion de ARN de M. tuberculosis H37Rv a pH y
concentraciones de PZA determinados

Los resultados del estudio anterior se usaron para seleccionar las 4 condiciones

finales para el inicio del estudio del transcriptoma. El criterio que se tuvo en cuenta

fue que el porcentaje del crecimiento final del cultivo no fuera méas del 50% del

crecimiento en el medio sin PZA. Donde las condiciones de pH y PZA

seleccionadas fueron: 6.3y 7.0 de pH y concentraciones de 0 y 50 pg/ml de PZA.
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Baja carga bacteriana a pH 6.3 y alta carga bacteriana a pH 7.0 con actividad

inhibitoria que no sobrepase el 50% del medio sin PZA (50 pg/ml).

Cultivo en medio 7H9. Los cultivos fueron realizados en volimenes de 15 ml
mezclando lo siguiente: 1.0 ml del cultivo de M. tuberculosis (ODeoo: 1.3), 13.6 ml
del caldo 7H9-OADC y 0.4 ml de PZA (Figura 1) y 50 pg/ml de PZA. 0.4 ml de
caldo 7H9-OADC fue reemplazado en las condiciones en los medios sin PZA. El
OD inicial fue de 0.07. Los cultivos fueron realizados por triplicado. La incubacion
de los cultivos se realizd por 3 semanas a 200 rpm a 37°C, obteniendo ODs de entre

0.4a1.0.

« 0.4 mlde PZA
L. 1mlde Cepaconcentrada

= 13.6 caldos 7hS+ OADC 10%+ tween 80 al 0.05%

s

(8]

Figura 1. Volumenes en el cultivo de M. tuberculosis H37Rv para extraccion de
ARN.

Extraccion de ARN. Los cultivos fueron cosechados cuando alcanzaron un ODeoo
entre 0.4 (cultivos con PZA) y 1.0 (cultivos sin PZA) mediante centrifugacion a
3000 x g por 20 min a 17°C. El sobrenadante fue descartado y el precipitado fue
lavado con 5 ml de buffer TE Tris EDTA pH 8.0 (preparado con agua DEPC), se
homogenizo suavemente con una pipeta de transferencia y se realizd nuevamente

una centrifugacion a 3000 x g por 20 min a 17°C. Finalmente, al pellet se agregd
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600 pl 0 1000 pl de reactivo Trizol TRI Reagent (Zymoresearch) y se homogenizd
vigorosamente con una pipeta de trasferencia.

La variacion de volumenes del reactivo Trizol es respecto al OD obtenido en los
cultivos, con ODs mayor a 0.7 se utilizé 1 ml de trizol y para ODs menores se utilizd
600 pl. Luego se transfirid la suspensién homogenizada a tubos tapa rosca de 2 ml
con beads de 0.1 mm de diametro de Zirconia/Silica (BioSpec Products) y se
almaceno en hielo para su posterior uso.

Las células fueron lisadas en el homogeneizador Fast Prep a 6.5 m/s durante 30 seg,
realizando 2 ciclos y entre cada ciclo se colocd los tubos en hielo por 3 min. Los
tubos fueron centrifugados a 12500 x g por 15 min a 4°C y mantenidos frios en una
caja tecnopor con hielo. Luego se transfirio la fase soluble (fase superior de Trizol)
a un tubo de 1.5 ml libres de ARNSs, para después agregar 200 pl de cloroformo
mezclandolo durante 15 seg. de forma manual agitando vigorosamente y se dejé
durante 10 min en hielo. Después, se centrifugd a 12500 x g por 15 min a 4°C. Se
transfirié la fase superior, sin tocar la interface (ADN de color blanco), a otro tubo
de 1.5 ml libres de ARNs agregando 500 upl de etanol absoluto frio y
homogenizando por inversion unas 10 veces, terminado el homogenizado se
almaceno a -20°C por 30 min. Después se centrifugd a 12500 x g por 15 min a 4°C,
se decanto el etanol de un golpe y lo restante se retiré con un tip de 200 ul con
cuidado de no tocar el pellet. Luego se agreg6 1 ml de etanol al 75% frio (diluido
con agua DEPC), se invirtio 10 veces y se centrifugd nuevamente a 12500 x g por
5 min a 4°C. Se decant6 el etanol nuevamente de un solo golpe y se centrifugé a
12500 x g por 1 min y 30 seg. a 4°C, se descarto el etanol sobrante con un tip de

200 ul y se dejo secar por 5 min a temperatura ambiente o hasta que se evapore el
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etanol sobrante. Para finalizar, el pellet fue re suspendido con 20 pl de agua libre

de DNasas y RNasas; y se almacen6 a -70°C.

5.3.1. Caracterizacion de las muestras de ARN de M. tuberculosis
La cantidad de ARN se determind usando el kit Qubit RNA HS Assay (Invitrogen),
la integridad y calidad del ARN se determind usando el kit Qubit™ RNA 1Q Assay
(Invitrogen). La concentracion y pureza del ARN también fue determinado
mediante el analisis de los ratios 260/280 y 260/230, respectivamente, obtenidos en
el Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). La integridad de las muestras fue analizada,
también, por medio de corridas electrofénicas, donde se realiz6 un mix de la
muestra con el reactivo 2X RNA Loading Dye (Thermo Scientific), para luego ser
analizadas por electroforesis en gel de 1.5% de agarosa por 30 min a 95V en el
PowerPac Basic (Bio-Rad) en buffer TBE 1X. Los geles fueron tefiidos con

bromuro de etidio por 15 min.

5.4. Preparacion de librerias y secuenciacion transcriptomica
Al menos 2 ug (hasta 10 pg) de ARN en un volumen de 20 pl fue usado para obtener
ARN mensajero (ARNm). EI ARN ribosomal fue degradado con el kit Ribominus
Bacteria Trascriptome Isolation (Invitrogen). La secuenciacién realizada en los
extremos 5 y 3" (Paired-End) con el objetivo de obtener mayor informacion de las
librerias elaboradas evitando posibles errores de lecturas de los nucle6tidos por
sesgos de replicacion y errores inducidos durante la amplificacion de las secuencias

de ADN. Los fragmentos menores de 300 pares de bases (pb) fueron generados
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usando el kit TruSeq stranded mARN Library Prep (Illumina) y las lecturas fueron
de 75 pares de bases tanto del extremo 5"y 3" (2 x 75pb).

Las librerias fueron cuantificadas mediante el kit Qubit™ 1X dsDNA HS Assay
(Invitrogen) en el Qubit 4y 6 de las 12 librerias de cDNA escogidas al azar fueron
analizadas en una electroforesis en gel de agarosa. Las muestras fueron
secuenciadas en el secuenciador masivo NextSeq 550 (lllumina) con una
profundidad de 5 millones de reads por muestra para obtener datos de alta calidad

(50).

5.5. Analisis bioinformaético

5.5.1. Control de calidad
Tras la secuenciacion, la calidad de las lecturas, o reads, fue evaluado mediante el
programa FastQC v0.11.9 (51), permitiendo conocer los estandares de calidad: i)
calidad QC (52) y ii) el porcentaje de guaninas y citosinas (%GC). El quality scores
0 QC es el promedio de puntaje que se obtiene de cada uno de los nucledtidos que
conforman la secuencia, que se refiere a la probabilidad de dicho nucleétido haya
sido asignado por error (52). EI QC es calificado dentro de un rango de calidad de
0-34, donde los QC > 28 son considerados de muy buena calidad, indicando que la
base esta correctamente posicionada y con una precision de 99.9 %. Por otro lado,
conociendo el porcentaje de GC del genoma de M. tuberculosis (~60 %), se espera
que el promedio de % GC de los reads sea cercano a este. Por lo tanto, se tomaron

en cuenta los reads con un QC > 28 y % GC < 60. Se realizaron las comparaciones
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entre la posicion (base pair) vs. su calidad (QC o Quality Control); y porcentaje

total de guaninas y citosinas (%GC) vs. numero de secuencias en la muestra.

5.5.2. Alineamiento y ensamblado de los reads
El proceso de alineamiento y ensamblado de los reads de cada una de las muestras
se realiz6 usando el genoma de referencia M. tuberculosis H37Rv obtenida de la
base de datos ENSEMBL Bacteria (53) y se utilizd el programa Salmon version
1.6.0 (54) para cuantificar la abundancia de cada uno de los genes, expresada como
counts per gene, o numero de reads alineados para cada gen, generando una matriz

de conteo de reads.

5.5.3. Andlisis de la expresion diferencial de genes y enriquecimiento
de rutas metabolicas

El analisis de la expresion diferencial se realizd a partir de la matriz de conteo de
reads. Primero, las muestras fueron normalizadas usando el método TMM (55);
luego, las medias de la expresion de cada gen fueron comparadas entre todas las
muestras usando el paquete estadistico EdgeR v3.36.0 de Bioconductor v3.14 (56)
el cual permite determinar la expresion diferencial de cada gen entre las muestras,
al comparar la expresion o abundancia de cada transcrito. Ademas, se realizo el
proceso de normalizacion de los reads a sus genes asignados por medio del CPM
(Counts per million), permitiendo hacer la correccién diferencial de la profundidad
de la secuenciacion entre las muestras es decir una comparaciéon de recuento de

genes entre réplicas del mismo grupo de muestras.
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El modelo fue corregido por medio del batch effects, permitiendo evitar los sesgos
introducidos por los 3 procesos de secuenciacion realizadas.

Los resultados obtenidos fueron expresados como tasa de cambio o fold change
(FC) y se filtraron en base al p-value (menor a 0.05) asociado a cada comparacion
entre condiciones con una significancia de 95%.

Para determinar las rutas metabdlicas o procesos biolégicos afectados por la
presencia de PZA de los genes seleccionados, se usé el anélisis de enriquecimiento
genético (GEA) siendo esta una técnica que proporciona anotaciones funcionales
de un conjunto de genes, implementando a la par el paquete GOSeq v1.46,
herramienta de analisis ontolégica genética (GO) que permite la categorizacion de

genes para datos RNA-seq (57).

5.5.4. Seleccién de genes candidatos
La seleccion de genes fue realizada teniendo en cuenta los resultados del logaritmo
del fold change (logFC): Se seleccionaron los genes con mayor o iguales a 2 logFC
(up-regulated), sobreexpresién y menores o iguales de -2 logFC (down-regulated),
subexpresion. Los logaritmos de fold change p-value menores de 0.05 fueron
seleccionados. La identificacion de los genes seleccionados se realizo en la base de

datos abierta de la pagina del NCBI.

5.5.5. Gréfica Volcano
La grafica Volcano es un diagrama de dispersion que permite identificar
rapidamente cambios significativos de una gran numero de datos replicados,

integrando los valores del fold change y significancia estadistica por medio de dos
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ejes: eje Y, representado por el -log en base 10 del p-value y eje X, representado
por el log en base 2 del fold change de las 2 condiciones evaluadas, permitiendo
identificar valores de expresion diferencial (58), en el caso del presente estudio de
aquellos genes que tuvieron una expresion alterada significativa frente a los
tratamientos de estrés aplicados (pH y PZA) a M. tuberculosis.

Dentro de la seleccién de datos en el grafico, para una mejor visualizacion de los
genes de expresion diferencial (ED) significativos, se seleccionaron dos puntos de
corte en el eje X (Logz FC); -2 para genes subexpresados y +2 para genes sobre

expresados.
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6. RESULTADOS

6.1. Evaluacion y seleccion de las condiciones de cultivo: pH vy
concentracion de PZA

Crecimiento de M. tuberculosis a diferentes condiciones. En la Figura 2 se
muestra el crecimiento en todas las concentraciones de PZA 'y pHs. El crecimiento
fue bajo a pH 6, el OD en el medio control (sin PZA) fue de 0.48 y los OD maximo
en los medios con PZA fue de 0.18 en la concentracion mas baja de PZA (5 pg/ml).
En pH 6.2 el crecimiento en el medio control alcanzé un OD de 0.92 y a la
concentracion de 50 pg/ml se observé un OD de 0.19; es decir, menos del 50% del
crecimiento del medio sin PZA. En pH 6.5, el porcentaje de crecimiento en 50
pg/ml sobrepasa el 50% del crecimiento del medio sin PZA. En pH 7.0, el medio
control pasé el OD de 1y a la concentracion de 50 pg/ml no paso el 50% del

crecimiento sin PZA.
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Figura 2. Crecimiento de M. tuberculosis H37Rv (ODsgo) durante 4 semanas en
diferentes pH y concentraciones de PZA. A) pH 6.0, B) pH 6.2, C) pH 6.5y D) pH
7.0.

Figura 3. Cultivo negativo de contaminacion en medio 7H10 de los cultivos de M.

tuberculosis H37Rv. Cultivos a pHs 1) 6.0, 2) 6.2, 3) 6.5, 4) 7,0 con sus diferentes

concentraciones de A)400; B)100; C)50; D) 5 pg/ml de PZA. La placa 5 comprende
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los cultivos a una concentracién de 0 pg/ml en pHs: 5.a) pH 6.0; 5.b) pH 6.2; 5.¢)6.5
y 5.d) 7.0. (—) crecimiento leve de la cepa M. tuberculosis H37Rv.

No se observo contaminacién de los caldos 7H9-OADC luego de la siembra en el
medio de cultivo 7H10-OADC para M. tuberculosis (Figura 3). Ademas, se observé
un ligero crecimiento anticipado en los cultivos con pH 7.0(neutro) con

concentraciones bajas de PZA (Figura 3.4y 3.5)

6.2. Cultivo y extraccion de ARN de M.tuberculosis H37Rv a pH y
concentraciones de PZA determinados

Las condiciones seleccionadas para realizar los experimentos fueron: pH 6.3y 7.0
con 0y 50 pg/ml (4 condiciones). Se escogid el medio con pH 6.3 con el objetivo
de aumentar ligeramente la proporcion del crecimiento entre el medio sin PZA'y en
el medio con PZA sin sobrepasar el 50% del crecimiento en el medio sin PZA. El
medio a pH 7.0 fue seleccionado como control en el que se verifica el efecto de
PZA, pero en altas concentraciones bacterianas. Usando estas condiciones, M.

tuberculosis fue cultivado durante 3 semanas.

6.2.1. Extraccion de ARN
Los resultados del andlisis del ARN extraido de los cultivos en las 4 condiciones
realizadas en triplicado (12 muestras) son mostrados en la Tabla 2. En resumen, en
cada muestra se obtuvo mas de 2 pg de ARN con alto grado de pureza (1Q mayor a
7) e integridad evidenciada con la ausencia de degradacion y ADN y presencia de
las bandas que corresponden al ARN ribosomal: 23S, 16S y 5S en la Figura 4. Los
parametros de las muestras de ARN fueron dptimos para realizar el agotamiento y

preparacion de librerias.
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\° —_— ARN total Ratio Ratio ARN total 10

Repeticién | pH ng/pl ng/ul )

muestra pg/mi 260/280 260/230 ) (Qubit 4)
(Nanodrop) (Qubit 4)

1 1 7 0 898 1.97 2.06 1120 8.5
2 1 7 50 640 1.94 2.08 610 9.1
3 1 6.3 0 747 1.94 1.87 680 1.7
4 1 6.3 50 218 1.74 1.85 207 7.1
5 2 7 0 864 1.91 2.16 810 8.2
6 2 7 50 2109 1.99 1.89 2130 7.4
7 2 6.3 0 578 1.92 1.93 540 7.3
8 2 6.3 50 280 18 181 196 6.9
9 3 7 0 415 1.93 1.8 360 7.9
10 3 7 50 356 1.88 1.93 332 6.9
11 3 6.3 0 1204 1.97 191 1200 7.9
12 3 6.3 50 1001 1.93 1.80 886 8.5

Tabla 2. Caracterizacion de la extraccion de ARN de las muestras de M.

tuberculosis H37Rv. Realizadas por Nanodrop 2000 y Qubit 4.
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Figura 4. Observacion de ARN total de M. tuberculosis H37R. A) Primera

repeticion, B) segunda repeticion y C) tercera repeticion. Las condiciones de
cultivo: 1) pH 6.3 sin PZA,; 2) pH 6.3 con 50 pg/ml de PZA; 3) pH 7.0 sin PZA 'y
4) pH con 50 pg/ml de PZA. Presencia de las subunidades ribosomales 23S, 16S y

5S, y ausencia de ADN.

6.3. Analisis de las librerias de cDNA
Los resultados de la electroforesis en gel de agarosa (Figura 5) confirman la 6ptima
elaboracion de librerias, presentando éstas un tamafio mayor a 260 pb y

concentraciones de mas de 10 ng/ul (Tabla 3).

29



Figura 5. Electroforesis de las librerias de cDNA con bandas de tamafios mayores

a 260 pb.

Muestra pH Pza(ug/ml) cDNA total ng/ul
1 7 0 30.0
2 7 50 30.8
3 6.3 0 30.8
4 6.3 50 33.0
5 7 0 45.0
6 7 50 46.8
7 6.3 0 43.0
8 6.3 50 45.6
9 7 0 35.2

10 7 50 28.6
11 6.3 0 30.4
12 6.3 50 41.2

Tabla 3. Cuantificacion de las librerias de M. tuberculosis H37Rv usando Qubit 4.




6.4. Analisis bioinformatico
6.4.1. Control de calidad
La calidad obtenida fue mayor a QC > 28 (Figura 8, sector verde) lo cual significa
que 1 base de 1000 bases generadas fue incorrecta obteniendo un porcentaje de
precision del 99.9% para cada muestra. Por cada muestra secuenciada mediante
“Paired-end” se obtuvieron 2 archivos FastQC, tanto de su extremo 5y 3" (Figura

6).

La linea azul demarca la calidad de la media, y ésta se mantiene en el sector verde
donde estan los QC > 28, indicando que la secuencia es de dptima calidad. Cabe
destacar que para las ultimas bases hay un pequefio declive (Figura 8A) indicando
un comportamiento normal en el trascurso del secuenciamiento (a mayor longitud
de pares de bases pueden a aparecer pequefios errores de lectura) procediendo a
eliminar y corregir para su posterior trabajo en el alineamiento y analisis de

expresion diferencial genética.
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Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)

123456788 1213 18-19 24-25 30-31 36-37 42-43 4848 5455 6061 6687 72-73 76
Position in read (bp)

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.8 encoding)

123458687889 1212 1819 24-25 320-31 36-37 42-432 4848 34-35 60-61 66-67 72-73 76
Position in read (bp)

Figura 6. Grafica de quality control (QC) vs position in read (Bp) de la muestra

1(pH 7- PZA Oug/ml). A: lecturas 57, B: lecturas 3.
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6.5. Expresion genética diferencial
Se secuenciaron 3979 genes, los cuales se utilizaron para realizar 2 comparaciones:
pH 7 con 0 pg/ml PZA contra pH 7.0 con 50 pg/ml de PZA (pH7, 0 vs 50 pg/ml de
PZA) y pH 6.3 con 0 pg/ml de PZA contra pH 6.3 con 50 pg/ml (pH 6.3, 0 vs 50
pg/ml de PZA). También para poder descartar algin gen de expresion diferencial
que esté relacionado al efecto del pH y no por PZA, se realiz6 la comparacion de la

expresion genética entre pH 7.0 y pH 6.3 en ausencia y presencia de 50 pg/ml PZA.

6.5.1. Comparacion de las condiciones de pH 6.3 a 0 vs 50 pg/ml de

PZA
Once genes se expresaron diferencialmente, 8 de éstos se subexpresaron (Down-
regulated) Rv1714, Rv2635, Rv0387c, Rv3113, Rv0601c, Rv1574, Rv2913c y
Rv2651c; y 3 se sobreexpresaron (up- regulared) Rv2626c, Rv2275 y Rv2274A

(Figura 7).
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H37Rv pH 6.3, pza 0 vs. pH 6.3, pza 50

= T 1 T I
3 2 1 0 1 2
log2FC
Figura 7. Volcano-plot Log2FC vs —Log10 (p-value) de la comparacion de
condicion de pH 6.3 con 0 vs 50 pug/ml de PZA en M. tuberculosis H37Rv. Los
puntos verdes indican subexpresion (-2) y los rojos sobreexpresion (+2).

Genes Descripcion Expresion | Log2FC FC P-value
Rv1714 | Oxidoreductase DR -2.152 0.225 0.036
Rv2635 | Hypothetical protein DR -2.941 0.130 0.026
Rv0387c | Pseudogen DR -2.193 0.219 0.025
Rv3113 | Phosphatase DR -2.178 0.221 0.012
Rv0601c | Two component sensor kinase HK2 DR -2.044 0.242 0.012
Rv1574 | Phage protein DR -2.297 0.204 0.007
Rv2913c | D-amino acid aminohydrolase DR -2.381 0.192 0.004
Rv2651c | Prophage protease DR -2.086 0.235 0.003
Rv2626¢c | Hypoxic response protein UR 2.448 5.455 0.000
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Rv2275 | Cyclo(L-tyrosyl-L-tyrosyl) synthase UR 2.074 4211

0.000

Rv2274A | Antitoxin MazE8 UR 2.086 4.245

0.009

Tabla 4. Genes de expresion diferencial candidatos con p-value, logFC
significativos y descripcion biologica de la cepa de M. tuberculosis H37Rv en la
comparacion de sin PZA (0 pg/ml) contra la presencia de PZA (50 pg/ml) a un pH

6.3. FC: Fold chang; DR: Down-regulated; UR: Up-regulated.

El gen Rv2626¢ fue el de mayor expresion diferencial en el grupo de genes de
sobreexpresion (up-regulated), con un logFC de 2.4 y un p-value de <0.01, siendo
identificado como una “Proteina de respuesta hipdxica”, mientras el gen Rv2635
tubo la mayor subexpresion (Down-regulated) con un logFC de -2.9 y un p-value

de 0.026, identificada como una “Proteina hipotética” (Tabla 4).

6.5.2. Comparacién entre pH 7.0 a 0 vs 50 pg/ml de PZA
Cuatro genes se sobreexpresaron (Figura 8) (Rv3599c, Rv2307D, Rv2654c y
Rv2816c), donde Rv3599c tuvo la mayor expresion en comparacion de las restantes

(Tabla 5).

35




H37Rv pH 7, pza 0 vs. pH 7, pza 50

2 1 L]
g 3 N ° Rv265.
g o R¥Z307D
g @ -
S I T
-4 2 2 4
log2FC
Figura 8. Volcano-plot LogFc vs —Log10(p-value) de la comparacion de condicion
de pH 7.0 con 0 vs 50 pg/ml de PZA en M. tuberculosis H37Rv. Los puntos rojos
indican sobreexpresion (+2).

Genes Descripcion Expresion | LogFC FC P-Value
Rv3599c | Hypothetical short protein UR 3.985 15.835 0.047
Rv2307D | Hypothetical protein UR 2.105 4.302 0.018
Rv2654c | Antitoxin UR 2.871 7.320 0.004
Rv2816¢ | CRISPR-associated endoribonuclease Cas2 UR 2.074 4.212 0.002

Tabla 5. Genes con expresion diferencial con p-value, logFC significativos y

descripcion bioldgica de la cepa de M. tuberculosis H37Rv en la comparacion de

sin PZA contra la presencia de PZA (50 pg/ml) a un pH 7. FC: Fold change, CPM:

counts per million. UR: Up-regulated.
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6.5.3. Comparacion entre pH 7.0 y pH 6.3 ambos sin PZA

Ocho genes se expresaron diferencialmente; 2 de los cuales se subexpresaron

(Rv1714 v 2401A) y 2 se sobrexpresaron (Rv2160c y Rv2654c) (Figura 9).

A H37Rv pza 0, pH 7 vs. pH 6.3
g u‘_j N Ry2160c
s |
-4 2 2
log2FC
Genes Descripcion Expresion | LogFC FC P-Value
Rv1714 Uncharacterized oxidoreductase DR -2.094 0.234 0.025
Rv2160c Conserved hypothetical protein UR 2.544 5.833 0.020
Rv2401A | Conserved membrane protein DR -3.296 0.101 0.011
Rv2654c Antitoxin UR 2.802 6.976 0.007

Figura 11. A) Volcano-plot LogFc vs —Log10(p-value) de la comparacion de la

condicion de 0 pg/ml de PZA a pH 7.0 vs pH 6.3. en M. tuberculosis H37Rv. Los

puntos verdes indican subexpresion y los rojos sobreexpresion. B) Cuadro de Genes

de Expresion diferencial con p-value, logFC significativos de la cepa de M.
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tuberculosis H37Rv relacionados al pH. FC: Fold change, CPM: counts per million,

DR: Down-regulated; UR: Up-regulated.

6.5.4. Comparacion entre pH 7.0 y pH 6.3 ambos con 50 pg/ml de PZA

Catorce genes se expresaron diferencialmente, 5 de ellos se sobreexpresaron
(Rv2160c, Rv2626¢c, Rv2031c, Rv0722, Rv0724A) y 9 subexpresados (Rv3183,
Rv1134, Rv3110, Rv3536¢, Rv3269, Rv0387c, Rv3182, Rv1714, Rv1574) (Figura

10).
A H37Rv pza 50, pH 7 vs. pH 6.3
o | Rwﬁsvams . . : " .
o~ .o " - ® - o Ru0722
111111 L] . . : * ® o RvOT24A
g wors L 3 3y
§ Ru3269 .. L;.’.:.: . L]
E ] w1134 '::.~.:
‘C_? | : . .: .
S I I I I I
3 2 1 0 1 2 3
log2FC
B
Genes Descripcion Expresion| LogFC | FC P-Value
Rv2160c |Conserved hypothetical protein UR 3.447 | 10.908 0.002
Rv2626¢ | Hypoxic response protein 1 UR 2.265 | 4.806 0.001
Rv2031c |Alpha-crystallin UR 2.092 | 4.265 0.008
Rv0722 |50S ribosomal protein L30 UR 2.077 | 4.220 0.004
Rv0724A | Uncharacterized protein UR 2.058 | 4.163 0.006
Rv3183 | Possible transcriptional regulatory protein DR -2.006 | 0.249 0.002
Rv1134 |Hypothetical protein DR -2.028 | 0.245 0.049
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Rv3110 |Pterin-4-alpha-carbinolamine dehydratase moaB1 DR -2.232 | 0.213 0.003
Rv3536¢ |Probable hydratase DR -2.242 | 0.211 0.003
Rv3269 |Conserved protein DR -2.254 | 0.210 0.019
Rv0387c |PPE-SVP domain-containing protein DR -2.440 | 0.184 0.012
Rv3182 | Conserved hypothetical protein DR -2.459 | 0.182 0.014
Rv1714 |Uncharacterized oxidoreductase DR -2.915 | 0.133 0.006
Rv1574 |Probable PhiRv1 phage related protein DR -3.095 | 0.117 0.001

Figura 10. A) Volcano-plot LogFc vs —Log10(p-value) de la comparacion de la
condicion de 50 pg/ml de PZA a pH 7.0 vs pH 6.3. en M. tuberculosis H37Rv. Los
puntos verdes indican subexpresion y los rojos sobreexpresion. B) Cuadro de Genes
de Expresion diferencial con p-value, logFC significativos de la cepa de M.

tuberculosis H37Rv relacionados al pH. FC: fold change, CPM: counts per million,

DR: Down-regulated; UR: Up-regulated.

6.6. Seleccion de los genes diferencialmente expresados por la presencia de

PZA'y no por el cambio de pH

En la tabla 7 se observa que los genes diferencialmente expresados por efecto de
PZA a pH de 6.3 (11 genes) y 7.0 (4 genes) son distintos. 1 gen expresado
diferencialmente de cada una de estas comparaciones fue retirado debido a que éstos
se expresaron como resultado del cambio exclusivo del pH (pH 6.3 vs pH 7 sin PZA
y pH 6.3 vs pH 7 con PZA): Rv1714 y Rv2654c. Finalmente se seleccionaron 10

genes para el grupo de la comparacién a pH 6.3 y 3 genes para el grupo de la

comparacion a pH 7.0.
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A. Comparacion
pH 6.3, 0 vs 50 pg/ml PZA

B. Comparacion
pH 7.0, 0 vs 50 pg/ml PZA

C. Expresion de

genes por pH

Rv1574

Rv0387c

Rv0601c

Rv2274A

Rv2275

Rv2626¢

Rv2635

Rv2651c

Rv2913c

Rv3113

Rv2307D

Rv3599c

Rv2816¢c

Rv2654c

Rv2654c

Rv1714

Rv1714

Rv2160c

Rv2401A

Tabla 7. Genes con expresion diferencial en las comparaciones entre 0 vs 50 pg/ml

PZA a pH 6.3 (A) y pH 7.0 (B). La region sombreada representa los genes ED

debido al pH (C), la posicién de genes una misma fila representa la coincidencia

entre comparaciones.

6.7. Rutas metabdlicas afectadas por PZA

El analisis de las rutas metabdlicas asociadas a los 10 genes seleccionados en la

comparacion a pH 6.3 entre 0 PZA vs 50 PZA mostré 7 funciones moleculares

afectadas (Figura 11A) y a pH 7.0 entre 0 PZA vs 50 PZA mostrd 12 funciones

moleculares afectadas (Figura 11B) (Tabla 8). Dentro de los cuales un gen, forma

independiente, afecta significativamente de una de las funciones.

40




wide pore channel activity

porin activity

DNA ligase (NAD+) activity

ligase activity, forming phosphoric ester bonds

DNA ligase activity

passive transmembrane fransporter activity

channel activity

0.1

0.2
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Gene ratio
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# DE Genes
®

PValue
0.015

0.012
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0.006



oxidoreductase activity, acting on the CH-NH group of donors, flavin as acceptor .

oxidoreductase activity, acting on NAD(P)H, oxygen as acceptor .
dimethylglycine dehydrogenase activity .
oxidoreductase activity, acting on the CH-NH group of donors .

transposase activity

PValue
[ ] 0.04

calcium ion binding 0.03

0.02
I 0.01

# DE Genes
[ I

peroxidase activity

oxidoreductase activity, acting on peroxide as acceptor

oxidoreductase activity, acting on NAD(P)H

ligase activity, forming carbon-oxygen bonds .

antioxidant activity

aminoacyl-tRNA ligase activity .

0.05 0.10 0.15 0.20 0.25
Gene ratio

Figura 11. Funciones moleculares afectadas de los genes de expresion diferencial
(ED) Analisis de enriquecimiento genético (GEA) por efecto de PZA a pH 6.3 (A)

y pH 7.0 (B).
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Condiciones

evaluadas

NUmero de

genes ED

Rutas metabdlicas afectadas

pH 6.3
0 vs 50 pg/ml PZA

UR: 3, DR: 7

Actividad porina.

Actividad del canal de poro ancho.

Actividad de ADN ligasa (NAD+).

Actividad ligasa, formando enlaces éster fosforico.
Actividad de ADN ligasa.

Actividad del canal.

Actividad transportadora transmembrana pasiva.

pH 7.0
0 vs 50 pg/ml PZA

UR: 4

Actividad oxidorreductasa, que actta sobre el grupo de
donantes CH-NH, flavina como aceptor.

Actividad dimetilglicina deshidrogenasa.

Actividad oxidorreductasa, que actta sobre NAD (P) H,
oxigeno como aceptor.

Actividad oxidorreductasa, que actta sobre el grupo de
donantes CH-NH.

Actividad transposasa.

Union de iones de calcio.

Actividad peroxidasa.

Actividad oxidorreductasa, que actta sobre el peroxido
como aceptor.

Actividad oxidorreductasa, que actta sobre NAD (P) H
Actividad antioxidante.

Actividad de aminoacil-tRNA ligasa.

Actividad ligasa, formando enlaces carbono-oxigeno.

Tabla 8. Principales rutas metabdlicas afectadas por la presencia de PZA a pH 6.3

y pH 7.0. DR: Subexpresados; UR: Sobreexpresados; ED: Expresion diferencial.
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7. DISCUSION

En el presente estudio se identificaron los potenciales genes y/o rutas metabdlicas
involucrados en el mecanismo de accién de PZA mediante la comparacién de los
transcriptomas de M. tuberculosis obtenidos a traveés de RNA-seq bajo el efecto de
PZA a pH &cido (pH 6.3) y neutro (pH 7). Dentro de ellos se identificd 10 genes en
pH 6.3y 3 genes en pH 7.0.

Uno de ellos, el gen Rv0387c, fue identificado como un speudogen el cual tuvo una
subexpresién 2 veces menor (LogFC = -2.193) a pH 6.3 por efecto de PZA. Este
gen pertenece a la familia de proteinas PE/PPE caracterizadas por presentar cerca
del extremo N-terminal regiones conservadas con secuencias de Pro-Glu (PE) y
Pro-Pro-Glu (PPE) respetivamente, conformada por 107 proteinas PE y 69 PPE.
Ademas, estan clasificadas en diferentes familias y subfamilias debido a la
presencia de sus diferentes dominios conservados (59). Dentro de estas familias se
encuentra la familia multigénica conocida como PE/PPE, llamada asi por su
organizacion de formato bicistronico con un gen PE seguido de un gen PPE (60).
Por su conformacion, estas varian mucho en tamafio, encontrandose desde péptidos
pequefios con 28 aminoacidos (aa) a grandes proteinas de 588 aa, Rv0387c esta
conformada por 244 aa perteneciente a las proteinas PEE, también conocida como
PPEO9.

En la Gltima década se ha visto el gran interés en estudiar esta familia de proteinas
PE/PPE, ya que representa el 10% del total de genes en el genoma de M.
tuberculosis. Ademas, son exclusivas de la familia de las micobacterias y
producidas en mayor cantidad en aquellas micobacterias patogénas (10%) (61). La

mayoria de estas proteinas se localizan en la superficie de la membrana externa
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celular o se secretan. También desempefian accion en la modulacion de la
patogenicidad y virulencia, regulacion en el sistema inmune innato del huésped,
inhibicion de la formacion de los fagolisosomas en los macréfagos y fuente
principal de variacion antigénica (62, 60).

El traslado de estas proteinas para su secrecion y/o ubicacién en la membrana
externa de las micobacterias se realiza mediante un sistema especializado de
secrecion de tipo VII o también llamada ESX, el cual comprende 5 tipos de
proteinas: ESX-1, ESX-2, ESX-3, ESX-4 y ESX-5. ESX5 se encuentra
exclusivamente en la membrana interna de las micobacterias de crecimiento lento
como M. tuberculosis (61, 63). La interaccion entre las proteinas PE/PPE vy las
proteinas de secrecion es esencial en el crecimiento y supervivencia de M.
tuberculosis (64) porque permite regular los efectos adversos o favorables en el
estado latente o activa; captando de forma eficiente nutrientes esenciales, liberando
factores de virulencia o ejerciendo resistencia a medicamentos.

También se sabe que algunas proteinas de la familia de PE/PEE acttan de forma
independiente y otras en conjunto. PPE38, en forma independiente, participa en la
secrecion mediada por el sistema ESX-5 (65). LipY, participa en la degradacion de
triacilglicéridos (TAG), siendo la lipasa principal activada en ausencia de
nutrientes. LipY es traslocada a la membrana externa de la bacteria mediante el
sistema de secrecion ESX-5; su dominio PE actlia como una sefial permitiendo su
transporte y luego de su remocién (61).

Dentro de nuestros resultados no se observo ningln tipo de variacién en la
expresion de los genes que participan o estan involucrados en la formacién de este

tipo de sistema de secrecion ESX-5, por lo que la resistencia y/o supervivencia
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estaria relacionada a Rv0387c y no de algun otro gen intermediario que participaria
en su transporte. La subrexpresién de Rv0387c bajo estrés (presencia de PZA)
podria estar relacionada con la disminucién de la liberacion de moléculas al medio
externo, la disminucion del numero de células bacterianas y la disminuciéon de las
funciones metabdlicas. Estas condiciones le permitirian entrar a M. tuberculosis al

estado de latencia y supervivir en situaciones extremas.

Otra funcion importante de las proteinas PPEs, es la relacionada a la resistencia a
farmacos. PPES51 estaria involucrada en la resistencia a un compuesto bactericida
candidato a farmaco, 3,3-bis-di (metilsulfonil) propionamida (3bMP1) debido a que
una mutacién simple en PPE51 generd resistencia a este farmaco. PPE51 es
translocada por el sistema de secrecion ESX-5 y una proteina de la familia PE19
(66) a través de una sefial de secrecion conservada YxxD/E en extremo C-terminal,
la que estaria involucrada en la interaccion con otra region conservada de PPE
llamada WxG (67). Ademas, PE19+PPE51 se ensamblarian heterodiméricamente,
formando una porina permitiendo el pase de moléculas tanto de exportacion e
importacion (66). Por lo tanto, cabe la posibilidad de que Rv0387c podria
comportarse de la misma forma respeto a la regulacién de ingreso y salida de PZA
0 de su especie activa POA en M. tuberculosis, por medio de la formacién de una
porina, donde su subexpresion evitaria la formacion de esta supuesta porina
disminuyendo considerablemente la accion de PZA. Ademas, dentro de nuestros
resultados de rutas metabdlicas afectadas, observamos alteraciones en las rutas
como actividad porina, activad de canal de poro ancho y actividad transportadora
transmembrana pasiva (Tabla 8), reforzando nuestra hipotesis de la posible funcion

de Rv0387c en M. tuberculosis bajo efectos de PZA.
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Una de las caracteristicas de la familia de las micobacterias es la presencia de una
capa en la membrana externa lipidica gruesa conformada por acido micolicos;
glicolipidos como lipooligosacéridos (LOS), micolatos de trehalosa vy
dimicocerosatos de tiocerol (PDIMs), generando una barrera altamente
impermeable e hidr6foba (63), donde PDIM estaria constituyendo el 46% de la
barrera lipidica en M. tuberculosis. En el mismo estudio de PP51 pudieron observar
que PDIM estaria también participando en la resistencia a este farmaco 3bMP1, ya
que una mutacion en un solo nucleétido del gen fadD26, que codifica una coenzima-
A implicada en la biosintesis de PDIM, en una cepa con el gen ppe51 en knockout,
se observd una menor resistencia en comparacion la cepa con el gen PPE51 mutante
y PDMI con sintesis normalizada. Esta alteracion en PDIM estaria permitiendo el

pase a moléculas hidrofobicas e hidrofilicas (63; 64 ;66).

Considerando estos estudios podriamos reforzar que la accion de la resistencia a
PZA no estaria solo involucrada a una mutacion especifica a un solo gen, sino que
las alteraciones fisiologicas en M. tuberculosis también estarian jugando un papel
importante en la total resistencia. Ademas, otra proteina de la familia PE, PE11,
regulada positivamente bajo estrés: pH &cido, inanicion y latencia dentro del
macrofago altera la composicion lipidica de la membrana externa de M.
tuberculosis. La hidrofobicidad de M. smegmatis con la proteina recombinante
PE11 aument6 debido al incremento en la resistencia a multiples antibioticos:
Rifampicina, isoniazida, etambutol, vancomicina y ampicilina (68). También
proteinas de la familia PE, PE_PGRS, fueron reguladas positivamente frente a

kanamicina (69).
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En un estudio de las alteraciones de expresion y regulacién de las proteinas PE/PPE,
se observo que 128 de los 169 genes PE/PEE variaron considerablemente frente a
diferentes condiciones: En el macrofago, en presencia de DETA/NO, H.0a,
hipoxia, diamida, etambutol, lisosoma, a 45°C y entre otros. Dentro de los 41 genes
que no se observé algun tipo de variacion, se encontrdé a Rv0387¢ (62). Esto nos
estaria dando posibles indicios, conforme a nuestros resultados obtenidos, que la
disminucion de expresion de Rv0387c podria deberse a la presencia exclusiva de
PZA, reforzando su importancia en la resistencia y supervivencia de M. tuberculosis
frente a este prodroga antituberculosa

Teniendo en cuanta que la familia de proteinas PE/PPE juegan un rol importante en
a la supervivencia de M. tuberculosis en multiples condiciones, siendo regulada de
diferentes formas, cabe atribuirle un factor més, el cual contribuiria en su virulencia.
Dentro de miles de genomas analizados de M. tuberculosis de aislados de pacientes
clinicos, se obtuvo polimorfismos homoplasticos de nucledtido Unico (SNP)
presentes en todas las categorias funcionales de genes y en mayor proporcién dentro
de la familia PE/PEE, donde estas mutaciones se asociaron fuertemente con la
resistencia a antibioticos y estos SNP estarian atribuyéndole la alta diversidad
funcional de M. tuberculosis que tiene con su respectivo huésped evidenciando un
mecanismo de coevolucion (70). Por lo tanto, se necesitaria realizar otros estudios
que permitiria caracterizar cual seria su funcion especifica de Rv0387c y su posible
implicancia en la resistencia de PZA y posiblemente extrapolar para los diferentes
linajes de complejo M. tuberculosis (MTBC), como L5y L6 de M. africanum las

gue causan la tuberculosis humana en africa occidental (71).
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Otro gen de ED obtenido en esta comparacion a pH 6.3 fue Rv2275, que es un
ciclodipéptido sintasa, que actia como sustrato del citocromo P450 tipo
121A1(CYP121A1) para la formacion del dicetopiperazina ciclo(L-tyr-L-tyr)
permitiendo la formacion de las micociclosina, que es un metabolito secundario de
M. tuberculosis (76). Se reporta que CYP121A1 cumple la funcién esencial en el
crecimiento de M. tuberculosis y posiblemente participaria en las funciones como
catabolizar el colesterol como fuente de carbono durante la infeccion cronica, el
establecimiento de la infeccion, la susceptibilidad a los farmacos y la persistencia
(77). Ademés, se ha podido demostrar que mdltiples azoles con actividad
antimicrobiana y antituberculosa se unirian con gran afinidad a CYP121A1 (78).
Por lo tanto, la sobreexpresion del gen Rv2275 hallado dentro de nuestros
resultados, podria estar indicando una posible competencia de unién a CYP121A1
contra el PZA presente. En donde una mayor cantidad de ciclodipéptido sintasa
posiblemente interaccionaria primero con CYP121Al1, a comparacion de las
concentraciones circundantes de PZA, mitigando sus efectos antituberculosos y
manteniendo la viabilidad de la cepa micobacteriana.

Otro gen sobrexpresado fue Rv2274A, (ligeramente superior a Rv2275) quien
codifica la antitoxina MazES8, antagonista de la toxina MazF8, pertenece a la familia
MazEF de Toxina-antitoxina (TA) tipo Il en M. tuberculosis. La relevancia de esta
familia de proteinas recae en su participacion en la activacion de diferentes
fenotipos de patogenicidad, tolerancia y persistencia, y por lo tanto supervivencia
de M. tuberculosis ante diferentes factores de estrés en su etapa de desarrollo (79).
No obstante, no hay informacion especifica de la posible funcién de MazE8 y su

target MazF8 ante un estrés especifico en M. tuberculosis, pero si de sus familiares.
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Tiwari P. et al. reporta que MazF3, MazF6 y MazF9, inducirian el estado
bacteriostatico de sus cepas micobacterianas bajo efecto estrés de diferentes
medicamentos, donde estas ribonucleasas se sobreexpresaron permitiendo una
signante tolerancia a las drogas usadas (80). Mismos resultados obtuvo Wei L. et
al evaluando las mismas toxinas, bajo drogas antituberculosos mediante gRT-PCR
(81). Pero respecto a MazF8, en sus resultados no se obtuvo inhibicion del
crecimiento de sus cepas, ademas que sus similares de MazE8 se subexpresaron,
que resulta contrario a lo obtenido en nuestro estudio; esto puede deberse a que los
factores de estrés son completamente diferentes a lo reportado en nuestro trabajo,
deduciendo que esta sobreexpresion de Rv2274A, que conlleva a la degradacion de
MazF8, estaria actuando como una nueva via de resistencia a PZA, permitiendo la
supervivencia de M. tuberculosis ,pero que es necesario estudios complementario
en la identificacion funcional de este complejo TA para la deduccion precisa de un
posible resistencia.

A pesar de la obtencién de otros genes de ED hallados en esta condicién acida
(pH6.3), la falta de informacion previa para cada uno de ellos es carente, pero a raiz
de los datos obtenidos en nuestro trabajo permitiria a futuras investigaciones
estudiar estos genes en relacion al efecto de resistencia a PZA en M. tuberculosis y
posiblemente su importancia como posibles targets para la elaboracion de futuros
medicamentos.

Dentro de la comparacion sin PZA (0 pug/ml) vs con PZA (50 pg/ml) a un pH 7.0,
se obtuvo 3 genes de ED. Sabemos que el efecto de PZA, en cualquier
concentracion, a condiciones alcalinas se ve inhibida y que en condiciones menos

acidas el efecto bactericida de PZA disminuye. Pero a pesar del uso en este trabajo
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de un pH neutro, donde se observo que el crecimiento de M. tuberculosis fue
afectado en presencia de PZA, evitando un crecimiento no mayor al 50% en
comparaciéon a su condicion de cultivo sin PZA (Figura 4. D), se observo una
diferenciacion genética, no tan numerosa comparado a la condicion de cultivo a pH
acido. De los 3 genes, Rv3599c y Rv2307D son proteinas Hipotéticas y Rv2816¢
es endorribonucleasa Cas2 asociada a CRISPR, donde los 3 se sobreexpresaron.
Rv3599c¢ no presenta mayor informacion ademas de ser solo una proteina hipotética
a diferencia del gen, Rv2307B. Esta proteina, también hipotética, esta relacionada
a una posible isla genémica en M. tuberculosis (73). Estas islas genémicas son
fragmentos de ADN exdgeno, captadas por transferencia horizontal de genes de
otros organismos que pueden providenciar ciertos beneficios asociados a sintesis de
metabolitos secundarios, resistencia a antibidticos y mayor patogenicidad (74). Esto
indicaria que habria una posible relacién de residencia a PZA por parte del gen
Rv2307B, pero es necesario la identificar certera del gen y realizar otras pruebas
para la determinacion de su funcionabilidad y posible participacion.

Por otro lado, Rv2816¢c, gen que codifica la proteina Cas2, cumple la funcion de
inmunidad contra fagos y plasmidos. Pero ademas Qingin H. et al. descubrieron
que la sobreexpresion de Cas2 bajo diferentes factores de estrés como condiciones
acidas, SDS y estrés oxidativo, cambio la morfologia y capacidad de supervivencia
de una cepa de M. esmegmatis recombinada con Cas2 (75). Esta informacion
constataria con la sobreexpresion de Rv2816c¢ obtenida en nuestros resultados bajo
el estrés de PZA, indicando una posible relacion de resistencia bajo modificaciones
estructurales de M. tuberculosis, disminuyendo un posible ingreso del medicamento

u otros factores que tendrian que ser evaluados en futuros estudios.
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En este estudio, el pH fue un factor de estrés usado; sin embargo, PZA es activa
ante varios factores de estrés. Para conocer el efecto de PZA en M. tuberculosis
bajo otros factores estrés principalmente los que se encuentran en el cuerpo humano
es importante realizar mas estudios, permitiendo ampliar la posibilidad de encontrar
otros genes que podrian estar participando en a la alta resistencia a PZA o constatar
los datos obtenidos hasta ahora por medio de nuestros resultados.

Ademas, se consiguid ARN de M. tuberculosis de alta calidad minimizando los
posibles errores que se puedan obtener al manipular este material genético tan
delicado, de igual forma se consigui6 estandarizar el uso del secuenciador Next seq
550 para analisis transcriptomico en M. tuberculosis, siendo unos de los primeros a
en todo el Perd, permitiendo abrir paso a futuras investigaciones siguiendo la base
de nuestro estudio en el descubrimiento de genes implicados a la resistencia de
medicamentos no solo de M. tuberculosis sino de otros microrganismos de

importancia de la salud publica.

52



CONCLUSIONES

e Las condiciones de crecimiento de M. tuberculosis seleccionadas de PZA a
pH 6.3 y 7.0 con 50 ug/ml logr6 obtener aproximadamente el 50% del
crecimiento comparado al medio sin PZA con ODs menores de 1 (pH 6.3)
y mayores de 1 (pH 7.0).

e |a metodologia desarrollada de extraccion ARN permitio obtener ARN de
buena calidad (integridad y pureza) para la secuenciacion y analisis
transcriptomico bajo las condiciones de crecimiento en estrés seleccionadas.

e Trece genes con expresion diferencial relacionadas con las siguientes rutas
metabolicas: Actividad porina, transporte transmembrana pasivo y de
oxidorreductasa, donde Rv2275, Rv2274A, Rv2307B, Rv2816¢ y Rv0387c
son los genes con mayor informacion cientifica al presente, que podrian
tener relacion con la alta resistencia a PZA.

e Se identificd el gen Rv0387c, perteneciente a la familia de proteinas
Ilamadas PE/PPE, el cual posiblemente tenga una implicancia significativa
en laevasion del efecto de la PZA actuando como una proteina trasportadora
u tipo de porina.

e Rv2275, Rv2274A, Rv2307B, Rv2816¢c posiblemente actuarian como
potenciales genes relacionados a la resistencia de PZA bajo las funciones de
competidor de PZA, regulador de toxina, isla genomica y modificador

fenotipico, respectivamente, en M. tuberculosis.
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8.1. Recomendaciones

e Se recomienda un analisis especifico de los genes Rv0387, Rv2275,
Rv2274A, Rv2307B, Rv2816c, por medio de su bloqueo o
silenciamiento usando las técnicas de knockout o Crispr Cas9, que
permita determinar su implicancia en la resisti a PZA.

e Se recomienda el uso de PCR cuantitativa (QPCR) para explicar de
forma cuantitativa la expresion diferencial de cada uno de os genes
hallados.

e Observar cuales serian sus alteraciones de expresion del gen Rv0387
con PZA y bajo otras condiciones de estrés que permita similar mas su

ambiente in vivo.

9. ASPECTOS ETICOS

El presente estudio fue llevado a cabo como parte del proyecto “Efecto de la
pirazinamida en el transcriptoma de Mycobacterium tuberculosis: Busqueda de
nuevo blanco terapéuticos” financiado por PROCIENCIA - CONCYTEC en el
marco de la convocatoria Proyecto Investigacion Bésica, 2018-01 (Contrato: 113-
2018). El presente proyecto esta registrado con el Cdodigo SIDISI 104497 con

constancia de aprobacion del Comité de Etica CAREG-ORVEI-125-19.
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11. Anexo:

11.1 Comandos Bioinformaticos:

import subprocess
#Create table with list of genes from transcriptome. The gene count will list
genes in the same order,
#including genes with count =0
#First value (row) is header. Will contain name of sample
genes =[]
gen_c = ["Genes"]
infile = open("h37rv_cds.fa","r")
for line in infile:
if line[0] ==">":
genes.append(line.split(" ")[0].replace(">",""))
gen_c.append(line.split(" ")[3].replace("gene:",""))
infile.close()

final_count = []

#Index transcriptome
subprocess.call("salmon index -t h37rv_cds.fa -i h37rv_index -p 8",
shell=True)

#List of R1 fastq

R1=1]

infile = open("R1j.txt","r")

for line in infile:
R1.append(line.rstrip())

infile.close()

#List of R2 fastq
R2 =]
infile = open("R2j.txt","r")



for line in infile:
R2.append(line.rstrip())

infile.close()

#For each couple of reads (R1 and R2) execute salom

for i in range(len(R1)):
read = R1[i].split("/")[-1].split("_")[0] #Name of output folder
subprocess.call("salmon quant -i h37rv_index/ -1 lU -1 " + R1[i] +"

-2" + R2[i] + " -p 8 --validateMappings -0 quants/" + read, shell=Trug)

gen_id =[]

counts =]

#Open quantification file

infile = open("quants/" + read + "/quant.sf","r")

infile.readline() #skip first line (header)

for line in infile:
line = line.split('\t)
gen_id.append(line[0])
counts.append(str(line[-1].rstrip()))

infile.close()

gen_c[0] = gen_c[0] + '\t' + read

c=1
for gen in genes:
try:
position = gen_id.index(gen)
gen_c[c] = gen_c[c] + \t' + counts[position]
except:

gen_c[c] =gen_c[c] +"\t' +"0"

c+=1



outfile = open("counts_F.tsv","w"
for genin gen_c:
outfile.write(gen+'\n")

outfile.close()

# Load data and set conditions
samplesinfo <- c("A-1;pH-7_PZA-0", "A-2;pH-7_PZA-0", "A-3;pH-
7_PZA-0",

"B-1;,pH-7_PZA-50", "B-2;pH-7_PZA-50", "B-3;pH-7_PZA-
50",

"C-1;,pH-6_PZA-0", "C-2;pH-6_PZA-0", "C-3;pH-6_PZA-0",

"D-1;pH-6_PZA-50", "D-2;pH-6_PZA-50", "D-3;pH-6_PZA-
50",

"alpha-1;pH-7_PZA-0", "alpha-2;pH-7_PZA-0", "alpha-3;pH-
7_PZA-0",

"beta-1;pH-7_PZA-50", "beta-2;pH-7_PZA-50", "beta-3;pH-
7 _PZA-50",

"teta-1;pH-7_PZA-50", "teta-2;pH-6_PZA-0", "teta-3;pH-
6_PZA-0",

"gama-1;pH-6_PZA-50", ‘"gama-2;pH-6_PZA-50", "gama-
3;pH-6_PZA-50",

"I-1;pH-7_PZA-0", "I-2;pH-7_PZA-0", "I-3;pH-7_PZA-0",

"lI-1;,pH-7_PZA-50", "lI-2;pH-7_PZA-50", "lI-3;pH-7_PZA-

50",

"II-1;pH-7_PZA-50",  "llI-2;pH-7_PZA-50",  "IlI-3;pH-
7 PZA-50",

"IV-1:pH-6_PZA-50",  "IV-2;pH-6_PZA-50",  "IV-3:pH-
6_PZA-50")

# Try to group by treat + sample



Treat2 <- factor(c("H37Rv_pH-7_PZA-0", "H37Rv_pH-7_PZA-0",
"H37Rv_pH- 7 PZA-0","H37Rv_pH-7_PZA-50", "H37Rv_pH-7_PZA-
50", "H37Rv_pH-7_PZA-50", "H37Rv_pH-6_PZA-0", "H37Rv_pH-

6_PZA-0",  "H37Rv_pH-6_PZA-0", "H37Rv_pH-6_PZA-50",
"H37Rv_pH-6_PZA-50", "H37Rv_pH-6_PZA-50",
"CSV10399_pH-7_PZA-0","CSV10399 pH-7_PZA-0", "CSV10399 pH-
7 PZA-0",  "CSV10399 pH-7_PZA-50","CSV10399 pH-7_PZA-50",
"CSV10399_pH-7_PZA-50", "CSV10399 pH-7_PZA-
50","CSV10399_pH-6_PZA-0", "CSV10399_pH-6_PZA-0",
"CSV10399_pH-6_PZA-50", "CSV10399_pH-6_PZA-50",
"CSV10399 pH-6_PZA-50",  "Ln2552_pH-7_PZA-0", "Ln2552_pH-
7 PZA-0", "Ln2552_pH-7_PZA-0", "Ln2552_pH-7_PZA-50",
"Ln2552 pH-7 PZA-50",  "Ln2552 pH-7_PZA-50",  "Ln2552 pH-
6_PZA-0", "Ln2552_pH-6_PZA-0", "Ln2552_pH-6_PZA-0",
"Ln2552_pH-6_PZA-50",  "Ln2552_pH-6_PZA-50",  "Ln2552 pH-
6_PZA-50"))

samplesgroup <-c("H1", "H1", "H1",
"H2", "H2", "H2",
"H3", "H3", "H3",
"H4", "H4", "H4",
"c1", "Cc1", "C1",
"ca2", "ca", "ca2",
"c3", "Cc3", "C3",
"C4", "C4", "C4Y,
p Ry I A I
"L2" L2t L2,
"L3","L3", "L3",
"L4" L4t L4



# Counts
counts_salmon = read.table("F_counts.tsv", sep="\t", header = TRUE,

row.names = 1, stringsAsFactors = F)

#fc.dge <- DGEL.ist(counts=fc$counts, genes = fc$annotation, samples =
samplesinfo, group = samplesgroup)

fc.dge <- DGEList(counts = counts_salmon, genes =
row.names(counts_salmon),

samples = colnames(counts_salmon), group = samplesgroup)

# Filter for genes with low counts across conditions

keep <- rowSums(cpm(fc.dge) > 1) >=2

fc.dge <- fc.dge[keep, , keep.lib.sizes=FALSE]

# Normalize for library compositional bias

# calcNormFactors normalizes for RNA composition by finding a set of
scaling factors for the library sizes

# that minimize the log-fold changes between the samples for most genes.

fc.dge.norm <- calcNormFactors(fc.dge)

# Compute log2 counts-per-million without an offset:
logCPM <- cpm(fc.dge.norm, log = TRUE)
logCPMwonorm <- cpm(fc.dge, log = TRUE)

# Correct batch effect by including batch in model
Batch <- factor(c("run01", "run01", "run02",

"run01", "run01", "run02",

"run01", "run01", "run02",

"run01", "run01", "run02",

"run02", "run02", "run01",

"run02", "run02", "run01",

"run02", "run02", "run01",

"run02", "run02", "run01",



"run02", "run02", "run03",
"run02", "run02", "run03",
"run02", "run02", "run03",

"run02", "run02", "run03"))

Design <- model.matrix(~0+Batch+Treat2)
colnames(Design) <- ¢("batch01","batch02", "batch03",

"CSV10399 pH-6_PZA-50", "CSV10399 pH-7_PZA-0",
"CSV10399 pH-7_PZA-50",

"H37Rv_pH-6_PZA-0", "H37Rv_pH-6_PZA-50",
"H37Rv_pH-7_PZA-0", "H37Rv_pH-7_PZA-50",
"Ln2552_pH-6_PZA-0", "Ln2552_pH-6_PZA-50",

"Ln2552_pH-7_PZA-0", "Ln2552_pH-7_PZA-50")

# Estimate dispersion
fc.dge.disp <- estimateDisp(fc.dge.norm, design = Design, robust = TRUE)
fc.dge.disp$common.dispersion

# Fit model / test for DE genes

fit <- gImQLFit(fc.dge.disp, Design, robust = TRUE)

png(filename = "Pictures/QLplot.png", width = 1600, height = 1200, res =
300)

plotQLDisp(fit)

dev.off()

#Prepare objects for GOseq analysis

table_length <- read.table("genes_length.tsv", sep="\t",
col.names=c("Gene","Length"), stringsAsFactors = F)

Size_genes <- table_length$Length

names(Size_genes) <- table_length$Gene

toremove <- c("Rv1714", "Rv2654c", "Rv2654c", "Rv1714", "Rv2160c",
"Rv2401A")



# Variable GOterm containing GO terms
GOT <-
read.table("allGoTermsForMycobacterium_tuberculosis_H37Rv.txt", sep
="\t", stringsAsFactors = F)
GOTnames <- read.table("names.tsv", sep = "\t", stringsAsFactors = F)
GOTnames <- GOTnames$V1
GOT <- GOT[-1,]
i<-1
X <-¢()
Y <-¢()
Name <- ¢()
GOterm <- list()
while (i < length(GOT$V1)) {
X <-c¢(X, GOT$V1i])
Y <-c(Y, paste0("GO:", GOT$V2[i]))

if (GOT$V1[i] '= GOT$V1[i+1] & GOT$V4[i] == "biological_process")
{
# if (GOT$V1[i] I= GOT$V1[i+1]) {
W <- list("X" = Y)
Name <- ¢(Name, GOT$V1[i+1])
X <-¢()
Y <-¢()
GOterm <- ¢(GOterm, W)
¥

i<-i+1
}
names(GOterm) <- Name
#DE Analysis
# Check if there was a genuine need to adjust for batches by testing for DE

between batches



# by testing for DE between all treatments.

gIf <- gImQLFTest(fit, coef = 2:14)

tt <- topTags(qlf)

FDR <- p.adjust(qlf$table$PValue, method="BH")

SFDR <- sum(FDR < 0.05)

sdecidetest <- summary(decideTests(qlf, adjust.method = "none", p.value =
0.05, Ifc = 2))

# Print to txt useful info#
writeLines(c("Common  Dispersion:", fc.dge.disp$common.dispersion,
"\n", "Number of genes with pval < 0.05 and |logFC| > 2 (test between all
treatments)”,

sFDR, "\n", "Significative genes:") , "salmon_DGE_results.txt")
write.table(sdecidetest, file = "salmon_DGE_results.txt", append = T)

# DE Testing by conditions (comparisons)#

conditions <- read_excel("comparisons_new.xIsx")

for (i in (1:16))}{

file_name <- pasteO(i,"_",conditionsJi,1])

title_name <- as.character(conditions[i,2])

n <- length(conditions[4,])

X <- as.numeric(unlist(c(conditions[i,3:n])))

###DE Test
if (conditions]i,3] '= 1 & conditions[i,3] '= 0){
glf <- gImQLFTest(fit, coef = as.numeric(conditions][i,3]))
}else {
glf <- gImQLFTest(fit, contrast = x)
}



glfgenes <- rownames(qlf$table)

glfx <- glf$table$logFC

tt <- topTags(qlf, sort.by = "PValue", n = 10000)

res <- tt$table

res <- chind(res, "FoldChange" = 2*(res$logFC))

res <- subset(res, select = ¢(1,2,7,3,4,5,6))

write.xIsx(res, pasteO("Tables/" file_name,".xIsx™),
col.names=TRUE, row.names=FALSE, append=FALSE)

if (nrow(res[res$FDR < 0.05,]) >0) {

write.xIsx(res[res$FDR<0.05,],paste0("Tables/FDR/" file_name,".xIsx™))
}
cat("\n", file = "salmon_DGE _results.txt", append = TRUE)
write.table(summary(decideTests(glf, adjust.method = "none", p.value =
0.05, Ifc = 2)), file = "salmon_DGE_results.txt", append = T)

###Gene enrichment analysis (GEA) - GOseq (based on pValue)
#Table with genes (column 1: genes; column 2: 1(significant) or O (non-
significant))

# Old, doesn't work:

#
genes=as.integer(p.adjust(tested$table$PValue[tested$table$logFC!=0],me
thod="BH")<.05)

#names(genes)=row.names(tested$table[tested$table$logFC!=0,])

#table(genes)

#selected <- c(rep(1,nrow(res[res$PValue<=0.05,])),
rep(0,nrow(res[res$PValue>0.05,])))

#DE <- matrix(selected, ncol=1)

#row.names(DE) <- res$genes

#Size <- Size_genes[names(Size_genes)%in%rownames(DE)]

#DE <- DE[rownames(DE)%in%names(Size_genes)]



#Size_genes <- Size_genes[names(Size_genes)%in%names(GOterm)]
#GOterm <- GOterm[names(GOterm)%in%names(Size_genes)]
#Size <- Size_genes[names(Size_genes)%in%res$genes]

#DE <- DE[res$genes%in%names(Size_genes)]

#names(DE) <- res$genes[res$genes%in%names(Size_genes)]
#DE[is.na(DE)] =0

#pwf = nullp(DE, bias.data=Size)

#GO.wall=goseq(pwf,gene2cat=GOterm,use_genes_without_cat=FALSE)
#dev.off()

Selected <- rbind(res[res$PValue <= 0.05 & (res$logFC >= 2 | res$logFC
<=-2),
res[res$PValue <= 0.05 & (res$logFC < 2 & res$logFC > -2),],
res[res$PValue > 0.05,])
binarysel <- c(rep(1, nrow(res[res$PValue <= 0.05 & (res$logFC >= 2 |
res$logFC <=-2),])),
rep(0, nrow(res[res$PValue <= 0.05 & (res$logFC < 2 &
res$logFC > -2),])),
rep(0, nrow(res[res$PValue > 0.05,])))

names(binarysel) <- Selected$genes

binarysel <- replace(binarysel, which(names(binarysel) %in% toremove),
0)
tokeep <- names(binarysel) %in% names(Size_genes)

binarysel <- binarysel[tokeep]

pwf <- nullp(binarysel, bias.data = Size_genes)
GO.wall <- goseq(pwf, gene2cat = GOterm, use_genes_without_cat = F)
dev.off()



#Analysis by Biological proc. (BP), Molecular funct. (MF) or Cellular
compartment (CC)

#Over-represented pathways (Biological proc. bp)
GO.wall.or.bp <- GO.wall[GO.wall$ontology == "BP" &
GO.wall$over_represented_pvalue < 0.05,]
GO.wall.or.bp <-na.omit(GO.wall.or.bp)
GO.wall.or.bp.df <- data.frame(*"Description” =
as.character(GO.wall.or.bp$term),

"Number of DE  Genes" =
as.integer(GO.wall.or.bp$numDEInCat),

"Number of Genes in Cat" =

as.integer(GO.wall.or.bp$numInCat))

GO.wall.or.bp.df <- data.frame(cbind(GO.wall.or.bp.df,

"Gene ratio" =
round(GO.wall.or.bp.df$Number.of. DE.Genes/GO.wall.or.bp.df$Number.
of.Genes.in.Cat, digits = 2)),

"PValue" =
GO.wall.or.bpSover_represented_pvalue)

GO.wall.or.bp.df <- na.omit(GO.wall.or.bp.df)

if (nrow(GO.wall.or.bp.df) > 0) {
write.xIsx(GO.wall.or.bp.df,
paste0("Tables/GOseq/bp/",file_name," . xIsx"), row.names=FALSE)

##Plot GEA

#Dot plot

tiff(filename = paste0("Pictures/GEA/bp/" file_name," tiff"),
width=3024, height= 4048, res=300)

print (ggplot(GO.wall.or.bp.df) +



geom_point(mapping = aes(x=Gene.ratio, y = reorder(Description,
Gene.ratio), color = PValue, size = Number.of. DE.Genes)) +

scale_color_gradientn(colors=c("#FC4EQ7", "#E7B800",
"#00AFBB")) +
labs(x = "Gene ratio", y = "", size = "# DE Genes") +

gatitle("Over-representated GO terms") +

theme_minimal() +

theme(plot.title = element_text(hjust = 0.5)))
dev.off()

#Pie chart
pal<-c(randomColor(count=nrow(GO.wall.or.bp.df)))
tiff(filename = paste0("Pictures/GEA/bp/piechart/" file_name,".tiff"),
width=6024, height= 2048, res=300)
print (ggplot(GO.wall.or.bp.df, aes (x="", y=Number.of. DE.Genes, fill =
factor(Description)))+
geom_col(position = 'stack’, width = 0.1) +
# scale_color_gradientn(colors=c("#FC4EQ7", "#E7B800",
"#00AFBB")) +
scale_fill_manual(values=pal) +
coord_polar("y") +
theme_classic() +
theme(plot.title = element_text(hjust = 0.5),
axis.line = element_blank(),
axis.text = element_blank(),
axis.ticks = element_blank(),
legend.position = "right") +
labs(fill="", x = NULL, y = NULL))
dev.off()

}



#Over-represented pathways (Molecular func. mf)
GO.wall.or.mf <- GO.wall[GO.wall$ontology == "MF" &
GO.wall$over_represented_pvalue < 0.05,]
GO.wall.or.mf <- na.omit(GO.wall.or.mf)
GO.wall.or.mf.df <- data.frame("Description™ =
as.character(GO.wall.or.mf$term),

"Number of DE  Genes" =
as.integer(GO.wall.or.mf$numDEInCat),

"Number of Genes in Cat" =
as.integer(GO.wall.or.mf$numInCat))

GO.wall.or.mf.df <- data.frame(cbind(GO.wall.or.mf.df,

"Gene ratio" =
round(GO.wall.or.mf.df$Number.of.DE.Genes/GO.wall.or.mf.df$Number.
of.Genes.in.Cat, digits = 2)),

"PValue" =
GO.wall.or.mf$over_represented_pvalue)

GO.wall.or.mf.df <- na.omit(GO.wall.or.mf.df)

if (nrow(GO.wall.or.mf.df)) {
write.xIsx(GO.wall.or.mf.df,
paste0("Tables/GOseq/mf/" file_name,” bp.xIsx"), row.names=FALSE)

##Plot GEA
#Dot plot
tiff(filename = paste0("Pictures/GEA/mf/" file_name,".tiff"),
width=3024, height= 4048, res=300)
print (ggplot(GO.wall.or.mf.df) +
geom_point(mapping = aes(x=Gene.ratio, y = reorder(Description,
Gene.ratio), color = PValue, size = Number.of.DE.Genes)) +



scale_color_gradientn(colors=c("#FC4EQ7", "#E7B800",
"#00AFBB")) +
labs(x = "Gene ratio", y = "", size = "# DE Genes") +
ggtitle("Over-representated GO terms") +
theme_minimal() +
theme(plot.title = element_text(hjust = 0.5)))
dev.off()

#Pie chart
pal<-c(randomColor(count=nrow(GO.wall.or.mf.df)))
tiff(filename = paste0("Pictures/GEA/mf/piechart/" file_name," tiff"),
width=6024, height= 2048, res=300)
print (ggplot(GO.wall.or.mf.df, aes (x="", y=Number.of.DE.Genes, fill =
factor(Description)))+
geom_col(position = 'stack’, width = 0.1) +
# scale_color_gradientn(colors=c("#FC4EOQ7", "#E7B800",
"#00AFBB")) +
scale_fill_manual(values=pal) +
coord_polar(y") +
theme_classic() +
theme(plot.title = element_text(hjust = 0.5),
axis.line = element_blank(),
axis.text = element_blank(),
axis.ticks = element_blank(),
legend.position = "right™) +
labs(fill="", x = NULL, y = NULL))
dev.off()

¥

#Over-represented pathways (Molecular func. mf)
GO.wall.or.cc <- GO.wall[GO.wall$ontology == "CC" &

GO.wall$over_represented_pvalue < 0.05,]



GO.wall.or.cc <- na.omit(GO.wall.or.cc)
GO.wall.or.cc.df <- data.frame("Description” =
as.character(GO.wall.or.cc$term),

"Number of DE  Genes" =
as.integer(GO.wall.or.ccsnumDEInCat),

"Number of Genes in Cat" =

as.integer(GO.wall.or.cc$numinCat))

GO.wall.or.cc.df <- data.frame(cbind(GO.wall.or.cc.df,

"Gene ratio™ =
round(GO.wall.or.cc.df$Number.of. DE.Genes/GO.wall.or.cc.df$Number.
of.Genes.in.Cat, digits = 2)),

"PValue" = GO.wall.or.cc$over_represented_pvalue)

GO.wall.or.cc.df <- na.omit(GO.wall.or.cc.df)

if (nrow(GO.wall.or.cc.df)){
tryCatch(write.xIsx(GO.wall.or.cc.df,
paste0("Tables/GOseg/cc/",file_name," bp.xlsx"), row.names=FALSE))

##Plot GEA
#Dot plot
tiff(filename = paste0("Pictures/GEA/cc/" file_name," tiff"),
width=3024, height= 4048, res=300)
print (ggplot(GO.wall.or.cc.df) +
geom_point(mapping = aes(x=Gene.ratio, y = reorder(Description,

Gene.ratio), color = PValue, size = Number.of. DE.Genes)) +

scale_color_gradientn(colors=c("#FC4EQ7", "#E7B800",
"#00AFBB")) +
labs(x = "Gene ratio", y = "", size = "# DE Genes") +

ggtitle("Over-representated GO terms") +



theme_minimal() +
theme(plot.title = element_text(hjust = 0.5)))
dev.off()

#Pie chart
pal<-c(randomColor(count=nrow(GO.wall.or.cc.df)))
tiff(filename = paste0("Pictures/GEA/cc/piechart/",file_name," tiff"),
width=6024, height= 2048, res=300)
print (ggplot(GO.wall.or.cc.df, aes (x="", y=Number.of.DE.Genes, fill =
factor(Description)))+
geom_col(position = 'stack’, width = 0.1) +
# scale_color_gradientn(colors=c("#FC4EOQ7", "#E7B800",
"#00AFBB")) +
scale_fill_manual(values=pal) +
coord_polar(y") +
theme_classic() +
theme(plot.title = element_text(hjust = 0.5),
axis.line = element_blank(),
axis.text = element_blank(),
axis.ticks = element_blank(),
legend.position = "right™) +
labs(fill="", x = NULL, y = NULL))
dev.off()

}

###Plots

##MD

png(filename = paste0("Pictures/",file_name,".png"), width = 2732, height
= 2048, res = 300)

plotMD(glf, main = title_name, adjust.method = "none", p.value = 0.05)

abline(h = c(-2,2), col = "blue")

dev.off()






