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Resumen

Los organismos procariontes son muy adaptables a fluctuaciones
ambientales gracias a que han desarrollado diferentes circuitos sensor-respuesta
con los que reciben y amplifican senales ambientales. £scherichia coli tiene la
capacidad de crecer en condiciones aerdbicas, anaerdbicas y fermentativas. Uno
de los elementos mas importantes que brinda esta capacidad, es el sistema de
transduccién de sefales Arc (por sus siglas en inglés Anoxic redox control). Este
sistema se compone de dos proteinas: la cinasa sensora tripartita denominada
ArcB la cual se encuentra unida a la membrana y el regulador de respuesta ArcA
localizado en el citoplasma.

Bajo condiciones anaerdbicas el sistema se encuentra activo, ArcB es
autofosforilado y subsecuentemente por un mecanismo de fosfo-relevo activa a
ArcA. La proteina ArcA fosforilada reprime alrededor de 100 genes involucrados en
la respiracion aerdbica y activa un pequefio nimero de genes involucrados en la
respiracion anaerobica.

Se sabe que cuando las condiciones de crecimiento son aerobicas la
actividad cinasa de ArcB se encuentra inHibida, mediante un mecanismo que
involucra la oxidacién de dos residuos de cisteinas (Cys'®® y Cis**!) los cuales
participan en la formacion de un enlace disulfuro intermolecuiar, sin embargo la via
por la cual ArcA fosforilada es inactivada no ha sido totalmente caracterizada.

Estudios in vitroindican que la desfosforilacion de ArcA se realiza por medio
de fosfo-relevo reverso involucrando tanto al dominio de fosfotransferencia como
al dominio receptor presentes en ArcB.

Los resultados del presente trabajo demuestran que tanto el dominio
receptor como el de fosfotransferencia de la cinasa sensora ArcB son necesarios y

suficientes para la desfosforilacion de ArcA fosforilado in vivo.



Abstract

Microorganisms can respond to environmental fluctuations due to the
presence off different sensor-response circuits wich the recieve and amplify
environmental signals and generate and adaptative response. Escherichia coli can
growth in aerobic, anaerobic and fermentative conditions. One of the most
important elements that confers this ability is the Arc (Anoxic redox control) two
component system. This system, include the tripartite sensor kinase ArcB and the
cytosolic response regulator ArcA.

Under anoxic growth conditions, ArcB autophosphorylates and
transphosphorylates ArcA, which in turn represses or activates its target operons.
Under aerobic growth conditions, phosphorylated ArcA dephosphorylates and its
transcriptional regulation is released. The dephosphorylation of ArcA
phosphorylated has been shown to occur, at least /n vitro, via an ArcA(Asp54)-P --
> ArcB(His717)-P --> ArcB(Asp576)-P --> P(i) reverse phosphorelay. In this study,
the physiological significance of this pathway was assessed. The results
demonstrate that the receiver and phosphotransfer domains of the tripartite sensor
kinase ArcB are necessary and sufficient for efficient ArcA dephosphorylation /in

vivo.



Introduccién

Las bacterias son organismos microscopicos caracterizados por ser
cosmopolitas, unicelulares, carecen tanto de membrana nuclear como de organelos
y por que se reproducen por fision binaria. Presentan distintas morfologias:
esférica las que se les conoce como cocos; en forma de espiral conocidas como
espirilos y en forma de bastén denominadas bacilos. Actualmente se sabe que las
bacterias tienen una gran importancia en diferentes aspectos de la vida, ya que si
bien las hay patdgenas y oportunistas, muchas otras participan en procesos
esenciales para la vida, como en la fijacion del nitrégeno o degradacion de
desechos, asi como en la produccidn de alimentos o de metabolitos secundarios de
importancia médica.

A la fecha la bacteria Gram negativa Escherichia coli ha sido ampliamente
estudiada, fue descrita por primera vez por Theodor Escheric, pediatra aleman
quien la denomind Bacterium coli commune aislandola de heces fecales y
frecuentemente en la orina de mujeres jovenes con infeccién en el tracto urinario,
lo que permitio considerarla como un importante patégeno oportunista.

Se sabe que £. coli coexiste con el humano como un organismo mutualista,
sin embargo también se han descrito tres aislados patdgenos que pueden causar
sindromes clinicos: el primer tipo es la entérica causante de la diarrea dividiéndose
en seis patotipos que son: E£. cofi  enteropatégena (EPEC), £ coli
enterohemorrdgica (EHEC), £. coli enterotoxigénica (ETEC), £  coli
enteroagregativa (EAEC), £ coli entercinvasiva (EIEC) y perteneciendo a este
grupo la £ coli adherente difusa (DAEC); el sequndo aislado patégeno es el que
provoca infecciones en el tracto urinario (UTIs), siendo el tipo mas comdn la £ coli
uropatogénica (UPEC) y el tercer aislado patégeno es el causante de infecciones
extraintestinales, y meningitis asociada a £. co/i (MNEC) (Revisado en Kaper et al,,
2004). A E Coli se le ha utilizado como modelo en numerosos estudios,

principalmente de genética y bioquimica.



Sistemas de transduccion de sefales en bacterias

Aunque en general los organismos procariontes parecen formas de vida
relativamente simples, son organismos sofisticados y muy adaptables. Viven en
ambientes en los cuales, rapida e inesperadamente pueden variar las condiciones
ambientales como por ejemplo la humedad, la osmolaridad, los niveles de toxinas,
la disponibilidad de nutrientes y la temperatura entre otros. Para sobrevivir a tales
cambios, las bacterias constantemente monitorean las condiciones externas y
ajustan adecuadamente su desarrollo, estructura y fisiologia.

Existe una gran variedad de sistemas utilizados por las bacterias para
responder a estimulos externos, como por ejemplo el sistema de reparacién de
DNA SOS, quimio-receptores, las proteinas participantes en estrés térmico y estrés
acido (pH) entre otros, sin embargo muchas otras respuestas a sefales
ambientales, son llevadas a cabo por medio de los sistemas de dos componentes,
en los que la mayoria de los organismos procariontes ya sean de vida libre,

comensales, simbiontes o patdgenos basan sus estrategias de sobrevivencia.

Sistemas de dos componentes

Los sistemas de dos componentes (Nixon et al., 1986) son circuitos sensor-
respuesta con los que las bacterias reciben y amplifican senales ambientales. Ninfa
y Magazanik (1986) estudiando el sistema Ntr, el cual controla la respuesta a
fuentes de nitrdgeno, establecieron por primera vez sus bases bioquimicas. Con
estos sistemas, las bacterias modulan la expresion génica para tomar la maxima
ventaja en respuesta a una gran cantidad de fluctuaciones en su ambiente,
algunos ejemplos son: adaptaciones metabdlicas para la asimilaciéon de nitrégeno
(NtrB/C), respuesta a la cantidad de fosfato (PhoP/R), osmolaridad (EnvZ/OmpR),
condiciones rédox (ArcA/B), asi como vias de desarrollo complejo como la

formacion de colonias, esporulacidn (KinA/B-Spo0A) o biopeliculas entre otros.

9



Estructura de los sistemas de dos componentes

Los sistemas de dos componentes estan integrados por una proteina cinasa
sensora y una proteina efectora o regulador de respuesta (Ronson et al, 1987;
Kofoid y Parkinson, 1988), en las figuras 1 y 2 se muestran los prototipos clasicos
de cada uno de estos.

Existen dos clases de cinasas sensoras; las ortodoxas y las tripartitas
(también nombradas hibridas). Las ortodoxas son encontradas en mayor namero
en procariontes. Son proteinas que se encuentran generalmente unidas a la
membrana celular, contienen un dominio periplasmico NH-terminal definido por
dos regiones hidrofdbicas transmembranales. Seguida de una de estas regiones, se
encuentra la porcién “linker”, su longitud es comunmente de alrededor de 100
aminoacidos y funge como conexidn entre la regién transmembranal y la porcion
NH,-terminal del dominio fosfotransmisor. La porcion “linker” también puede
contener diferentes médulos: el dominio PAS (acrénimo formado por los nombres
de las primeras proteinas en las cuales fueron identificadas las secuencias
repetidas imperfectas: PER de Drosophila —period clock protein-; ARNT de un
vertebrado —aryl hydrocarbon receptor nuclear transtocator y SIM de Drosophila -
single-minded protein-) (Taylor y Zhulin, 1999). Este dominio tiene la capacidad de
detectar, depéndiendo de! cofactor asociado cambios en el potencial redox, luz,
oxigeno y pequefios ligandos. Otro médulo que puede estar presente en esta
porcion es el “zipper” de leucina, el cual se ha referido que en algunas proteinas
posiblemente sea el responsable de mediar la dimerizacion (Lau et al., 1997).

Posterior al “linker” se encuentra el dominio fosfotransmisor. Este dominio
generalmente contiene secuencias comunes designadas como: cajas H, Gy, Gz, Ny
F. La caja H se localiza en la mitad del NH,-terminal del dominio fosfotransmisor,
tiene un residuo conservado de histidina (His) el cual sirve como sitio de unién al
grupo fosforilo que es extraido del ATP.

Las otras cajas se localizan en la mitad del COOH-terminal del mismo

dominio. Las cajas G, y G, son ricas en residuos de glicina y se sabe que sirven



para unir el ATP cuando la cinasa se encuentra activa. Se ha observado que
mutaciones tanto en estas tres cajas como en la N inhiben la actividad cinasa en
estas proteinas, presumiblemente esos motivos mantienen una estructura terciaria
de la proteina que permita mantener accesible el sitio de unidén a ATP. En el caso
de la caja F, hasta la fecha no se ha descrito su funcién (Parkinson y Kofoid,
1992). Todas las cajas mencionadas anteriormente, usualmente se encuentran

contiguas pero el espacio entre ellas varia dependiendo de la cinasa sensora.

Periol Dominio

eriplasma Periplasmico
S l

Citoplasma N

‘H| Dominio
Fosfotransmisor

C

Fig 1. Representacion estructural de una cinasa sensora tipica. Generalmente se
encuentra anclada a la membrana por dos o mas cruces transmembranales, consta de un dominio
periplasmico prominente y una porcién citosélica catalitica con una caja G cuya funcién es unir ATP
y un residuo de His conservado en el sitio de autofosforilacion.

Las cinasas sensoras tripartitas son menos usuales en procariontes. Su
arquitectura es compleja, ya que ademas de contener las estructuras de una
cinasa ortodoxa tienen un dominio receptor con un residuo de aspartato (Asp) y un
dominio de fosfotransferencia con una histidina conservada (His). Ambos residuos
pueden encontrarse en moédulos aislados como es el caso de la cinasa Kin de
Bacillus subtilis (Burbulys et al., 1991) o estar fusionadas entre si como BvgS de
Bordetella pertussis (Uhl y Miller, 1996). Se cree que la complejidad estructural de
las cinasas sensoras tripartitas permiten puntos de chequeo dentro del fosfo-relevo
(Stock et al.,, 2000).



El regulador de respuesta (Fig. 2) se encuentra en el citoplasma, se
compone por dos estructuras; un dominio NH,-terminal en donde se localiza un
residuo de Asp conservado y uno o varios dominio(s) efector(es) en el extremo
COOH-terminal. En la mayoria de los casos la funcion del dominio efector es la de
unién a ADN, mediante lo cual activa o reprime genes especificos. Existen
ejemplos de sistemas en los que el dominio COOH-terminal del regulador de
respuesta funciona como enzima, un ejemplo es CheB de £ co/i que es una
metilesterasa (Simms ef al, 1985), otro ejemplo es RegA de Dictyostelium
discoideumn que es una fosfodiesterasa de AMPc (Shaulski et a/, 1996). En otros
reguladores de respuesta como es el caso de CheY, el dominio efector es una caja
con aminodcidos especificos que aparte de unir Mg?*, se pueden fosforilar, lo que

permite su unién al componente del motor flagelar FIiM (Welch et a/, 1993).

e I———
Dominio  pominio
Recepto Efector

Fig 2. Modelo tipico de una proteina reguladora de respuesta. Se localizan en el
citoplasma, contienen un residuo de Asp conservado en su dominio receptor y en la mayoria de los
casos un dominio de hélice-vuelta-hélice para unién a ADN.

Los sistemas de dos componentes se encuentran principalmente en
organismos procariontes, entre ellos bacterias patdgenas como Vibrio cholerae,
Salmonella typhimurium, Yersinia pestis, Hemophilus influenzae. Se ha descrito
que constituyen cerca del 1% de las proteinas codificadas (West y Stock, 2001),
aunque también existen organismos pertenecientes a este grupo que no poseen
sistemas de dos componentes en su genoma. £ coli posee 62 proteinas
pertenecientes a sistemas de dos componentes: 29 cinasas sensoras (24 ortodoxas
y 5 tripartitas hibridas) y 32 reguladores de respuesta (Mizuno, 1997). Estos
sistemas también han sido reportados en eucariontes y arqueas aunque en mucho

menor cantidad.



Activacion de los sistemas de dos componentes por estimulos
ambientales

Los cambios ambientales, que pueden ser fisicos o de unién directa al
ligando son estimulantes para las cinasas, ya sea en la porcién del periplasma o en
el citoplasma. Algunos esquemas mas complejos detectan la sefial indirectamente
a través de la interaccién con otras proteinas como por ejemplo componentes del
motor flagelar (Stock et a/, 2000).

Posterior a la recepcion de la sefal, la cinasas sensoras tipicamente forman
un homodimero y por medio de una reaccién dependiente de ATP ocurre la
autofosforilacion en el residuo conservado de His, transfosforilando posteriormente
al regulador de respuesta en su dominio fosfo-receptor (en residuo de Asp) (Fig.
3). ‘

Existen variaciones dependiendo del sistema de dos componentes que se
trate, por ejemplo la cinasa sensora del sistema de quimiotaxis (CheA) se encarga
de fosforilar a dos reguladores de respuesta (CheB y CheY) (Li et a/, 1995) o el
sistema encargado del control de nitrito/nitrato Nar en el que interactdan dos
sistemas de regulacion que consisten en los sensores homdlogos NarX y NarQ asi
como sus respectivos reguladores de respuesta NarlL y NarP (Stewart y Rabin,
1995). '

En las cinasas sensoras tripartitas como TorS, ArcB, y BvgS, se ha
comprobado que la transfosforilacion del regulador de respuesta, es por medio de
cuatro pasos de fosfo-relevo entre residuos de His y Asp (Jourlin et al, 1997,
Georgellis et al., 1997; Kwon et a/., 2000; Uhl y Miller, 1996).

Una vez fosforilado el regulador de respuesta se activa al dominio efector
que promueve la transcripcidon de los operones necesarios para la respuesta
especifica correcta (Burbulys, 1991; Uhl y Miller, 1996; Kwon et a/, 2000). En el
caso de algunos sistemas, el rango de vida media de hidrdlisis de los grupos fosfo-
aspartato en los reguladores tiene tiempos que van desde algunos segundos hasta
horas (Aiba et al, 1989; Lois et al, 1993; Hess et a/, 1988; 1go ef al, 1989).



Periplasma

Citoblasma

/@T&@

\\_' Respuesta

Fig 3. Fisiologia de un sistema de dos componentes. Al presentarse un estimulo el
cual en este caso es sensado por el dominio periplasmico, la cinasa sensora experimenta una
autofosforilacién a expensas de ATP y ocurre una subsecuente transfosforilacion del regulador de
respuesta .

Funcion del acetil-fosfato en el sistema de dos componentes ArcA/B

El acetil fosfato es un metabolito central que puede ser sintetizado a partir
de acetato y ATP por la accion de la proteina acetato cinasa (codificada por el gen
ackA) o por acetil-CoA y ATP por la accion de la enzima fosfotransacetilasa
(codificada por el gen pta). El acetil-CoA puede ser formado a su vez por acetato y
ATP por la accién de la acetil-CoA sintetasa (codificada por el gen acs) o de
piruvato y CoA por la descarboxilacion catalizada por el complejo de la piruvato

deshidrogenasa (Fig. 4).



Piruvato

CoA-SH —> [ (0,
Complejo piruvato
deshidrogenasa

Acetil CoA
> AMP
CoA
TP T CoA Acetil
Acetil AMP CoA sintasa
Fosfotransacetilasa ADP (acs)

(pta)

Acetil-P < > Acetato
ADP<_|_, ATP
Acetato cinasa

(ackA)

Fig 4. Esquema del metabolismo del acetil fosfato a partir de piruvato y acetato.

Los niveles de acetil fosfato varian dependiendo de las condiciones
metabdlicas de crecimiento. Bajo condiciones aerdbicas, cuando el flujo de carbono
dentro de la célula excede la capacidad de las vias del metabolismo central
(ejemplo el ciclo de Krebs) el acetil-CoA es metabolizado por la ruta Pta-AckA
generando acetato y ATP. Como consecuencia de esto, las células acumulan el
intermediario acetil fosfato. Si la densidad celular incrementa, la concentracion del
acetato sirve para aumentar a su vez la poza de acetil fosfato (McCleary y Stock,
1994). Existe evidencia de que la concentracion de este intermediario metabolico
puede jugar un papel importante en la regulacion de ciertas vias dependientes de
sistemas de dos componentes. '

In vitro, algunos reguladores de respuesta son capaces de autofosforilarse
por la reaccion con moléculas de bajo peso molecular como el carbamil fosfato, el
acetil fosfato o fosfoamidatos (Lukat et a4, 1992; McCleary y Stock, 1994).
Ejemplos incluyen AlgR (Deteric et al, 1992), CheY (Lukat et a/, 1992), Fix
(Reyrat et afl, 1993), NarL (Schroder et al, 1994), NtrC (Feng 1992), OmpR



(McCleary y Stock, 1994; Head et a/, 1998), PhoB (Hiratsu et a/, 1995; McCleary,
1996), PhoP (Chamnongpol y Groisman, 2000), RssB (Bouché et a/, 1998), VanR
(Holman et a/,, 1994) y ArcA (Lynch y Lin, 1996; Nistrom et a/, 1996). También ha
sido determinado que in7 vivo, pueden ser fosforilados por estas moléculas solo en

ausencia de la cinasa sensora correspondiente (Backman et a/, 1993, Feng, 1992).

Sistema de dos componentes Arc A/B

E. coli crece tanto en condiciones aerdbicas como anaerobicas ©
fermentativas, para lo cual debe ajustar su metabolismo de una forma eficiente, de
acuerdo a las condiciones redox de crecimiento. En presencia de oxigeno la
bacteria utiliza la cadena respiratoria siendo a la ubiguinona (E;=+0.1 V) el
intermediario que pasa electrones de la cadena respiratoria hacia el oxigeno
(E;=+0.82). Cuando la bacteria se encuentra en condiciones anaerdbicas, hay
aceptores de electrones alternativos tales como nitrato (E;,=+0.42), fumarato
(E;=+0.03), nitrito, o trimetilamina-N-oxido (E,=+0.013 V) utilizando a la
menaquinona (E,=-0.074 V) como intermediario para los tres itimos. Ambas vias
respiratorias generan fuerza proton-motriz a través de la membrana plasmatica. En
caso de ausencia de estos aceptores de electrones, la célula entra en condiciones
de crecimiento fermentativas para generar energia utilizable. En estos cambios de
metabolismo, es donde el sistema ArcA/B (Anoxic redox control A/B) juega un
papel muy importante.

La cinasa sensora de este sistema es la proteina transmembranal de 778
aminoacidos ArcB (Fig. 5a), codificada por el gen arcB localizado en el minuto 69.5
del genoma de £. cofi (luchi et al, 1989). ArcB es una cinasa sensora atipica, ya
que su dominio periplasmico es de tan solo 16 aminoacidos (mientras que en la
mayoria este dominio consta de alrededor de 100 aminoacidos). Este dominio esta
flanqueado por dos cruces transmembranales (Iuchi et a/, 1990; Kwon et af,
2000a). En la porcion citosdlica de la proteina se encuentra un “zipper” de leucina
putativo (Georgellis et a/, 1999) y un dominio PAS (Taylor y Zhulin, 1999). Otra



caracteristica de ArcB es que posee tres dominios cataliticos citosdlicos: un
transmisor primario (H,) con un residuo conservado de His en la posicion 292, una
caja Ny dos G (en donde se une el ATP); un dominio receptor (Dy) con un residuo
de Asp conservado en la posicion 576 (Iuchi y Lin, 1992a; Iuchi y Lin 1992b; Iuchi
y Lin, 1993; Iuchiy Lin, 1995) y un dominio fosfotransmisor (H,) con un residuo de

His en la posicién 717 (Ishige et al., 1994).
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Fig 5a. Representacion grafica de la proteina ArcB (Kwon et a/,, 2000).
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El regulador de respuesta es una proteina citosdlica de 238 aminoacidos
nombrada ArcA (Iuchi y Lyn, 1988), es codificada por el gen arcA localizado en el
minuto 0 del genoma de £ co/i Contiene un residuo de Asp conservado en [a
posicién 54 de la region NH,-terminal (también denominado D») el cual funciona
como aceptor del grupo fosfato que viene de la cinasa, la region COOH-terminal es
un dominio de hélice-vuelta-hélice para union a ADN (Fig. 5b). También se le ha
dado otros nombres dependiendo del enfoque de cada estudio como dye por que
su deficiencia causa sensibilidad a ciertos marcadores colorantes que generan
especies reactivas de oxigeno como al azul de toluidina (Roeder y Somerville,
1979), seg por que al estar mutado se observaron problemas en la replicacion
(Lee et al, 2001) o segregacion del plasmido F (Hathaway y Berquist, 1973;
Jamieson y Berquist 1976), sfrA por estar implicado en la regulacion del factor sex

(o pili) (Beutin y Achtman, 1979; Beutin ef a/, 1981; Gaffney et a/., 1983) y ¢pxC



por el pldsmido de expresion para la conjugacion (McEwen y Silverman, 1980). Sin
embargo Iuchi y Lyn (1988) le llamaron arcA4 por su papel central en el sistema de

respiracion aerdbica.

Dominic Domini
Recepto
Efector
| | |
1 AspS4 13 23

N\

Fig 5b. Modelo del regulador de respuesta ArcA.
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Transferencia del grupo fosforilo en el sistema Arc

En la figura 6, se esquematiza el funcionamiento del sistema de Arc. Bajo
condiciones de microaerobiosis (Aleexeva et a/., 2003), ArcB funciona como cinasa
y se autofosforila a expensas de ATP. Dicho proceso de fosforilacidén es modulado
0 incrementado, por ciertos metabolitos anaerdbicos tales como piruvato, D-lactato
y acetato (Georgellis et 3/, 1999; Rodriguez et al., 2004). Subsecuentemente ArcB
transfosforila a ArcA en cuatro pasos de fosfo-relevo que involucra a los residuos
His292->Asp576>His717->Asp548 (Georgellis et al, 1997; Kwon et al, 2000).
También se ha sugerido que, tanto /in vitro como in vivo, en condiciones de ayuno
ArcA es capaz de autofosforilarse a expensas de acetil fosfato o carbamoil fosfato
(Drapal y Sawers, 1995; Nystrom et a/, 1996). ArcA fosforilada acta como
represor de alrededor de 100 operones involucrados en la respiracion aerdbica
entre ellos, genes que codifican deshidrogenasas de la clase de las flavoproteinas
como la L-lactato deshidrogenasa (/igp), varias enzimas del ciclo de los acidos
tricarboxilicos y genes que codifican proteinas del complejo citocromo o oxidasa
(¢cyo) y por el contrario activa un pequefio nimero de genes gque codifican

proteinas asociadas al metabolismo anaerdbico o fermentativo como por ejemplo



genes que codifican a la citocromo oxidasa ¢ (cyd) vy piruvato formato liasa (pf7)
(Iuchiy Lin, 1988; Iuchi y Lin, 1993; Lynch y Lin, 1995).

Periplasm

j l Citoplasm

Control de la expresidn gémnica

Fig 6. Modelo del funcionamiento del sistema Arc bajo condiciones anaerdbicas.
ArcB se autofosforila a expensas de ATP y por fosforelevo secuencial transfosforila a ArcA.

Se sabe que en condiciones aerdbicas, las quinonas oxidadas actuan como
la senal directa que apaga la actividad cinasa de ArcB (Georgellis et af, 20b1),
mediante la activacion de un mecanismo que inhibe la actividad cinasa, en el que

ocurre la oxidacién de dos residuos de cisteinas (Cys'® y Cys**

) los cuales
participan en la formacién de un enlace disulfuro intermolecular (Malpica et af.,
2004), sin embargo, aun no se conoce la forma en que ArcA fosforilado es

inactivado para que la bacteria module su expresion génica en respuesta a la



oxigeno, o en otras palabras, ¢Coémo ocurre la inactivacion de ArcA fosforilado?.
Ensayos /n vitro, han propuesto que puede ser mediante la proteina previamente
nombrada SixA (Signal inhibitory factor X) que actia como fosfatasa con el
dominio fosfotransmisor de ArcB, afectando a su vez la fosfotransferencia hacia el
dominio receptor de ArcA jn vitro (Ogino et a/, 1998) (Fig. 7). Sin embargo cuando
se aumento la expresion de la proteina in vivo, no se observd ningun efecto sobre
la activacién de un gene reportero, por lo tanto no parece ser un factor que

apague el sistema (Matsubara y Mizuno, 2000).

ArcB Sitio H1 Sitio H2 ArcA
(HIs292) (His717)

Histidina Cinasa Receptor  Dominio -0, + Nitrato sdhCDAB
Het &S s+ wo

Pi

Fig 7. Modelo propuesto por el grupo de Mizuno. Se involucra una tercera
proteina (SixA), la cual secuestra al grupo fosforilo del dominio de
fosfotransferencia (H,) de ArcB, lo que evita la transfosforilacion hacia ArcA
(Matsubara y Mizuno, 2000).

En otro trabajo, mediante purificacion de las proteinas ArcA y ArcB
previamente incubadas con (y’2-P) ATP, probaron que la estabilidad de ArcA
fosforitada es de mas de 1 h. Posteriormente incubaron una fraccion de ArcA
previamente fosforilada con ArcB’®7’® (H;-D;-H,), observaron que disminuyé la
marca radioactiva de ArcA desde los primeros minutos de incubacion. En otro
ensayo en el mismo trabajo, le adicionaron a ArcA-P el dominio transmisor primario
(H1), el dominio receptor (D,) y el dominio de fosfotransferencia (H) por separado
y observaron que solo la presencia del fragmento H, afectaba la estabilidad de
ArcA fosforilada, en cambio cuando la incubaron con el fragmento D;-H, notaron
que la radiactividad en ArcA répidamente decrecia mientras aumentaba en D;-H,
(Georgellis et a/., 1998).

Para verificar si los dominios de ArcB D;-H, eran necesarios para la

desfosforilacion de ArcA, procedieron a la incubacién con los fragmentos D,*>74-

20



H, y D;-H,™7' 7" Observaron que el grupo fosforilo fue transferido del fragmento
ArcA hacia la proteina mutante D;*P>%*2.H, pero en el caso de la proteina D;-
H,"7176" ng se observé transferencia de radiactividad de ArcA y en ninguno de los
casos fue detectada la liberacion de Pi.

Estos resultados realizados /7 vitro, permitieron proponer un modelo de
desfosforilacion de ArcA-P por la actividad fosfatasa de ArcB en un fosforelevo
reverso (de ArcA-P hacia H, posteriormente D; y por Gltimo liberdndose Pi), asi
también sugirieron que el dominio H; no es necesario para la desfosforilacion,
mientras que los dominios D; y H; son indispensables en la via reversa del grupo
fosforilo (Georgellis et a/, 1998) (Fig. 8)

o= =0
Quinona

Fig 8. Modelo de desfosforilacion de ArcA. De acuerdo a los antecedentes previamente
explorados el modelo de desfosforilacion de ArcA-P es por fosfo-relevo reverso e involucra a D;-H,
de ArcB.
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A pesar de que en £ cof el sistema Arc, es uno de los modelos de los
cuales se tiene abundante informacion, su complejidad no ha permitido el total
entendimiento de su funcionamiento, por lo cual es necesario caracterizar a fondo
sus mecanismos de control, lo que ayudard a ampliar el conocimiento de la
integracién de este circuito para la adaptacién bacteriana a cambios redox en el

medio.
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Objetivos
1. Elucidar la via de desfosforilacion de ArcA-P in vivo.
Para llevar a cabo el objetivo anterior, se plantearon los siguientes objetivos
particulares:

1.10btenciéon de cuatro plasmidos que codifiguen para el dominio
transmisor y de fosfotransferencia de ArcB: silvestre (D;-H;), mutante en
el dominio receptor (D;*-H,), mutante en el dominio transmisor D;-H;*)
y doble mutante (D, *-H,*). *Dominio mutado.

1.2 Determinar si los fragmentos silvestres de ArcB tienen un efecto sobre
la actividad de ArcA fosforilado en cepas con genotipo silvestre, ArcB
constitutiva, ArcB nula y que ademas contengan los genes reporteros
M(Mdp-lacZ) y z(cyd-lacZ), los cuales se reprimen y activan por ArcA.
fosforilado respectivamente.

2. Identificar si el acetil fosfato tiene alguna relevancia como metabolito

activador de la proteina ArcA in vivo.
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Metodologia

Para confirmar que el dominic receptor (D;) y el dominio de
fosfotransferencia (H;) de ArcB, son los responsables de la desfosforilacion de
ArcA-P in vivo cuando las condicicnes redox de crecimiento cambian, se realizé la
comparacion de las expresiones de los genes reporteros AD(/ldp-P-lacZ) y A d(cyd-
/ac2), los cuales en condiciones anaerdbicas de crecimiento se reprime y activa por
ArcA fosforilado respectivamente. Esta actividad fue cuantificada con ensayos de
B-galactosidasa realizados en células de £ coli con genotipo silvestre y células
transformadas con diferentes construcciones (ver Tabla 1) que codifican para los
dominios receptor y de fosfotransferencia de ArcB en diferentes versiones: a) tipo
silvestre (ArcB>?7”8 o D,-H,), con el cual se espera que se observe anulacién del
control transcripcional dependiente de ArcA-P, esto debido a la desfosforilacion de
ArcA-P; b) mutante en el dominio receptor (ArcB*?}778 037642 o p ¥,y v )
mutante en el dominio fosfortansmisor (ArcB®2'778+is717-Q; 1y, -H,*), con los que se
espera que la actividad de los reporteros sea menor debido a la disminucién de la
concentracién de ArcA-P y la doble mutante (ArcB®?'778 D576Aai His717Q/ Dy*-
Hy*), con la que se espera que se mantenga normal el control transcripcional por
ArcA-P.

Para verificar la relevancia fisioldgica del acetil fosfato sobre el sistema de
Arc, se realizd la comparacion de la expresion del gen reportero A¢({cyd-lac2) en
dos cepas en fase estacionaria: una tipo silvestre en la que se espera ver aumento
de la actividad el reportero al adicionar acetato y otra con mutaciones en los genes
ackA y pta que codifican las proteinas acetato cinasa y fosfotransacetilasa, ambas
involucradas en la sintesis de acetil fosfato que se tomé como control negativo del

ensayc (Tabla 3).



Tabla 3. Cepas y plasmidos utilizados

Nombre de la cepa

Fenotipo

Referencia

E. coliIM101

SUDE thi A(lac-proAB) F * (traD36 proAB’
lacl lacZam15)

Yanish-Perron et af.,
1985

£. coli ECL5002

MC 4100 con ®M/ldp-lac?)

Kwon ef al, 2000a

£. co/f ECL5003

MC4100 con Afnr:Tn9(Cm") ®A(cydA-lac?)

Kwon ef af, 2000a

E. coli ECL5047

(otar B arc1 778 Kan' ataraarcB) dA[Hdp-
ac2))

Kwon et al., 2003

£. colf ECL5004

AarcB::tet\(cydA -lac?)

Kwon et al,, 2000a

£. colf ECL5012

AarcB: tet \(Hldp-lacZ)

Kwon et a/, 2000a

£. coliECL5336

pta:: tet:: ackA(cyd-lac2)

Nombre del plasmido

Fragmento utilizado con sitios de
restriccién EcoRl y Hindl1l

Referencia

erag Y ArcB17%8 Georgellis ef al, 1997
ArcB®¥
pQE30 ArcB21778 ApS768 Georgellis et al, 1998

AchSZl -778,Asp576Ala

pQE30
ArcBO21-778;His717Gin

AchSZl-77_§ His717Gin

Georgellis ef af,, 1998

pQE30
Ach78-77E;AspS76Ma;His7l7Gn

ArCBSZ 1-778 AspS76ala, His7TT7GIn

pBAD30

Guzman et al., 1995

Plasmido Contenido Referencia
pMX020 ArcB™7 7 en pBAD30 Este trabajo
pMX021 ArcB3? 7B ASTEAA o hEAD30 Este trabajo
pMX022 ArcB* TR HSTITEN o hRAD30 Este trabajo
pMX023 ArcB®1778 ASpSTBAR, HTITG oy BAD30 Este trabajo

Construccién de los plasmidos

Para generar los vectores utilizados en este trabajo, el plasmido pBAD30
(Guzman et al,, 1995) fue extraido de la cepa DH5alfa, se digirié con las enzimas
de restriccion £coRl y Hindlll, durante 3 h a 37°C. Para obtener los fragmentos
necesarios de ArcB, se digirieron los plasmidos pQE30ArcB>2%7”8 (Ds-H,) (Georgellis
et al, 1997), pQE30ArcB>2%778:A576Aa (1 *_H.y v pQE30ArcB>20778AP576Ma ([, 1 %)
(Georgellis ef al, 1998), con los mismos sitios de restriccion. Para obtener el
fragmento que contiene la doble mutacién (D;*-Hy*), se

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando como templado al plasmido
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realizé el ensayo de




pQE30 ArcB’8778:Asp576Ra HisTL7Q con los iniciadores pQE30
(5 CCCGGATCCCATatgcctttaccggegcetgaatgtge *3) y pQE30rev
(5" CCCGGATCCATGCAtcgegeacceeggtctacgg “3) (Georgeliis et al, 1997), los cuales
contienen los sitios de restriccion £coRl y Hindlll. Posterior a la digestion, tanto al
pldsmido como los fragmentos fueron separados durante 30 min en gel de
electroforesis de agarosa al 0.8%, para aislar las bandas correspondientes
siguiendo el protocolo de extraccidn de DNA a partir de agarosa (Roche). Los
fragmentos fueron ligados al vector pBAD30 (Guzman et af, 1995) en 20 pl de
reaccion en presencia de T4 DNA ligasa (Invitrogen), incubando la reaccion durante
12 h a 16 °C. Se generaron cuatro pldsmidos nombrados pMX020, pMX021,
pMX022, pMX023.

Células Competentes
Se prepararon células competentes para la transformacion de las cepas

JM101, MC4100 Ad(Mdp-lacZ), MC4100 Ad(cyd-lacs), ECL50470(/dp-tacs),

ECL5004 A¢(cyd-iacZ) y ECL5012 Ad(Hdp-lacZ). Se utilizd el método descrito por

Inoue et al (1990).

1. Se toman 200 pl de un cultivo madre para inocularios en 20 ml de medio liquido
Luria-Bertani Broth (Fluka, BioChemica) al 2%, adicionado con Mg,S04 1M CaCl,
1M, incubandose el cultivo a 18 °C con agitacion hasta a una DOggo de 0.4.

2. Se incuba el cultivo en hielo durante 10 min y posteriormente se centrifuga a
3000 rpm durante 15 min a 4°C.

3. Se resuspende con cuidado la pastilla en 4 ml de buffer TBE (Sambrook, 1999)
frio, incubandolo posteriormente en hielo durante 30 min y se centrifuga a 3000
rpm durante 15 min.

4. Se repite el paso anterior.

5. Finalmente la pastilla es resuspendi6 en 1.6 ml de TB con 7% de DMSO,
separando 200 pl de células en tubos eppendorff previamente marcados con el

nombre del aislado correspondiente.
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6. Inmediatamente se procede a la congelacion con N, liquido y se almacenan en

REVCO a -75°C hasta su posterior transformacion.

Transformacion

Se incubaron las células en hielo durante 10 min para descongelarlas, y se
adiciond 1 pl de cada uno de los plasmidos pBAD30, pMX020, pMX021, pMX022 y
pMX023. La mezcla fue incubada en hielo durante 30 min y posteriormente se les dio
un chogue térmico a 43 °C durante 30 s. Inmediatamente se le adicioné a cada tubo
1 ml de medio de recuperacién (LB 3%) y se incubaron nuevamente durante 1 h a 37
oC con agitacion. las células recuperadas fueron centrifugadas a 2500 rpm vy
posteriormente se sembraron en placas LB-agar (suplementadas con ampicilina 100
ug/ml). Las placas de cultivo sembradas fueron incubadas durante toda la noche a 37
oC. Posteriormente se seleccioné una colonia aislada y se inoculd en 5 ml de LB
liguido con ampicilina 100 pg/ml hasta una DOggp de 1.5-2.

Para verificar la correcta construccion de los plasmidos después de la
transformacion de la cepa JM101, se procedié a extraer cada vector siguiendo el
protocolo del Kit de extraccion de ADN (High Pure Plasmid Isolation Kit, Roche
Mannheim, Germany). Se digirié el ADN durante 1 h con las enzimas de restriccién
EcoRl y Hindill. Los fragmentos fueron separados durante 30 min en gel de
electroforesis de agarosa al 0.8%. Se utilizd la tincién con bromuro de etidio a una
concentracién de 0.01% para verificar los pesos moleculares de los fragmentos
(pBAD30 y 900 pb del fragmento que contiene el sitio de unién a ribosoma y los
dominios ArcB), tomando como referencia el marcador de peso molecular de escalera
AHindiI1 (Invitrogen).

Mantenimiento de las cepas
Para mantener las cepas bacterianas durante largo tiempo, se realizaron
cultivos de cada cepa transformada durante 12-14 h con agitacién constante

inoculando una colonia en 5 ml de medio LB-liquido adicionado con ampicilina 100
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pg/ml. Posteriormente se agregaron 1400 pi del cultivo en 480 pl de glicerol al 80% y

se congelaron a -70 °C.

Medios y condiciones de crecimiento

Las condiciones de crecimiento fueron distintas dependiendo del ensayo
realizado. Se utilizaron placas de medio LB-agar adicionado con glucosa 0.02% vy
ampicilina a una concentracién final de 100 pg/ml para seleccionar las células
transformantes y para crecimiento de éstas en tubo, se utilizé LB-liquido con
ampicilina (100 pg/ml).

En el caso de la cinética de activacion del reportero A$(/dp-lacZ), se
inocularon 50 pl de bacterias en medio LB-liquido adicionado con MOPS (3-(N-
Morfolina) acido propanosulfnico) 0.1 M, D-xilesa 20 mM (LB buffereado), L-
lactato 20 mM como inductor del reportero, ampicilina 100 pg/ml y arabinosa al
0.02% en el caso de los cultivos de células que fueron transformadas con los
plasmidos (pBAD30, pMX020, pMX021, pMX022 y pMX023). Las condiciones de
crecimiento fueron a una temperatura de 37 °C y con agitacion hasta el término de
las curvas.

Para el crecimiento anaerdbico de la cepas silvestres (ECL5002 y ECL5003)
transformadas con los plasmidos (pBAD30, pMX020, pMX021, pMX022 y pMX023),
se adicionaron 10 pl de cada cultivo madre en viales de 5 ml que contenian medio
LB-liquido buffereado y suplementado con arabinosa 0.02% y L-lactato 20 mM
como inductores de los vectores y del reportero Ad(/dp-fac) respectivamente.
Los viales fueron incubados a 37°C hasta que llegaran a una DOgg de 0.4,
posteriormente fueron se detuvo el crecimiento bacteriano en hielo y se realizaron
ensayos de B-galactosidasa.

En los experimentos de los aislados que contienen la mutacién AarcB, se
inocularon 30 pl de cada cultivo madre a matraces de 200 ml que contenian 5 ml
de medio minimo (Foraje y Lin, 1982) suplementado con piruvato 0.4% como

Unica fuente de carbono. Se incubaron los cultivos a 37 °C con agitacion hasta una




DOggo de 0.2. Posteriormente cada matraz fue incubado en hielo para detener el
crecimiento y proceder a los ensayos de -galactosidasa.

Por ultimo en el ensayo de fosforilacion de ArcA por acetil fosfato, se
inocularon 100 pl de cultivo madre de cada cepa utilizada en 30 ml medio minimo
(Sambrook y Rusell, 1999) adicionado con glucosa 0.02% dejando crecer el cultivo
en un matraz de 1000 ml en agitacién durante 1 h. Se comenzaron a tomar
mediciones de DOggo asi como alicuotas para realizar ensayos de {-galactosidasa
cada 30 min hasta llegar a la fase estacionaria, en la cual se siguieron tomando
mediciones durante 5 h. Posteriormente se adiciono acetato de sodio 20 mM para
aumentar la concentracion de acetil fosfato, siguiendo la toma de muestras cada

15 minutos durante 2 h.

Ensayos de B-galactosidasa

La cuantificacion de la actividad enzimatica de los genes reporteros
utilizados en las distintas cepas, se realizd por medio del ensayo B-galactosidasa
(Miller, 1972). Se tomaron primero 1 ml de medio con células, para medir la DOsgog
y posteriormente 100 wl para adicionarlos en tubos que contenian 900 ml de
fosfatos suplementado con 10 pl de SDS 0.1% y 20 pl de cloroformo
(amortiguador Z), se agité con vortex cada tubo, posteriormente se adicionaron
200 ul de O-nitrofenil-B-D-galactopiranosido 0.04 mg/ml incubdndose a
temperatura ambiente durante 15 min y deteniendo la reaccion con 500 ul de
NaCO; 1 M. Se tomaron lecturas a DOy y DOsso, los valores fueron utilizados en la

formula de Unidades Miller:

Unidades Miller (UM)= 1000 X DO4sq — (1.75 X DOssp)
(t)(v)(DOsoo)

y posteriormente graficados con el programa de computadora Excel.



Resultados

Efecto del cambio de condiciones redox en cultivo anaerdbico en la cepa
MC4100 o(/ldp-lacZ). Para determinar el tiempo que tarda en desreprimirse el
reportero  ¢A(Hdp-/acZ) cuando hay transicion de crecimiento anaerdbico a
condiciones aerobicas, se realizo una cinética de activacion por medio de ensayos
de B-galactosidasa en la cepa ECL5002.

La cepa ECL5002 que contiene el reportero ¢r(/dp-/acZ) el cual es reprimido
por ArcA fosforilada fue cultivada en medio LB liquido a 37°C en condiciones
anaerdbicas. Se inicid una curva de cinética de activacion del reportero cuando el
cultivo de bacterias llegd a una DQgg de 0.2, se tom0 la primera muestra. Pasados
10 min se procedi® a tomar la segunda muestra (tiempo llamado O0).
Inmediatamente fueron transferidos 50 ml de uno de los cultivos a un matraz
incubdndolo con agitacion a 280 rpm. Se tomaron muestras de ambos cultivos
cada 10 min hasta completar una hora.

Como se puede observar en la figura 10, en condiciones anaerobicas se
mantuvo reprimido el reportero, debido a la fosforilacion de ArcA, mientras que en
el cultivo que fue cambiado a condiciones aerdbicas, se observd la desrepresion
del reportero desde los primeros minutos de aereacién. Lo anterior sugiere que
ocurrié una desfosforilacion del regulador de respuesta desde que el oxigeno
estuvo disponible en el cultivo. Lo anterior indica que ArcA es desfosforilado por
otra proteina ajena e ella (que puede ser una fosfatasa o su cinasa reconocida
ArcB) ya que previamente se ha reportado que la vida media de ArcA es de mas de
1 h (Georgellis et al., 1998).
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Fig 10. Comparacion de la actividad B-galactosidasa de A®(//dp-lacZ) en cambio de

condiciones redox. En el tiempo llamado 0, 50 ml de un cultivo fue transferido a condiciones

aerdbicas de crecimiento, continuando el otro en condiciones anaerdbicas. A Cultivo anaerébico;
B Cultivo transferido a condiciones aerdbicas de crecimiento.
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La represién dependiente de ArcA fosforilada es anulada por la expresion
de D;-H, en crecimiento de cepas con arcB constitutiva. Los datos
observados en el ensayo anterior, sugieren que el apagado del sistema Arc es por
medio de una fosfatasa ajena a ArcA. En un estudio /n witro realizado por
Georgellis et al. (1998), observaron que para el decaimiento de la sefial en el
sistema de Arc son necesarios tanto el dominio receptor D; como el dominio
fosfotransmisor H, de ArcB. Con el objeto de determinar si estos son los
responsables del decaimiento de la sefial en el sistema de Arc in wvivo, se
construyeron una serie de plasmidos que expresan el fragmento Dy-H; de la
proteina ArcB tipo silvestre y distintas mutantes (ver plasmidos utilizados en
metodologia). Estos vectores fueron transformados en la cepa ECL5047 A®(/dp-
lacZ) en la cual fue remplazado arcB silvestre por el hibrido tar-arcB que codifica
para la proteina ArcB con actividad cinasa constitutiva. En esta cepa ArcB
transfosforila a ArcA aun en condiciones aerdbicas, como resultado de esto la
actividad del reportero siempre es baja, sin embargo con la expresion del
fragmento D;-H, de ArcB se espera que disminuya la cantidad de ArcA fosforilado y
aumente asi la actividad.

De cultivos frescos de las células transformantes, se realizaron subcultivos
en 20 ml de medio LB y se incubaron en agitacion a 37°C. Se dejaron crecer los
cultivos a una DOggp de 0.2 en donde se tomd la primer muestra en el minuto —15,
una segunda muestra en el tiempo 0 e inmediatamente se adiciond arabinosa a
una concentracion final de 0.02% como inductor de los vectores, se tomaron
muestras cada 10 min durante media hora, posteriormente cada 15 min durante
media hora y cada 30 min hasta completar 180 min.

Los resultados obtenidos en este ensayo (Fig. 11) mostraron que la adicién
de arabinosa no alterd la actividad de los aislados que contienen pBAD30 vy la
expresiéon de D;*-H,*, mientras que en el aislado que contiene el pldsmido que
expresa el fragmento D;-H; (pMX020), se observa un aumento inmediato en la

expresion del reportero. En las cepas que contienen los pldsmidos que expresan
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Di*-H; (pMX021) y D;-Hy*(pMX022), la adicion de arabinosa mostré moderada
actividad del reportero, observandose valores mas altos D;*-H; que D;-Hy*. Estos
resultados, sugieren que ArcA fosforilado es desfosforilado por la actividad cinasa
de ArcB via ArcA foforilado H, D,, ya que al expresar etfragmento con
cualquiera de los dominio mutados la actividad del reportero es menor que cuando

se expresa el fragmento D;-H.
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Fig 11. Liberacion del control transcripcional de ArcA fosforilado por la expresion del
fragmento D1-H2. Se realizé seguimiento de la actividad del reportero Ad(/dp-/ac2) en el aislado
ECL5047 en el que fue remplazado arcB cromosomal por tar-arcB hibrido, el cual codifica para la
proteina ArcB con actividad cinasa constitutiva. ® ECL5047; B ECL5047 pBAD30 (control negativo);

A ECL5047 pMX020 (codifica Dy-H,)#-ECL5047 pMX021 (codifica D, *-H,); * ECL5047 pMX022 (codifica
‘D,-H,*); ® ECL5047 pMX023.
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La expresion de D;-H; anula la regqulacion transcripcional de ArcA
fosforilada en aislados silvestres en crecimiento anaerdbico. De acuerdo a
los resultados anteriores, se puede sugerir que el decaimiento de la sefal en el
sistema de Arc esta facilitado por la cinasa sensora por medio de la
desfosforilacion de ArcA fosforilado via fosfo-relevo reverso. No se sabe si la
misma conformacion de ArcB permite catalizar la fosforilacion y desfosforilacion de
ArcA fosforilado o existen cambios en la préteina dependiendo del estado rédox de
crecimiento. Si son necesarios dichos cambios conformacionales, bajo condiciones
estimulantes la proteina se encuentra activa como cinasa a la vez que se inhibe su
actividad fosfatasa y viceversa. Para explorar la posibilidad que sean distintas
conformaciones que ArcB adopte, las que espeéiﬁquen si la reaccion es de fosfo-
relevo o fosfo-reievo reverso, se probo si la expresion de D;-H, anula la regulacion
de ArcA fosforilado bajo condiciones estimulantes. Para este fin, fueron
transformadas con los plasmidos pMX020, pMX021, pMX022 y pMX023 las cepas
ECL5002 y ECL5003 las cuales acarrean los reporteros ®A(/dp-lac) y O\ cyd-
/acZ) que se reprime y activa por ArcA fosforilado respectivamente. Todas las
cepas se cultivaron en condiciones anaerdbicas en 5 ml de medio LB adicionado
con ampicilina, arabinosa 0.02%, se adicioné tambien L-lactato 20 mM en el caso
de las cepas que contienen el reportero ®A(/igp-/acZ). Se'dejaron crecer hasta una
DOgsao de 0.4 para realizar el ensayo de B-galactosidasa.

En la figura 12a y b, se muestran los resultados obtenidos en este ensayo
observandose que la presencia de D;-H; anuld la expresion del reportero A®(cyd-
/lacZ) asi como la represion de A®(/dp-lac2) durante crecimiento anaerdbico. La
expresion de Dy*-Hy* no afectd la expresion de ninguno de los dos reporteros.
Para el caso de las expresiones D;*-H, y D;-Hy*, como en los resultados anteriores
se observd disminucion en el control transcripcional dependiente de ArcA
fosforilada.
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12a. Expresion de Ad(//dp-lacZ) en condiciones anaerébicas.
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12b. Expresion de A®(cyd-lacZ) en condiciones anaerdbicas, en donde es activado por
ArcA fosforilado.



Efecto de la adiciéon de acetato en crecimiento aerdbico en la expresion
del gen reportero A$(cyd-lacZ). Previamente se reportd que ArcA cataliza su
propia fosforilacion a expensas de acetil fosfato o cabamil fosfato (Drapal y
Sawers, 1995; Lynch y Lin 1996). En esta parte del trabajo fue explorado el efecto
que puede tener el aumento del acetil fosfato intracelular en la expresion del
reportero activado por ArcA foforilado A¢(cyd-lacZ) en presencia de la cinasa
sensora ArcB.

Se realizaron ensayos de B-galactosidasa a dos cepas, una tipo silvestre
ECL5001 r¢(cyd-lacZ) y otra cepa ECL5336 A¢(cyd-lacZ) la cual tiene como fondo
genético la interrupcion de los genes que codifican la acetato cinasa y transacetilasa
con un cassette de tetraciclina (pta::tet::ackA) para evitar la produccion de acetil
fosfato enddgeno. Ambos aislados fueron inoculados en 200 ml de medio minimo e
incubados en agitacion a 37 °C durante 1 h, tiempo en el que se comenzaron a
tomar muestras cada 30 min hasta que los cultivos entraron a fase estacionaria en
la que se mantuvieron durante 5 h, posteriormente se adicionaron 20 mM de
acetato siguiéndose la curva durante 2 h mas.

En la figura 13 se observa la comparacion de crecimiento (densidad
Optica=DO0) entre las cepas observando que el maximo crecimiento de ambos
aislados, fue a una DOggy de 0.25 aproximadamente y la diferencia en el tiempo
que llega cada aislado a esta fase es entre 4 h para la cepa ECL5001y 6 h para la
cepa ECL5336. La actividad del reportero dada en Unidades Miller baja conforme
sube la DOgpo. Durante la fase estacionaria, se mantiene baja en ambas cepas aun
después de haber adicionado el acetato, lo cual indica que en presencia de la
cinasa sensora, la presencia del acetil fosfato no tiene ninguna relevancia

fisiologica.
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Fig 13. Expresion del gen reportero Ad(cyd-facZ) en ayuno de glucosa en crecimiento
aerdbico. La actividad del reportero se mantiene en ambas cepas, lo cual indica que la presencia
del acetil fosfato no tiene ninguna relevancia fisioldgica en presencia la ArcB.

0 DOgqo de la cepa ECL5001, ¢ DOgy de la cepa ECL5336,0 Actividad de B-galactosidasa de la cepa
ECL5001, A Actividad de B-galactosidasa de la cepa ECL5336

La flecha indica la adicion de acetato 20 mM.



Efecto de D;-H, sobre ArcA fosforilada en aislados con genotipo AarcB.
En los resultados anteriores se ha observado que D;-H, tiene efecto en el control
transcripcional mediante la desfosforilacion de ArcA-P. Sin embargo no se puede
excluir la posibilidad de que el fragmento D;-H; de ArcB no este actuando sobre
ArcA-P, sino que el grupo fosforilo sea transferido del dominio de autofosforilacién
(H;) hacia el dominio receptor del fragmento D,-H, y posteriormente se libere
como Pi. Otra posibilidad es que en el caso de tener el dominio fosfotransmisor
mutado (H,*) se quede el grupo fosforilo en el dominio receptor.

En el experimento realizado con las cepas ECL5004Ad(cyd-lac?) y ECL5012
A®(/ldp-lacZ) las cuales contienen fondo genético AdarcB se pueden observar dos
cosas: 1) de acuerdo a los resultados de la figura 13 y previos reportes (Lukat, et
al, 1992; McCleary y Stock, 1994), se sugiere que Jjn vivo los reguladores de
respuesta son capaces de autofosofrilarse a expensas de acetil fosfato sélo en
ausencia de su cinasa sensora. 2) Con los resultados de este experimento se
puede demostrar que D;-H; es capaz de desfosforilar a ArcA fosforilado. Las cepas
antes mencionadas, fueron transformadas con los vectores pMX020 (expresa D;-
Hz), pMX021 (expresa D;*-H,*), pMX022 (expresa D;-Hy*) y pMX023 (expresa
D*-H,*). Se inocularon 50 pl (_je cultivos madres de cada transformante en 5 ml
de medio minimo adicionado con piruvato 0.4%, ampicilina 100 ug/ml, kanamicina
50 pg/ml; como inductores del vector y del reportero A®(/igp-lacZ), arabinosa
0.02% vy L-lactato 20 mM respectivamente. Los cultivos fueron incubados en
agitacion a 37°C hasta obtener una DO de 0.2.

Los resultados mostrados en las figuras 14a y b indican que ArcA reprimid y
activdo a los reporteros respectivamente en presencia del intermediario acetil
fosfato. Por otro lado cuando se expresa D;-H, se observa nuevamente la
anulacién de la regulacién realizada por ArcA fosforilado sobre ambos reporteros,
en cambio cuando se expresan D;*-H,* y D;-H,*no se ve efecto alguno. En la
expresidn de D;*-H, se observa una disminucion en el control ejercido por ArcA

fosforilado.
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Fig 14a. La expresion de D;-H, elimina el control transcripcional de ArcA fosforilado.

1200,00 -
T -
3 800,00 7
=
[}
]
3 l
{0
h]
£ 400,00 -
" ECL5003 - pBAD30 Dy-H; Dy*H, Dy-Hp* D,*-H,*

Fig 14b. Desfosforliacion de ArcA fosforilado por las versiones del fragmento D;-H; en
cepas con genotipo AdarcB.
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Discusion

Existen dos actividades primordiales que regulan la cantidad de regulador
de respuesta fosforilado; la primera, es la actividad de autofosforilacion de la
cinasa sensora, por medio de esta accién se controla la disponibilidad del grupo
fosforilo (Borkovich et a/, 1989). La segunda es la desfosforilacion del regulador
de respuesta que puede ser por tres diferentes vias: 1) Actividad autofosfatasa o
labilidad inherente de la forma fosforilada de la proteina reguladora; 2) La
desfosforilacion catalizada por una tercera proteina auxiliar, la cual interviene en la
hidrélisis del grupo acyl formado (Wright et a/, 1993); 3) La desfosforilacion
catalizada por la actividad bifuncional cinasa/fosfatasa de la cinasa sensora
reconocida (Albanesi et a/., 2004; Hsing y Silhavy, 1997).

En los resultados obtenidos en el experimento, en donde células en
crecimiento anaerobico fueron cambiadas a condiciones aerdbicas, se observa que
la actividad del reportero aumenta desde los primeros minutos de aereacion (Fig
10). Lo anterior puede sugerir que en el sistema Arc, la inactivacién de ArcA no es
por labilidad inherente ya que ha sido previamente demostrado que /7 vitro ArcA
fosforilada tiene una vida media mayor a 1 h (Georgellis et al,, 1998), lo anterior
sugiere que el decaimiento de la sefial debe ser realizado por medio de la actividad
fosfatasa de una proteina ajena a ArcA.

Ha sido previamente reportado que en'algunos sistemas, la desfosforilacion
de! regulador de respuesta se encuentra auxiliada por fosfatasas, como es el caso
de las proteinas del control flagelar, CheZ dimeriza e interacciona con CheY
acelerando la desfosforilacion (Cantwell et a/, 2003; Hess et al, 1988; Blat y
Eisenbach, 1994). Otro ejemplo es el sistema de dos componentes encargado de la
esporulacién en B. subtilis, en donde se involucran varias fosfatasas altamente
reguladas (RapA, RapB y RapE) para la desfosforilacion de SpoOF (Perego et a/.,
1994), asi mismo SpoOE es la autofosfatasa de SpoOA (Ohlsen et a/, 1994).

Previamente se ha reportado que en el sistema de Arc la cantidad de ArcA

fosforilado puede ser controlada por una tercera proteina nombrada SixA, la cual
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secuestra al grupo fosfato del dominio fosfotransmisor de ArcB, sin embargo en
ensayos en los cuales sobrexpresaron la proteina /7 vivo no vieron ningdn efecto
fisiologico (Ogino et al,, 1998; Matsubara y Mizuno, 2000).

Se han reportado otros ejemplos en lo cuales la proteina cinasa también
tiene actividad de fosfatasa. En el sistema que regula la expresion de las porinas
OmpF y OmpC, la cinasa sensora EnvZ es la encargada de la actividad fosfatasa de
OmpR fosfotrilado (Hsing y Silhavy, 1997; Hsing et a/, 1998). En el sistema de
Tor, la cinasa detecta la presencia de trimetilamina N-oxido (TMAQ) en el medio
transfosforilando al regulador de repuesta TorR via Hisas-- Aspras -Hisgso-- Asp
(TorR) pero en ausencia de este producto (TMAQ) la proteina reguladora es
desfosforilada por fosfo-relevo reverso via Asp (TorR)-- Hisgso --Aspsy; (Ansaldi et
al, 2001).

Otro ejemplo es FixL/) encontrado en Rhizobium meliloti, el cual responde a
bajas concentraciones de oxigeno; la cinasa FixL es la encargada de fosforilar y
desfosforilar al regulador de respuesta FixJ (Lois ef al., 1993). Un trabajo realizado
in vitro, sugirid que el decaimiento de la sefial en el sistema Arc también es
realizado por fosfo-relevo reverso, en el cual esta involucrado el Aspss de ArcA, el
His717 y Aspszs de ArcB, con una subsecuente liberacion de Pi (Georgellis et al.,
1998). Los resultados obtenidos /n vivo en este trabajo confirman los resultados
previamente realizados /in vitro, observandose que ArcA-P es desfosforilado por el
dominio receptor y fosfotransmisor de ArcB en una via reversa Aspss—Hisyi—
Aspszs.

En la figura 11 se observa mayor incremento de actividad del reportero sélo
cuando es expresado el fragmento D;-H, de ArcB aln en un aislado con genotipo
arcB constitutivo, lo que indica que esta cinasa es responsable de la
desfosforilacién de su regulador de respuesta correspondiente. Nuestros resultados
también concordaron con lo que sugirieron los ensayos realizados /in vitro, que
tanto el dominio D; como el H, son necesarios en el decaimiento de la sefial, ya

que cuando se expresaron los fragmentos de ArcB con alguna mutacidn ya sea
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D,*- H; o D;-Hy*, tanto la expresion del gen A®(/dp-/acZ) como la activacién de
AD(cyd-fac2) fueron menores que en el caso de D,-H; tipo silvestre (ver figuras 11
ademas de las figs. 12ay b; 14a y b).

Cabe mencionar que el tiempo en que se comienza a observar la activacion
del reportero cuando se adiciona arabinosa, concuerda también con el observado
en la figura 10 en donde sélo se cambid el cultivo a condiciones aerdbicas, siendo
éste aproximadamente entre 10-20 min, posiblemente es el tiempo en el que la
célula comienza a sensar la presencia de O, en el medio y ajusta la maquinaria a
las nuevas condiciones.

A pesar de la fuerte evidencia de que el dominio receptor (D;) vy
fosfotransmisor (H;) de ArcB son los responsables de la desfosforilacion de ArcA
fosforilado, no se sabe si la actividad cinasa/fosfatasa de ArcB se debe a cambios
en la conformacion de estos dominios dependiendo del estado redox de
crecimiento. De acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo realizado con
cepas silvestres se sugiere que no son los cambios conformacionales los que
confieren actividad de cinasa o de fosfatasa a ArcB, sin embargo no se puede
excluir esta hipétesis ya que posiblemente sea necesario el dominio H; para poder
llevar a cabo dichos cambios.

Al contrario de los resultados previamente publicados (Nystrém et al,
1996), en este trabajo se muestra que en presencia de ArcB, el acetil fosfato no
tiene ninguna relevancia fisioldgica. En la figura 13 se observa que la adicion de
acetato no alteré la expresion de rd(cyd-/acZ) en cepas que contienen a ArcB
Silvestre.

En los resultados presentados en este trabajo, en los cuales se utilizaron
cepas con genotipo AarcB se observaron dos cosas 1) en presencia de ArcB el
acetil fosfato no modula el nivel de ArcA fosforilado (como se puede observar en el
panel negro de las graficas 14a y b), en cambio en su ausencia se observa
represion y activacion de Ad(/dp-lac2) y Ad(cyd-fac2) respectivamente (Fig 14a vy

b) en condiciones aerdbicas, evidenciando que ArcA esta activo y que se




autofosforild a expensas del acetil fosfato. Los resultados anteriores, concuerdan
con publicaciones en los sistemas CheY y NtrC, en donde reportan que /7 vivo la
autofosfoilacion del regulador de respuesta a expensas de donadores de fosfatos
de bajo peso molecular como el acetil fosfato solo puede ocurrir en ausencia de la
cinasa sensora respectiva (Dailey y Berg 1993; Feng et a/, 1992; Hsing y Silhavy,
1997).

A pesar de que los ensayos realizados en condiciones anaergbicas en las
cepas silvestres, proveen una fuerte evidencia de que ArcA-P es desfoforilada in
vivo por D,-H; de ArcB, no se puede descartar la posibilidad de que este fragmento
mas bien interrumpa la transferencia del grupo fosforilo de ArcB hacia ArcA,
mediante un fosfo-relevo que involucre a H; de ArcB silvestre y D, de ArcB
plasmidico, sin embargo los ensayos realizados con las cepas que contienen
genotipo AarcB mostraron que el efecto observado por la expresion de D;-H; es
realizado directamente sobre ArcA fosforilado y asi ocurre el necesario apagado del

sistema Arc bajo condiciones no estimulantes.

Perspectivas _

ArcB es una proteina bifuncional que utiliza los dominios D, y H; en el fosfo-
relevo para la transmision de la sefial cuando se encuentra activa como cinasa, asi
como para el decaimiento de la sefial en su actividad fosfatasa, ademas de que el
pico de su actividad cinasa se encuentra en condiciones de microaerobiosis
(Alexeeva et al, 2003) en las cuales se escasean los niveles de ATP, es dificil
concebir un escenario en el cual operen las actividades de cinasa y fosfatasa al
mismo tiempo por el costo energético que tendria la célula. En el trabajo futuro, se
pretende encontrar los aspectos que controlan la direccidn de la transferencia del

grupo fosforilo mediante:
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Examinar el efecto de la dimerizacion en la desfosforilacion de ArcA

Como se ha reportado anteriormente, el sistema Arc se encuentra apagado
en condiciones aercbicas mediante la activacion de un mecanismo silenciador de la
actividad cinasa de ArcB en el que ocurre la oxidacion de dos residuos de cisteinas
(Cys'® y Cis*™) los cuales participan en la formacion de un enlace disulfuro
intermolecular (Malpica et af/, 2004). Se espera que la formacion de dimeros de
ArcB a través de estos enlaces provoque cambios en la conformacién de la
proteina que permitan que adquiera actividad de fosfatasa de ArcA fosforilado. Por
lo anterior, serd explorada la hipdtesis de que la forma reducida de ArcB tenga
actividad de cinasa, mientras que la forma oxidada opere como fosfatasa. Para
esto se determinara /in vitro la tasa de desfosforilacion del fragmento ArcA!*3®
fosforilada, por la proteina ArcB’®7’® completamente reducida (mediante previo
tratamiento con DTT) o completamente oxidada (con previo tratamiento con Q0 y
cloramina T).

Si el resultado de lo anterior indica que efectivamente la forma oxidada de
ArcB tiene mayor actividad fosfatasa que la forma reducida, se comparara la
expresion ®(/dp-lacZ) en los siguientes ensayos in vivo:

1) ECL5012 (AacB ®/lldp-lacZ). Previos resultados han indicado que en
medio minimo con piruvato como Unica fuente de carbono, la
expresion del reportero es menor que el aislado silvestre, como
resultado de la represion por ArcA-P formado por la autofosforilacion
del regulador de respuesta a expensas de acetil fosfato (Datos no
publicados).

2)  aaB™%° (ECL5030) en el que se espera observar la expresion del
reportero (®/dp-lac2), lo que indicaria que la proteina mutante
ArcB"2Q actlia como fosfatasa de ArcA.

3)  agrBARHA HEX0 acte aislado doble mutante en los residuos de
cicteinas es incapaz de formar el enlace disulfuro. Se ha demostrado

anteriormente que en este aislado se mantiene el reportero reprimido
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aun en condiciones aerdbicas (Malpica et al, 2004). Si se obtiene
represion del reportero, indicard que es necesario el enlace disulfuro
para la actividad fosfatasa de ArcB sobre ArcA fosforilada. Ademas se
realizard la inactivacion de la actividad cinasa de ArcB introduciendo

una mutacion en el sitio de autosfosforilacion Haes.

Con los experimentos anteriores esperamos obtener valiosa informacion
acerca del mecanismo con el cual se diferencian las actividades de cinasa y de
fosfatasa de ArcB. Se espera que ArcB aumente su actividad fosfatasa en la
aerobiosis, cuando dimeriza por la formacion de enlaces disulfuro (Malpica ef 4/,
2004) y que la funcidén como cinasa sea nula. Lo opuesto es esperado cuando la
proteina se encuentra en condiciones reductoras, en las cuales los enlaces

disulfuro son reducidos y ArcB monomeriza.

Estudios /n vitro para identificar si la transferencia del grupo fosforilo es
inter o intramolecular.

Previos estudios han sugerido que en la bifuncionalidad de ArcB estan
involucrados los dominios D; como Hy, lo que hace interesante la posibilidad de
qﬁe el fosfo-relevo y el fosfo-relevo reverso no tengan el mismo patrén de reaccion
inter o intramolecular.

Para distinguir las reacciones intramoleculares de las intermoleculares seran
generados una serie de péptidos mutantes bloqueados en pasos especificos del
fosfo-relevo. Varias combinaciones de péptidos mutantes seran incubados con
('Y3))ATP y ArcA. Se probara su habilidad para completar el fosfo-relevo mediante
la formacién de ArcA en su forma fosforilada. Por ejemplo ni H,"*?%¢"-p,-H,

H,-Gin2470MaGIna72802. 1y 1y, (incapaz de

(bloqueada en el sitio de autofosforilacion) y
unir ATP) podrén transfosforilar a ArcA a expensas de ('Y*?)ATP, pero la mezcla de

estos péptidos podra resultar en la formacién de ArcA fosforilada si la transferencia
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del grupo fosforilo se involucra una reaccion intermolecular. EI mismo principio
puede ser utilizado para investigar otros pasos del fosforelevo.

Se probaran distintas versiones de ArcB, ya sea solas o en la apropiada
combinacion para la formacion o hidrélisis de ArcA-P.

1) H;-Di-Ha+ ArcA

2) H,"?%-D;-H, + ArcA

3) H,5¥0AGY2A.D H, + ArcA

4) Hi"?%D-H; + ArcA + H,S7*C7ADH, + ArcA

5) Hl_DlDS76A_H2H717A + H1H2920 -Dy-H, + ArcA

6) HleQ-Dl-Hz H717A HI_DIDS76A -H, + ArcA

7) Hl_DlDS76A H, + H1H292Q -Dy-H, H717A L ArcA

8) ArcA fosforilado + H,"2%9D,-H,

9) ArcA fosforilado + Hy-Dy-H, "717A + H,-D, ®57%* -H,

Los resultados /n vitro seran verificados /n vivo utilizando combinaciones de
mutantes de ArcB en cromosoma y ArcB plasmidico.

La caracterizacion individual de los pasos de la fosfotransferencia puede dar
sefiales de los mecanismos bioguimicos involucrados en la direccién en que es
- transferido el grupo fosforilo. Es posible que el fosfo-relevo y el fosfo-relevo
reverso, tengan distintos patrones con respecto a las reacciones inter e
intramoleculares. Si lo anterior es cierto, existe la posibilidad de que distinto

metabolitos puedan influenciar el indice del fosfo-relevo y del fosfo-relevo reverso.
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The Arc two-component system, comprising the ArcB sensor kinase and the ArcA response regulator,
modulates the expression of numerous genes in response to the respiratory conditions of growth. Under anoxic
growth counditions, ArcB autophosphorylates and transphosphorylates ArcA, which in turn represses or acti-
vates its target operons. Under aerohic growth conditions, phosphorylated ArcA (ArcA-P) dephosphorylates
and its transcriptional regulation is released. The dephosphorylation of ArcA-P has been shown to occur, at

least in vitro, via an ArcA**

P3P — ArcBHR7V7.P — ArcB**PS7-P — P, reverse phosphorelay. In this study, the

physiological significance of this pathway was assessed. The results demonstrate that the receiver and phos-
photransfer domains of the tripartite sensor kinase ArcB are necessary and sufficient for efficient ArcA-P

dephosphorylation in vivo.

The ability to respond to a vast array of environmental
signals is vital for the growth and survival of microorganisms.
The sensing and processing of these signals are carried out by
molecular circuits within the cell, which detect, amplify, and
integrate these signals into a specific response. In prokaryotes,
these molecular circuits are typically organized by protein
pairs, “sensory kinase” proteins and “response regulator” pro-
teins, that belong to the large family of two-component sys-
tems. Two-component signal transduction systems that depend
on histidine and aspartyl residues as phosphoryl group donors
and acceptors have been reported to regulate diverse processes
that include energy metabolism, symbiotic nitrogen fixation,
chemotaxis, cell division, sporulation, and pathogenic interac-
tions with both plant and animal hosts (1, 13, 29).

The prototypical system of this kind comprises a membrane-
bound sensor kinase and a cytosol-located cognate response
regulator. Upon signal reception, the sensor kinase undergoes
an ATP-dependent autophosphorylation at a conserved His
residue and subsequently transphosphorylates a conserved Asp
residue in the cognate response regulator rendering it func-
tional, in general as a transcriptional regulator. Upon cessation
of signaling, both the cognate response regulator and the sen-
sor kinase undergo dephosphorylation that results in silencing
of the system.

The Arc (anoxic redox control) two-component system is a
complex signal transduction system that plays a key role in
regulating energy metabolism at the level of transcription in
bacteria (23). including the pathogens Vibrio cholerae, Salmo-
nella enterica serovar Typhimurium, Yersinia pestis, and Hae-
mnophilus influenzae (2, 3, 12, 25). This system comprises the
ArcB protein as the sensor kinase and the ArcA protein as the
response regulator (15, 17). ArcA is a typical response regu-
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lator comprising an N-terminal receiver domain with a con-
served Asp residue (Asp54) and a C-terminal helix-turn-helix
domain for DNA binding. By contrast, ArcB is unusually elab-
orate. First, there is no evident periplasmic domain (17, 20).
Second, the cytosolic portion of the protein contains a putative
leucine zipper (9) and a PAS (Per-Amt-Sim) domain (31).
Third, ArcB possesses three cytosolic catalytic domains: an
N-terminal transmitter domain (H1) with a conserved His res-
idue at position 292, a central receiver domain (D1) with a
conserved Asp residue at position 576, and a C-terminal trans-
mitter domain (H2) with a conserved His residue at position
717 (14, 16).

Under reducing conditions, ArcB undergoes’ ATP-depen-
dent autophosphorylation (10, 16), a process that is enhanced
by certain anaerobic metabolites such as p-lactate, acetate, and
pyruvate (7, 30), and transphosphorylates ArcA via a His292 —
Asp576 — His717 — Asp34 phosphorelay (10, 18). Phosphor-
ylated ArcA (ArcA-P), in turn, represses the expression of
many operons involved in respiratory metabolism and activates
a few operons encoding proteins involved in fermentative me-
tabolism (23). Under aerobic conditions, the kinase activity of
ArcB is inhibited by the quinone electron carriers that act as
direct negative signals (8). In a recent study, it was demon-
strated that the molecular mechanism of kinase silencing in-
volves the oxidation of two cytosol-located redox-active cys-
teine residues (Cys180 and Cys241) that participate in
intermolecular disulfide bond formation (24). Furthermore,
dephosphorylation of ArcA-P, a reaction needed to curtail its
regulatory activity, was previously shown to proceed. at lcast in
vitro, via an ArcA*P5%.P — ArcBH*7'7-P — ArcBM*776.p —
P; reverse pathway (9). However, no in vivo cvidence was
provided to support the physiological significance of such a
pathway.

[n this study, we address the question of whcther the re-
cciver (D1) and secondary transmitter (H2) of ArcB are in-
volved in the in vivo dephosphorylation of ArcA-P.

A shift to nonstimuiating conditions leads to immediate
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FIG. 1. A shift 10 nonstimulating conditions leads to immediate
release of the Arc-dependent transcriptional control. The ArcA/B two-
component system responds very rapidly lo changes in redox condi-
tions of growth. Strain ECL5002 carrying the A®(HdP’ JacZ) reporter
was grown anaerobically in LB containing 0.1 M MOPS (morpho-
linepropanesulfonic acid) (pH 7.4), 20 mM bp-xylose, and 20 mM L-
lactate as inducer. At an QD of 0.2, one aliquot was withdrawn for
measuring the B-galactosidase activity (depicted as —10 min). At time
0 min, the cultures were divided in two: one of the subcultures con-
tinued growth under anaerobiosis, serving as control, while the other
was shifted to acrobiosis. The B-galactosidase activity was monitored
for 1 h with 10-min intervals, Open squares, anaerobic growth; closed
circles, shift to aerobiosis.

release of the Arc-dependent transcriptional control. During
anaerobic growth, the ArcA response regulator is activated
upon phosphorylation by ArcB and regulates the transcription
of some 40 operons. When oxygen becomes available, rapid
dephosphorylation of both ArcB-P and ArcA-P is probably
necessary for release of the Arc-dependent transcriptional con-
trol. To gain some insight into the mechanism of dephosphor-
ylation, we examined the time lag for the response of the Arc
system after a shift from anaerobic to aerobic conditions of
growth. To this end. strain ECL5002 carrying the ArcA-P-
repressible A®(lldP’-lacZ) reporter (20) was grown anaerobi-
cally in buffered Luria broth (LB) supplemented with 20 mM
L-lactate 10 induce expression of the reporter (5). At an optical
density at 600 nm (ODygq) of ~0.25, a sample was withdrawn
and the cxpression level of the reporter, expressed in B-galac-
tosidase units, was determined (depicted as —10 min). As
expected, the expression of the reporter was very low, indica-
tive of ArcA-P repression (Fig. 1). After an additional 10 min
of growth, the culture was shifled 10 aerobiosis and the time
course of the B-galactosidase activity was followed. As seen in
Fig. 1, shifting the anaerobic culture to aerobiosis caused a
rapid increase in rcporter expression, suggesting that the Arc
system responds quickly to changes in respiratory conditions.
[n this respect, it has to be mentioned that the presence of
molecular oxygen leads to the oxidation of the quinone clec-

1. BaCIERIOL.

tron carriers that in turn inhibit ArcB phosphorylation (8) and
thereby prevent further transphosphorylation of ArcA. The
atready tormed ArcB-P dephosphorylates, most likely, by the
intrinsic lability of the phospho-aspartyl bond in D1 (10). Also,
the phosphohistidine phosphatase. SixA, which was previously
reported to specifically dephosphorylate His”'” of ArcB (28),
may contribute to the dephosphorylation of ArcB-P. However,
rapid dephosphorylation of ArcA-P is also necessary for rc-
porter expression to resume after the shift to aerobiosis. Gen-
erally, the rate of dephosphorylation of response regulators
appears to be controlled by the inherent lability of the mixed
anhydride phospho-aspartyl bond and/or a phosphatase-like
activity embodied in the cognate sensor kinase or another
protein. Considering the fact that the in vitro half-life of the
phospho-aspartyl bond of ArcA-P exceeds 60 min (9), we pos-
tulated that an ArcA-P-specific phosphatase might be needed
for its dephosphorylation during oxidizing conditions of
growth.

ArcA-P-dependent repression is released upon expression of
D1-H2 under nonstimulating conditions. It has been previ-
ously reported that, at least in vitro, ArcA-P dephosphorylates
via an ArcA® PP — ArcB'"7V-P — ArcBMP*.p — P,
reverse pathway (9). Since the receiver (D1) and secondary
transmitter (H2) of ArcB are involved in the in vitro dephos-
phorylatien of ArcA-P, we argued that in vivo overexpression
of these two domains might release the ArcA-P-dependent
transcriptional control in the absence of stimuli. To test this,
we constructed a series of plasmids expressing wild-type and
mutant D1-H2 (ArcB*'"7®) proteins. The EcoRI-HindIIl
fragments  of  plasmids  pQE30ArcB®"7®  (10),
pQE30ArcB’2!- 778, DST6A (g pQE30Ach“’ 778 HNTO (g)

and pQE30ArcB™!-77% D376A. H7170 (1his study), containing
the ribosomal binding site of the pQE30 vector and the arcB
sequence that encodes the ArcB3'”7” fragment, were cloned
downstream from the ara promoter of plasmid pBAD30 (11)
to generate pMX020, pMX021, pMX022. and pMX023 encod-
ing m_mB;”;:“ (D1-H2), ArcB*”7% D764 (Dyj*.H2),
ArcB (D1-H2*), and ArcBS21-778. DS76A, 11717Q (D1"-
H2*), respectively. Induction by arabinose revealed that ali
resultant D1-H2 constructs overexpress a protein of the ex-
pected size at similar steady-state levels (Fig. 2A).

The generated plasmids were transformed into strain
ECL5047 (19), in which the wild-type arcB has been replaced
with a rar-arcB hybrid (tabl) that encodes a protein with con-
stitutive ArcB kinase activity and also carries the AO(UdP'-
lacZ) reporter fusion. In this strain, ArcB autophosphorylates
and transphosphorylates ArcA even during aerobic conditions
of growth, and as a result, the B-galactosidasc activity is always
very low. Therefore, production of an ArcA-P phosphatase
should lower the amount of ArcA-P and augment expression
of the reporter. The transformants were grown aerobically in
buffered LB 10 an OD,q, of ~0.3, and a sample for the B-ga-
lactosidase assay was withdrawn (depicted as —10 min). In
agreement with previous results (19), the expression of the
reporter was very low (Fig. 2B) in all tested strains. After an
additional 10 min of growth, 1.3 mM arabinosc was added in
the cultures to induce transcription of the plasmid-encoded
peptides, and the time course of B-galactosidase activity was
monitored (Fig. 2B). It was found that addition of arabinosc in
the growlh medium of the strain carrying either pBAD30 or
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FIG. 2. ArcA-P-dependent repression is released upon cxpression
of DI-H2 under nonstimulating conditions. (A) Strain ECL5003 car-
rying pBAD30, pMX020 (encodes D1-H2), pMX021 (cncodes D1*-
H2), pMX022 (encodes D1-H2*), or pMX023 (encodes D1°*-H2*) was
grown aerobically in LB containing 1.3 mM arabinose. At an ODgy, of
~0.4,a I.ml sample was pelleted, washed with I ml of 10 mM Tris-HCI
(pH 8.0), and solubilized by incubation at 95°C for 5 min in 100 pl of
2x sodium dodecyl sulfate sample bufier. Samples of 10 ul were
subjected to electrophoresis in a sodium dodecy! sulfate-12% poly-
acrylamide gel, and the resolved proteins were visualized by Coomassie
blue staining. (B) Strain ECLS047 (19) carrying a chromosomal tar-
arcB hybrid (rabl), which encodes a protein with constitutive ArcB
kinase activity, the A®(ldP'-lacZ) reporter fusion. and pBAD30),
pMX020, pMX021, pMX022, or pMX023, was grown aerobically in LB
containing 0.1 M MOPS (pH 7.4), 20 mM D-xylose, and 20 mM L-
lactate. At an ODgy, of 0.2, one aliquot was withdrawn for measuring
the B-galactosidase activity (depicted as ~ 10 min). At time 0 min, 1.3
mM arabinose was added in each culturc and the B-galactosidase
activity was followed. Open squares, ECLS047 transformed with
pBAD30; closed squares, ECL5047 transformed with pMX020; closed
diamonds, ECLSM47 transformed with pMX021: closed circles.
ECLS047 transformed with pMX(122: closed triangles, ECLS047 trans-
formed with pMX023.
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the D1*-H2*-expressing plasmid (pMX023) did not aflfect the
cxpression of the reporter. In contrast, addition of arabinosc in
the growth medium of the strain carrying the D1-H2-express-
ing plasmid (pMX020) rcsulted in an immediate increase of
reporter expression, which reached a steady-state level 25
times higher than in the strains carrying either pBAD30 or
pMX023. Finally, addition of inducer in the growth medium of
the strains carrying cither the D17-H2- or the D1-H2*-express-
ing plasmid (pMX021 or pMX022) resulted in a moderate
release of reporter repression, with D1*-H2 showing a stronger
effect than D1-H2*. The effect of D1*-H2 is 10 be expected. it
the reverse phosphorelay is the actual in vivo pathway for
ArcA-P dephosphorylation, because the phosphoryl group will
be transterred from ArcA-P to His717 of H2. An alternative
should be that the mutant peptides attenuate the communica-
lion between ArcB and ArcA, by interfering with the phos-
phorelay in ArcB and/or by sequestrating ArcA and thereby
blocking its transphosphorylation. Also. the possibility of in-
termolecular phosphoryl group transfer from H! or H2 of
ArcB to D1-H2* with concomitant hydrolysis of the Asp*”®-P
cannot be excluded. Nonctheless, the above results provide
strong evidence that the presence of D1-H2 abolishes the
ArcA-P-dependent transcriptional regulation under nonstimu-
lating conditions.

Expression of D1-H2 abrogates the ArcA-P transcriptional
regulation under stimulating conditions. It is of interest that in
the cases where a sensor kinase facilitates dephosphorylation
of its cognate response regulator, it is not known whether the
same conformation of the sensor allows both the phosphory-
lation and dephosphorylation reactions to be catalyzed. If dis-
tinet conformations of the sensor are needed to specify
whether the kinase or the phosphatase activity will be allowed,
it can be assumed that under stimulating conditions activation
of the kinase will be followed by concomitant inhibition of the
phosphatase, while nonstimulating conditions will have the
opposite effect. To explore the possibility that distinct confor-
mations might specify the reaction catalyzed by D1-H2. that is
either the forward phosphorylation cascade or the reverse
phosphorelay, we tested whether expression of D1-H2 under
stimulating (anaerobic) conditions also abolishes the ArcA-P-
dependent transcriptional control. To this end, the plasmids
that express the wild-type or mutant D1-H2 proteins were
transformed into strains ECLS002 and ECL3003 carrving, re-
spectively. the ArcA-P-repressed AP(ldP’-lacZ) and the
ArcA-P-activated A (cydA'-lacZ) reporter in the ldPRD™ and
cydAB™ background. The transformants were grown anacro-
bically in the presence of arabinose 1o an ODyg,y, of ~04, and
the B-galactosidase activity was determined (Fig. 3). It was
found that while the presence of D1-H2 abolished the activa-
tion of A®(cvdA'-lacZ) and the repression of AQ(lldP'-lacZ)
during anaerobiosis, the presence of D1*-H2* did not affect
the expression of either reporter. Also, in agreement with the
previous result, expression of either D1*-H2 or DI1-H2* re-
duced the ArcA-P-dependent transcriptional control, although
at a considerably lower degree than the wild-type peptide.
Thus. a conformational change of the DI1-H2 peptide per s¢
does not secm to be a determinant favoring any of the wo
opposing reactions of phosphorylation and dephosphorvlation.
Howewver, this does not exclude the possibility that the full-
length wild-type ArcB mainains different folds dependent on
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FIG. 3. Expression of D1-H2 abrogates the ArcA-P transcriptional
regulation under stimulating conditions. The A®(/dP’'-lacZ) and the
AD(cydA'-lacZ) reporter strains ECL5002 and ECLS003 were trans-
formed with either the wild-type or mutant D1-H2-expressing plasmid.
The AP(cydA'-lucZ)-bearing strains were cultured anacrobically in
buffered LB containing 0.1 M MOPS (pH 7.4), 20 mM p-xylose. and
1.3 mM arabinose. For the growth of Ab(/ldP'-lacZ)-bearing strains,
the above medium was supplemented with 20 mM (-lactate. At an
ODyo of 0.4, the culturcs were harvested and the B-galactosidase
activity was assayed and cxpressed in Miller units. The data are the
average of four experiments, and the standard deviation values arc
indicated. Solid bars, untransformed strains; hatched bars, strains
transformed with plasmids pBAD30. pMX020 (DI1-H2). pMX021
(D1°-H2), pMX022 (D1-H2*), or pMX023 (D1*-H2*).
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the redox state of the cell that could play a decisive role in
dictating the direction of the phosphoryl group transfer.
DI-H2 acts directly on ArcA-P. As mentioned earlier, the
elfect of D1-H2 on reporter expression is most likely the result
of ArcA-P dephosphorylation. However, interception of the
phosphoryl group transfer from ArcB to ArcA by DI-H?2
should cause the same effect. Therefore, we attempted to gen-
erale ArcB-independent ArcA-P in vivo and examine whether
DI1-H2 is able to directly dephosphorylate ArcA-P. In doing
this, we took advantage of the facts that in the absence of their
cognate kinases many response regulators undergo in vivo au-
tophosphorylation at the expense of acetyl-phosphate (4. 6. 21.
32) and that the intrucellular concentration of aceryl-phos-
phate is an order of magnitude higher in cells grown aerobi-
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FIG. 4. Expression of D1-H2 annuls the acetyl-phosphate-depen-
dent phosphorylation of ArcA in vivo. The A®(UdP'-lacZ) and the
A(cydA'dacZ) reporter strains ECL5002 and ECLS003 and their
AarcB isogenic strains ECL5012 and ECL5004 transformed with either
the wild-type or mutant D1-H2-expressing plasmid were grown aero-
bically in defined medium {1 mM KH,PO,. 40 mM KCl, 34 mM NaCl,
20 mM (NH,),SO,, 1 pM FeSO;, 0.3 mM MgSO,, 1 uM ZnCl,, 10 uM
CaCl,, and 0.1 M MOPS, at a final pH of 7.6] supplemented with 20
mM pyruvate and 1.3 mM arabinose. For the growth of A®(ldP'-
lacZ)-bearing strains, the above medium was supplemented with 20
mM L-lactate. At an OD gy 0f 0.4, the cultures were harvested and the
B-galactosidase activity was assayed. The data are the average of four
experiments, and the standard deviation values are indicated. Empty
bars, ECL5002 and ECL5003, carrying the wild-ype ArcB: solid bars,
untransformed ECLS004 (AarcB) and ECLS012 (AarcB); hatched
bars, ECLS004 and ECLS012 transformed with plasmids pBAD3(,
pMX020 (D1-H2), pMX021 (D1°-H2), pMX022 (DI-HZ%). or
pMX023 (D1*-H2*).

cally on pyruvate than oo glycerol as the sole carbon and
energy source (26). The wild-type strains ECL5002 and
ECLS003 and their isogenic AarcB strains ECLS004 and
ECL5012, carrying either the N®(IldP’-lacZ) or the AD(cydA'-
lacZ) reporters, were grown aerobically in defined medium
supplemented with 20 mM pyruvate. At an OD gy, of ~0.4, the
cultures were harvested and the B-galactosidase activity was
determined (Fig. 4). [t was found that the N®(cydA'-lacZ)
cxpression was 3.5-fold higher and the expression of Ad(/ldP-
lacZ) was 3-fold lower in the arcB-null background than in the
wild-type arcB~ background (Fig. 4). Thus, in the absence of
its cognale sensor kinase, ArcA is able to autophosphorylate,
most probably at the cxpense of acctyl phosphate, thus pro-
viding the means to examine the direct cffect of the wild-type
and mutant DI1-H2 peptides on the dephosphorylation of
ArcA-P. To this end, the AarcB strains ECL5004 and ECL3012
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were transtormed with plasmids pM X020 1o -023. the trans-
formants were grown acrobically in defined medium supple-
mented with pvruvate and arabinose, and at an O, of ~0.4
the B-galactosidase activity was determined (Fig. 4). It was
found that while the expression of D1-H2 abolished the acu-
vation of AP(cydA -lacZ) and the repression of AP -luc Z),
D1*-H2* did not aflect the expression level of either reporter.
Furthcrmore, the expression of D1°-H2 reduced the ArcA-P-
dependent transcriptional control. in a similar fashion to that
observed in Fig. 1 and 2, suggesting that the effect of D1*-H2
is the result of phosphoryl group transfer from ArcA-P to
His”'” of D1*-H2. In contrast, the presence of D1-H2* in this
setting failed to affect the expression of either reporter, indi-
cating that D1-H2* interferes with the phosphoryl group trans-
fer from ArcB to ArcA. However, more dctailed studies are
requircd to pinpoint the significance of such interference.
Nonethcless, from the results presented here it can be con-
cluded that the receiver and phosphotransfer domains of the
ArcB sensor kinase are necessary and sufficient for efficient
ArcA-P dephosphorylation in vivo. This result also has a bear-
ing on the previously proposed hypothesis that the pivotal
intermediate acetyl-P. containing carbon, phosphorus, and a
high-energy bond. may be involved in maintaining and/or aug-
menting the basal level of many response regulators in the
phosphorylated state (27). Such a hypothesis is attractive in
view of the finding that acetyl-P levels in the cell can vary from
<0.04 mM to 1.2 mM (26). However. this route of ArcA
phosphorylation docs not seem to be significant, as it is clear
from our results that under physiological conditions the phos-
phatase activity of ArcB will nullify the acetyl-phosphate-de-
pendent phosphorylation of ArcA.

Concluding remarks. Since the amplitude and duration of
an adaptive response depend on the balance between the rates
of phosphorylation and dephosphorvlation of the response reg-
ulator, it will be important to characterize the factors that
control the reaction rates in both directions. The FixI/FixJ
system for the regulation of nitrogen fixation by Rhizobium
meliloti provides an interesting illustration. O, deprivation
stimulates autophosphorylation of the heme-binding sensor
kinase but inhibits the FixJ phosphatase activity, thereby pro-
moting the anaerobic expression of nitrogen fixation genes
with great effectiveness (22). For His-Asp-His-Asp phosphore-
lay systems. it would be useful to determine the equilibrium
constants of the various partial reactions. This may facilitate
the pinpointing of kinetic controls, since they are likely to
influcnce reactions procecding in the thermodynamically fa-
vorable direction. Another goal would be 1o identify additional
physiological factors that may influence the rates of signal
transmission and decay.
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