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Resumen

El sistema de dos componentes Arc estd compuesto por la cinasa sensora ArcB y el
regulador de respuesta ArcA. En Escherichia coli, este sistema regula la red
transcripcional implicada en el metabolismo energético, acorde a las condiciones de
oxido-reduccion del medio. En condiciones anoxicas de crecimiento, ArcB se
autofosforila y transfosforila a ArcA, el cual reprime o activa la expresion de sus
operones blanco. En condiciones aerdbicas, ArcB actia como una fosfatasa,
catalizando la defosforilacion de ArcA-POs2 e inactivandolo como regulador

transcripcional.

Este estudio demuestra que el segmento de la proteina ArcB, que abarca los residuos
de aminoacidos 70-121, cumple con las caracteristicas moleculares de un “zipper” de
leucinas que contiene una estructura super-enrrollada. Ademas, el analisis mutacional
de este segmento revela tres efectos fenotipicos diferentes, distribuidos a lo largo de
la estructura super-enrrollada de ArcB, demostrandose que este motivo es esencial
para la apropiada senalizacion de la proteina. Asimismo, el residuo iminoacido de
prolina, localizado en el segundo segmento transmembranal de la proteina, es
necesario para su adecuada regulacion redox. Finalmente, las proteinas de la via de
las tiorredoxinas y/o glutarredoxinas que reducen los puentes disulfuro en el citosol de

la bacteria, no estan involucradas en la activacion de la cinasa sensora ArcB.



Abstract

The Arc two-component system comprises the sensor kinase ArcB and the response
regulator ArcA. In Escherichia coli, this system regulates the transcriptional network
involved in energy metabolism according to the redox conditions of its environment.
Under anoxic growth conditions, ArcB autophosphorylates and transphosphorylates
ArcA, which in turn represses or activates the expression of its target operons. Under
aerobic conditions, ArcB acts as a phosphatase that catalyzes the dephosphorylation of

ArcA-PO32 and thereby releasing its transcriptional regulation.

This study shows that the ArcB protein segment covering residues 70-121, fulfills the
molecular characteristics of a leucine zipper containing a coiled coil structure. Also,
mutational analyses of this segment reveal three different phenotypical effects to be
distributed along the coiled coil structure of ArcB, demonstrating that this motif is
essential for proper ArcB signaling. In additon, the iminoacid residue of proline located
into the second transmembrane segment of the protein, shown to be required for its
correct redox regulation. Finally, the thioredoxins and/or glutaredoxins pathways that
reduce disulfide bonds in the cytosol of the bacteria are not involved in the activation

of kinase sensor ArcB.



Introduccion

Sistemas de transduccion de sefiales de dos componentes en bacterias

En las células procariotas, la adaptacion adecuada para sobrevivir a las diversas
condiciones ambientales que enfrentan, la realizan mediante estrategias de
senalizaciéon que les permite reconocer y responder ante ellas (33, 91), a través de los
sistemas de transduccion de senales de dos componentes (SDC). Los SDC estan
formados por una cinasa sensora encargada de detectar la senal, y por una proteina
reguladora de respuesta, cuyo control lo realiza a nivel transcripcional, procesos que
requieren de la fosforilacion y desfosforilacion de las dos proteinas del sistema (71,
72).

Actualmente, estos sistemas han sido encontrados en los tres dominios de la vida:
bacteria, arquea y eucaria (33, 91). Aunque en las bacterias estan ampliamente
distribuidos, en eucaria su distribucion es limitada, y sélo se han encontrado en
hongos como Saccharomyces cerevisiae y Neurospora crassa (2, 71), en plantas como

Arabidopsis thaliana (14) y en el protozoo Dictyostelium discoideum (83, 107).

En bacterias, los SDC regulan una gran cantidad de procesos como quimiotaxis y
captacion de nutrientes (nitrogeno, fosforo, carbono), metabolismo energético,
adaptacion a variables fisicas y quimicas del ambiente (pH, osmolaridad, calidad de
luz), entre otros (9, 32, 33, 72, 91, 110). En E. coli, se han reportado 29 cinasas y 32

proteinas reguladoras de respuesta (68).



Elementos de un sistema de dos componentes tipico

Un SDC tipico esta formado por una cinasa sensora (CS) y una proteina reguladora de
respuesta (RR). Una proteina sensora tipica, se encuentra anclada a la membrana
interna de la célula por su extremo amino terminal a través de dos segmentos
transmembranales que delimitan un dominio periplasmico de aproximadamente 150
residuos de aminoacidos, y que la separa de su dominio carboxilo terminal, el cual se
proyecta dentro del citoplasma, donde contiene un dominio transmisor caracterizado
por un nucleo cinasa que posee un residuo aminoacidico conservado de histidina. Con
relacion a la proteina reguladora de respuesta tipica, ésta se encuentra en el citosol y
esta formada en su extremo amino por un dominio receptor con un residuo
aminoacidico conservado de aspartato, y en su extremo carboxilo por un dominio de

respuesta (71, 72).

Modelo de senalizacion de un sistema de dos componentes tipico

En un modelo candnico de transduccion de senales, cuando la cinasa sensora capta
su senal mediante el “puente” periplasmico, la proteina sensora sufre de cambios
conformacionales que estimulan su autofosforilacion dependiente de ATP en el residuo
de histidina de su dominio transmisor. La cinasa fosforilada transfiere su grupo
fosforilo al residuo de aspartato del dominio receptor de la proteina reguladora de
respuesta, el cual una vez fosforilado funciona como regulador transcripcional. Cuando
la senal decae, ambas proteinas del SDC se desfosforilan, silenciando al sistema. Hoy
en dia, se conocen sistemas de dos componentes de mayor complejidad que un SDC
tipico, donde la senalizacion involucra cinasas sensoras hibridas o multipartitas, que
contienen tanto al dominio transmisor como al receptor, o a proteinas adicionales que

participan como componentes del fosforelevo (72, 73, 92).
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El Sistema de dos componentes Arc

En E. coli, la respiracion aerdbica es preferida porque el oxigeno tiene un alto potencial
redox (E°’=+820 mV), siendo las ubiquinonas (E°'=+100 mV) el acarreador de
electrones entre el donador y el aceptor de electrones. En ausencia de oxigeno, los
aceptores de electrones son el nitrato (E°'=+420 mV), fumarato (E°’=+31 mV), nitrito,
o trimetil-amina-N-6xido (E°’=+0.013 mV) usando las menaquinonas (E°'=-74 mV) y
dimetil-menaquinonas (E°’=+36 mV) como intermediarios. Cuando no existe ningln
aceptor de electrones, E. coli genera su energia via fermentativa, produciendo

metabolitos como D-Lactato, acetato, formato, fumarato, etanol y CO2 (10, 100).

El SDC Arc, denominado asi por el acréonimo “Anoxic Redox Control”, regula
transcripcionalmente a mas de 300 operones y es crucial en la regulacion del
metabolismo de energia y de otras funciones importantes, acorde a la condiciones
redox de crecimiento de la bacteria (52). En anaerobiosis, el sistema ArcA/B (37, 38)
en conjunto con el regulador transcripcional FNR (48) y los SDC NarX/L y NarQ/P (90),
controlan el metabolismo de energia. La regulacion de la utilizacion del nitrato, que es
el aceptor de electrones preferido en condiciones andxicas es modulada por los SDC
NarX/L (88) y NarQ/P (77). La regulacion transcripcional estd mediada por FNR,
proteina formada por un dominio carboxilo-terminal de unién a ADN y un dominio
amino-terminal, con cuatro residuos de cisteina capaces de unirse al centro [4Fe-4S]
que en condiciones aerdbicas es oxidado por el Oz, generando su inactivacion (99);
mientras que en condiciones anaerdbicas, su centro [4Fe-4S] se mantiene intacto,
favoreciendo su dimerizacion, y en consecuencia su funcionamiento como regulador
transcripcional (101). De esta forma, FNR regula la expresion de genes que codifican

componentes de la cadena de transporte de electrones y con funcion aerdbica.
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El control global mediado por el SDC Arc

El sistema Arc (52), controla numerosos operones involucrados en el metabolismo
redox. Este sistema reprime la expresion de varios genes y operones cuyos productos
tienen funcion aerdbica, tales como algunas enzimas del ciclo de los acidos
tricarboxilicos, enzimas para degradacion de acidos grasos, deshidrogenasas como L-
lactato deshidrogenasa y oxidasas de ubiquinonas, como la citocromo oxidasa bo
(principal oxidasa terminal aerdbica que muestra baja afinidad al oxigeno) (38). El
operdn cydAB, que codifica para la citocromo oxidasa bd (oxidasa terminal de alta
afinidad al oxigeno, que predomina en microaerobiosis) y el gen pfl, que codifica a la
piruvato formato liasa, son ejemplos de genes cuya expresion es regulada

positivamente por Arc (18, 82).

Varios estudios indican que Arc es un sistema de regulacion global importante que
ademas de regular el metabolismo redox, controla otros procesos como la
transferencia del plasmido F (41, 85), la recombinacion especifica del sitio psi (15) y la
inhibicion de la replicacion cromosomal (50). Estudios bioguimicos y bioinformaticos
han demostrado la existencia de una region consenso de union de ArcA-POs2 al DNA
(54, 60).

Recientes estudios bioinformaticos y basados en microarreglos han utilizado esta
secuencia consenso y predicen que el modulén Arc controla la transcripcion de cerca
de 300 operones que estan asociados a funciones tan diversas como la sintesis y el
control de la rotacion del flagelo (fliMN y fliE), la division celular (ftsZ), la sobrevivencia

inducida por estrés (surA) y el transporte de niquel (nikABCDE) (52, 81).

Ademas, en algunos patdogenos importantes de humanos, Arc esta implicado en la
regulacion directa o indirecta de la virulencia. Por ejemplo, en Salmonella enterica
serovar Enteriditis, se conoce que Arc controla la resistencia a especies reactivas de
oxigeno y nitrogeno (53); en Haemophilus influenzae, modula la expresion de proteinas
membranales involucradas en la resistencia al suero (19); y en Vibrio cholerae, regula

la expresion de factores de virulencia (84).
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La proteina reguladora de respuesta ArcA

El gen arcA anteriormente conocido como gene dye (20), codifica un polipéptido de
238 aminoacidos (29 kDa). Al comparar su secuencia con la de otras proteinas
bacterianas, ésta corresponde a la de una proteina reguladora de respuesta tipica que
consiste en el extremo amino de un dominio receptor y en el extremo carboxilo de un
dominio de unién a DNA hélice-vuelta-hélice (H-V-H) (38). EI dominio receptor de ArcA
contiene los residuos Glul10, Aspll y Asp54, que en la estructura cristalizada de la
proteina homoéloga CheY forman un compartimiento acidico; también contiene la
Lys103, que se encuentra en todas las proteinas reguladoras de respuesta (105). El

sitio de fosforilacion de ArcA se ubica en el residuo Asp54.

La estructura cristalizada amino terminal del dominio receptor de ArcA demostrdé que
mientras el dominio receptor no fosforilado existe como un mondémero en solucion,
ArcA fosforilado tiene tendencia por la dimerizacion. Asimismo, se observd que su
dominio de unién a ADN se asocia en oligdmeros mas grandes que los tetrameros,
permitiendo sugerir, que la dimerizacion de la proteina ArcA, puede al menos en parte
estar mediada por el dominio de unién a ADN y que el dominio regulador no fosforilado
puede inhibir la oligomerizacion (97). La expresion de arcA es cuatro veces mayor
durante la anaerobiosis que en aerobiosis (38), lo cual es un efecto directamente

dependiente de la proteina reguladora Fnr (16).

La proteina sensora ArcB

ArcB, es una cinasa sensora hibrida tripartita de 778 aminoacidos (88 KDa), formada
por dos segmentos transmembranales unidos por un puente periplasmico (42), un
“zipper” de leucinas putativo (26), un dominio PAS (95) y los dominios cataliticos
citosélicos H1, D1 y H2 (36, 40). Esta cinasa pertenece a la subclase de cinasas
sensoras hibridas que también incluyen a BarA, BvgS, EvgS, LemA (GacS), RteA y TorS
(5, 35, 67, 86, 87, 104).

13
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Figura 1. Representacion esquematica de la proteina sensora ArcB (Modificado de 24). ArcB
contiene la region linker formada por un zipper de leucina putativo y un dominio PAS. En esta
region también estan los residuos Cys180 y Cys241. EI dominio transmisor primario (H1)
contiene al residuo conservado His292 y los determinantes cataliticos N, G1 y G2. El dominio
receptor (D1) contiene el residuo conservado Asp576 y el dominio de fosfotransferencia (H2)

que contiene al residuo conservado His717.

Segmentos transmembranales de ArcB

El analisis hidrofébico computarizado de la secuencia de la cinasa muestra dos
segmentos transmembranales (residuos 23-41 y 58-77) (42), que funcionan como
anclaje, para mantener a la proteina ArcB unida a la membrana interna de la célula.
Ambos segmentos transmembranales estan separados por un puente periplasmico de
16 residuos de aminoacidos (42, 47), el cual no participa en la recepcion de la senal
(47). Después del segundo segmento transmembranal, se encuentra una region
“linker” que contiene un zipper de leucinas putativo (26) y un dominio PAS (95). Esta
region “linker” se conecta con el primer dominio catalitico de los tres que contiene la

cinasa sensora.
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El “zipper” de leucinas

Un dominio denominado “zipper” de leucinas contiene cuatro secuencias
heptapeptidicas, donde en cada una de las repeticiones se encuentra un residuo de
leucina en la primera posicion (L-Xe-L-Xe-L-X6-L-Xs) formando una hélice anfipatica con
los residuos aminoacidos hidrofébicos agrupados en una cara y los residuos
hidrofilicos en la cara opuesta. Aunado a lo anterior, si cada una de las posiciones de
los aminoacidos de estas repeticiones heptapeptidicas es indicada por las letras
“abcdefg”, las posiciones "a"y "d" corresponderan a los residuos no polares, en donde
la leucina ocupa la posicion "d", mientras que en las posiciones "e" y "g" estan
ocupadas por residuos polares que estan expuestos al disolvente (57). También ha
sido demostrado en estudios anteriores que los “zipper” de leucinas estan
involucrados en la formaciéon de homo-o hetero-dimeros a través de la interaccion de
las hélices de dos mondémeros, mediante sus caras hidrofébicas paralelas, originando

una estructura dimérica super-enrrollada (105).

En general, los zipper de leucinas se han encontrado en proteinas reguladoras que se
unen a ADN (1, 13), aunque también estan presentes en las proteinas de membrana
qgque no se unen a ADN (49, 65, 10). Un analisis bioinformatico de la estructura
secundaria de ArcB, utilizando el programa 2zip (11) revel6 que los aminoacidos del
segmento 73 a 94 cumplen con las caracteristicas de un “zipper” de leucinas, cuyos
residuos de leucina conservados se encuentran en la  secuencia
VEQLSVVVEQLEESRQRLSRLVQKLEEM (26).

La funcionalidad de este motivo se exploré mediante el remplazo de las Leu80, Leu87
y Leu94 por Ala. Se observé que la sustitucion de la Leu80 y Leu94, no alteraron la
senalizacion de ArcB manteniendo su regulacion in vivo e in vitro, mientras que el
remplazo de la Leu87, resultdé en un fenotipo de ArcB nulo in vivo, aunque
conservando su actividad in vitro. Los autores concluyeron que el “zipper” de leucinas

no es funcional (58).
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Tar de E. coli pertenece a la familia de proteinas de membrana interna, que median la
respuesta quimiotactica a través de su dominio receptor periplasmico. Esta proteina
contiene dos segmentos transmembranales, unidos por su porcion periplasmica, la
cual se une a varios ligandos como el aminoacido aspartato. La uniéon del dominio
receptor periplasmico al aspartato, se realiza mediante un desplazamiento de piston
entre sus segmentos transmembranales (70). El mecanismo de piston fue demostrado
en la cinasa sensora ortodoxa EnvZ, donde al sustituir los dominios transmembranales
de EnvZ por los de Tar, se encontré que la actividad cinasa sensora hibrida Tar-EnvZ
quedd bajo el control del aspartato periplasmico (103; 109). En contraste con la
cinasa sensora EnvZ, el dominio periplasmico de ArcB es muy pequeno, pero se penso
que la propagacion de su senal, podria implicar un mecanismo de pistén. Lo anterior
fue esclarecido mediante quimeras Tar-ArcB, donde se demostrd que la senalizacion

de ArcB era diferente al mecanismo de piston (46).

Asi, los indicios de un “zipper” funcional surgen de los ensayos de senalizacion
realizados en quimeras Tar-ArcB, en las que segmentos de diferente longitud del
dominio transmembranal de la proteina sensora Tar se fusionaron a la porcion
citosélica de ArcB78778 de forma que en cada nueva quimera construida se anexaba
un residuo mas al segmento transmembranal de Tar en su extremo carboxilo-terminal,
logrando asi, la extension progresiva dentro del citosol y la rotacion de
aproximadamente 100° sobre su propio eje. Las proteinas Tar-ArcB mostraron tres
fenotipos diferentes: una actividad redox regulada, una actividad constitutiva y una

actividad nula cataliticamente (46).

De estos ensayos concluyeron que la afectacion de la funcionalidad de las quimeras
Tar-ArcB por la adicion de un aminoacido, se debe a la alteracion de la orientacién de
la porcion citosolica de ArcB, necesaria para la apropiada regulacion de la cinasa
sensora. Estos hallazgos no concuerdan con un “zipper” de leucinas no funcional,

reportado por Matsushika y col. (58).
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El dominio PAS

En las células procariotas, la mayoria de los motivos PAS se encuentran en proteinas
con funcion de cinasas sensoras y se ha demostrado que estos motivos se unen a
diversas moléculas pequenas como el grupo hemo, la flavina y a un croméforo 4-
hidroxi-cinamil, los cuales detectan oxigeno molecular, potencial redox y luz,

respectivamente (95).

En la region linker de ArcB, se propone que existe un dominio PAS (residuos 115 a
263), el cual conecta su dominio transmembranal con el primer dominio catalitico
(113). Reportes de la eliminacion de una amplia secuencia del dominio PAS de ArcB
(desde la Glul51 a Arg264) muestran que la proteina ArcB pierde su habilidad para
reprimir al operon sdh en condiciones anaerébicas. Ademas, que dos mutantes

ArcBN181A y ArcBC241G también afectaron la senalizacion de ArcB (58).

Dominios cataliticos

ArcB es una cinasa sensora hibrida que posee tres dominios cataliticos citosoélicos: en
su extremo amino, un dominio transmisor primario (H1) con un residuo de histidina
conservado en la posicion 292; en la parte central, un dominio receptor (D1) con un
residuo de aspartato conservado en la posicion 576; y en el extremo carboxilo, un
dominio transmisor secundario (H2), también llamado dominio de fosfotransferencia

(HPt), que contiene a la histidina en la posicion 717 (36, 40).

En el dominio transmisor H1, a su vez, se definen 4 subdominios esenciales para la
senalizacion, que son las cajas H, N, G1 y G2 (72, 94). En la caja H se encuentra
localizado un residuo His292, que corresponde al sitio de autofosforilacion, mientras
qgue las siguientes cajas N, G1 y G2 definen la cavidad para la unién de los

nucleétidos.
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El dominio D1 con 120 residuos de aminoacidos, es homoélogo al dominio receptor de
ArcA. Sus residuos Glub32, Asp533 y Asp576 son equivalentes a los residuos Glul0,
Aspl1y Asp54 de ArcA, que se cree substituyen al “pocket acidico” candnico. También
tiene el residuo Lys628, el cual corresponde a Lys103 de ArcA, aminoacido que se
encuentra conservado en todas las proteinas reguladoras de respuesta. El residuo de
aspartato conservado en la posicion 576 es el sitio aceptor del grupo fosfato en el

dominio D1.

Por Gltimo, el dominio H2 o HPt de fosfo-transferencia consta de 125 aminoacidos que
contienen a His717, que participa en las reacciones de transferencia del grupo
fosforilo (36). La estructura de rayos X de este dominio revel6 que forma un motivo de
cuatro hélices empaquetadas, en la cual la Histidina 717 se encuentra sobre la cara

helicoidal expuesta a solventes (44).

El modelo de senalizacién de ArcB

ArcB, cuya expresion es constitutiva (39), se activa durante la transicion del
crecimiento aerdbico a anaerdbico (98). Tras su activacién, ArcB sufre la
autofosforilacion en el residuo His292 aceptando el grupo y-POs2 del ATP (40). Asi, el
grupo fosforilo del residuo His292 es transferido al Asp576, el cual es capaz de
transferirlo reversiblemente a la His717 o irreversiblemente al H20 (28). El grupo -PO32
de la His717 es transferido al Asp54 de ArcA (fosforelevo His-292—Asp-576—His-
717—>Asp-54) (28, 45).

En contraste a la mayoria de las histidina-cinasas homodiméricas, ArcB se
autofosforila a través de una reaccion intramolecular, requiriendo que el sitio de union
del ATP y el de autofosforilacion (His292) estén presentes en la misma molécula de
ArcB (74). ArcA fosforilado (ArcA-PO32) funciona como un regulador transcripcional que

reprime la transcripcion de numerosos operones involucrados en la respiracion aerobia

18



y activa un pequeno nimero de operones implicados en la fermentacion (12, 26, 38,
54).

Para entender la activacion e inhibicion de ArcB, es necesario saber que las quinonas
sintetizadas por E. coli son: la ubiquinona (Q), la menaquinona (M) y la dimetil-
menaquinona (DMK), las cuales funcionan como adaptadores entre varios complejos
de enzimas donadoras y aceptoras de electrones (31, 62, 102). La célula
predominantemente utiliza la ubiquinona en la respiracion aerdbica. Cuando el nitrato
es el aceptor de electrones, la menaquinona y la dimetil-menaquinona sirven como
adaptadores durante la respiracion anaerébica. Es importante mencionar que las
quinonas (Q) y menaquinonas (MK) conforman el 60% y 3% de las quinonas totales
aerbbicas y el 10% y 74 % respectivamente, cuando las células estan creciendo
anaerdbicamente en presencia de fumarato. El resto de la poza de quinonas se debe a

las dimetil-menaquinonas (DMK) (23).

Recientemente, se ha dilucidado como las menaquinonas reducidas son requeridas
para la activacion apropiada de ArcB durante la transicion de condiciones aerébicas a
anaeroébicas. Para ello, primero estimaron el potencial redox de ArcB, mediante la
inhibicion de la fosforilacion de ArcB utilizando analogos de quinonas como 1,4-
benzoquinona (E°’'=+274 mV), 1,2-naftoquinona (E°’=+134 mV), 1,4-naftoquinona
(E°’=+69 mV), junglona (E°'=+30 mV), menadiona (E°’=+0 mV), plumbagina (E°’'=-29
mV), lawsona (E°’=-137 mV) y antroquinona-2-sulfonato (E°’'=+225 mV); encontrando
qgue los analogos de quinonas con potencial redox positivo fueron buenos inhibidores
de la actividad de cinasa, mientras que los analogos con potenciales redox negativos
no tuvieron efecto. Posteriormente, determinaron el potencial redox estandar de ArcB
en -42 mV, mediante ensayos de fosforilacion in vitro en presencia de mezclas redox
de cisteina/cistina con diferentes potenciales. Como este potencial es mucho mayor
que el potencial redox del menaquinol (-76 mV), hipotetizaron que el flujo de
electrones del menaquinol hacia ArcB ocasiona la reduccion de los puentes disulfuro y
la activacion de la proteina. En segundo lugar, construyeron una mutante en
menFDHBCE, que no es capaz de producir menaquinonas, en la cual observaron que

la cinasa ArcB no se activdé durante el cambio de aerobiosis a anaerobiosis; pero
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cuando complementaron la cepa mutante con un plasmido de bajo nimero de copias
que portaba el operéon menFDHBCE, la actividad de cinasa ArcB se restaurd. Lo
anterior permitié a los autores concluir que las menaquinonas son los acarreadores de
electrones necesarios para la reactivacion de la actividad de cinasa de ArcB durante la
transicion de crecimiento aerébico a anaerébico (3). El papel de la DMK sobre ArcB,

aln no se ha esclarecido.

En el sistema Arc, al cambiar de condiciones de crecimiento reductoras a oxidativas, la
senal decae silenciando al SDC liberandose el control transcripcional dependiente de
Arc (75). Asi cuando la senal decae, ArcB es ahora una cinasa inactiva porque no se
autofosforila pero actia como fosfatasa especifica de ArcA-POs2, catalizando la
transferencia reversa del grupo fosforilo de Asp54 de ArcA a la His717 y después a
Asp576 de ArcB. El grupo fosforilo de ArcB es liberado entonces como Pi (fosforelevo
reverso Asp-54—His-717—Asp-576) (26, 43, 75). En el cambio de condiciones de
anaerobiosis a aerobiosis, las ubiquinonas oxidadas son la senal inhibitoria de la
cinasa ArcB (25), oxidando los residuos de cisteina de la proteina, localizados en el

citosol, lo que da lugar a la formacion de dos puentes disulfuro (Figura 2) (55).

La inhibicion de la actividad de ArcB de E. coli por la formaciéon de dos puentes
disulfuro intermoleculares, mediante la oxidacion de las Cys180 y Cys241, por accion
de las ubiquinonas, tiene varios antecedentes importantes. En primer lugar, el
conocimiento de la activacion constitutiva de ArcB en una mutante en ubiCA, que no
sintetiza ubiquinonas en condiciones de crecimiento aerébicas y la inhibicion de la
autofosforilacion de la proteina truncada ArcB78778 por la ubiquinona-O (Q0) (25). En
segundo lugar, el descubrimiento de que la adicién al medio de cultivo aerdbico de
agentes reductores como el ditiotreitol (DTT) y el PB-mercaptoetanol, capaces de
permear la membrana interna, activan a la cinasa ArcB, mientras que la adicion de
glutation (GSH), un tripéptido que reduce los enlaces disulfuro de proteinas citosdlica
pero que no es capaz de permear la membrana plasmatica por su naturaleza
lipofbica, no tiene efecto; y finalmente en tercer lugar, que en la region linker de ArcB
se encuentran localizados sus dos Unicos residuos de cisteina de ArcB, la Cys180 y
Cys241 (55).
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Con base lo anterior, mediante experimentos realizados in vivo en condiciones
aeroObicas, usando cepas que expresaron: ArcB, ArcBC180A (ArcBC1), ArcB€241A (ArcBC2) o
ArcBC180AC241A (ArcBCC), demostraron una inhibicion leve de ArcBC2y falta de inhibicion
significativa de ArcBC¢1 y ArcBCC; mientras que in vitro, mediante ensayos de
fosforilacion con proteinas ArcB78778, |a actividad de fosforilacion en presencia de QO
practicamente no fue afectada en ArcBC¢l (85% de su actividad), pobremente para

ArcBC2 (15% aproximadamente) y sin efecto en el caso de ArcB¢C.

Asi, para corroborar que el cambio de estado redox de las cisteinas de ArcB se debe a
la accion directa de las quinonas en forma oxidada, hicieron reaccionar ArcB, ArcBC1,
ArcBC2y ArcBCC pretratados o no con QO, con maleimida (MAL) unida a polietilenglicol
(PEG). La MAL se une covalentemente a los grupos tiol de las cisteinas reducidas y el
PEG le anade un aumento de peso a los complejos ArcB-MAL-PEG. La separacion
electroforética por SDS/PAGE no reductor y el analisis “Western blot” con anticuerpos
policlonales especificos para ArcB, les permiti6 determinar que las proteinas ArcB,
ArcBC1, ArcBC2 en ausencia de QO originaron tres complejos de movilidad diferente
acorde al residuo de cisteina al que se une MAL-PEG, mientras que ArcB€C no produjo
ningun complejo. En presencia de QO y después del tratamiento con MAL-PEG, no hubo
formacion de ningin complejo. De estos resultados confirmaron que ambos residuos

de cisteinas experimentan oxidacion dependiente de QO (55).

Finalmente para determinar que los enlaces disulfuro formados entre las cisteinas de
ArcB son intramoleculares, realizaron cultivos aerobios y anaerobios de E. coli tratados
con acido tricloroacético (TCA), el cual fija los grupos tiol en su estado actual de
oxidacion; posteriormente los extractos celulares tratados con TCA fueron separados
por SDS/PAGE, en condiciones no reductoras y analizados por “Western blot” con
anticuerpos especificos para ArcB. Los extractos anaerobios mostraron una banda de
aproximadamente 88 kDa, que corresponde al tamano de ArcB en su forma
monomérica. En contraste, en los extractos aerbbicos observaron una banda
predominante de aproximadamente 170 kDa, que equivale a un dimero de ArcB y que

en presencia de DTT desaparecié dando lugar a la banda de 88kDa (55).
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Anaerobiosis _ Aerobiosis _— Anaerobiosis

Figura 2. Un modelo simplificado de activacion e inactivacion de ArcB. Cuando la bacteria
cambia sus condiciones de crecimiento anaerdbicas a aerdbicas, las quinonas se oxidan. Esto
permite la transferencia de electrones desde la Cys-180 de ArcB a las quinonas, lo que
conduce a la formacién de un enlace disulfuro intermolecular entre las Cys-180 de los dos
mondmeros, resultando en una disminucién significativa de la actividad de la cinasa ArcB.
Como los electrones rapidamente fluyen hacia el oxigeno mas préximo via Citocromo Oxidasa
ba 0 bo, las quinonas mantienen su estado oxidado e inducen la formaciéon de un segundo
enlace disulfuro entre los dos residuos Cys-241, dando como resultado el completo
silenciamiento de la actividad de la cinasa ArcB. Por el contrario, cuando las condiciones son
microaerdbicas o cuando cambian la condicién de aerdbica a anaerdbica, las ubiquinonas son
gradualmente reemplazadas por menaquinonas, que en estado reducido (menaquinol) son
capaces de reducir los puentes disulfuro de ArcB, restaurando su conformacién activa como

cinasay activando el sistema.

Asi, la reduccién de los puentes disulfuro de ArcB, durante la transicion de aerobiosis a
anaerobiosis, origina su autofosforilacion y el fosforelevo His-292—Asp-576—His-
717—Asp-54 (28, 45). En el cambio de anaerobiosis a aerobiosis, se oxidan las
cisteinas generando los puentes disulfuro y el grupo fosforilo de ArcB es liberado
entonces como Pi, a través del fosforelevo reverso Asp-54—His-717—Asp-576 (26,

43, 75). De esta manera, la oxidacion y reduccion de las cisteinas en ArcB, a través de
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la poza de ubiquinonas y menaquinonas representa un mecanismo redox mediante el
cual las senales son transducidas al aparato transcripcional, permitiendo a la bacteria

una rapida adaptacion a los cambios ambientales redox.

Via de las tiorredoxinas y glutarredoxinas en Escherichia coli

Al estar involucrado un mecanismo redox en la activacion e inactivacion de ArcB,
resultaba de vital importancia conocer el agente que podria actuar como senal directa
en la regulacion del sistema Arc durante el cambio de condiciones aerbbicas a
anaerdbicas. La existencia de proteinas frecuentemente extra-citoplasmaticas vy
raramente citoplasmicas debido a las condiciones reductoras del citosol, que forman
puentes disulfuro como parte de su ciclo catalitico y su reducciéon posterior para
mantener su funcionalidad (76, 78, 88), crearon una enorme expectativa sobre las

tiorredoxinas (Trx) y/o glutarredoxinas (Grx) con relacion a ArcB.

Por esta razon, con base en el conocimiento que las Trx y/o Grx son proteinas
citosolicas solubles capaces de catalizar la reaccion redox disulfuro-tiol en sus
proteinas sustrato mediante su sitio activo conservado, el cual contiene dos residuos
de cisteina separados por dos aminoacidos (C-X1-X2-C) (1, 2), con secuencias de
aminoacidos diferentes y con diferentes potenciales redox (6) y anadiendo que en la
via Trx y/o Grx, sélo la tiorredoxina A (TrxA), tiorredoxina C (TrxC) y glutarredoxina A
(GrxA) tienen la capacidad de mantener reducida eficientemente a la enzima
ribonucleoétido reductasa (de importancia en la sintesis de ADN) (6, 8), mientras que
los otros miembros, mantienen activa cataliticamente la via, a través de la
tiorredoxina reductasa (TrxB) que dona electrones a TrxA y TrxC para reducirlas y por la
glutation oxido-reductasa (GorA) que reduce al glutation (GSH), el cual a su vez reduce
a GrxA, la glutarredoxina B (GrxB) y la glutarredoxina C (GrxC) (7, 34, 64, 66, 112), nos
sugiere evaluar si ArcB es un sustrato para una o varias de estas enzimas reductoras,

como sucede con la ribonucleétido reductasa (Figura 3).
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Reductasa

TrxA (trxA)
/ Ribonucleodtido

TrxB (trxB)

/ TrxC (2rxC)
\l Gor

(gon

(nrdA nrdB)

NADPH GrxA (grxA)

-_— 2GSH —— GrxB (grxB)

(gshA, gshB) \
GrxC (grxC)

Figura 3. Vias de las tiorredoxinas (Trx) y glutarredoxinas (Grx). Se muestran los nombres de

las enzimas y los genes (entre paréntesis), conocidos de los dos sistemas (6).
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Justificacion

Se sabe que el dominio periplasmico de ArcB no participa en la recepcion de la senal y
que la eliminacion supresion de su region transmembranal no interfiere en la
inhibicion de ArcB por las quinonas (25, 47); sino que funciona como punto de anclaje
de esta cinasa sensora a la membrana, permitiéndole estar cerca de la fuente de la
senal. También, ha sido reportado que la regulacion de la actividad catalitica de ArcB
esta afectada por el movimiento rotacional de la proteina en la membrana, lo que
altera la orientacion de la porcion citosélica de ArcB (46) y que la regulacion involucra
la oxidacion de dos residuos de cisteina localizados en el citosol, que participan en la
formacion intermolecular de dos puentes disulfuro, reaccion en la cual las quinonas

actlan como oxidantes directos (25, 54, 55).

Debido a que esta generalmente aceptado que el dominio transmisor de las cinasas
sensoras puede promover la dimerizacion de estas proteinas (96), la existencia de un
“zipper” de leucinas putativo en la region linker de ArcB (26) y el conocimiento de que
estos motivos han sido implicados en la formacion de homo y heterodimeros en varias
proteinas, nos permiten hipotetizar que este motivo puede actuar como un dominio de
dimerizacion para la proteina ArcB, el cual es necesario para la apropiada regulacion

de su actividad.

Asimismo, dado que las quinonas son la senal especifica que inhibe la actividad cinasa
de ArcB (25) involucrando la oxidacion de las cisteinas 180 y 241 (55), es importante
determinar si las proteinas citosdlicas tiorredoxinas y/o glutarredoxinas estan
involucradas en la reduccion de los puentes disulfuro de ArcB, participando en su
activacion, tomando en cuenta que estas proteinas contienen un motivo Cys-X1-X2-Cys

que les permite reducir a sus proteinas sustrato.
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Objetivos

Los propoésitos de este trabajo son:

1. Determinar si el zipper de leucinas es un motivo funcional en la regulacion de la
proteina ArcB.
2. Determinar in vivo si las tiorredoxinas y/o glutarredoxinas estan involucradas en

la reduccion de los puentes disulfuro de ArcB.

26



Materiales y Métodos

Plasmidos y oligonucleétidos

El plasmido pMX712 se construyd por digestion del plasmido pIBW (47) con las
enzimas de restriccion BamHI y Hindlll. El fragmento purificado que incluye el sitio de
restriccion BamHI, el promotor de arcB, el sitio de union del ribosoma, un sitio Ndel
que involucra el codén de inicio del gene arcB, el marco de lectura del gene de arcBy
el codén de paro seguido de un sitio Hindlll se inserté en el plasmido de alto nimero

de copias pBlueScript Il KS+.

El plasmido pBlueScript Il KS+ con el gen ArcBL87Y, se construyé mediante PCR
utilizando los oligonucléotidos 5’-CCCGGATCCCATATGAAGCAAATTCGTCTGCTGGCGC-3' y
5’-CAGCCGTGACACACGTTGTCG-3’ (oligonucléotido mutagénico) y el plasmido pMX712
como molde. Este primer producto de PCR se purifico y utilizd como mega-
oligonucléotido en combinacion con el oligonucléotido 5’-CTCAGACCGACGATACCGTT-3’,
usando nuevamente como molde el plasmido pMX712 para realizar una segunda PCR.
El producto de esta segunda PCR se digirié con las enzimas Ndel y Nrul y el fragmento
purificado se us6 para sustituir el fragmento silvestre Ndel y Nrul del plasmido
pPMX712 generando el plasmido pMX716. Para construir los plasmidos con el gene de
arcB con dos 0 mas mutaciones puntuales en el “zipper” de leucinas, se emplearon los
plasmidos previamente construidos con una simple, doble o triple mutacién como
molde segun fuese necesario, en lugar del pMX712. De esta forma, se contruyo la
serie de plasmidos mediante mutaciones sitio-dirigidas, generando la serie pMX713 a
pMX731.

Para obtener el plasmido pMX736, el pMX716 se digirié con las enzimas de restriccion
BamHI y Hindlll y el fragmento de interés purificado se insertd en el plasmido pEXT22
(de una copia), para generar el correspondiente promotor arcB-sitio de union de

ribosoma-gene arcB con la mutacion L87V en el “zipper” de leucinas. Los plasmidos
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pMX732 a pMX735, pMX737 a pMX748 y pMX528 a pMX530 se construyeron de
igual forma utilizando la serie pMX712 a pMX715 y pMX717 a pMX728.

Los plasmidos pMX517, pMX520 y pMX521 se construyeron por sustitucion del
fragmento Ndel-Hindlll del plasmido pMX020 (74) con el fragmento Ndel-Hindlll del
plasmido pMX712, pMX715 y pMX716. Todos los plasmidos se verificaron por
secuenciacion, mediante la amplificacion de DNA por PCR, realizado por la Unidad de
Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional

Autéonoma de México.

Tabla I. Lista de plasmidos y oligonucléotidos

Plasmido Caracteristica relevante Fuente
pBluescript KS Il (+) Vector de clonacion, Amp* Stratagene
pPEXT22 Low copy number vector, Kan' (21)
pMX712 arcB* en pBluescript SK 1l (+) Este estudio
pMX713 arcBPe7A en pBluescript SK Il (+) Este estudio
pMX714 arcBL73V en pBluescript SK Il (+) Este estudio
pMX715 arcB80V en pBluescript SK Il (+) Este estudio
pMX716 arcBL87V en pBluescript SK Il (+) Este estudio
pMX717 arcBL94V en pBluescript SK Il (+) Este estudio
pMX718 arcBL73V-L80V en pBluescript SK 1l (+) Este estudio
pMX719 arcBL73V-L87V en pBluescript SK 1l (+) Este estudio
pMX720 arcBL73V-L94V en pBluescript SK 11 (+) Este estudio
pMX721 arcBL8oV-L87V en pBluescript SK 1l (+) Este estudio
pMX722 arcBL8oV-L94V en pBluescript SK 1l (+) Este estudio
pMX723 arcBL87V-L94V en pBluescript SK 1l (+) Este estudio
pMX724 arcBL73V-80V-L87V en pBluescript SK Il (+) Este estudio
pMX725 arcBL73V-80V-L94V en pBluescript SK Il (+) Este estudio
pMX726 arcBL73V-87V-L94V en pBluescript SK Il (+) Este estudio
pMX727 arcBL8ov-L87v-L94V en pBluescript SK Il (+) Este estudio

28



pMX728
pMX729
pMX730
pMX731
pMX732
pMX733
pMX734
pMX735
pMX736
pMX737
pMX738
pMX739
pMX740
pMX741
pPMX742
pMX743
pMX744
pMX745
pPMX746
pMX747
pMX748
pMX020
pMX517
pMX520
pMX521
pMX528
pMX529
pMX530

arcBL73V-L8OV-L87TV-L94V en pBluescript SK I (+)
arcBt102V en pBluescript SK Il (+)

arcBt108V en pBluescript SK Il (+)

arcBt115V en pBluescript SK Il (+)

arcB* en pEXT22

arcBP67Aen pEXT22

arcBL73Ven pEXT22

arcBL80Ven pEXT22

arcBL87Ven pEXT22

arcB-94Ven pEXT22

arcBL73V-L80V en pEXT22

arcBL73V-L87Ven pEXT22

arcBL73V-L94V en pEXT22

arcBL8OV-L87V en pEXT22

arcBL8OV-L94V en pEXT22

arcBL87V-L94V en pEXT22

arCBL?SV—LSOV—LS?V en pEXT22

arCBL?SV—LSOV—L94V en pEXT22

arCBL?SV—LS?V—L94V en pEXT22

arcBL80OV-L87V-L94V an pEXT22
arcBL73V-L80V-L87V-L94V an pEXT22

arcB521-778 phajo el control del promotor ara, Ampr
arcBWT bajo el control del promotor ara, Ampr
arcB8% bajo el control del promotor ara, Ampr
arcB87V bajo el control del promotor ara, Ampr
arcB-102Ven pEXT22

arcB-108Ven pEXT22

arcB-1152Ven pEXT22

Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
(75)

Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio

Este estudio
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Oligonucléotido Secuencia

ArcB-Ini 5’-CCCGGATCCCATATGAAGCAAATTCGTCTGCTGGCGC-3’
ArcB-67Ala 5’-GACCGCCCACGCCGTAATCAGC-3’

ArcB-73Val 5’-GACGACCACCGACACAAAGTAGACCGC-3’

ArcB-80Val 5’-CGTGACTCCTCCACTTGCTCGAGC-3’

ArcB-87Val 5’-CAGCCGTGACACACGTTGTCG-3’

ArcB-94Val 5’-GCGCATCTCCTCCACTTTTTGCACCAGCCG-3’
ArcB-102Val 5’-CTGAACGTTGAGGCTCACATCGCGCTCGCGC-3’
ArcB-108Val 5-GCTGGGCAATATTATCTTTTACCTGAACGTTGAGGCTC-3’
ArcB-115Val 5’-CGAACGGCAATTTCCTGATTTACCTGGGCAATATTATC-3’
ArcB-X 5’-CTCAGACCGACGATACCGTT-3’

Construccion de cepas mutantes en vias Trx y/o Grx.

Para determinar si las proteinas Trx y/o Grx eran responsables de la reduccion de los
enlaces disulfuro de ArcB durante la transicion de las condiciones aerdbicas a
anaerodbicas en ArcB, obtuvimos diversas cepas mutantes simples o dobles en el caso

de las vias de las Trx o Grx, mediante transduccion utilizando el fago P1 ®(cydA'-lacZ).

Asi, por ejemplo, para obtener la cepa ECL5001 trxB::km ®(cydA'-lacZ), se prepard el
fago P1 (trxB::km) a partir de la cepa mutante 335 (trxB::km), el cual se transdujo en la
cepa ECL5001 que porta el gen reportero ®(cydA'-lacZ) y seleccionada por su
resistencia a la kanamicina. Todas las mutantes simples de interés se obtuvieron de
igual forma. En el caso de las mutantes dobles, por ejemplo la mutante ECL5001
trxB::km grxC::cm ®(cydA-lacZ), el fago P1 (grxC::cm) se transdujo en la cepa mutante
5001 trxB::km ®(cydA'-lacZ) siendo seleccionada por la resistencia a kanamicina y
cloranfenicol; un procedimiento similar se realiz6 para cada una de las dobles

mutantes obtenidas.
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Tabla 2. Lista de cepas

Cepa Caracteristica relevante Fuente
ECL5001 MC4100 d(cydA-lacZ) (47)
ECL5004 MC4100 AarcB::Te ®(cydA-lacZ) (47)
ECL5012 MC4100 AarcB::Te ®(lldP-lacZ (47)

IFC700 MC4100 trxB::cm ®(cydA-lacZ) Este estudio
IFC701 MC4100 trxB::Km ®(cydA'-lacZ) Este estudio
IFC702 MC4100 trxA::tet ®(cydA-lacZ) Este estudio
IFC703 MC4100 trxA::tet ®(cydA'-lacZ) Este estudio
IFC704 MC4100 trxC::tet ®(cydA-lacZ) Este estudio
IFC705 MC4100 go522::tet d(cydA*-lacZ) Este estudio
IFC706 MC4100 gor::cm ®(cydA™-lacZ) Este estudio
IFC707 MC4100 grxA::Km ®(cydA™-lacZ) Este estudio
IFC708 MC4100 grxB::km ®(cydA*-lacZ) Este estudio
IFC709 MC4100 grxC::Cm ®(cydA'-lacZ) Este estudio
IFC710 MC4100 gor522::tet grxA::Km ®(cydA'-lacZ) Este estudio
IFC711 MC4100 trxB::cm trxA::tet ®(cydA*-lacZ) Este estudio
IFC712 MC4100 trxB::cm trxC::tet ®(cydA'-lacZ) Este estudio
IFC713 MC4100 gor::cm trxA:tet ®(cydA'-lacZ) Este estudio
IFC714 MC4100 gor::cm trxC::tet ®(cydA-lacZ) Este estudio
IFC715 MC4100 trxB::cm grxB::Km ®(cydA™-lacZ) Este estudio
IFC716 MC4100 trxB::Km grxC::cm ®(cydA'-lacZ) Este estudio
IFC717 MC4100 trxA::tet grxB::Km ®(cydA*-lacZ) Este estudio
IFC718 MC4100 trxA::tet grxC::cm ®(cydA*-lacZ) Este estudio
IFC719 MC4100 trxC::tet grxB::Km ®(cydA'-lacZ) Este estudio
IFC720 MC4100 trxC::tet grxC::cm ®d(cydA™-lacZ) Este estudio
IFC721 MC4100 trxC::tet grxC::cm ®(cydA'-lacZ) Este estudio
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Medios y condiciones de crecimiento.

Las cepas bacterianas utilizadas en este estudio se cultivaron en agar o caldo Luria-
Bertani (LB) que contiene triptona 10 g/L y NaCl 8 g/L. Cuando fue necesario se
adicion6 ampicilina, kanamicina, tetraciclina o cloranfenicol a las concentraciones de
100, 50, 12.5 o 34 ug/mL, respectivamente. En el crecimiento de cultivos madre y
colonias bacterianas transformantes se utilizé caldo LB adicionado con el antibiético
de seleccion. Para la seleccion de células transformantes se utilizaron placas de agar
LB enriquecido con glucosa 0.02 % y antibidtico de seleccion. La obtencion de cultivos
ricos en vesiculas de membranas ricas en ArcB, se realizd en caldo LB adicionado con
L-arabinosa 0.13 mM, para inducir la expresion de los genes controlados por el

promotor ara.

Con relacion a los ensayos de B-galactosidasa, de cepas portadoras del gen reportero
A® (cydA’- LacZ) se cultivaron en caldo LB adicionado con MOPS 0.1 M (acido morfolin-
propano-sulfénico; pH 7.4), D-xilosa 20 mM y el antibidtico de seleccion necesario. Si el
gen reportero fue A®D (lldP’- LacZ), ademas se adicion6é como inductor el L-lactato en
una concentracion 20 mM. Si las células crecieron aerébicamente se agitaron a 300
rom a 37°C. En condiciones anaerodbicas las bacterias se cultivaron con agitacion

mediante magneto, en tubos saturados con medio y con tapa de rosca.

El cultivo bacteriano para la determinacion de la actividad de ArcB mutante en Pro67 o
Leu del “zipper”, se realizd en condiciones aerbbicas y anaerdbicas hasta una fase

exponencial media equivalente a una DOesoonm~0.5. Posteriormente a ambas

condiciones se le determiné su actividad de B-galactosidasa.

Para los ensayos realizados en mutantes de las proteinas de las vias Trx y Grx, las
células se cultivaron aerobicamente hasta un crecimiento DOeoox0.1, una vez
alcanzada esta densidad celular, se tomaron alicuotas para también ser cultivadas en
condiciones anaerObicas. Posteriormente, en ambas condiciones se determind su

actividad de B-galactosidasa al alcanzar una DOeoo = 0.5.
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Preparacion de células competentes.

Las células competentes fueron preparadas adicionando 20 plL de un cultivo madre a
20 mL de caldo LB. Se incubd a 18°C hasta una DOspo~0.4 y posteriormente se coloco
10 min en hielo. Se centrifugd a 1800 g durante 15 min a 4°C. Se resuspendio la
pastilla bacteriana en amortiguador TB frio (PIPES 10 mM pH 6.7, MnCl2 55 mM, CaCl>
15 mM y KCI 250 mM), incubandolo 30 min en hielo y centrifugandolo durante 15 min
a 4°C. Este Ultimo paso se repite nuevamente. Finalmente la pastilla se resuspendio
en 1.6 mL de amortiguador TB con 7% de DMSO, haciendo alicuotas de la suspension
celular de 200 uL en tubos eppendorf. Inmediatamente se procedid a la congelacion
con N2 liquido y se almacenaron las alicuotas a -70°C hasta su utilizacion para ser

transformadas con los plasmidos.

Transformacion

Se incubaron las células durante 10 min en hielo hasta su descongelacion. Se adicion6
1.0 pL del plasmido y la mezcla fue incubada 30 min en hielo. Posteriormente se le dio
un choque térmico durante 30 s a 43°C. Inmediatamente se le adiciond a cada tubo 1
mL de medio de recuperacion (Caldo LB adicionado con glucosa al 0.02%) y se
incubaron durante 1 hora a 37 °C. Las células recuperadas se centrifugaron a 1200 g
para posteriomente ser sembradas en placas de agar LB (adicionadas con el
antibidtico de seleccion codificado en el plasmido), e incubadas a 37°C durante 18
horas. Las colonias aisladas se inocularon en 5.0 mL de caldo LB con el antibidtico de

seleccion, hasta tener un cultivo con la densidad bacteriana adecuada.
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Construccion de cepas simples o dobles mutantes en las vias de las Trx o Grx.

Las cepas mutantes simples o dobles en las vias de las Trx y/o Grx se obtuvieron por
transduccion mediante el fago P1. Asi, para obtener la mutante simple ECL 5001
trxB::km A ®(cydA*-lacZ), se preparo el fago P1 (trxB::km) a partir de una cepa mutante
AtrxB::km, el cual fue transducido en la cepa 5001 que porta el gen reportero
rD(cydA-lacZ) y seleccionada por su resistencia a kanamicina. De esta forma fueron
contruidas todas las mutantes simples. En el caso de las mutantes dobles, como la
mutante 5001 trxB::km grxC::cm Ad(cydA-lacZ), el fago P1 (grxC::cm) fue transducido
en la cepa mutante 5001 trxB::km AD(cydA'-lacZ) siendo seleccionada por la
resistencia a kanamicina y cloranfenicol. Un procedimiento similar se realizé para cada

una de las dobles mutantes obtenidas.

Mantenimiento de cepas bacterianas

Para la conservacion de las cepas de interés de este estudio, fue inoculada una
colonia bien aislada proveniente de una placa de agar LB adicionada con el antibi6tico
de seleccion, en un tubo con 5.0 mL de caldo LB también adicionado con el mismo
antibiotico de seleccion. Cada cultivo se mantuvo con agitacion constante durante 12
horas. Después se tomo6 una alicuota de 1400 uL de la suspension bacteriana y se le
adicionaron 450 pL de glicerol estéril al 80% e inmediatamente se conservaron a -
70°C.

Preparacion de las vesiculas de membrana enriquecidas con ArcB
La cepa ECL5012 portadora del plasmido pMX517, pMX520 o pMX521 se cultivé en

250 ml de medio LB que contiene ampicilina a 37 °C hasta una DOsoo de 0.5.

Posteriormente, la expresion de ArcB fue inducida por la adicion de L-arabinosa a una
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concentracion final de 0.5 mM. Las células se cosecharon 4 horas después de la
induccion, se resuspendieron en 6 mL de amortiguador MOPS (MOPS 50 mM, pH 7.0,
MgS04 5 mM y KCI 100 mM) y se rompieron en una prensa French. El lisado celular se
aclard por centrifugacion a 10,000 g durante 15 min y la proteina ArcB embebida en
las membranas internas se obtuvo por una centrifugacion posterior a 32,500 g
durante 40 min a 4 °C. Finalmente, las vesiculas de membrana obtenidas ricas en
ArcB, se solubilizaron en 500 uL de amortiguador MOPS que contenia 30% de glicerol

y se almacenaron a -20°C.

Ensayos de fosforilacion de ArcB

Los ensayos de fosforilacion se llevaron a cabo a temperatura ambiente en la
presencia de [y-32P] ATP 40 uM (actividad especifica, 2 Ci/mMol, 1 Ci= 37 GBq, New
England Nuclear), HEPES 33 mM (pH 7.5), KCI 50 mM, MgCl> 5 mM, EDTA 0.1 mM,
glicerol al 10%, y 1 mg de la proteina total (vesiculas de membrana) ricas en ArcBWT o
ArcBL80V o ArcBL87V; en presencia de ditiotreitol (DTT) 5 mM o QO 250 mM, como se ha
descrito previamente (25). Las reacciones de fosforilacion se iniciaron al anadir [y-32P]
ATP y se detuvieron con la adicion de un volumen igual de amortiguador de muestra
SDS 2X. Inmediatamente las muestras se colocaron en un gel de poliacrilamida al 10%
y se sometieron a SDS/PAGE. Al finalizar la electroforesis el gel se tind con solucién de
tincion (Azul de Coomassie 0.125%, metanol 50%, acido acético 10%) hasta que las
bandas de proteinas fueron visibles y decolorados hasta eliminar el exceso de azul de
Coomassie con solucion destenidora (metanol 40% y acido acético 10%).
Posteriormente, cada gel se secdé durante 30 min a 80°C y expuestos a un
autorradiograma (Kodak) durante toda la noche a -70°C, para que la senal radioactiva
fuese mas visible. La cantidad de radioactividad de las proteinas separadas se

cuantific6 mediante el Phosphor Imager (Molecular Dynamics).
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Analisis Western Blot

Las cepas se cultivaron aer6bicamente y cosechadas por centrifugacion (5,000 g)
durante la fase media-exponencial de crecimiento (DOsoo =~ 0.5). La pastilla celular se
resuspendidé en amortiguador SDS-5X e hirvié durante 10 min, para después separar
las proteinas por SDS-PAGE (geles de poliacrilamida al 10%) durante 90 min. Las
proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (ECL-Hybond Amersham
Biosciences). Posteriormente, la membrana fue equilibrada con amortiguador TTBS
(Tris 2.5 mM, NaCl 150 mM, y Tween 20 al 0.05%) durante 10 min e incubada en
amortiguador de bloqueo (leche descremada al 1% en TTBS) durante 1 hora a
temperatura ambiente. El anticuerpo anti-ArcB78-520-Hisg policlonal (45), se adicion6 en
una dilucion 1:10,000 a la membrana de transferencia e incubdo durante 1 hora a
temperatura ambiente. Los anticuerpos unidos a la proteina ArcB se detectaron
utilizando anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado con peroxidasa de rabano y

visualizados mediante el sistema de deteccion ECL (Amersham Biosciences).

Ensayos de complementacion de las cepas mutantes en ArcB in vivo

Para determinar si la sustitucion de la prolina 67 por alanina o de las leucinas del
“zipper” por valina, afectan la actividad de ArcB, se utilizaron las cepas mutantes en
arcB ECL5004 A®(cydA-lacZ) y ECL5012 Ad(lldP-lacZ), complementadas con uno de
los plasmidos de la serie pMX732-pMX748 o pMX528-pMX530. En todos los casos, se
cultivaron aerGbicamente y anaerObicamente hasta alcanzar un crecimiento

DOs00~0.5. Después se determino la actividad de B-galactosidasa.

Ensayos de cepas mutantes en Trx y/o Grx

En los ensayos realizados para determinar si alguna de las vias Trx y/o Grx es

responsable de la reduccion de los enlaces disulfuro durante la activacion de ArcB, se
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usd la cepa ECL5001 Ad(cydA-lacZ). La cepa con fondo genético ECL5001 con
mutaciones simples o dobles en los genes que codifican para las vias de las Trx y/o
Grx se cultivaron aerébicamente hasta un crecimiento DOsoo = 0.1. Una vez alcanzada
esta densidad celular, se tomaron alicuotas y se cultivaron también en condiciones

anaerobicas hasta 60 min para después determinar la actividad de -galactosidasa.

Ensayos de la actividad de B-galactosidasa

Para la deteccion de la expresion de A(cydA -lacZ) o de A(lldP -lacZ) se siguio el
método de Miller (63) que cuantifica la hidrdlisis de o-nitrofenil-p-D-galactosido (ONPG)
por la enzima B-galactosidasa. En el tiempo de crecimiento a evaluar se determino la
densidad celular de los cultivos a una DOgoo y se tomaron alicuotas de 0.1 mL del
cultivo para adicionarse a tubos de ensayo que contenian 0.9 mL de amortiguador Z
(Na2HPO4-7H20 0.6 M, NaH2PO4-H20 0.04 M, B-mercaptoetanol 0.05 M), 1 gota de
SDS al 10% y 2 gotas de cloroformo. Los tubos se agitaron en el vortex para lisar las
células y se inici6 la reaccion por adicion de 0.2 mL de ONPG a una concentracion de 4
mg/mL. Se incubaron durante 15 min a temperatura ambiente y se detuvo la reaccion
agregando 0.5 mL de Na2CO3 1 M. Después se determiné la densidad éptica a 420 nm
y 550 nm para cada tubo. La actividad -galactosidasa se expresé en unidades Miller,
de acuerdo a la siguiente formula: Unidades Miller = 1000 [DOa420 - (1.75)(DOss0)] /
[(15)(0.1)(DOs00)]-

37



Modelo estructural del “zipper” de leucinas

El modelo estructural de la region super enrollada del “zipper” de leucinas se infirid
utilizando los resultados con la mas alta normalidad del score-Z, proporcionado por el

I-TASSER server (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) (79). La prediccion

del modelo esta basada sobre la hélice monomérica que cubre los residuos de
aminoacidos 70-89, derivada de la estructura del dominio transmembranal PDB code
2 ksd y utilizando las coordenadas originales del motivo dimérico super enrollado PDB

code 3heb5 como molde.
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Resultados

Los resultados describen el analisis de alineamientos (BLAST) realizado a la secuencia
de homologos de la proteina ArcB, que incluyen a sus dos segmentos
transmembranales y el analisis in vivo correspondiente al Unico iminoacido conservado
en el BLAST de esta porcion de la proteina en Escherichia coli. También muestra el
analisis de la secuencia del “zipper de leucinas”, con la correspondiente prediccion de
alineamientos de diversos homologos, la prediccion de los motivos super-enrrollados
en la proteina y un modelo dimérico superenrrollado del “zipper”. De igual forma, se
detalla la actividad de las cinasas mutadas en una o varias leucinas del “zipper”,
mediante ensayos in vivo e in vitro, el analisis de los fenotipos dominantes negativos y
el analisis de la actividad de fosfatasa. Finalmente, se hace referencia a los
experimentos in vivo realizados a cepas mutantes en la via de las tiorredoxinas y

glutarredoxinas.

Analisis de secuencia de la region transmembranal de ArcB

Genes ArcB ortologos con diferentes grados de homologia con ArcB de E. coli se
encuentran en géneros de las familias Enterobacteriaceae, Vibrionaceae,
Pasteurellaceae y Alteromonadaceae. Por ello, con la finalidad de encontrar residuos
conservados se realizd6 el analisis de alineamientos (BLAST) de la secuencia de
homologos de ArcB que incluyd a Escherichia coli, Shigella boydii, Salmonella enterica,
Photorhabdus Iuminescens, Yersinia pestis, Erwinia carotovora, Vibrio cholerae,
Photobacterium profundum (tipo |); y Mannheimia succiniciproducens, Actinobacillus
succinogenes, Haemophilus influenzae y Pasteurella multocida (tipo Il). El resultado
mostré que todas ellas contienen el residuo conservado de prolina en la posicion 67,

localizado en el segundo segmento transmembranal de ArcB en E. coli (Figura 4).
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EC(1-70) MKQIRLLAQYYVDLMMKLGLVRFSMLLALALVVLAIVVQMAVIMVLHGQVESIDVIRSIFFGLLITBWAVYF
SB(1-70) MKQIRLLAQYYVDLMMKLGLVRFSMLLALALVVLAIVVQMAVTMVLHGQVESIDVIRSIFFGLLITEWAVYF
SE (1-70) MKQIRMLAQYYVDLMMKLGLVRFSMLLALALVVLAIVVOMAVTMVLHGQVESIDVIRSIFFGLLITBWAVYF
PL(1-70) MKLLRGLAQYYVDLMMKLGLVRFSLLLASALVVLAMGVOMVVTFLLQGGVQSIDLVRSIFFGLLITBWAVYF
YP(1-70) MKQIRVLAQYYVDLMVKLGLVRFSLLLASALVLLAMVVQMAVTFVLRGSVETLDLVRSIFFGLLITBWAVYF
ER(1-70) MKQIRLLAQYYVDLMVKLGLVRFSLLLASVLVLLAMVVQMAVTLLLSGEVENIDVVRSIFFGLLITEWAVYF
VC(1-70) MKPMKNLAQYYVDLLVKLGILRFSILLALALVALAVVVQVGITLILNGFVDDIDIIRSVFFGLLITEWAVYF
PP(1-52) -—=—-—=—=————————m o MRFSLLLALALVALAVVVQIGVTLVLQGEVHNIDIVRSVFFGLLITEWAVYF
MS (1-72) MKNVKFFAQRYIDWVTKLGRLKFSLLGFILIAILALCTHIFLSLMITGQIHWESLLYSVVFGVISABFVIYF
AS(1-72) MKNVRHFTQRYIDWVIKLGRIKFSVLGFLVLAAFALLTHIILSFIVIGGIHWESLGYSIIFGLISABFVIYF
HI (1-72) MKNFKYFAQSYVDWVIRLGRLRFSLLGVMILAVLALCTQILFSLFIVHQISWVDIFRSVIFGLLTABFVIYF
PM(1-72) MKNIKYFAQKYVDWVIRLGRLRFSILGVIVLAILALCTQALLSLFIIGEVYWVDMIRSVVEGLISABFVIYF

Figura 4. Alineamientos de los residuos 73-157 de homélogos de ArcB. EC) Escherichia coli,
SB) Shigella boydii, SE) Salmonella enterica, PL) Photorhabdus luminescens, YP) Yersinia
pestis, ER) Erwinia carotovora, VC) Vibrio cholerae, PP) Photobacterium profundum, MS)
Mannheimia succiniciproducens, AS) Actinobacillus succinogenes, HI) Haemophilus influenza),

y PM) Pasteurella multocida. Se muestra en magenta el residuo de prolina conservado.

Analisis in vivo de la mutacion de ArcBPé7A

El hallazgo de que el iminoacido Pro67 era un residuo conservado en diversos
homélogos de ArcB fue de enorme interés para determinar su importancia en la
regulacion redox de la proteina. Asi, fue necesario transformar a la cepa ECL5004
AarcB::Te que porta el gen reportero A®(cydA-lacZ) y ECL5012 AarcB::Te con el
reportero A® (lldP-lacZ), con el plasmido pMX733 (plasmido de una sola copia, que
codifica para ArcBP67A). Al comparar la expresion de los genes reporteros en
condiciones aerdbicas, en las cepas mutantes (ArcBP67A) contra las cepas silvestres
(ArcB*), se observo que la actividad de B-galactosidasa para cydA’-lacZ y IlldP’-lacZ fue
3.8 veces mayor y 2.8 veces menor respectivamente, en la proteina mutante con

relacion a la proteina silvestre (Figura 5).
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Lo anterior, nos indicd que la proteina ArcBP67A tiene una actividad “semi-constitutiva”,
porque probablemente la prolina es importante para mantener la orientacion de la
porcion citosélica de ArcB, requerida en la adecuada interaccion de los “zipper” de

leucinas para la formacion de los puentes disulfuro de la region “linker”.
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Figura 5. Efecto de la mutacion ArcBP7A. Se muestra la expresion de la cepa mutante en la
cinasa con sus respectivos genes reporteros. Todas las cepas se crecieron aer6bicamente
(barras sélidas color rojo o azul) o anaerébicamente (barras vacias) en caldo Luria-Bertani con
0.1 M de MOPS (acido morfolin-propano-sulfénico; pH 7.4), 20 mM D-xilosa. Para E. coli AarcB
AD (lldP’ lacZ) se adiciona ademas 20 mM de L-lactato. En la fase de crecimiento media
exponencial (DOsoonm, 0.5), las células se cosecharon y ensayaron para determinar la actividad
de [B-galactosidasa y expresada en unidades Miller. Todos los datos son resultado del
promedio de tres experimentos independientes y su desviacion estandar se indicada en cada

una de las barras de la grafica.
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Analisis de la secuencia del “zipper” de leucinas de ArcB

El analisis bioinformatico de la estructura secundaria de ArcB, utilizando el programa
2zip (11) reveld que los aminoacidos del segmento 73 a 94 cumplieron con las
caracteristicas de un “zipper” de leucinas, cuyos residuos de leucina conservados se
encuentran en la secuencia VEQLSVVVEQLEESRQRLSRLVQKLEEM. Por otra parte, al
continuar con el analisis de los alineamientos de los homélogos pertenecientes al tipo
|, se observa que en la secuencia de aminoacidos de los homdlogos de ArcB, las
leucinas estan conservadas en las posiciones 73, 80, 87, 94, 108, 115, 136, 150 y
157; asi en este grupo, el “zipper” de leucinas aparentemente se continda hasta el

residuo aminoacido de Leu157 (Figura 6).

EC(73-150) EsvvvEQEEESRORESRLVOKEEEMRERDLSLNVOEKDNIAQENOEIAVREKAEAELQETFGOEKIEIKEREETQIQN
SB(73-150) EsvvvEQEEESRORESRLVOKEEEMRERDLSLNVOEKDNIAQENOEIAVREKAEAELQETFGOEKIEIKEREETQION
SE (73-150) [EsvvvEQEEESRORESRLVOKEEEMRERD LKLNVOEKDNIAQENQE I VDREKAEAELQETFGOKVEIKEREEAQIOR
PL(73-150) ESVVVEQEEESRQRESRLVEKEEVMRORDRELNQOEKDNI IKENQEI SEREKAEQAHLI LLDKEKEEMKHREQTQIER
YP (73-150) EsvvvEQEEESRQRESRLVDKEVMRHRDLELNKQETENITQENQEIVEREKAEKAHLOVVDKEKEEMGHREQAQIER
ER(73-150) EsvvvEQEEESRORESKLVAKEEEMRHRDLELNVOEQENIAQENOEIADRIKAEEARVLVMSREKEEMSRREQAQIER
vc (73-150) [EsvvVvDOEEESRORESKLVSKEKDMRSRDQELNOKHEQONIVKENQEIEERIKAEEAREEAMADEENEVYQREKTQVE
PP (73-150) [HEsvvvDQEEDSRORESKLVSKEEEMRSRDMOLNTOEOMNITOENQE I EEREKAEEAREIAMHDIENEVYQRENAQLER

Figura 6. Alineamientos de los residuos 73-150 de homélogos de ArcB tipo | y Il. EC)
Escherichia coli, SB) Shigella boydii, SE) Salmonella enterica, PL) Photorhabdus luminescens,
YP) Yersinia pestis, ER) Erwinia carotovora, VC) Vibrio cholerae, PP) Photobacterium

profundum. Se muestran los residuos de leucina conservados de color magenta.

Para complementar la informacion obtenida por los alineamientos, se determiné la
prediccion de los motivos slper enrollados encontrados en la secuencia de ArcB
obtenida por el método COILS/PCOILS (30). El resultado obtenido involucra a las
repeticiones hepta-peptidicas de leucinas y ademas se continla hasta el aminoacido
157 (Figura 7A).
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Figura 7. A. Prediccion de los motivos super enrollados encontrados en la secuencia de ArcB
obtenida por la herramienta COILS/PCOILS. Abajo se presenta la secuencia del motivo de ArcB,
con repeticiones hepta-peptidicas de leucinas. La L102 no se encuentra iniciando una
repeticion heptapeptidica. B. Modelo de ArcB de la secuencia 73 a 121, generado sobre la
estructura cristalina de un modelo dimérico slper enrollado (Codigo PDB 3heb). Los residuos
de leucina en las posiciones 73, 80, 87, 94, 108 y 115 estan indicados en color amarillo y la

posicion de la leucina 102 de color azul (68).
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Asimismo, con la finalidad de determinar si los residuos de leucina desde la posicion
73 a 121 se encuentran en la misma cara hidrofébica del “zipper”, se realiz6 un
modelo basado en la estructura cristalina de un dimero super enrrollado de ArcB
(cédigo PDB 3heb). EI modelo del segmento de ArcB nos demostrd que coincide con
las caracteristicas de un “zipper”, donde los residuos de leucina 73, 80, 87, 94, 108 y
115 se encuentran orientados en la cara hidrofébica de la hélice entre dos

monomeros (Figura 7B), a diferencia de la leucina 102 (68).

Analisis in vivo de la funcionalidad del “zipper” de leucinas

Con los datos bioinformaticos anteriormente obtenidos, realizamos los ensayos para
determinar la funcionalidad del “zipper” de leucinas de ArcB. Para esto, utilizamos los
plasmidos pMX732, pMX734-pMX748 y pMX528-pMX530, que expresan la proteina
ArcB silvestre o ArcB con una o mas sustituciones en los residuos de leucina por
valina. La valina fue escogida porque proporciona una sustitucion moderada del
residuo aminoacido, produciendo una débil disrupcion en la estructura superenrollada
del “zipper” de leucinas. Con estos plasmidos complementamos a las cepas ECL5004
AarcB::Te A®(cydA-lacZ) y ECL5012 AarcB::Te A® (lldP -lacZ), para determinar la
actividad de cada una de las proteinas. Todas las cepas mutantes complementadas
con los plasmidos utilizados se cultivaron en presencia y ausencia de oxigeno hasta

una DOeoo = 0.5.

La expresion de los genes reporteros permitio evaluar la activacion o inactivacion de la
expresion en las diferentes cinasas ArcB mutantes. Los fenotipos encontrados
correspondieron a una actividad semi-constitutiva o una actividad nula
cataliticamente. Las cinasas ArcBL73V y ArcBL8OV presentaron una actividad semi-
constitutiva, ya que, en condiciones aerdbicas los valores de [-galactosidasa fueron
2.3 y 3.4 veces mayores para el gene reportero cydA’-lacZ (Figura 8) y 1.5y 2.7 veces

menores para lldP-lacZ (Figura 9), respectivamente, en comparacion con la cepa
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silvestre (Figura 8). Estas cinasas aun cuando tuvieron actividad “semi-constitutiva”

tuvieron regulacion redox.

En contraste, las proteinas ArcBL87V y ArcBL94V presentaron fenotipos nulos, mostrando
actividades de [-galactosidasa similares a la cepa mutante en ArcB (Figura 8). Con
base en el modelo de la estructura cristalina de un dimero super enrollado de ArcB
(Codigo PDB 3heb), las Leu108 y Leu115 se encuentran en la misma cara hidrofobica
de la hélice, por lo que también se generaron y se ensayaron las proteinas mutantes

Arc BL108v y Arc BL115V,

En el caso de Leu108 no se obtuvo actividad catalitica, mientras que para Leullb,
que corresponde a la leucina mas inmersa en la porcion citosélica de todas las
evaluadas, al ser contrastada su actividad contra la proteina silvestre, mostré en
condiciones aerobicas para los genes reporteros cydA’-lacZ y IldP’ lacZ, valores de 1.4y
1.7 veces menores, indicando que esta proteina mutante esta parcialmente inactiva.
Con relaciéon a la mutante en Leu102 utilizada como control, porque no se encuentra
en la misma cara hidrofobica de la hélice del “zipper”, los valores obtenidos estan

acordes a una actividad redox regulada.
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Figura 8. Ensayo de [-galactosidasa de las cepas mutantes simples en ArcB con el gen
reportero Ad(cydA’-lacZ). Los plasmidos utilizados codifican proteinas ArcB con mutaciones
puntuales simples en Leu73, Leu80, Leu87, Leu94, Leul02 (control), Leul108 y Leul15.
Todas las cepas se crecieron aerdbicamente (barras sélidas color rojo) o anaerébicamente
(barras vacias) en caldo Luria-Bertani con 0.1 M de MOPS (acido morfolin-propano-sulfénico;
pH 7.4) y 20 mM D-xilosa. En la fase de crecimiento media exponencial (DOsoonm, 0.5), las
células se cosecharon y ensayaron para determinar la actividad de [-galactosidasa y
expresarla en unidades Miller. Todos los datos son resultado del promedio de tres
experimentos independientes y su desviacion estandar es indicada en cada una de las barras

de la gréfica.
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Figura 9. Ensayo de [-galactosidasa de las cepas mutantes simples en ArcB con el gen
reportero AD(lldP-lacZ). Los plasmidos utilizados codifican proteinas ArcB con mutaciones
puntuales simples en Leu73, Leu80, Leu87, Leu94, Leul102 (control), Leu108 y Leul15.
Todas las cepas se crecieron aerdbicamente (barras sélidas color azul) o anaerébicamente
(barras vacias) en caldo Luria-Bertani con 0.1 M de MOPS (pH 7.4), 20 mM D-xilosa y 20 mM
de L-lactato. En la fase de crecimiento media exponencial (DOesoonm, 0.5), las células se
cosecharon y ensayaron para determinar la actividad de p-galactosidasa y expresada en
unidades Miller. Todos los datos son resultado del promedio de tres experimentos

independientes y su desviacion estandar es indicada en cada una de las barras de la gréafica.
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Al evaluar las proteinas ArcB con dos mutaciones puntuales y las combinaciones
posibles, s6lo ArcB con las sustituciones en la Leu73 y Leu80 mostré una mayor
actividad “semi-constitutiva” en condiciones aerbbicas, que la anteriormente
encontrada en las mutantes simples Leu73Val o Leu80Val, con una expresion de [3-
galactosidasa de 4.3 veces mayor que en la proteina silvestre para el gen reportero
cydA’-lacZ y 7 veces menor para el reportero lldP’-lacZ; aunque sujeta a regulacion
redox. Todas las demas proteinas ArcB con dobles mutaciones, que involucraron una
sustitucion en la Leu87 o Leu94, rindieron una actividad catalitica nula, congruente

con un fenotipo nulo (Figura 10).
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Figura 10. Ensayo de B-galactosidasa de las cepas mutantes en ArcB con el gen reportero
AD(cydA-lacZ) y AD(lIdP - lacZ). Los plasmidos utilizados codifican para proteinas ArcB con
mutaciones dobles que involucran a Leu3, Leu80, Leu87 y Leu94. Todas las cepas se
crecieron aerbébicamente (barras sélidas color rojo o azul) o anaerébicamente (barras vacias)
en caldo Luria-Bertani con 0.1 M de MOPS pH 7.4, 20 mM D-xylosa. Para E. coli AarcB \®
(IIdP’ lacZ) se adiciona ademas 20 mM de L-lactato. En la fase de crecimiento media
exponencial (DOesoonm, 0.5), las células fueron cosechadas y ensayadas para determinar la
actividad de B-galactosidasa y expresada en unidades Miller. Todos los datos son resultado del
promedio de tres experimentos independientes y su desviacion estandar es indicada en cada

una de las barras de la gréafica.
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Para finalizar, las proteinas con tres o la de cuatro sustituciones en los residuos
Leu73, Leu80, Leu87 y Leu94 se comportaron como fenotipos nulos, confirmando que
si alguna de las sustituciones es realizada en la Leu87 o Leu94, la proteina mutante

no tienen actividad catalitica y por ende no tienen regulacion redox (Figura 11y 12).

Asi, La exploracion realizada al “zipper” de leucinas de ArcB in vivo, nos indica que esta
cinasa es un motivo funcional necesario para su apropiada regulacion redox. El hecho
de que la regulacion de la senalizacion de ArcB involucre la formacion intermolecular
de enlaces disulfuro entre dos mondémeros de ArcB, sugiere que su mecanismo de
regulacion requiere la adaptacion de la proteina para funcionar como un dimero y

poder, en esta conformacion, promover la proximidad de los dos residuos de cisteina.

Con base en lo anterior, el candidato idoneo para promover la formacion de un dimero
en esta region de union de ArcB parece ser el “zipper” de leucinas. Lo que explica
como el debilitamiento de la interaccion hidréfobica hélice-hélice, debido a las
sustituciones Leu73 y Leu80, parece afectar la conformacion de la proteina rio abajo
atrapandola parcialmente en la conformacion de cinasa; mientras que las alteraciones
de la segunda mitad del “zipper” que corresponden a Leu87V, Leu94V y Leul108V se

traducen en una cinasa inactiva o parcialmente inactiva como es el caso de L115V.
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Figura 11. Ensayo de [(-galactosidasa de las cepas mutantes en ArcB con el gen reportero
AD(cydA-lacZ). Los plasmidos utilizados codifican para proteinas ArcB con mutaciones triples
o la cuadruple posible, que involucran a las Leu73, Leu80, Leu87 y Leu94). Todas las cepas
se cultivaron aerdbicamente (barras sélidas color rojo) o anaerébicamente (barras vacias) en
caldo Luria-Bertani con 0.1 M de MOPS pH 7.4 y 20 mM D-xilosa. En la fase de crecimiento
media exponencial (DOesoonm, 0.5), las células se cosecharon y ensayaron para determinar la
actividad de B-galactosidasa y expresarla en unidades Miller. Todos los datos son resultado del
promedio de tres experimentos independientes y su desviacidn estandar es indicada en cada

una de las barras de la grafica.
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Figura 12. Ensayo de [B-galactosidasa de las cepas mutantes en ArcB con el gen reportero y
AD(lldP - LacZ). Los plasmidos utilizados codifican para proteinas ArcB con mutaciones triples
o la cuadruple posible, que involucran a las Leu73, Leu80, Leu87 y Leu94). Todas las cepas se
cultivaron aerdbicamente (barras sélidas color azul) o anaerdébicamente (barras vacias) en
caldo Luria-Bertani con 0.1 M de MOPS pH 7.4, 20 mM D-xilosa y 20 mM de L-lactato. En la
fase de crecimiento media exponencial (DOsoonm, 0.5), las células se cosecharon y ensayaron
para determinar la actividad de B-galactosidasa y expresarla en unidades Miller. Todos los

datos son resultado del promedio de tres experimentos independientes y su desviacion
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Analisis Western Blot

Los extractos celulares obtenidos de los cultivos aerdbicos de las cepas que expresan
la proteina ArcB silvestre o ArcB sustituido en una o varias de las leucinas del zipper,
fueron analizados por analisis Western blot, para determinar que los resultados de
actividad catalitica nula no se debe a inestabilidad de las proteinas. Para ello, se utiliz6
en la deteccion de la proteina ArcB, anticuerpos policlonales anti-ArcB78520 con una
etiqueta His6. El resultado demostré que todos los plasmidos produjeron una
expresion similar a los niveles de la cepa silvestre ArcB indicando que las sustituciones
de la leucina por valina no afectaron la estabilidad de las proteinas con una o mas

mutaciones puntuales en el “zipper” (Figura 13).

Cepa arcB AarcB

— . — . — D T — — —

-

Caril 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 13. Analisis Western blot de las proteinas ArcB detectadas en los extractos de cultivos
aerobicos. Carril 1. ArcBWT, carril 2. Sin plasmido, carril 3. Plasmido pEXT22, carril 4. pMX732
(arcB* en pEXT22), carril 5. pMX734 (arcB-73V en pEXT22), carril 6. pMX735 (arcBL8o%v en
PEXT22), carril 7. pMX736 (arcB87V en pEXT22), carril 8. pMX737 (arcB94 en pEXT22), carril
9. pMX738 (arcBL73VL80V en pEXT22), carril 10. pMX739 (arcBL73V-87V en pEXT22), carril 11.
PMX741 (arcBL8ov-i8?v en pEXT22), 12. pMX744 (arcBL73V-L80V-L87V en pEXT22), 13. pMX528
(arcBt102ven pEXT22), 14. pMX529 (arcBt1o8ven pEXT22) y 15. pMX530 (arcBL115V en pEXT22).
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Ensayos de fosforilacion de ArcB

La demostracion in vitro de la funcionalidad del “zipper” la realizamos mediante
ensayos de fosforilacion. Por esta razon, con base en el conocimiento de que la
actividad de la cinasa ArcB es inhibida por la ubiquinona-0 (Q0), un analogo soluble de
la ubiquinona-8 (25, 55), evaluamos el efecto de QO sobre la actividad de las proteinas
ArcB silvestre contenida en vesiculas de membrana enriquecidas. El resultado
demostro, que la proteina ArcB silvestre es rapidamente fosforilada en la presencia de
DTT, e inhibida en presencia de QO (Figura 12), indicando que la sobre-expresion de la
proteina en las fracciones de membranas preserva su actividad y regulacion redox. Lo
anterior, nos permitié determinar la fosforilacion in vitro de las proteinas ArcBL8oV y
ArcBL87V, proteinas seleccionadas como representantes de las mutantes con actividad

“semi-constitutiva” y nula.

Los resultados de la curva de cinética de fosforilacion de las mutantes empleadas
mostraron una tasa de fosforilacion similar a la de la cinasa ArcB silvestre, en
presencia de DTT. Sin embargo, ArcBL80V que in vivo tuvo un comportamiento “semi-
constitutivo” fue significativamente mas resistente a la inhibicion dependiente de QO
que la cinasa ArcB silvestre. Por otra parte, la proteina ArcBt87V no fue fosforilada
indicando que la sustitucion de la leucina 87 por valina origina una proteina inactiva,
explicando el comportamiento de las cepas con fenotipo nulo al ser transformadas por
el plasmido pMX736.
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Figura 14. Efecto del DTT y la ubiquinona-QO sobre la tasa neta de fosforilacién de ArcB. Las
vesiculas de membrana (1.0 pg) que contienen altas cantidades de ArcB (circulos), ArcBL8ov
(cuadros) o ArcBL87v (diamantes) fueron incubadas a temperatura ambiente con 40 uM ATP-[y-
32P] en la presencia de 5.0 mM de DTT (simbolos os blancos) o 250 uM QO (simbolos negros)
en una mezcla de 20 plL. En los intervalos de tiempo indicados una muestra de 5 plL fue
analizada en un SDS-PAGE. Panel de la izquierda muestra el autoradiograma del gel. En el
panel derecho podemos observar el incremento neto de ArcB-PO32 con relacion al tiempo,

cuantificado mediante Phosphorlmager.

Analisis de los fenotipos dominante negativo

Para determinar si los fenotipos “semi-constitutivos” (L73V y L80OV) o nulos (L87V y
L94V, L108V) o parcialmente nulo (L115V) son dominantes en una cepa que exprese
la proteina silvestre, utilizamos la cepa ECL5003 ArcB* A®(cydA'-lacZ) transformada
con los plasmidos mutantes pMX734 o pMX735 o pMX736 o pMX737 o pMX529 o
pMX530. Las cepas fueron cultivadas en condiciones aerbbicas y anaerdbicas en
caldo LB hasta una DOsoonm = 0.500, y posteriormente se determind su actividad de [3-

galactosidasa.
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Los ensayos mostraron que la cepa ECL5003 ArcB* complementada con los plasmidos
que expresan las cinasas L87V o L94V, para que se formen heterodimeros (un
monoémero ArcB silvestre y el otro ArcBL87V o ArcBL94V), fallaron para activar la expresion

del reportero cydA'-lacZ en condiciones anaerdbicas.

Con relacion a las cepas con los plasmidos con sustituciones L73V, L8OV que
exhibieron actividad “semi-constitutiva”; asi como con la sustitucion L102V utilizada
como control, no tuvo ningun efecto sobre la expresion de cydA' lacZ, mostrando una

regulacion redox similar a la expresion de ArcB* silvestre.

Finalmente, ECL5003 con los plasmidos pMX529 (ArcBL108V) y pMX530 (ArcBL11%V) did
en condiciones anaerodbicas una actividad de p-galactosidasa para L108V y L115V de
2.2 y 1.5 veces menor para cydA'-lacZ, en comparacion con la cepa silvestre (Figura
15). De esta forma, la formacion de los heterodimeros mediante un mondémero
silvestre y el otro mutante, mostré que las sustituciones del residuo Leu por Val que
producen un fenotipo nulo o con menor actividad cinasa que ArcB silvestre, generan

un fenotipo dominante negativo.
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Figura 15. Ensayo de los fenotipos negativo dominantes obtenidas de la cepa ECL5003 ArcB+
AD(cydA'-lacZ) transformadas con los plasmidos pMX732, pMX734-737 y pMX528-530, que
codifican para ArcB con sustituciones simples en Leu73, Leu80, Leu87, Leu94V, Leul102V,
Leul108V y Leul15V. Todos los ensayos fueron realizados en condiciones aerbbicas (barras
sélidas color rojo) y anaer6bicas (barras vacias) en caldo Luria-Bertani con 0.1 M de MOPS pH
7.4, 20 mM D-xylosa. En la fase de crecimiento media exponencial (DOesoonm, 0.500), las
células fueron cosechadas y ensayadas para determinar la actividad de B-galactosidasa y
expresada en unidades Miller. Todos los datos son resultado del promedio de tres
experimentos independientes y su desviacion estandar se indica en cada una de las barras de

la grafica.
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Andlisis de la actividad de fosfatasa

Para determinar si el fenotipo dominante negativo observado en las proteinas con
sustituciones simples en el “zipper” de leucinas, no se debe a la actividad de la
fosfatasa de la proteina ArcB, al quedar atrapadas en un estado cinasa®)/fosfatasa®),
decidimos realizar ensayos in vivo utilizando la cepa ECL5004 AdarcB::Te AD(cydA'™-
lacZ) complementadas con los plasmidos de una sola copia expresando ArcB silvestre
0 algunas de las mutantes simples (pMX712, pMX714-717, pMX528-pMX530). Todas
las células se cultivaron hasta DOsoonm ~ 0.500, utilizando el piruvato como Unica
fuente de energia porque bajo esta condicion la concentracion intracelular de acetil-
fosfato es mayor que en las células cultivadas aerébicamente en glicerol como fuente
de energia y carbono (59), y porque en ausencia de su proteina cinasa sensora,
muchos reguladores de respuesta sufren in vivo su autofosforilacion a expensas del
acetil-fosfato (22, 51, 108).

De acuerdo a un reporte previo (75), se encontré6 que el reportero cydA'-lacZ se
expresa adecuadamente en la cepa mutante en ArcB, indicando una deficiencia en la
desfosforilacion de ArcA-POs2, donde la expresion del reportero fue 6 veces mas baja
en la cepa que porta el plasmido que expresa ArcB silvestre (pMX732), mostrando una
desfosforilacion especifica de ArcA- POs32 por ArcB en condiciones de crecimiento

aerobicas.

Los ensayos realizados determinaron que las mutantes ArcBL73V y ArcBL8%V, que
presentaron actividad de cinasa “semi-constitutiva”, exhibieron casi el mismo nivel de
actividad en la expresion del reportero que la mutante en ArcB, indicando una
completa pérdida de la actividad de fosfatasa. En contraste, las mutantes ArcBL87Vy
ArcBL94Y mostraron una actividad 1.4 veces menor que la mutante en ArcB, y 4.5 veces
mayor que la expresion de ArcB silvestre, demostrando no Unicamente la pérdida de la
actividad de cinasa, sino también una severa deficiencia en su actividad de fosfatasa

en condiciones de crecimiento aerdbicas (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de la sustitucion de las leucinas en ArcB sobre la actividad de fosfatasa. La
cepa ECL5004 AArcB A®(cydA-lacZ) transformada con los plasmidos de niimero de bajo copia
que expresan ArcB silvestre o las varantes mutantes simples en leucinas fue crecida
aerébicamente en medio minimo con piruvato 20 mM como fuente de carbono. En la fase de
crecimiento media exponencial (DOsoonm, 0.500), las células fueron cosechadas y ensayadas
para determinar la actividad de p-galactosidasa y expresada en unidades Miller. Todos los
datos son resultado del promedio de tres experimentos independientes y su desviacion

estandar se indica en cada una de las barras de la gréafica.
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De esta forma, la posibilidad de que la conformaciéon ArcB quedase atrapada en un
estado de cinasat)/fosfatasa(*) quedo descartada. En lugar de ello, la formacion de los
heterodimeros entre ArcB silvestre expresado cromosdmicamente y ArcB inactivo
expresado por los plasmidos correspondientes, podria proveer una posible explicacion
para el resultado de los ensayos de fenotipos dominantes negativos. Finalmente, la
sustitucion en Leu102 tuvo niveles de expresion del reportero, similares a los de ArcB
silvestre, mientras que las mutantes en Leu108 y Leu115V mostraron una expresion
levemente mas baja que la ArcB silvestre indicando que estas dos Ultimas mutantes

podrian tener una mayor actividad de fosfatasa que ArcB silvestre.

Las tiorredoxinas y/o glutarredoxinas no tienen efecto en la activacion de ArcB

Como habia sido reportado anteriormente que la proteina ArcB es silenciada por las
quinonas que oxidan los residuos de cisteina de dos mondmeros formandose dos
puentes disulfuro, y dado que en el citosol de E. coli existen enzimas que son oxidadas
formando puentes disulfuro y posteriormente son reducidas para mantener su
actividad catalitica mediante enzimas de la via de las tiorredoxinas (Trx) y la de las
glutarredoxinas (Grx), se decidio evaluar si estas enzimas eran capaces de reducir los
puentes disulfuro de ArcB in vivo. De tal forma que se construyeron las mutantes
simples y dobles que fuesen viables, teniendo como fondo genético a la cepa ECL5001

que porta el gen reportero Ad(cydA™-lacZ).

Como las Trx y las Grx son proteinas solubles capaces de catalizar la reaccion redox
disulfuro-tiol en sus proteinas sustrato mediante su sitio activo conservado que
consiste en dos residuos de cisteina separados por dos aminoacidos (C-X1-X2-C) (1, 2),
decidimos evaluar la transicion de condiciones aerdbicas a anerdbicas, porque en
presencia de oxigeno ArcB estd oxidado mediante los dos puentes disulfuro, y asi
determinar si estas enzimas, con su poder catalitico para romper los enlaces disulfuro
en sus proteinas sustrato, tendrian ese efecto sobre la proteina. Por esta razén, para

realizar estos ensayos, las células mutantes de las proteinas de las vias Trx y Grx
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fueron cultivadas aerébicamente hasta un crecimiento DOs0o~0.1, y una vez alcanzada
esta densidad celular, se tomaron alicuotas para también ser cultivadas en
condiciones anaerdbicas. Posteriormente cuando ambas condiciones alcanzaron una
DOe0o = 0.5 se determind su actividad de B-galactosidasa. Al comparara la expresion
del gen reportero en condiciones anaerdbicas, en las cepas mutantes simples en TrxB,
TrxA, TrxC, Gor, GrxA, GrxB y GrxC contra la cepa silvestre ECL5001 ArcB*, se observo
que la actividad de B-galactosidasa para cydA'-lacZ fue de 1.2 a 1.4 veces menor en
las mutantes con relacion a la cepa silvestre. Sin embargo, pese a la menor expresion
del reportero cydA'-lacZ, todas las mutantes simples en ambas vias mantuvieron su

regulacion redox.

Sin embargo, para descartar que la via Trx pueda remplazar su actividad catalitica
reductora cuando se afecta la via Grx, y viceversa, se construyeron dobles mutantes
mutando una enzima de cada via. Asi, se obtuvieron las dobles mutantes: TrxB-GrxB,
TrxB-GrxC, TxrA-GrxB, TrxA-GrxC, TxrC-GrxB, TrxC-GrxC, Gor-TrxA, Gor-TrxC. No fue
posible obtener todas las combinaciones de las dos vias, porque algunas no fueron
viables como la doble mutante TrxB - Gor. Al comparara La expresion del gen
reportero en condiciones anaerdbicas, en todas las cepas mutantes dobles contra la
cepa silvestre ECL5001 ArcB*, se encontrd que la actividad de B-galactosidasa para
cydA-lacZ fue de 1.2 a 1.7 veces menor en las mutantes con relacion a la cepa

silvestre aunque conservando su regulacion redox (Figura 17).

Una posible explicacion para la disminucion de la expresion del reportero cydA'-lacZ en
las cepas mutantes evaluadas, es que las actividades cataliticas de las enzimas de
ambas vias Trx/Grx son necesarias para mantener eficientemente las condiciones
reductoras del citosol de la bacteria; afectando la actividad catalitica probablemente
de los acarreadores de electrones o de alguna otra enzima involucrada directamente

en la reduccion de la proteina ArcB.
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Figura 17. Ensayo de p-galactosidasa de las cepas mutantes simples y dobles en la via Trxy/o
Grx. Todas las cepas fueron cultivadas en aerobiosis a 37°C hasta alcanzar un crecimiento
medio exponencial DOsoo = 0.1. Posteriormente, los cultivos fueron cambiados a anaerobiosis
e incubados durante 1 hora a 37°C. En la fase de crecimiento media exponencial (DOsoonm,
0.5), las células fueron cosechadas y ensayadas para determinar la actividad de pB-
galactosidasa y expresada en unidades Miller. Todos los datos son resultado del promedio de
tres experimentos independientes y su desviacion estandar se indicada en cada una de las

barras de la gréfica.

61



Discusion

Se ha demostrado que los zippers de leucinas estan involucrados en la formacion de
homo o heterodimeros mediante las interacciones anfipaticas entre dos monémeros
de proteinas, con lo cual sus caras hidrofébicas quedan paralelas entre si, formando
una estructura dimérica super-enrollada. En la cinasa ArcB, el zipper de leucinas esta
localizado después del segundo dominio transmembranal, donde las leucinas se
encuentran en las posiciones 73, 80, 87 y 94. En un trabajo previo, la funcionalidad de
esta estructura fue explorada remplazando los residuos de leucina 80, 87 y 94 por
alanina. La sustitucion de Leu80 o Leu94 por Ala no alteré la habilidad para la
senalizacion de ArcB in vivo, ni su actividad de fosforilacion in vitro; mientras que la
sustitucion de Leu87 a Ala dio como resultado un fenotipo nulo de arcB in vivo, pero
conservando su actividad in vitro (58). Sin embargo, los autores concluyeron que la
Leu87 puede estar implicada en la propagacion de la senal, pero descartaron la

posibilidad de que ArcB contenga un zipper de leucinas funcional.

En contraste, en este trabajo, demostramos que el “zipper” de leucinas es un motivo
esencial en la apropiada regulacion de ArcB. Para ello, se remplaz6 Leu73, Leu80,
Leu87 o Leu94 por Val, encontrando que los cambios de Leu73 o Leu80 afectaron la
actividad in vivo, volviendo activa a la cinasa ArcB en condiciones aerobicas, mientras
que los cambios de Leu87 o Leu94 dieron como resultado una proteina censora
inactiva. Cuando se ensayo una mutante doble en Leu73 y Leu80, esta cinasa también

estuvo activa en condiciones aerobicas.

De igual forma, con la proteina truncada ArcB78-778, la cual ademas de ser soluble,
en presencia de DTT es rapidamente fosforilada, y en presencia de QO se inhibe su
fosforilacion, demostrando que aunque la proteina esté truncada preserva su actividad
catalitica y su capacidad de regulacion; se realizaron ensayos in vitro, en los cuales se
utiliz6 ademas de la proteina truncada silvestre, la proteina ArcB78-778L80V y ArcB78-
77887V, Los resultados probaron que la sustitucion en Leu80 por Val fue

significativamente mas resistente a la inhibicion dependiente de QO que la proteina
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silvestre; mientras que Leu87 por Val no fue capaz de fosforilarse en presencia de
DTT. Estos resultados sugieren que in vivo e in vitro, la integridad de la estructura del
“zipper” de leucinas es esencial para la correcta orientacion de los monémeros dentro

del dimero para una apropiada regulacion de la proteina ArcB (68).

En un estudio previo basandose en que el dominio transmembranal de Tar es
helicoidal, rigido y forma un dimero estable en la membrana citoplasmica (80), se
utilizaron varias quimeras Tar-ArcB, en las cuales el dominio transmembranal de la
proteina sensora Tar fue fusionada a la porcion citosdlica de ArcB78-778. Las
guimeras contenian el segmento transmembranal de Tar, cuyas regiones carboxilo
terminal se extendian progresivamente en el citoplasma, y se fusionaba a una porcién
citosodlica constante de ArcB78-778, que incluia a las leucinas del zipper putativo 80,
87 y 94 y los residuos de cisteina 180y 241. Por cada residuo de Tar extra adicionado
en el citosol a la quimera Tar-ArcB, se originé una rotacion en aproximadamente 100°
de la proteina ArcB adjunta (46). Las quimeras Tar-ArcB reportadas presentaron tres
tipos diferentes de fenotipos: una actividad redox regulada, una actividad constitutiva,
y una cinasa ArcB inactiva cataliticamente, lo que sugiere que las rotaciones afectan la
estabilidad del zipper y por ende la adecuada regulacion redox de la proteina. Nuestros
resultados, concuerdan con estos fenotipos encontrados, dado que in vivo
encontramos fenotipos nulos, con actividad catalitica (L102V) y actividad redox

regulada con actividad “semi-constitutiva”.

Ademas, el homoélogo ArcB de Haemophilus influenzae, que no contiene los residuos
de aminoacidos 93 a 134 y 153 a 271 (no existe el dominio PAS) (56), fue capaz de
complementar una mutante en ArcB de E. coli, con una actividad similar a la proteina
silvestre, bajo cierto rango de condiciones redox (27, 56). Este homoélogo de ArcBnu
tiene las leucinas 80, 87 y 94 como la ArcBec, 10 que nos sugiere que este motivo es

necesario para la activacion de la cinasa de H. influenzae.
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Las estructuras super enrrolladas estan involucradas en interacciones importantes
para la célula como el control transcripcional (4). Son motivos estructurales comunes,
originadas por el empaquetamiento de dos a cinco o—hélices, donde cada una se
envuelve alrededor de otra, originando un super enrrollamiento. Generalmente, una
a—hélice contiene 3.6 residuos por cada vuelta completa, pero la distorsion impuesta
por cada una de las hélices dentro del stper-enrrollamiento disminuye este valor a 3.5
(17).

De esta manera, una repeticion heptapeptidica ocurre en cada dos vueltas de la hélice
y los aminoacidos en las repeticiones son comiunmente denominados “a”, “b”, “c”, “d”,
“e”, “f7 y “"g“”. Las posiciones “a” y “d” corresponde a aminoacidos no polares
(leucina, valina e isoleucina), para estabilizar la dimerizacion de la hélice a través de
interacciones hidrofébicas y de van der Waals. Los aminoacidos “e” y “g” son polares
como el glutamato o la lisina, que originan especificidad entre dos hélices mediante
interacciones electrostaticas. Los residuos “b”, “c” y “f” son hidrofilicos para forma la
superficie enrrollada expuesta al disolvente. Los residuos en la posicion “d” en
homodimeros paralelos corresponden a la leucina (“zipper” de leucinas). Cabe
mencionar que pueden existir en la estructura slperenrrollada algunos residuos que
no se encuentren cumpliendo con las propiedades anteriormente mencionadas (57,
62). Asi, los aminoacidos del segmento 73 a 121 de la proteina ArcB que corresponde
al “zipper” de leucinas, cumplen con las caracteristicas anteriormente mencionadas

para las estructuras super-enrrolladas .

El hecho de que la regulacion de la senalizacion de ArcB implica la formacion
intermolecular de puentes disulfuro entre dos mondémeros de ArcB, sugiere que la
evolucion de un mecanismo de este tipo requiere la adaptacion de la proteina para
funcionar como un dimero para promover la proximidad de los dos residuos de
cisteina. Un candidato idoneo para promover la formacion de un dimero de este tipo en
la region de union de ArcB parece ser el “zipper” de leucinas. En consecuencia, la
sustitucion por valina de cualquiera de los residuos de leucina en este motivo super
enrrollado produjo un fenotipo mutante. Interesantemente la sustitucion de los dos

primeros residuos de leucina, Leu73 y Leu80, resultaron en una cinasa ArcB semi-
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constitutiva con una pérdida concomitante de su actividad de desfosforilacion ArcA-
POs2,

Asi, el debilitamiento de la interaccion hidrofébica hélice - hélice por las sustituciones
por valina de Leu73 y Leu80 puede afectar la conformacion corriente abajo de tal
manera que la proteina queda atrapada en la conformacién de cinasa, lo cual evoca el
efecto de la mutacion de la region de interaccion de los quimiorreceptores Tar y Tsr
(93). Por otra parte, la alteracion de la segunda mitad del “zipper” de leucinas, Leu87 y
Leu94 resultaron en proteinas ArcB inactivas, no s6lo como cinasas, sino también
como fosfatasas. Finalmente, un tercer grupo fenotipico esta formado por Leu108 y
Leul115, donde mientras la actividad de cinasa de ArcB esta total y parcialmente
perdida por las sustituciones en esos residuos por valina, la actividad de fosfatasa de
estas mutantes no se vié afectada. Incluso aunque es dificil determinar directamente
los efectos de cierto truncamiento sobre la estabilidad del embalaje de la hélice, los
tres diferentes efectos fenotipicos estan distribuidos a lo largo de la estructura super
enrrollada de ArcB, desde el segundo segmento transmembranal hasta los residuos de

cisteina.

Cabe mencionar, que en un estudio previo basado en experimentos in vitro e in vivo se
sugirié que el “zipper” de leucinas de ArcB no es un motivo funcional. Esta conclusion
se basod en el hecho de que la sustitucion de Leu94 por Alanina no tuvo efecto (58).
Las diferencias entre la sustitucion de Leu94 por alanina o valina no es clara, la mayor
capacidad de las alaninas en comparacion con las valinas para formar una o-hélice
podria proporcionar una adecuada explicacion (29). Interesantemente, las
sustituciones de Leu o Val, que dan como resultado un valor nulo o una baja actividad
de cinasa exhibieron un fenotipo dominante cuando se expresaron en una cepa ArcB*.
Este efecto podria ocurrir si las mutantes ArcB quedaran atrapadas en una
conformacion cinasa®/fosfatasa*), que parece ser el caso de las mutantes ArcBL108V y
ArcBL115V contrarrestando la actividad de la cinasa de la proteina ArcB codificada en el
cromosoma. Por otra parte, la formacion del heterodimero entre la proteina ArcB

codificada en el cromosoma y las variantes de ArcB inactivas, podria proporcionar una
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posible explicacion para el fenotipo dominante negativo de las mutantes ArcBL87V y

ArcBLo4v,

Recientemente un estudio dilucidé como las menaquinonas reducidas son requeridas
para la activacion apropiada de ArcB durante el cambio de aerobiosis a anaerobiosis
(3). Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo respecto a las
proteinas Trx y/o Grx que aunque disminuyen la actividad de cinasa de ArcB en
condiciones anaerodbicas no estan involucradas en la regulacion de mecanismo redox-

tiol de la proteina.

Finalmente, el silenciamiento de la proteina ArcB durante la transicion del crecimiento
anaerdbico a aerdbico, involucra que los electrones de las cisteinas de la region
“linker” fluyan a las quinonas, originando dos puentes disulfuro y el fosforelevo
reverso; mientras que cuando las condiciones cambian y el oxigeno esta ausente o en
un ambiente de microaerobiosis, entonces las menaquinonas transfieren sus
electrones a los enlaces de cistina, reduciéndolos y activando a la cinasa ArcB,
desencadenando el fosforelevo para que ArcA-POsz?, funcione como un regulador
transcripcional. La adecuada regulacion de la proteina ArcB, se requiere de la
integridad de su “zipper” de leucinas, el cual es un motivo funcional para la correcta
orientacion entre dos mondmeros y el eficiente silenciamiento de la cinasa. De esta
manera, la oxidacion y reduccion de las cisteinas en ArcB, a través de la poza de
quinonas y menaquinonas representa un mecanismo redox mediante el cual las
senales son transducidas al aparato transcripcional, permitiendo a la bacteria una

rapida adaptacion a los cambios ambientales redox.
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Conclusiones

1. El zipper de leucinas es un motivo funcional necesario para la apropiada regulacion
de ArcB.

2. La prolina 67 es importante para la correcta orientacion de la porcion citosoélica de

ArcB en su regulacion redox

3. Las Trx y/o Grx disminuyen la actividad de ArcB pero no afectan su regulacion

redox.

Perspectivas

1. Determinar que conformacion estructural adquiere la proteina ArcB en estado

activo e inactivo.

2. Comprobar que la funcionalidad del “zipper” de leucinas esta directamente ligada a

la formacion de los puentes disulfuro de la region linker.

3. Determinar si la conformacion dimérica mediante el zipper de leucinas esta
vinculada a los sitios de unién de quinonas y/o menaquinonas en la regulacion

redox de la proteina.
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Abstract.

The Arc two-component system modulates the expression of numerous genes in
response to respiratory growth conditions. This system comprises ArcA as the response
regulator and ArcB as the sensor kinase. ArcB is a tripartite histidine kinase whose
activity is regulated by the oxidation of two cytosol-located redox-active cysteine
residues that participate in intermolecular disulfide bond formation. Here, we report
that the ArcB protein segment covering residues 70-121, fulfills the molecular
characteristics of a leucine zipper containing coiled coil structure. Also, mutational
analyses of this segment reveal three different phenotypical effects to be distributed
along the coiled coil structure of ArcB, demonstrating that this motif is essential for

proper ArcB signaling.
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Introduction

The Arc (anoxic redox control) two-component system plays an
important role in the complex transcriptional regulatory network
that allows facultative anaerobic bacteria, such as Eschenchia coli, 1o
sense changes in respi y growth conditions and adapt their gene
expression accordingly [1 3]. This system consists of ArcB as the
sensor kinase and ArcA as the response regulator [4,5]. The ArcB
protein belongs to a subfamily of tripartite hybrid kinases; in
addition to the canonical pair of transmembrane segments and the
orthodox transmitter domain (H1), it possesses a central receiver
dulmh{Dl‘andasemndaryc-xrrminallmumj:mdunuh:(lﬂ or
HP) [5,6] (Fig. 1A). Morcover, in the linker region, that is the region
connecting the catalytic domains with the brane domain,
there is a putative leucine zipper [7] and a PAS domain [B].

Under reducing conditions, ArcB autophosphorylates through
an intramolecular reaction [9], a process that is enhanced by
anaerobic metabolites such as D-lactate and acetate [10,11], and
transphorylates ArcA via a His292 — Asp576 — His717 — Asp54
phospharelay [12,13]. Phosphorylated ArcA represses the expres-
sion of many operons involved in respiratory metabolism, and
activates a few operons encoding proteins involved in fermentative
metabolism and micro-aerobic respiration [14 17]. Under non-
stimulating conditions ArcB acts as a phosphatase that cawmlyzes
the dephosphorylation of ArcA-P by a reverse Aspi4 — His717 —
Asp576 — Pi phosphorelay [7,18].

Previously, it was reparted that regulation of the catalytic activity
of AreB is set by rotational movements that alter the orientation of
the cytosolic portion of ArcB [19], and that the molecular event for

-@ PLOS ONE | www.plosone.org

ArcB regulation involves the oxidation of two cytosol-located redox-
active cysteine residues that participate in intermolecular disulfide
bond formation, a reaction in which quinones act as direct oxidants
[20,21]. The evolution of such a mechanism, involving intermolec-
ular disulfide bond formation, would require that the ArcB protein
evolved to operate as a homo-dimer, in order to promore the
proximity of the two cysteine-residues. Although, it is generally
accepted that the conserved transmitter domain of sensor kinases
may promote dimerization of these proteins [22], the existence of a
putative leucine zipper-like motif in the linker region of ArcB [7],
and the fact that lencine zipper motifs have been mplicated in
homo- and hetero- dimer formation of various proteins, prompted
us 1o hypothesize that this motif may also act as a dimerization
domain for the ArcB protein. It has to be noted that in a previous
study addressing this question, it was concluded that this putative
leucine zipper is not a functional monf [23]. However, the results
presented here indicate that the putative leucine zipper motif in the
linker region of ArcB (7] fulfills the molecular characteristics of a
bona fide leucine zipper, and that it's structural integrity is required for
proper regulation of ArcB activity.

Results

Sequence Analysis of the ArcB Linker Region Suggests a
Coiled Coil Fold that Fulfills the Theoretical
Characteristics of a Leucine Zipper

The wansmembrane domain of ArcB is immediately followed
by a stretch of amino acids, which appears to have a {eature
characteristic of the well-documented leucine zipper motil [24].

May 2012 | Volume 7 | lssue 5 | 38187
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The ArcB Leucine Zipper Is a Functional Domain
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Figure 1. Sch ic rep ion of d i position in ArcB and coiled coil prediction. A) The ArcB sensor kinase is attached 1o
the plasma b by TM1 corr ding to residues 23 to 41 and TM2 corresponding to residues 58 to 77. The linker region contains a coiled

coil motif with a putative leucine-zipper (gray filled block) and two redox-active cysteine residues 180 and 241. The primary transmitter domain (H1)
contains the conserved His292 and the catalytic determinants N, G1, and G2. The G1 and G2 sequences nucleotide-binding motifs. The receiver
domain (D1) contains the conserved Asp576, and the histidine phosphotransfer domain (Hpt/H2) contains the conserved His717. Adapted from (7]
but with some modifications. B) Prediction of coiled coil motifs along the ArcB amino acid sequence. Above is plotted the probability of colled coil
structure occurrence along the ArcB sequence, as predicted by the COILS/PCOILS tool. Below is presented the sequence of the ArcB coiled-coil motif
with its heptad repeats, and the leucine zipper as predicted by the program 22IP. C) Model of the ArcB colled coil section covering residues 73-121,
The structure prediction was based on the crystal structure of a model dimeric coiled coil (PDB code 3he5). The positions of leucine
residues 73, 80, 87, 94, 108 and 115 are indicated in yellow and the position of Leu 102, which was used as an experimental control, is shown in blue.

dok:10.1371/journal. pone.0038187.g001

The diagnostic feature of this motf has been defined as an
amphipathic helix with hydrophaobic residues clustered on one face
and hydrophilic residues on the opposite face, and a leucine
residue at the first position in each of four contiguous heptad-
repeats (LXGLXGIXLXg) In each of these coiled coil heptad-
repeats that are denoted “abedefg”, positions “a” and “d" are
occupied by non-polar residues, having the leucine in position “d”,
whereas positions “e” and “g" are occupied by polar residues that
are solvent-exposed [25]. It is clear from previous studies that such
a motif i involved in homo- or hetero-dimer formation through
interaction of the helices from two monomers, via their parallel
hydrophobic faces, to give a coiled coil dimeric structure [26].
Computer-aided analysis of the secondary structure of ArcB, using
the program 2zip [27], revealed that the proposed protein section
fulfills the characteristics of this well-documented motif, having the
conserved leucine residues at position 73, 80, 87, and 94 (Fig. 1B).
Moreover, the COILS/PCOILS prediction method [28] suggest-
cd that the coiled coil structure continues to amino acid 150 with a

*@ PLOS ONE | www.plosone.org

significant score (Fig. 1B), having the leucines 108 and 115 in the
same face of the helix as the ones of the upstream leucine zipper.
In Fig. 1C it is presented a structural model of the dimeric coiled
cail motif of ArcB, where the proximity of the hydrophobic chains
of leucine 73, 80, 87, 94, 108 and 115, but not of leucine 102 is
indicated. In general, leucine zippers are found in DNA-binding
regulatory proteins [29], but are also present in membrane
proteins that do not bind to DNA [22,30 33).

The Integrity of the Leucine-zipper is Required for Proper
in vivo ArcB Signaling

The functionality of the predicted leucine zipper motif in ArcB
was explored by constructing a series of Tow copy number plasmids
(pMX 734 748] expressing ArcB proteins in which each of the
four leucine residues, or combinations of them, were substituted to
valine. Valine was chosen because it provides the most moderate
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amino acid substitution, producing a weakness of the coiled coil
bundle without disrupting the helicity of this region of the protein.

The consequences of ArcB modifications were then analyzed by
monitoring the m mw levels of phosphorylated ArcA, as indicated
by the expression of the positively controlled odd™ke and
negatively controlled UdP*- lacg rarget operons. To this end, the
generated plasmids were transformed into the AarcB strains
ECL5004 and ECL5012, carrying a A®{gdA lacd) operon fusion
and a MUdP*- lac) operon [usion, respectively [34]. All plasmid
born areB alleles produced wild-type levels of ArcB (Fig. 2B), as
judged by Western blot analysis of the cell extracts with polyclonal
antiserum raised against purified His-ArcB*> (Fig, 2B),
indicating that the L to V substitutions do not affect the smhlhq
of the mutant proteins.

The transformants were grown aerobically or anaerobically in
buffered Luria-Bertani broth (LB} to an OD600 of ~ (.5, and their
B-galactosidase activity was determined (Fig. 2A). 1t was found that
substitution of L73V resulted in a 2-fold lower UdP-lac. expression
and a 2.8-fold higher od-lac. expression under acrobic growth,
indicating a partially constitutive active ArcH. Likewise, substitu-
tion L8OV, having a more drastic effect, showed an almost 3-fold
lower ldP-lacT expression and 3,5-fold higher od-lac expression.
Moreover, this acrobic activity wis more profound in the double
L73V-LB0V substitution, showing a 7-fold lower UdP-lac expres-
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sion and a 4.3-fold higher od-lac expression. However, no
significant difference was observed on the anacrobic B-galactosi-
dase activitics, indicating that these ArcB mutants are still
subjected 1o redox regulation. On the other hand, substituting
187 or L94 10 V, and all combination mutants involving cither of
LATV or L4V resulted in an areB null phenotype (Fig. 2, and data
not shown). It has 1o be mentioned that in a previous study it was
reported that substitution of 194 to A, in contrast to the L94 1o V
mutant, resulted in a wild type ArcB activity [23). In an attempt to
confirm this result, the effect of substituting either of 1.73, L8O,
LA7 and 194 to A on the activity of ArcB was tested. All L 1o A
mutants had the same effect as the L to V mutants on the activity
of ArcB, except the L94 to A, which in accordance to the previous
report, resulted in a wild type ArcB activity (data not shown),

As mentioned earlier, L108 and L115 are predicted to be in the
same face of the helix as the ones of the upstream leucine zipper.
To test whether these leucine residues are of importance for the
activity/regulation of ArcB, they were substituted to valine and
their acrobic and anacrobic reporter expression was monitored
(Fig. 2). It was found that the L108Y mutation rendered ArcB
mactive, whereas the 1115V mutation exhibited lower anacrobic
ArcB activity. Finally, substitution of L102 to V was used as a
control, because it was predicted to not be in the same face of the
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Figure 2. Effect of mutations in the leucine zipper of ArcB on the expressions of i.®(cydA ~fac2) and . ®(lidP* lac2) operon fusions. A)
Strains ECL5012 [A®(ldP- Jac2)] and ECLS5004 [Ad{cydA™lacZ)] carrying low copy plasmids that harbor the arcB mutant variants were grown
aeroblcally (solid bars) or anaerobically (empty bars) in Luria-Bertani broth containing 0.1 M MOPS (morpholinepropanesulfonic acid; pH 7.4) and
20 mM D-xylose. In the case of the AD(/lidP* lacZ)-bearing strains the growth medium was supplemented with 20 mM L-lactate as an inducer. At mid-
exponential growth phase (0Dygo ~ 0.5) the cells were harvested and the B-Galactosidase activity was assayed and expressed in Miller units. The data

are ges from three indep

experiments and the standard deviations are indicated. (B) Equal number of bacteria of the above aerobic

cultures were analyzed by Western blot analysis, using ArcB polyclonal antibodies as previously described [34].

doiz10,1371/journal pone.0038187.9002
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helix as the ones of the upstream leucine zipper. As expected this
mutant exhibited almost wild rype ArcB activity.

The Integrity of the Leucine-zipper is Required for Proper
in vitro ArcB Activity

It has been previously shown that the kinase activity of ArcB is
inhibited by ubiquinone-0 (Q0, a soluble analog of ubiquinone-8)
[20]. We, therefore, tested the effect of QO on the activity of the
wild type ArcB, and the mutant ArcB"**Y and ArcB""Y proteins
in isolated membrane vesicles containing high amounts of either
the three ArcB variant proteins, ArcB™™Y and ArcBY" were
selected as representatives for mutants with increased or no ArcB
activity, respectively.

SDS-PAGE analysis of the membrane fractions followed by
Coomassic Blue staining revealed that ArcB was the major
component in the membrane preparations (data not shown).
Subsequently, | pg of total protein (membrane vesicles), carrying
cither the wild type or the mutant ArcB proteins, were incubated
with [y-**PJATP in the presence of dithiothreitol (DTT) or Q0, as
described previously [20]. In agreement with the previous report
using a truncated form of ArcB (ArcB™*7"") the full length ArcB
protein was rapidly phosphorylated in the presence of DTT, and
its phosphorylation was inhibited in the presence of Q0 (Tig. 3),
indicating that the over-expressed protein in the membrane
fractions preserves its activity and regulation, However, although
the net-phosphorylation kinetics of the ArcB'*™ mutant were
similar to the onc of the wild type ArcB in the presence of DTT,
the ArcB"™Y mutant was significanty more resisiant to QO-
dependent inhibition than the wild type ArcB protwein (Fig. 3).
Thus, in agreement with the in e results, the L8OV substitution
renders the protein partially insensitive to Q0. On the other hand,
no phosphorylation was observed for the ArcB"7Y mutant (Fig. 3),
indicating that the LB7V mutation renders the protein inactive,

The ArcB Mutants Exhibit a Dominant Negative
Phenotype

Because the above described in wie and @ wiw analyses of the
leucine-zipper ArcB mutants revealed either a semi-constitutive
ArcB kinase (L73V and LBOV) or an inactive ArcB kinase (L87V
and LO4V), we asked whether these phenotypes are dominant in a
wild-type strain. To this end, the anB" strain ECL5003 was

* - DTT
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Figure 3. Effect of DTT and ubiquinone-0 on the rate of ArcB
net-phosphorylation. Membrane vesicles (1 pg) containing high
amounts of wild type ArcB'~"”® (circles) or the mutant ArcB variants
(ArcB“ (squares) and ArcB'*”¥ (diamonds)) were incubated at room
temperature with 40 uM [y-*PJATP in the presence of 5 mM DTT (open
symbols) or 250 uM QO (closed symbols) in a 20 pl reaction mixture. At
the indicated time intervals a 5 ul sample was withdrawn for SDS-PAGE
analysis. Left panel: autoradiograms of the gels. Right panel: net
increase of ArcB-P with time, as quantitated with a Phosphorlmager.
doi:10.1371/joumal.pone.0038187.9003
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transformed with the musant ArcB expressing plasmids, and the
expression of the A®(gdAlacZ) operon fusion was monitored. The
transformants were grown acrobically or anaerobically in buffered
Luria-Bertani broth (LB) to an OD600 of ~ 0.5, and their B-
galactosidase activities were determined (Fig. 4A). It was found
that the ereB" strain carrying cither the L7V or the L94V ArcB
mutant expressing plasmids failed to activate ¢dd e expression
under anaerobic conditions (Fig. 4A). Also, expression of the
plasmid borne L108V and the L115V ArcB mutants in an arcB"
strain resulted, respectively, in a 2.2-fold and a 1.5-fold reduction
of ¢ydAd™lac expression under anacrobic conditions (Fig. 4A).

On the other hand, the substitution L73V and LBOV that
exhibit a semi-constitutive ArcB activity, and also the substitution
L102V, which was used as a control, had no effect on the ovdA ™
lac expression under the above mentioned conditions (Fig. 4A). Tt
thus appears that the L to V substitutions that result to either lower
or no ArcB kinase activity, cause a dominant negative phenotype.

The Dominant Negative Phenotype of the Leucine Zipper
Mutants is Not Due to the Phosphatase Activity of ArcB

The above results led us to consider the possibility that the
mactive ArcB variants could be trapped in a kinase /phospha-
tase” state, counteracting the kinase activity of the chromosomally
expressed wild type ArcB. To test this possibility, we generated
ArcB-independent ArcA-P in mn, and examined whether the ArcB
mutant variants were able to dephosphorylate ArcA-P [18]. To
this end, the ECL5004 strain (AarcB, oA lac?) harboring the low
copy number plasmids expressing cither the wild type ArcB or the
various ArcB mutants, was grown acrobically in defined minimal
medium supplemented with 20 mM pyruvate as the sole carbon
and energy source, to an OD600 of ~ 0.5, and the B-galactosidase
activiry was determined. Growth on pyruvate was chosen because
it has been shown that under this condition the intracellular
concentration of acetyl-phosphate is an order of magnitude higher
than in cells grown acrobically on glycerol as the sole carbon and
energy source [35], and because in the absence of their cognate
sensor kinase, many response regulators undergo i vivo autophos-
phorylation at the expense of acetyl-phosphate [36 39]. In
agreement with a previous report [18], it was found that the
ovdA™lac reporter was suitably expressed in the AgreB strain,
indicating a deficiency in ArcA-P dephosphorylating activity,
whereas reporter expression was 6-fold lower in the strain carrying
the wild type ArcB expressing plasmid (pMX732), indicating
specific ArcA-P dephosphorylation by ArcB under aerobic growth
conditions (Fig. 4B). Moreover, it was found that the L73V and
LBOV semi-constitutive ArcB mutants exhibited almost the same
level ol reporter expression as the AarcB strain, indicating a
complete loss of phosphatase activity. On the other hand, the
L87V and L4V ArcB mutants resulted in approximately J,4-fold
lower reporter expression than the onc observed in the AarcB
mutant strain, and ~4.5-fold higher reporter expression than the
wild type ArcB, indicating not only loss of kinase activity (Fig. 2)
but also a severe deficiency in their phosphatase activity under
acrobic growth. Thus, the possibility of an ArcB conformation
trapped in a kinase /phosphatase” state can be discarded.
Instead, formation of heterodimers between chromosomally
expressed wild type ArcB and plasmid borne inactive ArcB
proteins, could provide a possible explanation for the above result.
Finally, the L102V substitution resulted in reporter expression
levels similar 1o those of the wild type ArcB, whereas L108V and
L115V mutations resulted to a slight lower reporter expression
than the wild type ArcB, indicating that these two latter mutants
might have higher phosphatase activity than the wild type ArcB.
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Figure 4. Effect of mutations in the leucine zipper of ArcB on its phosphatase activity and their dominant phenotypes. A) Strain
ECLS003 [arc8"", h®{cydA*lacZ)] carrying low copy plasmids with the arc8 mutant variants was grown aerobically (solid bars) or anaerobically (empty
bars) to mid-exponential growth phase (ODs ~ 0.5), and the B-Galactosidase activity was assayed and expressed In Miller units. The data are
averages from three independent experiments and the standard deviations are indicated. B) Effect of Leu replacements on the phosphatase activity
of ArcB. Strain ECL5004, transformed with low-copy plasmids carrying different arcB forms, was grown aerobically to mid-exponential growth phase
(ODgo0 = 0.5), on minimal medium with pyruvate as sole carbon source, and B-Galactosidase activity was assayed and expressed in Miller units. The
data are averages from three independent experiments and the standard deviations are indicated.

doiz10.1371/journal. pone.0038187.g004

Discussion

Coiled coils are common structural motifs, resulting from the
packing of two to five a-helices, one wrapped around the other
into a lefi-handed helix, 10 form a supercoil [40]. Each helix
consists of multiple copies of a heptad-repeating unit (denoted
abedefg), containing a similar configuration of residues [41].
Coiled coil motifs are often found in sensor kinases and in many
cases they have been shown 1w play a significant role in the
signaling mechanisms. For example, the HAMP domain, which is
present in ~31% of the sensor kinases, is usually located
immediately after the transmembrane region and is of main
importance for signal transmission [42]. Another common
functional coiled coil motif in sensor kinases is the signaling helix
(S-helix), which was suggested to function as a switch that prevents
constitutive activation of downstream signaling domains [43],

@_ PLoS ONE | www.plosone.org

Leucine zippers constitute a subtype of coiled coil structures, in
which the amino acid leucine is predominant at the “d” position of
the heptad repeat [24]. Although leucine zippers have been best
characterized in DNA binding proteins, they also exist m many
other signaling proteins [30 33]. Recently, it was reported that the
leucine zipper of the cell-cycle regulated Nek2 kinase is important
for its dimerization and activation [#4].

The fact that the regulation of ArcB signaling involves
intermolecular  disulfide-bonds formation  between two  ArcB
proteins, suggests that the evolution of such a mechanism would
require adaptation of the protein 1o function as a dimer 10 promore
the proximity of the two cysteine residues. A suitable candidate to
promote such a dimer-formation in the linker region of ArcB
appears to be the leucine zipper. Accordingly, substinution 1o
valine of any of the leucine residues in this coiled coil motif
produced a mutant phenotype. Interestingly, substitution of the
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first two leucine residues, L73 and L80, resulted in a semi-
constitutive ArcB kinase with concomitant loss of its ArcA-P
dephosphorylating activity. Thus, the weakness of the hydropho-
bic helix-helix interaction by the L73V and L8OV substitutions
may affect the downstream conformation in such a manner that it
partially traps the protein in the kinase conformation, which i
reminiscent to the effect of mutating the interaction region of the
E. coli chemoreceptors Tar and Tsr [45]. On the other hand,
alterations of the second half of the leucine zipper, L87 and 194,
resulted in an inactive ArcB protein, not only as kinase but also as
a phosphatase. Finally, a third phenotypical group is formed by
L108 and L115. While the kinase activity of ArcB was totally and
partially lost by the L108 and L115 substitutions to valine, the
phosphatase activity of these mutants was not affected. Even
though it is difficult to directly determine the effects of a given
“knob” truncation on helix packing stability, the three different
phenotypical effects are distributed along the coiled coil structure
of ArcB, from the second TM region to the redox active cysteine
residues.

Noteworthy, in a previous study, based on i vive and in vitro
experiments, it was suggested that the leucine zipper of ArcB is not
a functional motf. This conclusion was based on the fact that the
1.94A substitution was without effect, a result confirmed in our
study (data not shown), but overlooking the fact that a L8OA
substitution showed a semi-constitutive kinase activity and a L87A
substitution resulied in an arcB null phenotype [23]. Although the
reasons of the difference between the L94V and L94A substitution
are not clear, the higher capability of alanines in comparison to
valines to form an a-helix could provide a suitable explanation
[46]. Interestingly, the L to V substitutions, resulting in null or
lower ArcB kinase activity, were shown to exhibit a dominant
phenotype when expressed in an arcB* strain. Such an effect could
occur if the ArcB mutants were trapped in a kinase ™ /phospha-
tase* conformation, which appears to be the case of the ArcBH ™
and AreB"' Y mutants, thereby counteracting the kinase activity
of the chromosomal encoded ArcB protein. On the other hand,
heterodimer formation between the chromosomal encoded ArcB
protein and the inactive ArcB varants, could provide a possible
explanation for the dominant negative phenotype of the ArcBHVY
and ArcB™*Y murants.

Taken together, our experimental results clearly indicate that
the structural integrity of not only the leucine zipper but also the
overall coiled coil fold of ArcB is essential for the correct
orientation of the monomers within a dimer, and thereby required

for proper ArcB signaling.
Materials and Methods

Bacterial Strains, Plasmids and Oligonucleotides
Exscherichia cols strains and plasmids used in this study are listed in
Table 1. Plasmid pMX712 was constructed by cloning the BanH1-
Hind111 fragment from plasmid pIBW [34], which carries the areB
promoter, the arcB ribosome binding site, an introduced Ndel site
that includes the mitiation codon of areB, and the arcB ORF and
stop codon, into pBlueScript 11 KS'. Plasmids pMX734-737 and
PpMX528-530 were constructed by site-directed mutagenesis of
plasmid pMX712, substituting either of leucine 73, 80, 87, 94,
102, 108 or 115 to valine and subsequent cloning of the resulting
modified arcB gene into plasmid pEXT22. For example, to
construct the plasmid expressing  ArcB’™, primers 5'-
CCCGGATCCCATATGAAG-
CAAATTCGTCTGCTGGCGC-3' and 5'-GACGACCACC-
GACACAAAGTAGACCGC-3" were used in PCR with plasmid
pMX712 as template. The product of this reaction was purified

@), PLos ONE | wwwoplosoneorg
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and used as a megaprimer in a PCR together with primer 5'-
CTCAGACCGACGATACCGTT-3" and pMX712 as template,
The product of this second PCR was digested with Ndel and N,
and used to substitute the Ndel - Nnd wild-type fragmem of
pMX712. Finally, the BamHI - HdIIl fragment of the resultamt
plasmid was inserted into the BamHI and HmndlI11 sites of the one-
copy number plasmid pEXT22 [47] to generate plasmid
pMX734. A similar strategy was employed 1o generate the other
single mutants but with the corresponding mutagenic primer (Leu
80:5"-CGTGACTCCTCCACTTGCTCGAGC-3', Leu 87:5'-
CAGCCGTGACACACGTTGTCG-3', Leu 94:5'-
GCGCATCTCOTCCACTTTTIGCACCAGCCG-3,  Leu
102:5"-CTGAACGTTGAGGCTCACATCGCGCTCGCGC-
%',  Leu  108:5-GCTGGGCAATATTATCTTTTACCT-
GAACGTTGAGGCTC-3', Leu 115:5-CGAACGG-
CAATTTCCTGATTTACCTGGGCAATATTATC-3'). To
construct plasmids with double, triple or quadruple mutations in
the leucine zipper we employed the same strategy but with single,
double or triple mutant plasmids as the template. All plasmids
were verified by DNA sequencing, Plasmids pMX517, pMX520
and pMX52] were constructed by substituting the Ndel-Hind111
fragment of pMXO020 [18] with the Niel-HindII1 ent of
plasmids pMX712 (wild type ArcB), pMX715 (ArcB“""Y), and
pMX716 (ArcBH7Y),

Growth Conditions

Eischericlaa coli strains were routinely grown in Luria-Bertani (LB)
medium at 37°C. When necessary, ampicillin, kanamycin,
teacycline or chloramphenicol was used at final concentrations
of 100, 50, 12.5 or 34 pg mI”, respectively. To induce expression
of the ara promoter controlled genes, arabinose was added 0 a
final concentration of 0.13 mM. To estimate i #o phosphatase
activity of the ArcB variamts, ArcB-independent ArcA-P was
generated by growing cells in a defined minimal medium [1 mM
KH,PO,, 40 mM KCl, 34 mM NaCl, 20 mM (NH,),S0,, | pM
FeSOy, 0.3 mM MgSOy, 1 uM ZnCl,, 10 pM CaCl,, and 0.1 M
MOPS, at a final pH of 7.4] supplemented with 20 mM pyruvate
as described previously [9].

ArcB-enriched Inverted Vesicles Preparation and
Phosphorylation Assays

Strain ECL3012 carrying pMX517, pMX520 or pMX521, was
grown in 250 ml of ampicillin containing LB medium at 37°C
until an ODggq of 0.5. Then, expression of ArcB was induced by
addition of L-arabinose to a final concentration of 0.13 mM. Cells
were harvested 4 hours after induction, resuspended in 6 ml of ice-
cold MOPS buffer (50 mM K-MOPS, pH 7.0, 5 mM MgSO,,
and 100 mM KCI), and broken by passing through a French Press.
The cell lysate was cleared by centrifugation at 10,000 g for
15 min, and the ArcB embedded nto inner membranes was
centrifuged at 32,500 g for 40 min at 4°C. Finally, the membranes
were solubilized in 500 pl of MOPS buffer containing 30%
glycerol, and stored at —20 °C. Phosphorylation assays were
carried out at room temperature in the presence of 40 mM
[v-PJATP (specific activity, 2 Ci mmol™'; New England
Nuclear), 33 mM HEPES (pH 7.5}, 50 mM KCl, 5 mM MgCl,,
0.1 mM EDTA, and 10% glycerol 1 pg of the total protein
{(membrane vesicles), carrying either the wild type or the mutant
ArcB proteins, was used in phosphorylation assays in the presence
of 5mM dithiothreital (DTT) or 250 mM QO, as described
previously [48].
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Table 1. Escherichia coli strains and plasmids used in this
study are listed.
Strain Relevant characteristics Source
ECL5004 AarcB:Tet! hbicydA*acZ) AfarTn9(Cm)  [34]
ECL5012 AarcB:Tet! hO{idP-lacZ) 134)
ECL5003 arc® AdlcydAlacZ) AfnrTaHCm') B4
Plasmids.
gm SK il Cloning vector, Amp® Stratagene
pEXT22 Low copy number vector, Kan' 147]
pMX712 arch” in pBluescript KS Il (+) This study
pMX715 arcB™ in pBluescript KS Il (+) This study
pMX716 arcd™ in pBluescript KS 1l {+) This study
pMX732 arch” in pEXT22 This study
pMX734 arc8"™ in pEXT22 This study
PMX735 arcB**" in pEXT22 This study
PMX736 arcB**™ in pEXT22 This study
pMX737 arcB*** in pEXT22 This study
pMX528 arcB8"™ in pEXT22 This study
pMX529 arcB'*™ in pEXT22 This study
pMX530 arcs"'™ in pEXT22 This study
pMX738 arcB- M i pEXT22 This study
PMX739 arcB "5 iy pEXT22 This study
pMX741 arcB N in pEXT22 This study
pMX744 arcg BRI by pexTa) This study
PMX020 arc8*""™ under control of ara promater,  [18]

Amg'
PMX517 arcB™" under control of ara promater, Amp’  This study
PMX520 arch® under control of arg promoter, Amp'  This study
pMX521 arc#™ under control of ara promoter, Amg'  This study
doi:10.1371/joumal pone.0038187.1001

p-Galactosidase Activity Assay

The A®{eydA *lac) bearing strains were grown in Luria-Bertani
broth containing 0.1 M MOPS (morpholinepropancsulfonic acid;
pH 7.4) and 20 mM D-xylose. The AD{UdP™ lac.J)-bearing strains
were grown in the above medium supplemented with 20 mM L-
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lactate as an inducer. For acrobic growth, cells were cultured in
10 ml of medium in 250-ml baffled flasks at 37°C with shaking
(300 rpm). For anaerobic growth, cells were cultured in a screw-
capped tube filled with medium up to the rim at 37°C and stirred
by a magnet. B-Galactosidase activity was assayed with exponen-
tially growing cultures and expressed in Miller units as described
previously [49].

Western Blot Analysis

Acrobically grown cultures were harvested by centrifugation
during mid-exponential growth. The cell pellet was resuspended in
5X- SDS sample buffer and separated by SDS-PAGE (10%
polyacrylamide gel), and the proicins were transferred to a
Hybond-ECL filter (Amersham Biosciences). The Ffher was
equilibrated in TTBS buffer (25 mM Tris, 150 mM NaCl, and
0.05% Tween 20) for 10 min and incubated in blocking buffer
(1% milk in TTBS) for 1 h at room tem ?cnlurc ArcB polyclonal
antibodies, raised against His;-ArcB™% [12], were added at a
dilution of 1:10,000 1o the filer and incubated for 1 h at room
temperature, The bound antibody was detected by using anti-
rabbit IgG antibody conjugated to horseradish peroxidase and the
ECL detection system (Amersham Biosciences).

Structural Model of the ArcB Coiled Coil Linker Region

The structural model was inferred using the results, with the
highest normalized Z-score, provided by the IF-TASSER server
{http:/ /zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) [50]. The
predicted model is based on the monomeric helix (covering amino
acid residues 70 89) derived from the solution structure of the
ArcB transmembranc domain (PDB code 2 ksd), and using the
original coordinates of the dimeric coiled coil motil from PDB
code 3hed as a template.
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