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RESUMEN

Las bacterias son microorganismos sumamente complejos que han logrado adaptarse
casi a cualquier ambiente. Dentro de sus multiples adaptaciones destaca la capacidad de

desplazarse a través de diferentes medios.

El flagelo es el organelo de locomocion mas utilizado por las bacterias; esta estructura
estd formada por al menos 30 proteinas diferentes y confiere a las bacterias la capacidad de
desplazarse por dos mecanismos diferentes: el nado (swimming) o el nado en enjambre
(swarmming). No obstante, el desplazamiento por si solo no confiere a las bacterias ninguna
ventaja adaptativa, la verdadera ventaja se las da el poder migrar hacia ambientes favorables

o huir de condiciones desfavorables mediante un movimiento dirigido, conocido como taxis.

Existen diversos tipos de taxis, entre ellas destaca la quimiotaxis; este mecanismo es
un sistema de dos componentes que regula la actividad flagelar. En esta via de sefializacion
se transmiten sefales desde las proteinas quimioreceptoras hacia el motor flagelar mediante
un sistema de dos componentes que comprende a una proteina histidin-cinasa (HKP) y los
aceptores de fosfato, CheY que generan la respuesta. A través de la via de sefializacion
quimiotactica las bacterias pueden nadar y asi encontrar mejores entornos de crecimiento,
migrando hacia altas concentraciones de productos quimicos favorables (atrayentes) o

desplazandose lejos de sustancias quimicas desfavorables (repelentes).

Rhodobacter sphaeroides es una bacteria pirpura no sulfurosa que pertenece al grupo
de las a-proteobacterias. En su genoma se encuentran dos grupos de genes flagelares que
codifican para dos flagelos funcionales. El primer grupo (Flal) se expresa bajo condiciones
de laboratorio en la cepa silvestre WS8N. Mientras que el segundo grupo (Fla2) se expresa

en la cepa AMI.

La via de senalizaciéon quimiotactica en R. sphaeroides estd compuesta por las
siguientes proteinas: 13 quimioreceptores (9 de los cuales son proteinas transmembranales y
4 citoplasmicas), 4 proteinas histidin-cinasas CheA, 4 proteinas adaptadoras CheW, 6

reguladores de respuesta CheY, 2 metil estererasas CheB, 3 metil transferasas CheR y 1



desamidasa CheD (a diferencia de E. coli, en nuestro modelo de estudio no hay homdélogos

de Che C, Che V o Che Z).

Los genes que codifican para dichas proteinas se encuentran dispuestos en tres loci
diferentes: cheOpl, cheOp2 y cheOp3. Se ha demostrado que cheOp2 y cheOp3 son
esenciales para el control de la respuesta quimiotactica del sistema Flal. Estudios previos en
el laboratorio demostraron que los reguladores de respuesta CheY1, CheY2 y CheY5 y la
histidin cinasa CheAl codificadas en el cheOp1 son los responsables de controlar la via de

sefalizacion quimiotactica del sistema flagelar 2 de R. sphaeroides.

Dado que la delecion de cheYl, cheY2 o cheY5 afectan la motilidad en células que
expresan el sistema Fla2, en el presente trabajo se analiz6 la funcién de los reguladores de
respuesta CheY1l, CheY2 y CheY5 a través de en ensayos de fosforilacion y de
fosfotransferencia in vitro de la cinasa CheAl en presencia de cada uno de estos reguladores
usando ATP [Y-*2P]; con el fin de determinar la duracion de la fosforilacion y las diferencias

en la afinidad de la cinasa por cada uno de los reguladores CheY.



INTRODUCCION

Con la excepcion de los virus, todos los organismos que habitan la Tierra pertenecen
a dos categorias: procariontes o eucariontes (Lazcano-Araujo, 1989). Estos dos grupos se
diferencian por una serie de caracteristicas, de las cuales destaca la presencia de un nucleo
en las células eucariontes. A pesar de que los organismos procariontes carecen de un nucleo,
poseen caracteristicas Uinicas que les han permitido habitar la Tierra desde sus inicios y hasta

ahora.

Las bacterias son organismos procariontes que han logrado adaptarse a distintas
condiciones ambientales y sobrevivir colonizando casi cualquier ambiente. Entre estas
adaptaciones destaca la capacidad de desplazarse mediante diversos mecanismos
permitiéndoles dar una respuesta pronta y eficiente a variaciones en el ambiente, tales como
temperatura, luz, salinidad, osmolaridad, pH, entre otros. Los mecanismos de

desplazamiento descritos para bacterias son variados, a continuacion se describen algunos.

El “gliding”, se define como el desplazamiento activo sobre una superficie por un
proceso que no involucra flagelos, este mecanismo se caracteriza por un movimiento suave

(McBride, 2001).

Otro mecanismo de motilidad es el “twitching” en el cual las células se desplazan
sobre una superficie solida, utilizando un pili de tipo IV, que al crear cortas e intermitentes
contracciones generan movimiento, en este mecanismo se requiere un nimero minimo de

células presentes (Bardy et al., 2003).

Un tercer mecanismo es el “sliding” en el cual las células se desplazan pasivamente
mediante fuerzas expansivas en un cultivo en crecimiento, que en combinacién con
propiedades superficiales especificas de las células ocasiona que haya una reduccion de la

friccion en el medio provocando que haya un deslizamiento (Henrichsen, 1972).

Un cuarto tipo de motilidad en bacteria es el conocido como “darting”; éste es una
especie de translocacion superficial producida por fuerzas expansivas presentes en un

conjunto de células que se encuentran en crecimiento, cuando las fuerzas expansivas son



mayores a la fuerza requerida para mantener la cohesion del grupo algunas bacterias emergen

disparadas de la colonia (Henrichsen, 1972).

Uno mas de los mecanismos de motilidad es el uso de vesiculas de gas. Algunas
arqueas y bacterias acudticas, que pueden ser flageladas, usan vesiculas de gas, éstas les
confieren flotabilidad, permitiendo que las células se desplacen dentro de una columna de

agua (Jarrell et al., 2008).

Todos los mecanismos anteriormente descritos no requieren de la presencia de un
flagelo. No obstante, el mecanismo mayormente utilizado en el mundo bacteriano es el
desplazamiento a través de un flagelo. Mediante este organelo las bacterias pueden
desplazarse por dos mecanismos diferentes: el “swimming” o el “swarmming”. El primero
le permite a la célula desplazarse en ambientes liquidos, mientras que el “swarmming” o
movimiento en enjambre confiere a las células la capacidad de desplazarse en grupo sobre

una superficie solida donde son impulsados por la rotacion de los flagelos (Patrick et al.,

2012)

Las Dbacterias estdn expuestas a cambios rapidos en su entorno
y la adaptacion eficiente es de crucial importancia para la sobrevivencia (Krell ef al., 2011).
A pesar de que las bacterias poseen la capacidad de desplazarse utilizando diferentes
estrategias, el desplazamiento por si solo no les confiere ninguna ventaja adaptativa. Esta
ventaja se las da el poder migrar hacia ambientes favorables o huir de condiciones

desfavorables mediante un movimiento dirigido. A este mecanismo se le conoce como taxis.

Dentro de los tipos de taxis se encuentran la fermotaxis, en la cual las células
responden a variaciones en la temperatura; la osmotaxis, en donde las células se desplazan
hacia diferentes concentraciones de osmolaridad; la fofotaxis, se refiere al movimiento
dirigido hacia la luz o al alejamiento de ésta; la aerotaxis, definida como la capacidad de
desplazarse hacia el oxigeno o alejarse de ¢l; otro tipo de taxis es la magnetotaxis mediante
la cual las bacterias pueden orientarse conforme al campo magnético de la Tierra; finalmente

se encuentra la quimiotaxis, que es la respuesta a estimulos quimicos.

La quimiotaxis es el mecanismo de comportamiento unicelular mejor estudiado. A

través del nado las células son capaces de seguir gradientes quimicos en el medio ambiente



mediante la comparacion temporal de las concentraciones de un ligando (Vladimirov et al.,

2009).

El flagelo bacteriano

El flagelo bacteriano (Figura 1) es una de las maquinas moleculares de
autoensamblaje mas sofisticadas que existen en la naturaleza (Zhao et al., 2014). Esta
formado por al menos 30 proteinas diferentes con nlimeros de copias que van de unas cuantas

hasta cientos de miles (Morimoto et al., 2014).

Este organelo suele dividirse en tres grandes estructuras: el filamento, el gancho y
el cuerpo basal. El filamento es una estructura alargada que se extiende al exterior de la
célula (Kojima et al., 2004); éste funciona como una hélice o propela que genera una fuerza
mecanica que impulsa a la bacteria. El gancho, al igual que el filamento se encuentra en el
exterior celular y funciona como conexion entre el filamento y el cuerpo basal. El cuerpo
basal se encuentra embebido en la superficie de la célula y en él se ubican componentes
estructurales tales como los anillos C, MS, L y P. Ademas alberga componentes funcionales

como el aparato de exportacion, el motor, el estator y el eje.

La estructura del flagelo se ha estudiado mayormente en las bacterias entéricas
Escherichia coli y Salmonella entérica serovar Thyphimurium, motivo por el cual el
contenido de esta introduccion se basa en informacion recabada del estudio de ambas

bacterias.
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Figura 1. Representacion esquematica del flagelo bacteriano. El esquema muestra al organelo que suele
dividirse en tres estructuras: filamento, gancho y cuerpo basal. Dentro de cada estructura se sefialan las
proteinas que lo conforman. Imagen modificada de (Evans et al., 2014)

Filamento

El filamento, igual que el gancho, es una larga estructura tubular formada por un conjunto
helicoidal de algunas decenas de miles de copias de una sola proteina, FliC, también llamada

flagelina (Samatey et al., 2004). Esta proteina es la mas abundante en el flagelo.

Esta estructura cilindrica llega a medir hasta 15um de largo y puede tener de 120-250
A de didmetro. Se encuentra formada por una tinica proteina, la flagelina, la cual forma 11
subunidades por cada dos vueltas de la hélice. También puede describirse como una
estructura tubular formada por 11 protofilamentos longitudinales, que integran una matriz

helicoidal. La secuencia de residuos de flagelina asi como la estructura cuaternaria del
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filamento se encuentran altamente conservadas entre las especies bacterianas (Maki-
Yonekura et al., 2010). La estructura cristalografica asi como el analisis de la estructura
criotomografica de la flagelina (FliC) de S. entérica, muestran 4 dominios estructurales que
conforman a esta proteina, los cuales han sido denominados como D0, D1, D2 y D3 (Figura

2).

La estructura del filamento puede adoptar diferentes formas helicoidales; a éste
fendmeno se le conoce como polimorfismo (Asakura, 1970). El dominio DO de la flagelina
es de gran importancia para la polimerizacion y la estabilizacion del filamento (Vonderviszt

etal., 1989; Vonderviszt et al., 1991) durante las transiciones polimorficas (Mimori-Kiyosue
et al., 1996).

A B
N f’ $ p
SN \ Syt
'r“ -
[ .\\_ - ' »
[ { D2/D3 ; s
™ o) =8y ! -
N D d %
\: ‘ E x%(-&?ﬁ? ’ ¥
$ § D1 2 ly oo . R
t : . 3 - f, q ~3 37 .
"‘/;\/ A\ R \uq |\ D1 |
e ’ p2 . YA
g; DO e, Al | ’
P A~ T 3t
f J) N-terminal 2 4 A
C-terminal 4

Figura 2. Estructura y arreglo de la flagelina. A) Diagrama de listones de la estructura terciaria de la flagelina,
se muestran los dominios DO formado por el carboxilo terminal (rojo) y el amino terminal (azul), D1 del N-
terminal en cian, de los residuos 44-179, y D1 del C-terminal, en amarillo 406-454, D2 y D3 en verde residuos
179-406. B) Arreglo de las 11 subunidades de la flagelina vista desde el extremo distal. Los colores
representan cada uno de los dominios. Modificado de (Yonekura et al., 2003)

De acuerdo a las condiciones ambientales y a la especie de flagelina, las subunidades
de esta ultima, en un flagelo, pueden adoptar dos conformaciones diferentes: del tipo L

(“left”) o R (“right”) (Kamiya et al., 1980). En los filamentos rectos de tipo L, todos los



protofilamentos estan dispuestos hacia la izquierda, mientras que en los de tipo R, éstos se
inclinan hacia la derecha (Figura 3). La formacion de estructuras helicoidales, también
conocidas como de mano izquierda o mano derecha, son producto del superenrollamiento

causado por la mezcla de dos conformaciones distintas de los protofilamentos con simetrias

helicoidales distintas (Maki-Yonekura et al., 2010).

/

TR
T LR LE TN

Filamento Filamento Filamento Filamento
recto L normal “curly” recto R
superenrrollado superenrrollado
en hélice en hélice
izquierda derecha

Figura 3. Estructuras polimorficas de los filamentos. De izquierda a derecha se muestran las estructuras de
los filamentos rectos L; del filamento normal superenrrollado en hélice izquierda; del filamento “curly”
superenrrollado en hélice derecha y finalmente los filamentos rectos R. Modificado de (Terashima et al.,

2008)

Los filamentos flagelares pasan por transiciones polimorficas similares in vivo e in
vitro y se ha visto que estas transiciones pueden ser inducidas por cambios en el pH, en la
fuerza idnica y por mutaciones (Macnab et al., 1977; Maki-Yonekura et al., 2010). De
acuerdo a las diversas formas helicoidales encontradas bajo diferentes condiciones en

solucion asi como a los diferentes grados de inclinacion y a los distintos didametros de la



hélice estas transiciones pueden clasificarse en “normal”, “coil”, “semicoil”, “curly 1’y

“curly II” (Maki-Yonekura et al., 2010).

Gancho

Es una estructura corta, tubular, generalmente curveada que conecta en un extremo
con el eje y por el otro con el filamento (Figura 4 A y B); el gancho se encuentra formado
por aproximadamente 120 copias de una sola proteina, FIgE, también conocida como la
proteina del gancho, (Samatey et al., 2004) siendo ésta la segunda mas abundante del flagelo.

Tiene una longitud definida de 554+7 nm (Hirano et al., 1994).

Dada su estructura curveada y su alta capacidad de flexion, que lo diferencia de la
estructura rigida del filamento, el gancho puede funcionar como conector universal que
transmite la fuerza de torsion proveniente del motor hasta el filamento helicoidal. Ademas,
permite la rotacion sincronizada de varios filamentos durante el nado, asi como la rotacion
descoordinada de cada filamento durante la reorientacion de la célula (Samatey et al., 2004).

Estos tltimos mecanismos (nado y reorientacion) seran tratados mas adelante.

Mediante estudios estructurales de ganchos rectos por criomicroscopia electronica y
reconstruccion de imagenes helicoidales (Shaikh et al., 2005) se revel6 que la proteina del
gancho FIgE, estd formada por tres dominios; DO, D1 y D2. Estos dominios se encuentran
dispuestos radialmente desde el interior hacia la parte exterior de la estructura tubular del
gancho. Al igual que la proteina del filamento FliC, la estructura es desordenada en solucion
y cuando polimerizan forman hélices entrelazadas. (Fujii ef al., 2009). La estructura tubular

del gancho est4 formada por 11 subunidades por cada dos vueltas (Figura 4C).

Existen estructuras conocidas como proteinas asociadas al gancho, estas proteinas son
FlgK FliD, y FlgL también llamadas HAP's (HAP1, HAP2 y HAP3, respectivamente). La
HAP2 o proteina FliD est4 unida al extremo distal del gancho (en forma de una capucha)
hasta que éste alcanza una longitud de 55nm. Una vez que el gancho alcanza esta longitud la
proteina se desprende de la punta del gancho (Ohnishi ef al., 1994). Cuando esto ocurre,

HAP2 es sustituida por HAP1 (FlgK). El complejo gancho-HAP1-HAP3 y HAP2 se forma



momentaneamente antes de la polimerizacion de la flagelina a lo largo del filamento

helicoidal (Homma et al., 1985; Yonekura et al., 2002).

Figura 4. Estructuras del gancho flagelar A) Esquema del cuerpo basal unido al modelo atomico del gancho
flagelar. B) Amplificacion del recuadro de la figura A. Se muestra la estructura de los protofilamentos que
forman al gancho C) Mapa de densidad tridimensional visto desde el extremo distal. Modificado de (Fujii
et al., 2009)

Cuerpo Basal

El cuerpo basal se encuentra formado por diversas estructuras, entre ellas el anillo
MS que se encuentra anclado en la membrana, el anillo P que se encuentra situado en el
periplasma, el anillo L que se encuentra en la membrana externa y el anillo C que se ensambla
alrededor del poro de exportacion. Entre cada anillo se encuentra una estructura conocida
como eje o0 “rod” la cual atraviesa el espacio periplasmico. Ademas en esta gran estructura

también se encuentran el aparato de exportacion y el motor flagelar (Figura 5). El cuerpo
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basal es una estructura pasiva, es decir, recibe la torca del motor y la transmite al eje, al

gancho y luego al filamento (Macnab, 2003).

Tetrdamero
de FliN

<+— FIgE ] Gancho
Flg,H ] AnilloL
B . g ] Anillo P

<«—— FIiF ]Anil]o MS

<«— FliG
<— FliM  JAnillo C
W +— FIliN

Figura 5. Estructura del cuerpo basal. De lado izquierdo se muestran las estructuras cristalograficas de las
proteinas que forman el anillo C. A) Se muestra una imagen de criomicroscopia electronica del cuerpo basal
(HBB). B) Reconstruccion de un HBB obtenida a partir de microscopia electronica de un cuerpo basal de
Salmonella. Imagen modificada de (Erhardt et al., 2010).

Aparato de exportacion

El aparto de exportacion flagelar se compone de seis proteinas integrales de
membrana (FIhA, FIhB, FliO, FliP, FliQ, FliR) que forman el canal de exportacion dentro
del anillo MS y tres componentes solubles (FliH, Flil (una ATPasa), FliJ) que interactian

11



con el canal; éstas ultimas pueden comportarse como proteinas periféricas de membrana bajo

ciertas condiciones (Minamino et al., 2008a; Terashima et al., 2008)

Este complejo es el encargado de exportar los componentes axiales del flagelo (a las
proteinas que componen al eje, al gancho y al filamento) a través de la membrana celular, en
donde se incorporan hacia el extremo distal del flagelo naciente (Tsang et al., 2014). Los
componentes son sintetizados en el citoplasma y deben ser transportados al espacio
periplasmico, la membrana externa o el espacio extracelular, en donde ocurre su ensamblaje.
Ademas de las proteinas que componen al aparato de exportacion existen otras proteinas
citoplasmaticas (FIgN, FliA, FliS y FIiT) que actian como chaperonas sustrato-especifico

para facilitar la exportacion de éstos (Minamino et al., 2008a).

Los componentes que forman al aparato de exportacion comparten similitudes a nivel
de estructura y funcion con los componentes del inyectisoma presente en bacterias patdgenas,
a través del cual se exportan factores de virulencia. Los componentes de ambos aparatos se

exportan a través de un sistema especifico de secrecion tipo III (SST3) (Erhardt et al., 2010).

Anillo C

El anillo C se encuentra dentro del citoplasma celular; esta estructura esta formada
por un complejo de tres proteinas (Figura 5) FliG con 26 copias (Zhao et al., 1996), FliM
con 34 copias (Thomas et al., 1999) y FliN con 136 (Jones et al., 1990), las cuales se
ensamblan alrededor del aparto de exportacion (Tsang et al., 2014). Este anillo tiene un papel
en el cambio de direccion del flagelo ademés de desempeinar una funcion importante en la
direccion de los sustratos proteicos a través del aparato de exportacion (McMurry et al.,

2006).

Anillo MS

Este anillo (Membrane Supramembrane) es la base del motor flagelar se encuentra
embebido en la membrana citoplasmica y se compone de 26 copias de la proteina FIiF (Ueno

et al., 1992). De todas las estructuras que conforman al flagelo, es este anillo el que se
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ensambla primero (DePamphilis et al., 1971) y, como se menciond previamente, dentro de

esta estructura se encuentra el aparato de exportacion.

Anillos Ly P

Los anillos L y P se encuentran alojados dentro de la membrana externa (o pared de
lipopolisacaridos (LPS) en bacterias gram negativas) y en la capa de peptidoglicano (PG),
respectivamente. Estos anillos se encuentran interconectados por una pared cilindrica y son
resultado de la polimerizacion de alrededor de 26 subunidades de las proteinas FlgH (anillo
L) y Flgl (anillo P) (Ferndndez ef al., 2000). Estas estructuras anulares forman el exterior de
un cilindro por donde atraviesa el eje flagelar (Aizawa et al., 1985; Stallmeyer et al., 1989)
y se cree que participan pasivamente en el mecanismo de rotacion del flagelo (Jones et al.,

1989).

Eje

Es una estructura axial multiproteica compuesta por las proteinas FlgB, FliE, FlgC,
FlgF y FlgG. Estas proteinas interactiian a través de alfa hélices que unen el extremo amino
de una subunidad con el extremo carboxilo de la subunidad adyacente (Yonekura et al., 2003;

Samatey et al., 2004). El eje se ensambla en la parte superior del canal abierto que forma el

anillo MS, a través de interacciones hidrofobicas (Zhao et al., 2013).

Las proteinas FlgB, FlgC y FlgF forman la parte proximal del eje, mientras que 26
subunidades de FlgG forman el extremo distal (Homma et al., 1990). La proteina FIiE por su
parte tiene una funcion importante en la exportacion de sustaratos pudiendo funcionar como
un adaptador estructural entre la simetria anular del anillo MS y la simetria helicoidal del eje

y las posteriores estructuras axiales (Minamino et al., 2000)

La funcion del eje en el sistema flagelar es el transmitir la torca que genera el motor

hacia el gancho y posteriormente al filamento.
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EL MOTOR FLAGELAR

El motor del flagelo se encuentra formado por los complejos estructurales
MotA/MotB en motores impulsados por iones H" 0 PomA/PomB en motores impulsados por
Na". Estos complejos se ubican en la membrana citoplasmatica y se ensamblan alrededor del
rotor, donde acttian en la generacion de la torca por el paso de H" o de Na* (Terashima et al.,
2008). El motor opera por un mecanismo rotatorio y se puede subdividir en dos componentes

principales: el rotor y el estator (Macnab, 2003) (Figura 6A).

Esta estructura representa una de las maquinas moleculares mas grandes que existen
en bacterias con una masa molecular de aproximadamente 11 MDa, ~13 diferentes proteinas,
y alrededor de 25 proteinas adicionales son necesarias para su expresion y ensamblaje
(Macnab, 1976). La funcion del motor es impulsar la rotacion flagelar mediante gradientes
i6nicos transmembranales. Algunos motores como los de E. coli y Salmonella son motores
bidireccionales que le permiten a las bacterias alternar entre una rotacion en contra de las
manecillas del reloj (CCW), y una rotacion en sentido de las manecillas del reloj (CW)
(Thormann et al., 2010). No obstante, existen bacterias como R. sphaeroides que poseen un
rotor unidireccional (Armitage et al., 1987; Martinez-del Campo et al., 2011). Hasta el
momento dos iones de acoplamiento( H y Na") (Figura 7) han sido descritos como fuente

de energia para impulsar al motor (Thormann ef al., 2010).
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Figura 6. Esquema del motor flagela compuesto por el rotor y el estator. A) Se muestra al rotor (en morado)
y a los estatores (en naranja) rodeando al motor. Modificado de (Thormann et al., 2010) B) En este esquema
se muestran los anillos MS y C, este ultimo se encuentra formado por las proteinas FliG, FliM y FIliN.
Modificado de (Zhao et al., 2014). C) Se muestra la interaccion entre la proteina MotA y la subunidad FliGe.

Rotor

El rotor estd formado por los anillos MS y C (Morimoto et al., 2014); como se
menciond anteriormente, el anillo MS est4 formado por 26 copias de la proteina FliF. Cuando
esta estructura se encuentra ensamblada, funciona como una plataforma de montaje sobre la
cual las proteinas FliG, FliM y FliN pueden ensamblarse para formar al anillo C, (Figura

6B) sobre la cara citoplasmatica del anillo MS (Francis et al., 1994).
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FliG se asocia directamente con la cara citoplasmatica del anillo MS con una
estequiometria 1:1 con FIiF (Francis et al., 1992; Oosawa et al., 1994). FliG posee tres
dominios: FliGn, FliGwm y FliGc. El dominio FliGnes el responsable de la union al anillo MS
(Kihara et al., 2000) y por lo tanto debe formar el borde exterior de este anillo (Minamino et
al., 2008b). El dominio FliGc es el encargado de la interaccion con la proteina MotA (Zhou
et al., 1998), que forma parte del estator. Por otro lado, FliGwm interacciona con la proteina
FliM (Brown et al., 2007). Las proteinas FliM y FliN forman un complejo estable con una
estequiometria 1 FliM:4 FliN, siendo estas proteinas las que conforman la mayor parte del
anillo C (Brown et al., 2005). FliG, FliM y FliN forman el complejo del “switch” (Figura
6B), son las proteinas responsables de la conmutacion del rotor entre las direcciones CCW y

CW o de paro (Morimoto et al., 2014).

Estator

El motor bacteriano tiene la capacidad de rotar en dos sentidos: CCW y CW. La
energia suministrada para que dicha rotacion ocurra es proporcionada por un potencial
electroquimico de iones especificos (H" o Na") que fluyen a través de la membrana
citoplasmica (Ravid ef al., 1984). Con base en los iones de acoplamiento que utilizan los
motores, éstos suelen dividirse en al menos dos tipos (Figura 7): los motores que utilizan
iones H+, como los de E. coli y Salmonella, y los motores que utilizan iones Na* como los
del género Vibrio y Bacillus extremadamente alcalofilos (Hirota ef al., 1983). No obstante
existen casos como el de Bacillus alcalophilus que posee un motor que utiliza Na"y K* como

iones de acoplamiento para la rotacion flagelar (Terahara et al., 2012).

El estator estd formado por las proteinas MotA y MotB (PomA y PomB en motores
dependientes de Na") (Minamino et al., 2008b). Estas son proteinas integrales de membrana
que forman un complejo con 4 copias de MotA y 2 copias de MotB (Berg, 2003). Estos
complejos atraviesan la membrana citoplasmica para formar el canal de iones que

proporcionan la energia para la generacion de la torca (Stock et al., 2012).
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Figura 7. Esquema representativo de los dos tipos de motores flagelares. De lado izquierdo se muestra el
rotor presente en E. coli y Salmonella el cual es impulsado por H". De lado derecho se muestra un motor
impulsado por iones Na* el cual se encuentra presente en el género Vibrio. En este segundo tipo de motores
se encuentran anillos adicionales (anillo T y anillo H). MI: membrana interna, PG: pared de peptidoglicano,
ME: membrana externa. Imagen modificada de (Yonekura et al., 2011)

El nimero de estatores presentes en cada flagelo depende de la especie bacteriana; en
E. coli 11 o 12 estatores (Figura 6A) pueden participar de forma sincronizada en la rotacion
flagelar (Reid ef al., 2006). Se ha postulado que dos subunidades de MotA y una subunidad
de MotB forman un solo canal de iones de tal manera que cada complejo estator estaria
formado por dos canales (Braun et al., 2004). La subunidad B (MotB o PomB) posee un solo
dominio transmembranal y un motivo de unioén a la pared de peptidoglicano situado en el
carboxilo terminal. Este motivo une el complejo a la pared celular y es esencial para la
funcién del estator. Por otra parte, la subunidad A (MotA/PomA) posee cuatro dominios
transmembranales y un “loop” citopldsmico que conecta los dominios transmembranales 2 y

3.

El proceso mediante el cual se genera la fuerza rotacional no se conoce claramente,
sin embargo, existen varios modelos que proponen el mecanismo por el cual se genera la
torca. El modelo mas aceptado postula la interaccion electrostatica entre el motor y el estator,
permitiendo asi, la generacion de movimiento. La translocacion de protones en el complejo

MotA/MotB induce cambios conformacionales en el “loop” citopldsmico de MotA,
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permitiendo que residuos criticos cargados de este “/oop” interaccionen con la proteina FliG
(Lloyd et al., 1997; Yorimitsu et al.; 2003; Thormann et al., 2010). La repulsion de cargas
provocaria el movimiento del rotor, éste transmitiria la torca al eje quién a su vez, la

comunicaria al gancho para finalmente hacerla llegar hasta el filamento (Figura 6C).

PATRONES DE ROTACION Y NADO

Larotacion del flagelo esta dirigida por la fuerza protén motriz o sodio motriz a través
de la membrana citoplasmatica. En la naturaleza existen bacterias multiflageladas como E.
coli que poseen un motor bidireccional o reversible (Silverman et al., 1974); esto implica
que el motor puede alternar entre dos tipos de rotacién ya sea en sentido contrario a las
manecillas del reloj CW (“clockwise”), o contraria a las manecillas del reloj, CCW
(“counterclockwise). Lo anterior ocasiona una modificacion directa en los patrones de nado
de la bacteria resultado de la estructura helicoidal del flagelo, este Gltimo reacciona de manera

distinta ante los tipos de rotacion.

Nado y Reorientacion

Se han descrito al menos dos patrones de nado de acuerdo al tipo de rotacion del
motor; el primero de ellos corresponde al conocido como “run”. En este estado la célula es
capaz de nadar porque posee multiples flagelos helicoidales, cada uno de los cuales esta unido
a un gancho y a un eje y éste a su vez a un motor rotatorio dentro del cuerpo celular (Watari
et al., 2010). Cuando todos los motores giran en la misma direcciéon (CCW) se genera una
fuerza rotacional que impulsa el cuerpo de la bacteria hacia adelante. Este impulso proviene
de fuerzas hidrodindmicas y mecanicas que ocasionan que los flagelos alrededor de la célula
se junten en un eje comun (Macnab, 1977) formando una trenza (Figura 8). El segundo
patron de nado corresponde al fendmeno conocido como reorientacion o “tumbly”. Durante
este proceso la célula cambia de direccion mediante la inversion de al menos uno de los

motores (Watari et al., 2010) de un estado CCW hacia uno CW.

La estructura normal de los flagelos es una hélice izquierda; cuando el motor rota y

cambia de direccion hacia CW, esta estructura de hélice izquierda cambia a una estructura
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alternativa conocida como “curly”, que es una hélice derecha (Macnab et al., 1977). Como
se describio anteriormente, cuando al menos uno de los filamentos comienza a rotar hacia
CW, se induce un cambio polimoérfico que ocasiona que la trenza formada durante el nado se
deshaga (Figura 8) provocando asi, que todos los demés filamentos trabajen de manera no
coordinada. Al haber trabajo mecanico independiente de cada uno de los flagelos se generan
fuerzas que van hacia distintas direcciones, dando como resultado que no haya un

desplazamiento neto de la célula (fumble).

N

cw

Figura 8. Patron de nado en E. coli. Cuando los flagelos se encuentran girando hacia CCW se favorece la
formacion de una trenza, formada por los filamentos, y con ello el nado. Cuando uno de los flagelos comienza
a rotar hacia el lado opuesto, CW, la trenza se deshace ocasionando un evento de reorientacion.

QUMIOTAXIS

Las bacterias son organismos sumamente ingeniosos, por ello se han valido de
diversos mecanismos para sobrevivir casi en cualquier nicho. La sobrevivencia bacteriana
depende de la capacidad de responder y adaptarse a las cambiantes condiciones ambientales
y, entre los desafios que enfrentan se encuentran la escasez de nutrientes y la acumulacion
de sustancias toxicas. (Porter et al., 2011); este proceso se lleva a cabo mediante el control
de un sistema de dos componentes que regula la actividad flagelar conocido como

quimiotaxis.
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A través de la via de senalizacion quimiotactica las bacterias pueden nadar y asi
encontrar mejores entornos de crecimiento; migrando hacia altas concentraciones de
productos quimicos favorables (atrayentes) o desplazandose lejos de sustancias quimicas

desfavorables (repelentes). La quimiotaxis es el sistema bioldgico mas utilizado en bacterias.

La maquinaria molecular que controla esta via de sefalizacion es mucho mads
compleja que cualquier otro sistema de transduccion de sefales descrito en organismos
procariontes. Tanto el origen como la variabilidad en este sistema son desconocidos; sin
embargo, se sabe que el complejo multiprotéico que forma al sistema quimiotactico esta
presente en la mayoria de las especies procariontes y que evolucion6 de los sistemas de dos
componentes mas simples que controlan la transcripcion en estos organismos. Estudios
recientes de gendmica evolutiva muestran la existencia de mas de una docena de distintos
tipos de sistemas de quimiotaxis, ademas de sistemas intermedios entre los sistemas de dos

componentes y de senalizacion quimiotactica (Wuichet ef al., 2010).

Dadas las caracteristicas anteriores, el sistema quimiotactico es el mecanismo
bioldgico sensor-gradiente mejor estudiado en bacterias. Este sistema tiene propiedades
notables tales como sensibilidad a concentraciones tan bajas como 3 ligandos por volumen
celular (3nM), una amplitud de respuesta hasta cinco o seis 6rdenes de magnitud respecto a
la concentracion del ligando (Berg et al., 1975; Segall et al. 1986; Kim et al., 2001) asi como
la integracion de senales multiples incluidos el pH, la osmolaridad y la temperatura (Sourjik

etal.,2012).

COMPORTAMIENTO QUIMITACTICO

La capacidad de las bacterias para moverse bajo o sobre un gradiente es limitada por
su talla y la naturaleza del ambiente. La mayoria de las bacterias miden 1-2pm de longitud,
lo que hace imposible que puedan censar un gradiente a través del largo del cuerpo celular.
Sin embargo, estos microorganismos pueden comparar las condiciones del entorno en el
tiempo; esto significa que comparan el “ahora” con unos pocos segundos atras procurando

una respuesta a los cambios detectados (Armitage, 2007).
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En ausencia de un estimulo (sin atrayente o repelente presente en el medio o con una
concentracion constante, es decir sin un gradiente) una bacteria nada durante unos segundos
en linea suave y recta, movimiento conocido como “smooth” y posteriormente presenta
eventos de reorientacion para luego seguir nadando. En este caso, la bacteria no reconoce
una direccion a la cual desplazarse por lo tanto no existe un desplazamiento neto (Berg et al.,
1972). A este movimiento carente de direccionalidad se le denomina como nado al azar

(“random walk”) (Figura 9A).

Reorientacién

Nado N { “tumble”

-

B Reorientacién

/ “tumble”

Nado

A

%4 Atrayente

Figura 9. Comportamiento quimiotactico de una bacteria en condiciones diferentes. A) Nado azaroso o
“random walk”, las célula se desplaza aleatoriamente sin una direccion fija. B) Nado sesgado, la bacteria
detecta un atrayente y se desplaza hacia esa direccion.

Cuando se encuentra presente un atrayente, o existe un gradiente en el medio, las trayectorias
de nado son mas largas y los eventos de paro o reorientacion de la célula son menos
frecuentes. En este segundo caso si existe un desplazamiento hacia el atrayente o un
distanciamiento de un repelente. A este tipo de nado en el cual la bacteria posee una

direccionalidad se denomina nado sesgado o “biased walk” (Figura 9B).

En presencia de un atrayente, o el incremento de éste, ocasiona que los flagelos de la

bacteria roten durante mas tiempo hacia CCW y menos tiempo hacia CW ocasionando que
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la bacteria nade. Sin embargo, cuando disminuye la concentracion del atrayente, o se
encuentra en el medio un repelente, los flagelos comienzan a rotar en direccion CW
provocando que los eventos de reorientacion de la célula sean mas frecuentes (Adler, 1975;
Koshland, 1981; Oosawa et al., 1983) debido a que la célula intenta alejarse de sustancias

nocivas o toxicas y busca mejores condiciones para su crecimiento.

En cierto sentido, la quimiotaxis hacia atrayentes o el distanciamiento de los repelentes es
determinado por el efecto acumulativo de las decisiones tomadas segundo a segundo de cada

célula para continuar el nado o para reorientarse y cambiar de direccion (Baker et al., 2006).

Adaptacion

Las bacterias responden espacio temporalmente a los estimulos ambientales. La
manera en que estos organismos detectan cambios en las concentraciones de atrayente se
lleva a cabo mediante un mecanismo que comprende dos fases; una fase denominada periodo

de excitacion y una segunda fase conocida como de adaptacion.

Cuando una bacteria detecta la presencia de un atrayente, ésta se desplaza hacia ¢l
mediante trayectorias de nado largas. Sin embargo, luego de un periodo de tiempo, la bacteria
comienza a nadar y reorientarse del mismo modo en que lo haria cuando no hay un estimulo
presente. En este pequefio intervalo de tiempo ocurren ambas fases (excitacion y adaptacion).
La fase de excitacion ocurre en el momento en que la célula detecta el estimulo y responde,
mientras que la fase de adaptacion se refiere al periodo en el cual la célula retorna

gradualmente al comportamiento de nado y reorientaciéon como cuando no hay estimulo.

La funcion del periodo de adaptacion es crucial debido a que las bacterias poseen una
alta sensibilidad hacia algunos atrayentes (concentraciones nanomolares a milimolares)
aunado a que, la respuesta quimiotactica se amplifica de cinco a seis érdenes de magnitud.
En ausencia de la fase de adaptacion, esta sefial amplificada saturaria la respuesta del sistema
(Vladimirov et al., 2009) impidiendo que la célula vuelva a detectar cambios de

concentracion en ambiente futuros.

22



Componentes del sistema de sefializacion quimiotactica

La via de sefializaciéon quimiotactica se encarga de traducir un estimulo extracelular
en una senal intracelular que se traduce en una respuesta por parte de la célula, el nado. Este
proceso solo puede llevarse a cabo mediante la intervencion de diversas proteinas y
complejos proteicos que permiten que la sefial viaje del exterior celular al interior de la
misma. Dentro de la célula, la sefial es amplificada de tal manera que la bacteria puede

responder eficientemente al estimulo generado.

La quimiotaxis forma parte de una gama de mecanismos conocidos como sistemas de
dos componentes o TCS (two-component-sytem). Estos sistemas generalmente se encuentran
compuestos por una proteina censora histidin cinasa HPK (histidine protein kinase) y un
regulador de respuesta RR (response regulator). Sin embargo, la via de sefializacion
quimiotactica es un sistema aun mas complejo debido a que no so6lo esta formada por las
proteinas mencionadas; en la quimiotaxis participan al menos cinco proteinas mas, de las

cuales se describira su funcién a continuacion.

Quimiorreceptores

Los organismos motiles detectan y siguen gradientes quimicos en su entorno
mediante un tipo de quimiorreceptores transmembranales también conocidos como proteinas
quimiotacticas aceptoras de metilos MCP’s (methyl-accepting chemotaxis protein). Estos
quimiorreceptores median el comportamiento quimiotactico en muchas especies de bacterias

y arqueas (Parkinson ef al., 2015).

Los quimiorreceptores usualmente son proteinas diméricas transmembranales;
poseen un dominio peripldsmico al cual se une el ligando y un dominio citoplasmico de
sefnalizacion (Porter et al, 2011). El dominio peripldsmico de cada uno de los
quimiorreceptores es diferente debido a que se les unen diferentes quimioefectores. Un
receptor convencional posee una estructura de homodimero (Figura 10) que contiene un
dominio periplasmico sensor, una region helicoidal transmembranal, un dominio HAMP

(encontrado normalmente en histidin cinasas, adenil ciclasas, proteinas quimiotaticas
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aceptoras de metilos y fosfatasas (Aravind et al., 1999)), una hélice de metilacion (MH), una

region flexible y una region de contacto con proteina (Bi et al., 2015).
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Figura 10. Estructura de un quimiorreceptor MCP. Del lado izquierdo se muestra un esquema de listones y
del lado derecho un diagrama esquematico de los dominios que componen a un MCP. Modificado de
(Hazelbauer et al., 2008)

En E. coli, existen diversos receptores segun el ligando que unen; los responsables de
detectar cambios en la concentracion de serina (Tsr), aspartato y ribosa (Tar), galactosa y
maltosa (Trg) y dipéptidos (Tap). Tsr y Trg también son los responsables de la deteccion de
cambios en la temperatura, pH y para dar respuesta a una amplia gama de repelentes. El
numero de receptores en la célula difiere, por ejemplo, Tsr y Tar se encuentran en mayor

abundancia mientras que los receptores Trg y Tap se encuentran en baja concentracion.

El numero de receptores diferentes y de sustancias quimicas detectadas por cada
receptor varia mucho de una especie a otra y refleja el ambiente Optimo de cada especie

(Armitage, 2007). Durante el proceso de adaptacion, la actividad de los receptores
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transmembranales MCP’s es modulada por la modificacion covalente de residuos especificos
de glutamato (West ef al., 1995). Las enzimas CheR y CheB son las encargadas de metilar y

desmetilar reversiblemente a los receptores en dichos residuos.

Proteina adaptadora

CheW es una proteina compuesta por dos dominios SH3 (dominios de 60
aminoacidos) que median el ensamblaje de complejos de proteinas especificas, a través de
la unién a péptidos ricos en prolina. Estos dominios se encuentran presentes en proteinas
implicadas en la transduccion de sefiales e interacciones membrana-citoesqueleto (Wadhams
et al., 2004) que forman hojas beta. Cada dominio se compone de 5 hebras B-barril que
forman un ntcleo hidrofébico interno para la interaccion proteina-proteina (Vu ef al., 2012).
De acuerdo a la estructura cristalografica obtenida de CheW de Thermotoga maritima
(Griswold et al., 2002) esta proteina es similar al dominio P5 de CheA, siendo en este

dominio donde ocurre la interaccion CheW-CheA

CheW es una proteina pequena, formada por 167 aminoécidos y pesa alrededor de
18kDa (Boukhvalova et al, 2002). Desempefia un papel fundamental dentro de la
sefalizacion quimiotéctica debido a que interactiia con el dominio de sefalizacion de MCP
y con la histidin cinasa CheA a través del carboxilo terminal de esta ultima (Bourret et al.,
1993) formando el complejo MCP-CheW-CheA. CheW carece de actividad catalitica, por lo
tanto se cree que funciona como una proteina de andamiaje que transduce las senales

generadas por los quimiorreceptores haciéndolas llegar hasta CheA (Wadhams et al., 2004).

Cinasa

La enzima CheA es la encargada de mediar la transferencia de informacion, captada
por los quimiorreceptores, hacia el citoplasma (Surette, 1996). Es una proteina dimérica
soluble capaz de autofosforilarse, pertenece a la superfamilia de cinasas de histidina que
regulan diferentes procesos de transduccion de sefiales en microorganismos y plantas (Stock

et al., 1988).
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CheA se autofosforila en un residuo especifico de histidina (His*) utilizando ATP
como fosfodonador. De esta manera, convierte la sefial transducida por los quimiorreceptores
a un flujo de grupos fosforilo que llegan hasta el citoplasma de la célula a través de la
fosforilacion de los reguladores de respuesta CheY y CheB. En presencia de estimulos
negativos (aumento en la concentracion de repelentes o disminucidn en la concentracion de
atrayentes) una corriente de grupos fosforilo, proveniente de CheA, es transferida al
regulador de respuesta CheY, que al estar fosforilado interactia directamente con el motor
cambiando el patron de rotacion del flagelo. La corriente de grupos fosforilo también puede
actuar como una sefial de retroalimentacion negativa mediante la fosforilacion de CheB, cuya
actividad de metil esterasa restablece la condicion de los quimiorreceptores previa al estimulo

(Wang et al., 2012) (Figurall).

La proteina CheA opera como un homodimero; cada subunidad contiene 5 dominios
funcionales designados como P1-P5. El dominio P1 contiene el sitio de autofosforilacion,
His48, el dominio P2 es el dominio de union de los reguladores de respuesta CheY/CheB, el
domino P3 es el dominio de dimerizacion, el dominio P4 es el dominio catalitico de union a
ATP y finalmente el dominio P5 que es el dominio regulatorio (Wang ef al., 2012; Nishiyama
etal.,2014).

CheA interactua con tres dimeros de MCP y con dos mondmeros de CheW formando
complejos oligoméricos en los polos de la célula. El dominio P1 es un dominio estructural y
funcionalmente homologo a los dominios HPt presentes en cinasas hibridas como ArcB. En
presencia de ATP y Mg?" el dimero de CheA muestra un nivel basal de trans-
autofosforilacion, éste nivel aumenta significativamente en presencia de los
quimiorreceptores. MCP y CheW se unen al dominio regulatorio P5 de CheA, estas proteinas
pueden inhibir o activar la fosforilacion, respecto al nivel basal, controlando el acceso al

dominio P1 de un mondémero a otro dominio de la cinasa (Bilwes et al., 1999).

CheA muestra un aumento en la autofosforilacion en respuesta a una disminucion en
la unidn del atrayente o un incremento en la unioén del repelente en los quimiorreceptores
Durante la autofosforilacion de CheA ocurre una reaccion de transfosforilacion donde el

dominio P4, previamente fosforilado con el fosfato Y del ATP, interacciona con el dominio
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P1 de otra subunidad transfiriendo el grupo fosforilo al residuo conservado de histidina

(His*®), presente en este iltimo dominio (Zhao et al., 2006).

Por otra parte CheY y CheB compiten por la unién al dominio P2 de la cinasa. El
grupo fosforilo del dominio P1 puede ser transferido de la His*® de CheA al aspartico (Asp®’)
de CheY 6 bien, al aspartico (Asp>®) de CheB (Li et al., 1995; Wadhams et al., 2004).

En general, las histidinas cinasas (HPKs) son capaces de autofosforilarse mediante
un residuo de histidina conservado que se encuentra dentro del dominio conocido como Dhp
(dimerization and histidine phosphorylation). La histidin cinasa CheA, difiere de las
histidinas cinasas canonicas debido a que el residuo de histidina autofosforilable esta presente
en el dominio P1 ubicado en el extremo amino terminal de la proteina y no en el dominio

Dhp (Scott et al., 2010).

Regulador de respuesta: CheY

CheY es una enzima que desempefia una funcién como regulador de respuesta, ocupa
un lugar Unico en la via de sefalizacién quimiotactica debido a que es una molécula
citoplasmatica soluble que une dos complejos supramoleculares localizados en la membrana:
a los grupos de quimiorreceptores localizados en los polos de la célula y a los 6 u 8 cuerpos
basales flagelares que se encuentran distribuidos en la célula. La asociaciéon de CheY con
estos complejos estd regulada por medio de la fosforilacion de esta enzima (Djordjevic et al.,
1998). CheY puede ser activada rdpidamente por fosforilacion y mas lentamente por
acetilacion; el resultado de cualquiera de estos dos modos de activacion es un incremento en
la probabilidad de que el motor flagelar gire hacia CW (Figura 12). El mecanismo de
fosforilacion del regulador de respuesta CheY estd directamente involucrado en la
quimiotaxis mientras que el papel de la acetilacion en la sefializacion quimiotactica aiin se

desconoce (Barak et al., 2001; Barak et al., 2006).

CheY es fosforilada por la histidin cinasa CheA y puede ser desfosforilada por la
fosfatasa CheZ. La fosforilaciéon de CheY afecta directamente la rotacion flagelar debido a
un aumento en la afinidad por la proteina FliM ubicada en el complejo de switch del motor

(Figuras 11y 12) (Barak et al., 2006). En su estado no fosforilado CheY tiene mayor afinidad
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por el dominio de union de la cinasa CheA, aproximadamente 6 veces mas que CheY
fosforilada (Li et al., 1995), mientras que ésta ultima tiene mayor afinidad que CheY no

fosforilada, por la proteina FliM (Welch et al., 1993; Djordjevic et al., 1998).

La proteina CheY esta compuesta por 128 aminoacidos y posee un solo dominio
regulador. Todas las estructuras de CheY claramente muestran un doble enrollamiento de
estructura o/p con 5 a-hélices que rodean a 5 hebras paralelas de laminas . Los elementos
de estructura secundaria alfa y beta alternan en la secuencia comenzando con BlaA y
terminando con B5aE. La topologia de plegamiento es B2 1B3B4B5, con las hélices A y E en
un lado de la hoja y las hélices B, C y D en el otro lado.

El sitio de fosforilacion de CheY (Asp”’) esta localizado en el bucle entre B3 y aC
(Surette, 1996). Este sitio, asi como otros residuos de aminoacidos (Asp'?, Asp'3, Thr®’,
Tyr'%y Lys'%) se encuentran altamente conservados y forman el sitio activo para la catalisis,
dependiente de Mg?* (Djordjevic et al., 1998; Lee et al., 2001). Los residuos Asp'?, Asp"®
son necesarios para la union del magnesio (Lukat et al., 1991), los residuos Thr®"y Lys!®
participan en eventos posteriores a la fosforilacion (Lukat ez al., 1991; Appleby et al., 1998),
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mientras que el residuo Tyr'™ ubicado en la posicion rotamérica adyacente del sitio activo

se relaciona con el estado de sefializacion de CheY (Zhu et al., 1996).

Metiltransferasa

Los receptores que participan en la quimiotaxis, MCP’s, contienen residuos de
glutamato especificos dentro de sus dominios citoplasmicos que son metilados durante la
adaptacion. Estos grupos metilo se transfieren a los residuos de glutamato especificos en el
extremo carboxilo terminal (entre cuatro y cinco residuos) de los MCP’s (Koshland, 1988) a
partir de S-adnosilmetionina por una metil transferasa constitutivamente activa, CheR
(Martin et al., 2001). La metilacion de los quimiorreceptores contrarresta los efectos del
ligando unido y contribuye al fendmeno de adaptacion restableciendo la actividad de
sefalizacion de los receptores a pesar de la continua presencia del estimulo (Djordjevic et

al., 1997).
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La enzima CheR forma parte de un grupo muy grande y diverso de enzimas que
catalizan la transferencia de grupos metilo a partir de S-adenosilmetionina (AdoMet) a una
amplia gama de sustratos incluyendo moléculas pequenas, adcidos nucleicos y proteinas. A
pesar del uso de un cofactor comtin, AdoMet, el mecanismo de transferencia de metilos no

es conservado entre las metiltransferasas (Djordjevic et al., 1997).

Metilesterasa

CheB es una proteina compuesta por dos dominios distintos (Simms et al., 1985): un
dominio regulador en el amino terminal, de aproximadamente 20 aminoacidos (homologo al
dominio fosfoaceptor presente en la familia de los reguladores de respuesta, incluido CheY),
y un dominio catalitico en el carboxilo terminal que cataliza la metilacion y desamidacion de
los MCP’s (Surette, 1996). CheB se activa por fosforilacion de CheA en un residuo especifico
de aspartato (Asp®) en su dominio amino terminal. El dominio carboxilo terminal de la
enzima es el responsable de la desamidacion o desmetilacion de residuos de glutamato
especificos, que se encuentran en el dominio citopldsmico de los quimiorreceptores (Jurica
et al., 1998). El dominio N-terminal o regulador desempefia un rol dual al inhibir la actividad
de metilesterasa cuando no estd fosforilada y al estimular su actividad cuando estd

fosforilada.

Fosfatasa

Un componente esencial de cualquier sistema de transduccion de sefiales es el control de la
duracion de la respuesta celular a un estimulo. La vida 1til de la molécula de sefalizacion
debe ser lo suficientemente larga para dar una respuesta eficaz, pero la terminacidén oportuna
de la sefal es necesaria para que la célula pueda ajustar su comportamiento al cambiar las

condiciones (Silversmith, 2010).

La proteina CheZ estimula la desfosforilacion del regulador de respuesta CheY por
un mecanismo desconocido terminando asi con la sefial durante la via de sefializacion
quimiotactica en E. coli (Figurall). La co-estructura cristalografica de CheZ y CheY-BeF;

Mg?" muestra que CheZ es un dimero (CheZ2) compuesto por dos mondmeros (Z1y Z2) que
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estan unidos por un doble eje rotacional. La caracteristica estructural predominante de CheZ,

es un largo paquete de cuatro hélices (CheZ core) (Zhao et al., 2002).

CheZ controla la desfosforilacion de CheY-P mediante la tasa de actividad de la

fosfatasa. Esta fosfatasa es un componente periférico del complejo receptor-sefializacion.

Quimiotaxis en E. coli

A través de los quimiorreceptores, la célula es capaz de detectar a los quimioefectores;
la unién de estos ligandos induce un cambio conformacional que es transmitido hacia el
dominio citoplasmatico por un movimiento tipo piston de la region transmembranal
(Hazelbauer et al., 2008; Amin et al., 2010). En casi todas las bacterias, incluida E. coli, estos
receptores se encuentran ubicados en los polos de la célula organizados en trimeros de
dimeros los cuales forman complejos ternarios con la histidin cinasa CheA y con la proteina
adaptadora CheW (Porter et al., 2011). Interacciones alostéricas entre estos tres componentes
permiten que la sefial se amplifique, logrando asi que las bacterias puedan responder a
pequeiios cambios en la concentracion del quimioefector (periodo de excitacion). En
respuesta a la disminucion de un atrayente, los quimiorreceptores de E. coli promueven un
evento de rumbling mediante la activacion de CheA por su autofosforilacion (Segall ef al.,

1986).

CheA en su estado fosforilado (CheA-P) actia como un fosfodonador para los
reguladores de respuesta CheY y CheB. Una vez fosforilada CheY (CheY-P) se libera del
grupo polar y difunde hasta el motor flagelar donde se une a las proteinas del complejo de
switch FliM y FliN. Esta unidn, promueve un cambio en la direccion de la rotacion del sentido
contrario a las manecillas del reloj a un sentido en favor de las manecillas del reloj (Figura
12). Se estima que en el motor existen alrededor de 34 subunidades de FliM y la probabilidad
de un evento de switch o cambio de direccion del motor aumenta de forma cooperativa a
medida que se unen mas unidades de CheY-P al motor (Delalez et al., 2010). La terminacion
de la sefial se produce por la desfosforilacion de CheY-P. Este ultimo evento sucede

rapidamente con la finalidad de permitir a la célula la deteccion de un gradiente continuo del
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medio. Esta desfosforilacion es catalizada por la fosfataza CheZ. En otras especies como

Bacillus subtilis existe su homoélogo CheC y FliY (Porter ef al., 2011).

Durante el periodo de adaptacion CheB, quien también es fosforilada por CheA,
reestablece el equilibrio entre el estado activo e inactivo del circuito de quimiotaxis
permitiendo a las células monitorear cambios temporales en las concentraciones de
quimioefectores. Este sistema de adaptacion ajusta la salida del receptor a través de la
modificacion covalente de varios residuos de acido glutdmico ubicados en la region
citoplasmica de los MCP’s. La metiltransferasa CheR, interactiia con los receptores MCP's
en su estado inactivo catalizando una reaccion de metilacion sobre los residuos de &cido
glutamico ocasionando que los MCP’s cambien de un estado inactivo a un estado activo. Por
su parte la metilesterasa CheB, interactua con los MCP’s en su estado activo hidrolizando los
residuos metilo a 4cido glutdmico ocasionando que los receptores pasen de un estado activo
a un estado inactivo. La preferencia del estado inactivo por parte de la proteina CheR y la
preferencia por el estado activo por parte de la proteina CheB representan el circuito de

retroalimentacion negativa del sistema de adaptacion sensorial (Figura 11) (Parkinson et al.,

2015).
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CCW: nado
CW: “tumble”

Cinasa inactiva Cinasa activa

Quimiorreceptores

(CCW) (CCW)

Periplasma

Citoplasma

. i '
.'.' <> Control del
. moftor

Figura 11. Via de sefializacion quimiotactica en E. coli. En la figura superior se muestra el esquema de una
célula nadando (CCW) que al recibir una sefial de los quimiorreceptores comienza a reorientarse (CW). En la
figura inferior se muestran los componentes que conforman la via de sefializacion, los estados activos e
inactivos de cada una de las enzimas y las reacciones que ocurren durante la sefializacion. En gris claro se
muestra al quimiorreceptor inactivo asi como a las enzimas CheW, CheA, CheB y CheY inactivas. En azul se
muestra a la MCP activa, en un azul mas claro a la proteina adaptadora CheW activa, CheA activa se muestra
en amarillo. Las enzimas CheY y CheR activas se muestran en verde mientras que CheZ y CheB activas se
muestran en rojo. Con lineas punteadas se sefialan los eventos de adaptacion y del control del motor flagelar.
Modificado de (Parkinson et al., 2015)

Mecanismo de “switching”

Como se mencion6 anteriormente el complejo de “switch” esta formado por las
proteinas FliM, FliN y FliG. La proteina CheY en su estado fosforilado (CheY-P) induce un
cambio en la rotacion del motor de CCW hacia CW, ocasionado por la union de CheY-P a
las proteinas F1iM y FliN ubicadas en el rotor (Figura 12). Se ha propuesto (Paul ez al., 2011)
que este cambio en el sentido de la rotacion es generado debido a esta union de CheY-P a las
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proteinas FIiN y FliM. Esta unidén genera pequefios cambios de las subunidades FliMc y de
los tetrameros de F1iN alterando los contactos de la subunidad FliMw con la subunidad FliGc.
Dichos movimientos alterarian la inclinacion de estos dominios asi como la rotacion de los
dominios FliGc, Esto a su vez reorientaria 90° los sitios de interaccion con el estator; este

cambio en la orientacion de FliG seria suficiente para cambiar el sentido de la rotacion del

motor.
Rotacion Rotacion
CCW Filamento CcwW

Membrana Externa
Pared de peptidoglicano

Membrana citoplasmica

Complejo de
“switch”

exportacion

Figura 12. Mecanismo de “switching” en E. coli. Esquema representativo del mecanismo de switching en un
motor bidireccional. En ausencia de CheY-P la rotaciéon del motor es contrario a las manecillas del reloj
(CCW). En este estado de rotacion la bacterial se encuentra nadando (Figura de la izquierda). Sin embargo,
cuando se encuentra presente CheY-P (Figura de la derecha) esta proteina incrementa su afinidad por las
proteinas del complejo de switch FliM y FliN uniéndose a estas ultimas ocasionando que el sentido de la
rotacion del motor cambie hacia el sentido de las manecillas del reloj (CW), lo que provoca que se genere un
evento de reorientacion de la célula (Porter et al., 2011)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Rhodobacter sphaeroides es una bacteria purpura no sulfurosa, que pertenece al grupo
de las a- proteobacterias (gram negativa). Este organismo se utiliza como modelo de estudio
de procesos como fotosintesis, bioenergética, biologia celular y transduccion de sefiales
como la quimiotaxis. Posee una gran capacidad y diversidad metabodlica, ademas, responde
a una amplia gama de estimulos ambientales incluyendo oxigeno, luz, algunos aminodacidos,

carbohidratos y 4acidos orgéanicos tales como succinato y propionato, entre otros.

R. sphaeroides posee dos conjuntos de genes flagelares (flal y fla2), cada conjunto
codifica para un flagelo funcional (Porter ef al., 2011). La secuencia completa del genoma
de R. sphaeroides revela ademads, la presencia de multiples genes quimiotacticos dispuestos
principalmente en tres /oci diferentes: cheOpl, cheOp2 y cheOp3. Evidencia bioquimica y
genética sugiere que las proteinas codificadas por cheOp2 y cheOp3 son las responsables de
controlar la respuesta quimiotactica del flagelo Flal, mientras que la supresion de cheOpl
no tiene ningun efecto (Martinez-del Campo et al., 2011). Por el contrario, en el sistema Fla2
la eliminacion de genes de cheOp1 si ocasiona un efecto en el fenotipo de nado (Martinez-

del Campo et al., 2011).

El total de proteinas quimiotacticas descritas en R. sphaeroides son: 13
quimioreceptores (9 de los cuales son proteinas transmembranales y 4 citoplasmicas), 4
proteinas histidin-cinasas CheA, 4 proteinas adaptadoras CheW, 6 reguladores de respuesta
CheY, 2 metil estererasas CheB, 3 metil transferasas CheR y 1 desamidasa CheD (a
diferencia de otras bacteris como E. coli, no hay homologos de Che C, Che V o Che Z).
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ANTECEDENTES

Previamente se describi6é en R. sphaeroides, que mutantes de Flal son capaces de
nadar en medio liquido por medio de flagelos polares cuyos componentes estructurales son
codificados por un segundo conjunto de genes (Fla2). En la cepa silvestre y bajo condiciones
de laboratorio, este conjunto de genes no se expresa. Las células que expresan flagelos fla2
forman un halo en placas de nado en agar suave que contienen diferentes acidos organicos.
Esta respuesta quimiotactica estd mediada inicamente por los reguladores de respuesta
CheY1, CheY2, y CheY5. Dado que estas proteinas estan codificadas en el cheOpl, se cree
que este locus debe controlar los flagelos expresados por el sistema Fla2 (Martinez-del

Campo et al., 2011).

Estudios previos en el laboratorio mostraron que en ausencia de cheY! las células no
muestran un fenotipo diferente respecto a la cepa AM1 que expresa el sistema Fla2. En
cambio, la ausencia de cheY2 provoca que las células asuman pocos eventos de reorientacion
(fenotipo smooth). Por otro lado, la delecion de cheY5 ocasiona que las células tengan mas

eventos de reorientecion (fenotipo fumbly) respecto a la cepa AMI.

Estos resultados sugieren que el regulador de respuesta CheY?2 desempeia un papel
importante en el motor del sistema Fla2. Teniendo en cuenta que mutantes en CheAl, CheW1
y CheY2 muestran el mismo fenotipo (Martinez-del Campo et al., 2011), se sugiere que estas
ultimas comprenden la via de sefalizacion que controla el sistema flagelar 2 de R.

sphaeroides (Martinez-del Campo et al., 2011).
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HIPOTESIS

Un posible mecanismo de regulacion en el sistema flagelar 2 de R. sphaeroides, dependeria
de que la histidin cinasa CheAl transfiriera el grupo fosfato mas rapido al regulador de
respuesta CheY?2, mientras que el regulador de respuesta CheY 5 podria retener durante mas

tiempo al grupo fosfato implicando que esta proteina actiia como una poza de fosfatos.
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OBJETIVOS

General

Caracterizar la funcion bioquimica de los reguladores de respuesta CheY1, CheY2 y CheY'5

en la via de sefalizacion quimiotactica del sistema flagelar 2 de R. sphaeroides

Particulares

e Determinar las cinéticas de desfosforilacion de cada una de las proteinas CheYl,
CheY2 y CheY5 asi como las de las fusiones GST-cheY 1, GST-cheY2 y GST-cheY5.
e Comparar los ensayos de fosfotransferencia de CheAl con cada uno de los
reguladores de respuesta CheY para asi, determinar las diferencias con base en el
tiempo de retencion o de transferencia del grupo fosfato de la histidin cinasa CheAl.
e Con base en los ensayos de fosfotransferencia, intentar determinar la funcion de cada
uno de los reguladores de respuesta en la via de sefializacion quimiotéctica del sistema

flagelar 2 de R. sphaeroides.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas y plasmidos

En la siguiente tabla se enlistan las cepas y los plasmidos que fueron utilizados para

la realizacion de este trabajo.

Tabla 1. Cepas y plasmidos utilizados en este trabajo.

Cepao

plasmido

Cepas de E.coli

TOP10

IM109

BL21 (DE3)

M15 [pREP 4]

Plasmidos
pQE30
pQEG60
pGEX

pMALc2x

pMALc2x MBP-CheY?2

Caracteristicas Relevantes

F- merd  A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74
recAl araD139 A(ara leu)7697 galU galK rpsL (Str") endAl
nupG

hsdR17 (lac-pro) F_traD36 proAB laclqZ M15

hsdS gal (Aclts857 ind1 Sam7 nin5S lacUV5-t7 genel)

thi lac ara® gal mtl ¥’ recA™ uvr™ lon™; plasmido pREP4 Kan"

Expression vector; Apr, N-terminal His6 tag
Expression vector; Apr, C-terminal His6 tag
Fusion con la proteina GST, Promotor inducible con IPTG;

disponible con secuencia de escicion

Fusion con la proteina MBP, Promotor inducible con IPTG;

secuencia seflal MBP que facilita la exportacion al periplasma

Fuente o

Referencia

Invitrogen

(Ausubel,
1987)

(Studier et al.,
1986) Novagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Smith and
Johnson (1988)
Pharmacia

New England

Este trabajo
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Medios de Cultivo

LB (Bertani, 1951) 2YT

Triptona 10 g Triptona 16 g

Extracto de Levadura 5 g Extracto de levadura 10 g
NaCl 5¢g NaCl5 g

HOcbp 1L H>Ocbp 1 L

(cbp= cuanto baste para)

Nota: Cuando se requirié medio so6lido se agregaron 20 g de agar por cada litro.

Las cepas de E. coli se crecieron en medio LB o en medio 2YT

Transformacion de E. coli (Cohen et al., 1972).

Los cultivos con la cepa de interés de E. coli se crecieron en 10 ml de medio LB a
37°C con agitacion constante (250 rpm) hasta alcanzar una densidad optica (D.Os50)=0.5;
posteriormente se incubaron en hielo durante 5 minutos. Luego, se centrifugo el cultivo a
3,500 xg a 4°C por 6 minutos. Se decantd el sobrenadante y la pastilla de células se
resuspendiod en la mitad del volumen inicial (5 ml) con una solucion fria y estéril de CaCl

100 mM.

Las células se incubaron 20 minutos en hielo. Posteriormente, se centrifugaron en las
mismas condiciones que en el paso anterior; se decanto el sobrenadante y el paquete celular
se resuspendi6 en una décimo quinta fraccion (666 pl) del volumen del cultivo inicial con la

misma solucion de CaCls.

Después, las células se dejaron en hielo durante 1 o 24 horas segin fuera necesario

(1 hora si se trataba de una transformacion con DNA superhelicoidal o 24 horas si se trataba
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de una transformacion con inserto), se tomaron alicuotas de 200 pl y se les agreg6 la cantidad

deseada de DNA a transformar.

Las células competentes con el DNA se incubaron durante 1 hora en hielo,
transcurrido el tiempo se les dio un choque de calor a 43°C por 2 minutos ¢ inmediatamente
después se pusieron en hielo por 5 minutos; luego se agregaron 800 ul de medio LB.
Posteriormente, las células se incubaron a 37°C por 1 hora para finalmente ser plaqueadas en

medio selectivo.

Digestiones con enzimas de restriccion

Los fragmentos de DNA y los pldsmidos se cortaron con endonucleasas de
restriccion. Estas enzimas fueron adquiridas comercialmente de New England Biolabs,
Promega o Invitrogen. Al utilizar cada enzima se siguieron las instrucciones del catdlogo del

fabricante.

Reacciones de ligacion

Para este protocolo se utilizo la enzima T4 DNA ligasa de New England Biolabs. Se
utilizo 1 pl de la enzima en amortiguador 1x. Las reacciones se dejaron a 16°C durante 15

horas.

Purificacion de plasmidos

Se recurrio al sistema QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) para purificar DNA

plasmidico. El protocolo se realizo de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.
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Extraccion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa

Para purificar y recuperar fragmentos de DNA que se encontraban dentro de un gel
de agarosa se utilizo el kit QIAquick de Gel Extraction de Qiagen. A lo largo de todo el

protocolo se siguieron las sugerencias del fabricante.

Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Con el fin de separar fragmentos de DNA, se prepararon geles de agarosa al 1% en
amortiguador TE (acetato de sodio 5 mM, EDTA 1 mM, Tris-base 40 mM, y acido acético
32 mM). Los geles se corrieron aproximadamente entre 80 y 100 V durante lhora, se
incubaron durante 10 minutos en una solucidon de bromuro de etidio y se visualizaron

utilizando una lampara de luz ultravioleta.

Electroforesis de proteinas en geles desnaturalizantes SDS-PAGE

La separacion de proteinas se realizo utilizando geles de poliacrilamida, siguiendo el
método de Laemmli (Laemmli, 1970). Se utilizaron geles con diferentes concentraciones de
acrilamida de acuerdo al peso de la proteina de interés: 8.5, 12.5, 15 0 17.5%. Los geles se
corrieron a aproximadamente 100 V durante 1.5 horas. Posteriormente, se tifieron con una
solucion de Coomassie R250 al 2%, en 50% de metanol y 10% de acido acético. Se utilizaron

marcadores de peso molecular de New England Biolabs.

Cuantificacion de Proteina

Para determinar la concentracion, de cada una de las proteinas analizadas en este
trabajo, se utiliz6 el método TCA-Lowry (Peterson, 1977). La fraccion de proteina a
cuantificar se disolvié en 1 ml de agua, se agregaron 100 pl de deoxicolato de sodio al 0.15%
y se incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente. Luego, se afiadieron 100 pl de 4cido
tricloroacético (TCA) al 72% y se mezclo enérgicamente. Se centrifugd a 8,500 xg durante

10 minutos, se decantd el sobrenadante y el precipitado se resuspendié en 1 ml de una
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solucion de CuSO4 0.04 mM, citrato de sodio 0.07 mM, Na,CO3 190 mM, y NaOH 100 mM.
Posteriormente se incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente y transcurrido el tiempo
se agregaron 100 pl de una solucion de Folin (Sigma) 1:1. Se incub6 por 30 minutos a
temperatura ambiente y se determiné la absorbancia a 750 nm; para la curva estandar se

utilizé albimina sérica bovina (Sigma) a distintas concentraciones.

Precipitacion de proteinas por el método metanol-cloroformo (Wessel ef al., 1984).

Este protocolo se llevo a cabo con la finalidad de eliminar sales, concentrar a las

proteinas y posteriormente poder resolverlas en geles desnaturalizantes.

La muestra a precipitar se llevd a un volumen de 100 pl, se afiadieron 400 pl de
metanol y se mezclaron en el vortex. Luego, se agregaron 100 pl de cloroformo y 300 pl de
agua, nuevamente se agitaron en el vortex y se centrifugd a 16, 000 xg durante 6 minutos a
temperatura ambiente, se desech6 cuidadosamente la fase superior y se afiadieron 300 pl de
metanol. La mezcla se agitd en el vortex y se centrifugd a 16,000 xg por 6 minutos; se decantd
el sobrenadante y los restos de metanol se evaporaron a 60° C por 5 minutos. Finalmente, se
agreg6 amortiguador de carga (glicerol 10%, SDS 2%, azul de bromofenol 0.02% y Tris-

base 62.5 mM pH 6.8) y las muestras se hirvieron durante 10 minutos.

Ensayos de Inmunoréplica tipo Western

Para poder realizar estos ensayos se requirid previamente haber hecho una
electroforesis de proteina. Cuando se tuvo el gel resuelto, éste se transfirid a una membrana
de nitrocelulosa con un poro de 0.22 um. Este proceso se llevo a cabo utilizando una cdmara
de transferencia himeda y con un amortiguador que contenia NaHCO3 10 mM, Na;COs 3

mM y metanol 20%. La transferencia se llevd a cabo a 350 mA durante 1 hora.

Luego de terminar la transferencia se incubd la membrana con amortiguador TTBS
(Tris-base 2.4 mM, NaCl 0.5 M, Tween-20 0.05% pH 7.6) adicionado con 5% de leche libre
de grasa (svelty light ®) durante 1 hora con agitacion constante. Transcurrido el tiempo se

lavo la membrana con 50 ml amortiguador TTBS durante 15, 10 y 5 minutos. Posteriormente
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se incubd la membrana con el anticuerpo de interés en un volumen de 15 ml a la
concentracion necesaria (en caso de ser requerido se incubd con un anticuerpo secundario
acoplado a la enzima peroxidasa, marca Armesham). Finalmente se lav6 la membrana con 50
ml de amortiguador TTBS durante los mismos tiempos y se reveld la membrana utilizando
un kit quimioluminiscente (Thermo Scientific Pierce ECL). La reaccion fue grabada

utilizando placas radiograficas (Kodak).

Dicroismo Circular

Para comprobar la integridad estructural de la proteina GST-CheY2, se utilizé un
sistema de dicroismo circular AVIV modelo 202-01. Se hicieron barridos de 260 a 190

nm/seg, los datos se colectaron en miligrados a 25°C y el ensayo se repitio 5 veces.

Sintesis de acetil fosfato (Ac’*P) (Stadtman, 1957)

Para los ensayos de fosforilacion de los reguladores de respuesta se utilizd acetil

fosfato radiactivo, mismo que se sintetiz6 siguiendo el siguiente protocolo.

Se mezcl6 acetato, 4cido fosforico, piridina y anhidrido acético, se incubd la solucién
durante 30 minutos con agitacioén constante. Luego, se agregd hidroxido de litio y se incub6
nuevamente en hielo con agitacion constante durante 15 minutos. Posteriormente se
agregaron 900 pul de etanol frio, se mezclod la solucion en un vortex y se incubd durante una
hora en hielo. Después de ese tiempo se centrifugé 10 minutos a 14,500 xg y se desech¢ el
sobrenadante. Nuevamente, se agregaron 900 pl de etanol frio a la pastilla y se mezcld con
el vortex; se centrifugd bajo las mismas condiciones y se desecho el sobrenadante. El exceso
de etanol se volatilizo utilizando una centrifuga de evaporacion (HETO) durante 5 minutos
al vacio. La pastilla se resuspendié en 400 pl de H>O libre de proteasas (promega), se volvid

a centrifugar y se tomo el sobrenadante. El acetil fosfato se congeld a -70°C.
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Lavado de cuerpos de inclusion (Burgess, 2009)

Los cuerpos de inclusion se resuspendieron en 30 ml de PBS adicionado con Triton
5%, luego se centrifugd durante 10 minutos a 14,500 xg a 4°C; el sobrenadante se decant6 y
se prosiguio con la pastilla. Se resuspendié en 30 ml de agua fria y filtrada y se volvid a
centrifugar bajo las mismas condiciones. Posteriormente, el precipitado se resuspendi6 en 20
ml de PBS con Triton al 5%, nuevamente se centrifugd como en los anteriores pasos. De
nuevo, se lavo el precipitado con los siguientes volumenes de agua: 25 ml, 20 ml y 20 ml;

entre cada lavado se centrifug6 siguiendo las mismas condiciones.

Induccion y purificacion de proteinas
e CheAl
La proteina se sobreexpreso en la cepa M15 [pREP4].

Se inocularon 500 ml de medio de cultivo LB adicionado con ampicilina [200 pg/ml]
y con kanamicina [25 pg/ml], con 1/50 de volumen de un cultivo que se encontraba en fase

estacionaria.

El cultivo se creci6 a 37°C con agitacion constante (250-300 rpm) hasta alcanzar una
densidad optica (D.O.600)= 0.7-0.8. A esta densidad se agreg6 el inductor IPTG (isopropil-p-
D-1-tiogalactopirandsido) a una concentracion final de 1 mM. Luego se incubod el cultivo a
25°C durante 5 horas con agitacion constante. Transcurridas las 5 horas, se centrifugo el

cultivo durante 20 minutos a 3500 xg a 4°C. La pastilla se congel6 a -20°C.

Posteriormente, se descongelod y se resuspendid en 20 ml de buffer de lisis (Na2HPO4
50 mM, NaCl 300 mM, pH 8) al que se le afiadié 10% de glicerol y una tableta de inhibidores
de proteasas (ROCHE). Después se agregaron 10 mg de lisozima y se incub6 durante 30
minutos en hielo. Transcurrida la media hora, las células se sonicaron en un aparato Branson
250 con una intensidad de 50% y con una potencia de 4 a 5 por un minuto; se repiti6 el

proceso durante 3 veces mas incubando a las células en hielo todo momento.

El extracto celular se centrifugd a 30, 000 xg, durante 30 minutos a 4°C

posteriormente se colectd el sobrenadante y se incubd con 800 pl de resina de agarosa
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acoplada a Ni**, NiNTA (Qiagen) durante 3 horas a 4°C con agitacion constante. A
continuacion, la resina se lavé con 10 ml de amortiguador de lisis adicionado con glicerol
10% y posteriormente con 50 ml de amortiguador de lisis e imidazol en concentraciones

diferentes (20, 40, 60, 80 y 100 mM).

La proteina His-CheAl se eluyd con el mismo amortiguador que contenia glicerol al
10% e imidazol 400 mM. A la postre, se dializ6 en el siguiente amortiguador: HEPES 33
mM, KCI 50 mM, MgCl, 5 mM, DTT 0.1 mM, EDTA 0.1 mM y glicerol 10% pH 8 utilizando
una membrana de dialisis que impide el paso de moléculas mayores a 14 000 Da. Luego de
obtener el dializado, se utilizé un sistema de concentracion Millipore (Amicon Ultra), que
impide la salida de moléculas de un peso molecular mayor a 30,000 daltones (Molecular
Weight Cutt Off). En el volumen obtenido se cuantificé la proteina mediante un analisis TCA-

Lowry.

e CheY1l
Esta proteina se obtuvo a partir de su sobreexpresion en la cepa M15 [pREP4]

Se inocularon 500 ml de medio de cultivo LB adicionado con ampicilina [200 pg/ml]
y con kanamicina [25 pg/ml], con 1/100 de volumen de un cultivo que se encontraba en fase

estacionaria.

El cultivo se creci6 a 37°C con agitacion constante (250-300 rpm) hasta alcanzar una
densidad 6ptica (D.Oso0)= 0.5-0.6; en este momento se agrego el inductor IPTG (isopropil-
B-D-1-tiogalactopirandsido) a una concentracion final de 0.1 mM, después se incubd el
cultivo a 37°C durante 4 horas con agitacion constante. Luego, el cultivo se centrifugo

durante 20 minutos a 3,500 xg a 4°C. La pastilla se congeld a -20°C hasta su posterior uso.

La pastilla celular se resuspendi6 en amortiguador TMNDG (Tris-HCI 50 mM pH 8,
MgCl> 5 mM, NaCl 150 mM, DTT 1 mM y glicerol 10%) con 20 mM de imidazol ademas,
se anadio a una pastilla de inhibidores de proteasas (Roche) y el extracto se mantuvo en hielo.
A continuacion se sonico utilizando un sonicador Branson 250 con una intensidad de 50% y

con una potencia de 4 a 5 durante un minuto; el proceso se realizo seis veces.
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El extracto celular se centrifugd a 30,000 xg, durante 30 minutos a 4°C
posteriormente se colectd el sobrenadante y se incubo con 500 pl de resina de agarosa

acoplada a Ni?*, NiNTA (Qiagen) durante toda la noche a 4°C con agitacion constante.

La resina fue lavada con 20mM de imidazol y 0.1% de tritén, y después, con 40 mM
de imidazol. La proteina CheY1 se eluydé con 200 mM de imidazol. Posteriormente se dializ
a la proteina en amortiguador (HEPES 33 mM, KCI1 50 mM, MgCl, 5 mM, NaCl 150 mM,
DTT 0.1 mM, EDTA 0.1 mM y glicerol 10%) y se concentré utilizando un sistema Millipore
(Amicon ultra 30,000 MWCO).

o CheY2

Esta proteina se purifico en condiciones desnaturalizantes a partir de la cepa MI15

[pPREP4] que ademas contenia un vector inducible pQE30.

Para la induccion se creci6 un cultivo de 100 ml de LB (previamente inoculado con 1/100
de un cultivo que se encontraba en fase estacionaria) a 37°C con agitacion constante y cuando
éste alcanzo una densidad optica (D.Os00)= 0.6 se agrego el inductor IPTG (isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido) a una concentracion final de 0.1 mM. Posteriormente las células se
cosecharon centrifugando el cultivo a 3,500 xg; el boton celular se congelo a -20°C hasta su

uso.

Para purificar a la proteina se resuspendio el boton en amortiguador (150 mM NacCl,
50 mM Tris pH 8, 1 mM DTT, pH 7.5) y posteriormente se sonicé (con un sonicador
Branson) 4 veces por 1 minuto cada uno con una potencia de 5 y una intensidad de 50%.
Inmediatamente después se centrifugo el extracto celular a 30, 000 xg, 30 minutos a 4°C. El
sobrenadante fue desechado y la pastilla resultante se tratdé con el protocolo de lavado de

cuerpos de inclusion descrito arriba.

Después de lavar los cuerpos de inclusion se resuspendi6 la pastilla en amortiguador
PBS pH 7.3 y urea 8 M para desnaturalizar a la proteina. Se incubd durante toda la noche a
4°C con el propodsito de resuspender los agregados de proteina. Posteriormente se incubaron
2.5 ml (previamente diluidos 1:2 en amortiguador con urea 8 M) con 700 pl de resina de
agarosa acoplada a Ni** (marca Qiagen) a 4°C toda la noche. Al dia siguiente se purifico la
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proteina; el volumen se paso por una columna y la resina se lavo con 10 ml de amortiguador
PBS pH 7.3 y urea 8 M y posteriormente se adicionaron dos lavados con el mismo

amortiguador adicionando 10 mM y 20 mM de imidazol.

Finalmente la proteina se eluyd con 3.5 ml del mismo amortiguador que
contenia 250 mM de imidazol. La renaturalizacién se realizo por medio de una diélisis en un
amortiguador que contenia: Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl 150 mM, DTT 1 mM, glicerol 10%,
L-arginina 0.5 M pH 8. Una vez renaturalizada se sometio a una segunda dialisis en el mismo
amortiguador pero esta vez sin L-arginina. Luego se concentrd utilizando un sistema
Millipore (Amicon ultra 30,000 MWCO) para luego ser cuantificada por el método de TCA-

Lowry.

e CheYS5S

Para la sobreexpresion de esta proteina se utilizo la cepa de E. coli JIM109. Se
inocularon 2 cultivos de 500 ml de medio 2YT (adicionado con ampicilina [200 pg/ml]) con
25 ml de un cultivo previamente crecido a 30°C durante toda una noche. Los cultivos se
crecieron a 30°C (D.Oe00)= 0.8. Una vez alcanzado este punto, se agreg6 1 mM de IPTG
(isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido) y se volvid a incubar el cultivo a 30°C durante 4 horas
mas. Posteriormente se cosecharon las células centrifugando el cultivo a 3,500 xg y se

congelo la pastilla a -20°C hasta su uso.

Para la purificacion, se resuspendio la pastilla en 25 ml de amortiguador TMNDG
(Tris-HC1 50 mM pH 8, MgCl> 5 mM, NaCl 150 mM, DTT 1 mM y glicerol 10%) adicionado
con 1 tableta de inhibidores de proteasas (Roche) y 20 mM de imidazol. Después se sonicod
(en un sonicador Branson) 4 veces por 1 minuto cada uno con una potencia de 5 y una
intensidad de 50%, luego se centrifugd 30 minutos a 30, 000 xg. Se recupero el sobrenadante
y se incubd con 0.5 ml de resina acoplada a Ni**, Ni-NTA (Qiagen) 1 hora a 4°C con agitacion
constante. Posteriormente se lavo la resina con 25 ml de amortiguador TMNDG con 0.1% de
Triton X-100 y 20 mM de imidazol, se realizaron dos lavados mas con 10 ml del mismo

amortiguador adicionado con 30 mM y 40 mM de imidazol.
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La proteina se eluy6 con 10 ml de amortiguador TMNDG con 100 mM de imidazol.
Finalmente la proteina se dializ6 en el mismo amortiguador que las proteinas CheAl, CheY1,
CheY2 y MBP-CheY2 (HEPES 33 mM, KCI 50 mM, MgCl, 5 mM, NaCl 150 mM, DTT 0.1
mM, EDTA 0.1 mM vy glicerol 10%) y se concentr6 utilizando un sistema Millipore (Amicon
ultra 30,000 MWCO) para posteriormente ser cuantificada.

e GST-CheY1

Se inoculé un medio de 500 ml de medio 2YT adicionado con ampicilina [200 pg/ml]
con 1/50 de un cultivo en fase estacionaria, El cultivo se crecié a 30°C en agitacion constante
(250 rpm) hasta llegar a una densidad oOptica (D.O.s00)= 0.6. Posteriormente se anadio
inductor IPTG a una concentracion final de 0.1 mM vy el cultivo se crecid a 25°C durante 2

horas y se centrifugd durante 20 minutos a 3500 xg a 4°C. La pastilla se congel6 a -20°C.

Cada boton celular se resuspendié en 20 ml de amortiguador TMNDG (Tris-HCI 50
mM pH 8, MgCl> 5 mM, NaCl 150 mM, DTT 1 mM y glicerol 10%) que contenia una pastilla
de inhibidores de proteasas, posteriormente se sonic6 3 veces durante 20 segundos cada vez
(a una intensidad de 100%). El extracto celular se centrifugd a 4°C durante 30 minutos a
30,000 xg y la fraccion soluble se incubd con 0.8 ml de resina glutation agarosa durante 30
minutos a 4°C con agitacion constante. Después se lavo la resina 3 veces con 10 ml de
amortiguador TMNDG cada vez. La proteina se eluyd con 10 ml de amortiguador TMNDG
que ademas contenia 5 mM de glutation reducido (GSH). Después de obtener a la proteina,

ésta se dializ6 en amortiguador TMNDG del mismo modo que GST-CheYS5S.

e GST-cheY5

Se inocul6 un cultivo de 500 ml de LB adicionado con ampicilina [200 pg/ml] con
1/50 de un cultivo en fase estacionaria. El cultivo se crecié a 30°C con agitacion constante
hasta alcanzar una densidad optica (D.O.s00)= 0.75-0.8. Al llegar a este punto, se agrego el
inductor IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido) a una concentracion final de 0.1 mM.
Después se incubo el cultivo a 25°C durante 2 horas con agitacion constante. A continuacion,

el cultivo se centrifugd durante 20 minutos a 3500 xg a 4°C. La pastilla se congel6 a -20°C.
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El paquete celular se resuspendié en amortiguador PBS (NaCl 140 mM, KCl1 2.7 mM,
Na;HPO4 10 mM, KH>PO4 1.8 mM) pH 7.3 complementado con una tableta de inhibidores
de proteasas (Roche). El extracto se sonic6 en utilizando un sonicador Branson 250 con una
intensidad de 50% y con una potencia de 4 a 5 por un minuto en cuatro ocasiones. Se
centrifugé a 30,000 xg, durante 30 minutos a 4°C, se colecto el sobrenadante y se incubd con

1.5 ml de resina de glutation durante 30 minutos a temperatura ambiente.

La resina se lavo con amortiguador PBS pH 7.4, luego se lavé nuevamente con PBS
pH 7.4 mas 0.5 mM de glutation reducido y finalmente se eluy6 a la fusion GST-CheY'5 con
Tris-base 50 mM pH 8 adicionado con 5 mM de glutation reducido. Posteriormente, se
dializ6 a la proteina purificada en amortiguador TMNDG (Tris 50 mM pHS8, MgCl 5 mM,
NaCl 450 mM, DTT 1 mM y glicerol 10%) y se utilizé un sistema de concentracion Millipore
(Amicon Ultra, 10,000 Molecular Weight Cut Off).

Purificacion GST-CheY?2 en condiciones nativas

Se inocul6 un cultivo de 2 litros de medio LB que contenia ampicilina [200 pg/ml]
con 1/100 de un cultivo crecido previamente durante toda la noche. Se crecieron las células
hasta alcanzar una densidad optica (D.O.s00)= 0.6-0.7 y posteriormente se indujo el cultivo
con 1 mM de IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido) a 25°C durante 1 hora con
agitacion constante. Posteriormente se cosecharon las células y se centrifugaron a 30,000 xg

durante 20 minutos

Para la purificacion de GST-cheY2 se incubd la fusion durante una hora a 4°C con 2
ml de una resina de glutation (Glutathione sepharose); posteriormente la resina se lavd con
50 ml de amortiguador PBS (NaCl 140 mM, KCl 2.7 mM, Na,HPO4 10 mM, KH>PO4 1.8
mM) pH 7.3. Finalmente la proteina se eluyé con un amortiguador que contenia Tris-HCI 50

mM pH 8 y glutation reducido 10 mM.
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Purificacion GST-CheY2 en condiciones desnaturalizantes

Se indujo un cultivo de 100 ml de LB adicionado con ampicilina [200 pg/ml] con
1/100 de un cultivo crecido previamente durante toda la noche. Las células se crecieron a
37°C con agitacion constante (250 rpm) hasta una densidad optica (D.O.600)=0.64. Al
alcanzar esta densidad se agrego el inductor IPTG a una concentracion final de O.1 mM y
nuevamente se incubd el cultivo a 37°C durante 4 horas. Las células se cosecharon
centrifugando a 3,500 xg a 4°C para después congelar el paquete celular a -20°C para su

posterior uso.

Para la purificacion, se resuspendio la pastilla en 10 ml de amortiguador PBS (NaCl
140 mM, KCl 2.7 mM, Na;HPO4 10 mM, KH>PO4 1.8 mM) pH 7.3 para después romper a
las células por sonicacion. Se sonico 7 veces por 45 segundos cada vez, a una intensidad de
50%, luego se centrifugd el extracto celular a 30,000 xg por 10 minutos a 4°C. Se desech¢ la

fraccion soluble y se guardo la fraccion insoluble a — 70°C hasta su uso.

La pastilla se tratd6 con el protocolo de lavado de cuerpos de inclusion antes
mencionado. Una vez aplicado el tratamiento, la pastilla resultante se resuspendié en un
amortiguador desnaturalizante (PBS pH 7.3, urea 8 M) y se incubd durante toda la noche a
4°C. Posteriormente se ultracentrifugd durante 1 hora a 160,000 xg y la fraccion soluble se
diluy6 1:5 con amortiguador desnaturalizante. A continuacion, se prosiguio a renaturalizar la
proteina mediante una dialisis en el siguiente amortiguador: PBS pH 7.3, Triton X-100 0.1%

v/v, B-mercapto etanol 8 mM, glicerol 20%.

Al obtener a la proteina renaturalizada, ésta se incubo con 1 ml de resina glutation
sefarosa durante toda la noche a 4°C. Posteriormente se lavo la resina 3 veces con 10 ml de
amortiguador PBS pH 7.3 y se eluyd a la proteina en el mismo amortiguador complementado
con Tris-HCI 50 mM pH 8 y 10 mM de glutation reducido. Luego de purificar a la proteina,

¢ésta se dializ6 en amortiguador PBS pH 7.3 para su posterior digestion.

Digestion de GST-cheY2 utilizando la enzima trombina.

Se ha descrito que la proteina GST puede ser removida después de la purificacion de

una fusion mediante una escision con proteasas especificas de un sitio. Este enfoque ha sido
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muy util para algunas proteinas de fusion que contienen el sitio de reconocimiento del factor
Xa, o de colagenasa también conocido como trombina. No obstante, algunas veces ha sido
ineficaz tal vez debido a la insolubilidad de las proteinas de fusion o la presencia de reactivos

desnaturalizantes. (Smith et al., 1988).

Con el objetivo de separar la fusion GST-CheY?2 y obtener asi solo al regulador de
respuesta CheY?2 seguimos un protocolo para la separacion de la fusion utilizando al factor

Xa. Esta enzima reconoce la secuencia especifica Leu Val Pro Arg Gly Ser.

Sobreexpresion y purificacion de la fusion MBP-CheY2

Para la sobreexpresion de esta fusion se utilizo a la cepa de E. coli IM109. Una vez

inoculado un cultivo se siguié una curva en el tiempo tomando alicuotas de células.

Se puso un cultivo de 100 ml de LB adicionado con ampicilina [200 pg/ml] inoculado
con 1/100 de un cultivo en fase estacionaria. Cuando alcanzé una (D.0.600)=0.6 se agrego6 el
inductor IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido) a una concentracion final de 0.1 mM.
El cultivo se creci6 a 37°C durante 3.5 horas. Posteriormente se cosecharon las células y se

congelaron a -20°C hasta su uso.

Para la purificacion, la pastilla celular (proveniente de una induccion de 100 ml) se
resuspendio en 10 ml de buffer TNE (Tris-HCl 50 mM pH 7.4, NaCl 200 mM, EDTA 1 mM)
adicionado con una pastilla con inhibidores de proteasas (Roche). Luego se sonico durante
15 segundos por 6 veces y posteriormente se centrifugd 10 minutos a 30,000 xg. El
sobrenadante se incub6 durante 2 horas con 200 pl de resina de amilosa a 4°C con agitacion

constante.

Posteriormente la resina se lavo con 10 ml de buffer TNE dos veces y la proteina se
eluy6 con 5 ml del buffer TNE adicionado con 10 mM de maltosa. Se tomaron alicuotas de

la purificacion y se analizaron en un gel SDS-PAGE 17.5%.
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Fosforilacion de los reguladores de respuesta CheY1, CheY2, CheYS y las fusiones
GST-cheY1, GST-cheY2 y GST-cheY5 con Ac¥?P (Ferré et al., 2004)

Una vez purificadas las proteinas se hicieron fosforilaciones de cada regulador de
respuesta (CheY1, CheY2 y CheY5) y de cada fusion (GST-CheY1, GST-CheY2 y GST-
CheY5) utilizando acetil fosfato radioactivo (Ac*’P) como donador de fosfatos, para intentar

determinar el comportamiento de fosforilacion mediante el calculo de las vidas medias.

Para estos ensayos se utilizd cada proteina a una concentraciéon de 10mM, se incubd
con acetil fosfato radiactivo durante una hora y posteriormente se agregé6 AcP no marcado
radiactivamente para observar el fendmeno de desfosforilacion en el tiempo. Una vez
agregado el acetil fosfato no marcado se tomaron alicuotas de 10 pl cada 5 segundos durante
1 minuto y se resuspendieron en buffer de carga. Las muestras fueron analizadas en geles
17.5% de acrilamida que posteriormente se tifieron durante 15 minutos con una solucion de
azul de Coomassie R-250 y se destifieron utilizando una solucién de acido acético 25% v/v
y metanol 50% v/v. Luego de obtener los geles destefiidos, se procedid a secarlos y
exponerlos toda la noche en placas de fosfoimagen que posteriormente fueron reveladas

utilizando un equipo Thyphoon.

Ensayos de Autofosforilacion in vitro de CheAl con [y3?P]-ATP (Alvarez et al., 2010)

Los ensayos se realizaron utilizando [y>?P]-ATP. Después de obtener a la proteina
purificada, dializada y concentrada se incub¢ a la proteina a una concentracion de 3 uM con
[y ¥*P]-ATP. Una vez adicionada la marca, se tomaron alicuotas de 10 pl a distintos tiempos
durante 15 minutos. Las muestras fueron analizadas en geles de acrilamida 17.5% corridos a
100V durante 1.5 horas. Posteriormente se tifieron durante 15 minutos utilizando una
solucion de azul de Coomassie R-250 y se destifieron utilizando una solucion de
metanol/acido acético. Luego de desteiiir los geles, se procedid a secarlos y exponerlos toda
la noche en placas de fosfoimagen que posteriormente fueron reveladas utilizando un equipo

Thyphoon.
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Ensayos de Desfosfosforilacion in vitro de CheAl con [y32P]-ATP

Para estos ensayos se incubo la histidin cinasa a una concentracion de 3 uM con [y
32P]-ATP durante una hora, transcurrido el tiempo se paso por una columna de Penefsky*
con el objetivo de eliminar el fosfato no incorporado a la proteina. Inmediatamente después
se tomaron alicuotas a distintos tiempos durante 30 minutos. Las muestras fueron procesadas

de la misma manera que en los ensayos anteriores.

Ensayos de fosfotransferencia in vitro de CheAl1-CheY1, CheAl1-CheY2 y CheAl-
CheY5 con [y32P]-ATP

Los ensayos se realizaron utilizando [y>*P]-ATP. Cada uno de los ensayos se llevo

a cabo utilizando una relacion 1:2 de proteina, es decir, 1 de CheAl y 2 de CheY (1,2 0 5).

Una vez purificada y dializada la proteina CheA1, se incub6 con [y?P]-ATP durante
una hora. Luego se pasé por una columna de Penefsky* para eliminar la marca no
incorporada a la proteina. Posteriormente se agreg6 el regulador de respuesta CheY, y a partir
de ese momento se tomaron alicuotas de 10 pl cada 5 segundos durante 5 minutos. Estas
muestras se resuspendieron en 5 pl de buffer de carga y se resolvieron en un gel de acrilamida

17.5%. Los geles fueron procesados de la misma manera que los ensayos de fosforilacion.

*Columna de Penefsky: se hace utilizando una jeringa de insulina, se le quita el
émbolo y se introduce una esfera hecha con lana de vidrio de aproximadamente 1cm de
diametro, esta esfera funciona como filtro. Una vez anclada la pequefia esfera en el fondo de
la jeringa ésta se rellena con Iml de resina sephadex G50 previamente equilibrada en el
amortiguador de CheAl; se centrifuga para eliminar los restos de buffer y queda lista para

utilizarse.

Ensayos de Competencia in vitro de CheA1/CheY1/MBP-CheY2 y CheA1/CheY5/MBP-
CheY2 utilizando [y32P]-ATP.

Para la realizacion de estos ensayos también se utilizo [y>*P]-ATP como donador de

fosfatos. Una vez pre incubada la histidin cinasa CheA1l con la marca durante una hora, la
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muestra se pasé por una columna de Penefsky y posteriormente se agregd una combinacioén
de dos reguladores de respuesta (MBP-CheY2/CheY1 o MBP-CheY2/CheY5) segun fuera
el caso. Una vez agregados los reguladores de respuesta se procedi6 a tomar alicuotas de 10
ul de muestra y se resuspendieron en 5ul de buffer de carga. Las muestras se resolvieron en
geles 17.5% de acrilamida y se procesaron de la misma manera que en los ensayos anteriores.

Luego, se expusieron en placas de fosfoimagen y se revelaron en un equipo Thyphoon.

Analisis densitométricos y estadisticos

Una vez realizados los ensayos de fosforilacion, fosfotransferencia y competencias se
procedié a analizar mediante el programa imageJ, cada una de las placas de fosfoimagen
obtenidas durante estos ensayos para asi determinar las densitometrias de estas placas. Luego
de obtener los datos de las densitometrias, se calcularon los porcentajes de saturacion de las
marcas obtenidas tomando siempre como el 100% a CheAl; para ello se utiliz6 el programa
Excel (version 2013). Posteriormente se introdujeron los datos porcentuales en el programa
GraphPad Prism (version 4) para poder obtener los datos estadisticos finales, asi como las

gréaficas presentadas en este trabajo.
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RESULTADOS

Purificacion de las proteinas recombinantes CheAl, CheY1 y CheYS5.

En organismos vivos, los sistemas de dos componentes son los encargados de
desencadenar una via de sefalizacion en respuesta a un estimulo. Estan formados por una
proteina cinasa con capacidad de autofosforilarse que en su estado fosforilado es capaz de
donar un grupo fosforilo a un regulador de respuesta. Resultados previos (Martinez-del
Campo et al., 2011) sugieren que el cheOpl es el encargado de controlar la regulacion del
sistema flagelar 2 de R. sphaeroides. Este operon es un operdén quimiotactico en el cual se
encuentran los genes que codifican para las proteinas CheY5, McpB, Tlps, McpA, CheD,
CheY1, CheAl, CheWl1, CheR1, CheY2 y un marco de lectura abierta RSP2431. Sin
embargo, este trabajo solo se enfoca en el estudio de la histidin cinasa CheAl y los

reguladores de respuesta CheY 1, CheY2 y CheYS5.

Con el fin de sustentar ain mas estos resultados se decidid analizar la funcion de la
histidin cinasa CheAl y cada uno de los reguladores de respuesta CheY 1, CheY2 y CheY5 a

través de un enfoque bioquimico.

Purificacion de la histidin cinasa CheAl

Se comenz6 con la proteina CheAl, para ello se purificd siguiendo el protocolo
previamente descrito en los materiales y métodos con el cual la proteina se obtiene en
condiciones nativas. Esta proteina se encuentra clonada en el vector de sobreexpresion

pQE30 en la cepa M15 [pREP4] y es inducida con ImM de IPTG a 25°C. (Figura 13).
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Figura 13. Purificacion de la histidin cinasa CheAl. A) Gel SDS-PAGE 12.5% tefiido con azul de Coomassie, se
muestran los lavados con 80 mM y 100 mM de imidazol asi como las eluciones obtenidas de la purificacion de
CheAl. B) Gel SDS-PAGE 12.5% tefiido con azul de coomassie se observa en el carril izquierdo a la proteina sin
concentrar y en el carril derecho a la proteina concentrada con 0.01% de triton X-100.

En el gel puede observarse que la proteina eluye en un peso de aproximadamente 80
kilodaltones, aunque su peso real es de (76 133 Da). También se puede ver que no se
encuentra del todo limpia, ademds de que se purifica muy poca debido a que el pegado a la
resina es muy ineficiente a pesar de que la proteina se induce bien. Para poder concentrarla
(Figura 13, panel B) fue necesario incubar previamente a la proteina con 0.1% v/v de Tritén
X-100 a 4°C. El triton es un tensoactivo no i6nico que ayuda a solubilizar a las proteinas, en
el caso de esta proteina, cuando no se anade el triton la proteina se agrega durante el proceso

de concentracion.

Para tener la certeza de que nuestra proteina era la que eluia en el peso aproximado
de 80 kDa se decidi6 hacer un ensayo de inmuno réplica tipo Western blot. Para este ensayo
se corrido un gel 12.5% de acrilamida, posteriormente se transfiri6 a una membrana de
nitrocelulosa; €ésta se incubd con el anticuerpo a-His a una dilucion de 1:10,000 y se reveld
mediante una reaccion de quimioluminiscencia (Figura 14). En el radiograma puede
observarse la banda correspondiente a la proteina CheAl; sin embargo, también se observan
otras bandas las cuales pueden ser producto de degradacion, una version corta de CheAl o

bien, proteinas contaminantes que co-eluyen durante la purificacion.
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Figura 14. Inmunoréplica tipo Western blot. Anticuerpo a-His dilucion 1:10,000. Gel SDS-PAGE
12.5%. En el radiograma se muestran fracciones de la proteina CheAl concentrada de dos purificaciones
independientes.

Fosforilacién in vitro de CheAl con adenosin trifosfato [y32P]-ATP

Después de haber obtenido a la proteina pura y dializada en amoriguador (HEPES 33
mM, KC1 50 mM, MgCl> 5 mM, DTT 0.1 mM, EDTA 0.1 mM y glicerol 10%) y concentrada
se prosigui6 a realizar curvas de fosforilacion y desfosforilzacion in vitro utilizando [y ?P]-

ATP. Para ello se utiliz6 a la proteina a una concentracion de 3uM.

Para los ensayos de fosforilacion se incub6 a la proteina con [y>?P]-ATP. Una vez
adicionada y mezclada la marca, se tomaron alicuotas de 10ul a diferentes tiempos y se
resuspendieron en 5 pl de amortiguador de carga para detener la reaccion de fosforilacion.
Posteriormente las muestras se resolvieron en un gel SDS-PAGE 17.5%, éste se tind durante
15 minutos en una solucién de azul de Coomassie y se destifio durante 15 minutos en una
solucion de acido acético 25% v/v y metanol 50% v/v. Posteriormente el gel se secod y se
expuso durante toda la noche en una placa de fosfoimagen que después fue revelada mediante

un escaner laser sensible a marcadores radioisotopicos (Figura 15).
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Figura 15. Cinética de Fosforilacion in vitro de CheAl con [y>?P]-ATP. A) Cinética obtenida al graficar
todos los ensayos realizados. B) Placa de fosfoimagen obtenida a partir de la exposicion de un gel SDS-
PAGE 17.5% con muestras marcadas radiactivamente.

En la grafica obtenida (Figura 15, panel A), a partir del analisis densitométrico de
las placas de fosfoimagen (Figura 15, panel B), se puede observar que la proteina comienza
a fosforilarse desde el minuto 1 donde alcanza hasta un 30% de fosforilacion, a los 20 minutos
se alcanza hasta un 80%, mientras que su maximo punto se encuentra alrededor de los 45
minutos con un 95% de fosforilacién aproximadamente. A partir de ese tiempo, se observa

un decaimiento, sin embargo éste no parece ser muy drastico.

Desfosforilacion in vitro de CheAl con adenosin trifosfato [y3*P]-ATP

Tras realizar los ensayos de fosforilacion se prosiguid con los ensayos de
desfosforilacion in vitro (Figura 16). Para estos ensayos se incubo a la proteina, previamente
dializada y concentrada, con [y>?P]-ATP durante una hora. La proteina se utilizo a una
concentracion de 3 uM. Al término de la hora, ésta se pasoé por una columna de Penefsky
(ver materiales y métodos) para eliminar el fosfato no incorporado a la proteina y se tomaron
alicuotas de 10 pl a diferentes tiempos que luego se resuspendieron en amortiguador de carga

para detener la reaccion. Estas muestras se resolvieron en un gel desnaturalizante de
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poliacrilamida que posteriormente siguid6 el mismo tratamiento que los ensayos de

fosforilacion.
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Figura 16. Cinética de Desfosforilacién in vitro de CheAl con [y3?P]-ATP. A) Cinética obtenida al
graficar todos los ensayos realizados. B) Placa de fosfoimagen obtenida a partir de la exposicion de un

gel SDS-PAGE 17.5% con muestras marcadas radiactivamente.

En la grafica y en la placa puede observarse que luego de eliminar el fosfato no

incorporado a la proteina mediante la columna de Penefsky, la proteina se mantiene

fosforilada incluso hasta por 15 minutos mas (900 segundos). La proteina fosforilada es muy

estable.

Purificacion de proteinas recombinantes CheY1 y CheY5

Posteriormente se prosiguié con la purificaciéon de los reguladores de respuesta

CheY1 y CheYS5. El gen que codifica para la proteina CheY 1 se encuentra clonado en la cepa

M15 [pREP4] pQE30, mientas que la proteina CheY5 se sobreexpresa a partir de la cepa

JM109 pQE30. Estas dos proteinas se purificaron de manera similar, las pastillas celulares
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se resuspenden en el buffer TMNDG (descrito en materiales y métodos) con 20 mM de
imidazol y una pastilla de inhibidores de proteasas, se sonica y se centrifuga como se
describio en la seccion de materiales y métodos. El sobrenadante se incuba con 1 ml de resina

de agarosa acoplada a Ni**; ambas se obtienen solubles. En la Figura 17 se pueden observar

fracciones de cada una de las purificaciones.
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Figura 17. A) Purificaccion de CheY 1. B) Purificacion de CheY5. Geles SDS-PAGE 17.5%. En ambos geles
se muestra una fraccion antes de la induccion de la proteina (S/I), una muestra de la proteina inducida (IN),
la fraccion soluble incubada con la resina (SN), las proteinas que no se pegaron a la resina (FT), los lavados
a la resina con 20mM (L20) y 40Mm (L40) de imidazol. Asi como las eluciones de cada proteina obtenidas.

Fosforilacién in vitro de CheY1 y CheY5 con acetil fosfato (Ac¥?P)

Una vez obtenidas las proteinas CheY1 y CheY5, éstas se dializaron en el
amortiguador TMNDG (Ferré et al., 2004). Posteriormente se hicieron ensayos de
fosforilacion in vitro utilizando Ac*’P (Figura 18). Tras concentrar las proteinas, éstas se
incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente con Ac*?P. Luego, se agregd a cada
una AcP (no marcado radiactivamente) a una concentracion de 100 mM con el fin de

intercambiar el fosfato radioactivo por el no marcado y asi poder observar la desfosforilacion

de las proteinas.
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Figura 18. Cinéticas de Desfosforilacion in vitro con Ac*?P de CheY1 y CheY5. Placas de fosfoimagen
obtenidas a partir de la exposicion de geles SDS-PAGE 17.5% con muestras marcadas radiactivamente.
A) CheY1 fosforilada, B) CheY5 fosforilada

Fosfotransferencia in vitro de CheAl a CheY1 y de CheAl a CheY5

Después de obtener puras a las proteinas CheAl, CheY1 y CheY5 se dializaron en el
mismo amortiguador (HEPES 33 mM, KCI1 50 mM, MgCl, 5 mM, DTT 0.1 mM, EDTA 0.1
mM y glicerol 10% pH 8). Para las proteinas CheY fue necesario adicionar NaCl 150 mM.

La proteina CheAl se incub6 con [y*?P]-ATP durante una hora, posteriormente se
pasé por una columna de Penefsky y se tomo la cantidad requerida para que en la reaccion
con CheY1 o CheY5 quedara a una relacion 1:2. Luego de agregar CheAl a algiin regulador
de respuesta CheY, se tomaron alicuotas de 10 pl de muestra y se resuspendieron en 5 pl de
mezcla de carga. Las muestras se resolvieron en geles desnaturalizantes de poliacrilamida, se
tifieron, destifieron y secaron para finalmente exponerse en placas de fosfoimagen y revelarse

en un escaner Thyphoon (Figura 19).
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Figura 19. Cinéticas de Fosfotransferencia in vitro con [y3?P]-ATP. A) Cinética de fosfotransferencia de
CheAl a CheY1 obtenida a partir del analisis de 4 ensayos. B) Placas de fosfoimagen de CheAl a CheY'1
obtenida a partir de la exposicion de un gel SDS-PAGE 17.5% con proteinas marcadas radiactivamente.
C) Cinética de fosfotransferencia de CheAl a CheY5 obtenida a partir del andlisis de 4 ensayos. D)
Fosfoimagen de la fosfotransferencia de CheAl a CheY5 obtenida a partir de la exposicion de un gel

SDS-PAGE 17.5% con proteinas marcadas radiactivamente.
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Obtencion de la proteina CheY2

Debido a que los reguladores de respuesta CheY 1, CheY2 y CheY5 poseen el mismo
peso molecular (13 905 Da) se decidid trabajar con fusiones con la proteina glutation S-
transferasa (GST) para posteriores ensayos de competencia en los cuales se requeria

distinguir a los reguladores de respuesta por peso molecular.

La fusion GST-CheY?2 era crucial para la realizacion de este trabajo debido a que el
regulador de respuesta CheY2 no habia podido purificarse por medio de los protocolos
probados en el laboratorio. Ademas, en estudios previos (Martinez-del Campo ef al., 2011)
se observo que la delecion del gen que codifica para esta proteina ocasiona un fenotipo con
un cambio muy drastico en el patrén de nado de R. sphaeroides. Cuando cheY2 no esta
presente la bacteria es incapaz de nadar. Por tales motivos fue necesario enfocarse en la
purificacion de la fusion GST-CheY?2 ya que una vez purificada se podria intentar separar la

fusién mediante enzimas de corte especifico y asi obtener solo a la proteina CheY2.

Previamente en el laboratorio se establecieron las condiciones de purificacion para
las fusiones GST-CheY1 y GST-CheY5 a partir de las construcciones BL21 pGEX GST-
CheY1 y BL21 pGEX GST-CheY?5, las cuales se obtienen en su forma nativa (ver anexos).
Sin embargo, para la fusion GST-CheY2 no se pudo establecer un protocolo de purificacion
en condiciones nativas debido a que la fusidon es muy inestable. Desde el momento de la
induccion se observa muy poca fusion presente, motivo por el cual al purificarla se obtiene
una cantidad infima de ésta. Aunado a los problemas anteriores, se observo que la fusion se
degrada en muy poco tiempo quedando una gran cantidad de GST libre y una fraccion casi

inexistente de la fusion GST-CheY?2 (ver anexos, Figura 27).

Debido a los anteriores problemas se decidi6 purificar la fusion a partir de cuerpos de
inclusion. Después de varias pruebas, se establecieron las condiciones favorables para su
renaturalizacion y posterior purificacion. Una vez purificada, se evalud el contenido de

estructura secundaria mediante dicroismo circular (ver anexos, Figura 30).

El siguiente paso fue encontrar las condiciones 6ptimas de digestion con la enzima
de corte, trombina. Luego de establecer estas condiciones, se intentd remover la enzima

utilizando perlas de benzamidina a las cuales la trombina puede unirse y asi evitar que siga
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actuando. De esta manera y volviendo a realizar una purificaciéon con la resina de glutatién
sefarosa se separaron a las proteinas GST y CheY2, conservando ésta ultima para posteriores

ensayos de fosforilacion, fosfotransferencia y competencia.

Al seguir esta estrategia se obtuvieron resultados positivos hasta el protocolo de la
digestion; sin embargo fue imposible remover a la Trombina y luego de unas horas, la
proteina CheY2 se dejaba de ver (ver anexos, Figura 32). Este resultado sugiere que una
vez que la proteina CheY2 es separada de GST, es muy inestable y se probablemente se

agrega.

Dados los anteriores resultados se resolvid intentar purificar a la proteina CheY2 a
partir de la construccion pQE30 CheY2/M15 [pREP4]. Las cinéticas de induccion mostraron
que toda la proteina formaba cuerpos de inclusion por lo que se establecid un protocolo de
purificacion en condiciones desnaturalizantes. Después de romper las células por sonicacion
se centrifugo y la pastilla se lavo siguiendo el protocolo de lavado de cuerpos de inclusion
(Burgess, 2009). Posteriormente, se desnaturalizo a la proteina utilizando urea 8 M y se
purificé incubando a la proteina desnaturalizada con resina de agarosa Ni-NTA. Se lavo la
resina con diferentes concentraciones de imidazol para eliminar proteinas contaminantes y la

proteina se eluy6 con 250 mM de imidazol. (Materiales y métodos).

Después se renaturalizd a la proteina mediante didlisis en un amortiguador que
contenia NaCl 150mM, Tris-HC1 pH 8 50mM, DTT 1mM, Glicerol 10% v/v y L-arginina
0.5M. A pesar de que la proteina parecia haberse renaturalizado no adquiri6 su estructura ya
que al probar su actividad mediante un ensayo de fosforilacion in vitro con Ac*?P, ésta fue

incapaz de fosforilarse.

Nota: Consultar los anexos para ver los resultados y los materiales y métodos para

mayor detalle de los protocolos.

Puificacion de MBP-CheY?2

Al no tener resultados favorables con la purificacion de la fusion GST-CheY2, con la
obtencion de la proteina CheY?2 a partir de la fusion y tampoco con la purificacion de CheY2

apartir de la cepa M 15 [pREP4] se decidi6 hacer otra fusion, esta vez con la proteina Maltose
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Binding Protein (MBP). Para ello se clond el gen que codifica para la proteina CheY2 en el
vector pMALc2x, el cual tiene la secuencia que codifica para la proteina MBP y una
resistencia a ampicilina. Una vez clonado el gen se transformo6 en las cepas de E. coli TOP-
10, BL21 (DE3), M15 [pREP4] Y JM109. Al realizar las cinéticas de induccion se resolvio
quedarse con la sobreexpresion a partir de la cepa JIM109 (Figura 20, panel B).

En la figura 20 (panel A) se muestra la induccién del plasmido vacio en el cual, al
agregar el inductor IPTG, se observa la proteina MBP; esta proteina pesa 42,482 daltones.
Esta induccion se realizdo como un control ya que al insertar el gen de cheY2 en el vector, al

inducir se muestra un ligero aumento correspondiente a CheY2 (13, 905 Da).
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Figura 20. Geles SDS-PAGE 17.5% tefiidos con azul de coomassie. A) Cinética de Induccion del
plasmido pMALc2x en la cepa TOP-10 con ImM de IPTG A 37°C. B) Cinética de induccion de la
fusion MBP-CheY?2 a partir de la construccion JIM109 pMALc2x MBP-CheY2, se indujo con 0.1mM
de IPTG a 37°C. C) Analisis de solubilidad de la fusion MBP-CheY2 luego de inducir con 0.1mM

de IPTG a 37 °C durante 4 horas.

Posteriormente se prosiguid a analizar si la proteina se encontraba soluble o formaba
cuerpos de inclusion (Figura 20, panel C). Si bien, una pequefia fraccion forma cuerpos de
inclusion, la mayor parte de la proteina se encontrd en la fraccion soluble. Con estos
resultados se prosiguio a establecer el protocolo de purificacion (materiales y métodos) para

el cual se resuspendid el paquete celular en amortiguador TNE (Tris-HCI 50 mM pH 7.4,
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NaCl 200 mM, EDTA 1 mM), las células se rompieron por sonicacion y posteriormente se
centrifugo para separar la fraccion soluble. Esta fraccion se incub6 con resina de amilosa por
2 horas a 4°C y luego se realizaron dos lavados de 10 ml con amortiguador TNE para

finalmente eluir con TNE y 10 mM de maltosa.

Debido a que la fusiéon migraba en un peso menor al esperado se decidié hacer una
inmunoréplica tipo Western blot a-CheY?2 para corroborar la presencia de nuestra proteina

(Figura 21).
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Figura 21. Gel SDS-PAGE 17.5% tefiido con azul de coomassie y Western Blot a-CheY2. A)
Purificacion MBP-CheY2 se muestran fracciones antes de la induccion, de la fraccion soluble
incubada con la resina asi como los lavados con amortiguador TNE y las eluciones de la proteina.
B) Inmunoréplica tipo Western-blot o-CheY2 1:5000, la proteina se cargd a dos distintas
concentraciones.

Fosfotransferencia in vitro de CheA1l a MBP-CheY?2

Antes de realizar este ensayo se intentd fosforilar a la fusion con Ac*?P, no obstante
y a pesar de varios intentos, fue imposible obtener a la proteina fosforilada mediante este
ensayo. Por ello, se resolvid realizar un ensayo de fosfotransferencia utilizando la cinasa
CheAl como donador de fosfatos. La primera vez que se realiz6 el ensayo (Figura 22,

paneles A y B) se tomaron tiempos de hasta 30 minutos (equivalente a 1,800 segundos); no
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obstante, se observo que después de 60 segundos se pierde la sefial de la fusion MBP-CheY?2,
mientras que la sefial de CheAl es casi nula. En el tiempo 0 (Figura 22 paneles B y D)
ademds de CheAl fosforilada, se aprecian otras proteinas contaminantes que también se

fosforilan; una de las cuales migra a la altura de la fusion MBP-CheY2. Sin embargo,
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Figura 22. Cinética de Fosfotransferencia in vitro con [y2*P]-ATP. A) Gel SDS-PAGE 15% tefiido con
azul de Coomassie; se muestra el patron de las bandas correspondientes a CheAl y a MBP-CheY2. B)
Placa de fosfoimagen obtenida a partir de la exposicion del gel de la figura A; se muestran las proteinas
CheAl y MBP-CheY2 fosforiladas. C) Cinética de fosfotransferencia de CheAl a MBP-CheY2 obtenida
a partir del analisis de 4 ensayos. D) Placa de fosfoimagen de la fosfotransferencia de CheAl a MBP-
CheY2 obtenida a partir de la exposicion de un gel SDS-PAGE 17.5% con proteinas marcadas
radiactivamente.
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A pesar de que fue imposible fosforilar a la fusion MBP-CheY?2 con Ac*?P, con las
fosfotransferencias se obtuvieron resultados alentadores y la fusion fue capaz de
transfosforilarse. La figura 22 (paneles C y D) muestra la cinética de fosfotransferencia de
CheAl a MBP-CheY?2. En la figura puede observarse que CheA1l comienza a desfosforilarse
una vez que se agrega la fusion MBP-CheY2, ¢ésta a su vez comienza a fosforilarse
inmediatamente y, conforme aumenta el tiempo también se incrementa la fosforilacion de

esta fusion; a pesar de esto CheA 1l no parece desfosforilarse completamente.

Ensayos de competencia in vitro de CheAl con MBP-CheY2 y CheY1 y de CheAl con
MBP-CheY2 y CheY5

Para estos ensayos se sigui6 una estrategia similar a los ensayos de fosfotransferencia.
Una vez que se fosforilé a la cinasa CheAl durante 1 hora con [y*?P]-ATP a temperatura
ambiente, se elimind el fosfato no incorporado mediante una columna de Penefsky.
Posteriormente, se agrego la cantidad requerida de CheA1l a una mezcla de dos reguladores
de respuesta previamente incubados, ya sea MBP-CheY2 con CheY1 o MBP-CheY2 con
CheY5 en una relacion 1:2 (1 molécula de CheAl por dos moléculas de cada CheY) y se
tomaron muestras de 10ul que luego se resuspendieron en 5ul de mezcla de carga (Figura

23).

En la figura 23 (panel A y B) se muestran los ensayos de competencia entre los
reguladores de respuesta CheY'1 y la fusion MBP-CheY2, en este caso puede observarse que
la cinasa CheAl cede de inmediato los grupos fosfato y comienza a desfosforilarse, sin
embargo, no parece tener ninguna preferencia evidente por alguno de los dos reguladores,
CheY1 o CheY2. Contrario a lo que ocurre en la competencia entre los reguladores CheY1
y CheY?2, en presencia de CheY2 y CheY5 si parece haber una clara preferencia de la cinasa
por el regulador de respuesta CheY2, en cambio CheY 5 muestra una deficiente fosforilacién

Figura 23 (paneles C y D).
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Figura 23. Ensayos de competencia mediante transfosforilacion in vitro con [y32P]-ATP. A) Gel SDS-PAGE 17.5%
teflido con azul de Coomassie; se muestra el patron de las bandas correspondientes a CheAl a MBP-CheY2 y CheY'1
B) Placa de fosfoimagen de la transfosforilacion de CheAl en presencia de MBP-CheY2 y CheY1 obtenida a partir
de la exposicion de un gel SDS-PAGE 17.5% con proteinas marcadas radiactivamente. C) Gel SDS-PAGE 17.5%
tefiido con azul de Coomassie; se muestran las proteinas CheAl, MBP-CheY2 y CheY1 D) Placa de fosfoimagen de
la transfosforilacion de CheAl en presencia de MBP-CheY2 y CheY5 obtenida a partir de la exposicion de un gel
SDS-PAGE 17.5% con proteinas marcadas radiactivamente. E) Cinética de transfosforilacion de CheAl en presencia
de MBP-CheY2 y CheY1 (N=4 ensayos). F) Cinética de transfosforilacion de CheAl en presencia de MBP-CheY2 y

CheY5 (N=4).
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DISCUSION

Evidencia genética sefiala que el operdén quimiotactico 1 (cheOpl) es el encargado de
controlar la via de sefializacion quimiotactica en el sistema flagelar 2 de R. sphaeroides
(Martinez-del Campo et al., 2011). Si bien, existen trabajos previos al presente en donde se
analiza, mediante ensayos in vitro, el comportamiento de cada uno de los reguladores de
respuesta CheY ante la presencia de la histidin cinasa CheAl (Porter et al., 2002), los
resultados obtenidos en esta tesis difieren con lo que se reporta por este grupo de trabajo.
Estas diferencias van desde la obtencion de la proteina CheY?2 hasta el comportamiento de
cada uno de los reguladores de respuesta CheY en presencia de CheAl ademds de cambios

en la fosforilacion de la propia CheAl en presencia de los reguladores de respuesta.

En este trabajo se analiza por primera vez, desde un enfoque bioquimico, la funcion
de los reguladores de respuesta CheY1, CheY2 y CheYS5 en el sistema flagelar 2 de R.
sphaeroides. A pesar de que se realizaron ensayos de fosforilacion y de fosfotransferencia in
vitro ya reportados (Porter et al., 2002), en el presente trabajo se mejoraron las condiciones
experimentales dando un mayor soporte a los resultados obtenidos. Ademas, cabe resaltar
que en este trabajo se realizaron ensayos de competencia que no se han reportado hasta el
momento. Finalmente, (y no por ello es menos importante) tras varios intentos, se logrd
purificar a la proteina CheY2 mediante una fusidon con una proteina que une maltosa (MBP).
Como se menciond anteriormente, existen reportes en donde se obtiene a la proteina CheY2
en su forma nativa (Porter et al., 2002; Martin et al., 2001); sin embargo, a pesar de haber
intentado obtener a la proteina en su conformacion nativa, siguiendo los protocolos

reportados, fue imposible replicar esos resultados.

Con los resultados obtenidos de la fosforilacion y desfosforilacion in vitro de CheAl
(figuras 15 y 16) se lograron determinar las condiciones Optimas para los ensayos de
fosfotransferencia. En la cinética de fosforilacion (figura 15), se observo que alrededor de 2
o0 3 minutos luego de incubarse con [y>2P]-ATP, la proteina CheAl ya est4 fosforilada en un
50 %, a los 20 minutos obtiene hasta un 90% de fosforilacion, mientras que a los 45 minutos
ya se ha fosforilado en un 100%. Luego de 90 minutos aun se encuentra fosforilada hasta en

un 80%.
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No obstante, se decidid determinar qué tan estable era la proteina una vez que se
eliminaba el fosfato libre, es decir, el que no se incorporé a CheAl durante la fosforilacion.
Para ello se utilizé una columna de Penefsky con la cual se elimind el fosfato libre luego de
que CheAl se fosforilo durante una hora. Con este resultado se determiné que luego de 15
minutos la proteina se mantiene fosforilada hasta un 90%, esto implica que aiin después de
eliminarse el fosfato libre, CheA1l es muy estable y es capaz de retener el fosfato incorporado

durante un largo periodo.

A diferencia de los resultados publicados referentes a la desfosforilacion de CheAl
(Porter et al., 2002; Porter et al., 2007), en el presente trabajo se implement6 el uso de la
columna de Penefsky para asegurarnos de que el efecto observado se debiera puramente al
comportamiento de la cinasa y no se debiera a que la proteina se estuviera fosforilando todo
el tiempo debido a la disponibilidad de fosfato en el medio. (Figura 16). Cabe mencionar
que ademas de la cinasa CheAl fosforilada, se observaron otras proteinas contaminantes que
también se fosforilan (Figuras 15 y 16); sin embargo, la senal de la cinasa es la que se
muestra con mayor intensidad. Por tal motivo, los andlisis densitométricos sélo se centraron

en la actividad de CheAl.

Lamentablemente no se pudieron determinar las vidas medias de los reguladores de
respuesta mediante los ensayos de fosforilacion in vitro con Ac*?P, debido a complicaciones
en el método (el método de secado utilizado entonces no era el dptimo y las marcas de
fosforilacion obtenidas, en la mayor parte de los experimentos, aparecian como marcas
difusas las cuales dificultaban el analisis densitométrico). Sin embargo, estos ensayos
realizados con CheY1l y CheY5 (la fusion MBP-CheY2 no pudo fosforilarse en estas
condiciones), muestran una clara diferencia en cuanto al tiempo en que permanecen
fosforiladas, siendo CheY5 la proteina que retiene durante mas tiempo el fosfato. A los 2.5
minutos desaparece la sefial en CheY 1, mientras que para CheY5 aun a los 5 minutos la

proteina se encuentra fosforilada (Figural8).

Mediante los ensayos de fosfotransferencia se pudo determinar que CheAl se
comporta de manera diferente ante la presencia de cada regulador de respuesta CheY1,
CheY2 o CheY5. En presencia de CheY1 (Figura 19, panel A), la cinasa decae de un 100%

de fosforilacion hasta un 60% a los 5 segundos, mientras que a los 8 segundos la fosforilacion
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ha decaido en un 50%. A partir de los 30 segundos y hasta los 60 segundos la fosforilacion
ya no decae y se mantiene en aproximadamente 35%. En presencia de CheY5 (Figura 19,
panel C), se observa que a los 5 segundos la fosforilacion de CheAl sélo decae en un 30%
(la mitad de lo que decae en presencia de CheY'1) y que a los 60 segundos apenas ha decaido
un 50%. Por otro lado, en presencia de la fusion MBP-CheY2 (Figura 22, panel A) se
observa que a los 5 segundos CheAl se encuentra fosforilada hasta en un 75 %; es decir, que
solo ha decaido un 25%. A los 60 segundos la fosforilacion de esta proteina apenas ha decaido

en un 50%, fendmeno similar a lo ocurrido en presencia de CheY5.

A diferencia de datos publicados (Porter et al., 2002), en nuestros ensayos, ya sea en
presencia de CheYl, MBP-CheY2 o CheYS5, la cinasa CheAl no se desfosforila

completamente a pesar de haberse removido el fosfato libre.

Ademas del comportamiento diferencial de desfosforilacion de CheAl en presencia
de los diferentes reguladores de respuesta CheY, destaca el hecho de que la cinasa CheAl
fosforila de manera distinta a cada uno de los reguladores de respuesta, teniendo una mayor
preferencia por el regulador de respuesta MBP-CheY2 con un pico maximo de fosforilacion
de 50% a los 30 segundos (Figura 22, paneles C y D). En segundo lugar de preferencia esta
CheY1, con un pico maximo de fosforilacion de 25% a los 15 segundos (Figura 19, panel
A). En ultimo lugar se encuentra CheY5 (Figura 19, panel B), con un pico maximo de

aproximadamente 12% a los 30 segundos.

Finalmente, con los ensayos de competencia (Figura 23) se observé que en presencia
de CheY1 y MBP-CheY2, CheAl pareciera dosificar el fosfato entre los dos reguladores. Si
bien, CheY 1 mantiene su maximo pico de fosforilacion en 25% a los 15 segundos, luego de
pasar este punto decae drasticamente hasta llegar a 0 (Figura 23, panel A); fendbmeno que
no ocurri6 cuando so6lo se encontraba CheY1 en el ensayo (después de 60 segundos CheY'1
auin se mantenia fosforilada hasta un 10%, (Figura 19, panel A)). MBP-CheY?2 a su vez, es
incapaz de llegar a su maximo punto de fosforilacion; en competencia con CheY1, la
fosforilacion de MBP-CheY?2 disminuye de 50% (observado en las fosfotransferencias
(Figura 22, panel A)) a s6lo un 20%. Sin embargo, comparada con CheY 1, MBP-CheY?2

parece reterner durante mas tiempo el fosfato.
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En presencia de CheY5 y CheY2, se observa una clara preferencia de CheAl por
MBP-CheY?2 (Figura 23, panel C) fosforilandola hasta en un 40% a los 30 segundos, muy
parecido a los resultados observados en las fosfotransferencias. Sin embargo, la proteina
CheY5 solo alcanza un 5% de fosforilacion, nivel que se mantiene hasta los 60 segundos para

posteriormente decaer hasta 0.

Estos resultados confirman lo reportado previamente en el laboratorio (Martinez-del
Campo et al., 2011) en donde se observo que solo la mutante en cheY?2 posee un fenotipo
“smooth” (no hay eventos de paro) lo que implica que la proteina MBP-CheY?2, en su forma
fosforilada , es la que interactua directamente con el motor induciendo asi los eventos de
paro. La mutante en cheY! no muestra fenotipo alguno, por lo que se descarta que sea este

regulador de respuesta quien se pegue al motor.

Los resultados de las fosfotransferencias parecen apoyar esta idea, ya que se observo
que CheAl parece fosforilar mejor a MBP-CheY?2. Sin embargo, en los resultados obtenidos
a partir de la competencia entre CheY1 y MBP-CheY2 se observa que CheAl parece
reconocer de igual manera a los dos reguladores. No obstante, al no haber un fenotipo en la
mutante en cheYl, y pese a que CheY1 es capaz de fosforilarse, se cree que este regulador
no tiene la capacidad de pegarse al motor. Por otro lado, en este mismo estudio (Martinez-
del Campo et al., 2011) se demostrd que la mutante en cheY5 presenta un fenotipo “tumbly”
que se traduce como un aumento en la frecuencia de paros o eventos de reorientacion. En
este escenario, se propuso que CheY'5 estaria actuando como una poza de fosfatos mediante
un mecanismo similar descrito para Sinorhizobium meliloti (Sourjik et al., 1998). No
obstante, los resultados obtenidos en este trabajo no concuerdan del todo con esta hipotesis.
En el presente trabajo se sugiere que, probablemente CheY5 si podria estar actuando como
una poza de fosfatos aunque no de manera convencional. Los resultados demuestran que este
regulador es capaz de fosforilarse y transfosforilarse, pero probablemente una vez que
adquiere el fosfato lo pierde muy rapidamente. Con el objetivo de develar mas informacion
acerca de la funcion de CheY5 y completar el esquema del ensayo de competencia se planea
hacer la fusion MBP-CheY5 para entonces realizar una competencia entre esta proteina y

CheY1.
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Respecto a la fusion MBP-CheY?2 permanecen algunas dudas. Con los resultados
obtenidos a partir de las fosfotransferencias y ensayos de competencia no se puede demostrar
contundentemente que la proteina sefialada como MBP-CheY?2, a lo largo de dichos ensayos,
pertenezca realmente a esta proteina, debido a que CheAl no parece estar del todo pura y una

de las proteinas contaminantes migra exactamente a la misma altura que la fusion.

Evidencia como la inmunoréplica a-CheY2, asi como los primeros ensayos de
fosfotransferencia (Figura 22, paneles A y B) muestran que si bien esta proteina
contaminante se observa fosforilada desde el tiempo 0, s6lo cuando se agrega la fusion MBP-
CheY2 hay un cambio en el patron de fosforilacion; dicho cambio se observa como un
incremento en la fosforilacion; sugiriendo asi, que es la fusion la que estd actuando. A
diferencia de lo que se observa en las fosforilaciones de CheAl (Figuras 15y 16), asi como
en las fosotransferencias con CheY1 y CheY5 (Figura 19), en ausencia de MBP-CheY?2 la
proteina contaminante no se observa de manera muy definida ni con una fosforilacion intensa
después del tiempo 0; contrario a lo que se observa una vez que MBP-CheY?2 se encuentra

en los ensayos. Estos resultados sugieren también, que es la fusion la que se esta fosforilando.

Por otro lado, cabe la posibilidad de que la proteina MBP pudiera estar causando
algiin efecto sobre el regulador de respuesta CheY?2, que a su vez tendria implicaciones en la
fosfotransferencia. Sin embargo, no existen reportes que sefialen que esta proteina (MBP), al
estar fusionada a otra, afecte negativamente a esta tltima. Contrariamente, existen reportes
en donde se demuestra que al ser una proteina altamente soluble mejora la solubilidad de la
proteina fusionada, promoviendo su correcto plegamiento (Nallamsetty et al., 2006). En estos
estudios se evaluo la actividad biologica de la estructura nativa de algunas proteinas,
posteriormente se volvid a evaluar la actividad una vez que habian sido fusionadas y no se
observaron diferencias en la actividad bioldgica de las proteinas fusionadas. Se concluyo

entonces, que MBP desempefia un papel pasivo en el plegamiento de sus parejas de fusion.

A diferencia de los resultados para CheY'1 y CheY5, la fosforilacion de MBP-CheY?2
comienza con un nivel basal de aproximadamente 20% (Figura 22, panel C). Debido a que
en el tiempo 0 (donde sélo esta presente la cinasa fosforilada) pareciera haber una sefial que
pudiera corresponder a la fusion MBP-CheY2-P. Esto se debe a que la proteina CheAl posee

pequetias cantidades de contaminantes fosforilables (Porter et al., 2002), que justamente
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migran a la altura de la fusion MBP-CheY2. En un principio se decidid restar el valor del
tiempo 0 a cada uno de los siguientes valores, sin embargo, al ser un producto fosforilable
implica que también decae conforme transcurre el tiempo. Al desconocer en qué medida lo

hace, se decidio graficar con ese 20% inicial de fosforilacion.

De acuerdo al patrén de migracion, cabe la posibilidad de que este producto
fosforilable sea una version corta de CheAl. Existen reportes para E. coli que demuestran la
existencia de una CheAr larga o CheA y una CheA corta o CheAs (Wang et al., 1996; Hao
et al.,2009; Hao et al., 2009). La CheAr (71 kDa) es la reponsable de fosforilar al regulador
de respuesta CheY, mientras que CheAs (66 kDa) es la que interactiia directamente con la
fosfatasa CheZ (proteina encargada de desfosforilar a CheY). Se sabe que la localizacion de
CheZ requiere de CheAs; esta Ultima interacciona con CheZ a través del fragmento C-
terminal del dominio P1 de CheAs, también conocido como dominio de uniéon a CheZ

(O'Connor et al., 2009).

Curiosamente se observo que, en presencia de cualquiera de los tres reguladores de
respuesta, o en combinaciones de estos reguladores, estas proteinas contaminates
fosforilables, presentes en CheAl, cambian su patron de fosforilacion y pareciera que se
intensifican (Figuras 19 (paneles B y D), 22 (panel B) y 23 (paneles B yD)). Fendmeno que

no se observa cuando se encuentra la cinasa séla.

Con base en los resultados genéticos, obtenidos previamente en el laboratorio
(Martinez-del Campo et al., 2011), y en los ensayos de competencia in vitro se generd un
modelo (Figura 24). En éste se propone que una vez que un ligando se une al quimiorreceptor
McpA, se traduce una sefial que viaja a hasta la cinasa CheAl a través de la proteina
adaptadora CheW1; luego de que CheAl recibe la sefal, ésta se activa autofosforilandose.
Cuando en el medio se encuentran solo los reguladores CheY1 y CheY?2 (equivalente a una
mutante en cheY5), CheAl fosforilaria a ambos reguladores de respuesta, sin embargo,
tendria una mayor preferencia o por CheY?2 (Figura 23, paneles A y B). Dado que la mutante
cheY I no afecta el nado (Martinez-del Campo et al., 2011), CheY?2 estaria actuando mediante

una union al motor ocasionando el fenotipo “tumbly” (Figura 24, panel A).

En presencia de los reguladores CheY2 y CheY5 (equivalente a una mutante en

cheYl), de igual manera CheAl fosforilaria a ambas proteinas. No obstante, tendria una
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mayor preferencia por CheY?2 (de acuerdo al ensayo de competencia in vitro entre estos dos
reguladores (figura 23, paneles C y D). CheY?2 fosforilada seria muy afin al rotor, sin
embargo CheY5, en su estado fosforilado tendria alglin efecto negativo ya sea sobre CheY?2
o directamente en el motor lo que impediria que CheY?2 se uniera al motor. De esta manera,
y al no haber ninglin regulador de respuesta unido al motor, el fenotipo de nado se mantiene

como en la cepa AM1 (Figura24, panel B).

Al no tener a las fusiones MBP-CheY1 o MBP-CheY5 (para poder distinguir a los
reguladores) no se logro realizar el ensayo de competencia in vitro correspondiente. Sin
embargo, para este ensayo proponemos que al estar presentes solo CheY1 y CheY5
(equivalente a una mutante en cheY?2), CheAl tendria una preferencia por la fosforilacion de
CheY1. No obstante, la evidencia genética sugiere que ésta es incapaz de pegarse al motor.
En este esquema CheY5 sola, o en conjunto con CheY1, estarian actuando de alguna forma

ocasionando que el fenotipo de nado cambie a “smooth” (Figura 24, panel C).
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Figura 24. Modelo propuesto, con base a estudios genéticos y ensayos de fosforilacion in vitro, de la funcion de los reguladores CheY1,
CheY2 y CheYS5 en la via de sefializacién quimiotactica en el sistema flagelar 2 de R. sphaeroides. A) En presencia de CheY 1 y CheY2, la
cinasa CheAl fosforila de manera similar a cada regulador de respuesta, sin embargo, evidencia genética sefiala que s6lo CheY2 es capaz
de unirse al motor. B) En presencia de CheY2 y CheY5, CheAl fosforila mejor a CheY?2 pero bajo estas condiciones, CheY?2 es incapaz de
acoplarse al motor C) En presencia de CheY1 y CheY35, la cinasa prefiere al regulador CheY'1, no obstante éste no puede interaccionar con
el motor. Modificado de (Martinez-del Campo et al., 2011).
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CONCLUSIONES

Con estos resultados podemos concluir que:

La histidin cinasa CheAl fosforila de manera distinta a cada uno de los reguladores

de respuesta CheY 1, CheY2 y CheY5.

En presencia de los reguladores CheY1 y CheY2, CheAl no parece tener preferencia
unica por alguno de los dos; sin embargo, CheY?2 es capaz de retener el fosfato por

un periodo de tiempo mas largo.

En presencia de CheY2 y CheY5, CheAl tiene una clara preferencia por el regulador
CheY?2.
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PERSPECTIVAS

Hacer las fusiones MBP-CheY1 y MBP-CheY5, analizar su comportamiento por
medio de transfosforilaciones con el objetivo de determinar si este es parecido al de
las proteinas CheY'1 y CheY5.

Una vez determinado lo anterior, realizar ensayos de competencia utilizando a estas
nuevas fusiones.

Realizar ensayos de interaccion de cada uno de los reguladores de respuesta con la
proteina del “switch” FliIM2 para determinar si existe algiin nivel de interaccion con
esta proteina.

Analizar la expresion de cada uno de los genes cheY1, cheY2 'y cheY5 para determinar
si su expresion equivale o si existe regulacion a este nivel.

Intentar otra técnica de purificacion de CheAl, tal como FPLC.

79



ANEXOS

Antes de obtener la fusion MBP-CheY2 se probaron diversos protocolos con la
finalidad de obtener al regulador de respuesta CheY2 y asi proceder con los ensayos de
fosforilacion in vitro, sin embargo y a pesar de los multiples esfuerzos por obtener a esta

proteina no logramos purificarla de otra manera.

A continuacion se muestran los resultados de las diversos protocolos probados que
incluyen una fusién con la proteina glutation sefarosa, GST, motivo por el cual también se
incluyen resultados de las fusiones GST-CheY1 y GST-CheYS5. Ademas se muestran
resultados de las purificaciones en condiciones desnaturalizantes de la proteina CheY?2 y de
la fusion GST-CheY2, asi como los respectivos resultados de la renaturalizacion de las

mismas.

Purificacion de las fusiones GST-CheY1 y GST-CheYS5

Estas proteinas se purificaron a partir de las construcciones BL21 pGEX GST-CheY'1
y BL21 pGEX GST-CheY5. Ambas proteinas se obtienen en condiciones solubles. Una vez
fragmentadas las células por sonicacion y luego de centrifugar, la fraccion soluble se incub6
durante 30 minutos a 4°C mientras que para la fusion GST-CheYS5 se incubd durante 30
minutos a temperatura ambiente ambas con la resina glutation sefarosa. Posteriormente se
lavo la resina con 45 ml de amortiguador PBS pH 7.3 seguido de otro lavado de 1 ml de PBS
pH 7.3 con 0.5 mM de glutation reducido. La proteina se eluyd con Tris-HCI pH 8 50 mM +
5 mM de glutation reducido (Figura 25).
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Figura 25. Purificacion de GST-CheY1 y GST-CheY5. Geles SDS-PAGE 15% de acrilamida tefiidos
con azul de Coomassie A) GST-CheY1, se muestran la fraccion soluble de la proteina (S/N), los
lavados de durante la purificacion y las eluciones de la proteina. B) Muestra los resultados de la
purificacion de GST-CheY5; una muestra de la induccion, el primer lavado y las eluciones.

Cinéticas de desfosforilacion de GST-CheY1 y GST-CheY5 con acetil fosfato (Ac3*P)

Después de obtener puras a las fusiones GST-CheY1 y GST-CheY5 éstas se
dializaron en buffer TMNDG para posteriormente hacer ensayos de fosforilacion in vitro
empleando acetil fosfato radiactivo (Figura 26). Para estos ensayos se utilizaron cada una de
las proteinas a una concentracion de 10 uM. Cada proteina se incubd con acetil fosfato
durante 30 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se agregd acetil fosfato no
marcado radiactivamente a una concentracion de 100 mM con el objetivo de observar el
patron de desfosforilacion de cada una de las fusiones y posteriormente poder calcular sus

vidas medias.
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Figura 26. Cinéticas de desfosforilacion in vitro con Ac**P de GST-CheY1 y GST-CheYS5. Placas de
fosfoimagen obtenidas a partir de la exposicion de un geles SDS-PAGE 17.5% con muestras marcadas
radiactivamente. A) GST-CheY1, B) GST-CheY5

Fosfotransferencia in vitro de CheAl a GST-CheY1 y de CheAl a GST-CheY5

Después de obtener los resultados de las fosforilaciones de las fusiones GST-CheY'1
y GST-CheY5 se decidiod realizar ensayos de fosfotransferencia con el fin de determinar si
estas fusiones serian utiles para ensayos posteriores. Tras varios intentos no se logrd
transfosforilar a las fusiones (resultado no mostrado) por lo que a partir de estos resultados
se descartd el utilizarlas para los ensayos de competencia, en donde era necesario poder

distinguir a los reguladores de respuesta por peso molecular.

A pesar de estos resultados negativos se decidid continuar trabajando en la
purificacion de la fusion GST-CheY?2 con la expectativa de poder obtener al regulador CheY?2
puro, debido a que como se mencion6 antes, no se habia podido purificar de ninguna forma

posible.

Purificacion GST-CheY?2 en condiciones nativas.

Con la finalidad de poder obtener al regulador de respuesta CheY2 se purifico la
fusion GST-CheY?2 a partir de la cepa de E. coli BL21 pGEX GST-CheY2 utilizando una
resina de glutation sefarosa (Figura 27). Se tomaron varias muestras a lo largo de la
purificacion y se analizaron en un gel desnaturalizante de acrilamida. Se incubo la fraccion

soluble, obtenida luego de romper a las células y de centrifugarlas, con resina de glutation
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sefarosa durante 1 hora a 4°C. Posteriormente la resina se lavo con 50 ml de buffer PBS 1X,
la proteina se eluyd con 5 ml de amortiguador que contenia Tris 50 mM y glutation reducido

10 mM.

IN FT LI L2 El E2 E3 E4 ES E6 E7

- «—GST-CheY2
- «—GST

Figura 27. Purificacion de la fusion GST-CheY2 en condiciones nativas. SDS-PAGE 15%
tefiido con azul de Coomassie. En el gel se muestran fracciones de la induccion, de los lavados
de la resina y de cada una de las eluciones durante la purificacion.

En el gel se observa que se recupera muy poco de la fusion GST-CheY2, mientras
que la cantidad de GST recuperada es mayor. Ademas una vez purificada la fusion ésta es
poco estable y al cabo de unos dias a 4°C terminaba degradandose quedando s6lo GST (no
se muestra el gel). Dado que la fusidon obtenida en condiciones nativas no fue suficiente para
los ensayos requeridos, y que ademas se obtenia a GST como proteina contaminante, se

decidio seguir un protocolo de purificacion en condiciones desnaturalizantes.

Purificacion de la fusion GST-CheY2 a partir de cuerpos de Inclusion

Con el proposito de poder obtener una mayor cantidad de la fusion GST-CheY2 se
decidio purificarla a partir de cuerpos de inclusion utilizando la misma construccién (BL21
pGEX GST-cheY2). Una vez obtenida la pastilla celular ésta se resuspendi6 en amortiguador
PBS pH 7.3; luego de sonicar y centrifugar se prosiguié con el lavado de los cuerpos de
inclusion (Burgess, 2009) con el fin de eliminar membranas y otras proteinas. Tras el lavado
fue necesario desnaturalizar a la proteina utilizando un amortiguador de PBS con urea a una
concentracion de 8 M. Se realizaron pruebas de dilucion debido a que la cantidad de proteina

presente en los cuerpos de inclusion era demasiada; se observd que al diluirla con
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amortiguador PBS pH 7.3 con urea 8 M previo al proceso de renaturalizacion, se obtenia una

mayor cantidad de proteina renaturalizada. (Figura 28).

La renaturalizacion se llevo a cabo por medio de una dialisis en un amortiguador que

contenia PBS pH 7.3, glicerol 20%, f-mercaptoetanol 8 mM y tritén 0.1%.

A B
INS SOL INS SOL INS SOL INS SOL DA IS:?OL IH\E)
kDA 1:8 18 5 1.5 1.3 1.3 12 12 175
175 80
80 58
58 46
46 4= GST-CheY2
—~ap—a» w | €@==GST-CheY2 3
s . -— - | 4¢=—=GST
30 — - —— | —GST 23—

23

Figura 28. Analisis de dilucion de la fusion GST-CheY?2 desnaturalizada con Urea 8M. Geles
SDS-PAGE 17.5% tefiidos con azul de coomassie. Se muestran las fracciones solubles e
insolubles luego de renaturalizar a la fusion GST-CheY?2 previamente diluida en amortiguador
PBS pH 7.3 y Urea 8M. A) Diluciones 1:8, 1:5, 1:3 y 1:2 donde 1 corresponde al volumen de la
proteina diluida. B) Dilucién 1:10.

Con estos resultados se decidié que la proteina debia diluirse 1:5, aunque en esta
concentracion la proteina renaturalizada parece ser poca comparada con la dilucion 1:10, sin
embargo, fue suficiente para nuestros posteriores ensayos. Después de obtener a la proteina
renaturalizada se separo la fraccion insoluble de la fraccion soluble, ésta ltima se incubd
con resina de glutation sefarosa toda la noche a 4°C. Luego se hicieron dos lavados a la resina
cada uno con 10 ml de amortiguador PBS pH 7.3 y la proteina se eluyd con amortiguador

PBS pH 7.3 con Tris-HC1 50 mM pH 8 y 10 mM de glutation reducido (Figura 29).
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Figura 29. Purificacion de GST-CheY2 en condiciones desnaturalizantes. Se muestra una
fraccion de las proteinas que no se unieron a la resina (Ft) asi como una fraccion de un lavado a
la resina con amortiguador PBS pH 7.3 y fracciones de las eluciones de la proteina una vez que
se agregaron Tris-HCI 50 mM pH 8 y glutation 10 mM.

Con el objetivo de determinar si una vez renaturalizada y purificada la fusion GST-
CheY?2 adquiri6 elementos de estructura secundaria que sugirieran un correcto plegamiento
se realizo un ensayo de dicroismo circular (Figura 30). Los datos obtenidos en miligrados
muestran un patron tipico de contenido de estructura secundaria, lo cual sugiere que la

proteina se encuentra bien plegada.
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Figura 30. Grafico obtenido a partir de los datos del ensayo de dicroismo circular de GST-CheY?2

purificada en condiciones desnaturalizantes.
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Digestion de la fusion GST-CheY2 con la enzima trombina y su remocion

Tras la obtencion de la fusion purificada, se prosigui6 a intentar separar a la fusion en
las proteinas GST y CheY2 mediante la proteasa trombina. Para ello se incub6 la fusion,
previamente dializada en amortiguador PBS pH 7.3, con 1 pul de trombina a 22°C durante 3
horas (Figura 31). Con este ensayo se determind que entre las 2 y 3 horas de incubacion se
obtiene la mayor cantidad de CheY2 a pesar de que desde la primera hora de incubaciéon con

la enzima ya no se observa fusion GST-CheY?2.

DIGESTION
kDa _DIALCONC th__2h 3h 4h 5h ON
97,400 1 e 3 B
66,200 = - = e
0007 €4=—GST-CheY2
30,000 = ﬁ—-—— T (€e=—=GST
21,500 s
14,400 = gL au— <= CheY?2

Figura 31. Curva temporal de digestion con la enzima de corte trombina. Gel SDS-PAGE 17.5% tefiido
con plata. En el gel se muestra una fraccion de la proteina dializada y una fraccion de la proteina concentrada
que posteriormente fue digerida con trombina y de la cual se muestran alicuotas a distintos tiempos.

Remocion de la trombina utilizando perlas de benzamidina

Una vez que se determind el tiempo en el que obteniamos la mayor cantidad de
CheY?2, se prosiguid a remover a la trombina utilizando una resina de benzamidina (Figura
32). Paraello, una vez digerida la fusion GST-CheY?2 durante 2.5 horas con 1 pl de trombina,
se incubo durante 30 minutos a temperatura ambiente con 20 pl de perlas de benzamidina.

Luego, se centrifugd para precipitar las perlas y quedarnos con la fraccion soluble.
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Figura 32. Curva de digestion en el tiempo con la enzima de corte trombina. Gel SDS-PAGE
17.5% tefiido con plata. Se muestra una fraccion de la proteina digerida durante 2.5 horas a 22°C
y una fraccion de la proteina después de haber retirado la trombina con las perlas de benzamidina.

Como se puede observar, después de retirar la trombina sigue habiendo una
degradacion tanto de la poca fusion que permanecia luego de digerir durante 2.5 horas, asi
como de la proteina CheY?2 libre. Estos resultados sugieren que la enzima de corte no se
retird por completo y que luego de cierto tiempo comienza a degradar incluso a la proteina
CheY?2. Una segunda interpretacion sugeriria que una vez liberada la CheY2, esta pudiera

ser muy inestable y comenzara a degradarse por si sola.

Fosfotransferencia in vitro de CheAl a la fusion GST-CheY2 parcialmente digerida

Debido a los resultados negativos obtenidos con la fusion GST-CheY2 y a pesar de
que se intentd mejorar las condiciones para poder retirar la enzima de corte trombina, no se
obtuvieron resultados satisfactorios, por ello se decidid transfosforilar a la proteina, una vez
que esta se digiri6 por 2.5 horas (Figura 33). Se siguid el mismo protocolo de
fosfotransferencia descrito previamente para CheY 1 y CheYS5. Esta vez no s6lo se encontraba
presente el regulador de respuesta CheY2, ademés estaban la GST liberada (incapaz de
fosforilarse, por lo tanto no se observa en la placa), asi como un primer producto de corte de

la fusion GST-CheY2, que incrementa su fosforilacion en el tiempo (por el peso molecular
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sabemos que no es la fusion la que esta siendo fosforilada ya que este nuevo producto migra

mas abajo que la fusion GST-CheY?2).

Debido a que la fusion ya digerida no fue sometida a una remocién de la trombina,
esta enzima de corte también se encontraba presente (esta enzima no es capaz de fosforilarse

por lo tanto tampoco se observa en la placa).

CheA1/GST-CheY2 digerida
0" 107 307 1 5 30

€—CheAl

Primer producto de
€— corte de GST-
CheY2

<€ CheY2

Figura 33. Fosfotransferencia in vitro con [y3?P]-ATP de CheAl a CheY2 a partir de la fusion
GST-CheY?2 previamente digerida. Placa de fosfoimagen, muestra la transfosforilacion a distintos
tiempos de la proteina CheAl a CheY2 asi como la transfosforilacion de un producto de corte
intermedio de la fusion GST-Chey?2.

Induccion de CheY2 en la cepa M15 [pREP4]

Si bien, el poder transfosforilar a la proteina CheY2 fue un resultado alentador, el
trabajar con esta mezcla de proteinas en solucion (producto intermedio de corte de la fusion
GST-CheY2, GST, CheY2 y trombina) iba a ser muy complicado y dificil de interpretar. Por
ello, y a pesar de que antes ya se habia intentado, se decidio purificar a la proteina CheY2 en
condiciones desnaturalizantes. Esta proteina se sobreexpresa a partir del vector inducible

pQE30, el cual agrega una etiqueta de histidinas.

Primero se establecieron las condiciones de la induccion (Figura 34, panel A); se

realizaron curvas de induccién a 37°C con 1 mM de IPTG (dato no mostrado) y a la misma
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temperatura con 0.1 mM de IPTG. Una vez realizado esto se rompi6 a las células por
sonicacion y se centrifugaron para posteriormente analizar la fraccion insoluble y soluble

para determinar en donde se encontraba la proteina (Figura 34, panel B).
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Figura 34. Geles SDS-PAGE 17.5% tefiidos con azul de Coomassie. A) Cinética de Induccion del
plasmido pMALc2x en la cepa TOP-10 con 1 mM de IPTG A 37°C. B) Cinética de induccion de la
fusion MBP-CheY2 a partir de la construccion JIM109 pMALc2x MBP-CheY2, se indujo con 0.1
mM de IPTG a 37°C. C) Analisis de solubilidad de la fusion MBP-CheY2 luego de inducir con 0.1
mM de IPTG a 37 °C durante 4 horas.

Con estos resultados se establecid el protocolo de sobreexpresion (descrito en los
materiales y métodos) para posteriormente pasar a la purificacion y finalmente a la
renaturalizacion de la proteina. Cabe mencionar que se realizaron modificaciones como
temperatura y concentracion de IPTG al protocolo de induccion con el fin de obtener una
pequefia fraccion de la proteina soluble, sin embargo no fue posible obtenerla (dato no

mostrado).

Purificacion de CheY?2 en condiciones desnaturalizantes

Una vez inducido el cultivo durante 1.5 horas con 0.1 mM de IPTG se rompieron las
células y se centrifugaron. Luego, se recupero la pastilla y se tratd con el protocolo de lavado
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de cuerpos de inclusion (Burgess, 2009). Se desnaturalizo a la proteina en amortiguador con
urea 8 M; posteriormente se incubd a la proteina desnaturalizada con resina acoplada a niquel
(Ni-NTA) y se purifico (Figura 35). En esta figura se puede observar que la proteina se

purifica muy bien en cuanto a pureza y cantidad, por ello se prosiguio6 con la renaturalizacion.
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Figura 35. Purificacion CheY2 en condiciones desnaturalizantes. Gel SDS-PAGE 17.5% tefiido con
azul de coomassie. Se observa la purificacion de la proteina luego de incubar con la resina, se muestra
una fraccion de las proteinas que no se unieron a la resina (Ft), un la vado con amortiguador con
Urea 8 M, lavados con amortiguador con Urea 8M adicionado con 10 mM y 20 mM de imidazol asi
como las eluciones de la proteina con 250 mM de imidazol.

Purificacion de CheY?2 en condiciones desnaturalizantes

Para la renaturalizacidon se probaron distintos amortiguadores incluido el reportado
para la purificacion de la proteina CheY?2 en su forma nativa (Porter ef al., 2006) (Martin et
al.,2001), sin embargo, no hubo resultados favorables. Luego de varias pruebas se establecio
el siguiente amortiguador: Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl 150 mM, DTT 1 mM, glicerol 10%,
L-arginina 0.5 M pH 8. En estas condiciones la proteina se renaturalizé en su gran mayoria

(Figura 36).
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Figura 36. Purificacion CheY2 en condiciones desnaturalizantes. Gel SDS-PAGE 17.5% tefiido con
azul de Coomassie. Se observa la purificacion de la proteina luego de incubar con la resina, se
muestra una fraccion de las proteinas que no se unieron a la resina (Ft), un lavado con amortiguador
con urea 8 M, lavados con amortiguador con urea 8§ M adicionado con 10 mM y 20 mM de imidazol,
asi como las eluciones de la proteina con 250 mM de imidazol.

Como se puede observar, en este amortiguador, mas del 50% de la proteina se
encontrd en la fraccion soluble. Tal y como lo hicimos con la fusion GST-CheY?2 decidimos
diluir a la proteina 1:2 en amortiguador desnaturalizante para determinar, si del mismo modo
que con esa proteina, la fraccion soluble aumenta mientras que la insoluble disminuye. En el
gel se observa que de hecho, hay un efecto al diluir a la proteina previa a la dialisis; se puede
ver que la fraccion insoluble disminuye, sin embargo, la fraccion soluble no muestra un

enriquecimiento significativo.

Después de obtener a la proteina renaturalizada, ésta se someti6 a una nueva dialisis
en el mismo amortiguador pero esta vez no se aiadio L-arginina. Tras este procedimiento y
al obtener a la proteina dializada se centrifugd y se analizd en un gel desnaturalizante de
poliacrilamida 17.5%. En el gel se observo que la cantidad de proteina soluble se abatio
drasticamente, quedando una fraccion muy pobre en la fraccion soluble. Posteriormente esta
proteina se fosforild in vitro con Ac*’P y tras varios intentos, la proteina fue incapaz de

fosforilarse.
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Estos resultados sugieren que aunque la proteina pudo renaturalizarse el plegamiento
adquirido durante el proceso no fue el correcto y sélo en presencia de L-arginina se mantuvo

esa aparente solubilidad.

Debido a todos los anteriores resultados negativos se decidid trabajar en la fusion

MBP-CheY?2 (descrito previamente en la seccion de resultados).
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