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Resumen

Los organismos procariontes son muy adaptables a fluctuaciones

ambientales gracias a que han desarrollado diferentes circuitos sensor-respuesta

con los que reciben y amplifican señales ambientales. Escherichia co/i t iene la

capacidad de crecer en condiciones aeróbicas, anaeróbicas y fermentativas. Uno

de los elementos mas importantes que brinda esta capacidad, es el sistema de

transducción de señales Arc (por sus siglas en inglés Anoxic redox ~ontrol). Este

sistema se compone de dos proteínas: la cinasa sensora tripartita denominada

ArcS la cual se encuentra unida a la membrana y el regulador de respuesta ArcA

localizado en el citoplasma.

Sajo condiciones anaeróbicas el sistema se encuentra activo, ArcS es

autofosforilado y subsecuentemente por un mecanismo de fosfo-relevo activa a

ArcA. La proteína ArcA fosforilada reprime alrededor de 100 genes involucrados en

la respiración aeróbica y activa un pequeño número de genes involucrados en la

respiración anaeróbica.

Se sabe que cuando las condiciones de crecimiento son aeróbicas la

actividad cinasa de ArcS se encuentra inhibida, mediante un mecanismo que

involucra la oxidación de dos residuos de cisteínas (Cys180 y CiS241
) los cuales

participan en la formación de un enlace disulfuro intermolecuiar, sin embargo la vía

por la cual ArcA fosforilada es inactivada no ha sido totalmente caracterizada.

Estudios in vitro indican que la desfosforilación de ArcA se realiza por medio

de fosfo-relevo reverso involucrando tanto al dominio de fosfotransferencia como

al dominio receptor presentes en ArcS.

Los resultados del presente trabajo demuestran que tanto el dominio

receptor como el de fosfotransferencia de la cinasa sensora ArcS son necesarios y

suficientes para la desfosforilación de ArcA fosforilado in vivo.
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Abstract

Mieroorganisms can respond to environmental fluctuations due to the

presenee off different sensor-response cireuits wieh the recieve and amplify

environmental signals and generate and adaptative response. Escherichia coli can

growth in aerobie, anaerobie and fermentative eonditions. One of the most

important elements that eonfers this ability is the Are (8noxie redox control) two

eomponent system. This system, include the tr ipartite sensor kinase AreS and the

cytosolie response regulator ArcA.

Under anoxie growth eonditions, AreS autophosphorylates and

transphosphorylates ArcA, whieh in turn represses or activates its target operons.

Under aerobie growth eonditions, phosphorylated ArcA dephosphorylates and its

transeriptional regulation is released. The dephosphorylation of ArcA

phosphorylated has been shown to oeeur, at least in vitro, via an ArcA(Asp54)-P -

> AreS(His717)-P --> AreS(Asp576)-P --> P(i) reverse phosphorelay. In this study,

the physiologieal significanee of this pathway was assessed. The results

demonstrate that the reeeiverand phosphotransferdomains of the tr ipartite sensor

kinase AreS are neeessary and suffieient for efficient ArcA dephosphorylation in

vivo.
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Introducción

Las bacterias son organismos microscópicos caracterizados por ser

cosmopolitas, unicelulares, carecen tanto de membrana nuclear como de organelos

y por que se reproducen por fisión binaria. Presentan distintas morfologías:

esférica las que se les conoce como cocos; en forma de espiral conocidas como

espirilos y en forma de bastón denominadas bacilos. Actualmente se sabe que las

bacterias tienen una gran importancia en diferentes aspectos de la vida, ya que si

bien las hay patógenas y oportunistas, muchas otras participan en procesos

esenciales para la vida, como en la fijación del nitrógeno o degradación de

desechos, así como en la producción de alimentos o de metabolitos secundarios de

importancia médica.

A la fecha la bacteria Gram negativa Escherichia coli ha sido ampliamente

estudiada, fue descrita por primera vez por Theodor Escheric, pediatra alemán

quien la denominó Bacterium coli commune aislándola de heces fecales y

frecuentemente en la orina de mujeres jóvenes con infección en el tracto urinario,

lo que permitió considerarla como un importante patógeno oportunista.

Se sabe que E coli coexiste con el humano como un organismo mutualista,

sin embargo también se han descrito tres aislados patógenos que pueden causar

síndromes clínicos: el primer tipo es la entérica causante de la diarrea dividiéndose

en seis patotipos que son: E coli enteropatógena (EPEC), E coli

enterohemorrágica (EHEC), E coli enterotoxigénica (ETEC), E coli

enteroagregativa (EAEC), E coli enteroinvasiva (EIEC) y perteneciendo a este

grupo la E coli adherente difusa (DAEC); el segundo aislado patógeno es el que

provoca infecciones en el tracto urinario (UTIs), siendo el tipo mas común la E coli

uropatogénica (UPEC) y el tercer aislado patógeno es el causante de infecciones

extraintestinales, y meningitis asociada a E coli (MNEC) (Revisado en Kaper et si,

2004). A E Coli se le ha utilizado como modelo en numerosos estudios,

principalmente de genética y bioquímica.
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Sistemas de transducción de señales en bacterias

Aunque en general los organismos procariontes parecen formas de vida

relativamente simples, son organismos sofisticados y muy adaptables. Viven en

ambientes en los cuales, rápida e inesperadamente pueden variar las condiciones

ambientales como por ejemplo la humedad, la osmolaridad, los niveles de toxinas,

la disponibilidad de nutrientes y la temperatura entre otros. Para sobrevivir a tales

cambios, las bacterias constantemente monitorean las condiciones externas y

ajustan adecuadamente su desarrollo, estructura y fisiología.

Existe una gran variedad de sistemas utilizados por las bacterias para

responder a estímulos externos, como por ejemplo el sistema de reparación de

DNA SOS, quimio-receptores, las proteínas participantes en estrés térmico y estrés

ácido (pH) entre otros, sin embargo muchas otras respuestas a señales

ambientales, son llevadas a cabo por medio de los sistemas de dos componentes,

en los que la mayoría de los organismos procariontes ya sean de vida libre,

comensales, simbiontes o patógenos basan sus estrategias de sobrevivencia.

Sistemas de dos componentes

Los sistemas de dos componentes (Nixon et al., 1986) son circuitos sensor

respuesta con los que las bacterias reciben y amplifican señalesambientales. Ninfa

y Magazanik (1986) estudiando el sistema Ntr, el cual controla la respuesta a

fuentes de nitrógeno, establecieron por primera vez sus bases bioquímicas. Con

estos sistemas, las bacterias modulan la expresión génica para tomar la máxima

ventaja en respuesta a una gran cantidad de fluctuaciones en su ambiente,

algunos ejemplos son: adaptaciones metabólicas para la asimilación de nitrógeno

(NtrS/C), respuesta a la cantidad de fosfato (PhoP/R), osmolaridad (EnvZ/OmpR),

condiciones rédox (ArcA/S), así como vías de desarrollo complejo como la

formación de colonias, esporulación (KinA/S-SpoOA) o biopelículas entre otros.
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Estructura de los sistemas de dos componentes

Los sistemas de dos componentes están integrados por una proteína cinasa

sensora y una proteína efectora o regulador de respuesta (Ronson et al. , 1987;

Kofoid y Parkinson, 1988), en las figuras 1 y 2 se muestran los prototipos clásicos

de cada uno de estos.

Existen dos clases de cinasas sensoras; las ortodoxas y las tripartitas

(también nombradas híbridas). Las ortodoxas son encontradas en mayor número

en procariontes. Son proteínas que se encuentran generalmente unidas a la

membrana celular, contienen un dominio periplásmico NHz-terminal definido por

dos regiones hidrofóbicas transmembranales. Seguida de una de estas regiones, se

encuentra la porción "Iinker", su longitud es comúnmente de alrededor de 100

aminoácidos y funge como conexión entre la región transmembranal y la porción

NH2-terminal del dominio fosfotransmisor. La porción "linker" también puede

contener diferentes módulos: el dominio PAS (acrónimo formado por los nombres

de las primeras proteínas en las cuales fueron identificadas las secuencias

repetidas imperfectas: EER de Drosophi/a -period dock protein-; 8RNT de un

vertebrado -aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator y ~IM de Drosophi/a

single-minded protein-) (Taylor y Zhulin, 1999). Este dominio tiene la capacidad de

detectar, dependiendo del cofactor asociado cambios en el potencial redox, luz,

oxígeno y pequeños Iigandos. Otro módulo que puede estar presente en esta

porción es el "zipper" de leucina, el cual se ha referido que en algunas proteínas

posiblemente sea el responsable de mediar la dimerización (Lau et st., 1997).

Posterior al "linker" se encuentra el dominio fosfotransmisor. Este dominio

generalmente contiene secuenciascomunes designadas como: cajas H, G1, G2, N Y

F. La caja H se localiza en la mitad del NH2-terminal del dominio fosfotransmisor,

tiene un residuo conservado de histidina (His) el cual sirve como sitio de unión al

grupo fosforilo que es extraído del ATP.

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

dominio. Las cajas G1 y G2, son ricas en residuos de glicina y se sabe que sirven
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para unir el ATP cuando la cinasa se encuentra activa. Se ha observado que

mutaciones tanto en estas tres cajas como en la N inhiben la actividad cinasa en

estas proteínas, presumiblemente esos motivos mantienen una estructura terciaria

de la proteína que permita mantener accesible el sitio de unión a ATP. En el caso

de la caja F, hasta la fecha no se ha descrito su función (Parkinson y Kofoid,

1992). Todas las cajas mencionadas anteriormente, usualmente se encuentran

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

Periplasma

Citoplasma N

Dominio
Periplásmico

H Dominio
Fosfotransmisor

C

Fig 1. Representación estructural de una cinasa sensora típica. Generalmente se
encuentra anclada a la membrana por dos o mas cruces transmembra nales, consta de un dom inio
periplásmico prominente y una porción citosólica catalít ica con una caja G cuya función es unir ATP
y un residuo de His conservado en el sitio de autofosforilación.

Las cinasas sensoras tripartitas son menos usuales en procariontes. Su

arquitectura es compleja, ya que además de contener las estructuras de una

cinasa ortodoxa tienen un dominio receptor con un residuo de aspartato (Asp) Y un

dominio de fosfotransferencia con una histidina conservada (His). Ambos residuos

pueden encontrarse en módulos aislados como es el caso de la cinasa Kin de

Bacillus subtilis (Burbulys et si, 1991) o estar fusionadas entre sí como BvgS de

Bordetella pertussis (Uhl y Miller, 1996). Se cree que la complejidad estructural de

las cinasas sensoras tripartitas permiten puntos de chequeo dentro del fosfo-relevo

(Stock et al., 2000).
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El regulador de respuesta (Fig. 2) se encuentra en el citoplasma, se

compone por dos estructuras; un dominio NH2-terminal en donde se localiza un

residuo de Asp conservado y uno o varios dominio(s) efector(es) en el extremo

COOH-terminal. En la mayoría de los casos la función del dominio efector es la de

unión a ADN, mediante lo cual activa o reprime genes específicos. Existen

ejemplos de sistemas en los que el dominio COOH-terminal del regulador de

respuesta funciona como enzima, un ejemplo es CheB de E co/i que es una

metilesterasa (Simms et sl , 1985), otro ejemplo es RegA de Dictyoste/ium

discoideum que es una fosfodiesterasa de AMPc (Shaulski et el, 1996). En otros

reguladores de respuesta como es el caso de CheY, el dominio efector es una caja

con aminoácidos específicos que aparte de unir Mg2+, se pueden fosforilar, lo que

permite su unión al componente del motor flagelar FliM (Welch et el, 1993).

N e
Dominio Dominio
Recepto Efector

Fig 2. Modelo típico de una proteína reguladora de respuesta. se localizan en el
citoplasma, contienen un residuo de Asp conservado en su dominio receptor y en la mayoría de los
casos un dominio de hélice-vuelta-hélicepara unión a ADN.

Los sistemas de dos componentes se encuentran principalmente en

organismos procariontes, entre ellos bacterias patógenas como Vibrio cho/erae,

sa/mone//a typhimurium, Yersinia pestis, Hemophi/us influenzae. Se ha descrito

que constituyen cerca del 1% de las proteínas codificadas (West y Stock, 2001),

aunque también existen organismos pertenecientes a este grupo que no poseen

sistemas de dos componentes en su genoma. E co/i posee 62 proteínas

pertenecientes a sistemas de dos componentes: 29 cinasas sensoras (24 ortodoxas

y 5 tripartitas híbridas) y 32 reguladores de respuesta (Mizuno, 1997). Estos

sistemas también han sido reportados en eucariontes y arqueas aunque en mucho

menor cantidad.
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Activación de los sistemas de dos componentes por estímulos

ambientales

Los cambios ambientales, que pueden ser físicos o de unión directa al

ligando son estimulantes para las cinasas, ya sea en la porción del periplasma o en

el citoplasma. Algunos esquemas mas complejos detectan la señal indirectamente

a través de la interacción con otras proteínas como por ejemplo componentes del

motor flagelar (Stock et al., 2000).

Posterior a la recepción de la señal, la cinasas sensoras típicamente forman

un homodímero y por medio de una reacción dependiente de ATP ocurre la

autofosforilación en el residuo conservado de His, transfosforilando posteriormente

al regulador de respuesta en su dominio fosfo-receptor (en residuo de Asp) (Fig.

3).

Existen variaciones dependiendo del sistema de dos componentes que se

trate, por ejemplo la cinasa sensora del sistema de quimiotaxis (CheA) se encarga

de fosforilar a dos reguladores de respuesta (CheB y CheY) (Li et el, 1995) o el

sistema encargado del control de nitrito/nitrato Nar en el que interactúan dos

sistemas de regulación que consisten en los sensores homólogos NarX y NarQ así

como sus respectivos reguladores de respuesta NarL y NarP (Stewart y Rabin,

1995).

En las cinasas sensoras tripartitas como TorS, ArcB, y BvgS, se ha

comprobado que la transfosforilación del regulador de respuesta, es por medio de

cuatro pasos de fosfo-relevo entre residuos de His y Asp (Jourlin et el, 1997;

Georgellis et al., 1997; Kwon et al., 2000; Uhl y Miller, 1996).

Una vez fosforilado el regulador de respuesta se activa al dominio efector

que promueve la transcripción de los operones necesarios para la respuesta

específica correcta (Burbulys, 1991; Uhl y Miller, 1996; Kwon et el, 2000). En el

caso de algunos sistemas, el rango de vida media de hidrólisis de los grupos fosfo

aspartato en los reguladores tiene t iempos que van desde algunos segundos hasta

horas (Aiba et al., 1989; Lois et al., 1993; Hess et el, 1988; 19o et el, 1989).
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ñal
Periplasma

Citoolasma N

e<B
I

N D e

Respuesta

Fig 3. Fisiología de un sistema de dos componentes. Al presentarse un estímulo el
- cual en este caso es sensado por el dominio periplásmico, la cinasa sensora experimenta una
autofosforiladón a expensas de ATP y ocurre una subsecuente transfosforilación del regulador de
respuesta.

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

El acetil fosfato es un metabolito central que puede ser sintetizado a partir

de acetato y ATP por la acción de la proteína acetato cinasa (codificada por el gen

ackA) o por acetil-CoA y ATP por la acción de la enzima fosfotransacetilasa

(codificada por el gen pta) . El acetil-CoA puede ser formado a su vez por acetato y

ATP por la acción de la acetil-CoA sintetasa (codificada por el gen acs) o de

piruvato y CoA por la descarboxilación catalizada por el complejo de la piruvato

deshidrogenasa (Fig. 4).
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Complejo piruvato
deshidrogenasa

Fosfotransacetilasa
(pta)

Piruvato

CoA-SH -+ t'" co,

AcetilCoA

.....? \AMP
CoA
TP ~CoA

Acetil AMP

\ }

Acetil
CoAsintasa

(acs)

AcetatoAcetil-P ••---~ •
ADP..-L--. ATP
Acetato cinasa

(achl)

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

Los niveles de acetil fosfato varían dependiendo de las condiciones

metabólicasde crecimiento. Bajo condiciones aeróbicas, cuando el flujo de carbono

dentro de la célula excede la capacidad de las vías del metabolismo central

(ejemplo el ciclo de Krebs) el acetil-CoA es metabolizado por la ruta Pta-AckA

generando acetato y ATP. Como consecuencia de esto, las células acumulan el

intermediario acetil fosfato. Si la densidad celular incrementa, la concentración del

acetato sirve para aumentar a su vez la poza de acetil fosfato (McCleary y Stock,

1994). Existe evidencia de que la concentración de este intermediario metabólico

puede jugar un papel importante en la regulación de ciertas vías dependientes de

sistemas de dos componentes.

In vitro, algunos reguladores de respuesta son capaces de autofosforilarse

por la reacción con moléculas de bajo peso molecular como el carbamil fosfato, el

acetil fosfato o fosfoamidatos (Lukat et al., 1992; McCleary y Stock, 1994).

Ejemplos incluyen AlgR (Deteric et et , 1992), CheY (Lukat et el, 1992), FixJ

(Reyrat et al. , 1993), NarL (Schroder et et, 1994), NtrC (Feng 1992), OmpR
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(McCleary y Stock, 1994; Head et el, 1998), PhoB (Hiratsu et al., 1995; McCleary,

1996), PhoP (Chamnongpol y Groisman, 2000), RssB (Bouché et el, 1998), VanR

(Holman et al., 1994) y ArcA (Lynch y Un, 1996; Nlstrorn et al., 1996). También ha

sido determinado que in vivo, pueden ser fosforilados por estas moléculas solo en

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

Sistema de dos componentes Arc A/B

E coli crece tanto en condiciones aeróbicas como anaeróbicas o

fermentativas, para lo cual debe ajustar su metabolismo de una forma eficiente, de

acuerdo a las condiciones redox de crecimiento. En presencia de oxígeno la

bacteria utiliza la cadena respiratoria siendo a la ubiquinona (1:0=+0.1 V) el

intermediario que pasa electrones de la cadena respiratoria hacia el oxígeno

(1:0=+0.82). Cuando la bacteria se encuentra en condiciones anaeróbicas, hay

aceptores de electrones alternativos tales como nitrato (1:0=+0.42), fumarato

(1:0=+0.03), nitrito, o trimetilamina-N-óxido (1:0=+0.013 V) utilizando a la

menaquinona (1:0=-0.074 V) como intermediario para los tres últimos. Ambas vías

respiratorias generan fuerza protón-motriz a través de la membrana plasmática. En

caso de ausencia de estos aceptores de electrones, la célula entra en condiciones

de crecimiento fermentativas para generar energía utilizable. En estos cambios de

metabolismo, es donde el sistema ArcA/B (8noxic redox control A/B) juega un

papel muy importante.

La cinasa sensora de este sistema es la proteína transmembranal de 778

aminoácidos ArcB (Fig. 5a), codificada por el gen arcS localizado en el minuto 69.5

del genoma de E coli (Iuchi et et., 1989). ArcB es una cinasa sensora atípica, ya

que su dominio periplásmico es de tan solo 16 aminoácidos (mientras que en la

mayoría este dominio consta de alrededor de 100 aminoácidos). Este dominio esta

flanqueado por dos cruces transmembranales (Iuchi et al., 1990; Kwon et al.,

2000a). En la porción citosólica de la proteína se encuentra un "zipper" de leucina

putat ivo (Georgellis et al., 1999) y un dominio PAS (Taylor y Zhulin, 1999). Otra
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característica de ArcB es que posee tres dominios catalíticos citosólicos: un

transmisor primario (H!) con un residuo conservado de His en la posición 292, una

caja N y dos G (en donde se une el ATP); un dominio receptor (01) con un residuo

de Asp conservado en la posición 576 (Iuch i y Un, 1992a; Iuchi y Un 1992b; Iuchi

y Un, 1993; Iuchi y Un, 1995) y un dominio fosfotransmisor (H2) con un residuo de

His en la posición 717 (Ishige et al., 1994).

"Zipper" de
Leucina

Dominio de
Autofosforilacién

(H,)

Dominio
Receptor

(01 )

Dominio de
Fosfotransferencia

(H2 )

77

778

717

L

Y

Asp 576
I

520 640290
His 292

339 413~41J /~
410 473 1

443 u p

Fig Sao Representación gráfica de la proteína ArcB (Kwon et al., 2000).

7 11
TM

1 2 Cvs180
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El regulador de respuesta es una proteína citosólica de 238 aminoácidos

nombrada ArcA (Iuchi y Lyn, 1988), es codificada por el gen arcA localizado en el

minuto O del genoma de E eoli. Contiene un residuo de Asp conservado en la

posición 54 de la región NHrterminal (también denominado D2) el cual funciona

como aceptor del grupo fosfato que viene de la cinasa, la región COOH-terminal es

un dominio de hélice-vuelta-hélice para unión a ADN (Fig. 5b). También se le ha

dado otros nombres dependiendo del enfoque de cada estudio como dye por que

su deficiencia causa sensibilidad a ciertos marcadores colorantes que generan

especies reactivas de oxígeno como al azul de toluidina (Roeder y Somervil/e,

1979), seg por que al estar mutado se observaron problemas en la replicación

(Lee et al., 2001) o segregación del plásmido F (Hathaway y Berquist, 1973;

Jamieson y Berquist 1976), sfrA por estar implicado en la regulación del factor sex

(o pHi) (Beutin y Achtman, 1979; Beutin et al. , 1981; Gaffney et et., 1983) y cpxC
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por el plásmido de expresión para la conjugación (McEwen y Silverman, 1980). Sin

embargo Iuchi y Lyn (1988) le llamaron arc4 por su papel central en el sistema de

respiración aeróbica.

1

Dominio
Recepto

Asp54 13

Domini

Efector

23

Fig Sb. Modelo del regulador de respuesta ArcA.
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Transferencia del grupo fosforilo en el sistema Are

En la figura 6, se esquematiza el funcionamiento del sistema de Are. Bajo

condiciones de microaerobiosis (Aleexeva et al , 2003), ArcB funciona como cinasa

y se autofosforila a expensas de ATP. Dicho proceso de fosforilación es modulado

o incrementado, por ciertos metabolitos anaeróbicos tales como piruvato, O-lactato

y acetato (Georgellis et al, 1999; Rodríguez et al, 2004). Subsecuentemente ArcB

transfosforila a ArcA en cuatro pasos de fosfo-relevo que involucra a los residuos

His292-7Asp576-7His717-7Asp548 (Georgellis et al, 1997; Kwon et al, 2000).

También se ha sugerido que, tanto in vitro como in vivo, en condiciones de ayuno

ArcA es capaz de autofosforilarse a expensas de acetil fosfato o carbamoil fosfato

(Drapal y Sawers, 1995; Nvstrorn et al, 1996). ArcA fosforilada actúa como

represor de alrededor de 100 operones involucrados en la respiración aeróbica

entre ellos, genes que codifican deshidrogenasas de la clase de las flavoproteínas

como la L-Iactato deshidrogenasa (/Idp), varias enzimas del ciclo de los ácidos

tricarboxílicos y genes que codifican proteínas del complejo citocromo o oxidasa

(cyo) " y por el contrar io activa un pequeño número de genes que codifican

proteínas asociadas al metabolismo anaeróbico o fermentativo como por ejemplo
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genes que codifican a la citocromo oxidasa d (cyd) y piruvato formato liasa (pn)

(Iuchi y Un, 1988; Iuchi y Un, 1993; Lynch y Un, 1995).

Periplasm

Citoplasm

D-lactato y

e D

p H

~ C

N C

-,
Control de la expresión génica

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

Se sabe que en condiciones aeróbicas, las quinonas oxidadas actúan como

la señal directa que apaga la actividad cinasa de ArcB (Georgellis et sl, 2001),

mediante la activación de un mecanismo que inhibe la actividad cinasa, en el que

ocurre la oxidación de dos residuos de cisteínas (Cys180 y Cys241) los cuales

participan en la formación de un enlace disulfuro intermolecular (Malpica et al.,

2004), sin embargo, aún no se conoce la forma en que ArcA fosforilado es

inactivado para que la bacteria module su expresión génica en respuesta a la
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oxígeno, o en otras palabras, ¿Cómo ocurre la inactivación de ArcA fosforilado?

Ensayos in vitro, han propuesto que puede ser mediante la proteína previamente

nombrada SixA (Signal [nhlbitory factor ~) que actúa como fosfatasa con el

dominio fosfotransmisor de ArcS, afectando a su vez la fosfotransferencia hacia el

dominio receptor de ArcA in vitro (Ogino et al., 1998) (Fig. 7). Sin embargo cuando

se aumentó la expresión de la proteína in vivo, no se observó ningún efecto sobre

la activación de un gene reportero, por lo tanto no parece ser un factor que

apague el sistema (Matsubara y Mizuno, 2000).

ArcB

>
Sitio Hl Sitio H2 ArcA
(His292) (His717)_,"0-

Histidina Cinasa Receptor Dominio -O, + Nitrato sdhCOAB

Hpt ~ SixA (IaeZ)
Pi

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

En otro trabajo, mediante purificación de las proteínas ArcA y ArcS

previamente incubadas con (l z-p) ATP, probaron que la estabilidad de ArcA

fosforilada es de mas de 1 h. Posteriormente incubaron una fracción de ArcA

previamente fosforilada con ArcS78
-
778 (H ¡-D ¡-H2), observaron que disminuyó la

marca radioactiva de ArcA desde los primeros minutos de incubación. En otro

ensayo en el mismo trabajo, le adicionaron a ArcA-P el dominio transmisor primario

(H¡), el dominio receptor (D¡) y el dominio de fosfotransferencia (Hz) por separado

y observaron que solo la presencia del fragmento Hz afectaba la estabilidad de

ArcA fosforilada, en cambio cuando la incubaron con el fragmento D¡-Hz notaron

que la radiactividad en ArcA rápidamente decrecía mientras aumentaba en D¡-Hz

(Georgellis et al., 1998).

Para verificar si los dominios de ArcS D¡-H z eran necesarios para la

desfosforilación de ArcA, procedieron a la incubación con los fragmentos D¡Asp
576AJa_
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H 2 Y DI_H2HiS717Gln. Observaron que el grupo fosforilo fue transferido del fragmento

ArcA hacia la proteína mutante DIAsp576Ala_H 2 pero en el caso de la proteína D I

Hlis717Gln no se observó transferencia de radiactividad de ArcA y en ninguno de los

casos fue detectada la liberación de Pi.

Estos resultados realizados in vitro, permitieron proponer un modelo de

desfosforilación de ArcA-P por la actividad fosfatasa de ArcS en un fosforelevo

reverso (de ArcA-P hacia H2 posteriormente DI y por último liberándose Pi), así

también sugirieron que el dominio HI no es necesario para la desfosforilación,

mientras que los dominios DI y H2 son indispensables en la vía reversa del grupo

fosforilo (Georgellis et sl, 1998) (Fig. 8)

N

H

H

Po;..
•••....•···•

••.....
00

00

e 0·0

N D -c

Fig 8. Modelo de desfosforilación de ArcA. De acuerdo a los antecedentes previamente
explorados el modelo de desfosforiladón de ArcA-P es por fosfo-relevo reverso e involucra a D1-H2
de ArcB. .
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A pesar de que en E. co/i el sistema Arc, es uno de los modelos de los

cuales se tiene abundante información, su complejidad no ha permitido el total

entendimiento de su funcionamiento, por lo cual es necesario caracterizar a fondo

sus mecanismos de control, lo que ayudará a ampliar el conocimiento de la

integración de este circuito para la adaptación bacteriana a cambios redox en el

medio.
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Objetivos

1. Elucidar la vía de desfosforilación de ArcA-P in vivo.

Para llevar a cabo el objetivo anterior, se plantearon los siguientes objetivos

particulares:

1.10btención de cuatro plásmidos que codifiquen para el dominio
transmisor y de fosfotransferencia de ArcS: silvestre (D¡-H2), mutante en
el dominio receptor (D¡*-H2), mutante en el dominio transmisor D¡-H2*)
y doble mutante (D¡*-H2*). *Dominio mutado.

1.2 Determinar si los fragmentos silvestres de ArcS tienen un efecto sobre
la actividad de ArcA fosforilado en cepas con genotipo silvestre, ArcS
constitut iva, ArcS nula y que además contengan los genes reporteros
A~(//dp-/acZ) y A~(cyd-/acZ), los cuales se reprimen y activan por ArcA
fosforilado respectivamente.

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

activador de la proteína ArcA in vivo.
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Metodología

Para confirmar que el dominio receptor (DI) y el dominio de

fosfotransferencia (H2) de ArcB, son los responsables de la desfosforilación de

ArcA-P in vivo cuando las condiciones redox de crecimiento cambian, se realizó la

comparación de las expresiones de los genes reporteros 'A.C!>(I/dp-P-/aCZ) y 'A.C!>(cyd

/aCZ), los cuales en condiciones anaeróbicas de crecimiento se reprime y activa por

ArcA fosforilado respectivamente. Esta actividad fue cuantificada con ensayos de

~-galactosidasa realizados en células de E co/i con genotipo silvestre y células

transformadas con diferentes construcciones (ver Tabla 1) que codifican para los

dominios receptor y de fosfotransferencia de ArcB en diferentes versiones: a) tipo

silvestre (ArcBs2o-778 o D1-H2), con el cual se espera que se observe anulación del

control transcripcional dependiente de ArcA-P, esto debido a la desfosforilación de

ArcA-P; b) mutante en el dominio receptor (ArcBs21-778, D-S76-A1a o D1*-H2) y c)

mutante en el dominio fosfortansmisor (ArcBs21-778,HiS-717-Q/ DrH2*), con los que se

espera que la actividad de los reporteros sea menor debido a la disminución de la

concentración de ArcA-P y la doble mutante (ArcBs21-778, O-S76-A1a; His717Q/ D1*

H2*), con la que se espera que se mantenga normal el control transcripcional por

ArcA-P.

Para verificar la relevancia fisiológica del acetil fosfato sobre el sistema de

Arc, se realizó la comparación de la expresión del gen reportero A<!>( cyd-/aCZ) en

dos cepas en fase estacionaria: una tipo silvestre en la que se espera ver aumento

de la actividad el reportero al adicionar acetato y otra con mutaciones en los genes

ackA y pta que codifican las proteínas acetato cinasa y fosfotransacetilasa, ambas

involucradas en la síntesis de acetil fosfato que se tomó como control negativo del

ensayo (Tabla 3).
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Tabla 3. Cepas y plásmidos utilizados

Nombre de la cepa Fenotipo Referencia

E m/iJM101 supEthi c.(lac-proAB) F ' [traD36 proAET Yanish-Perron et a!.,
lacF laCZ1Ml51 1985

E conECLS002 MC4100 con <1>'A.(lldp-laeZ) Kwon et al. 2000a
E col! ECLS003 MC4100 con Mnr. :Tn9(Cm') <1>'A.(cydA-laeZ) Kwon et al. 2000a
E mliECL5047 (q,tarl - l lS arcE!l-778: :Kan'ótaróarc8) <1> 'A. [lldp- Kwon et a!., 2003

laeZl)
E coli ECLS004 MrcB: :tet'M(cydA '-laeZ) Kwon etal. 2000a
E coliECLS012 MrcB: :tet'M(Ildo-laeZl Kwon etal. 2000a
E coli ECLS336 ota: :tet: :ackAA.Mcvd-laeZl

Nombre del plásmido Fragmento utilizado con sitios de Referencia
restricción EcoRJ. v HindlII

pQE30 ArcB>lI-II' Georgellis et a!.,·1997
ArcB521-ns

pQE30 ArcB>lI- Georgellis et a!., 1998
ArcB521-m ;Asp576AJa

pQE30 ArcB,d -lIoHis 1/ ,,'n Georgellis et a!., 1998
ArcB521-m ;His717Gln

pQE30 ArcB,d - ,HIS 1/",n

ArcB7S-778;Asp576AJa;His717G1n

pBAD30 Guzmán et al. 1995

Plásmido Contenido Referencia
pMX020 ArcB>lI' " ' en pBAD30 Estetrabaio
oMX021 ArcB>ll-l l' Asp>JbAIa en pBAD30 Estetrabaio
pMX022 ArcB>ll-lI ' HIS 1IUIn en pBAD30 Estetrabaio
pMX023 ArcB>lI-/1ll Asp>/bAIa, His lIG1n en pBAD30 Estetrabajo

Construcción de los plásmidos

Para generar los vectores utilizados en este trabajo, el plásmido pSAD30

(Guzmán et al, 1995) fue extraído de la cepa DH5alfa, se digirió con las enzimas

de restricción EcoRI y HinmII, durante 3 h a 370 (, Para obtener los fragmentos

necesarios de AreS, se digirieron los plásmidos pQE30ArcSS2
D-778 (D¡-H2) (Georgellis

et al, 1997), pQE30ArcS52D-778,AsP576Ala (D¡* -H2) Y pQE30ArcS52D-778,AsP576Ala (D¡-H2*)

(Georgellis et al, 1998), con los mismos sitios de restricción. Para obtener el

fragmento que contiene la doble mutación (D¡*-H2*), se realizó el ensayo de

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando como templado al plásmido
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pQE30 ArcB78-778,AsP576Ala;HiS717Q, con los iniciadores pQE30

(5'CCCGGATCCCATatgcctttaccggcgctgaatgtgc ' 3) Y pQE30rev

(5 ' CCCGGATCCATGCAtcgcgcaccccggtctacgg ' 3) (Georgellis et st., 1997), los cuales

contienen los sitios de restricción EcoRI y HindfII. Posterior a la digestión, tanto al

plásmido como los fragmentos fueron separados durante 30 min en gel de

electroforesis de agarosa al 0.8%, para aislar las bandas correspondientes

siguiendo el protocolo de extracción de DNA a partir de agarosa (Roche). Los

fragmentos fueron ligados al vector pBAD30 (Guzmán et a!., 1995) en 20 ul de

reacción en presencia de T4 DNA ligasa (Invitrogen), incubando la reacción durante

12 h a 16 oc. Se generaron cuatro plásmidos nombrados pMX020, pMX021,

pMX022, pMX023.

Células Competentes

Se prepararon células competentes para la transformación de las cepas

JM101, MC4100 A~(I/dp-/acZ), MC4100 A~(cyd-/acZ), ECL5047A~(I/dp-/acZ),

ECL5004 A~( cyd-/acZ) y ECL5012 A~(I/dp-/acZ) . Se ut ilizó el método descrito por

Inoue et al. (1990).

1. Se toman 200 111 de un cultivo madre para inocularlos en 20 mi de medio líquido

Luria-Bertani Broth (Fluka, BioChemica) al 2%, adicionado con Mg2S04 1M CaCl2

1M, incubándose el cultivo a 18 oCcon agitación hasta a una D0600 de 0.4.

2. Se incuba el cultivo en hielo durante 10 min y posteriormente se centrifuga a

3000 rpm durante 15 min a 40C.

3. Se resuspende con cuidado la pastilla en 4 mi de buffer TBE (Sambrook, 1999)

frío, incubándolo posteriormente en hielo durante 30 min y se centrifuga a 3000

rpm durante 15 mino

4. Se repite el paso anterior .

5. Finalmente la pastilla es resuspendió en 1.6 mi de TB con 7% de DMSO,

separando 200 ¡ll de células en tubos eppendorff previamente marcados con el

nombre del aislado correspondiente.
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6. Inmediatamente se procede a la congelación con N2 líquido y se almacenan en

REVCO a -75°C hasta su posterior transformación.

Transformación

Se incubaron las células en hielo durante 10 min para descongelarlas, y se

adicionó 1 fll de cada uno de los plásmidos pBAD30, pMX020, pMX021, pMX022 y

pMX023. La mezcla fue incubada en hielo durante 30 min y posteriormente se les dio

un choque térmico a 43 oC durante 30 s. Inmediatamente se le adicionó a cada tubo

1 mi de medio de recuperación (LB 3%) Y se incubaron nuevamente durante 1 h a 37

oC con agitación. Las células recuperadas fueron centrifugadas a 2500 rpm y

posteriormente se sembraron en placas LB-agar (suplementadas con ampicilina 100

fl9/ml). Las placas de cultivo sembradasfueron incubadas durante toda la noche a 37

oc. Posteriormente se seleccionó una colonia aislada y se inoculó en 5 mi de LB

líquido con ampicilina 100 fl9/ml hasta una D0600 de 1.5-2.

Para verificar la correcta construcción de los plásmidos después de la

transformación de la cepa JMl01, se procedió a extraer cada vector siguiendo el

protocolo del Kit de extracción de ADN (High Pure Plasmid Isolation Kit, Roche

Mannheim, Germany). Se digirió el ADN durante 1 h con las enzimas de restricción

EcoRl y HinclfII. Los fragmentos fueron separados durante 30 min en gel de

electroforesis de agarosa al 0.8%. Se utilizó la tinción con bromuro de etidio a una

concentración de 0.01% para verificar los pesos moleculares de los fragmentos

(pBAD30 y 900 pb del fragmento que contiene el sitio de unión a ribosoma y los

dominios ArcB), tomando como referencia el marcador de peso molecular de escalera

'AHinclfII (Invitrogen).

Mantenimiento de las cepas

Para mantener las cepas bacterianas durante largo tiempo, se realizaron

cultivos de cada cepa transformada durante 12-14 h con agitación constante

inoculando una colonia en 5 mi de medio LB-líquido adicionado con ampicilina 100
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I-Ig/m!. Posteriormente se agregaron 1400 1-11 del cultivo en 480 1-11 de glicerol al 80% y

se congelaron a -70 oc.

Medios y condiciones de crecimiento

Las condiciones de crecimiento fueron distintas dependiendo del ensayo

realizado. Se utilizaron placas de medio LB-agar adicionado con glucosa 0.02% y

ampicilina a una concentración final de 100 I-Iglml para seleccionar las células

transformantes y para crecimiento de éstas en tubo, se utilizó LB-líquido con

ampicilina (100 I-Ig/ml).

En el caso de la cinética de activación del reportero A~(I/dp-/acZ), se

inocularon 50 1-11 de bacterias en medio LB-líquido adicionado con MOPS (3-(N

Morfolina) ácido propanosulfónico) 0.1 M, D-xilosa 20 mM (LB buffereado), L

lactato 20 mM como inductor del reportero, ampicilina 100 ~g/ml y arabinosa al

0.02% en el caso de los cultivos de células que fueron transformadas con los

plásmidos (pBAD30, pMX020, pMX021, pMX022 y pMX023). Las condiciones de

crecimiento fueron a una temperatura de 37 oC y con agitación hasta el término de

las curvas.

Para el crecimiento anaeróbico de la cepas silvestres (ECL5002 y ECLS003)

transformadas con los plásmidos (pBAD30, pMX020, pMX021, pMX022 y pMX023),

se adicionaron 10 1-11 de cada cultivo madre en viales de 5 mi que contenían medio

LB-líquido buffereado y suplementado con arabinosa 0.02% y L-Iactato 20 mM

como inductores de los vectores y del reportero A~(I/dp-/acZ) respectivamente.

Los viales fueron incubados a 37°C hasta que llegaran a una D0600 de 004,

posteriormente fueron se detuvo el crecimiento bacteriano en hielo y se realizaron

ensayos de ~-galactosidasa.

En los experimentos de los aislados que contienen la mutación ó.arc8, se

inocularon 30 1-11 de cada cultivo madre a matraces de 200 mi que contenían 5 mi

de medio mínimo (Foraje y Un, 1982) suplementado con piruvato 0.4% como

única fuente de carbono. Se incubaron los cultivos a 37 oC con agitación hasta una
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00600 de 0.2. Posteriormente cada matraz fue incubado en hielo para detener el

crecimiento y proceder a los ensayos de p-galactosidasa.

Por último en el ensayo de fosforilación de ArcA por acetil fosfato, se

inocularon 100 1-11 de cultivo madre de cada cepa utilizada en 30 mi medio mínimo

(Sarnbrook y Rusell, 1999) adicionado con glucosa 0.02% dejando crecer el cultivo

en un matraz de 1000 mi en agitación durante 1 h. Se comenzaron a tomar

mediciones de 00600 así como alicuotas para realizar ensayos de [3-galactosidasa

cada 30 min hasta llegar a la fase estacionaria, en la cual se siguieron tomando

mediciones durante 5 h. Posteriormente se adicionó acetato de sodio 20 mM para

aumentar la concentración de acetil fosfato, siguiendo la toma de muestras cada

15 minutos durante 2 h.

Ensayos de 13-galactosidasa

La cuantificación de la actividad enzimática de los genes reporteros

utilizados en las distintas cepas, se realizó por medio del ensayo [3-galactosidasa

(Miller, 1972). Se tomaron primero 1 mi de medio con células, para medir la 00600

y posteriormente 100 ¡.¡I para adicionarlos en tubos que contenían 900 mi de

fosfatos suplementado con 10 ¡.¡I de SOS 0.1% Y 20 ¡.¡I de cloroformo

(amortiguador Z), se agitó con vortex cada tubo, posteriormente se adicionaron

200 ¡.¡I de O-nitrofenil-p-O-galactopiranosido 0.04 rnq/rnl incubándose a

temperatura ambiente durante 15 min y deteniendo la reacción con 500 ¡.¡I de

NaC03 1 M. se tomaron lecturas a 00420 y 00550, los valores fueron utilizados en la

fórmula de Unidades Miller:

Unidades Miller (UM)= 1000 X 00iz0 - (1.75 X 00520)
(t)(V)(00600)

y posteriormente graficados con el programa de computadora Excel.
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Resultados

Efecto del cambio de condiciones redox en cultivo anaeróbico en la cepa

MC4100 l'P(lIdp-lacZ). Para determinar el tiempo que tarda en desreprimirse el

reportero $A(/ldp-lacZ) cuando hay transición de crecimiento anaeróbico a

condiciones aeróbicas, se realizó una cinética de activación por medio de ensayos

de p-galactosidasa en la cepa ECLS002.

La cepa ECL5002 que contiene el reportero $A(/ldp-lacZ) el cual es reprimido

por ArcA fosforilada fue cultivada en medio LB líquido a 37°C en condiciones

anaeróbicas. Se inició una curva de cinética de activación del reportero cuando el

cultivo de bacterias llegó a una D0600 de 0.2, se tomó la primera muestra. Pasados

10 min se procedió a tomar la segunda muestra (tiempo llamado O).

Inmediatamente fueron transferidos 50 mi de uno de los cultivos a un matráz

incubándolo con agitación a 280 rpm. Se tomaron muestras de ambos cultivos

cada 10 min hasta completar una hora.

Como se puede observar en la figura lO, en condiciones anaeróbicas se

mantuvo reprimido el reportero, debido a la fosforilación de ArcA, mientras que en

el cultivo que fue cambiado a condiciones aeróbicas, se observó la desrepresión

del reportero desde los primeros minutos de aereación. Lo anterior sugiere que

ocurrió una desfosforilación del regulador de respuesta desde que el oxígeno

estuvo disponible en el cultivo. Lo anterior indica que ArcA es desfosforilado por

otra proteína ajena e ella (que puede ser una fosfatasa o su cinasa reconocida

ArcB) ya que previamente se ha reportado que la vida media de ArcA es de mas de

1 h (Georgellis et st, 1998).
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la represión dependiente de ArcA fosforilada es anulada por la expresión

de DI-Hz en crecimiento de cepas con areS constitutiva. Los datos

observados en el ensayo anterior, sugieren que el apagado del sistema Arc es por

medio de una fosfatasa ajena a ArcA. En un estudio in vitro realizado por

Georgellis et al. (1998), observaron que para el decaimiento de la señal en el

sistema de Arc son necesarios tanto el dominio receptor 0 1 como el dominio

fosfotransmisor H2 de ArcS. Con el objeto de determinar si estos son los

responsables del decaimiento de la señal en el sistema de Arc in vivo, se

construyeron una serie de plásmidos que expresan el fragmento DI-H2 de la

proteína ArcS tipo silvestre y distintas mutantes (ver plásmidos utilizados en

metodología). Estos vectores fueron transformados en la cepa ECLS047 AetJ(/Jdp

JaeZ) en la cual fue remplazado areS silvestre por el híbrido tar-areS que codifica

para la proteína ArcS con actividad cinasa constitutiva. En esta cepa ArcS

transfosforila a ArcA aún en condiciones aeróbicas, como resultado de esto la

actividad del reportero siempre es baja, sin embargo con la expresión del

fragmento DI-H2 de ArcS se espera que disminuya la cantidad de ArcAfosforilado y

aumente así la actividad.

De cultivos frescos de las células transformantes, se realizaron subcultivos

en 20 mi de medio LB y se incubaron en agitación a 370C. Se dejaron crecer los

cultivos a una 00600 de 0.2 en donde se tomó la primer muestra en el minuto -15,

una segunda muestra en el tiempo O e inmediatamente se adicionó arabinosa a

una concentración final de 0.02% como inductor de los vectores, se tomaron

muestras cada 10 min durante media hora, posteriormente cada 15 min durante

media hora y cada 30 min hasta completar 180 mino

Los resultados obtenidos en este ensayo (Fig. 11) mostraron que la adición

de arabinosa no alteró la actividad de los aislados que contienen pSAD30 y la

expresión de DI*-H2*, mientras que en el aislado que contiene el plásmido que

expresa el fragmento DI-H2 (pMX020), se observa un aumento inmediato en la

expresión del reportero. En las cepas que contienen los plásmidos que expresan
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D¡*-H2 (pMXD21) y Dl-H 2*(pMXD22), la adición de arabinosa mostró moderada

actividad del reportero, observándose valores mas altos D¡*-H2 que D¡-H2*. Estos

resultados, sugieren que ArcA fosforilado es desfosforilado por la actividad cinasa

de ArcS vía ArcA foforilado H2 Dl , ya que al expresar -et-fragmooto con

cualquiera de los dominio mutados la actividad del reportero es menor que cuando

se expresa el fragmento DrH2'
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Fig 11. Liberación del control transcripcional de ArcA fosforilado por la expresión del
fragmento Dl-H2. se realizó seguimiento de la actividad del reportero A<f>(Ildp-lacZ) en el aislado
ECLS047 en el que fue remplazado areB cromosomal por tar-areB híbrido, el cual codifica para la
proteína ArcB con actividad cinasa constitutiva.+ ECLS047;. ECLS047 pBAD30 (control negativo);

...ECLS047 pMX020 (codifica D¡-H2)~'ECLS047 pMX021 (codifica D¡*-H 2);* ECLS047 pMX022 (codifica
'D¡-H2* ); • ECLS047 pMX023.
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La expresson de 01-H2 anula la regulación transcripcional de ArcA

fosforilada en aislados silvestres en crecimiento anaeróbico. De acuerdo a

los resultados anteriores, se puede sugerir que el decaimiento de la señal en el

sistema de Arc está facilitado por la cinasa sensora por medio de la

desfosforilación de ArcA fosforilado vía fosfo-relevo reverso. No se sabe si la

misma conformación de ArcB permite catalizar la fosforilación y desfosforilación de

ArcA fosforilado o existen cambios en la proteína dependiendo del estado rédox de

crecimiento. Si son necesarios dichos cambios conformacionales, bajo condiciones

estimulantes la proteína se encuentra activa como cinasa a la vez que se inhibe su

actividad fosfatasa y viceversa. Para explorar la posibilidad que sean distintas

conformaciones que ArcB adopte, las que especifiquen si la reacción es de fosfo

relevo o fosfo-relevo reverso, se probó si la expresión de D1-H2 anula la regulación

de ArcA fosforilado bajo condiciones estimulantes. Para este fin, fueron

transformadas con los plásmidos pMX020, pMX021, pMX022 y pMX023 las cepas

ECLS002 y ECLS003 las cuales acarrean los reporteros C!>A(//dp-/aeZ) y C!>A( cyd

/aeZ) que se reprime y activa por ArcA fosforilado respectivamente. Todas las

cepas se cultivaron en condiciones anaeróbicas en 5 mi de medio LB adicionado

con ampicilina, arabinosa 0.02%, se adicionó tambien L-Iactato 20 mM en el caso

de las cepas que contienen el reportero C!>A(//dp-/aeZ). Sedejaron crecer hasta una

D0600 de 0.4 para realizar el ensayo de l3-galactosidasa.

En la figura 12a y b, se muestran los resultados obtenidos en este ensayo

observándose que la presencia de D1-H2 anuló la expresión del reportero Ac!>(cyd

/aeZ) así como la represión de AC!>(//dp-/aeZ) durante crecimiento anaeróbico. La

expresión de D1*-H2* no afectó la expresión de ninguno de los dos reporteros.

Para el caso de las expresiones D1*-H2 y D1-H2*, como en los resultados anteriores

se observó disminución en el control transcripcional dependiente de ArcA

fosfori lada.
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Efecto de la adición de acetato en crecimiento aeróbico en la expresión

del gen reportero ~(cyd-laeZ). Previamente se reportó que ArcA cataliza su

propia fosforilación a expensas de acetil fosfato o cabamil fosfato (Drapal y

Sawers, 1995; Lynch y Un 1996). En esta parte del trabajo fue explorado el efecto

que puede tener el aumento del acetil fosfato intracelular en la expresión del

reportero activado por ArcA foforilado t..$( cyd-/acZ) en presencia de la cinasa

sensora ArcS.

Se realizaron ensayos de p-galactosidasa a dos cepas, una tipo silvestre

ECL5001 t..${cyd-/aeZ) y otra cepa ECL5336 t..${cyd-/acZ) la cual tiene como fondo

genético la interrupción de los genes que codifican la acetato cinasa y transacetilasa

con un cassette de tetraciclina (pta::tet:ackA) para evitar la producción de acetil

fosfato endógeno. Ambos aislados fueron inoculados en 200 mi de medio mínimo e

incubados en agitación a 37 oC durante 1 h, t iempo en el que se comenzaron a

tomar muestras cada 30 min hasta que los cultivos entraron a fase estacionaria en

la que se mantuvieron durante 5 h, posteriormente se adicionaron 20 mM de

acetato siguiéndose la curva durante 2 h mas.

En la figura 13 se observa la comparación de crecimiento (densidad

óptica=DO) entre las cepas observando que el máximo crecimiento de ambos

aislados, fue a una D0 600 de 0.25 aproximadamente y la diferencia en el tiempo

que llega cada aislado a esta fase es entre 4 h para la cepa ECL5001 y 6 h para la

cepa ECL5336. La actividad del reportero dada en Unidades Miller baja conforme

sube la D0600. Durante la fase estacionaria, se mantiene baja en ambas cepas aún

después de haber adicionado el acetato, lo cual indica que en presencia de la

cinasa sensora, la presencia del acetil fosfato no tiene ninguna relevancia

fisiológica.
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Fig 13. Expresión del gen reportero A<1>( cyd-laeZ) en ayuno de glucosa en crecimiento
aeróbico. La actividad del reportero se mantiene en ambas cepas, lo cual indica que la presencia
del acetil fosfato no tiene ninguna relevancia fisiológica en presencia la AreS.
o D0 600 de la cepa ECL5001, o D0600 de la cepa ECL5336,O Actividad de p-galactosidasa de la cepa
ECL5001, L'. Actividad de p-galactosidasa de la cepa ECL5336
La flecha indica la adición de acetato 20 mM.
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Efecto de D1-H2 sobre ArcA fosforilada en aislados con genotipo l1arcB.

En los resultados anteriores se ha observado que D¡-H2 tiene efecto en el control

transcripcional mediante la desfosforilación de ArcA-P. Sin embargo no se puede

excluir la posibilidad de que el fragmento D¡-H2 de ArcS no este actuando sobre

ArcA-P, sino que el grupo fosfor ilo sea transferido del dominio de autofosforilación

(H¡) hacia el dominio receptor del fragmento D¡-H2 y posteriormente se libere

como Pi. Otra posibilidad es que en el caso de tener el dominio fosfotransmisor

mutado (H2*) se quede el grupo fosforilo en el dominio receptor.

En el experimento realizado con las cepas ECL5004A<1>(cyd-lac2) y ECLS012

A<1>(Ildp-laeZ) las cuales contienen fondo genét ico IJareS se pueden observar dos

cosas: 1) de acuerdo a los resultados de la figura 13 y previos reportes (Lukat, et

el, 1992; McCleary y Stock, 1994), se sugiere que in vivo los reguladores de

respuesta son capaces de autofosofrilarse a expensas de acetil fosfato sólo en

ausencia de su cinasa sensora. 2) Con los resultados de este experimento se

puede demostrar que D¡-H2 es capaz de desfosforilar a ArcA fosforilado. Las cepas

antes mencionadas, fueron transformadas con los vectores pMX020 (expresa D¡

H2), pMX021 (expresa D¡*-H2*), pMX022 (expresa D¡-H2*) y pMX023 (expresa

D¡*-H2*). Se inocularon 50 IJI de cultivos madres de cada transformante en 5 mi

de medio mínimo adicionado con piruvato 0.4%, ampicilina 100 IJg/ml, kanamicina

50 IJg/ml; como inductores del vector y del reportero A<1>(Ildp-lac2), arabinosa

0;02% y L-Iactato 20 mM respectivamente . Los cultivos fueron incubados en

agitación a 37°C hasta obtener una D0600 de 0.2.

Los resultados mostrados en las figuras 14a y b indican que ArcA reprimió y

activó a los reporteros respectivamente en presencia del intermediario acetil

fosfato. Por otro lado cuando se expresa D¡-H2 se observa nuevamente la

anulación de la regulación realizada por ArcA fosforilado sobre ambos reporteros,

en cambio cuando se expresan D¡* -H2* y D¡-H2*no se ve efecto alguno. En la

expresión de D¡* -H2 se observa una disminución en el control ejercido por ArcA

fosforilado.
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Discusión

Existen dos actividades primordiales que regulan la cantidad de regulador

de respuesta fosforilado; la primera, es la actividad de autofosforilación de la

cinasa sensora, por medio de esta acción se controla la disponibilidad del grupo

fosforilo (Borkovich et al, 1989). La segunda es la desfosforilación del regulador

de respuesta que puede ser por tres diferentes vías: 1) Actividad autofosfatasa o

labilidad inherente de la forma fosforilada de la proteína reguladora; 2) La

desfosforilación catalizada por una tercera proteína auxiliar, la cual interviene en la

hidrólisis del grupo acyl formado (Wright et al, 1993); 3) La desfosforilación

catalizada por la actividad bifuncional cinasa/fosfatasa de la cinasa sensora

reconocida (Albanesi et al, 2004; Hsing y SilhaVV, 1997).

En los resultados obtenidos en el experimento, en donde células en

crecimiento anaeróbico fueron cambiadas a condiciones aeróbicas, se observa que

la actividad del reportero aumenta desde los primeros minutos de aereación (Fig

10). Lo anterior puede sugerir que en el sistema Arc, la inactivación de ArcA no es

por labilidad inherente ya que ha sido previamente demostrado que in vitro ArcA

fosforilada tiene una vida media mayor a 1 h (Georgellis et al, 1998), lo anterior

sugiere que el decaimiento de la señal debe ser realizado por medio de la actividad

fosfatasa de una proteína ajena a ArcA.

Ha sido previamente reportado que en "algunos sistemas, la desfosforilación

del regulador de respuesta se encuentra auxiliada por fosfatasas, como es el caso

de las proteínas del control flagelar, CheZ dimeriza e interacciona con CheY

acelerando la desfosforilación (Cantwell et al, 2003; Hess et al, 1988; Blat y

Eisenbach, 1994). otro ejemplo es el sistema de dos componentes encargado de la

esporulación en B. subtilis, en donde se involucran varias fosfatasas altamente

reguladas (RapA, RapB y RapE) para la desfosforilación de SpoOF (Perego et al,

1994), así mismo SpoOE es la autofosfatasa de SpoOA (Ohlsen et al, 1994).

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

fosforilado puede ser controlada por una tercera proteína nombrada SixA, la cual
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secuestra al grupo fosfato del dominio fosfotransmisor de ArcS, sin embargo en

ensayos en los cuales sobrexpresaron la proteína in vivo no vieron ningún efecto

fisiológico (Ogino et al., 1998; Matsubara y Mizuno, 2000).

Se han reportado otros ejemplos en lo cuales la proteína cinasa también

t iene actividad de fosfatasa. En el sistema que regula la expresión de las porinas

OmpF y OmpC, la cinasa sensora EnvZ es la encargada de la actividad fosfatasa de

OmpR fosfotrilado (Hsing y Silhavy, 1997; Hsing et et, 1998). En el sistema de

Tor, la cinasa detecta la presencia de trimetilamina N-oxido (TMAO) en el medio

transfosforilando al regulador de repuesta TorR vía HiS44r- Aspm - HiSsso-- Asp

(TorR) pero en ausencia de este producto (TMAO) la proteína reguladora es

desfosforilada por fosfo-relevo reverso vía Asp (TorR)-- His8so •.Asp523 (Ansaldi et

al.,2001).

Otro ejemplo es FixL/J encontrado en Rhizabium me ñtoti, el cual responde a

bajas concentraciones de oxígeno; la cinasa FixL es la encargada de fosforilar y

desfosforilar al regulador de respuesta FixJ (Lois et el, 1993). Un trabajo realizado

in vitra, sugirió que el decaimiento de la señal en el sistema Arc también es

realizado por fosfo-relevo reverso, en el cual está involucrado el AsP54 de ArcA, el

His717 y AsPS76 de ArcS, con una subsecuente liberación de Pi (Georgellis et el,

1998). Los resultados obtenidos in vivo en este trabajo confirman los resultados

previamente realizados in vitro, observándose que ArcA-P es desfosforilado por el

dominio receptor y fosfotransmisor de ArcS en una vía reversa AsP54-His717

AsPS76.

En la figura 11 se observa mayor incremento de actividad del reportero sólo

cuando es expresado el fragmento D1-H2 de ArcS aún en un aislado con genotipo

arcS constitutivo, lo que indica que esta cinasa es responsable de la

desfosforilación de su regulador de respuesta correspondiente. Nuestros resultados

también concordaron con lo que sugirieron los ensayos realizados in vltro, que

tanto el dominio D1 como el H2 son necesarios en el decaimiento de la señal, ya

que cuando se expresaron los fragmentos de ArcS con alguna mutación ya sea

41

- - - - - - - - - - - -



D1*- H2 o D1-H2*, tanto la expresión del gen t..C!J(//dp-/acZ) como la activación de

t..C!J( cyd-/acZ) fueron menores que en el caso de D¡-H2 tipo silvestre (ver figuras 11

además de las figs. 12a y b; 14a y b).

Cabe mencionar que el t iempo en que se comienza a observar la activación

del reportero cuando se adiciona arabinosa, concuerda también con el observado

en la figura 10 en donde sólo se cambió el cultivo a condiciones aeróbicas, siendo

éste aproximadamente entre 10-20 min, posiblemente es el tiempo en el que la

célula comienza a sensar la presencia de 0 2 en el medio y ajusta la maquinaria a

las nuevas condiciones.

A pesar de la fuerte evidencia de que el dominio receptor (D1) y

fosfotransmisor (H2) de ArcS son los responsables de la desfosforilación de ArcA

fosforilado, no se sabe si la actividad cinasa/fosfatasa de ArcS se debe a cambios

en la conformación de estos dominios dependiendo del estado redox de

crecimiento. De acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo realizado con

cepas silvestres se sugiere que no son los cambios conformacionales los que

confieren actividad de cinasa o de fosfatasa a ArcS, sin embargo no se puede

excluir esta hipótesis ya que posiblemente sea necesario el dominio H1 para poder

llevar a cabo dichos cambios.

Al contrario de los resultados previamente publicados (Nystrtim et al,

1996), en este trabajo se muestra que en presencia de ArcS, el acetil fosfato no

tiene ninguna relevancia fisiológica. En la figura 13 se observa que la adición de

acetato no alteró la expresión de t..et>(cyd-/aeZ) en cepas que contienen a ArcS

silvestre.

En los resultados presentados en este trabajo, en los cuales se utilizaron

cepas con genotipo 6arcB se observaron dos cosas 1) en presencia de ArcS el

acetil fosfato no modula el nivel de ArcA fosforilado (como se puede observar en el

panel negro de las gráficas 14a y b), en cambio en su ausencia se observa

represión y activación de t..C!J(//dp-/aeZ) y t..et>(cyd-/acZ) respectivamente (Rg 14a y

b) en condiciones aeróbicas, evidenciando que ArcA esta activo y que se
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autofosforiló a expensas del acetil fosfato. Los resultados anteriores, concuerdan

con publicaciones en los sistemas CheY y NtrC, en donde reportan que in vivo la

autofosfoilación del regulador de respuesta a expensas de donadores de fosfatos

de bajo peso molecular como el acetil fosfato sólo puede ocurrir en ausencia de la

cinasa sensora respectiva (Dailey y Berg 1993; Feng et al, 1992; Hsing y Silhavy,

1997).

A pesar de que los ensayos realizados en condiciones anaeróbicas en las

cepas silvestres, proveen una fuerte evidencia de que ArcA-P es desfoforilada in

vivo por DI-H2 de ArcB, no se puede descartar la posibilidad de que este fragmento

mas bien interrumpa la transferencia del grupo fosforilo de ArcB hacia ArcA,

mediante un fosfo-relevo que involucre a H¡ de ArcS silvestre y DI de ArcS

plasmídico, sin embargo los ensayos realizados con las cepas que contienen

genotipo IJareS mostraron que el efecto observado por la expresión de DI-H2 es

realizado directamente sobre ArcA fosforilado y así ocurre el necesario apagado del

sistema Arc bajo condiciones no estimulantes.

Perspectivas

AreB es una proteína bifuncional que utiliza los dominios DI y H2 en el fosfo

relevo para la transmisión de la señal cuando se encuentra activa como cinasa, así

como para el decaimiento de la señal en su actividad fosfatasa, además de que el

pico de su actividad cinasa se encuentra en condiciones de microaerobiosis

(Alexeeva et al, 2003) en las cuales se escasean los niveles de ATP, es dificil

concebir un escenario en el cual operen las actividades de cinasa y fosfatasa al

mismo tiempo por el costo energético que tendría la célula. En el trabajo futuro, se

pretende encontrar los aspectos que controlan la dirección de la transferencia del

grupo fosforilo mediante:
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Examinar el efecto de la dimerización en la desfosforilación de ArcA

Como se ha reportado anteriormente, el sistema Arc se encuentra apagado

en condiciones aeróbicas mediante la activación de un mecanismo silenciador de la

actividad cinasa de ArcS en el que ocurre la oxidación de dos residuos de cisteínas

(Cys180 y Cis241) los cuales participan en la formación de un enlace disulfuro

intermolecular (Malpica et al, 2004). Se espera que la formación de dímeros de

ArcS a través de estos enlaces provoque cambios en la conformación de la

proteína que permitan que adquiera actividad de fosfatasa de ArcA fosforilado. Por

lo anterior, será explorada la hipótesis de que la forma reducida de ArcS tenga

actividad de cinasa, mientras que la forma oxidada opere como fosfatasa. Para

esto se determinará in vitro la tasa de desfosforilación del fragmento ArcAl
-
136

fosforilada, por la proteína ArcS78-ns completamente reducida (mediante previo

tratamiento con DTI) o completamente oxidada (con previo tratamiento con QO y

dorarnlna T).

Si el resultado de lo anterior indica que efectivamente la forma oxidada de

ArcS tiene mayor actividad fosfatasa que la forma reducida, se comparará la

expresión <tJ(lldp-laeZ) en los siguientes ensayos in vivo:

1) ECLS012 (fJ.ac8 <tJlldp-laeZ). Previos resultados han indicado que en

medio mínimo con piruvato como única fuente de carbono, la

expresión del reportero es menor que el aislado silvestre, como

resultado de la represión por ArcA-P formado por la autofosforilación

del regulador de respuesta a expensas de acetil fosfato (Datos no

publicados).

2) acrEjf292Q (ECLS030) en el que se espera observar la expresión del

reportero (<tJlldp-lacZ) , lo que indicaría que la proteína mutante

ArcSH292Q actúa como fosfatasa de ArcA.

3) acr¡f180A,C24OA. H292Q este aislado doble mutante en los residuos de

cicteínas es incapaz de formar el enlace disulfuro. Se ha demostrado

anteriormente que en este aislado se mant iene el reportero reprimido
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aún en condiciones aeróbicas (Malpica et el, 2004). Si se obtiene

represión del reportero, indicará que es necesario el enlace disulfuro

para la actividad fosfatasa de ArcS sobre ArcA fosforilada. Además se

realizará la inactivación de la actividad cinasa de ArcS introduciendo

una mutación en el sitio de autosfosforilación H292 •

Con los experimentos anteriores esperamos obtener valiosa información

acerca del mecanismo con el cual se diferencian las actividades de cinasa y de

fosfatasa de ArcS. Se espera que ArcS aumente su actividad fosfatasa en la

aerobiosis, cuando dimeriza por la formación de enlaces disulfuro (Malpica et el,

2004) y que la función como cinasa sea nula. Lo opuesto es esperado cuando la

proteína se encuentra en condiciones reductoras, en las cuales los enlaces

disulfuro son reduddos y ArcS monomeriza.

Estudios in vitro para identificar si la transferencia del grupo fosforilo es

inter o intramolecular.

Previos estudios han sugerido que en la bifuncionalidad de ArcS están

involucrados los dominios D1 como H2, lo que hace interesante la posibilidad de

que el fosfo-relevo y el fosfo-relevo reverso no tengan el mismo patrón de reacdón

inter o intramolecular.

Para distinguir las reacciones intramoleculares de las intermoleculares serán

generados una serie de péptidos mutantes bloqueados en pasos específicos del

fosfo-relevo. Varias combinaciones de péptidos mutantes serán incubados con

('Y32)ATP y ArcA. Se probará su habilidad para completar el fosfo-relevo mediante

la formación de ArcA en su forma fosforilada. Por ejemplo ni H1HiS292Gln_Dl_H2

(bloqueada en el sitio de autofosforilación) y H1_Gln2470AlaGIn472Ala_D1_H2 (incapaz de

unir ATP) podrán transfosforilar a ArcA a expensas de ('Y32)ATP, pero la mezcla de

estos péptidos podrá resultar en la formación de ArcA fosfor ilada si la transferencia
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del grupo fosforilo se involucra una reacción intermolecular. El mismo principio

puede ser util izado para investigar otros pasos del fosforelevo.

Se probarán distintas versiones de ArcB, ya sea solas o en la apropiada

combinación para la formación o hidrólisis de ArcA-P.

1) H1-D1-H2+ ArcA

2) HIH292Q-DI-H2 + ArcA

3) H IG470A,G472A_DI_H 2 + ArcA

4) HIH292Q-DI-H2 + ArcA + HIG470A,G472A_DI-H2 + ArcA

S) HI_DID576A_H2H717A + Ht292Q -D1-H2 + ArcA

6) H IH292Q-DI-H2 H717A + H¡-D1D576A -H2 + ArcA

7) H1-D1 D576A -H2 + H1 H292Q -D¡-H2 H717A + ArcA

8) ArcA fosforilado + HIH292QDI-H2

9) ArcA fosforilado + H1-D1-H2 H717A + HI_DID576A -H2

Los resultados in vitro serán verificados in vivo utilizando combinaciones de

mutantes de ArcB en cromosoma y ArcB plasmídico.

La caracterización individual de los pasos de la fosfotransferencia puede dar

señales de los mecanismos bioquímicos involucrados en la dirección en que es

transferido el grupo fosforilo. Es posible que el fosfo-relevo y el fosfo-relevo

reverso, tengan distintos patrones con respecto a las reacciones inter e

int ramoleculares. Si lo anterior es cierto, existe la posibilidad de que distinto

metabolitos puedan influenciar el índice del fosfo-relevo y del fosfo-relevo reverso.
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The Are two-component system, eomprising the AreR sensor kinase and the ArcA response regulator,
modulates the expression of numerous genes in response to the respirat ory eonditions of growth. Under ano xic
growth eonditions, AreB autophosphorylates and tr an spho sphorylat es ArcA, which in turn represses or acti
vates its target operons. Under aerobie growth eonditions, phosphorylat ed ArcA (ArcA-P) dephosphorylates
and its transeriptional regulation is relea sed. The dephosphorylatlon of ArcA-P has been shown to oeeur, at
least in vitro, via an ArcAA.ps••p -+ AreRHI.717_p -+ ArcB"'PS76_P -+ PI rever se phosphorelay. In this study, the
physiological signifieance of this pathway was assessed. The results demonstrate that the reeeiver and phos
photransfer domains of the tripartite sensor kínase AreB are necessary and sufficient for efficient AreA-P
dephosphorylation in vivo.

Th e ability to respond to a vast array of environme ntal
signals is vital for the growth and survival of microorganisms .
The sensing and processing of these signals are carried out by
molecul ar circuits within the cell, which detect, amplify, and
int égrate these signals into a specific response. In prokaryo tes,
these molecul ar circuits are typically organized by prol ein
pairs, "sensory kinase " proleins and "respo nse regulator " pro
teins, that belong to the large family of two-eomponent sys
lems. Two-cornponent signal tra nsduction systerns that depend
o n histidine and aspartyl resid ues as phosphoryl group donors
and acceptors have been reported to regulate diverse processes
tha t inelude ene rgy met abolism, symbiotic nitrogen fixation,
chernotaxis, cell division, sporulation, and pathogenic interac
tions with both plant and anim al hosts (1, 13, 29).

The prototypi cal system of thís kind comprises a membrane
bound sensor kinase and a cytosol-located cognate response
regulator. Upo n signal reception, the sensor kinase undergoes
an ATP -dep endent autophosphorylation at a conserved His
residue and subsequently transphosphorylates a conse rved Asp
residue in the cognate response regulat or rendering it func
tional, in general as a transcriptional regulator. Upon cessation
of signaling, both the cognate response regu lator and the sen
sor kinase und ergo dephosphorylation that results in silencing
of the systern.

Th e Arc (a noxic redox control) two-comp onent system is a
complex signa l transduction system that plays a key role in
regulating energy metabol ism al the level of transcription in
bacte ria (23). inelud ing the patho gens Vibrio cholerae, Salm o
nella enterica serovar Typhi mur ium, Yersinia pestis, and Hae
mophilus influe nzae (2, 3, 12, 25). This system comprises the
ArcB prore in as the sensor kinase and the ArcA protein as the
respo nse rcgulator (15, 17). ArcA is a typical response regu-

• Corr e... ponding autbor. Mai ling add rcss: De par tamento de Gc
ncticu Molecular. Inst ituto de Fisio logía Cel ular, Universidad Naci ó
0;,1 Autu nom u de Méx ico, 04510 Mexico Cirv. Mexico. Phone : 52 55
)h 22 5 7J ¡.{ . Fax : 52 55 562256 11. Evmail: di~itris@ lfc . u llam.mx.
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lator com pr ising an N-temúnal receiver dom ain with a con
served Asp residue (AspS4) and a C-terminal helix-turn-helix
doma in fo r ONA binding . By contrast, ArcB is unusuallyelab
ora te. First, there is no evident per iplasmic domain (17, 20) .
Second, the cytosol ic portion of the prot ein contains a putative
leucine zipper (9) and a PAS (Per-Am t-Sirn) domain (31) .
Th ird, ArcB possesses three cytoso lic catalytic domains : an
N-termina l transmitt er dom ain (HI) with a conserved His res
idue at position 292, a central receiver domain (01) with a
conserved Asp residu e at posilion 576, and a C-termin al tran s
mitter dom ain (H2) with a conserv ed His residue at position
717 (14, 16).

Under redu cing conditions, ArcB undergoes: ATP-depen
dent autophosphorylation (10, 16), a process that is enhanced
bv certain anae robic metabolites such as n-lactare, acetate, and
pyruvate (7, 30), and transphosph oryla tes ArcA via a His292-+
AspS76 -+ His717 -+ AspS4 phosphorel ay ( 10, 18). Phosphor
ylated ArcA (ArcA- P). in turn , represses the expression of
many opero ns involved in respirato ry met abolism and activates
a few operons encoding prot eins involved in fermentalive me
tabolism (23). Under aero bic conditi ons , the kinase activity of
ArcB is inhibited by the qu inone electron carri ers that act as
direct negative signa ls (8). In a recent study, it was dernon
strated that the molecular mech anism of kinase silencing in
volves the oxida tion of rwo cytosol-located redox-act íve cys
teine residues (Cys180 and Cys241) that participate in
inte rmolecular disulfide bond form ation (24) . Furtherrnore,
deph osphorylation of ArcA-P, a rcact ion needed lo curtail its
regulalo ry act ivity, was previously shown to proceed , at least in
vitro, via an ArcAASp54_p ~ ArcBH i:'/.7t7 _p ---+ ArcB A sp57b_p ~

Pi reverse pathway (9). However, no in vivo evidence was
provided lo support the physiological significante of such a
pathway.

In th is study, wc address the question of whc ther the re
ceiver (D I) and seco ndary lra nsmitter (H2) of ArcB are in
volved in the in vivo deph ospho rylation of ArcA -P.

A shi ft lo nonstimulati ng cond itions lead s tu immed ia te
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FIG. 1. A shift lo nonstimulating conditions leads to immcdiate

releaseoC the Arc-dependenttranscriptíonal control.11Ie AreNE two
component system respon ds very rapidly to changes in redox condi
tionsoCgrowth. Strain ECL5l102 carrying the 1>.<I>(lIdP' -JaeZ) reporter
was grown anaerobically in LB containing ().J M MOPS (morpho
lincpropancsulfonicacid) (pH 7.4), 20 mM o-xylosc, and 20 mM L

lactare as induce r. At an OD 600 of 0.2, one aliquot was withd.rawnfor
measuringthe l3-galactosidasc activity (depictedas -lO min). Al lime
(l min, the cultures were divided in two : one of the subcultures con 
tinued growth under anaerobiosis, serving as control , whíle the other
was sh ifted to aerob iosis. The ~-galaclosidase aetivity was mon itored
for 1 h with lO-mio intervals. Open squares, anaerobic growth; closed
circles, shift lo aerobios is.

release oCthe Are-dependent 'Ira nseriplional control. During
anaerobie growth , the ArcA response regulator is act ivated
upon phospho rylation by AreB and regulales the Iranscription
of sorne 40 operons. When oxygen becomes available, rapid
dep hosp horylation of bot h AreB-P and AreA-P is probably
neeessary for release of the Are-dependent t ranscriptional con
trol. To gain sorne insight into the mecha nism of dephosphor 
ylation, we examined the time lag for the respo nse of the Are
system after a shift frorn anaerob ie to aerobie eonditions of
growth. To this end, strain ECLSOOZ carrying the AreA -P
repressible >"<1>(lldP' -laeZ ) reponer (20) was grown anaerobi
cally in buffered Luria bro th (LB) supplemented with 20 mM
t-lactate to induce expressio n of the reporter (5). At an optica l
de nsity at 600 nm (OD600 ) of - 0.Z5. a samp le was withdrawn
and the express ion level of the repo rter, expressed in (3-galae
tosidase units, was determ ined (depieted as -10 min). As
expected , the expression of the reporter was very low, indiea
tive of AreA-P repression (Fig. 1). After an additionalIü min
of growth, the culture was shiCted to aerobiosis and the time
eourse of the (3-galaetosidase activity was Collowed. A. seen in
Fig. 1, shifting the anaerob ie culture to aerobiosis caused a
rapid inerease in reporter expression, suggesting that the Are
system respond s quiekly to ehanges in respiratory condi tions.
In this respeet , it has to be mentioned tha t the presence of
molecu lar oxygen leads to the oxidation of the quinone elec-

J. B .-\( T ERIOL

tron earrie rs that in turn inhibit AreB phosphorylat ion (8) and
ihcrc by prevcnt furth er lransphosphorylation of ArcA. The
already formed AreB-P dep hosphorylate s, rnost likely, by the
intrinsie lability of the phospho-aspartyl hond in D I (10). Also,
the phosphoh istidine phosphatase. SixA. which was previously
reported to speeifieally deph osphorylale His7 17 of AreB (28),
may contribute to the dephosphorylation of AreB-P. However,
rapid dep hosphorylation of AreA -P is also neeessary for re
port e r expression to resume after the shift to ae robiosis, Ge n
erally, the rate of depb osphorylation of response regulators
appears to be controll ed by the inherent lability of the mixed
anhydride phospho-aspartyl bond and/or a phospha tase-like
aetivity embodied in the eognate sensor kinase or another
pro tein . Cons ideri ng the faet that the in vitro half-Iife of the
phospho-aspartyl bo nd of AreA-P exceeds 60 min (9), we pos
tulated that an AreA -P-specífic phosphatase might be needed
for its dephosphorylation duri ng oxidizing conditions of
growth ,

ArcA-P-depe ndenl repression is released upon expressio n oC
DI-H2 und er nonstimulating eondilions. lt has been prev í
ously repo rted that, at least in vitro, AreA-P dephosphorylates
via an ArcAASPS4.p ~ ArcBllhr.717_p ~ ArcBAs p576_p ~ Pi
reverse pathway (9). Sinee the receiver (DI) and seeondary
transmitter (H2) of AreB are involved in the in vitro dephos
phorylatien of AreA -P, we argued that in vivo overexpression
of these two doma ins might release the AreA-P-dependent
transcriptional control in the absence of stimuli. To test this,
we construeted a series of plasmids expressing wild-type and
mutant DI-HZ (AreBS2I •

ns) proteins. The EcoRI -Hindlll
fragments of plasmids pQE30AreB S2 I

•
778 (10),

pQE30AreB5 21 -n s, D5 76A (9) , pQE30ArcB S2I •
n g. H71 70 (9),

and pQE30AreBS2I -
n g. D S76A. 117170 (this study). containing

the ribosomal binding site of the pQE30 vector and the areB
sequence that eneodes the AreB521

-
7 7

• fragment, were cloned
downstream from the ara prometer of plasmid pBAD30 (11)
to generate pMXOZO, pMXOZI, pMX022. and pMX023 encod
ing AreB5 21 -n 8 (DI-HZ), AreB52I -77S• D 576A (DI'-HZ),
AreB", ·m. Hmo (D I-HZ'). and AreB"I-778. DS76A. 117 170 (D I' -

HZ'), respeetively. Induetion by arabinose revealed that all
resultant DI -HZ construets overexpress a protein of the ex
peeted size at similar steady-state levels (F ig. lA).

The generated plasmids were transformed into strain
ECLS047 (19), in whieh the wild-type areB has been replaeed
with a tar-arcñ hybrid (labI) that encodes a protein with con
stitutive AreB kinase aetivity and also earries the I>.ct>(lldP'
CacZ) reponer fusion oIn this strain, AreB autophosphorylates
and transphosph orylate s ArcA even during aerobie conditions
of growth , and as a result, the (3-galaetosidase aet ivity is always
very low. Therefore, produetion of an AreA-P phosphatase
should lower the amount of AreA-P and augment expression
of the report er. The transformants were grown aerobieally in
buffered LB to an OD ,"" of - 0.3, and a sample for the (3-ga
laetosidase assay was withdrawn (depiet ed as - 10 min). In
agreement with previous result s (19), the expression of the
reponer was very low (Fig. 2B) in all tested strains. After an
additional 10 min of growth , 1.3 mM arabinose was added in
thc cultures 10 induce transc ript ion of the plasmid-cncod ed
pcptides, and the time eourse of (3-galaetosidase aetivity was
monitored (Fig. ZB). It was found that addition of arab inose in
the growth medium of the strain carrying either pBAD 30 or
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the Ol ' -H Z' -expr essing plasmid (p MX023) did nol affec t th e
cxpre ssion of thc reponer. In co ntras t, add ition of a rabinosc in
the growt h rnediuru o f the str a in carryiug th e Dt-Hz-expr ess
ing plasrnid (p MXOZO) rcsultcd in a n immcdia tc increasc of
reporter expression, which reached a st eady-state leve l 25
times higher than in the stra ins carrying either pSAD30 or
pMX023. Finally, addition of inducer in the gro wth medium of
the strains carrying eit hcr the 0 1' -H2- or the 0 1-112'-express
ing plasmi d (p MXUZI u r pM X0 22) res ulte d in a mo dera le
rclea se o f reponer rcp rcssion , with OI'-I1Z showi ng a stro nge r
effect than DI-HZ ' . The efle ct of 01' -H 2 is 10 be expe cted, if
the reverse ph osphorelay is the actual in vivo pathway for
ArcA-P dephos p hory la tion , heca use the phos p horyl grou p wil l
be transferred fro m ArcA·P 10 His717 of HZ. An alternativc
sho uld be that the mutant peptides aue nu ate the co rnrnunic a
tio n be tween AreS a nd ArcA, by interfe ring with the phos
pho re lay in Ar cS a nd/o r by seq ues tra ting Ar cA a nd ther e by
bloeking its Iransphosph o rylation . Also . the possib ility of in
termolecula r ph osphoryl group transfer from H I o r HZ of
AreS to DI-H2' with con comitant hydr olysis of the AspS76 _p

cannot be excluded. Non ctheless , the ab ove resul ts provide
stro ng evid ence thal the pr esence of 01·H2 abolishes th e
Ar eA -P-dependent trunscr iption al regul ati on under non stimu
lati ng eonditi on s.

Expression of DI·H2 abrogales Ibe ArcA·P transcriptional
regulation under stimulating conditions. 11is of in ter est tha t in
the cas es where a se nso r kinase faci litates dephospho rylat ion
of its eog na te response regulat or, it is not known whether the
same confo rma tio n of the se nso r a llows both th e ph osphory 
lat ion and dephosphorylalion reactions to be catalyzed. lf di s
tinct conformati ons of the sensor are needed to specify
whether th e kinase or the phosphatase activity will be allowed,
it ca n be assumed that und er stimu lating co ndi tio ns ac tivatio n
of th e kin ase will be fo llowcd by co nco mi ta nt inhi biti o n of the
phosphatasc, while non stim ula ting co nditions will have the
opposite effect, T o explore the possibil íty that distinct co nfor
mati on s might speeify the reac tio n catalyzed by 01 -H2. that is
e ithe r the forward phosph o rylati on caseade or the reverse
phosphorelay, we tested whether expression of DI -H 2 under
stim ula ting (anaerobic) co nd it io ns also abolishes the ArcA-P
dependent transcriplional co ntro l. To thi s end, the plasmids
tha t exp ress th e wild -type or mutant DI-H2 proteins were
tra nsfo rm ed into strai ns EC LSOO2 an d ECLSOO3 ca rryi ng, re
spectively, the ArcA-P-repr essed )'<P(IldP' .lacZ) and the
A rcA-P-activated ).'I'(cydA'-lacZ) reporter in the IldPRD + a nd
cydAB + backgroun d . Th e tran sformants we re grown anaero
bically in th e presen cc of a rabi nos e to a n 0 0 6.. . o f - 0.4, a nd
the l3-gal actosidase activity was determined (F ig. 3). It was
found that while the presen ce o f O I-H2 ab olished the activa
tion of , <P(cydA ' -lacZ ) a nd thc repression of ).<P(IldP' -IacZ)
during a na e robiosis , the pr cse nce of D I · ·H2· did not alfec t
the expressio n o f either reponer. Also , in ag reeme nt with th e
previous resul t, expression of either DI' -H2 or DI · H2· re 
duced the A rcA -P-dependent tra nscripliona l co ntrol , al lhough
al a co nside rabl y lower degree tban the wild-typ e peptide.
Thus. a conforma lio nal change of the 01 -112 pe pt ide per se
uoes nol see m lo be a delcrrnina nl fa\'oring any uf lh~ [\\'0
opposing reaction s of phosp ho rylal ion and dephosphOl~'iat ion.

Howeve r. this does not exciodc lhe poss ibi lily th a t lhe full
len gth wild- type A rcB maima ins di flere nt folds . dependent on
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FIG. 2. ArcA-P-dcpcndent rcprcssion is rclcascd upon cxpression
of DI-H2 under nonstimulatin g conditions . (A) Strain ECLS003 car
rying pBAD30, pMX02G (encodes Dl -H2), pMX021 (enrodes 01' 
H2), pMX022 (encodes Dl ·H2·). or pMX023 (encodes DI· ·H2·) was
grown aerobically in LB containíng J.3 mM arabinose. At an 00""" of
- 0.4. a l -mi sample was pelfeted. washed with I mi of IOmM Tr is-HCI
(pH 8.0), and solubilized by incubation at 9S'C for S min in lOO Id of
2X sodium dodecyí sulfate sarnple buffer. Samples of 10 ¡LI were
subjected [O eleetrophores is in a sodium dodecyl sulfate-12 % poly
acrylamide gel. and the resolved proteins were visualized byCoomassie
hlue staining. (B) Strain ECLS047 (19) carrying a chromosomal tar
arcb hybrid (labI) , which encodes a protein with constitut ive ArcB
kinase activity, the ,ct>(lIdr -lacZ ) reponer fusiono and pBAD30.
pMX020. pMX021, pMX022, or pMX023. was grnwn aerobically in LB
containing 0.1 M MOPS (pH 7.4). 20 mM n-xyíose, and 20 mM L

lactare. Al an OD6OO of 0.2, one aliquot was withdrawn for measuring
the J3-galaclosidase activity (depieted as - 10 min). At time Omin, 1.3
mM arabinose was added in cac h culture and the fl-gaJactos idase
activity was fol towed. Open squares. ECL.5047 transformed with
pBAD30; cJosed squares, ECLSO·17transformed with pMX020; c10sed
diamonds, ECL':;(l·.n transformed wilh pMX021; c10sed circles.
EC1.5047 transforrncdwirhpMXtl22; c10sed lriangles. ECL5047 lranS4
formed with pMX023.

A
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flG . 4. Expression of DI -HZ annu ls the acetyl-phosphate-depen
den t phosphorylation of ArcA in vivo, 10e ~<I>(/ldP' -lacZ ) and the
1>.4>(cydA '-/acZ ) report er strains ECLSOOZ and ECLS003 and their
liarcB isogenie strains ECLSOl2 and ECLSOO4 transformed with either
the wild-type or mutant Dt-Hz-expressing plasmid were grown aero
bically in de fincd medium [1 mM KH,PO•. 40 mM KCI, 34 mM NaCl,
ZOmM (NH,),SO" I ~M FeSO" 0.3 mM MgSO" I ~M Zn CI" 10~M
CaCl" and 0.1 M MOPS, al a final pH of 7.61supplemenled with ZO
mM pyruvatc and 1.3 mM arabino se. For the growth of 1>.4>(IIdp'·
lacZ )-bear ing strains, the aboye medium was supplememcd with 20
mM t-Iactate . Al an 0 0""" of 0.4, the cultures were harvestcd and thc
t3-galaetos idase act ivity was assayed. Th e data are the aver age of four
expe riments, and the standar d de viation values are indica ted . Empty
bars, ECLSOOZ and ECU OO3, carrying the wild-type AreB: solid bars,
untransformed EC LS(KJ4 (liarcB) and ECLSllI2 (liarcB): hatched
bars. ECLSOO4 and EC L'i012 transformed with plasmids pBAD10,
pMX0211 (DI-H2), pMXOZI (D I' -HZ). pMXllZ2 (D I-H2' ), or
pMXOZ3 (DI'-HZ').
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FIG . 3. Expression of D I·H2 abrogates the ArcA-P transcriptional
regulation under stimulating conditions. 111e 1>.4>(lldP' -lacZ ) and the
1>. 4>(cydA ' -/acZ ) reponer strains ECLSOOZ and ECL1003 were trans
formed with either the wild-type or mu ta nt D l -H 2-expressing plasmid.
10e 1>.<I' (c)'dA'- lacZ )-bca ring strains were eultured anaerobically in
bulfered LB eontaini ng 0.1 M MOPS (pH 7.4). ZO mM u-xylose. and
1.3 mM arablnose . For the growth of 'Aet>(lIdP' ·/acZ)-bea ring strains.
the above medi um was supplemented with 20 mM t.-lncta tc. At an
ODI'l'WI of 0.4, the cultures werc harvcstcd and the t3-galactos idasc
activity was assayed and expressed in Mille r units. Th e data are the
average of four experiments, and the standard deviat ion values are
indicated, Solid bars, untransforme d stra ins; ha tched bars . stra ins
transformed wuh plasmids pBAD30. pMXOZO (DI -HZ). pMXOZI
(DI '·HZ), pMX02Z (DI -HZ'), or pMXOZ3 (DI'·HZ').

th e rc do x state o f th e ee ll th al could play a decisive ro le in
die tating the directi on o f the phosphoryl g ro up lran sfer.

D I -H Z acts direct ly on AreA ·P. A s men tio ned earlier, th e
elfeet o f D I-H2 on re po rter cxpressio n is most likcl y the re su ll
of Are A-P de ph ospho rylat io n. However, intereeption of the
ph osphoryl group lr an sfer from AreB lo ArcA by D I-H 2
sho uld ca use th e sa me effeet. The re fore, we at tcm prc d to ge n
erare A reB -independenl A reA -P in vivo a nd exa mi ne wheth e r
DI- H2 is ab le lo directly dephosp horylate ArcA-P . In do ing
th is, we loo k advant age of the faets that in thc ab se nee of thci r
cog na tc kinases man v response rcgu la to rs undc rgo in vivo au
tophosphorylati on al thc expe nse of aeetyl-phosphate (4. 6. 21.
32) a nd th a t the intraec llu la r conccntration o f acc ryl-p ho s
p iune is a n order of magnitude h igh e r in ce lls gro wn ae ro bi -

ca lly o n pyruvat e th an on glyeerol as the so le carbon and
e ne rgy souree (26). T he wild-type stra ins ECLS0ü2 a nd
ECU0ü3 a nd the ir isogenie ÓflrcB st ra ins ECLSOO4 a nd
ECLS0 12, earrying e ithe r the 1o.<l>(l/dP' -lacZ) o r the 1o.<l>(cydA'
lacZ) report crs. werc grown ac roh icall y in defined mcdium
supplerne nted with 20 mM pyruva te , A l a n OD",,,, o f - 0 .4, th e
cultu res we re harv est ed a nd th e ¡l-galae los idase ae t ivity was
determ ined (Fig. 4) . II was found th at th e 1o.<l>(eydA' -lacZ)
express io n wa s 3.5- fo ld highe r a nd th e ex press io n o f 1o.<I'( /ldP'
lacZ) was 3-fo ld lowe r in the arcB-null backgrou nd th an in th e
wild-type arcb " ba ckground ( Fig. 4). Thus, in th e absenee o f
its co gna te se nso r kinase, ArcA is able lo autophosphorylate,
most proba bly at the expense of acctyl phosphate, thu s pro
vid inz the me an s to ex am ine th e direet cffect o f the wild -type
a nd mu tant DI -H 2 peptides o n the dcp hosphoryl ation of
ArcA -P. To th is e nd, th e j,arcB stra ins ECL5(K)4 a nd EC LSOl2
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were rrausformed with plasrnids p:vlXOZO lo -023 . the tran s
íorma rus wcre grov n ac rubica lly in defincd mcdi um supple
menred with pyruvate and arabinose, and al an 0 0 ,•., 01' - OA
thc l3-galaelOsidase activity was determined (Fig. 4l. 11 was
found that while the expression of OI·H Z abolished the acti
vatio n of 1\<l>(CYlL4' -lacZ l and the repression of 1\<l>(lIdP' -lacZl ,
DI "-HZ" did uot aftect the expression level 01' either reponer.
Furthcrmorc, the exprcssion 01' DI"-H2 reduced the AreA·P·
dependent transcript ional contro l. in a similar fashion 10 that
observcd in Fig. 1 and 2, suggcsting that the effect 01' DI "-HZ
is the result of phosphoryl group transfer from AreA-P \O

His717 01' DI' -H2. In contrast, the presenee 01' DI -H2 ' in this
setting failed to affect the expression 01' either report er, indi
eating that D I-HZ' interferes with the phosphory l group trans
fer from AreB 10 ArcA However, more dc tailed studies are
requircd ro pinpoint the significanee 01' sueh intcrfcrc nce.
Nonetheless, from the results presented here it can be eon
cluded that the receiver and phosphotransfer doma ins 01'the
AreB sensor kinase are necessary and suffieienl for effieienl
AreA-P dephosphorylation in vivo. This result also has a bear
ing on the previously proposed hypothesis that lhe pivotal
interm ediate aee l)'I-P. eontaining earbon, phosphorus, and a
high-energy bo nd. may be involved in mainlaining andlo r aug
menl ing the basa l level 01' many respo nse regulators in lhe
phosphol)' lated stale (27) . Sueh a hypolhesis is attraelive in
view 01' the finding Ihal aeelyl-P levels in lhe eell can vary from
< 0.04 mM lO 1.2 mM (Z6). However. Ihis route 01' ArcA
phosphol)'lalion docs nol seem lO be significan!, as it is clea r
from our results Ihal under physiological condilions Ihe phos
phatase aetivity 01' AreS will nullify the aeetyl-pho sphate-de
pend enl phosphorylal ion 01' ArcA

Concluding remarks. Sinee lhe amplilude and duration 01'
an adap live response depend on Ihe balance between lhe rales
of phosphol)' lalio n and deph osphOlylal ion 01' the response reg
ulator, il 'will be importan t lO eharaeterize the faelors thal
control Ihe reaetion' rales in both direetions. The FixUFixJ
syslem for lhe regulat ion 01' nitrogen fuation by Rhizobium
meliloti provides an interesling illustration. O 2 deprivation
stimulales aUlophosphol)'lation of the heme-binding sensor
kinase bUI inhibits the FixJ phosphalase aetivity, thereby pro 
moting lhe anaeroo ie expression 01' nitrogen fixation genes
with great elfeetiveness (Z2). For His-Asp-His-Asp phosphore
lay systems. it would be useful to determ ine the equilibrium
conslants 01' lhe various partial reaetions . This may faeilitale
lhe pinpoinling 01' kinelic conlrols, sinee they are likely to
infiuenee reael ions proceed ing in lhe lher modynamieally fa
vorable direelion. AnOlher goal would be 10 identify addilional
physiologieal faetors tha! may infiuenee the rates 01' signal
tran smission and deeay.
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the manuscript.
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