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Resumen

El sistema Arc de dos componentes de Escherichia coli, que comprende a ArcB como la
cinasa sensora y ArcA como el regulador de respuesta, juega un papel importante en la
regulacion del metabolismo energético a nivel transcripcional en bacterias. En condiciones
anaerdbicas de crecimiento, ArcB es activada como cinasa y se autofosforila a expensas
del ATP, mientras que en condiciones aerdbicas su actividad cinasa es silenciada por dos

residuos de cisteina que participan en la formacion de un enlace disulfuro intermolecular.

ArcB pertenece a la familia de cinasas sensoras hibridas que contienen tres dominios
cataliticos: un dominio transmisor (H1), un dominio receptor (D1) y un dominio de
fosfotransferencia (H2). La cinasa sensora ArcB es una enzima bifuncional que fosforila a
ArcA en condiciones estimulantes, y ademas defosforila a ArcA-P en condiciones no
estimulantes. El hecho de que los dominios cataliticos D1 y H2 sean necesarios para las
actividades opuestas de ArcB, plantea la pregunta de qué controla la direccién de la
transferencia del grupo fosforilo y/o influencia los indices de transferencia individual

respecto a la transmisidn de la sefial y el decaimiento de esta.

En el presente trabajo, resultados de experimentos in vivo e in vitro indican que, después
de la autofosforilacion, la transferencia del grupo fosforilo de H1 a D1 ocurre
intramolecularmente y de D1 a H2 ocurre preferencialmente de manera intermolecular.
Los experimentos de la actividad fosfatasa indican que la transferencia del grupo fosforilo
en el fosforelevo (H2 a D1) sucede intramolecularmente. En conclusién, proponemos un
mecanismo que dicta la direccién de la transferencia del grupo fosfato entre los dimeros

de ArcB y que permite la discriminacién de las actividades cinasa y fosfatasa de ArcB.



Abstract

The Arc two-component system of Escherichia coli comprising ArcB as the sensor kinase
and ArcA as the response regulator plays an important role in regulating energy
metabolism at the level of transcription in bacteria. Under anaerobic growth conditions
ArcB is activated as a kinase and autophosphorylates at the expense of ATP, whereas
under aerobic growth conditions its kinase activity is silenced by the two cysteine residues

that participate in intermolecular disulfide bond formation.

ArcB belongs to the family of hybrid sensor kinases that contain three catalytic domains: a
transmitter domain (H1), a receptor domain (D1) and a histidine phosphotransfer domain
(H2). The sensor kinase ArcB is a bi-functional enzyme that phosphorylates ArcA under
stimulatory conditions, and it also dephosphorylates ArcA-P under nonstimulatory
conditions. The fact that the catalytic domains D1 and H2 are required for both opposing
activities of ArcB raises the question of what controls the direction of the phosphoryl-
group transfers and/or influence the individual phosphoryl-group transfer rates in regard

to signal transmission and signal decay.

In this work, the results fromin vivo andin vitro experiments indicate that, after
autophosphorylation, the H1 to D1 phosphoryl-group transfer occurs intramolecularly and
the D1 to H2 phosphoryl-group transfer occurs preferentially intermolecularly. The
phosphatase experiments indicate that the phosphoryl-group transfer in the reverse
phosphorelay (H2 to D1) occurs intramolecularly. In conclusion, we present a mechanism
that dictates the direction of the phosphoryl group transfer within ArcB dimers and that

enables the discrimination of the kinase and phosphatase activities of ArcB.



Introduccion

Sistemas de transduccion de sefiales de dos componentes bacterianos.

Los organismos procariotas habitan ambientes en los cuales las condiciones del entorno,
como la osmolaridad, la temperatura, el pH, el balance redox, la disponibilidad de
nutrientes, etc, pueden variar rapida y repentinamente (2, 19, 20, 34, 57). Con el fin de
sobrevivir y adaptarse a estos cambios, las bacterias monitorean las condiciones externas
para ajustar su estructura y fisiologia a través de circuitos de senalizacion llamados
sistemas de dos componentes (SDC). Este término fue acuiado para describir un grupo de
proteinas reguladoras encontradas en bacterias (55, 56, 66). Tales sistemas se han

encontrado también en arqueas y algunos eucariotes como plantas y hongos (69).

Mediante estos SDC, las bacterias modulan la expresiéon génica en respuesta a las
fluctuaciones en su ambiente. Esto lo realizan regulando procesos como la adquisicion de
nutrientes (nitrégeno, fosforo, carbono), metabolismo energético, adaptacién a variables
fisicas (pH, osmolaridad, cantidad de luz) y quimicas del ambiente, comunicacién celular,
interacciones simbidticas y patogénicas, division celular y patrones de desarrollo, entre
otros. (6, 29, 60, 70, 77). En E. coli se han reportado 29 cinasas sensoras (24 ortodoxas y 5

hibridas) y 32 reguladores de respuesta (54).
Estructura de los sistemas de dos componentes.

Un SDC tipico estd formado por una cinasa sensora (CS) y una proteina reguladora de
respuesta (RR). Generalmente, la CS se encuentra anclada a la membrana citoplasmica de
la célula por su extremo amino terminal; su extremo carboxilo terminal se encuentra
proyectado hacia el citosol. La proteina RR se encuentra como elemento soluble en el
citosol (Fig. 1). Ambas proteinas presentan en su estructura dominios cataliticos
funcionales. La CS posee un dominio transmisor caracterizado por un nucleo de cinasa que
posee un residuo de histidina conservado. Con relacién al RR tipico, este contiene un
dominio receptor con un residuo de aspartato conservado, asi como un dominio de

respuesta (42, 59, 60, 66).
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Figura 1. Representacion esquematica de un sistema de transduccion de sefiales de dos componentes. En
general, la cinasa sensora se encuentra anclada a la membrana citoplasmica, en presencia de la sefial
especifica del sistema, ésta se autofosforila y fosforila al segundo componente que es una proteina
citosodlica que actlia como regulador transcripcional.

Cinasa sensora.

Las CSs contienen dos segmentos transmembranales hidréfobos que les permiten anclarse
a la membrana citoplasmica, entre los cuales se incluye un dominio peripldsmico de
tamafio variable. El segmento transmembranal se une a la porcidn citopldsmica por medio
de una porcion linker que conecta la regién transmembranal con el dominio transmisor.
En esta porcidn se pueden encontrar otros elementos; por ejemplo, una hélice compuesta
por residuos hidrofébicos en una cara de la hélice e hidrofilicos en la otra cara, la cual se
caracteriza por poseer cuatro residuos de leucina repetidos en cada séptima posicion (LXg
LXs LXe LXg). Son motivos involucrados en la formacién de homo y heterodimeros, a través
de la interaccidon intermolecular de las hélices. Se han encontrado principalmente en
proteinas reguladoras de unién a DNA; ademads, en proteinas transmembranales como las

CSs (1, 11, 46, 76).



Otro elemento que puede estar presente en esta porcidn linker es el dominio PAS
(acrénimo formado por los nombres de proteinas en las cuales fueron identificadas
secuencias repetidas imperfectas: PER de Drosophila — period clock protein-; ARNT de un
vertebrado — aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator y SIM de Drosophila — single
minded protein-) (78). Este dominio monitorea cambios en el potencial redox, luz, oxigeno
y pequeiios ligandos, dependiendo del cofactor asociado (64, 78). Los dominios PAS

tipicamente se encuentran adyacentes al segundo segmento transmembranal.

Las CSs tripartitas son poco usuales en procariontes, su arquitectura es compleja, ya que
ademas de contener las estructuras de una cinasa tipica u ortodoxa, tienen un dominio
receptor con un residuo de aspartato (Asp) y un dominio de fosfotransferencia con una
histidina conservada (His) (Fig. 2). Ambos residuos pueden encontrarse en maddulos
independientes, como es el caso de la cinasa KinA de Bacillus subtilis (12), o pueden estar

fusionadas entre si, como por ejemplo BvgS de Bordetella pertussis (74) o ArcB de E. coli.

A) B)

Dominip HH e
Transmisor

Dominio

o > Transmisor
D D Dominio
_ Receptor
e Nt

H H Dominio de

Fosfotransferencia
-

Figura 2. A) Las CS ortodoxas contienen un dominio transmisor donde ocurre la autofosforilacion. B) Las CS
tripartitas son mas elaboradas, puesto que contienen mddulos adicionales con residuos de aminodcidos
conservados indicados como H=Histidina y D=aspartato.

Regulador de respuesta.

El RR contiene un dominio receptor donde se localiza un residuo de aspartato conservado,

asi como un dominio efector que generalmente es de unién a DNA, mediante el cual
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activa o reprime la expresion de genes especificos (Fig. 3). Existen sistemas en los que el
dominio efector funciona como enzima, como CheB de E. coli que es una metil esterasa

(68), o RegA de Dictyostelium discoideum que es una fosfodiesterasa de AMPc (67).

un dominio receptor con un residuo de

Dom i n io Dom | n iO aspartato (D) conservado y un dominio
Receptor Efector efector que en la mayoria de los casos

es de unién a DNA.

Figura 3. Modelo tipico de un
regulador de respuesta (RR). Proteina

localizada en el citoplasma, comprende

Funcionamiento de los SDC.

En un SDC tipico bacteriano, la percepcion de una sefial especifica por la CS permite su
autofosforilacion dependiente de ATP en el residuo de His del dominio transmisor.
Inmediatamente, el grupo fosforilo (~P) es transferido al Asp en el dominio receptor del
RR. Este RR fosforilado (RR-P) media la respuesta celular mediante la regulacién de la
expresion de genes a nivel transcripcional. Por otra parte, cuando la senal especifica estd
ausente, el RR-P pierde el ~P, inactivdandose como regulador transcripcional. Por lo
general, la defosforilacién del RR es acelerada por la misma CS que, en ausencia de la
sefial, adquiere una actividad fosfatasa especifica para su RR-P. Sin embargo, en algunos
SDC bacterianos la CS cuenta con dominios proteicos adicionales que participan en la
transduccidn de la sefial. En estas CSs, denominadas hibridas o tripartitas, ademas del
dominio transmisor existe un dominio receptor adicional con un Asp conservado y un
dominio de fosfotransferencia (Hpt) con una His conservada (Fig. 2B). Cuando estos SDC
son activados por una sefial especifica, la CS hibrida se autofosforila en el dominio
transmisor y posteriormente transfiere el ~P secuencialmente al Asp del receptory a la His
del Hpt dentro de la CS, para finalmente fosforilar al Asp del RR. A este proceso se le
conoce como fosforelevo. Cuando la sefal estd ausente, el RR-P se defosforila (reaccion
catalizada por la misma CS), mediante un fosforelevo reverso, que involucra la
transferencia de ~P desde el RR a la His del Hpt, luego al residuo de Asp del dominio

receptor de la CS y finalmente la liberacién de fosfato inorganico (40) (Fig. 4).

10
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Figura 4. Funcionamiento de los SDC. En A) y B) la CS se autofosforila en presencia de una sefial especifica y
transfiere el grupo fosforilo al RR. En las CSs hibridas, esta transferencia ocurre por medio del fosforelevo
que involucra la fosfotransferencia dentro de los dominios cataliticos (B). En ausencia de la sefial, estas
proteinas catalizan la defosforilacion del RR.

Sistema de dos componentes Arc en E. coli.

Los elementos de este SDC fueron descritos en la década de los 80’s por luchi y Lin. El gen
arcA, localizado en el minuto cero del genoma de E. coli, codifica para la proteina
citosélica de 29 kDa nombrada ArcA. Contiene un residuo de Asp en la posicién 54 de la
region N-terminal (denominado D2), el cual tiene como funciéon recibir el grupo fosfato
proveniente de la CS, asi como un dominio hélice-vuelta-hélice de unién a DNA en la

region C-terminal (33) (Fig. 5B).

Se le han dado otros nombres dependiendo del enfoque de cada estudio; por ejemplo,
dye, porque su delecidn causa sensibilidad a ciertos colorantes que generan especies
reactivas de oxigeno, como el azul de toluidina y azul de metileno (16), seg, porque al ser
eliminado se observaron problemas en la replicacién (47) y segregaciéon del pldasmido F
(28, 37), o sfrA, por la regulacién del factor sexual (o pili) (9, 10, 21). Sin embargo, luchiy
Lin le llamaron arcA, porque relacionaron su rol central con la represidn anaerdbica de

genes asociados a la condicidén aerdbica de crecimiento (33).
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La CS sensora de este sistema es la proteina transmembranal ArcB, de 778 aminoacidos.
Esta proteina se encuentra anclada a la membrana por dos cruces transmembranales
(TM1 y TM2), entre los cuales se encuentra un dominio peripldsmico de tan solo 16
aminodcidos (35, 45), mientras que en la mayoria de las CSs este dominio consta de
alrededor de 150 aminoacidos. Se ha descrito que el dominio transmembranal de ArcB no
participa directamente en la recepcion de la sefial, pero sirve para mantener a la proteina
cerca de la sefial de activacién (45). A partir de TM2 se extiende una porcidn linker, la cual
contiene un zipper de leucinas funcional (58) y un dominio PAS (78). Después de esta
region se encuentra la porcién citosodlica de ArcB, la cual consiste de tres dominios
cataliticos: un dominio transmisor (H1) con un residuo de His*** conservado, un dominio
receptor central (D1) con un residuo Asp>’® conservado y un dominio de

fosfotransferencia (H2) con un residuo His’*’ (36, 31) (Fig. 5A).

Bajo condiciones reductoras de crecimiento, ArcB se autofosforila a expensas del ATP, un
proceso que es aumentado por metabolitos anaerdbicos, como el D-lactato, acetato y
piruvato (22, 65); a su vez, la CS transfosforila a ArcA mediante el fosforelevo His?** =
Asp576 > His" > Asp54 (25, 43). ArcA fosforilado (ArcA-P) reprime la expresién de muchos
operones involucrados en el metabolismo respiratorio y activa otros que codifican
proteinas involucradas en el metabolismo fermentativo (4, 27, 48, 49,). En condiciones
aerdbicas de crecimiento, ArcB actia como fosfatasa especifica de ArcA-P, catalizando la
defosforilacién mediante el fosforelevo reverso Asp>* = His’" - Asp>’® >Pi (24, 62) (Fig.

5B).

12



Cinasa sensora ArcB
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Figura 5. A) Representacion esquematica de la cinasa sensora ArcB de E. coli que pertenece a la familia de

las CSs hibridas que contienen tres dominios cataliticos. Estos dominios participan en la transferencia del

grupo fosforilo a ArcA mediante el fosforelevo (B) en condiciones estimulantes (flechas sélidas). En ausencia

de la sefial, ArcB es una fosfatasa especifica, defosforilando a ArcA fosforilado mediante el fosforelevo

reverso (flechas discontinuas).

Por otro lado, ha sido demostrado que la actividad catalitica de ArcB se lleva a cabo por

movimientos rotacionales que alteran la orientacién de la porcién citosélica de la CS (44).

Ademas, el evento molecular para la regulacidn de ArcB involucra la oxidacién-reduccién

de dos residuos de cisteina que participan en la formacidon de un enlace disulfuro

intermolecular, una reaccién en la cual los transportadores de electrones quinol/quinonas

actuan como los oxidantes o reductores directos (5, 8, 23, 52,) (Fig. 6).
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Anaerobiosis ——»  Aerobiosis ———»5  Anaerobiosis

Figura 6. Modelo de la regulacion de ArcB. En un cambio de condiciones anaerdbicas a aerdbicas de
crecimiento, las ubiquinonas (UQ/UQH,) constituyen las principales quinonas en la cadena respiratoria en E.
coli. Conforme los electrones fluyen hacia el oxigeno via los citocromos, las UQ mantienen su estado oxidado
permitiendo la transferencia de electrones desde los residuos de cisteina de ArcB hacia las quinonas. Esto
resulta en la formacion de enlaces disulfuro y el inmediato silenciamiento de la actividad cinasa de ArcB.
Durante el crecimiento anaerdbico, las UQ son gradualmente reemplazadas por la menaquinonas (MQ) que
permiten la trasferencia de electrones a los residuos de cisteina resultando en el rompimiento de los
puentes disulfuro y la activacién del modo cinasa de ArcB.
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Justificacion:

La cinasa sensora ArcB ha sido ampliamente estudiada. Se conoce que se encuentra
anclada a la membrana, su funcién y las sefales que regulan su actividad asi como el
fosforelevo por el cual transfosforila y defosforila a ArcA. Sin embargo, no es claro cémo
se lleva a cabo la transferencia del grupo fosforilo cuando se encuentra activa como cinasa
o fosfatasa. El modelo generalmente aceptado es que las CSs se encuentran unidas a la
membrana en forma de homodimeros (17, 71, 72, 75); por otro lado, ArcB es una proteina
bifuncional, es decir, que actia como cinasa en condiciones anaerdbicas y como fosfatasa
en condiciones aerdbicas. Para realizar ambas funciones, ArcB utiliza los residuos de
Asp576 e His’", lo anterior hace interesante conocer qué es lo que permite diferenciar la

direccionalidad que toma el grupo fosforilo en ambas condiciones de crecimiento.
Hipétesis:

- Durante la actividad cinasa de ArcB, el grupo fosforilo es transferido entre los
dominios cataliticos mediante una via determinada (inter o intramolecular), esta

via es diferente cuando ArcB actia como fosfatasa.
Objetivos:

1. Determinar si la reaccién de fosfotransferencia del dominio H1 al dominio D1 de
ArcB ocurre de manera intramolecular o intermolecular cuando se encuentra
activa como cinasa.

2. Determinar si la reaccion de fosfotransferencia del dominio D1 al dominio H2 de
ArcB ocurre de manera intramolecular o intermolecular cuando se encuentra
activa como cinasa.

3. Determinar si la reaccién de fosfotransferencia del dominio H2 al dominio D1
ocurre de manera intramolecular o intermolecular cuando ArcB funciona como

fosfatasa.
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Materiales y métodos.

Para poder estudiar las vias de fosfotransferencia en la CS ArcB, se realizaron una serie de
ensayos in vitro, combinando proteinas recombinantes consistentes en variantes de ArcB.
Para confirmar y obtener evidencia fisiolégica se realizaron ensayos in vivo evaluando la
expresion de las fusiones reporteras A® (/ldP-lacZ) y A® (cydA’-lacZ), las cuales en
condiciones anaerdébicas son reprimida y activada respectivamente por ArcA-P. Ademas,
se siguieron una serie de protocolos para el mantenimiento de las cepas y vectores
utilizados, la obtencién de proteinas recombinantes asi como los ensayos in vitro e in vivo

necesarios para realizar este trabajo, los cuales serdn descritos a continuacion.

Cepas y plasmidos utilizados.

Cepa Caracteristicas relevantes Fuente

E. coli Top10 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80 lacZAM15 Invitrogen
AlacX74 nupG recAl araD139 A(ara-leu)7697
galE1l5 galK16 rpsL(StrR) endAl A-

E. coli BL21DE3 fhuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dem] AhsdS New England
A DE3 = A sBamHlo AEcoRI-B Biolabs
int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21 Anin5

E. coli M15 F-, lacZ M15, thi-1, lac-, mtl-, recA+, KmR Qiagen

E. coli MC4100 F’araD139 (argF-lac) U169 rpsL150 relAl (13)
flb5301 deoC ptsF25 rbsR

E. coli ECL 5002 MC4100 A® (lldP -lacZ), arcB™ (13)

E. coli ECL5003 MC4100 Afnr::Tn9(Cm") A® (cydA -lacZ), arcB™" (45)

E. coli ECL5004 MC4100 AarcB::Tet' Afnr::Tn9(Cm') AD (cydA - (45)
lacZ)

E. coli ECL5012 MC4100 AarcB::Tet' A® (/ldP -lacZ) (45)

E. coli ECL5023 MC4100 arcB”"* Kan"A® (cydA “lacZ) (43)
Afnr::Tn9(Cm")

E. coli ECL5024 MC4100 arcB""’? Kan"A® (cydA -lacZ) (43)
Afnr::Tn9(Cm")

E. coli ECL5032 MC4100 arcB"’? Kan"\® (/IdP -lacZ) (43)

E. coli IFC2001 MC4100 arcB™’** Kan"A® (cydA -lacZ) Este trabajo, (73)
Afnr:Tn9(Tet')

E. coli IFC2002 MC4100 arcB™""?Kan"\® (cydA -lac2) Este trabajo, (73)
Afnr:Tn9(Tet')

Plasmido Caracteristicas relevantes Fuente

pEXT22 Vector de bajo niimero de copias, Kan" (18)

PEXT22Cm Vector de bajo nimero de copias, Kan', Cm' Este trabajo, (73)

pACT3 Vector de bajo niimero de copias, Cm' (18)

pMX712 Gen arcB™" bajo el control del promotor nativo (58)
en pBluescript KS Il (+) Amp"
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pMX517 Gen arcB Wtbajo el control del promotor (58)
inducible con L-arabinosa en pBad30, Amp’

pQE30ArcB’®7"”® Hiss-ArcB’®””® bajo el control del promotor (25)
inducible con IPTG en pQE30, Amp'

pMX028 Hiss-ArcB’® 7% "3 pajo el control del (61)
promotor inducible con IPTG en pQE30, Amp'

pQE30ArcB’® 7% P>/OA RILIA Hise-ArcB’® "% 2274 717 haio el control del (22)
promotor inducible con IPTG en pQE30, Amp’

PQE30ArcB’® % P>7% Hisg-ArcB’> " *>"** bajo el control del (22)
promotor inducible con IPTG en pQE30, Amp’

PQE30ArcB>*H77% 718 Hisg-ArcB>*""*""%hajo el control del (24)
promotor inducible con IPTG en pQE30, Amp'

pPQE30ArcA Hisg-ArcA bajo el control del promotor (49)
inducible con IPTG en pQE30, Amp"

pC1E3OArcA1'1?’6 Hisg-ArcA™® (ArcA’) bajo el control del (24)
promotor inducible con IPTG en pQE30, Amp'

pQE30ArcB’® 778 D764 Hiss-ArcB’®""® °>7®* bajo el control del Este trabajo, (73)

promotor inducible con IPTG en pQE30, Amp’

78-778, H717Q

pQE30ArcB Hise-ArcB’®""® "% phajo el control del Este trabajo, (73)
promotor inducible con IPTG en pQE30, Amp’
pQE30ArcB’® 7% 22 fi7ird Hise-ArcB’® "% 222X haio el control del Este trabajo, (73)

promotor inducible con IPTG en pQE30, Amp'

78-778, H292Q, D576A

pQE30ArcB

Hisg-ArcB’®77® H292Q D376A bajo el control del
promotor inducible con IPTG en pQE30, Amp'

Este trabajo, (73)

pQE30ArcB

78-778, H292Q, D576A, H717Q

Hiss_Ach78-778, H292Q, D576A, H717Q bajo el Control
del promotor inducible con IPTG en pQE30,
Amp’

Este trabajo, (73)

PBADHis-ArcB’®7"# 294

Hiss—Ach78'778’ H292Q bajo el control del
promotor inducible con L-arabinosa en
pBAD30, Amp'

Este trabajo, (73)

pBADHis-ArcB

78-778, H292Q, D576A

Hiss-Ach78'778’ H292Q, D376A bajo el control del
promotor inducible con L-arabinosa en
pBAD30, Amp’

Este trabajo, (73)

pBADHis-Ach78'778' H292Q,

H717Q

Hisﬁ_Ach78-778,H292Q, D576A, H717Q bajo el control
del promotor inducible con L-arabinosa en
pPBAD30, Amp'

Este trabajo, (73)

pPBADHis-ArcB’® #7174

Hiss-Ach78'778’ H717Q bajo el control del
promotor inducible con L-arabinosa en
pBAD30, Amp'

Este trabajo, (73)

pBADHis-ArcB

78-778, H292Q, H717Q

Hiss-Achm'W&HzgZQ H717Q bajo el control del
promotor inducible con L-arabinosa en
pBAD30, Amp’

Este trabajo, (73)

pMAL-ArcB

MBP-ArcB’®’”® bajo el control del promotor
inducible con IPTG en pMALc2x, Amp’

Este trabajo, (73)

78-778

pACT3MBP-ArcB

MBP-ArcB’®"”® bajo el control del promotor
inducible con IPTG, Cm'

Este trabajo, (73)

PACT3MBP-ArcB’®""® 1224

MBP-ArcB’® 778 12924 bajo el control del
promotor inducible con IPTG, Cm'

Este trabajo, (73)

PACT3MBP-ArcB’® 7% P74

MBP-ArcB’® "8 P74 bajo el control del
promotor inducible con IPTG, Cm'

Este trabajo, (73)

pACT3MBP-ArcB

78-778, H292Q, D576A

MBP-ArcB’® 778 12920 D>764 bajo el control del
promotor inducible con IPTG, Cm'

Este trabajo, (73)
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pMX546 arcB™**? bajo el control del promotor nativo Este trabajo, (73)
en pBluescript KS Il (+),Amp"

pMX547 arcB™?2 P’ hajo el control del promotor Este trabajo, (73)
nativo en pBluescript KS Il (+),Amp"

pMX548 arcB%7* "% pajo el control del promotor Este trabajo, (73)
nativo en pBluescript KS Il (+),Amp"

pEXT22CmArcB™ arcB bajo el control del promotor nativo en Este trabajo, (73)

EXT22Cm, Cm', Kan"
H292Q p H292Q . . .

PEXT22CmArcB arcB bajo el control del promotor nativo Este trabajo, (73)
en pEXT22Cm, Cm', Kan'

PEXT22CmArcB"?**4 22704 arcB™7*? %7 hajo el control del promotor Este trabajo, (73)

nativo en pEXT22Cm, Cm", Kan'

pBAD_AchHZBZQ, D576A

arcBM7?4 74 bajo el control del promotor
inducible con L-arabinosa en pBAD30, Amp’

Este trabajo, (73)

pBAD-Ach D576A, H717Q

arcB %74 H717a bajo el control del promotor
inducible con L-arabinosa en pBAD30, Amp’

Este trabajo, (73)

Proteinas recombinantes utilizadas.

Para realizar los ensayos in vitro necesarios en el presente trabajo, se utilizaron las

variantes de ArcB enlistadas en la Tabla 1. Estas variantes contienen mutaciones puntuales

en los sitios conservados de fosforilacion. Para simplificar la purificaciéon de estas

proteinas, se elimind la regién correspondiente a los fragmentos transmembranales, que

comprende los residuos 1-77. Es conocido que estas variantes citosélicas son funcionales

porque en estudios previos se ha demostrado que la eliminacién de estos segmentos no

afecta la autofosforilacion y la posterior transfosforilacién al regulador de respuesta (25,

30, 32, 38, 51, 63).

Tabla 1.

Péptido Caracteristica principal Fuente

His-H1-D1-H2 ArcB Wt con la etiqueta de 6x-His Este trabajo, (73)
transfosforila y defosforila a ArcA.

His-H1*-D1-H2 ArcB™? incapaz de Este trabajo, (73)
autofosforilarse.

His-H1-D1*-H2 AchD576A, se autofosforila pero no

transfosforila a ArcA

Este trabajo, (73)

His-H1*-D1*-H2

292 .
ArcB%% D576A, no se autofosforila, es
capaz de recibir el grupo fosforilo de
ArcA-P

Este trabajo, (73)

His-H1-D1-H2*

H717i .
ArcB Q, se autofosforila pero no
transfosforila a ArcA.

Este trabajo, (73)

His-H1*-D1*-H2*

H292Q, D576A, H717 . .
ArcB"%% 2 Proteina incapaz
de autofosforilarse o recibir grupos
fosforilo.

Este trabajo, (73)
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MBP-H1-D1-H2 ArcB Wt fusionada a MBP, Este trabajo, (73)
transfosforila y defosforila a ArcA.

D576A

MBP-H1-D1*-H2 ArcB fusionada a MBP, se Este trabajo, (73)
autofosforila pero no transfosforila a
ArcA

MBP-H1*-D1*-H2* ArcBTP ARG 1, cionada a MBP. Este trabajo, (73)

Proteina incapaz de autofosforilarse o
recibir grupos fosforilo.

Medios y condiciones de crecimiento.

Las cepas bacterianas utilizadas en este estudio se cultivaron en agar o LB liquido (triptona
10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, Cloruro de Sodio 10 g/L). Cuando fue necesario se
adiciond ampicilina, kanamicina, tetraciclina o cloranfenicol a las concentraciones de 100,
50, 12 o 10 pg/ml, respectivamente. En el crecimiento de pre-cultivos y colonias
bacterianas transformantes se utilizé LB liquido adicionado con el antibiético adecuado.
Para la seleccién de células transformantes se utilizaron placas de LB-agar 1.5% y el

antibidtico correspondiente.

Para los ensayos de B-galactosidasa, las cepas portadoras de la fusion reportera AP (cydA -
lacZ) se cultivaron en LB liquido adicionado con 0.1 M de MOPS (acido morfolin-propano-
sulfénico; pH 7.4), D-xilosa 20 mM y el antibidtico de seleccion adecuado. En el caso de la
fusion reportera A® (/ldP’-lacZ), el medio fue suplementado con 20 mM de L-lactato como
inductor (15). Cuando las células crecieron aerdbicamente, se agitaron a 300 rpm a 37 °C.
En condiciones anaerdbicas las bacterias se cultivaron con agitacién mediante un magneto

en tubos llenos con medio y tapa de rosca.
Preparacidn de células competentes.

Las células competentes fueron preparadas adicionando 200 ul de un pre-cultivo a 50 ml
de LB liguido. Se incubd a 37 °C hasta una DOgg de 0.3 y posteriormente se coloco 10
minutos en hielo. Se centrifugd a 1800 g durante 15 min a 4 °C. La pastilla bacteriana fue
resuspendida en 20 ml de solucion RF1 (RbCl 100 mM, MnCl, 50 mM, CH3CO,K 30 mM)
esterilizada por filtracién, incubando 30 min en hielo y centrifugando a 1800 g durante 15

min a 4 °C. El sobrenadante se decanté y la pastilla se resuspendié en 2 ml de RF2 (RbCl 10
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mM, MOPS 10 mM, CaCl, 75 mM, 15% de glicerol anhidro) esterilizada por filtracion,
haciendo alicuotas de la suspensién celular de 200 pl en microtubos. Inmediatamente se
procedid a la congelacién con N, liquido y las alicuotas se almacenaron a -70 °C hasta su

utilizacién para ser transformadas con DNA plasmidico.
Transformacidn.

Las células competentes se incubaron en hielo durante 10 min en hielo hasta su
descongelacién. Se agregd 1 ul del plasmido y la mezcla fue incubada 30 min en hielo.
Después, se sometieron a un choque térmico a 42 °C durante 30 segundos. A cada tubo se
le agregd 1 ml de medio LB liquido y se incubaron a 37 °C durante 1 hora. Las células
recuperadas fueron centrifugadas a 2000 x g y posteriormente fueron sembradas en
placas de LB-agar suplementadas con el antibiético correspondiente segun la resistencia
del plasmido. Las placas de cultivo sembradas fueron incubadas durante toda la noche a
37 °C. Una vez obtenidas colonias aisladas, se inoculd una en 5 ml de LB liquido con el

antibiotico de seleccion hasta obtener un cultivo denso.

Mantenimiento de las cepas.

Para el mantenimiento de las cepas utilizadas en este estudio, se inoculd una colonia
transformante en 5ml de LB liquido con el antibidtico de seleccidén necesario. Cada cultivo
se mantuvo en agitacidn constante durante 16 horas. Posteriormente se tomaron 750 ul

de cada cultivo, se agregaron 300 pl de glicerol al 80% y se congelaron a -70 °C.

Sobreexpresion y purificacion de proteinas recombinantes.

En este estudio fueron generados una serie de proteinas recombinantes derivadas de ArcB
con mutaciones puntuales o multiples en los sitios conservados de fosforilacion, de tal
manera que el fosforelevo se encuentra bloqueado en las proteinas codificadas. Estas
proteinas se obtuvieron mediante sobreexpresidn, utilizando los vectores pQE30, pACT3 y
pMALc2x, los cuales contienen un promotor inducible con isopropil-B-D-
tiogalactopiranésido (IPTG). El plasmido pQE30 que codifica las distintas variantes de

ArcB, fue utilizado para la transformacion de la cepa M15 (pREP4) siguiendo el protocolo
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anteriormente descrito. De las transformantes obtenidas se tomd una colonia para
realizar la sobreexpresidn de la proteina. En primer lugar, se realizé un pre-cultivo en 5 ml
de medio LB liquido adicionado con kanamicina y ampicilina e incubandolo durante toda la

noche a 37 °C con agitacién.

Al siguiente dia, fueron inoculados matraces con 250 ml de medio LB con 1 ml de pre-
cultivo. Los cultivos fueron incubados a 37 °C hasta obtener una DOgy de 0.6. En este
punto se agregd IPTG a una concentracion final de 1 mM y se continué con la incubacidn
durante 4 horas. Después de este tiempo, el cultivo fue centrifugado a 6000 x g durante
20 min a 4°C, se decantd el sobrenadante y la pastilla celular se congeld a -20 °C hasta su

posterior utilizacion.

Cada pastilla de células obtenida, fue descongelada y resuspendida en 5 ml de solucidn de
lisis (Na,HPO4 50 mM, NaCl 300 mM, pH 8) fria. La resuspensién fue sometida a un
tratamiento para lisar células con la prensa de French a 1500 psi. El lisado fue recuperado

en un tubo de base redonda y centrifugado a 10000 x g durante 20 min.

El sobrenadante fue transferido a otro tubo con 1 ml de resina de agarosa nitrilo-acido
triacético (Ni-NTA) previamente equilibrada con la solucién de lisis. Esta resina se utilizd
para unir la proteina mediante 6x-His localizadas en el extremo N-terminal de las
proteinas de acuerdo al protocolo de Qiagen (The Qiaexpressionist). Tanto la resina como
el sobrenadante, fueron mezclados mediante agitacion e incubados a 4 °C durante 1 hora.
La mezcla fue transferida en su totalidad en una columna de polipropileno de 15 ml,
dejando el tiempo necesario para que la resina se asentara. Se realizaron tres lavados con
la solucion de lisis, después tres veces con solucion de lavado (Na,HPO,4 50 mM, NaCl 300
mM, glicerol 10%, pH 8). Finalmente, la proteina fue eluida con 10 ml de solucién de
elucion (Na,HPO; 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 300 mM, glicerol 10 %, pH 8),
colectando fracciones de 1 ml. A cada fraccion se le adiciond glicerol hasta obtener una
concentracion final de 30 %, se realizo la cuantificacion y almacenamiento a -20 °C hasta

su utilizacion. Este mismo protocolo fue utilizado para las variantes de ArcB comprendidas
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en el vector pACT3, con la diferencia de que fue transformado en la cepa de E. coli BL21

DE3 para realizar la sobreexpresion.

En el caso de las variantes clonadas en pMalc2x, este vector permite fusionar la proteina
de interés a la proteina de uniéon a maltosa (MBP), lo cual le proporciona un tamafo

mayor que el de His-ArcB. En este caso, el fragmento que codifica MBP-ArcB’®"”® fue

subclonado en el vector pACT3, de tal manera que ahora MBP-ArcB’®77®

Yy Sus variantes
fueron expresadas en este vector inducible. Para realizar la sobreexpresién, un pre-cultivo
de 5 ml de la cepa BL21DE3 previamente transformada con cada pldasmido, fue inoculado
en 250 ml de LB liquido suplementado con cloranfenicol y glucosa al 0.2%. El cultivo se
incubd a 37 °C con agitacién a 250 rpm hasta obtener una DOgg de 0.6, en este punto se
le agregd IPTG a una concentracion final de 1 mM y se continud con la incubacion durante

4 horas. El cultivo fue centrifugado a 6000 x g durante 20 min para obtener una pastilla de

células que fue congelada hasta su uso.

La pastilla obtenida fue resuspendida en solucién A (TrisHCl 20 mM pH 7.0, NaCl 200 mM,
EDTA 1 mM) fria y se sometié a 1500 psi en la prensa de French para lisar las células. A la
vez, se tomd 1 ml de resina de amilosa y se colocd en una columna de polipropileno de 15
ml, se equilibré pasando 5 volumenes (10 ml cada uno) de solucién A. El lisado celular fue
transferido en su totalidad a la columna, dejando el tiempo necesario hasta que la resina
se asentara. Se realizaron 5 lavados con solucién A. Finalmente la elucién de la proteina se
realizé agregando 10 ml de solucién A + 10 mM de maltosa colectando fracciones de 1 ml.
A las fracciones obtenidas se les agrego glicerol hasta obtener una concentracién final del

30%, se cuantificd y almacené a -20 °C hasta su utilizacion.

Para la obtencidon de heterodimeros de ArcB, las cepas de E. coli ECL 5012 (AarcB)
conteniendo los plasmidos pBAD-His-ArcB’®’’® + pACT3-MBP-ArcB’®”’® en las
combinaciones pertinentes, fueron sometidas al mismo protocolo descrito anteriormente
para sobreexpresar y purificar proteinas marcadas con 6x-His. Aqui la sobreexpresién de

las proteinas fue inducida con 1 mM de L-arabinosa y 0.1 mM de IPTG.
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Ensayos de fosforilacion in vitro de ArcB.

Las variantes y/o heterodimeros de ArcB fueron incubadas a 25 °C en presencia de [y->2P]
ATP 40 uM (actividad especifica, 2 Ci/mmol, 1 Ci=37 Gbq), HEPES 33 mM (pH 7.5), KCI 50
mM, MgCl, 5 mM, EDTA 0.1 mM, 1 mM de DTT, glicerol al 10% para evaluar su capacidad
de transferir el grupo fosforilo. Por ejemplo, se incubd His-H1-D1-H2 + ArcA para verificar
la capacidad de ArcB de transfosforilar a ArcA. Las reacciones fueron iniciadas agregando
[y-*P] ATP. Muestras de 5 pl fueron tomadas y mezcladas con un volumen de
amortiguador de carga a los 15, 30, 60, 120 y 180 segundos de reaccion. Dichas muestras
se analizaron por SDS-PAGE. Los geles fueron secados a 80 °C durante una hora vy
expuestos en la Storage Phosphor Screen y analizados con el equipo Typhoon FLA7000 (GE
Healthcare). La intensidad de cada banda fue estimada utilizando el programa Image

Quant (Molecular Dynamics).
Transferencia del grupo fosforilo de H1 a D1 in vitro.

Para probar si la transferencia del grupo fosforilo del dominio H1 al dominio D1 es
intramolecular o intermolecular, se realizaron cinéticas de fosforilacién con las proteinas
coexpresadas MBP-H1-D1*-H2/His-H1*-D1-H2 (via intermolecular) y MBP-H1-D1-H2/His-
H1*-D1*-H2 (via intramolecular). 10 pmol de cada heterodimero fueron incubados con 50
pmol de ArcA. Las reacciones fueron iniciadas agregando [y->P] ATP. Muestras de 5
fueron tomadas a los 15, 30, 60, 120 y 180 segundos de reaccidn; mezcladas con un
volumen de amortiguador de carga. Las muestras se analizaron por SDS-PAGE en geles al
12%. Estos fueron secados a 80 °C durante una hora y expuestos en la Storage Phosphor
Screen y analizados con el equipo Typhoon FLA7000 (GE Healthcare). La intensidad de

cada banda fue estimada utilizando el programa Image Quant (Molecular Dynamics).

Si la transferencia del grupo fosforilo de H1 a D1 es intermolecular ArcA-P seria detectado
en la reaccién con el heterodimero MBP-H1-D1*-H2/His-H1*-D1-H2, si la transferencia es
intramolecular se detectaria ArcA fosforilado en la mezcla con MBP-H1-D1-H2/His-H1*-

D1*-H2. Cualquiera que sea el caso, se espera un nivel Wt de ArcA-P.
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Transferencia del grupo fosforilo de D1 a H2 in vitro.

Para probar si la transferencia del grupo fosforilo del dominio D1 al dominio H2 es
intramolecular o intermolecular, se realizaron cinéticas de fosforilacién con las proteinas
coexpresadas MBP-H1*-D1*-H2/His-H1-D1-H2* (via intermolecular) y MBP-H1-D1-H2/His-
H1*-D1*-H2* (via intramolecular). 10 pmol de cada heterodimero fueron incubados con
50 pmol de ArcA. Las reacciones fueron iniciadas agregando [y->P] ATP. Muestras de 5 p
fueron tomadas a los 15, 30, 60, 120 y 180 segundos; mezcladas con un volumen de
amortiguador de carga. Las muestras se analizaron por SDS-PAGE en geles al 12%. Estos
fueron secados a 80 °C durante una hora y expuestos en la Storage Phosphor Screen y
analizados con el equipo Typhoon FLA7000 (GE Healthcare). La intensidad de cada banda

fue estimada utilizando el programa Image Quant (Molecular Dynamics).

Si la transferencia del grupo fosforilo de D1 a H2 es intermolecular ArcA-P seria detectado
en la reaccion con el heterodimero MBP-H1*-D1*-H2/His-H1-D1-H2*, si la transferencia es
intramolecular se detectaria ArcA fosforilado en la mezcla con MBP-H1-D1-H2/His-H1*-

D1*-H2*. Cualquiera que sea el caso, se espera un nivel Wt de ArcA-P.
Ensayos de defosforilacion de ArcA-P in vitro.

Con el fin de estudiar el fosforelevo reverso, se realizé una reaccion de fosforilacién con 2
mM de MBP-H1-D1-H2 y 20 mM de ArcA™** en la presencia de solucién de fosforilacién
(33 mM HEPES pH 7.5, 50 mM KCI, 5 mM MgCl,, 1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, glicerol al 10%)
y [y->2P] ATP 40 puM (actividad especifica, 2 Ci/mmol) e incubada a temperatura ambiente.
Después de 10 minutos, la reaccién fue detenida agregando 100 ul de amortiguador A
(TRIS-HCI 50 mM pH 7.0, KCI 150 mM, EDTA 5 mM, Tritén X-100 3%). ArcA-P fue separado
de MBP-H1-D1-H2 por ultrafiltracion utilizando un filtro Nanosep 30 K el cual no retiene a
ArcA-P, ATP, ni fosfato inorganico (Pi). El eluido fue pasado en un Nanosep 10 K, lavado 4
veces con 500 pl de amortiguador A y una vez con 500 pl de solucion de defosforilacidon
(33 mM HEPES pH 7.5, 50 mM KCl, 5 mM MgCl,, 0.1 mM EDTA, glicerol al 10%). El material

retenido conteniendo ArcA-P esencialmente libre de MBP-H1-D1-H2, ATP y Pi fue
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recuperado en 200 pl de solucién de defosforilacion, alicuotada y usada en los ensayos de

actividad fosfatasa.

Para estudiar la transferencia del grupo fosforilo del dominio H2 al dominio D1 en ArcB, 10
pmol de los heterodimeros MBP-H1*-D1-H2/His-H1*-D1*-H2* (via intramolecular) y MBP-
H1*-D1*-H2/His-H1*-D1-H2* (via intermolecular) o 5 pmol de MBP-H1-D1-H2 fueron
incubados con 50 pmol de ArcA-P en solucion de defosforilacion. Se tomaron muestras de
5 ulalos 0, 2.5 5y 10 minutos; las muestras fueron mezcladas con un volumen de
amortiguador de carga y analizadas por SDS-PAGE en geles al 15 %. Estos fueron secados a
80 °C durante una hora y expuestos en la Storage Phosphor Screen y analizados con el
equipo Typhoon FLA7000 (GE Healthcare). La intensidad de cada banda fue estimada

utilizando el programa Image Quant (Molecular Dynamics).
Transferencia del grupo fosforilo de H1 a D1 in vivo.

Para realizar este ensayo, utilizamos las cepas ECL 5003 (arcB"), IFC2001 (arcB™7%)

complementada con el pldsmido pEXT22Cm-arcB"#??  IFC2002  (arcB™*’9)

complementada con el plasmido pEXT22Cm—ach'”'292Q D764

, estas cepas tienen la fusidn
reportera AP (cydA’-lacZ) activable por ArcA-P. A partir de pre-cultivos, cada cepa fue
inoculada en 10-50 ml de LB liquido suplementado con MOPS 0.1 M pH 7.4, D-xilosa 20
mM vy antibidtico de seleccién, los matraces fueron incubados a 37 °C en agitacién a 300
rom. A una DOgyo de 0.2, una muestra fue tomada para medir la actividad B-galactosidasa
(0 min) en este punto el resto del cultivo fue dividido en dos, una parte se mantuvo bajo
condiciones aerdbicas mientras que la otra fue cambiada a anaerobiosis llenando tubos
con tapa de rosca y agitados con un magneto; la expresién de la fusion reportera fue

medida tomando muestras a los 15, 30, 45, 60 y 75 min para ambas condiciones de

crecimiento.
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H292Q, D576A D576A, H717Q

Efecto del incremento de arcB y arcB en la expresion de la fusion
reportera A® (cydA -lacZ) para el estudio de la transferencia del grupo fosforilo de D1 a

H2 in vivo.

En este ensayo se utilizaron las cepas ECL 5003 (arcB"") complementada con el plasmido
pBAD- arcB?%? b>76A y con el plasmido pBAD- arcB”>7%4 7178 A manera de comparacion,
se usaron las cepas ECL 5003 (arcB"") y ECL 5004 (AarcB). A partir de pre-cultivos, estas
cepas fueron inoculadas en LB liquido suplementado con MOPS 0.1 M pH 7.4, D-xilosa 20
mM vy antibidtico de seleccidn, el cultivo fue incubado en condiciones aerdbicas hasta una
DOggo de 0.1. En este punto el cultivo fue dividido en 5 tubos con tapa de rosca para el
crecimiento anaerdbico. Con el fin de inducir la expresién de las variantes de ArcB, se
agregod L-arabinosa en las siguientes concentraciones: 0, 10, 15, 20 y 30 uM. Los cultivos
fueron crecidos hasta una DOgyy de 0.5 para tomar muestras y medir la actividad B-

galactosidasa.
Transferencia del grupo fosforilo de H2 a D1 in vivo.

La cepa ECL 5002 (arcB") y la cepa ECL 5032 (arcB""*’?) complementada con el vector
PEXT22Cm-arcB??% P>7%4 fyeron utilizadas para realizar este estudio, dichas cepas tienen
la fusion reportera A® (//dP’-lacZ) reprimible por ArcA-P. A partir de pre-cultivos, estas
cepas fueron crecidas anaerdbicamente en LB liquido suplementado con MOPS 0.1 M pH
7.4, D-xilosa 20 mM, L-lactato 20 mM vy antibiético de seleccion. A una DOggg de 0.2, una
muestra fue tomada para medir la actividad B-galactosidasa (punto 0 min), el resto del
cultivo fue dividido en dos: una parte se mantuvo en anaerobiosis como control y la otra
se cultivd en aerobiosis; la expresién del reportero fue medida tomando muestras a los

15, 30, 45, 60, 75 y 90 min para ambas condiciones de crecimiento.
Ensayos de la actividad B-galactosidasa.

Para la deteccién de la expresién de A® (cydA’-lacZ) o A® (/ldP’-lacZ) se siguidé el método
de Miller (53), que cuantifica la hidrdlisis de o-nitrofenil-B-D-galactésido (ONPG) por la

enzima B-galactosidasa. En el tiempo de crecimiento a evaluar se determind la densidad
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celular de los cultivos a una DOgy Yy se tomaron alicuotas de 0.1 ml del cultivo para
agregarse a tubos de ensayo que contenian 0.9 ml de amortiguador Z (Na,HPO,4 7H,0 0.6
M, NaH,P0O4 H,0 0.04 M, B-mercaptoetanol 0.05 M), 10 ul de SDS al 10% y 20 ul de
cloroformo. Los tubos se agitaron en el vortex para lisar las células y se inicid la reaccién
por adicion de 0.2 ml de ONPG a una concentracion de 4 mg/ml. Se incubaron durante 10
min a temperatura ambiente y se detuvo la reaccién agregando 0.5 ml de Na,CO3; 1 M.
Después se determind la densidad dptica a 420 y 550 nm para cada tubo. La actividad B-
galactosidasa se expresé en unidades Miller, de acuerdo con la siguiente férmula:

unidades Miller = 1000 [DO420 - (175)(D0550)]/[(10)(01)(D0500)]
Ensayos de inmunorréplica tipo Western blot.

Para verificar la presencia y correcto tamaio de las variantes de ArcB codificadas por las
cepas y los vectores utilizados en los experimentos in vivo se realizaron ensayos de
inmunorréplica tipo Western blot. Cuando los cultivos llegaron a una DOggg de 0.5-0.6, se
tomé 1 ml de muestra y se centrifugd a 12000 x g. Cada pastilla de células fue
resuspendida en amortiguador de carga para proteinas y se hirvieron durante 10 min a 95
°C. De esta suspension se tomaron 10 pl y se sometieron a SDS-PAGE en geles al 10%.
Posteriormente, las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa
(Hybond-ECL) durante 1 hora en una cdmara sumergida en solucién de transferencia (Tris
25 mM, Glicina 250 mM, EDTA 1 mM, 20% de metanol). La membrana fue equilibrada en
amortiguador TTBS (Tris 25 mM, NaCl 150 mM, con 0.05% de Tween 20) durante 10 min,
después fue incubada en solucién de bloqueo (1% de leche en TTBS) por 1 hora a
temperatura ambiente. Los anticuerpos dirigidos contra ArcB fueron agregados en una
dilucién 1:10000 e incubados 1 hora a temperatura ambiente, el anticuerpo unido fue

detectado siguiendo el protocolo de Amersham ECL Western Blotting Detection Kit.

Cada uno de los ensayos de fosforilacidén in vitro y de B-galactosidasa, fueron realizados

por triplicado.

27



Resultados.

Las proteinas necesarias para ensayar los pasos del fosforelevo y el fosforelevo reverso en
ArcB (enlistadas en la Tabla 1) en sus versiones tipo silvestre y mutantes, fueron obtenidas
para realizar experimentos de fosforilacidn in vitro tal como se describié en la seccién
materiales y métodos, las cuales contienen la etiqueta de 6x-His o MBP (aqui referidas
como His-H1-D1-H2 o MBP-H1-D1-H2). Tales proteinas contienen mutaciones puntuales
en los residuos de aminodacidos conservados de fosforilacion. Es decir, la His conservada
en la posicion 292 del dominio H1 fue reemplazada por glutamina (referida aqui como
H1*), el Asp conservado en la posicion 576 de D1 fue reemplazado por alanina (referido
como D1*) y la His en la posicién 717 de H2 por glutamina (referida aqui como H2%*).
Ademas, estas proteinas carecen del fragmento transmembranal que comprende los
residuos 1-77 de ArcB. Se sabe que estas proteinas recombinantes citosélicas son
funcionales, puesto que en estudios previos se ha demostrado que la eliminacién de estos
segmentos no afecta la autofosforilacion y la posterior transfosforilacion al regulador de
respuesta (25, 30, 38, 51, 63). Todas las proteinas recombinantes utilizadas contienen los
residuos de cisteinas en las posiciones 180 y 247, que se ha demostrado que participan en

las reacciones oxido-reduccién en la regulacién de ArcB (52).

La transferencia del grupo fosforilo del dominio H1 al dominio D1 de ArcB es

intramolecular.

Pefia Sandoval y cols. (2010) determinaron que la reaccién de autofosforilacién en ArcB
ocurre mediante una reaccidn intramolecular, es decir que el sitio de autofosforilacién y
de unidn a ATP deben estar en la misma molécula (61). Con el fin de saber cdmo sucede el
siguiente paso en el fosforelevo, es decir la transferencia del grupo fosforilo del dominio
H1 al dominio D1, se purificaron las siguientes variantes de ArcB: His-H1-D1-H2, His-H1*-
D1-H2, His-H1-D1*-H2, His-H1*-D1*-H2 e His-H1-D1-H2*. Como un experimento control,
las proteinas individuales fueron evaluadas por su capacidad para fosforilarse y

transfosforilar al regulador de respuesta ArcA (Fig. 7).
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Figura 7. Los aminodcidos conservados en los dominios cataliticos H1, D1 y H2, son necesarios para la
actividad cinasa de ArcB. La proteina ArcA purificada fue incubada en mezclas de reaccidon de 30 pl con las
versiones de ArcB indicadas en cada panel y con [v-azP] ATP. En los tiempos indicados, una muestra de 5 pl
fue tomada y sometida a SDS-PAGE. En la parte superior de cada panel se muestra el gel de poliacrilamida
tefiido con azul de Coomassie para revelar las proteinas utilizadas. En la parte de abajo se muestran los
autorradiogramas, del lado izquierdo de cada panel se muestra la masa molecular en kDa y del lado derecho
la posicion de cada proteina.

Observamos que ninguna de las proteinas mutantes fueron capaces de transfosforilar a
ArcA, ademas la mutacién del Asp en D1 y la His en H2 no afectaron la capacidad de
autofosforilacion de las versiones de ArcB H1-D1*-H2 y H1-D1-H2* (Fig. 7). Estos
resultados indicaron que el fosforelevo se encuentra interrumpido debido a estas
mutaciones y que los residuos de aminoacidos conservados en cada dominio son

necesarios para la actividad cinasa de ArcB.

Con estas proteinas realizamos dos mezclas de reaccién para poder estudiar la
transferencia del grupo fosforilo del dominio H1 al dominio D1. La primer mezcla
comprendio a His-H1*-D1-H2 + His-H1-D1*-H2 + ArcA (via intermolecular), la segunda fue

con His-H1*-D1*-H2 + His-H1-D1-H2* + ArcA (via intramolecular). La primer mezcla no
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generd ArcA-P; sin embargo, en la segunda mezcla de reaccion se generd cierto nivel de
ArcA-P, en un 30% en comparacién con la reaccidn tipo silvestre, en esta mezcla la via
intramolecular de H1 a D1 esta permitida (Fig. 8C y D). Estos resultados indicaron que la
transferencia del grupo fosforilo de H1 a D1 es intramolecular. No obstante, esta
afirmacion no es concluyente debido a que ninguna de las combinaciones fue capaz de
restaurar los niveles silvestres de ArcA-P, posiblemente esto se deba a la insuficiente

formacion de heterodimeros en las mezclas de reaccidn.
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Figura 8. La transferencia del grupo fosforilo del dominio H1 al dominio D1 es intramolecular. La proteina
ArcA purificada fue incubada en mezclas de reaccion de 30 pl con las versiones de ArcB indicadas en cada
panel y con [y-32P] ATP (A-C). (D) analisis densitométrico de ArcA-P obtenido en cada reaccién. En los
tiempos indicados una muestra de 5 pl fue tomada y sometida a SDS-PAGE. En la parte superior de cada
panel se muestra el gel de poliacrilamida tefiido con azul de Coomassie para revelar las proteinas utilizadas.
En medio se muestran los autorradiogramas, en la parte de abajo se muestra un esquema de las
fosfotransferencias permitidas en cada reacciéon, del lado izquierdo de cada panel se muestra la masa
molecular en kDa y del lado derecho las proteinas.
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Tomando en consideraciéon esta ultima posibilidad y con el fin de poder asegurar la
formacién de heterodimeros, se construyeron plasmidos inducibles con arabinosa que
comprenden las variantes de ArcB fusionadas a MBP (Maltose Binding Protein). Estos
pldsmidos fueron transformados en la cepa ECL5012 (AarcB), expresando His-ArcB mutada
en alguno de los residuos de fosforilacion para obtener las combinaciones pertinentes.
Observamos que la incubacion de MBP-ArcB con la resina de Ni-NTA no retiene a la
proteina; sin embargo, cuando MBP-ArcB es coexpresada con His-ArcB e incubada con la
resina Ni-NTA, ambas proteinas son recuperadas después de realizar el paso de elucion. Lo
anterior indica que existe interaccidn fisica entre ambas versiones de ArcB, lo cual asegura

la formacién de heterodimeros (Fig. 9A).
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Figura 9. MBP-ArcB copurifica con His-ArcB cuando es incubada con resina Ni-NTA. (A) Las proteinas
sobreexpresadas (carril 1=His-ArcB, 2=MBP-ArcB, 3=MBP-ArcB/His-ArcB) fueron analizadas por SDS-PAGE y
tefiidas con azul de Coomassie. Las proteinas fueron purificadas por cromatografia de afinidad con resina Ni-
NTA y analizadas por SDS-PAGE. Carril 4=His-ArcB purificada, 5=MBP-ArcB no es recuperada con Ni-NTA,
6=MBP-ArcB/His-ArcB copurificadas. En B-D, las versiones mutantes de ArcB indicadas son incapaces de
fosforilar a ArcA. En los tiempos indicados una muestra de 5 pl fue tomada y sometida a SDS-PAGE. En la
parte superior de cada panel se muestra el gel de poliacrilamida tefiido con azul de Coomassie revelando las
proteinas utilizadas, en la parte inferior el autorradiograma correspondiente. De lado izquierdo la masa
molecular en kDa y del lado derecho la posicién de cada proteina.
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Asi, para estudiar el paso del grupo fosforilo de H1 a D1, se sobreexpresaron y purificaron

los heterodimeros MBP-H1-D1*-H2/His-H1*-D1-H2 (via intermolecular) y MBP-H1-D1-

H2/His-H1*-D1*-H2 (via intramolecular). Estos heterodimeros fueron sometidos a

fosforilaciéon in vitro en presencia de ArcA asi como de [y-’P] ATP, para probar su

capacidad de complementarse y restaurar los niveles silvestres de ArcA-P.

Aun cuando MBP-H1-D1*-H2 fue capaz de autofosforilarse, His-H1*-D1-H2-P no fue

detectada y practicamente ArcA-P no fue generada, sugiriendo que la transferencia del

grupo fosforilo de H1 a D1 no es intermolecular. Por otro lado, el heterodimero MBP-H1-

D1-H2/His-H1*-D1*-H2 rapidamente transfosforild6 a ArcA, indicando que in vitro la

fosfotransferencia de H1 a D1 ocurre mediante una reaccién intramolecular (Fig. 10).
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Figura 10. La transferencia del grupo fosforilo de H1 a D1 es una reaccidon intramolecular in vitro. ArcA fue
incubada en mezclas de reaccién de 30 pl con [y->>P] ATP y (A)ArcB tipo silvestre pero fusionada a MBP, (B)
MBP-H1-D1*-H2/His-H1*-D1-H2 o (C) MBP-H1-D1-H2/His-H1*-D1*-H2. En los tiempos indicados, una
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muestra de 5 ul fue tomada y analizada por SDS-PAGE. En D, se muestra el andlisis densitométrico de ArcA-P
obtenida en cada reaccién. En la parte superior de los paneles se muestran los geles de poliacrilamida
teflidos con azul de Coomassie para revelar las proteinas utilizadas, en medio se muestran los
autorradiogramas, abajo se muestran esquemas de las fosfotransferencias permitidas en cada
heterodimero. Del lado izquierdo de cada panel se muestra la masa molecular en kDa y del lado derecho la
posicion de las proteinas.

In vivo, el grupo fosforilo es transferido del dominio H1 al dominio D1 en una reaccion

intramolecular.

Con el fin de obtener evidencia fisioldgica de la fosfotransferencia intramolecular de H1 a
D1, se generaron los plasmidos de bajo nimero de copias pEXT22Cm—achH2920’ Do76A y
pEXT22Cm-arcB"#°?%, los cuales contienen la regién codificante de la variante de ArcB
indicada bajo el control de su promotor nativo. Estos pldsmidos fueron transformados en
las cepas IFC2002 (arcB"*7?) e 1IFC2001 (arcB™”®) de E. coli, respectivamente. Entre

paréntesis se indica la forma variante de ArcB codificada a nivel cromosomal en las cepas

mencionadas.

Las cepas complementadas obtenidas portan la fusidn reportera A® (cydA’-lacZ) activable
por ArcA-P; por tanto, son adecuadas para estudiar la capacidad de complementacién
molecular de las variantes de ArcB y de restauracion de los niveles silvestres de ArcA-P in
vivo. Como un experimento control, las cepas IFC2001 e IFC2002, asi como los plasmidos
anteriormente mencionados pero ahora transformados en la cepa 5004 (AarcB), fueron
probados mediante ensayos de B-galactosidasa, en los cuales ninguna de las mutantes de
ArcB fueron capaces de activar la expresion de la fusion reportera (Fig.11), indicando que
el fosforelevo se encuentra interrumpido tal como fue mostrado en los experimentos in

vitro de este trabajo.
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Figura 11. Las versiones mutantes de ArcB no activan la expresién de la fusién reportera A® (cydA’-lacZ). Las
cepas (A) IFC2001, (B) IFC2002, (C) ECL5004 portando el plasmido pEXT22Cm-arcB™%*% P*’%4 y (D) ECL5004
con pEXT22Cm—achHzgZQ
LB liquido amortiguado con 0.1 M de MOPS (pH 7.4) y suplementado con 20 mM de D-xilosa. A una DOgq, de

, todas con la fusion reportera A® (cydA’-lacZ), fueron crecidas aerébicamente en

0.2, una muestra fue tomada para medir la actividad B-galactosidasa (mostrada como tiempo 0 min) y el
resto del cultivo fue dividido en dos. Una parte se mantuvo en condiciones aerdbicas (circulos) como
control, mientras que la otra fue cambiada a anaerobiosis (cuadrados) y la actividad B-galactosidasa fue
seguida en el tiempo tanto en condiciones aerdbicas (O,+) como anaerdbicas (O,-). En el lado derecho de
cada grafica se muestra un esquema de la versién mutante de ArcB expresada en las cepas indicadas.

D576A H292Q

En el caso de la cepa complementada IFC2001 (arcB ) + arcB , en la cual el paso H1
a D1 intermolecular esta permitido, fue incapaz de activar la expresion del reportero,
mostrando un fenotipo arcB". En contraste, la cepa IFC2002 (arcB""179) + qrcph?92@ D764
en la cual la fosfotransferencia de H1 a D1 intramolecular es admitida, la expresién del
reportero fue restaurada a niveles silvestres (Fig. 12), esto es consistente con los
resultados obtenidos in vitro. Las cepas utilizadas expresan las versiones de ArcB a niveles
silvestres, lo cual fue corrobado mediante inmunorreplica tipo Western blot (Fig. 12E). En
su conjunto, estos experimentos indican que el grupo fosforilo es transferido en una

reaccion intramolecular del dominio H1 al dominio D1 en ArcB durante la actividad cinasa.
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Figura 12. La co-expresién de arcB y arcB restaura la actividad cinasa de ArcB y la regulacion
de la expresion de la fusién reportera A® (cydA’-lacZ). Las cepas (A) ECL 5003 (arcB™), (B) ECL 5004 (arcB),
(C) IFC2001 (arcB 7% complementada con el plasmido pEXT22Cm-achH292Q, (D) IFC2002 (arcB"*"%)
complementada con el plasmido pEXTZZCm-achHzgzo“ PS764 tueron crecidas aerdbicamente en LB liquido
amortiguado con 0.1 M de MOPS (pH 7.4) y suplementado con 20 mM de D-xilosa. Las cepas portan la fusién
reportera A® (cydA’-lacZ) activable por ArcA-P. A una DOgyo de 0.2, una muestra fue tomada para medir la
actividad B-galactosidasa (mostrada como tiempo 0 min) y el resto de cada cultivo fue dividido en dos. Una
parte se mantuvo en condiciones aerdbicas (circulos) como control, mientras que la otra fue cambiada a
anaerobiosis (cuadrados) y la actividad B-galactosidasa fue seguida en el tiempo tanto en condiciones
aerdbicas (0O,+) como anaerdbicas (O,-). En el lado derecho de las gréaficas C y D se muestra un esquema de
las versiones mutantes de ArcB co-expresadas asi como las fosfotransferencias permitidas en cada caso. En
E), ensayo de inmunorreplica tipo Western blot mostrando que la expresién de ArcB en las cepas utilizadas
es a niveles silvestres. Carriles: 1=ArcB silvestre, 2=AarcB, 3=IFC 2001 (arcB”’®), 4=IFC 2002 (arcB""*’9),
5=IFC2001 + arcB™**?, 6=IFC2002 + arcB™**? P’ 7=ECL 5004 (AarcB) + arcB™*?, 8=ECL 5004 (AarcB) +

H292Q, D576A
arcB"%*% .
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La transferencia del grupo fosforilo in vitro del dominio D1 al dominio H2 de ArcB,

ocurre preferencialmente en una reaccién intermolecular.

Para estudiar si la transferencia del grupo fosforilo de D1 a H2 sucede en una reaccion
intramolecular o intermolecular en el dimero ArcB, los heterodimeros MBP-H1*-D1*-
H2/His-H1-D1-H2* (D1 a H2 via intermolecular) y MBP-H1-D1-H2/His-H1*-D1*-H2* (D1 a
H2 via intramolecular) fueron purificados y sometidos a reacciones de fosforilacién in vitro
para evaluar si son capaces de complementarse y completar los pasos del fosforelevo
mediante la generacién asi como la deteccidon de ArcA-P. Como control, verificamos que
las versiones mutantes de ArcB presentan la caracteristica de tener interrumpido el

fosforelevo y por tanto son incapaces de fosforilar a ArcA por si solas (Fig. 7C, 9Cy D).

Por otro lado, observamos que el heterodimero MBP-H1*-D1*-H2/His-H1-D1-H2* fosforila
a ArcA a niveles silvestres; sin embargo, en el heterodimero MBP-H1-D1-H2/His-H1*-D1*-
H2*, ArcA-P es generado a un indice reducido (Fig. 13). Estos resultados indican que el
grupo fosforilo es transferido de D1 a H2 preferencialmente de manera intermolecular, al

menos in vitro.
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Figura 13. La fosfotransferencia del dominio D1 al dominio H2, preferencialmente es intermolecular. ArcA

purificada fue incubada en mezclas de reaccion de 30 ul con [v-32P] ATP y (A) ArcB tipo silvestre fusionada a
MBP, (B) MBP-H1*-D1*-H2/His-H1-D1-H2* o (C) MBP-H1-D1-H2/His-H1*-D1*-H2*. En los tiempos indicados,
una muestra de 5 pl fue tomada y analizada por SDS-PAGE. En D, se muestra el andlisis densitométrico de

ArcA-P obtenida en cada reaccién. En la parte superior de los paneles se muestran los geles de

poliacrilamida tefiidos con azul de Coomassie para revelar las proteinas utilizadas, en medio se muestran los

autorradiogramas, abajo se muestran esquemas de las fosfotransferencias permitidas en cada reaccidon. Del

lado izquierdo de cada panel se muestra la masa molecular en kDa y del lado derecho la posicién de las

proteinas.
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En condiciones fisioldgicas, la transferencia del grupo fosforilo del dominio D1 al

dominio H2 ocurre preferencialmente en una reaccién intermolecular.

Mientras estudiamos in vivo el paso intramolecular de H1 a D1, cuando utilizamos la cepa
IFC2002 (arcB""7?) + arcB"%?% P7%* (Fig. 12D), observamos que el fosforelevo fue
completado, tal resultado sugirié ademas la posibilidad de que in vivo el paso D1 a H2 es
intermolecular; sin embargo, la fosfotransferencia intramolecular no puede ser

descartada.

Los resultados in vitro mostraron una preferencia por la via intermolecular. Con el fin de
discriminar in vivo entre las dos vias de transferencia del grupo fosfato del dominio D1 al
dominio H2, consideramos que el incremento de la versién arcB”’** 7?72 en una cepa con
el fondo arcB"' deberd favorecer la formacion del heterodimero arcB””®* "7 qre™,
Tal combinacién solo permite la fosfotransferencia intramolecular de D1 a H2, por lo
tanto, una reduccion en los niveles de ArcA-P seran obtenidos si la via es intermolecular. A
manera de control, la concentracién de arcB?% P7% fye incrementada en el fondo
genético arcB"" para favorecer la formacién del heterodimero arcB™%?% 2>’/ qrcB™, de

tal forma que en este caso ambas posibilidades (intra- e intermolecular) son admitidas.

D764, H717Q y pBAD—achHzgzo” D376A inducibles con L-arabinosa,

Los plasmidos pBAD-arcB
fueron transformados en la cepa ECL5003 (arcB™), la cual contiene la fusion reportera A®
(cydA’-lacZ). Estas cepas fueron crecidas en condiciones anaerdbicas en presencia de
distintas concentraciones de L-arabinosa (0-30 uM), a una DOgy de 0.5 fue evaluada la
actividad B-galactosidasa. El incremento del inductor en la cepa que porta el pldasmido que

H292Q, D576A

expresa a arcB resulté en una disminucién de los niveles de la expresién de la

fusion reportera. Debido a que la fosfotrasferencia intramolecular de H1 a D1 y ambas vias

H292Q, D576A / arcB™t

de D1 a H2 estdn permitidas en el heterodimero arcB , una posible

explicacion es que la cantidad incrementada de los homodimeros de ArcB "292Q D764
puede conducir a la transferencia del grupo fosforilo desde ArcA-P al dominio H2
disminuyendo su actividad reguladora. En un estudio previo (62) fue mostrado que la

sobreexpresiéon de un péptido que comprende el dominio H2, bajo condiciones

38



estimulantes, genera una disminucion en los niveles de ArcA-P debido a la transferencia

del ~P a H2.

D376A, H717Q rasyltéd en un efecto mdas notorio en la

Por otro lado, el incremento de arcB
reduccion de la expresion del reportero A® (cydA’-lacZ); esta disminucion fue del 40% en
comparacion con la cepa control (Fig. 14). Al parecer, de acuerdo con los resultados in
vitro, la transferencia del grupo fosforilo del dominio D1 al dominio H2 preferencialmente

ocurre a través de una reaccién intermolecular bajo condiciones fisioldgicas.
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Figura 14. La transferencia del grupo fosforilo de D1 a H2 tiene una preferencia por la reaccidén

intermolecular. La cepa ECL 5003 (arcB"") complementada con el plasmido pBAD-achHmQ’ bo76a

D576A, H717Q (

(barras
negras) o con el plasmido pBAD-arcB barras grises) fue crecida en condiciones aerdbicas en LB
liquido amortiguado con 0.1 M de MOPS (pH 7.4) y suplementado con 20 mM de D-xilosa. A una DOgyo de
0.1, el cultivo fue dividido en 5 tubos con tapa de rosca llenos hasta el tope para el crecimiento anaerdbico,
la L-arabinosa fue agregada a las concentraciones indicadas. A una DOgy de 0.5, la actividad B-galactosidasa
fue evaluada. A manera de comparacion, la actividad B-galactosidasa en condiciones anaerdbicas de ECL

5003 (barras con lineas verticales) y de ECL 5004 (arcB’) (barras con lineas horizontales) son indicadas.
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Durante la actividad fosfatasa de ArcB, la fosfotransferencia del dominio H2 al dominio

D1 ocurre preferencialmente de manera intramolecular.

La cinasa sensora ArcB es una proteina bifuncional, es decir que bajo condiciones
estimulantes fosforila al regulador de respuesta ArcA, mientras que en condiciones no

estimulantes ésta defosforila a ArcA-P. Para ambas funciones excluyentes, los residuos

576 717

Asp>”® e His’™" son utilizados, por lo que surge la interesante pregunta de si en el
fosforelevo reverso la transferencia del grupo fosforilo sucede en una via diferente a la

utilizada en la actividad cinasa de ArcB.

Para estudiar esta posibilidad in vitro, generamos ArcA-P en una reaccion de fosforilacién
en presencia de MBP-H1-D1-H2, ArcA fosforilada fue purificada de la reaccion y utilizada
como sustrato para los ensayos de fosfatasa. En primer lugar, realizamos reacciones de
fosfatasa control, en las cuales las variantes individuales de ArcB se incubaron con ArcA-P,
estos experimentos mostraron que MBP-H1*-D1-H2 defosforila rdpidamente al sustrato.
Por otro lado, His-H1*-D1-H2* e His-H1*-D1*-H2* fueron incapaces de recibir el grupo
fosforilo de ArcA-P; a su vez, MBP-H1*-D1*-H2 recibi6é el ~P de ArcA pero es incapaz de
liberarlo, debido a la ausencia del dominio D1 funcional. De esta manera, verificamos
también la participacién de los dominios H2 y D1 en la actividad fosfatasa de ArcB como

previamente se ha documentado (24) (Fig. 15).
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Figura 15. Los dominios H2 y D1 de ArcB participan en la defosforilacién de ArcA fosforilado (ArcA-P). La
proteina ArcA-P purificada fue incubada con (A) MBP-H1*-D1-H2, (B) His-H1*-D1*-H2*, (C) His-H1*-D1-H2*
o (D) MBP-H1*-D1*-H2 en mezclas de reaccién de 25 pl. En los tiempos indicados una muestra de 5 pl fue
tomada y sometida a SDS-PAGE. En la parte superior de los paneles se muestran los geles de poliacrilamida
tefiidos con azul de Coomassie para revelar las proteinas utilizadas, en la parte inferior se muestran los
autorradiogramas. Del lado izquierdo de cada panel se muestra la masa molecular en kDa y del lado derecho
la posicion de las proteinas.

ArcA-P purificada es estable y se mantiene en su estado fosforilado a lo largo del
experimento (Fig. 16A), por tanto es adecuada para el estudio de la actividad fosfatasa de
ArcB in vitro. Por consiguiente, para estudiar la transferencia del grupo fosforilo del
dominio H2 al dominio D1, el heterodimero MBP-H1*-D1-H2/His-H1*-D1*-H2*, que solo
permite la transferencia intramolecular del ~P de H2 a D1, defosforilé a ArcA-P a niveles
semejantes a la reaccién silvestre (Fig. 16C). Para evaluar la via intermolecular, el
heterodimero MBP-H1*-D1*-H2/His-H1*-D1-H2* fue incubado con ArcA-P y mostrd una

actividad fosfatasa menor respecto a la reaccion silvestre (Fig. 16D, E)
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Derivado de los resultados con los heterodimeros, pareciera que in vitro existe una
preferencia intramolecular de la fosfotransferencia de H2 a D1 cuando ArcB funciona

como fosfatasa.
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Figura 16. El grupo fosforilo es transferido del dominio H2 al dominio D1 de ArcB preferencialmente de
manera intramolecular. ArcA-P purificada fue incubada (A) sin ArcB o con (B) MBP-H1-D1-H2, (C) MBP-H1*-
D1-H2/His-H1*-D1*-H2* o con (D) MBP-H1*-D1*-H2/His-H1*-D1-H2* en mezclas de reaccién de 25 pl. En
los tiempos indicados una muestra de 5 pl fue tomada y sometida a SDS-PAGE. En la parte superior de los
paneles se muestran los geles de poliacrilamida tefiidos con azul de Coomassie para revelar las proteinas
utilizadas, en la parte de en medio se muestran los autorradiogramas, abajo se muestran esquemas de las
fosfotransferencias permitidas en las reacciones B-D. Del lado izquierdo de cada panel se muestra la masa
molecular en kDa y del lado derecho la posicién de las proteinas.
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In vivo, la transferencia del grupo fosforilo del dominio H2 al dominio D1 de ArcB opera

intramolecularmente.

Para estudiar la transferencia del grupo fosforilo de H2 a D1 in vivo en un cambio de
condiciones de crecimiento de anaerobiosis a aerobiosis, las cepas ECL5032 (arcB™"*79)
transformada con el plasmido pEXT22 Cm-arcB™*?% P76 y ECL5002 (arcB™), las cuales
contienen la fusién reportera A® (/ldP’-lacZ) reprimible por ArcA-P, fueron crecidas en
condiciones anaerdbicas. A una DOgy de 0.2, una muestra fue tomada para evaluar la
actividad B-galactosidasa. Tal como se esperaba, la expresidn de la fusién reportera en

ambas cepas fue muy baja, indicando la represién dependiente de ArcA-P. Este resultado

H717Q H292Q, D576A

demuestra que la coexpresion de arcB y arcB restaura la actividad cinasa de

ArcB y la apropiada formacion de heterodimeros. Posteriormente, una parte del cultivo de
cada cepa fue cambiado a condiciones aerdbicas. En el caso de la cepa ECL5032 (arcB™Y),
un inmediato incremento en la expresién de la fusion reportera fue observada, indicando
la defosforilacion de ArcA-P y por tanto la liberacidén de la represion de la expresion de A®
(dP’-lacZz). En contraste, un incremento escaso y retardado fue observado para la cepa

ECL5032 (arcB""*7?) + arcB™?% P>76%. an dicha cepa la transferencia del grupo fosforilo de

H2 a D1 mediante la via intermolecular esta permitida (Fig. 17).

Estos resultados indican fuertemente que bajo condiciones en las cudles ArcB actia como
fosfatasa, la reaccion de fosfotransferencia de H2 a D1 ocurre mediante una transferencia

intramolecular.

43



20001
[ 1 1
& H X
= .
Zg 1500- &
[ L™
O g 10004 X H
@ Z
= =
€5 5004
2
3
< 0

30 60 90
Tiempo (min)

Figura 17. La fosfotransferencia del dominio H2 al dominio D1 de ArcB, ocurre en una reaccion
intramolecular en condiciones no estimulantes. Las cepas ECL5002 (arcB"") (cuadrados) y ECL5032
(arcB™7?) + pEXT22Cm-arcB™%% P7%A

crecidas anaerdbicamente en LB liquido amortiguado con 0.1 M de MOPS (pH7.4), suplementado con 20

(circulos), ambas con la fusién reportera A® (lldP’-lacZ), fueron

mM de D-xilosa y 20 mM de L-lactato. A una DOgg de 0.2, una alicuota fue tomada para medir la actividad B-
galactosidasa (mostrada como 0 min), el resto de los cultivos fue dividido en dos: un parte fue mantenida en
anaerobiosis (simbolos abiertos) como control, mientras que la otra fue cambiada a aerobiosis (simbolos
rellenos) y la actividad B-galactosidasa fue seguida en el tiempo. En el lado derecho de la gréfica, se muestra

H717Q

un esquema de las versiones mutantes de ArcB co-expresadas, para el caso de ECL5032 (arcB ) +

H292Q, D576A / . e .. .
pEXT22Cm-arcB™**% , asi como la fosfotransferencia permitida en condiciones no estimulantes.
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Discusion:

El sistema ArcB/A de E. coli regula la expresion de una gran cantidad de genes en
respuesta al estado redox del medio. Este SDC se encuentra activo en condiciones
anaerobias y microaerobias de crecimiento, mientras que se inactiva cuando las células
crecen en condiciones aerobias (3, 23, 49). ArcB es una cinasa hibrida y ha sido un modelo
de estudio para este tipo de sensores, debido a que fue uno de los pocos en los que se
demostrd que existe un fosforelevo y un fosforelevo reverso tanto in vivo como in vitro
(24, 25, 62). El ambiente reductor genera cambios conformacionales en la proteina,
favoreciendo la reaccién de autofosforilacidon a expensas del ATP. Ha sido demostrado que
ArcB, en contraste con muchas CSs homodiméricas, se autofosforila a través de una
reaccién intramolecular, siendo requisito que el sitio de unién a ATP y de autofosforilacién
(His*®?) se encuentren en la misma molécula de ArcB (61). Sin embargo, en dicho estudio
no se aclararon los pasos subsecuentes, respecto a la transferencia inter o intramolecular

del grupo fosfato entre los monémeros.

Ademas de la reaccion de autofosforilacion, los transportadores de electrones quinonas y
menaquinonas actlan como oxidantes y reductores de ArcB, participando en su
regulacion mediante la formacién de enlaces disulfuro entre monémeros (5, 52). Por otro
lado, ha sido demostrado que la regulacion catalitica es realizada a través de movimientos

rotacionales que alteran la porcidn citosélica de esta proteina (44).

Recientemente, ha sido de gran interés elucidar el modo de transferencia del grupo
fosforilo en las cinasas hibridas, en particular ArcB. Jovanovic y cols (2015), analizaron el
fosforelevo mediante predicciones matematicas y estadisticas, asi como experimentacién
in vivo. Las variantes de ArcB, con mutaciones puntuales en los sitios de fosforilacion
. 292 576 . 717 . . . . .
(His™™%, Asp””” e His'™"), fueron expresadas a partir de plasmidos de alto numero de copias,
bajo el control de promotores inducibles con IPTG. Los autores observaron que la co-
. s . . 292 576 . 717 H
expresion de una copia mutante en His™%, Asp”” o His’~" con ArcB silvestre resultaba en
un fenotipo comparable con una cepa mutante en arcB. Con estos resultados, los autores

sugirieron que la fosfotransferencia en ArcB ocurre por un mecanismo cooperativo y
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alostérico, en el que todos los dominios vy sitios de fosforilacion deben ser funcionales

para permitir que ocurra la fosfotransferencia entre dominios (39).

En un segundo reporte, a través de la estrategia Phos-tag usando geles de poliacrilamida,
se analizé la capacidad de mutantes de ArcB de complementarse para restaurar el
fosforelevo in vitro. Esta metodologia consiste en observar un retardo en la migracién de
las formas fosforiladas de las proteinas en geles de poliacrilamida. Los resultados
sugirieron que las dos transferencias del grupo fosforilo involucradas suceden en
reacciones intermoleculares (41). Sin embargo, ambos reportes no permiten establecer
una conclusién clara. El hecho de alterar la relacion in vivo de la CS respecto a su RR,
resulta en una reduccidon de la actividad del regulador de respuesta como ha sido
previamente descrito (7, 26), lo que puede explicar el fenotipo semejante a una cepa
AarcB a pesar de que la CS estd siendo expresada. Por otro lado, la metodologia Phos-tag
tiene una sensibilidad y reproducibilidad limitada y requiere el uso de grandes cantidades

de proteina, lo cual puede incrementar la presencia de fosforilaciones no especificas.

En el presente trabajo estudiamos las vias de fosfotransferencia en el dimero ArcB, por
medio de ensayos de complementacién in vivo e in vitro de variantes de ArcB con
mutaciones en los residuos de fosforilacién. La metodologia in vitro que utilizamos
permite el estudio tanto cualitativo como cuantitativo de la transferencia del grupo P, en
este caso de >°P, sin el uso de cantidades excesivas de proteina. Esto nos permitié detectar
y analizar las proteinas fosforiladas. Con el fin de estudiar la complementacién in vivo,
utilizamos plasmidos de bajo numero de copias cuyo nivel de expresién es a niveles
silvestres, lo cual verificamos mediante inmunorreplica tipo Western blot. (Fig. 12E). Las
estrategias utilizadas aqui podrian resolver los problemas metodolégicos mencionados,

los cudles dificultan el establecimiento de una conclusion.

Nuestros resultados mostraron que durante el fosforelevo en la actividad cinasa de ArcB,
la transferencia del grupo fosforilo de H1 a D1 ocurre exclusivamente en una reaccion
intramolecular, mientras que de D1 a H2 sucede preferencialmente de manera

intermolecular, estos resultados también fueron verificados bajo condiciones fisioldgicas.
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En un estudio similar, Uhl y colaboradores (1996) estudiaron la complementacién
molecular in vivo de la cinasa sensora BvgS de B. pertussis para analizar la participaciéon del
dominio de fosfotransferencia en esta proteina, el cual al parecer recibe el grupo fosforilo
por una via intermolecular desde D1. Es probable que la via de fosfotransferencia para
este paso esté conservada en algunas CSs hibridas. Por otro lado, la actividad fosfatasa no

fue estudiada en dicho reporte (74).

El alcance de nuestro estudio incluyd estudiar la transferencia del grupo fosforilo en el
fosforelevo reverso del dominio H2 al dominio D1 durante la defosforilacion de ArcA-P.
Los resultados obtenidos sugieren que la fosfotransferencia desde el dominio H2 al
dominio D1 sucede de manera intramolecular. Al parecer, en la actividad cinasa de ArcB,
la fosfotransferencia ocurre mediante una via determinada, la cual es diferente a la via

utilizada en la actividad fosfatasa.

576

Este hecho es interesante, puesto que en ArcB los residuos conservados Asp>" (en el

dominio receptor) e His’"

(en el dominio de fosfotransferencia) participan en ambas
actividades excluyentes: cinasa y fosfatasa. Por lo tanto, nos interesamos en estudiar
cémo es que pueden discriminarse dichas actividades. Nuestros resultados sugieren que
las diferencias entre las vias de fosfotransferencia de ArcB, en el modo cinasa y fosfatasa,
podrian estar asociadas a movimientos y ajustes conformacionales que permiten que los
dominios D1 y H2 de mondmeros adyacentes se aproximen para transferir el grupo
fosforilo en trans. Por otro lado, en estado fosfatasa, estos dominios estaran préximos en
un mismo mondmero favoreciendo la transferencia en cis. Probablemente, estos ajustes
conformacionales estan favorecidos por la presencia o ausencia de la sefial, determinando
asi la direccién del grupo fosforilo hacia ArcA o a la liberacién como fosfato inorganico
(Fig. 18). Sin embargo, la obtencidn del analisis cristalografico de ArcB serd necesaria para

elucidar los ajustes conformacionales que suceden en cambios en las condiciones redox y

asi comprender por completo las vias de transferencia del grupo fosforilo en ArcB.
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Anaerobiosis . Aerobiosis

ArcB,
Periplasma
Citoplasma
@ Dominio transmisor (H1) C—C Enlace disulfuro
& Dominio receptor (D1) ?)  Grupo fosforilo

s Dominio de fosfotransferencia (H2) Pi Fosfato inorgéanico

Figura 18. Representacidon grafica de las vias de fosfotransferencia propuestas en ArcB. En condiciones
anaerdbicas de crecimiento, la autofosforilacion a expensas del ATP ocurre en una reaccion intramolecular
resultando en la fosforilaciéon del dominio H1, entonces el grupo fosforilo es transferido al dominio D1 por la
via intramolecular, después en una reaccion intermolecular el grupo fosforilo es transferido al dominio H2.
En condiciones aerdbicas de crecimiento, ajustes conformacionales de los mddulos cataliticos de ArcB, que
ademads permiten la formacién de enlaces disulfuro en los residuos de cisteina, conducen a la transferencia
del grupo fosforilo de H2 a D1 mediante la via intramolecular.

Si tomamos a ArcB como modelo, las CSs hibridas podrian operar de manera similar,
determinando el destino del grupo fosforilo a través de ajustes conformacionales que
favorecen determinadas vias de fosfotransferencia dentro del dimero. El conocer estas
vias de transferencia en una CS hibrida permite sugerir caracteristicas estructurales en
estas proteinas, las cudles determinan la direccion del grupo fosfato en los eventos de

transduccion de sefiales que resultan en respuestas adaptativas en bacterias (Fig. 18).

48



Conclusiones:

- La via de fosfotransferencia del dominio H1 al dominio D1 es intramolecular en
ArcB cuando es activa como cinasa.

- Lavia de fosfotransferencia del dominio D1 al dominio H2 ocurre preferentemente
de forma intermolecular cuando ArcB es activa como cinasa.

- La via de transferencia de grupo fosfato del dominio H2 al dominio D1 ocurre de

forma intramolecular cuando ArcB actia como fosfatasa.

Perspectivas:

Obtener la estructura cristalografica y tridimensional de ArcB para elucidar los ajustes
conformacionales que ocurren en el cambio de condiciones redox y asi comprender por

completo la transferencia del grupo fosfato entre los dominios cataliticos de esta cinasa

sensora.
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The Arc (anoxic redox control) lwo-componenl system of
Escherichia coli, comprising ArcA as the response regulator and
ArcB as the sensor histidine kinase, modulates the expression of
numervus genes in response Lo respiralory growth conditions,
Under reducing growth conditions, ArcP autophosphorylates at
the expense of ATP, and transphosphorylates ArcA via a His™™ —
Asp®™® — His”"” — Asp™ phosphorelay, whereas under oxidiz-
ing growth conditions, ArcDB catalyzes the dephosphorylation of
ArcA-P by a reverse Asp™® —1is"!" — Asp®® — P, phosphore-
lav. However, Lhe exact phosphoryl group transier roules and
the molecular mechanisms determining their directions are
unclear. Here, we show that, during signal propagation, the
His®™ — Asp®™ and Asp™ ° — His”'” phosphoryl group trans-
fers within ArcB dimers occur intra- and intermolecularly,
respectively, Moreover, we report that, during signal decay, the
phospharyl group transfor from His™7 ta Asp™® takes place
intramolecularly. In conclusion, we present a mechanism that
tictales the direction of the phosphoryl group Lransler wilhin
Arch dimers and that enables the discrimination of the kinase
and phosphatase activities of ArcB.

The Are lwo-componenl signal Lransduction syslem plays an
important role in the transcriptional regulatory netwaork that
allows facultative anaerobic bacteria, such as Escherichia col, to
sense and signal ehanges in respiratory growlh conditions and
to adapt their gene expression accordingly (1-4). This system
consists of the cytoplasmic response regulator ArcA, and
the membranc-anchored sensor kinase AreB (5, /). ArcA is a
typical response regulator, possessing an N-terminal receiver
domaimn with a phosphoryl group—accepting Asp residue at
posilinn 54 and & C-lerminal helix-torn-helias DNA-hbinding
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domain, In contrast, ArcB is an unorthodox sensor kinase
that contains three catalytic cytosolic domains: a transmitter
domain (H1) with u conserved His™” residue, a central receiver
domain (D1) with a conserved Asp™® residue, and a C-terminal
histidine phosphotransfer domain (112) with a conserved 1 lis* '/
resiclue (A, 7). In addilion, the AreB protein conlains o fune-
tional lencine zipper (8) and a PAS domain (9}, both located in
the linker region, which is the segment connecting the trans-
membrane domain with Cthe transmiller domain,

Under reducing growth conditions, ArcE autophosphory-
lates in an A'TP-dependent manner, a process that is enhanced
by certain anacrohic metahalites, sueh as n-lactate, acetate, and
pyruvate (10, 11), and transphosphorylates ArcA viaa1lis*”* —
Asp™™ —His”'" — Asp™ phousphorelay (12, 13). Phosphoryl-
ated ArcA (ArcA-P) % in turn, represses the expression of many
operons involved in respiratory metabolism and activates some
others encoding proteins involved in ferimentative metabolism
(14-17). Under oxic growth ennditions, AreB acts as a specific
ArcA-P phosphatase, catalyzing the dephosphorvlation of
ArcA-P by a reverse Asp™* — His''” — Asp™™® — I, phospho-
relay (18, 19). The catalytic activity of ArcB has been shown to
be set by rotational movements that alter the orientation of the
cylosolic porlion ol ArcB (20). Moreover, the molecular event
for ArcP regulation involves the oxidation or reduction of twao
cvtosol-located redox-active cysteine residues that participate
in inlermolecular disullide bond [ormebion, o reascltion in which
the quinol/quinone electron carriers act as the direct oxidants
or reductants (21-34).

In general, hislicline sensor kinases ael as homaodimers (25—
28) and autophosphorvlate by either an inter- or intramolecular
reaction (29 35}, Also, studies on the subsequent phasphoryl
group (~DP) transfer steps (Le. from H1 to D1 and from D1 to
112) in various hybrid histidine kinases indicate that thev can
vceur gither intra- or inlermolecularly, depending on Lhe par
ticular sensor kinase protein and on the specific --P transfer
step (36-38). In contrast, the --P transfer step from H2 to D1 in

*The abbrevlations used are: Arc/A P, phospharylated Arch; ~P, phosphaoryl
group; MBP, maltaso binding proteln: £ -gal, g-galactosidase; IPTG, lsopro
pyl 1-thlo-p-n-galactopyranoside; LR, lysogeny br::-‘!!s@’m, nirrilatriacetic
acid
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the reverse phosphorelay, respansible for the phosphatase
activity of these hybrid sensor kinases, has yet to be addressed.

In the case of ArcB, the autophosphorylation reaction
appears o ocour intrumoelecularly, as the - phosphoryl group
of ATD bound to one monomer in the homodimer was shown
to be transferred to the histidine of the same monomer (35, 38).
In contrast, the mode of ~P transfer in the two subsequent
stops in ArcB signaling remains ambiguons, because two inde-
pendent studies reached dissimilar conclusions (38, 39). Onone
hand, in a report based on 2 vive experiments analvzed with
miathemalical and statislical models, il was suggesled Lhual o
himolecular or allosteric mechanism, in which the integrity of
all phospho-accepting/donating sites is required and in which
no exclusive intra- or intermolecular ~P transfer mechanisms
are dentiliuble, muy be cperaling during AreB signaling (39).
On the other hand, in a later study based on in vitro comple-
mentation analyses, it was proposed that the ~F transfers from
HI tu D1 and [rom D1 Lo H2 veeur inlermolecularly (38).

Here, we prosent rosults from in vitre and in vive experi-
ments addressing the above mentioned discrepancy and extend
these studies to include the characterization of the H2to DL ~T
lransler step, involved in ArcA-P dephosphorylition during
signal decay. Qur results demonstrate that the --P transfer from
Il to D1 occurs exclusively intramolecularly, whereas the fol-
lowing step (Le [rom D1 Lo H2) oceurs prelerentially inlermo-
lecularly. Finally, the H2 ta DI ~-P transfer, respansible for
signal decav, shows a clear preference for the intramolecular
reaction. The consequences of the proposed ~P transfers
belween Lhe various AreB modules [or the regulation ol signal
transmission and signal decay of the Are two-companent sys-
tem are discussed.

Results

Probing the mode of phosphoryl group transfer from the
transmitter domain ta the receiver damain of ArcB

Autophosphorylation of the tripartite sensor kinase ArcB
was shown to be an intramolecular reaction {35, 38), whereas
contradictory results were reported for the mode of -~ transfer
in the two subsequent steps (38, 39). Therefore, we attempted
Lo probe the mode ol these ~P transler sleps by an approach
different from the ones used previously.

To this end, we generated N-terminal 1 lis.-tagged cvtosolic
W and mutant ArcB variants {hereafter referved to as His,-
H1-D1-H2), carrying single or multiple punctual mutations of
the conserved phosphorylation sites. In other words, the con-
served histidine 292 in H1 was replaced by glutamine (hereafter
referred Lo as H1*), the conserved aspartate 576 in D1 was
replaced by alanine (hereafter referved to as 1), and the con-
served histidine 717 in [ 12 was replaced by glutamine (hereafter
referred to as H2*). W'l and single- and multiple-mutant
His.-HI-T)1-H2 proteins were purified, and their ahility o
autophosphorylate and transphosphorylate 1 [is.-ArcA (hereaf-
ter referred to as ArcA) was tested. ArcA was rapidly phosphor-
ylaled by His,-H1-D1-H2 (Fig. 14), bul nol by His,-H1*-D1-
H2, His,-H1-D1#-H2, His -H1-D1-H2*%, or His -H1*D1*-H2
mutant proteins (Fig. 51, A-D), in agreement with previous
reports (12, 13). The ability of combinations of mutant His, -

SASBMB

Phosphoryl group transfer modes in ArcB

A) B = S 2 Tiow fees
F l'ime (scc) ) 258D E Tl

120— '§3: | HisgenEan-12
K= His,~H1-D1-H2 His, H1-DI*-H2
S0— 00
] 30-| :
30— \ Hig-AreA
__\g_ His,-ArcA a0 =
120—] L —| HisHI-D1*-H2-F
50— [ s o | His, -H1-D1-Hz-P 80— s
S0 St
= Ly His;-ArcA-P
;g_ - Hllbb-Al sA=P () =] “
HI| [/ H‘",H ' [[1L x“/H

— -~ 1) 1 - - -
pil Yp*%’ b ol ®

= W A r 3
Hz[ w Ay e e[ W H 2
) g E E Lime (see) 13}
|%g: Hig,-H1*-D1*-H2 1004

18 - w o : ]
i Hiy,~H1-D-H2 804
ig: — — — —— His-ArcA E’ 601
e o [T ST S R Sl
il His,-H1-DH-Ha*-p BT
A 0
g | His - ATe AP 0 0 &) 90120 150 180
20— Time (s20)
% % == HI-DI-H2
= HI*-D1%-H2/HI1-D]-H2*

HIL x H) e HI*-12-HH -+ HD
vi| g /B
m WX

Figure 1. ArcA phosphorylation by His,-ArcB”™~""® and by combinations
of His,-ArcB™ ~""" phosphorelay mutants. Purified ArcA was incubatedin a
30-ul reaction mixtura with |-+->2FJATP and His;-H1-D1-H2 (A), His,-H1*D1-H2
and His -H1-D1*-H2 [8). or His -H1*-D1*-H2 and His -H1-D1-HX* (). Ar the
Indlcated time Intervals, 5wl samples wore withdrawn and subjected to SDS

FAGE analysis. Coomassie Blue-sLained gels revealing protzin bands (lop pan-
als), corresponding autoradicgrams (middie panels), and schames showing
the permitted -- P transfars into ArcB dimers (battom panels) 2re presentad.
The molccular mass standard valuce (kDa) are <hown on the e, and the
posilion of each polypeptide in the gel is indiczled on the righ! ol each punsl.
D, relative amount of ArcA-P formed, as quantified by densitometric znalysis
of the autoradiogams. Data represant the averages from at least three inde-
pendent experiments, and S0 values (errar bars) are indicated.

H1-D1-H2 vuriants Lo transphosphorylale ArcA was Lhen eval
uated. No ArcA phosphorylation was observed in the reaction
mixture containing I1is.-111*-D1-1[2 and I Iis.-111-D1*-112, in
which only intermolecular H1 to D1 phosphotransferis allowed
(Fig. 1, B and D}. On Lthe olher hund, o weak ArcA phosphory-
lation, ~-30% of that chscrved by the WT His-H1-D1-H2, was
obtained in the reaction mixture containing 1[is,-111*-D1*-I12
and His;-HL-D1-H2*, i1 which only the intramolecular H1 to
D1 ~P transler is permilled (Fig. 1, Cond D, indicating thal Lthe
-- [ transter from H1 to D1 oceurs intramolecularly However,
this conclusion is hampered by the fact that none of the com-
binations was able to restore the phosphorelay at WT ArcB
levels, most likely due to the insufficient heterodimer formation
in Lhe reaction mixlure.

To ensure heterodimer formation, a set of plasmids carrying
arabinose-inducible MEP-tagged IT1-D -1 [2 vayiants were con-
structed and transformed in strains harboring plasmids that

J Biol. Chem. (207E) 293(34) 1321413223 13215
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Figure 2. Probing the mode of H1 to D1 P group transfer by in vitro phosphorelay complementation assays using His,-Ar<B™ ~7#+/MBP-ArcB™

-Tifs

dimers. A, cverexgression of His,-H1*-121-H2 {lane 7}, MBP-H1-L1*-H2 {iane 2), and His -H17-L01-H2/MBF-H1-11*-H2 {Jane 3) was analyzed by 5D5-PAGE and
Coomassie Blue staining. Overexpressed proteins were purifizd by NIi-MTA affinity chromatography, and the elution fractions of His -H1=-D1-Hz {fane 4),
MBP H1 D1*H2 (fane 5), and Hisg H1* D1 H2/MBP H1 D1* HZ (fare 6) were analyzed by SOS PAGE and visuallzed by Cocmassic Eluc stalning. Purlfied Arch
was incubated in a 30-pl reaction mixture with [~**PIATP and purified/co-eluted MBP-H1-D1-H2 (B}, His,-H1*-D1-H2/MBPF-H1-D1 *-H2 [}, or Hisg-H1*-D1¢*-
H2/MBP-H*-D1-H2 (D). At the indicated time intervals, 5-u samples were withdrawn and subjected to 5D5-PAGE analysis. Coomassie Blue-stained gels
revealing protein bands (fop panals), the corresponding autoradicgrams (middle panels), and schemes showing the permitted -~F transters (battom panals) are
presented. The molecular mass standard values (kDa) are shown on the ieff, and the pasition of each polypeptide in the gal Is Indlcated an the right of each
parel. £, relative amount of ArcA P fonmed, as guantified by densilometric analysis of the autoradiograms. Data represent the averages from at least three

independent experiments, and the 5.0. values (error bars) are indicated.

express complementary Iliss-tagged I11-D1-112 mutant pro-
teins. Lhe desired combinations of MBP-tagged and Hisg-
tagged protein versions were simultaneously overexpressed
ardd purilicd under native condilions, using Ni-NTA allinily
chromatography. According to this approach, only His,-
tagged/MDP-tagged protein heterodimers and 1lis.-tagged
protein homodimers should be puritied, and MBP-tagged pro-
Lein homodimers should nol be. An example of this approach is
presented in Tig. 2A4. The obtained results demonstrate that
ITis -111=-D1-112 and MBP-111-D1=-112 were readily overex-
pressed (Fig. 24, lanes 2 and 3) and that only His -H1*-D1-H2,
arid nol MBP-H1-D17-H2, was retained by und elulad lrom Lhe
nickel-nitrilotriacetic acid resin (T'ig 24, lanes 5 and 6). How-
ever, when both proteins were co-expressed (Fig. 2A, lawe 4),
the MBP-H1-D1*-H2 protein co-eluted with His,-H1*-11-H2
Lo almusl stoichiomedric amounls (Fig. 24, lane 7), ensuring
heteradimer formation

Single MDP-tagged proteins, used for heterodimer forma-
tion, were purified and subjected to {1 vitro phosphorvlation
assays with [v-*"P]A'TP and His -ArcA. Only the MBP-tagged
proteins having o WT H1T were able Lo aulophosphorylale (Fia.
810, and only the MBP-H1-D1-H2 was able to transphosphor-
vlate ArcA (Fig 2B), indicating that the purified proteins have
the expected activities and that the N-terminal MBP tag does

132716 . Biul Cherr. (2018] 253(34) ©3214 13223

not interfere with the activity of ArcB. Subsequently, the ability
of the His,-H1*-D1-HA/MBP-HI-D1*-H2 heterodimer, in
which only intermolecular phosphoryl group transfer from H1
Lo T s permitled, Lo lanelionally complemont and restore the
phosphorelay to ArcA was tested (Tig. 20). Although the MBP-
111-D1=-112 protein was rapidly autophosphorylated, no 11is,-
HI1*-D1-H2-P was observed. and alimost no ArcA- 1 was formed
(Fig. 2, Cand F), supgesting Lhal the H1 to D1 phosphalransler
does not oceur intermolecularly. In contrast, the His -H1*
DI=-112/MBP-111-D1-112 heterodimer was found to readily
transphosphorylate ArcA (Fig. 2, D and E), indicating that the
phosphoryl group lransler from HT Lo D1 aceurs intramaolecn
lacly, at least im witro. It has to be noted that phosphorylation of
1Lis-1T115-D1>-112 was also observed, most Likely due to inter-
molecular phosphoryl group transfer from D1 to H2 or from
ArcA lo HL

To verify the i1 vitro results by in viva experiments, low-
copy number plasmids carrving the areB™##2P578 (b, ENT2)
CmArcB! B8 and greB™##Q (pEXT22CmArcB! 44
mutant alleles were generated and transformed, respectively,
into the are RTHAT2 (TEC2002) and arc B2 (TFC2001) mulani
strains, both carrying a Ad®(cydA’-laeZ) reporter (40). Plasmid
pEXT22, which was reported to have -2 copigs/cell (41}, and
arcB mutant alleles under the control of the native arcs pro-
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Figure 3. Co-expression of arcBH717Q and orcEH292Q,D576A restores
ArcB activity and requlation of reporter exprassion. Cultures of strain
[l 50013 (arcB™) (A) and s isogenic strains FCLS004 (arcs ) (B) and IFC2001
(areB¥* ™) (C) harboring plasmid pEXT22CmArc™*** and IFCz002
{arcB™ " (D) harboring plasmid pEXT22CmArcB*427=*% 41l carrying the
ArcA-P-activatable AdicydA'-focZ) reporter, were grown aerobically in LB
buffered with 0.1 M MOPS (pH 7.4) and supplemented with 20 mm p-xylose. At
an A, of 0.2, one aliquot was withdrawn, to measure the [3-gal activity
(deplcted as 0 min), and the resr of the culture was Sivided In two. Cne parr
wias kept under acrobic conditions (Gircfes) as a control, whereas the other was
shifted Lo anagrobiosis (sguares), and the timz course of the F-gal activity was
followed. The data represent the averages from three independsnt experi-
ments, and the 5.0, values (2rror bars) are incicated.

moter were chosen to avoid the overexpression of the sensor
kinase. This is because distortion of the AreBrArcA coneernlra-
tion balanec has been reported to produce unpredictable offects
on reporter expression (42). Indeed, Western blot analysis
using ArcB polyclonal antibodies, raised against puritied His,-
ArcE™E-220 (10}, revealed thal all plusmid-borne ares ulleles
produce similar to WT lovels of ArcB protcin (Fig, S2E). Sub-
sequently, the phenotvpic consequences of the above described
strains were analyzed by changes in the in vive levels of phos-
phorylated Arch, as indicated by the expression of the Ared-
P-activatable A (cvdA’-lacZ) reporter (Tig. 3). As expected,
arc-null  phenotypes were found for strains [FC2002
(eereBI7I72) and TFC2001 (aire B75) and whien the plasmicl-
borne areBH 7L and arcB7?** were expressed in the
AagrcB mutant strain ECLL004 (Fig. 52, A-D), in agreement
wilh the in vitro resulls and previous reporls (12). Moreover,
expression of the plasmid-borne arcB®™?% in ITC2001
(arcBP>7Y), where only intermolecular -~ P transfer from 111 to
D1 is permitted, resulted in an arct-null phenotype (Fig. 3, 5
and ) In confrast, expression of the plasmid-borne
arcBHPI0D5T6A i TEC2002 (arcB7™7?), where only intramo-
lecular phosphoryl group transfer from I11 to D1 is permitted,
resulted in W'l levels of reporter expression (Fig. 3, A and D}, in
acenrdance with the above presented in vitro results. Therefare,
it appears reasonable to conclude that an intramolecular mode
of ~1* transfer operates from H1 to D1. This result also suggests
Lhal Lhedrz vive ~P transler lrom D7 Lo H2 occurs inlermol eoeu-
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larly, although the intramolecular mode cannot be excluded.
Tuaken logether, Lhe ubove resulis from Lhe in vidro and in vivi
experiments provide strang evidener that the phospharelay
along ArcB comprises an intramolecular H1 to D1 --F transfer.

Probing the mode of ~P transfer from DT to H2 within the
ArcB dimer

We then asked whether the D1 to 112 -P transfer step within
ArcB dimers occurs inbra- or inlermolecularly. To this end, Lhe
His,-H1-D1-H2%/MBP-H1*D1*-H2 hetcrodimer, permitting
intermolecular -~P transfer, and 1lis.-111-D1*-112*/MBP-111-
21-HZ heterodimer, permitting intramolecular ~P transter,
were abtained, and their ability to ecomplete the phospharelay
and transphosphorylate ArcA was evaluated. His.-H1-D1-H2#
MEP-HI1*-D1*-H2 was found to phosphorylate ArcA at WT
Arch levels, whereas the His -H17-D1*-H2*/MBP-H1-D>1-H?2
heterodimer phosphorylated ArcA at a significantly lower rate
(Fig. 4. In contrast, homodimers composed by any of the ArcD
mulanl varianls were unable Lo phosphorylile ArcA (Fig. 51),
These resulls indicate thal the T Lo H2 P Iransler slep ocewrs
preferentially intermaolecularly in vitro, in agreement with a
previous study [38]. Indeed, in the above presented in vive
complemenlation assay, co-expression of the arcs™77? und
arcRHIIBOS7ES mutant alleles resunlted in WT levels of re-
porter expression (Fig 30), indicating that an intermolecular
D1 to H2 phosphotransfer does occur during in vive ArcB
signaling. The direet cvaluation of an intramalecular ~-P
transfer from D1 to H2 in vive, requiring the expression of
ArBPHOeAEE and AreB'™?4, however, is unattainable
becawse the ~P trunslversiep rom HI Lo D7 s exclusively intra-
molecular, rendering the use of a W'T ArcB mandatory, which,
in turn, impedes the discrimination between the two modes of
~P lrunsler. To circumyent this problem, we reasoned Lhat
expression of increasing amounts of @reR™7AHHQ
an arcB** background strain should favor ArcBPs7saH7170
ArcB"" heterodimer formation. Because such heterodimers
allow only inlramolecular 21 to H2 phospholransler, a reduc
tion of the ArcA-P levels should be obtained if an intermolocular
D1 to 112 -~P transfer were to be favored. Because overexpression
of a sensor kinase may have unexpected effects on its signaling,
increased concentrations of areBHP2RE5SA in tho areR™ hack-
ground, favoring the formation of AreBH#¥2QDS7EA) 4 peBwt hat-
erodiners that permit both inter- and intramolecular D1 to H2
phospholransior, was used as 8 control.

To this end, plasmids pBADArcRF2P5784 and pRAD
ArcBU*/ e carrying, respectively, the arcB"*#¥4%*754 and
arcB™ AT mutant alleles under the control of the induc-
ible arabinose promoter were constiucted and transformed
into the ECLL003 strain, which carries the ArcA-P—activatable
AP(cydA' -lgcz) reporter (121, 'The transformants were grown
anacrabically in the presence nf various concentrations of arab-
inose (0—-30 pM], and at midexponential phase of growth, Agq,
of -~0.5, the B-gal activities were determined (Fig. 5. Increasing
amounts of inductor in the growth medium of the strain
earrying the ArcRP2P2PS7EA_aynragsing plasmid rosulted in
decreasing levels of reporter expression (Iig. 5. Because the
intramolecular H1 to D1 phosphotranster ang} both modes of
phosphotransler from D1 Lo H2 are permilfed within the

L BInl Chem. (3018) 702(32) 1271413773 13217
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Figure 4. Probing the mode of ~P group transfer from D1 to H2 {n vitro.
Furifizsd ArcA was incubated in a 30-pl reaction mixture, in the presence of
[+ 3PIATE, with purlficd MBP-HI D1-H2 (4], co purifind His; H1 O1-H2*%/
MEP-H1*-D1*-Hz (B), ur co-purified His-H1*-D1*-H2*/MBP-H1-D1-H2 (C]. Al
the indicated time intervals, 5-ul samples were withdrawn and subjected to
SDS-PACE znalysis. Coomassie Blus—stzinad gels revealing protzin bands
(top panels), the corrcsponding autoradlograms imlddie panels), and schomes
showing the permitted ~P transfers into ArcB dimears (bottom panels) are
presentad. The molecular mass standard values (kDa) are showm on the laft,
and rhe positian of each polypeptide in the gel is indicated on the right of
czch panel. D, relative amountof Arch P formed, as guantified by densitomet

ric analysis of the autoradiograms. Dala represent Lhe averages from al least
threeindependent experiments, and the 5.0, values (error bars) areindicatad

ArcBHPTRDSTEA LA (B hielerudimer, a poussible explunation
could be that the increasing amount of ArgBHI9DsTeA
homaodimers may lead to --T transfer from ArcA-Pto H2, as has
been shown eaclier (19), thereby lowering its regulatory activity.
Nevertheless, the strain carrying the ArcB""7* "7 Qexpress-
ing plasmid exhibited a more nolorious effect. A 40% reduc

tion of roporter cxpression as comparcd with that of the
ArcBHTQDS7EA_rarrying strain was observed under all tested
conditions (Fig. 5). It thus appears that, in agreement with the
inn vitre results, the ~P transfer from D1 to H2 has a clear pref-
erence for the intermolecular reaction in vive.

Frobing the mode of the H2Z to D1 -~P transfer for ArcA-P
dephosphorylation

The amplitude and duration of an adaptive responsc depend
onthebalancebetweentheratesofphosphorylationand dephos-
phorylation of the response regulator. The sensor kinase Arch
is a bifunctional enzyme that phosphorylates ArcA under stim-

13218 .. Sivi. Chiern. (2018) 203(341) 13214 13223

480D -
& = o8 o BEAED . L TeA
_.5 4()021 - f.f!’l-'BlM l.'ul.—uBLJ:".lilA. Hray
£ 3
?,. g 3200
22 2am
iz
[i-; 1600
oo
BOO
[l==
L-Arobinosa - =
[p1) B <=
]
g ArcB*

Figure 5. Effect of increasing concentrations of ArcBH=*20*/°% gp

ArcBHSTRAHTITO 4y an greB WT strain on the anaerobic ArcA phos-
phma'la_tior_'l in vive. Strain LCLs0D3 (arcB™), carrying plasmid pBAD
ATCET"US78A (black Bars) or pEADACB =TSN (gray bars) was grown
aerobiczlly in LB bufTered with 0.1 m MOPS [oH 7.41 and supplemented with
20 mu p-xylose to an A, of 0.1. The culture was split to five screw-cap tubes
[filled ta the rim) for anasrobic growth, and -arahinose was added ar the
Indlcated concentratlons. At the mid exponentlal phasc of growth (A ., of
0.5] B-ual activily was assayed. For comparison purpuoses, G3-gal aclivities of
ECLA003 (bars with verfical lines) and ECL5004 (arcd™ ) (bars with norizontal
lines) anaerabic cultures are indicated. The data are averages from three inde-
pendent cxperlments, and the 5.0. values (error bars) are Indlcated.

ulatory conditions, and it also dephosphorylates ArcA-P under
nonstimulatory conditions (12, 13, 13, 19]. The fact that the
conserved His™'” and Asp™® are required for both opposing
aclivilies ol AreB (18, 19) raises Lhe intriguing possibilily Lhal
the forward and the reverse phosphorelay do not have the same
pattern with respect to inter- and intramolecular phosphoryl
group transfers,

1’0 test this, His,- ArcA'~1%¢ (hereafter referred to as ArcA"),
conlaming Lhe receiver domain bul lacking the DNA-binding
domain, was purified. AreA’ was used instead of the full-length
Hisg-ArcA due to the tendency of His,— ArcA-P to aggrepate
during its purification process (18). The purified protein was
incubated with MBP-H1-D1-H2 in the presence of [y- 2plaTe
to generate ArcA’-P. 'Lhe product. ArcA'-P, was separated
(rom MBP-H1 D1 H2 and [y *2PJATP and was used us sub
strate in phosphatase assays. As obhserved previously, AreA’-P
was stable, and it maintained in its phosphorylated state during
the experiment (Fig. 64) (18). By contrast, both MBP-I11-
D1-H2 and MBP-H1*-D1-H2 were shown to rapidly dephos-
phurylate ArcA-P (Fig, 68 and Fig. 534), whereas the His,-H1*-
MN1-H2* and His,-H1*-ND1*-H2* were without effect (Fig. 53, B
and ), in agreement with previous reports (18). On the other
hand, MBP-I1[1=-D1*-1[2 was able to receive the ~P from
ArcA'-F, but it was unable to release it and, as a consequence,
uiled Lo properly dephosphorylale ArcA-P (Fig. 530, as
observed proviously (18). In contrast, Lhe Hisg-H15-D1*-H2#/
MPBP-H1*-D1-H2 heterodimer, which only permits the intra-
molecular 1[2 to D1 ~P transfer, dephosphorylated ArcA’-P
at levels similar to those exerted by the WT ArcB, whereas
the His,-H1*-D1-H2*/MBEP-H1*-D17-H2 heterodimer, which
allows only intermolecular P transfer from H2 to D1, dephos
phorylated AreA'-Pwith asignilicantly lower rate (Fig. 6, C=F).
It thus appears that the reverse H2 ta D1 ~P transfer oocurs
preferably intramolecularly.

The mode of -~F transfer from 112 to D1 g then probed
i vive, by examining the time lag of ArcA-P dephos-
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Figure 6. Testing the ArcA’-P dephosphorylation by MBP-H1-D1-H2 and His-ArcB7® 77 </MBP-ArcB7" 77" dimers. Furified ArcA’-F was incubated
alone (A) or with MBP-H1 D1-H2 (B), His, H1= D1* H2*/MBP H1* D1-H2 (O], ar His, HI* D1 H2¥MBP H1* D1* H2 () In 25 ul reaction mixtures. Arthe Indl

cated time points, 5 pl samples woere withdrawn for SDS-PAGE analysis. Coormassic Blue stained gols revealing protein bands (top panels), the corrcsponding
auloradiograms [middle ponels), and schemes showing the permilled ~P transfers into ArcB dimers [boliom panels) are presented. The molecular mass
standard valuas (kDa) are shown on the feft, and the position of each pelypeptide in the gel is indicated on the right of ezch parel. £ relative amount of ArcA-P
tormed, asquantified by densitometric analysis of the autaradicgrams. Data represent the averages from atlzast three independent experiments, and the 5.10L

values [error bars) are indicated.

phorylation aller a shill [rom anaerobic Lo aerobic growlh-
conditions. To this end, strain TCLE032 (@rcBH789) harbor-
ing the ArcB'™?2P"A expressing plasmid (pEXT22Cm
ArcRHEP2QADETSAY 4l Lhe isogenic WT strain RECTS002, bolh
carrying the ArcA-P-repressible AP -lacZ) reporter (12,
40), were grown anaerobically in lysogeny broth (LB} supple-
menled with 20 mm c-lnctale 0 induce expression ol the
reporter (43). Atan 4_g, of --0.2, a sample was withdrawn, and
the expression of the reporter was determined (depicted as 0
minin Fig. 7). As expecled, in bolh strains, the expression of the
reporter was very low (Tig. 7), indicative of AreA-P—dependent
reporter repression. This result demonstrates that co-expres-
sion ol the areB™'72 and arcBP? 220578 mylant alleles Tully
restores ArcB kinase activity and thus proper ArcBH7'7</
ArcBHe?PEEA heterodimer formation. Subsequently, the
cultures were shifted to aerobiosis, and the time course of the
B-gal activity was followed. An almast immediate increase of
reporter expression (Fig. 71 was observed for the strain carrving
the W'l arch allele, indicating ArcA-I* dephosphorylation and
roelease of reporter repression. On the other hand, a retarded
and scarce increase of reporter expression was noticed for the
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Figure 7. Testing the time laq for ArcA-P dephosphaorylation (signal
decay) after a shiftto nonstlmula!lng conditlons. Strain [C1 5002 (sauares)
and Its Isogenlc ECLS032 (arcB"'”'~) strain harboring a plasmid bom
ar B0 Gilal g (circles), both carrying the ADdP'-lac?) ieporter, were
grown anaerobiczlly in LE buffered with 0.1 » MOPS (pH 7.4) and supple-
mented with 20 mmp-xylose and 20 mm L-lactate. Atan A, of 0.2, one aliquot
was withdrawn, to measure the 2-gal activity (depicted as 0min), and the rest
of tha cultures were dividad inta two: one of the subcultures was kept under
anacroblosls (apen symbois), scrving as control, whereas tThe orher ane was
shifled Lo aerotivsis ((fzd symbols), and the limz course of the g-gal aclivily
was followed, Datz represant the averages from three @fependent experi-
ments, and the 5.0, values (error bors) are indicated.
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Figure 8, Graphic representation of the ArcB/A two-component system
showing the proposed modes of ~P group transfer during signal prop-
agation (anaerobiosis) and signal decay (aercbiosis). Under anoxic
growth conditions, the ATP-dependent intramaolecular autophosphoryiation
in H? is fzllowed by 2 phosphorelay that involves an intramolecular H1 ta D1
phosphotransfer and an Intermolecular D1 ta H? phesphotransfer. Under
oxle growth canditlons, disulflde bond depondent conformational adjust
ments of the ArcE modules enforce an intramolecular ghosphotransion from
H2 to D1 followed by release of ~F as P, resulting in Arc AP dephosphoryla-
tion and signal decay.

slrain carrying Lhe arcBA72 and  areRMFFZALSTEA ylanl|
alleles (Tig. 7) Taken together, these results strongly suggest
that the reverse ~P transfer during signal decay (fe from H2 to
D1) operales intramolecularly.

Thus, it seems reasonable to conclude that conformational
changes of ArcB may affect the mode of ~P transfer between
the DI and H2 domains, thereby discriminating between the
two opposing activities (r.e. between signal transmission and
signal decay).

Discussion

In this study, results from i vitro and in vive experiments
demonstrate thal the His™? o Asp™® =P [ransler wilhin the
ArcB dimer ocewrs exclusively intramolecularly, whereas the
~P transfer from Asp™® to His’'” occurs preferentially inter-
maolecularly. Finally, the reverse ~-P transfer responsible for
signal decay, namely from 11is’" to Asp”““, appears to have a
clear preference [ur Lthe intramolecular reaclion, Il is therelore
tempting to propose a model in which, during signal propaga-
tion, the physiological mode of ~P transfers between the indi-
vidual AreB modules ocears intramolecularly from HT ta T
and intermolecularly from D1 to H2, whereas the reverse --P
transfer during signal decay (i.e. from H2 to D1} occurs intra-
maolecularly (Fig, 8.

This maodel differs from that of a previous study, based on
vivo experiments analyzed with mathematical and statistical
madels, where it was suggested that the mechanism aperating
in ArcD -~T transfers is dictated by a cooperative or bimolecular
mechanism in which all phosphorvlation sites of both mono-
mers appear to be required for proper functioning of the ArcB
phosphorelay (39). It is worth noting that in these in vivo exper-
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imenls, Lhe AreB varianls were expressed [rom mediom Lo high
copy number plasmids under the control of IPTG-inducible
promoters and with the addition of 0.1 mm [PTG. Surprisingly,
all combinations, including those in which a W1 ArcB was
co-expressed with mutant ArcP variants, failed to fully restore a
functional phosphorelay. Therefore, it was suggested that all
domains and phasphorylation siltes in both monomers have Lo
be present if a functional phosphorelay is to be allowed. How-
ever, in ow hands, co-expression of a chromosomal ares” ™"
mutant and a low-copy number plasmid-borne greRH22E5754
mutant fully restored the kinase activity of ArcB (Fig. 3D), indi-
culing that the mulant proteins do complement nol only Lhe
WT ArcB activity but also its regulation. Therefore, we could
only speculate that, in the earlier study, a possible overproduc-
Liem of the ArcB mulant varianls mighl have been the eause of
the lower ArcA activation. Indeed, it has been demonstrated
previously that significant overexpression of proteins can be
achieved with plasmid pCA24N, which was vsed in the above
study, with as little as 50 pm IPTG (44). In fact, we have
observed that overexpression of a mutant version of ArcBina
WT strain results in a drastic reduction ot ArcA-P tormation
and, thereby, reporter expression (Fig. 5). This, most probably,
could be caused by the alteration of the sensor/response regu-
lator concentration balance, in accordance with previous
observations for other two-component signal transduction sys-
lems (12, 45). Maoreover, an inlermolecular ~P Lransler [rom
H1 to DI of ArcE, in contrast to our result, was reported in an
earlier study. In that study, the mode of ~P transfers involved in
the phosphorelay of AreB was analyzed by complementation of
single-phosphorelay mutant proteins in in witro phosphoryla-
tion assays, followed by separation of phosphorylated proteins
by Phos-Tag SDS-PAGL and detection by Coomassie Blue
staining (38). 1 lowever, the high protein concentrations needed
lor detection al phospharylated Torms ol proleing by Coomas-
sie Blue after Phos-Tag SDS-PAGEL separation could increase
the incidence of nonspecitic phosphorylation and, therefore,
wenken Lhe resulling conclusions. In contrast, our e vilro
assavs, using ArcB mutant heterodimers, in addition to the in
vivo complementation experiments, clearly discard intermo-
lecular H1 Lo D1 phospholransier and demanstrate thal only
the intramolecular transfer is allowed.

At any rate, the model proposed herein for ArcB (Fig. 4
appears appealing if we consider that the spatio-steric con-
straints of a given assembly of an AreB_/ArcD, homodimer
should allow only Asp™® or Aspr'?'r'r, Lo be in the vicinity ol
His™™ , permitting either an inter- or intramaolecular -- P trans-
fer. Likewise, only one His"'", the one of either ArcB,_ or ArcBy,
could be in the vicinity of Asp™® | permitling only one mode ol
--P transfer. Thus, under anoxic growth conditions, the assem-
bly of the ArcB,,/ArcBg dimer would permit the intramolecular
~-P transfer from H1 to D1 (His™?, — Asp™®,, and His™™; —
Asp®™®,) and the intermolecular -~P transfer from D1 to 112
tAsp'r'?ﬁu — His”"", and Asp™“, — His”'7 ), favoring the
kinase activity of ArcB. On the ather hand, under oxie growth
conditions, redox-dependent conformational adjustments of
the individual modules within the ArcB dimerwould permit the
intramolecular ~-F transfor from H2 to D1 (His™7 | — Asp™¢

and Ilis”", — Asp™™®,), favoring the phospRtase activity of
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ArcB, Such a model provides some insighls wilhin the bio-
chemical mechanism thart dictates the direction of --P transfer,
thereby differentiating the kinase and phosphatase activities of
AreB. A similar mrodis opirand: may also apply Lo ather lwo-
component systems comprising a tripartite sensor kinase.
INevertheless, the attainment and analysis of the ArcB crystal-
lographic structure should be necded to clucidate the eonfor-
mational adjustments that occur upon changes in the redox
conditions and to completely understand the bases of the ArcB
-~[* transfer pattern.

Experimental proceduras
Bacterial strains, plasmids, and growth conditions

The strains and plasmids used in this work are listed in Tablo
51. strains 1FC2001 and 1FCI002 were constructed by Pluvir
transduction of the fin=Tni allele from strain FCL556 146)
into strains ECL5023 and ECL5024 (12), respectively. Plasmids
PQE30ATCE™ 778, pOES0AICB™ 778H22Q (GAIX(28),  pOESU
AJ_’L’_‘BFs ??S,DS?"&A,H?I?QJ :_'FOEzD!'\TCS?ﬂ EEI...DE?EAJ [}QE:“]
ArcB™ -7PRITEQ  pOE30ArCA, and pOE3DArcA' ', used
lor cluning and/or lor expression ol Hisg-ArcB oand Hisg-
ArcA dervatives, have been described previously (10, 13, 16, 18,
35). Plasmid pQF30AreR™P—7"RP7EA s construcled by
replacing the Damlll-EcoRV fragment of plasmid pQE30
ArcB”®="7% with the corresponding restriction fragment of
pQL30ArcB™ BSLDS7SA Plasmids pQLI0Arcp”® “7EHIIZO
and pQE30AreB”8 77812920717 yere constructed by replac-
ing the FecoRV-HindlTl [ragment ol pQF30AreB™#=77% and
pQL30A e —EHIED - ragpectively, with the correspond-
ing fragment of pQF30AreR™=73F1Q plygmid pQFE3N
Arcp7® TTRHIRIQDSTEA iag constructed by replacing the Mlul-
EcoRY fragment of plasmid pQE30AreB™ /#1292 with the
corresponding Mlul-EcoRV fragment of pQE0ApeR™S 778DSTEA
Plasmid pQE30AreB - " HERRLILOAIAAL yyas created
by replucing the Mlul-Hind[ fragment ol plasmid pQE30
AreB8-77BHING with the corresponding fragpment of
plasmitd pQE30Areg™ —77ADSCATTEQ - plavmids pBADHis-
ArcB7® 77+ (where the asterisk refers to specific amino acid
replacements; see Table 51), used for r-arabinose—induced
expression of Hisg-AreR™ 7% were constructed by eloning
the Ndel-I lindI11 fragment from the respective pQE30ArcB® /%
between the sane restriction sites of plasmid pMX517 (8], Plas-
mid pMAL-ArcB™ 778 used for expression of ArcB™® 778
fused to the maltose-binding protemn (MDP-111-DI1-112},
was created by cloning the BamHI-HindlIl fragment from
pOE30AreB”®~"“® between the same restriction sites of pMAL-
e2x (New England Biolabs). Then the Hpal-HindTTT restric Lion
fragment from plasmid pMAL-AreB™ =¥ containing the
MBP-ArcB™ "™ expressing gene and the tac promoter,
was eloned between tho Smal and HindII sites of plasmid
PACT3 (41). resulting in pACT3MDBP-ArcD™ " Afterward,
pACTIMRP-ArcB™® 778 plasmids were constructed by
replacing the DBamllI-1lindIll fragment of pACT3MDP-
ArcB™ wilh the BumHI-Hindll [rugmenl [rom (he
corresponding pOT30ArcR™® 77 (where the asterisk refers to
specific amino acid replacements; see Table S1). High-
copy number plasmids earrying lull-lenglh arcB varianls
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pME316  larcB pMX517  (arcB ,  and
pMX548 (arcB7*7*4H7172) were created by cloning the Nrul-
[1indIIl fragment from the corresponding pQE30AreB 774
between the Nrul and Hindlll sites of pM X712 (arcB™) (8). The
low-copy number plasmid pEXT22Cm, used for ir vive
complementation assays, was obtained by cloning the blunt-
ended XmnT-Scal [ragmenl [rom pACT3 (41), conlaining Lhe
chloramphenicol resistance cassette, into the Sspl-restricted
pEXT122 (41). lhen the BamHI-Hindlll fragments from
pMX712, pMX546, and pMX547 were cloned between the
Damlll and IlindIll sites of pEXT22Cm to generate
pEXT22CmAreB™, pEXT22CmArceB'™?, und pEX122
CmArcBPP2P7EA regnectively. Plasmids pRADArcRF=o2 205784
and pBADArcBY=/¢PHA ysed to express full-length ArcB
under the cantrol of the 1-arahinose—inducible promater, were
constructed by cloning the Ndel-11LindIIl restriction fragment
tfrom pMX5417 and pMX5418, respectively, between the Ndel
and HindlIII sites of pMX517 (8).

Bacteria were routinely cultured at 37 °C in LE, When nec-
essary, media were supplemented with antibiotics, at the
tollowing concentrations: chloramphenicol, 20 pg/ml; kana-
mycin, 50 pg/ml; ampicillin, 100 pg/ml; and tetracycline, L0
pe/ml For B-paluclosidase nelivily assays, Lhe Ad(eyed A" -lae 7)) -
bearing strains were grown in LB containing 0.1 » MOPS (pH
7.4) and 20 mM p-xylose, whereas the APUIEP -locs)-bearing
strains wore grown in the above medium supplemented with 20
mu L-lactate as inducer.

Purification of His - and MBP-tagged proteins and
phosphorylation assays

Nalive Hisg-Llagged AreB™ =7 yvarianis and Hise- Arc A, used
in phosphorylation assays, were prepared as described previ-
ously (13, 47). MBP tagged ArcB™® """ variants were purified
by using amylose resin (New Cngland Biolabs) as affinity matrix
according to the instructions provided by the manufacturer.
For the co-purilication of the His, -/ MBP-Lugged ArcB versions,
atrain ECL5012 (areB™) (40) carrying hoth pRADHis- AreR7® 778
and pACT3MBP-ArcB™ ¥ (where the asterisk refers to spe-
vilic nming acid replicements) was graown in 1 liter ol LB, sup-
plemented with ehloramphenicel and ampieillin, in a rotary
shaker at 37 *C until an A, of 0.6. Then the expression of the
His.- and MBP-tagged AreR™® 778 was induced by the addi-
tion of 1 mm L-arabinose and 0.1 mum IPTG, respectively. Cells
were harvesled 5 h aller induclion, und Che cell pellel was resus-
pended in 10 ml of lysis buffer (50 mm sodium phosphate, pH
8.0, 300 v NaCl, 10 mm umidazolel. Finally, the proteins were
purilicd under native conditions by Ni-NT A—agarose allinily
chromatography, as described previcusly (13, 47). Phosphoryl-
ation assays were carried out at room ternperature in the pres-
enee of 40 g [v-*"PIATP (specific activity, 2 Ci mmol ™ ; New
England Nuclear), 33 ma 1IEPES (pIl 7.5), 50 mm KCL & mwm
MeCl, T mm DTT, 0.1 mam EDTA, and 10% giyveerol. 5 pmol of
puriticd AreR7® 77# (His. or MBDP-tagged) or 10 pmol of co-
purified [lis,- and MDP-tagged ArcB™#—“* and 50 pmol
ol His,-ArcA were used in each phosphorylation assay. The
phosphorylation reactions were initiated by the addition of
[v-""P]ATP, and samples were withdrawn au%liuxed with SDS
samnple buller aller 15, 30, 60, 120, and 180 and subject Lo
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analysis by SDS-PAGE on 12% polyacrylamide gels. 'I'he radio-
activity of proteins resolved in the gels was analvzed by expos-
ing to a Storage Phosphor Screen and scanning by a Typhoon
FLA7000 biomolecular imager (GE Healthecare). The intensity
ot individual hand signals was estimated using the TmageQuant
version 5.2 software [Molecular Dynamics),

Isolation of His-ArcA'~"*“-P and dephosphorylation assays

Phosphorylation of ArcA'~1¢ and dephosphorylation assays
were carried oul as described previously (10, 47). Brielly, a 20-
reaction mixture containing phosphorylation buffer (33 mm
HEPES at pH 7.5, 50 my KCl, 5 mm MgCL, | mm DTT, 0.1 mm
EDTA, and 10% glyeerol), AreA'="* (20 mm, purified as a His,-
tagged peptide as above), MBP-ArcB™ 77 (2 mum), and 40 pm
[y PPIATP (specific activity 2 Ci/mmol) was incubated at
room temperature. After 10 min, the reaction was stopped by
the addition of 100 pl of buffer A, containing 50 ma Tris-11Clat
pH 7.0, 150 may KCL 5 mm EDTA, and 3% Triton X-100. Sepa-
ration of ArcA' ¥€.P from MPBP-ArcB™® 77%.P was achieved
by ultrafiltration using a Nanosep 30 K device (Pallfiltron),
which retains MBP- ArcB™ =77 but not ArcA'"*- I, ATP, and
P, The elnate was then passed through a Nanosep 10K device
(Pallfiltron), washed four times with 500 ml of buffer A to
rermove ATE and Pi, and once with 500 ml ol dephosphaoryla-
tion buffer (33 mam HEPES at pH 7 5, 50 mm KC1, 5 mm MgCl,,
0.1 mm EDTA, and 10% glycerol). The retained material con-
taining ArcA' ¥€.22p (cssentially free of MRBP-ArcR™ 775,
ATP, and P,) was recovered in 200 ml of dephosphorylation
buffer,aliquoted,andused indephosphorylatingassays. Dephos-
phaorvlation reaetions were carried out at room temperature in
mixtures of 25 ul containing 50 pmol of 1lis,-ArcA'~1#*-*°p
and 5 pmol ol MBP-ArcB™ = or 10 pmol ol eo-purified ArcB
heterodimers in dephosphorvlation buffer. At various time
points, a 5-pl sample was withdrawn, mixed with 5 pl of 5D3
surnple buller, and analyzed by SDS-PAGFE on 15% polyacryl-
amide gels. The radioactivity of proteins resolved in the gels was
analyzed by using a Phosphorlmager (Molecular Dynamics).

[-Galactosidase activity assay

In general, for aerobic growth, cells were cultured in 10-50
ml of medium in 250-ml baffled flasks at 37 °C with shaking
(300 rpm), whereas for anaerobic growth, cells were cultured in
a screw -capped tube filled with medium up to the rim at 37 °C
and stirred by & magnet. For the acrobiosis to anacrobiosis shift,
cells were aerobically grown and, at an A, of 0.2, part of the
culture was translerred Lo live prewarmed serew capped Lubes,
filled up to the rim, and stirred by a magnet. The rest of the
aerobic culture was further incubated with shaking at the same
temperalure, The tme course ol The experiment was followed
by taking a sample from a filled screw-capped tube (anaerobio-
sis) and from the baffled flasks (aerobiosis) at each chosen time.
For the anaerobiosis-to-acrobiosis shift, eclls were cultured in
seven screw-capped tubes filled with medium up to the rim at
37 *C and stured by a magnet. Atan A, of 0.2, the content of
a tuhe was passed to a 250-ml prewarmed baftled flask and
incubated with shaking at the same temperature. Samples from
aerobic and anaerobic cultures (the rest of the screw-capped
tubes) were withdrawn at cach chosen time after the shift g-gal
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activity was assayed and expressed in Miller units as described
proviously (48).

Western blotting

Cells were harvested from cultures by centrifugation during
mid-exponentiul growth. he cell pellel was resuspended in
sample buffer and separated by SDS-PAGL (10% polyacryl-
amide gel), and the proteins were transferred to a I lybond-ECL
filter {Amersham Biosciences). The filter was equilibrated in
TTBS buffer (25 mm Tris, 150 mm NaCl, and 0,05% Tween 20)
for 10 min and incubated in blocking buffer (1% milk in TTDBS)
[or 1 hal rovm temperuture. AreB polyclonul antibodies, ruised
against His,-ArcB™®5* (12), were added at a dilution of
1:10,000 and incubated for 1 h at room temperature. The bound
anliboddy was detected by using anti- rabhil 12G antibody con-
jugated to horseradish peroxidase and the LCL detection sys-
tem [Amersham Biosciences).
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Figure 8 1. None of the Hisg-ArcB"" and MBP-ArcRB™7"® murants are able to trransphosphorylate ArcA.
Purified AreA was incubated in 4 30 plaesaction mxture, in the presence of [y-2PJATP, willi (A) His,-H1%-D1-
HZ.(B) Hisg-H1-D1*-H2, (C) Hisg-HI-D1-H2", (D) Hi3,-H1-D1*-H2* (E) MBP-H1-D1*-H2, (F) MBP-HI1*-
DI1=-112, or (G) [Tisg-[I1*-D1*-I12*, and 5-pl samples were withdrawn at the indicared time intervals for SDS-
PAGE analysis. The Coomassie blue-stained gels revealing protein bands (upper panels). and the corresponding
antoraciograms (bottom panels) are presentad. The molecilar mass standard valnes (k13a) are shown on the |2t
and the pasition of each polypeptide in the gel is indicated on the right side of each panzl.
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Fizure 82, Murant variants of ArcB do not activate the anaerobic expression of the cydd *-lae7 reporter.
Cultures of strain (A) IFC2007 (areRD7EA) (B) 1FCS002 (arc BT (C) FCLSD04 (treA7) harboring
plasimid pEX122CmAre RH2C- DI76A 5y (D) ECLS004 (areB ) harboring plastuid
PEXT22CmArcBHE2Q gll carrying (he ArcA-P activalable AD(evdd ~laeZ) reporier. were growi
acrobically in LB buffered with 0.1M MODS (pH 7.4) and supplemented with 20 mM D-xvlose. At an
ODg,, of 0.2, cne aliquot was withdrawn. to measure the fi-galactosidase activity (depicted as O min).
and the rast of the culmire was divided to two parts. One part was kept under aerobic conditions (circles).
as a conmrol, whereas the other was shiffed ro anaerobiosis (squares). and the time course of the fi-
palactosidase activity was followed. Data represent the averages from three independent experiments
and the standard deviation vahies are indicated. (F) FEqual nmmber of bacteria of the above aerobic
culmres and thosce used tor Figure 3 were analvzed by Western blot analysis. using ArcB polyclonal
antibodies. Lanes corraspond o (1) TCL5003. (2) CCL3004. (3) IFC2001. (4) ITC2002. (5) IFC2001
carrying pLXT22CmArcB' ™, (6) IFC2002 carrving pCXT22CmAreB ¥4 1764 7y LCL5004
carrying pCXT22CmAreB™#¢, and (8) CCL5004 carrying pCXT22CmArcB?7Q 7764,
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Fignure 83, ArcA'-P dephosphorylation by Hisg-ArcB™772 and MBP-ArcB-778
mulant varianls. Puritlied Arc A -P was imcubated with (A) MBP-HI1¥-D1-H2_ (B)
Hisg-H1*-D1*-H2*, (C) His6-H1™*-D1-H2*, or (D] MBP-H1*-D1*-H2, in 25 pl-
reaction mixnires. At the indicated nme points. 5-ul samples were withdrawn for
SDS-PAGE analysis. The Coomassie blue-stained gels revealing protein bands
(upper panels). and the corresponding anoradiograms (hottom panels) are
preserited. The molscular mass standard values (kD) are shown o the lell. and
(e position of cach polypeptide 1u the gel 15 mdicated on the rghl side ol cach
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Table S1. E coii strain and plasmids used in this work

Strain Relevant characteristics Source
MCAL00 F araDi39 (areF-lac) U169 rpsLI1S0 reldl fIbB3301 deoC (1)
ptsF25 vbsR
ECL5002 MC4100 AD(HdP -lacZ) (2)
ECT 5003 MOCAT00 Afier In(Cm") hD(eyel 17-Tae ) (4]
ECL5¢01 MUCAL00 AarcB: Tet” Afur Tn9(Cm’) AQ(cvdd -lacZ) (z)
ECL5012 MC4100 AareB::Tet MDR(IUdP -lacZ) (2)
ECL3023 MC4100 areB™” ' Kan" AD(eydd Slacs) Afar:1n9(Co) (3)
ECL35024 MC4100 areB77€ Kan' AD(cvdA"lacZ) Afar:: Tn9(Cm") (3)
CCL5032 MC4100 areB7 Kan' A D(11dD - lacZ) (3)
[FC2001 MOCA100 are 87 ™ Kan" a@(evd A Hlae Z) Afar et I'his smudy
[FC2002 MCA100 arcB¥7C Kan® AMV(cvdA-lacZ) Afr:Tet® This study
Plasmid
pPEX122 Low copy nmnber vectlor, Kan® (4)
PEXT22Cm T.ow capy mmbear vector, Kan®. Cm* This smdy
pACTS3 Low copy number vector. Cm' (4
pMXT12 arceB under native promoeter 1 pBlueseript KS IT(+), Awmp” (5)
pPMX517 arch in pBAD30 under contrel of l-arabinese inducible (5
promoeter, Amp*
pQL30Arcn ™™ ITise-ArcB™ "™ in pQL30 under IPTG inducible promoter, Amp* (6)
pMX028 Hiss AreB™" "2 1y yQE30 under IPTG mducible promoter.  (7)
Amp'
PQE30ArcB™ 78 DIAHIIN mijg, Apcg™H7TE PITEA RN 4y pQE30 under IPTG inducible (8)
promoter. Amp’
PQE30ArcB %1, D3v6A Hise ArcB7%LB3EA 1y hQE30 under IPTG imducible promoler,  (R)
Aapf
pOFE3NArcR>! 75 HIQ Hise ArcR™*! 75 A in nOF30 under TPTG inducible promorar,  (9)
Amp’
PQE30ArcA Hisg ArcA in pQE30 under IPTG inducible promoter. Amp* (10}
pQJ:'E{.L-‘u'L';‘L"'u":' Hise ArcA'™ ™ (HisgAreA™) in PQE30 under 1P LG mducible (9
promeier, Amnp’
POGI0ATCRT TR IENA 1lise-ArcB’ 755704 in pQLE30 under IPTG inducible promoter.  This study

pOE:'; D‘M.EBTS-??S. 17179

pQES UAI.CBTG-??B. H222QL H7LIQ

Amp'

Hisg-ArcB’*"* 1P in pQE20 under IPTG inducible promoter,
Amp'

Hise-ArcB78778 E222Q. Hil7Q 4y »(QE30 under IPTG inducible
promoter, Amp’

This smdy

This study
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]_]OE?‘ 0 du_L_Bi‘E.—'.'?.& 2920, D5T6A
PQE3DACR®T8 12920
DE76A. HT170)
pBADIIis-ArcD"78 H220

PRADHis-ArcH 8778 1092Q.
1 i

DBADHES_AJ.CB?S 778, H292Q).
DE7oN. HT17Q

pBADHis-ArcB777 117

1-1BAJ_‘JHE;—;‘L|'L'B’r“"‘""“ Helm
HiT1)

PMAL-ArcB” 2

PACT3MDP- Arcp T

pPACTIMBP-ArcB /™
11900

pACT3MBP-ArcB™ 7
DET6A

PACT3MBP-ArcB™ 7™
12920, DSTEA

PMX 546
PMX547

PMX 548

pEXT22CmArcB™
pEXT22CmArcBHQ
pEXT22CmArcRH2Q D76A

PBADArcB' 7 1¥inA

pB A;DA_["CBDS TOD. HT17A

Hisg-ArcB’S 778 592 D784 1) hQE30 under IPTG mducible
prowoeter, Awp*

Hisg-ArgR’® 775 H2Q BITSA SR iy 0y 30 mnder P13 inducible
promoter, Amp*

Iise-ArcB™ 7592 in pBAD30 under l-arabinose inducible
promorter. Amp'

Hisig- AreR7 77512920, D764
inducible promorer, Amp"

1 pRAD30 uniler l-arabinose

Hiss-ArcB’® 778 FFQ D30A HILIQ 11y hB ATY30 under l-arabinose
inducible promorer, Amp*

Hiss-ArcB’*75E17R iy pBADA0 under l-arabinose inducible
promerer, Amp

Hisg-ArcB 78 PP 4 R AD30 under l-urabinose
mducible promoter, Awp”

MBP-ArcB™® 7" in pMALc2x under IPTG inducible promoter.
Amp'

MBP-ArcB’"™ in pACT3 under IPTG inducible promoter, Cm’
MBP-ArcB My nACT3 under 1P1G inducible
promeorer, Cm”

MBP-ArcB™® 775 D274 i pACT3 under IPTG inducible
prometer. Cm'

MBD-ArcB’8778 F292 DY6A i) p ACT3 under IPTG imducible
promoter, Cm*

areR™™? ynder native promoler i pBlusscript K8 1 (<), Amp’
~H2020, DE76d

arco

Amp'

under native promoter in pBluescript KS II (—).

areRPTEFIQ g der native promoter in pBluescript KS I (-).
Amyp?
areR under native promoter in pEX1220m, Kan', Cm'

arc3 2 under native promoter in pLXT22Cm. Kan’, Cm’

arep 2920 Ds76d
Cm’

LN 124 6A - 2 = 2
arcR™ 7w pBADA0 under l-arabinose imducible
promater. Amp’

under native promoter in pLXT22Cm. Kan',

arcB P E172 i pBAD30 under l-arabinose inducible
promoter, Amp"

Tlas study

Ihis sty

This smdy

T has study

This study

This study

Tlos study

This study

This study

T his sty

This study

This study

Llas study

This smdy
Thas study

1 his shidy
This smudy

This study

Tlas study

This smdy
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