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RESUMEN

Los sistemas de dos componentes (SDCs) son importantes vias de sefializacién en procariotas,
confiriéndoles la capacidad de percibir el ambiente. Se encuentran candnicamente constituidos por una
histidin-quinasa (HK, por su nombre en inglés “histidine-kinase”) sensora de transmembrana, y un
regulador de respuesta (RR) citoplasmatico. En las vias de sefalizacion mediadas por SDCs candnicos o
clasicos, tipicamente un estimulo ambiental o intracelular determinado es sensado por una HK espécifica,
lo cual prende o apaga su capacidad catalitica de autofosforilacion en una histidina (His) conservada, por
transferencia del fosfato y de una molécula de ATP. La HK asi fosforilada (P~HK) luego transfiere el grupo
fosforilo a un aspartato (Asp) conservado, presente en un RR que actua de socio especifico. El P~RR puede
actuar como un factor de transcripcion, estimulando la expresién de genes que codifican por proteinas
ejecutoras de respuestas adaptativas para el estimulo inicial. Hay otros RRs que presentan dominios
enzimdaticos ejecutores, o bien ejercen su accién una vez fosforilados uniéndose a otras proteinas y
modificando sus funciones. En ausencia de sefial, la mayoria de las HKs mantienen a su RR especifico en
estado desfosforilado, actuando como una fosfatasa especifica. Las vias de SDCs clasicas son altamente
especificas (los pares HK:RR no se entrecruzan) y eficientes, pues el fosfato sigue una ruta irreversible —
unidireccional— de transferencia, desde la His de la HK al Asp del RR, sin reacciones reversas o ciclos futiles
de transferencia y desfosforilacién. Sin embargo, existen otros SDCs mas complejos denominados
fosforrelevos (“phosphorelays”) que presentan en sus vias proteinas adicionales, con dominios de enlace
(“shuttle”) homologos a los candnicos, y que permiten que el flujo de fosfato sea bidireccional, esto es,
también de Asp a His. Los mecanismos por los cuales los SDCs cldsicos evitan dicha retrofosforilacion, hasta
ahora no han sido dilucidados. Mediante el uso de cristalografia de rayos X y ensayos bioquimicos in vitro,
este trabajo contribuye a revelar los mecanismos moleculares del control del flujo unidireccional y eficiente
de la informacién en SDCs clasicos. Trabajando sobre el SDC modelo DesK-DesR de Bacillus subtilis, que
funciona como termosensor asegurando la homeostasis de la fluidez de la membrana plasmatica, hemos
resuelto las estructuras cristalograficas del complejo DesK:DesR, atrapando los pasos de desfosforilacion
(HK en estado fosfatasa) y de fosfotransferencia (HK como fosfotransferasa). Los complejos muestran que
es DesK quien dicta la catdlisis mediante rearreglos conformacionales que exponen u ocluyen la His
fosforilable. DesK reconoce en ambos estados un mismo arreglo conformacional de DesR, préximo a su

estado activo fosforilado. Las nuevas estructuras reportadas nos llevan a proponer que la distancia entre la

Hisuk vy el Aspgrr, asi como la posicion del magnesio catalitico, son determinantes para controlar la
(uni/bi)direccionalidad de la reaccién. Pudimos identificar varios residuos de la interfaz HK:RR, que parecen
contribuir a la regulacion del correcto flujo de informacién en SDCs. Estos residuos fueron sustituidos por
alanina haciendo mutagénesis sitio-dirigida, y las hipdtesis fueron esencialmente confirmadas
monitoreando las diferentes actividades enzimaticas. Los datos estructurales y bioquimicos aqui

presentados contribuyen a entender cémo se asegura la unidireccionalidad de la sefializacién por SDCs en

bacterias, conectando en forma precisa y eficiente los estimulos sensados con sus respuestas adaptativas.



INTRODUCCION

1. Seializacién celular en procariotas: los sistemas de dos componentes

Los procariotas -Dominios Bacteria y Archaea- pueden definirse como aquellos mircroorganismos
unicelulares con transcripcién y traduccion proteica acopladas tanto espacial como temporalmente, debido
a la ausencia de un nucleo que compartimentalice su genoma (Martin & Koonin, 2006). Desde los origenes
de la vida celular, las capacidades fisioldgicas de estos organismos, simples pero eficientes, les han
permitido colonizar cada nicho ecolégico del planeta. Su gran versatilidad es consecuencia de su habilidad
de responder a fluctuaciones ambientales e intracelulares, gracias a la presencia de sistemas de
sefializacion proteicos relativamente sencillos: redes moleculares interconectadas capaces de monitorear y
responder al ambiente, dirigir su motilidad, y programar su desarrollo (Harshey et al., 2003). De esta
manera, la sefializacién celular procariota aparece como la primera manifestacién de “inteligencia” en los
seres vivos, y es la base evolutiva de sistemas eucariotas de sefializacién, mds complejos, pero con
estrategias similares a las de sus predecesores: presencia de canales idnicos, receptores intracelulares y de
membrana, cascadas de quinasas amplificadoras, factores de transcripcidon génica, etc. (Marijuan et al.,
2010).

Los sistemas moleculares involucrados en sefializacién bacteriana, entre los cuales se incluyen los
sistemas de dos componentes (SDCs), regulan procesos biolégicos esenciales: divisién celular, esporulacion,
formacion de “biofilms”, patogénesis, virulencia, quimiotaxis, entre otros (Stock et al., 1990; Marijuan et al.,
2010). En este contexto, los SDCs son vias de sefalizacion que se basan en la transmisidon de una sefal
determinada, extra o intracelular, a una respuesta fisioldgica (en general homeostatica), utilizando un
grupo fosforilo que se va transfiriendo en cascada, modificando la estructura y funcién de las proteinas
constituyentes de la via. En el caso de sefiales extracelulares que ingresan a la célula, se habla
estrictamente de transduccién. El término “SDC” fue descrito por primera vez por Nixon et al. (1986) como
“sistemas regulatorios de dos componentes que evolucionaron de un sistema ancestral comun, que
involucraba transduccion de informacidn sobre el estado del ambiente desde un primer dominio proteico
hacia un segundo”, en el contexto del estudio de las proteinas NtrB y NtrC de Bradyrhizobium sp. Ese
mismo afio, Ninfa & Magasanik demostraron que NtrB es una quinasa/fosfatasa que fosforila a NtrC cuando
el amonio del ambiente es limitante, y lo desfosforila cuando los niveles de amonio aumentan. En tiempos
en donde la transduccion de sefales via fosforilacién de proteinas se creia practicamente exclusivo de
sistemas eucariotas, estos estudios contribuyeron a entender que, de hecho, este tipo de modificacion
postraduccional también ocurre de forma expandida en bacterias, posibilitando la apertura de nuevos
campos de investigacion en la bioquimica fundamental y aplicada.

Los SDCs estan presentes en casi todas las bacterias, excepto algunas patdgenas (e.g., Mycoplasma

spp.) y endosimbiontes (e.g., Amoebophilus spp.) con genomas reducidos. Ademds, estan representados en



el 50% de los genomas del Dominio Archaea, y en menos del 30% de genomas del Dominio Eukarya entre
los cuales se incluyen algunas especies de hongos y, predominantemente, en plantas (Wuichet et al., 2010).
Finalmente, se encuentran completamente ausentes en protistas y metazoos (Wolanin et al., 2002). De
esta manera, los SDCs poseen un papel fundamental en la regulacion de un sinfin de actividades

fundamentales para la supervivencia de las bacterias, e incluso, de algunos organismos multicelulares.

2. Arquitectura de los sistemas de dos componentes

Existen varios tipos de SDCs, basandose en la disposicion modular de sus dominios proteicos. A

continuacién se resumiran en dos grandes tipos: SDCs clasicos y fosforrelevos (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de un sistema de dos componentes clasico (A) y un fosforrelevo (B). Los primeros se constituyen de
una histidin-quinasa y un regulador de respuesta, mientras que los segundos incluyen otros dominios proteicos que
agregan pasos adicionales de fosfotransferencia. En general ocurre que la activacidon por autofosforilacion de la
histidin-quinasa estd regulada por una sefial determinada, y el fosfato es luego transferido a un regulador de
respuesta directamente (A), o bien, a través de dominios proteicos intermedios (B). Estos Ultimos se encargan de
regular la expresion de genes que responderan adaptativamente al estimulo inicial. La arquitectura de ambos sistemas

se explica con detalle en el punto 2 de la Introduccion. Adaptado de Capra & Laub, 2012.



2.1. Sistemas de dos componentes cldsicos: histidin-quinasa y regulador de respuesta

2.1.1. Histidin-quinasas

El primer componente de un SDC clasico es una histidin-quinasa (HK, por sus siglas del inglés
“histidine-kinase”). Las HKs son proteinas homodiméricas, usualmente integrales de membrana (Galperin,
2005), con una regidn sensora variable hacia el extremo N-terminal, un dominio transmembrana, y una
regiéon conservada intracelular C-terminal con actividad catalitica. Esta Gltima se compone a su vez de un
dominio de dimerizacion y fosfotransferencia (DHp, por “Dimerization and Histidine phosphotransfer”), y
un dominio catalitico y de unién a ATP (CA) (Figura 2). Asi, regulado por el sensado de una sefial especifica,
el dominio CA cargado con adenosina-trifosfato (ATP) se acerca a un residuo de histidina (His) conservado
en el dominio DHp, y un grupo fosforilo es transferido desde la posicién y del ATP al Ne de la cadena lateral
de la His (Gao & Stock, 2009). Hasta la fecha sdlo se ha resuelto una Unica estructura tridimensional de una
HK de transmembrana, correspondiente al sensor de nitrato NarQ de Escherichia coli (Gushchin et al.,
2017). Si bien no es la proteina entera, pues le falta el dominio HK intracelular propiamente dicho, estas
estructuras con y sin ligando incluyen el dominio sensor extracelular, el segmento de transmembrana y el
primer dominio intracitoplasmatico HAMP. Asimismo, en la Ultima década se ha avanzado sustancialmente
en la caracterizacion de dominios de HKs correspondientes a regiones funcionales separadas (Bhate et al.,

2015).

A B C

Dominios sensores:

Dominios DHp:

4 N-term
p-helix
Dominio
sensor
periplasm ¥
‘) SY / [
Dominio 2 K 4 \‘
transmembrana 3 %
cytoplasm e e‘
N-term & PhoQ (3808)@1 NarX (3EHZ) Tsr (3ATP)
Linker
HAMP/PAS/GAF Dominios "linker" de transduccién de sefial:

GAF HAMP
Dominios CA:

ATP-lid
2 Nbox ATP
Dominio CA | £
< Y :
A ¢ 54\ G2 box
A 2
\~ 5
Dominio DHp ) | ‘g F box
5
’(_ \ Gripper
4\t Helix
&7 4
N
R~

NtrC2 (4G3V) Af1503 (3ZRX) Covs (415S)

Figura 2. (A) Arquitectura de una histidin-quinasa clasica. (B) Dominios variables de las HKs. Se muestran ejemplos de
estructuras cristalograficas conocidas de dominios aislados. Las flechas en los dominios linker indican la direccion
hacia la que se transmite la sefial. (C) Dominios conservados de las HKs. Para mas detalles remitirse al punto 2.1.1 de

la Introduccidn. Adaptado de Bhate et al., 2015.
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En general, el dominio sensor se encuentra formado por un dominio periplasmico (en bacterias
Gram-) o extracelular (en Gram+), ubicado entre dos segmentos transmembrana, y existen tres tipos
principales segln su plegamiento: del tipo a/B como el caso de los sensores PDC (de las HKs PhoQ, DcuS y
CitA); sensores constituidos sélo por haces de hélices a (por ejemplo, presentes en NarX y TorS); y sensores
con plegado similar a proteinas de unién periplasmicas. Adicionalmente, existen HKs con dominios sensores
embebidos en la membrana plasmatica o citoplasmicos (Cheung & Hendrickson, 2010). Los mecanismos
por los cuales los dominios sensores de las HKs responden a estimulos determinados son muy diversos; sin
embargo, en general ocurre que la sefial es transducida a través de una hélice a peripldsmica que conecta
el sensor con el dominio transmembrana, y éste a su vez con un dominio intracelular transmisor de la sefial
(un conector capaz de modular la transmisién rio abajo), que puede ser de varias topologias. Dos tipos de
dominios transmisores comunmente encontrados en HKs son, por un lado, los dominios HAMP (encontrado
en HKs, adenilatociclasas, proteinas quimiotacticas aceptoras de metilo, y en fosfatasas —phosphatases en
inglés-), que consisten en el empaquetamiento de cuatro hélices paralelas a anfipaticas (Hulko et al., 2006).
Por otro lado, los dominios PAS (descubierto en las proteinas Per -“period circadian protein”-, Arnt -“aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator protein”-y Sim -“single-minded protein”-) se componen de una
ldamina B anti-paralela de cinco hebras, rodeada por tres 0 mas hélices a. Estos dominios PAS también se
encuentran jugando el rol de sensor intracelular en algunas HKs (Yamada et al., 2009; Cheung &
Hendrickson, 2010). En muchas HKs no hay ningin dominio de transmisidon, demostrando que no son
esenciales para la sefializacion en general. Hacia el extremo N-terminal del dominio DHp, las HKs presentan
un motivo de tipo “coiled-coil” (Singh et al., 1998). Este tipo de superenrollamiento se caracteriza por un
patrén repetitivo de motivos de siete residuos o héptadas, cuyas posiciones se denotan con letras de “a”
hasta “g”, y en las cuales los residuos hidrofébicos ocupan las posiciones “a” y “d” (Crick, 1953). Este
motivo coiled-coil juega un papel clave en la transmision de la sefial (Albanesi et al., 2009).

En cualquier caso, la mecanica de los dominios mencionados anteriormente determina el estado
funcional de la quinasa: modificaciones conformacionales de esas regiones en presencia o ausencia de un
estimulo sensado, se transmiten alostéricamente hacia el extremo citoplasmico de la HK, en donde los
dominios CA y DHp ejerceran la actividad catalitica correspondiente. A modo de interruptor, dichos
rearreglos conformacionales definen si la via se encuentra “apagada” o “encendida”, en funcién de la
presencia del estimulo especifico. EIl dominio DHp es el sitio en donde se producen las tres reacciones
cataliticas, segun el estado conformacional/funcional: autofosforilacién de la His, fosfotransferencia hacia
el RR, y en HKs bifuncionales, actividad fosfatasa sobre el P*RR (Bhate et al., 2015). Este dominio DHp
consta de cuatro hélices -dos por cada mondmero- formando un haz antiparalelo, con las dos hélices de
cada mondmero conectadas por un bucle. Se ha propuesto que el sentido de giro y el tamafio de dicho
bucle es importante para determinar si la HK se autofosforilara en cis (i.e., el dominio CA fosforila al DHp

del mismo mondmero, en una fosforilacion intramolecular); o en trans (en este caso la fosforilacién es
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intermolecular, desde el dominio CA de un mondmero al DHp del otro) (Ashenberg et al., 2013; Casino et
al., 2014). Los residuos del DHp alrededor de la His estan conservados y permiten clasificar las HKs en cinco
familias (Figura 3). El motivo HDxxxQ que se observa en HKs del grupo Il de dicha clasificacién, es
caracteristico de la familia PFAM (Finn et al., 2016) HisKA_3, mientras que el motivo HE/DxxT/N de los
grupos llIA y llIB corresponde a HKs de la familia HisKA. Estos motivos incluyen residuos importantes para la

actividad fosfatasa de las HKs (Huynh et al., 2010), como veremos mas adelante.

Group I Group IIIA
LytS LOAQVNPHFLFNAINTI ¥xdK YMNQWVHQVKTPLS
YesM LQAQINPHFLYNTLESI YvcQ FTNQWVHHMKTPVS

YwpD  LQSQIKPHFLYNVLNTI YtsB ELMAWIHEVKTPLT

PhoR FVANVSHELKTPIT

Group II

ResE FIANVSHELRTPIS

YycG FVANVSHELRTPLT
YvET R..IARDLHDTLGHTLS ¢

YclK FIADVSHELKTPLT
YocF R..IARDLHDTLGQKLS

YkoH FVQDASHELKTPLT
¥xjM R..IARDIHDSIGHELT E

S YvrG WIAGLSHDLKTPLS

Y£fiJ R..MAREIHDTVGHKMT &

YcbM MLTNMSHDLKTPLT
YhcY R..LAQELHDSVNQOMLF

YvgB LLONISHDLKTPVM
YvgE R..LARDLHDAVSQQLF @ HD

YbdK LLOKLRHDINTPLT
DegS R..VSREIHDGPAQMLA g

¥rkQ LVTEMSHDMRTPLT

ComP RSGLARDLHDSVLQDLI i
YccG DVRSRNHDTMKHIT

YdfH R..MARDLHDTLAQGLV

prons v Group IIIB
Sroup 2V

KinA LAAGIAHEIRNPLT
KinC LAAGIAHEVRNPLT
YkrQ LAAGIAHEIRNPMT
YkvD LAASTAHEIRNPLT
KinB LAASVAHEVRNPLT

Yf1R DLRAQTHEFSNKLYAI
YufL. ALRAQSHEFMNKLHVI
YdbF ALRVONHEHMNKLHTI
YcbA LYEETVHLKKTLKTTE

Figura 3. Familias de HKs descrita por Fabret et al. (1999), segin el motivo conservado de residuos que rodean la His

fosforilable (resaltada en gris). Fuente: Fabret et al., (1999).

El dominio CA presenta un plegamiento del tipo a/pB, y es capaz de unir ATP y transferir el grupo
fosforilo al dominio DHp en cis o trans, dependiendo del tipo de HK. Al igual que el DHp, el CA presenta
secuencias conservadas denominadas cajas “N”, “G1” (también denominada “D”), “F” y “G2” (ver Figura 2C),
correspondientes a residuos clave en estos sitios. Entre las regiones F y G2 se encuentra un bucle flexible
llamado “ATP-lid” que adopta distintas conformaciones segun el nucledtido se encuentre unido o no a la
cavidad de unién a ATP, definida por residuos conservados en las cajas N, G1, F y G2 (Gao & Stock, 2009).
Generalmente, en la reaccion de autofosforilacion, la HK es hemifosforilada: esto es, sélo se autofosforila
en uno de los dos monémeros (Jiang et al., 2000), dando lugar a una asimetria en el dimero (Albanesi et al.,
2009). En conjunto con una fenilalanina conservada de la caja F, existe una hélice a denominada “gripper”
gue interactua con el dominio DHp de diferentes maneras, segun el estado funcional de la HK (Albanesi et

al., 2009; Bhate et al., 2015).
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2.1.2. Reguladores de respuesta

La modulacidn de las actividades autoquinasa, fosfotransferasa y fosfatasa de la HK establece la
activacidon o no de la via, mediante la determinacidn de las concentraciones de las especies fosforilada y
desfosforilada del regulador de respuesta (RR), el segundo componente de la via. Los RRs presentan, por un
lado, un dominio recibidor (REC) N-terminal, que acepta el grupo fosforilo en su aspartato (Asp) conservado;
mientras que hacia el extremo C-terminal puede presentar o no un dominio efector variable, que ejecuta la
funcién de respuesta (Bourret, 2010; Galperin, 2010). Los dominios REC adoptan una topologia (Ba)s, en
donde 3 hélices a de un lado y 2 de otro, rodean a una lamina B central de cinco hebras paralelas (Figura 4).
El sitio activo del REC se constituye con residuos ubicados en los bucles Blal, B3a3, f4a4d y B50a5 y consta
de un quinteto de residuos altamente conservados: tres Asp (incluyendo el fosforilable), una lisina y una
treonina/serina. Los cinco residuos forman un “cluster” de grupos carboxilo, para unir el cation magnesio
(Mg?*) esencial para las fosfotransferencias, y que coordina al grupo fosfato cuando éste estd unido
covalentemente al Asp (Appleby & Bourret, 1998; Bourret, 2010). La geometria del sitio de fosforilacién de
los RRs, también puede admitir otros cationes bivalentes como calcio, zinc o manganeso, e incluso iones
trivalentes (Kar et al., 1992; Needham et al., 1993). Esta geometria del centro catalitico se encuentra
conservada en otras familias de proteinas que utilizan Asp como intermediario fosforilable, como la
superfamilia de las fosfatasas HAD (por las siglas en inglés “haloacid dehydrogenases”), en bombas ATP-
asas de calcio presentes en el reticulo sarcopldsmico de células musculares eucariotas, y en B-
fosfoglucomutasas, entre otras. A pesar de presentar grandes diferencias a nivel de secuencia, muestran
conservacién a nivel de plegamiento, lo cual es importante para definir una misma geometria del sitio

catalitico (Figura 5) (Wang et al., 2002; Lahiri et al., 2003; Allen & Dunaway-Mariano, 2004).

Figura 4. Arquitectura del dominio recibidor (REC) de un regulador de respuesta cldsico en su conformacién inactiva (A)
y activa (B). Las flechas indican la conexidn fisica entre los distintos componentes de la estructura secundaria. Fuente:

Bourret et al., 2010.
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Figura 5. Conservacion de la geometria del sitio catalitico en el regulador de respuesta clasico CheY, una fosfatasa de

fosfoserina (PSP), una bomba ATPasa de calcio eucariota (Ca?* pump) y una proteina de E. coli con funcidn
desconocida (DUF3). Las cuatro proteinas presentan secuencias aminoacidicas variables, pero un plegamiento similar.
Se resaltan los residuos Asp13, Asp57, Thr87 y Lys109 de CheY, que participan en la determinacion de la geometria del

sitio catalitico de los RRs (ver Figura 5), y en otras proteinas. Fuente: Wang et al., 2002.

El dominio REC puede ser fosforilado de dos maneras: por la accién de su HK especifica, o bien,
autofosforilarse utilizando pequefios donantes moleculares de fosfato como acetil-fosfato, carbamoil-
fosfato, fosfoimidazol y fosforamidato (Lukat et al., 1992), cuyas concentraciones intracelulares varian; para
algunas de dichas moléculas hay reportes precisos, por ejemplo el caso del acetil-fosfato que en ciertas
condiciones fisioldgicas puede llegar a 3 mM aproximadamente (Klein et al., 2007). Por otro lado, el P~RR
también cataliza su autodesfosforilacion, mostrando diversas constantes cinéticas de acuerdo a las distintas
familias de RRs: la tasa de autodesfosforilacion de cada RR es variable y definido por combinaciones de
diferentes residuos cercanos al sitio activo, lo cual se correlaciona con sus contextos biolégicos particulares
(Thomas et al., 2008; Pazy et al., 2009; Page et al., 2016). Al activarse por fosforilacidn, en el RR se disparan
modificaciones en la superficie a4pf5a5 del dominio REC, favoreciendo su homodimerizacién via esta
interfaz o la interaccidn con otras proteinas; en muchos casos, se produce un cambio rotamérico en un
residuo aromatico (Phe/Tyr) conservado en la hebra B5, el cual se encuentra alostéricamente acoplado a la
interaccion de la Thr/Ser conservada coordinando el grupo fosfato (Birck et al., 1999, Roche et al., 2002;
Gao & Stock, 2010; Pandini et al., 2012; McDonald et al., 2012). Estudios previos demuestran que los RRs, al
ser fosforilados, también pueden dimerizar mediante la superficie ala5 (Leonard et al., 2013; Trajtenberg
et al., 2014). Aproximadamente un 65% de los RRs presenta un dominio de unién al ADN como efector de la
respuesta (Birck et al., 1999). La dimerizacion provocada por la activacion aumenta su afinidad por sus
promotores génicos blanco, tipicamente liberando los dominios de unidn al ADN de su interaccién con el

REC (propia del estado inactivo), actuando de este modo como factor de transcripcién y controlando la
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expresion de genes que responderan adaptativamente ante el estimulo inicial (Fabret et al., 1999;
Groisman, 2016). Algunos RRs efectlan sus funciones regulatorias estableciendo interacciones directas con
proteinas (Hengge, 2008), ARN (Shu & Zhulin, 2002) o regulando otros dominios adicionales al REC con
actividad enzimatica (Gao & Stock, 2009). Excepcionalmente, algunos RRs no dependen de ser fosforilados
para su activacién: en estos casos, la regulacién funcional del RR se lleva a cabo de distintas maneras, como
por ejemplo el secuestro del RR por otras proteinas que impiden su dimerizacidon, o por competencia
directa con las regiones de union al ADN (Desai & Kenney, 2017), indicando que la evolucién ha
desarrollado diversas estrategias para regular funcionalmente este tipo de vias.

La activacién de los RRs mediante fosforilaciéon puede explicarse por el modelo de desplazamiento
de equilibrio: los dominios REC desfosforilados se presentan en un equilibrio dindamico entre
conformaciones inactivas y activas, siendo las primeras la mayoritaria (Volkman et al., 2001). En presencia
de la sefial activadora de la via, se desplaza este equilibrio favoreciendo la conformacién activa, para dar
lugar a la regulacién de la respuesta adaptativa. Estudios previos sugieren que pueden encontrarse
conformaciones adicionales intermedias, “pre-activas” o “meta-activas”, de los RRs (Dyer & Dahlquist, 2006;
Fernandez et al., 2015), por lo que se han propuesto modelos adicionales, no mutuamente excluyentes, de
activacion alostérica de los RRs (Dyer & Dahlquist, 2006; McDonald et al., 2012).

En ausencia de la sefal, la HK generalmente actia como una fosfatasa especifica de su RR,
asegurando que la via permanezca apagada (Albanesi et al., 2004; Huynh & Stewart, 2011; Gao & Stock,
2017). Esto es particularmente importante considerando las altas concentraciones intracelulares de acetil-
fosfato, y la posibilidad de fosforilaciones provenientes de HKs inespecificas. De esta manera, es la
proporcién P~RR/RR la que determina el estado activo o inactivo de la via. Incluso, algunos SDCs presentan
mecanismos autoregulatorios de retroalimentacidn, que pueden alterar la cantidad de RR y/o modificar la
habilidad de la HK (Georgellis et al., 1999; Birck et al., 2009) u otras proteinas (Groisman, 2016) de alterar el

estado de fosforilacién/defosforilacion del RR, dando lugar a una respuesta fisioldgica adecuada.

2.2. Fosforrelevos: presencia de dominios adicionales

Algunas vias de SDCs incluyen entre la HK sensora y el RR efector una serie de proteinas
intermediarias de tipo REC y HPt (de “Histidine-containing Phosphotransmitter”; Bretl et al., 2011),
homdlogas a los RRs y las HKs respectivamente, que pueden estar fusionados o no en un sélo polipéptido
integral de membrana. En este caso, la transferencia del grupo fosforilo se da a través de una serie de pasos
entre distintos dominios proteicos, en lugar de dos dominios como ocurre en los SDCs clasicos (ver Figura 1);
es por esto que a estas vias se les denomina “relevos de fosfato” (de “phosphorelays”), o fosforrelevos.
Cuando el dominio citoplasmatico de la HK se encuentra fusionado a éstos dominios adicionales, e incluso a
los dominios correspondientes al RR, se habla de HKs “hibridas” (Wuichet et al., 2010).

Existe una gran diversidad de arquitecturas de fosforrelevos (Appleby et al., 1996). Por ejemplo, en
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hongos las HKs son tipicamente hibridas y se componen de un dominio integral de membrana, un dominio
sensor extracelular, los dominios CA y DHp, y un dominio C-terminal denominado “recibidor”, similar en
estructura a los dominios REC de los RRs, pero sin capacidad efectora. Estos se encargan de recibir el grupo
fosforilo en su Asp conservado para luego donarlo a la His de un dominio tipo HPt. Es importante destacar
que esto implica que, en fosforrelevos, la fosfotransferencia de Asp a His ocurre y es bioldgicamente
relevante. Finalmente, el grupo fosforilo es transferido a un RR con funcion efectora (Defosse et al., 2015).
Tal es el caso del sistema de osmorregulacién SLN1-YPD1-SSK1 presente en la levadura Saccharomyces
cerevisiae (Janiak-Spens et al., 2005). El dominio HPt puede ser soluble, como en el ejemplo anteriormente
mencionado, o puede estar fusionado a la HK como es el caso del sistema ArcB-ArcA de Escherichia coli
(Lassak et al., 2013) o BvgS-BvgA de Bordetella pertusis (Uhl & Miller, 1996). Existen otros casos, como el
del sistema Kin-SpoOF-Spo0B-Spo0A de esporulacién de B. subtilis, en los que tanto el dominio REC
intermediario (SpoOF) como el HPt (Spo0B) son solubles y capaces de libre difusién (Grimshaw et al., 1998;
Zapf et al., 1998).

La presencia de estos dominios adicionales agrega multiples puntos de control sobre la via, por lo
gue se encuentran sujetos a una regulacion mas estricta; es por esto que en general los fosforrelevos estan
involucrados en la regulacion de funciones esenciales como esporulacién (Grimshaw et al., 1998), respuesta
a niveles de oxigeno en el ambiente (Lassak et al., 2013) o control del estrés osmatico (Janiak-Spens et al.,
2005), entre otras. En este contexto, los distintos dominios de la via de fosforrelevo pueden ser tanto
activados por mas de una quinasa (Jiang et al., 2000), como también inactivados por desfosforilacion de los
dominios intermediarios mediante fosfatasas auxiliares (Silversmith, 2010; Parashar et al., 2011). Ademas, a
diferencia de lo que ocurre en los SDCs clésicos, en los fosforrelevos el P*RR con funcién efectora no es
directamente desfosforilado por la HK rio arriba de su via, sino que esta actividad suele ser llevada a cabo
por fosfatasas auxiliares, o bien, revirtiendo la direccidn de la transmisidn del grupo fosforilo del RR efector
hacia el HPt, y finalmente hacia el REC intermediario, siendo éste el sustrato de sus HK especificas o de
fosfatasas auxiliares para su defosforilacion (Georgellis et al., 1998; Jiang et al., 2000; Parashar et al., 2011;
Huynh & Stewart, 2011). Como se menciond anteriormente, al estar activados estos sistemas, el fosforilo
migra entre residuos conservados de cada dominio siguiendo un orden His>Asp—=>His>Asp; esto
introduce una diferencia importante de lo que se observa en sistemas cldsicos: en lugar de catalizar
fosfotransferencias Unicamente “de His a Asp”, los mddulos intermedios son capaces de catalizar
transferencias de fosforilo “de Asp a His”, también. Esto ultimo es minimizado en SDCs clésicos, de modo de
asegurar un flujo eficiente de la informacidn.

Otros tipos de SDCs menos comunes, no necesariamente partes integrales de sistemas de
fosforrelevo, incluyen aquellos donde un RR es activado por mds de una HK, lo cual permite al regulador
efectuar una respuesta convergente, procedente de sefiales captadas por diversos sensores (Jiang et al.,
2000; Botella et al., 2014). En otros casos, una HK sensora puede donar su fosforilo a multiples RRs,

ejerciendo el control simultdneo de la expresién de genes correspondientes a rutas bioquimicas
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fisiolégicamente relacionadas (Mika & Hengge, 2005).

2.3. Estructuras de complejos HK:RR cldsicos y HPt:RR de fosforrelevos

En los ultimos anos se ha avanzado en la dilucidacién de estructuras cristalograficas de complejos
HK:RR correspondientes a SDCs clasicos, y también complejos entre dominios HPt y dominios REC
pertenecientes a fosforrelevos, homdlogos a los clasicos (de aqui en adelante se los denominara
“complejos HPt:RR”). En este contexto, la cristalografia de rayos X ha permitido obtener “fotografias” de
dichos complejos en determinados estados funcionales o cataliticos, posibilitando el analisis de los
mecanismos moleculares implicados en la biologia de la conexiéon estimulo-respuesta. La primera
estructura de un complejo HK:RR resuelta por cristalografia de rayos X a alta resolucién fue determinada
por Casino et al. (2009) utilizando el SDC HK853-RR468 de Thermotoga maritima (Figura 6). El complejo se
resolvié a una resolucién de 2,8 A; esto permitié evaluar no sélo las conformaciones que adoptan los
componentes cuando se encuentran en complejo, sino también la interfaz de reconocimiento HK:RR. A su
vez, el estudio de dicha interfaz permite dilucidar tanto la contribucion de cada componente al ensamblado
del sitio activo y el posible mecanismo catalitico subyacente, como la superficie de interaccion que permite
a la HK reconocer especificamente a su RR. Tomando en cuenta esto, las caracteristicas estructurales del
complejo HK853:RR468 y su comparaciéon con la conformaciones resueltas para RR468 de forma individual,
llevaron a postular que se trata de una fotografia de la reaccién de desfosforilacién, en la que HK853 actua
como fosfatasa sobre P~RR468. También fueron resueltas estructuras de complejos de RRs asociados a
fosfatasas auxiliares (Guhaniyogi et al., 2006; Parashar et al., 2011) asi como de otro complejo HK:RR a baja

resolucién (Yamada et al., 2009), indicando la existencia de modos de interaccidon conservados.

Figura 6. Estructura cristalografica del complejo HK:RR HK853:RR268 de Thermotoga maritima (PDB 3DGE) resuelta
por Casino et al. (2009). La estructura se resolvié empleando mutantes truncados que constan Unicamente de los

dominios DHp y CA de HK853, y el dominio REC de RR268. Se observa un sulfato (S04) ubicado en el centro catalitico.
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Se ha avanzado, también, en la dilucidacidn estructural de complejos HPt:RR de fosforrelevos como
por ejemplo Spo0B:SpoOF de B. subtilis (Figura 7) (Zapf et al. 2000; Varughese et al., 2006), y YPD1:SLN1 de
S. cerevisiae (Zhao et al., 2008). Ambos complejos fueron resueltos a resoluciones de 3 y 1,7 A,
respectivamente, en ausencia y presencia de trifluoruro de berilio (BeFs’). Esta molécula actia como
mimético del grupo fosforilo (Wemmer & Kern, 2005), y su utilizacion permitié capturar a SpoOF y SLN1 en
sus estados activos, en sus respectivos complejos. Esto contribuyd a sugerir posibles mecanismos de
fosfotransferencia entre estos dominios pertenecientes a fosforrelevos. Ademads, el analisis de los
complejos con y sin BeFs, en comparaciéon con las estructuras de dichos dominios resueltos
individualmente, sugirié que existen cambios conformacionales consistentes con modelos de activacion
alostérica, propuestos previamente para CheY y otros RRs (Dyer & Dahlquist, 2006). En suma, la
determinacién estructural de complejos pertenecientes a SDCs es un paso fundamental para el
entendimiento de como estas vias regulan la conexidn estimulo-respuesta de manera controlada. En el
punto 5 de la Introduccién se explicardan con mas detalle tres bases de la regulacion biolégica de la

sefializacion en sistemas de dos componentes: especificidad, eficiencia y direccionalidad.

Figura 7. Estructura cristalogréfica del complejo HPt:RR SpoOB:SpoOF de Bacillus subtilis (PDB 2FTK) resuelta por
Varughese et al. (2006). En este organismo, los dominios CA de Spo0OB no presentan actividad catalitica. Se observa
una molécula de fluoruro de berilio (BeFs’) unida al Asp de SpoOF, el cual se emplea en cristalografia como mimético

del grupo fosforilo.

3. Importancia de los sistemas de dos componentes en ciencia aplicada

Los SDCs estan ausentes en mamiferos, por lo que son interesantes blancos para el disefio racional
de drogas. El SDC WalK-WalR, originalmente identificado en B. subtilis, es esencial para el crecimiento de

bacterias patégenas como Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, entre otras, jugando un rol
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fundamental en el metabolismo de la pared celular (Dubrac et al., 2007). El compuesto walkmicina B inhibe
la autofosforilacion de la HK WalK uniéndose con gran afinidad a su dominio citoplasmatico (Okada et al.,
2010). Por otra parte, se vio que la walricina A estimula la formaciéon de un dimero de WalR con una
conformacion diferente a la nativa, incapaz de unirse a sus sitios operadores para la expresion de genes
esenciales, lo que resulta en la muerte de la bacteria (Gotoh et al., 2010a). En este contexto, existe gran
homologia entre los dominios CA de las HKs de bacterias Gram+ y Gram-, asi como entre los sitios activos
de los distintos RRs, sugiriendo que un agente Unico que tenga como blanco estos sitios podria inhibir
multiples SDCs simultdneamente, y en consecuencia, disminuir la probabilidad de desarrollo de resistencia
(Gotoh et al., 2010b; Boibessot et al., 2016).

Otra estrategia para el disefio de antibidticos es identificar agentes que inhiban la virulencia
microbiana sin inhibir el crecimiento. Asi, éstos presentaran menor presion selectiva para la generacion de
resistencia (Levy & Marshall, 2004). Tal es el caso de LED209, una molécula capaz de inhibir la unién de
ligandos responsables de la activacion de la HK QseC, previniendo de esta manera su autofosforilacion e
impidiendo la activacién de genes asociados a virulencia mediados por la via QseC-QseB (Rasko et al., 2008).
Homdlogos de QseC se encuentran presentes en E. coli enterohemorragica, Salmonella typhimurium y
Francisella tularensis, entre otra veintena de especies patdgenas, por lo que compuestos que tengan como
blanco a QseC tienen el potencial de tener un amplio espectro (Rasko et al., 2008; Gotoh et al., 2010b). En
Salmonella, el SDC PhoQ-PhoP es uno de los reguladores de virulencia mas importantes: a partir del
sensado de la concentracién de Mg?* extracelular, se encarga de controlar la expresién de genes
involucrados en supervivencia dentro del macréfago (Miller et al, 1989) y resistencia a péptidos
antimicrobianos (Fields et al., 1989). Se ha documentado la inhibicién de PhoQ mediante radicicol, que se
une al dominio CA impidiendo la activacién de su actividad autoquinasa (Guarnieri et al., 2008).

La capacidad de los SDCs para detectar sefiales especificas las convierte en herramientas ideales en
biologia sintética. Muchos SDCs no son esenciales para la supervivencia de la bacteria, o bien, regulan un
pequefio nimero de genes (Ninfa, 2010). En este contexto, el disefio racional de redes bioldgicas sintéticas
permite el “recableado” de células para que lleven adelante nuevas funciones bioldgicas. Por ejemplo, es
posible reprogramar el sensor de un SDC para activar la respuesta de quimiotaxis, de modo de inducir el
movimiento de una bacteria hacia un estimulo determinado. Luego, la bacteria podra ser “recableada” para
ejecutar una tarea especifica una vez que alcance la region de interés, como por ejemplo degradar una
sustancia indeseada en el ambiente (Kohanshi & Collins, 2008), de aplicaciéon en biorremediacion. La
arquitectura modular de los SDCs favorece su uso en biologia sintética, gracias a la posibilidad de generar
mutantes quiméricos en donde el dominio sensor de una HK se encuentre artificialmente fusionado al
dominio citoplasmatico de otra HK, creando de este modo una conexion estimulo-respuesta novedosa
(Levskaya et al., 2005). En otros casos, se puede modificar un sistema para que sea mas sensible ante un
estimulo dado, y haciendo que la respuesta fisiologica se vea amplificada, como en el sistema CusR-CusS de

E. coli, que puede ser modificado artificialmente para presentar un mecanismo autoregulatorio:
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introduciendo mediante ingenieria genética a cusS en el operdn regulado por su producto CusS. CusS es un
activador transcripcional que, al activarse, induce la produccion de mayor cantidad de si mismo,
amplificando la respuesta a partir de la sefial inicial. Este sistema autorregulado de amplificacion hace al
sistema diez veces mas sensible a la deteccidn de concentraciones extracelulares de cobre (Ravikumar et al.,
2012).

Es posible cambiar la especificidad de una HK mediante mutagénesis de un ndmero limitado de
aminoacidos en los pares HK-RR que han covariado evolutivamente (Skerker et al, 2008). De esta manera,
se ha realizado mutagénesis en dichos residuos de la HK EnvZ de E. coli, por residuos de otra HK (RstB), y se
ha observado in vitro que la nueva HK modificada ahora reconoce el RR RstA, y no su RR especifico OmpR.
Este recableado de la especificidad también se observé in vivo, donde se ha reprogramado EnvZ para
reconocer al regulador CpxR (Skerker et al., 2008). En suma, es posible utilizar la informacion acerca de las
interacciones que han co-evolucionado para construir racionalmente nuevas vias, no encontradas en la

naturaleza.

4. Evolucion de los sistemas de dos componentes

Estudios filogenéticos sugieren que los SDCs son de origen bacteriano, adquiridos por los Dominios
Archaea y Eukarya por transferencia lateral génica a partir de bacterias (Koretke et al, 2000), y que
comparten un ancestro comun con las proteinas Hsp90 de respuesta al “heat shock”, MutL de reparacién
de ADN, y topoisomerasas de tipo Il (Dutta et al., 1999). Eventos de duplicacidon génica y transferencia
horizontal de genes proveen la materia prima para producir nuevas proteinas de sefializacion, y en
cualquier caso, la nueva via debe resultar en una ganancia funcional que confiera una ventaja selectiva al
organismo vy, asi, garantizar su mantenimiento en el genoma (Capra & Laub, 2012). Esto debe ocurrir en un
plazo relativamente corto de tiempo, puesto que la pérdida de genes y la formacidon de pseudogenes
ocurre rapidamente en bacterias (Kuo & Ochman, 2010).

Se ha visto que, en general, los eventos de duplicacién y divergencia génica de las HKs, restringida a
las especies mas emparentadas filogenéticamente, estd acompafiada por rearreglos en los dominios
estructurales (“domain shuffling”) de la quinasa, especialmente en el dominio sensor N-terminal, dando
lugar a innovaciones en la capacidad de captar estimulos (Alm et al., 2006). Sin embargo, para que exista
una ventaja adaptativa innovadora, cambios en el dominio sensor de la HK deben acompafiarse de cambios
en la especificidad de reconocimiento del RR, de modo tal que el reconocimiento de una nueva seial esté
aislada del resto de las vias (Capra & Laub, 2012). En este contexto, se ha propuesto como la forma mas
eficiente de adquisicion de nuevas vias, la transferencia horizontal de los genes de un par HK-RR dado, de
una bacteria a otra, incorporando de esta manera nuevas vias de sefializacion (Zhang & Shi, 2005; Alm et al.,
2006). El niumero de SDCs presentes en un organismo procariota aumenta en forma lineal con el cuadrado

de su numero total de genes (Galperin, 2005; Ulrich et al., 2005): a mayor nimero de sistemas de
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sefializacién, mayor es la capacidad del organismo de adaptarse a fluctuaciones en el ambiente.

La formacion de HKs hibridas probablemente ocurra por mutaciones del coddn de paro de las HKs
clasicas cuando éstas se encuentran codificadas rio arriba de su RR especifico en el operén. El resultado es
la expresion génica de una fusién de la HK al RR; se cree que dichas fusiones se han expandido
principalmente mediante eventos de transferencia horizontal (Zhang & Shi, 2005). Este tipo de adquisicion
de nuevos genes es responsable de su presencia en algunos clados eucariotas; de hecho, la mayor parte de
HKs eucariotas son hibridas o pertenecen a un fosforrelevo, lo que ha permitido la evolucidn de vias de
sefializacion mdas complejas. La ausencia de SDCs en eucariotas superiores y su sustitucién por vias de
sefializacion que involucran fosforilaciones en residuos de serina, treonina o tirosina -el enlace covalente
fosfoéster es mucho mas estable que el fosforamidato con His o el anhidrido con Asp- podria deberse a la
necesidad de respuestas mds prolongadas y estables, evitando desfosforilaciones indeseadas en la ruta

desde la membrana celular hasta el interior del nucleo (Capra & Laub, 2012).

5. éComo se regula la conexion entre “estimulo sensado” y “respuesta adaptativa” en sistemas de dos
componentes?

5.1. Especificidad

Decenas o hasta centenas de SDCs se coexpresan en una bacteria dada (Galperin, 2005), y tanto las
HKs como los RRs forman parte de familias génicas pardlogas, con alto grado de similitud entre los
miembros de cada familia a nivel de secuencia y estructura (Laub & Goulian, 2007). Sin embargo, cada par
HK-RR existente en el citoplasma celular presenta un alto grado de especificidad de reconocimiento entre
ambos componentes; esto hace que la frecuencia de “comunicacién cruzada” entre pares no especificos
sea escasa. Al igual que la mayoria de las vias de sefializacidon, sus componentes dependen en gran medida
de los reconocimientos proteina:proteina para asegurar la especificidad de las distintas vias. Los
aminodcidos involucrados en la interfaz proteica son caracteristicos de cada par HK-RR, lo cual establece un
“cédigo” de especificidad que ha sido en buena medida dilucidado (Skerker et al., 2008; Capra & Laub,
2012). La Figura 8 muestra el esquema general postulado para el surgimiento evolutivo de nuevas vias de
SDCs mediante cambios en la especificidad.

En este contexto, se postulan dos modelos no mutuamente excluyentes para la evolucidn de la
especificidad: segin el modelo de “mutaciones compensatorias”, debido a pérdida de presion selectiva
producto de la duplicacién génica de un par HK-RR determinado, ocurrira que en uno de los componentes
de una via se acumulardan mutaciones, que se compensaran con mutaciones en el otro componente, dando

lugar al aislamiento de una nueva via y, de conferir una ventaja adaptativa, asegurara su permanencia en el

21



HK1 \”"i HK1 \”"i ®~”’HKz HK1 \”"Gi ® ~”ﬁHKa
P . Mutaciones en
RR1 I‘D"'® Duplicacién de la via RRA IDH® ®.-JD‘I RR2 ambos componentes RR1 ID~® ®~Dﬂ RR2
resultan en cambios

de su especificidad
Figura 8. Esquema general de la evolucién de los sistemas de dos componentes por duplicacion génica, y el cambio en
la especificidad que implica el surgimiento de una nueva via. El camino mutacional que lleva al establecimiento de un
nuevo SDC puede explicarse por dos modelos no mutuamente excluyentes, explicados con detalle en el punto 5.1 de

la Introduccién. Adaptado de Podgornaia & Laub, 2013.

genoma (Capra et al., 2012; Podgornaia & Laub, 2013). El camino mutacional en el cual ocurre una
mutacién que impide la interaccién entre un par HK-RR, llevard a un estado intermediario no funcional,
antes de que dicha interaccion pueda ser rescatada por otra mutacién en el segundo componente de la via.
De cualquier manera, la liberacion de presidon selectiva producto de que la via se encuentre
fenotipicamente duplicada, puede dar lugar a estos estados no funcionales. Esto llevd a la postulacion de
un segundo modelo, de “intermediarios promiscuos”, que establece que los caminos mutacionales que
llevan a estas vias aisladas involucran componentes intermediarios que no sélo toleran variaciones en el set
covariante de residuos sin perder especificidad, sino que de hecho son capaces de interactuar con otros
componentes. Eventualmente, podrd aparecer una mutacién que elimine dicha promiscuidad y establezca
la aparicion de un nuevo par especifico HK-RR; esto es, una nueva via de sefializacion. Cabe resaltar que, en
ambos modelos, las mutaciones individuales no tienen efectos aditivos o deletéreos sino que son contexto-
dependientes (epistasis) y que requieren, evolutivamente, de un orden secuencial o temporal para
mantener a la via funcional o generar una nueva especificidad (Podgornaia & Laub, 2015; Aakre et al., 2015).
Si bien la comunicacién cruzada de distintas vias de SDCs se encuentra de este modo impedida, existen
casos en donde este tipo de interaccidn ocurre y es biolédgicamente relevante: por ejemplo, se ha visto que
existe una interaccidn al nivel de la fosfotransferencia de HK a RR entre los SDC HitR-HitS y HssR-HssS de
Bacillus anthracis, en donde HssS fosforila a HitR in vitro e in vivo. Estas vias regulan la integridad de la
envoltura celular y el sensado del sideréforo hemo, respectivamente, lo que indica que dichas sefales se
encuentran integradas (Mike et al., 2014).

El reconocimiento molecular es el mecanismo predominante para otorgar especificidad. Sin
embargo, la actividad fosfatasa de las HKs, también especifica de cada par HK-RR, es un punto de control
adicional para evitar la activacion indeseada del RR. En ausencia de sefial, la HK desfosforila a su P~RR
especifico, lo cual ejerce un control estricto de especies fosforiladas del RR de modo inespecifico
(fosforilacion mediada por HKs no especificas, o por donantes de fosfato de bajo peso molecular) (Huynh &
Stewart, 2011). Adicionalmente, la abundancia celular de los RRs excede a la de las HKs en
aproximadamente un érden de magnitud. Esto implica que, por competencia de sustratos, un RR especifico

para una HK sera mas afin que uno inespecifico para la misma quinasa (Podgornaia & Laub, 2013). Se ha
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visto que dicha afinidad se encuentra de hecho dictada por la superficie de interaccion que conforman los

residuos determinantes de la especificidad (Willet et al., 2013).

5.2. Eficiencia y direccionalidad

La bifuncionalidad de la enorme mayoria de HKs, catalizando la fosfotransferencia sobre el RR
cuando la via se activa o promoviendo la desfosforilacion del P~RR cuando se encuentra apagada, requiere
un control muy estricto para evitar ciclos futiles y desregulacion. Por ejemplo, en presencia del estimulo es
necesario que las reacciones de fosfotransferencia y desfosforilacion no ocurran simultdneamente y que
ambas reacciones sean catalizadas por estados discretos, de forma de garantizar la respuesta en el
momento correcto. Por ejemplo, se ha reportado que las HKs pueden adoptar estados estructurales
diferentes que se correlacionan con cambios funcionales (Albanesi et al., 2009). Ademas, una vez ocurrida
la fosfotransferencia en el complejo HK:RR, previa a la liberacion del P~RR, deberia exisitir algin
mecanismo que evite la pérdida del fosfato por hidrélisis indeseada del P~RR. La His fosforilable no parece
participar en la reaccién de fosfatasa (Skarphol et al., 1997; Albanesi et al., 2004; Willet et al., 2012), sin
embargo, la escasa informacién estructural disponible no permite aun ser concluyentes en cuanto a los
mecanismos de control.

Los RRs catalizan su propia desfosforilacién. Entonces, para una adecuada transmisién de la sefial,
es importante la prevencién de ciclos futiles por pérdida de fosfato inorgdnico, mediante una regulacién
apropiada de la vida media del P~Asp. Si bien la geometria del sitio activo de los distintos RRs se encuentra
muy conservada, variaciones en dos residuos aminoacidicos de los RRs, en las posiciones D+2 y T/S+2 (es
decir, dos residuos hacia el C-terminal respecto al Asp fosforilable y la Thr/Ser conservada del bucle B4a4,
respectivamente) resultan en cambios de hasta seis drdenes de magnitud de la vida media del P~Asp
(Thomas et al., 2008; Pazy et al., 2009; Page et al., 2016). Esto sugiere que existen mecanismos
intramoleculares que controlan los niveles de RR fosforilado y, en consecuencia, el estado activo/inactivo
de la via. Es importante entender los mecanismos moleculares que evitan la desfosforilacion futil del RR
una vez que es fosforilado por su HK especifica.

Las HKs y los dominios HPt evolucionaron para catalizar reacciones de fosfotransferencia
irreversibles, asegurando el flujo unidireccional de la informacién desde el estimulo hacia la respuesta
(Bourret & Stock, 2002; Potter et al., 2002; Porter et al., 2008). En SDCs cldsicos, es importante minimizar
la retrofosfotransferencia de P~Asp a His ya que no es biolégicamente relevante; de hecho, sélo es posible
observar una pequefa proporcion de retrofosfotransferencia basal in vitro (Zhu et al., 2000; Albanesi et al.,
2004). Esta reaccion se favorece en ausencia del metal divalente del sitio activo (Dutta & Inouye, 1996;
Albanesi et al., 2004), indicando que el catidn juega un papel relevante en asegurar una direccionalidad.
Por otro lado, la presion evolutiva también ha permitido la formacion de vias de sefalizacion en donde

pasos reversibles son simultdneamente requeridos (Grimshaw et al., 1998; Zapf et al., 1998; Janiak-Spens et
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al., 2005; Lassak et al., 2013). Tales son los casos del sistema Kin-SpoOF-Spo0B-Spo0A de B. subtilis o del
sistema SLN1-YPD1-SSK1 de S. cerevisiae, en donde los dominios HPt funcionan como donantes y como
aceptores de fosfato. Los niveles energéticos del grupo fosforilo unido a His 6 Asp son similares, por lo
tanto es posible que la reaccion de fosfotransferencia ocurra de forma directa o reversa, indistintamente.
De este modo, es necesario que exista un control por parte de los componentes de la via, que establezca
una direccionalidad definida en el curso de la reaccién. Si bien dichos procesos de control de la
unidireccionalidad en SDCs juegan un rol importante en la fisiologia bacteriana, hasta el presente no se han

podido dilucidar los determinantes moleculares.

6. El sistema DesK-DesR de Bacillus subtilis

El sistema compuesto por la HK sensora DesK (de la familia HisKA_3) y el RR citopldasmico DesR (de
la familia NarlL) fue descubierto por Aguilar et al. (2001), en el contexto de dilucidar la via de sefalizacion
encargada de regular la sintesis de la enzima A5-desaturasa de B. subtilis. La desaturasa regula las
propiedades fisicoquimicas de la membrana plasmatica, y en particular su fluidez a una temperatura dada,
introduciendo dobles enlaces en los acidos grasos saturados de sus fosfolipidos constituyentes. El sistema
DesK-DesR (previamente denominado YocF-YocG) controla su expresidon en funcidon de la temperatura
ambiental: el choque frio ambiental (por ejemplo, una caida de temperatura de 372 C a 252 C) produce un
cambio en la composicién lipidica de la membrana plasmatica, la cual se engrosa producto de la
acumulacién de acidos grasos saturados, con puntos de fusién mas elevados que los insaturados. Es
entonces cuando DesK cambia su conformacion tridimensional, lo que posibilita su autofosforilacion
(reaccion autoquinasa) y posterior fosfotransferencia (reaccion fosfotransferasa) a DesR, quien actia como
activador de la transcripcién de la A5-desaturasa, reestableciendo la fluidez de la membrana. En ausencia
de la sefal (choque frio) DeskK actia como fosfatasa de P~DesR, asegurando un total apagado de la via
(Aguilar et al., 2001; Albanesi et al., 2004).

Se ha demostrado que el dominio transmembrana de DesK, compuesto por 5 hélices a, puede
simplificarse en un dominio quimérico de una Unica hélice, denominado sensor minimo, que consiste en el
extremo N-terminal de la hélice transmembrana 1 fusionado al extremo C-terminal de la hélice 5 (Cybulski
et al., 2010). Este sensor minimo retiene in vitro e in vivo las propiedades de sensado del sistema parental.
Asimismo, se vio que hacia los extremos N- y C-terminales del dominio transmembrana, en las interfaces
entre el medio periplasmico/citopldsmico y la membrana plasmatica, existen residuos hidrofilicos que, al
engrosarse la membrana tras el choque frio, quedan “enterrados” dentro de la misma: en este contexto
aparecen nuevas interacciones hidrofébicas que involucran residuos de lisina hacia el N-terminal, y nuevos
enlaces de hidrégeno entre residuos de serina hacia el C-terminal. Estos cambios estabilizarian la
conformacion autoquinasa de DesK (Cybulski et al., 2015).

Si bien aln no se conoce la estructura tridimensional completa de DesK, que incluya su dominio
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sensor de transmembrana, se ha avanzado en la dilucidacién de la regidén citoplasmatica en distintos
estados funcionales, explicando el mecanismo de transicion autoquinasa-fosfotransferasa-fosfatasa
(Albanesi et al., 2009; Trajtenberg et al., 2010; Saita et al., 2015). El dominio citoplasmatico DHp de DesK
(que carece de dominios PAS 6 HAMP) incluye un haz de cuatro hélices, continuado hacia el N-terminal con
dos hélices paralelas empaquetadas en un coiled-coil, que conecta con el dominio transmembrana. Se cree
que a partir de la deteccién del estimulo, el movimiento que sufren las hélices transmembrana se transmite
mecanicamente a dicho coiled-coil (Cybulski et al., 2015; Saita et al., 2015) y esto resulta en cambios
conformacionales del superenrollamiento, asociados a movimientos de los dominios CA y DHp, que dictan
el estado funcional de DesK (Albanesi et al., 2009). Mediante mutagénesis en el motivo coiled-coil, mas
precisamente estabilizdndolo o desestabilizdndolo, fue posible obtener variantes de DesK “atrapadas” en el
estado inactivo y activo, respectivamente (Saita et al., 2015).

El segundo componente de la via es el RR DesR. Estudios realizados previamente en nuestro
laboratorio, resolviendo las estructuras 3D de DesR en sus formas inactiva y activa, determinaron que la
superficie de dimerizacion de la forma activa se realiza a través de la superficie constituida por las hélices
aly a5, y no mediante la superficie tipica a4B5a5. Adema3s, tras la asociacién a los dos sitios de union en el
promotor del gen de la desaturasa, DesR tetrameriza mediante la interfaz a4B6a6 (espacialmente
equivalente a la a4B5a5). Se demostrd también, utilizando un mutante no fosforilable de DesR y mediante
ensayos microbiolégicos in vivo, que DesK activa alostéricamente a DesR independientemente de la
fosforilacién, desplazando el equilibrio hacia la conformacién activa de DesR. Luego, el regulador es
posteriormente estabilizado mediante su fosforilacién por la HK (Trajtenberg et al., 2014). El modelo de
activacion de la via DesK-DesR se esquematiza en la Figura 9.

Nuestro laboratorio procura entender cémo los SDCs regulan con precisiéon la ejecucion de
respuestas adaptativas a partir de estimulos determinados. En ese contexto, esta Tesis de Maestria busca
responder dos preguntas centrales utilizando el SDC DesK-DesR como modelo de estudio: icédmo hacen
estos sistemas para transferir el grupo fosforilo de manera controlada a lo largo de la via, evitando
fosforilaciones futiles y defosforilaciones indeseadas? Y, écdmo se explica que haya sistemas que permitan

Unicamente transferencia de fosforilo de His a Asp, y otros que sean bidireccionales?
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Figura 9. Modelo de activacidon de la via DesK-DesR de Bacillus subtilis, explicado con detalle en el punto 6 de la
Introduccién. Adaptado de Trajtenberg et al., 2014. Se esquematiza Unicamente el dominio citoplasmdtico de DesK
(verde y azul), dado que se desconoce la estructura tridimensional del dominio sensor transmembrana. Se observa

también a DesR en el estado inactivo (gris) y activo (rojo).

HIPOTESIS

Las interacciones entre las histidin-quinasas y el dominio recibidor de fosforilo de los reguladores
de respuesta son determinantes para asegurar la correcta sefializacion en bacterias, lo cual requiere
especificidad, eficiencia y unidireccionalidad. La bifuncionalidad de la HK, promoviendo la desfosforilacion
del RR en el estado inactivo de la via, o fosforilando al mismo en presencia de la sefial, requiere que ambas
actividades ocurran en momentos precisos de la via; esto se encuentra regulado por mecanismos
moleculares que evitan que ambas actividades coexistan. El correcto posicionamiento de la His fosforilable

determina como se configura el centro de reaccién.
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OBIJETIVO GENERAL

Dilucidar al nivel molecular las interacciones especificas que permiten la asociacidon histidin-
quinasa:regulador de respuesta, y cdmo éstas varian de acuerdo a los estados funcionales, controlando la
transmisidon eficiente y unidireccional de la sefial. Se hard foco en residuos del sitio catalitico de las
reacciones. Como modelo de estudio, utilizaremos el sistema de dos componentes DesK-DesR de Bacillus

subtilis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Produccién y purificacion a homogeneidad del complejo DesK:DesR utilizando mutantes que estabilicen
los estados funcionales fosfatasa y fosfotransferasa.

2. Obtencién de la estructura tridimensional del complejo DesK:DesR en los distintos estados cataliticos,
mediante cristalografia de rayos X.

3. Andlisis computacional de residuos claves en la interaccidn DesK:DesR en los distintos estados
estructurales/funcionales, y posterior mutagénesis, clonado y produccidn de variantes de DesK y DesR.

4. Ensayos de fosfotransferencia y desfosforilacidn in vitro para probar las hipdtesis guiadas por los analisis

estructurales.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

1. Disefio racional de mutantes para estabilizar a DesKC en sus estados fosfatasa y fosfotransferasa*

* Este punto fue realizado previo a esta Tesis de Maestria (Albanesi et al., 2009; Saita et al., 2015).
Sin embargo, a fines de entender el objetivo de este trabajo, es importante explicar aqui el fundamento
racional de los mutantes generados para capturar el complejo DesK:DesR en los distintos estados
funcionales.

El mutante DeskC corresponde a la regidn soluble citoplasmatica de DesK, sin el dominio sensor
transmembrana, pero cataliticamente competente para la fosfotransferencia hacia DesR, asi como para
desfosforilar a P~DesR. Por otra parte, el mutante DesRgec corresponde al dominio recibidor de DesR, sin el
dominio de unién al ADN. Como fue mencionado previamente, un “switch” conformacional controla la

transicidn activacién-inactivacién de DeskK, respectivamente mediante la desestabilizacidn-estabilizacion de
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una estructura superenrollada tipo “coiled-coil” en el dominio DHp (Albanesi et al., 2009). Dicho dominio
consta de un haz de hélices a que conecta el dominio sensor transmembrana con los dominios CA, por
tanto el switch conformacional del dominio DHp juega un rol fundamental en la transmisién de la sefal
mediante rearreglos alostéricos. Para capturar el complejo DesKC:DesRgec en el estado fosfatasa, se generé
un triple mutante de DesKC sustituyendo residuos no hidrofébicos ubicados en posiciones clave de dos de
las héptadas del coiled-coil (Ser150lle, Ser153Leu y Arg157Ile) con el objetivo de favorecer el rearreglo en
un coiled-coil. Este mutante, denominado DesKCstas, presenta actividad fosfatasa constitutiva
independientemente de la sefial, tal como fue demostrado in vitro e in vivo (Saita et al., 2015), confirmando
las hipoétesis basadas en las estructuras de DesKC (Albanesi et al., 2009). DesKCstag €s insoluble cuando se
sobre-expresa en E. coli, por tanto se co-expresd DesKCstag junto a DesRrec mediante el uso del plasmido
PACYC-DesKCsras:DesRrec. Este fue generado mediante el subclonado de DesKCsras del vector pHPKS/Pxyl-
desKSTA (Saita et al., 2015), en el pldsmido pACYC-DesKCyisse:DesRrec (Trajtenberg et al.,, 2014) mediante la
técnica de clonado sin enzimas de restriccidon “Restriction-Free Cloning” (van den Ent & Léwe, 2006; Unger
et al., 2010) y utilizando los cebadores STAB_F (5’-CCTGTATTTTCAGGGATCCGGTATTATAAAACTTCGCAAG-3’)
y STAB_R (5’-GTCAGACACTGTAATCACAACTTCCTTCCAG-3’). Asi, se empled pACYC-DesKCsrap:DesRrec para

co-expresar las siguientes proteinas:

DesKCsras:
MGSSHHHHHHGSGSENLYFQGSGIIKLRKEIERLEEKLEDANERIAELVKLEERQRIARDLHDTLGQKLSLIGLKSDLARKLIYK
DPEQAARELKSVQQTARTSLNEVRKIVSSMKGIRLKDELINIKQILEAADIMFIYEEEKWPENISLLNENILSMCLKEAVTNVV
KHSQAKTCRVDIQQLWKEVVITVSDDGTFKGEENSFSKGHGLLGMRERLEFANGSLHIDTENGTKLTMAIPNNSK

(Se sefiala en itdlica el HisTag, en subrayado el sitio de clivaje con TEV, en rojo las mutaciones realizadas
para estabiulizar el coiled-coil, y en azul subrayado la His conservada fosforilable).

Masa molecular tedrica = 27,8 kDa (25,6 luego de clivaje con TEV).

Absorbancia 0,1% (=1 g/L) = 0,55 luego de clivaje con TEV.

DesRgec:
MRGSHHHHHHGSGSENLYFQGSGSMISIFIAEDQQMLLGALGSLLNLEDDMEVVGKGTTGQDAVDFVKKRQPDVCIMDI
EMPGKTGLEAAEELKDTGCKIIILTTFARPGYFQRAIKAGVKGYLLKDSPSEELANAIRSVMNGKRIYAPELMEDLYSEA

(Se senala en italica el HisTag, en subrayado el sitio de clivaje con TEV, y en azul subrayado el Asp
conservado fosforilable).

Masa molecular tedrica = 17,4 kDa (15,2 luego de clivaje con TEV).

Absorbancia 0,1% (=1 g/L) = 0,40 luego de clivaje con TEV.

Para capturar al complejo DesKC:DesRgrec €n el estado catalitico fosfotransferasa, se utilizd el

mutante puntual fosfomimético DesKCisissaiu. ESta variante, cuando no se encuentra en complejo con DesR,
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adopta una estructura conformacional muy similar a DesKC,:fosforilada (Albanesi et al., 2009). Contamos
con el plasmido pACYC (Novagen) que incluye los marcos de lectura abiertos DesKCuisse:DesRgrec, que
codifican la variante de DesKC y el dominio REC de DesR respectivamente, ambos fusionados a una etiqueta
de seis histidinas (HisTag) y un sitio de clivaje para la proteasa TEV para cortar la etiqueta. Dicho plasmido
fue utilizado para co-expresar ambas proteinas, con las siguientes secuencias. Los valores de masas
moleculares y coeficientes de extincion fueron determinados mediante el software ProtParam

(http://www.expasy.org/tools):

DESKCngE:

MGSSHHHHHHGIHMENLYFQGRKERERLEEKLEDANERIAELVKLEERQRIARDLEDTLGQKLSLIGLKSDLARKLIYKDPEQ

AARELKSVQQTARTSLNEVRKIVSSMKGIRLKDELINIKQILEAADIMFIYEEEKWPENISLLNENILSMCLKEAVTNVVKHSQ
AKTCRVDIQQLWKEVVITVSDDGTFKGEENSFSKGHGLLGMRERLEFANGSLHIDTENGTKLTMAIPNNSK

(Se sefnala en italica el HisTag, en subrayado el sitio de clivaje con TEV, y en rojo se indica la mutacion
His188Glu).

Masa molecular tedrica = 27,3 kDa (24,9 luego de clivaje con TEV).

Absorbancia 0,1% (=1 g/L) = 0,56 luego de clivaje con TEV.

DesRgec:
MRGSHHHHHHGSGSENLYFQGSGSMISIFIAEDQQMLLGALGSLLNLEDDMEVVGKGTTGQDAVDFVKKRQPDVCIMDI
EMPGKTGLEAAEELKDTGCKHIILTTFARPGYFQRAIKAGVKGYLLKDSPSEELANAIRSVMNGKRIYAPELMEDLYSEA

(Se senala en italica el HisTag, en subrayado el sitio de clivaje con TEV, y en azul subrayado el Asp
conservado fosforilable).

Masa molecular tedrica = 17,4 kDa (15,2 luego de clivaje con TEV).

Absorbancia 0,1% (=1 g/L) = 0,40 luego de clivaje con TEV.

Cabe resaltar que, la absorbancia utilizada para determinar la concentracion del complejo
purificado fue de 0,5. Este valor corresponde a la absorbancia tedrica de ambas secuencias proteicas juntas

(ver punto 2 de Estrategia experimental).

2. Disefio racional de mutantes de DesRgec para evaluar fosfotransferencia in vitro

Para los ensayos de fosfotransferencia, partiendo del marco abierto de lectura de DesRgec (ver
punto 1 de Estrategia experimental) clonado en un plasmido pQE80 (Qiagen) (Trajtenberg et al., 2014), se
realizé mutagénesis sitio-dirigida para generar las variantes DesRgec-rs24 (que presenta la sustitucion Phe82
por Ala) y DesRgrec-rsan (cOn la sustitucion Arg84 por Ala), mediante la técnica Restriction-Free Cloning: para

el primer paso de amplificacion exponencial del “megaprimer”, se utilizaron los cebadores DesR_Fw (5'
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GATTAGTATATTTATTGCAGAAGATCAGCAAATGC 3'), F82A_Rev (5' CGGGTCTGGCGGCGGTGGTTAA
GATGATAATTTTG 3') y R84A Rev (5'GAAAGTAACCGGGTGCGGCGAAGGTGGTTAAG 3’). Asi, los megaprimers
generados codifican las mutaciones Phe82Ala y Arg84Ala (codones subrayados) respectivamente, lo que
permitié obtener el plasmido recombinante pQE80-DesRrec.rs2a pOr “primer extension”, en un segundo paso
de hibridacién y amplificacién lineal. Las concentraciones de reactivos y condiciones de amplificacion se
resumen en las Tablas 1 a 4. El plasmido parental sin la mutacidn se eliminéd mediante el agregado de 1 plL
de Dpnl (stock 20 U) e incubando a 37 2C por 1 hora, seguido de un paso de inactivacion a 80 2C por 5 min.
La mutagénesis fue confirmada por secuenciacion capilar (Macrogen, Corea; o IPM, Unidad de Biologia
Molecular, Instituto Pasteur Montevideo) de colonias transformadas con el producto final del clonado y

purificadas por miniprep (Qiagen). Todas las proteinas recombinantes presentan un HisTag N-terminal y un

sitio de corte con TEV en su extremo N-terminal.

Tabla 1. Concentraciones de reactivos para el primer paso de amplificacién exponencial de RF cloning.

Reactivo Volumen (uL)  Conc. final Conc. stock
Agua c.s.p. 50 - -
Buffer HF 10 1x 5x
dNTP 1 200 uM 10 mM
Oligo Fwd 1,25 0,5 uM 20 uM
Oligo Rev 1,25 0,5 uM 20 uM
Plasmido molde variable 20 ng/50 pL variable
Phusion HF Pol 0,5 1U/50 uL 2 U/uL
Total: 50

Tabla 2. Condiciones de amplificacién para el primer paso de amplificacion exponencial de RF cloning.

Etapa Temp. (°C) Tiempo (seg) N°ciclos

Desnaturalizacién inicial 98 30 1
Desnaturalizacién ciclica 98 10 35
Hibridacion 61 30 35
Elongacién 72 20 35
Elongacién final 72 300 1

Hold 4 - 1

Tabla 3. Concentraciones de reactivos para el segundo paso de amplificacidn lineal de RF cloning.

Reactivo Volumen (uL)  Conc.final  Conc. stock
Agua c.s.p. 50 - -
Buffer HF 10 1x 5x

dNTP 1 200 uM 10 mM
Megaprimer variable 200 ng/50 uL  variable
Plasmido a clonar variable 40 ng/50 pL variable
Phusion HF
Polymerase 0,5 1 U/50 pL 2 U/uL
Total 50
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Tabla 4. Condiciones de amplificacién para el segundo paso de amplificacion lineal de RF cloning.

Etapa Temp. (°C) Tiempo (seg) N°ciclos

Desnaturalizacion inicial 95 30 1
Desnaturalizacion ciclica 95 30 35
Hibridacién 58 60 35
Elongacién 72 300 35
Elongacién final 72 480 1

Hold 4 - 1

3. Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes

Para los ensayos de cristalizacién, las proteinas recombinantes fueron co-expresadas a partir de los
plasmidos pACYC-DesKCstag:DesRrec Y PACYC-DesKChigse:DesRgec, transformados en la cepa BL21(DE3)
(Novagen) de E. coli, a 30 2C por 4 horas y a 20 2C por 16 horas respectivamente, e incubando con 0,5 mM
de isopropil-B-tiogalactésido (IPTG) en la fase de crecimiento exponencial. Para los ensayos de
fosfotransferencia, las proteinas fueron expresadas a partir de los plasmidos pQE32-DesKC (Albanesi et al.,
2009), pQE80-DesRgec (Trajtenberg et al., 2014), pQE80-DesRgec-rs2a Y PQE80-DesRrec-rsan transformados en
la cepa TOP10F' (Invitrogen) de E. coli, a 20 2C por 16 horas, e incubando con 0,5 mM de IPTG en la fase de
crecimiento exponencial. En todos los casos las células fueron cosechadas centrifugando a 4600 x g por 20
min a 4 °C y resuspendidas en buffer de lisis (Tris.HCI 50 mM pH 8, NaCl 500 mM) con inhibidor de
proteasas PefaBloc (Roche), utilizando 5 mL de buffer por cada 1 g de peso humedo de pellet de bacterias.
La obtencidn de la fraccion soluble de los extractos celulares sobre-expresados se logré a partir de lisis
celular con lisozima (concentracion final 0,5 mg/mL) y Triton X-100 (concentracion final 1% v/v) incubando
a temperatura ambiente por 30 min, seguido de sonicacidn con pulsos de 1 s (amplitud 30%) e intervalos de
descanso de 3 s, completando tiempos totales de sonicaciéon de 4 min. Esto fue repetido 3-4 veces hasta
desapariciéon de viscosidad. Los extractos totales se centrifugaron finalmente a 12000 x g y 4 2C por 45 min,
separando asi la fraccidon sobrenadante de interés que contiene las proteinas solubles sobre-expresadas, de
la fraccién insoluble. Previo a la purificacion se agregé imidazol hasta 40 mM a la fraccién soluble, para
disminuir la unién de proteinas inespecificas a la primer columna cromatografica de afinidad a metal.

La purificacion de las proteinas se realizé en una serie de pasos cromatograficos. En primer lugar, y
valiéndonos del HisTag N-terminal, se realizd una cromatografia de afinidad a un catién metalico
inmovilizado (HisTrap, GE Healthcare): se utilizé zinc para la purificacion de los complejos DesKCsrag:DesRgec
y DesKChisse:DesRrec @ modo de evitar la oxidacion de cisteinas, fuente de heterogeneidad que previamente
impidid la generacion de cristales de calidad. Por otro lado, se utilizd niquel para obtener DesKC, DesRgec,
DesRrec-rs2a Y DesRrecrsan para realizar los ensayos de fosfotransferencia. En ambos casos, se empleé como
buffer de lavado Tris.HCI 50 mM pH 8, NaCl 500 mM e imidazol 40 mM, y la elucién se realizd en un

gradiente lineal de imidazol hasta 500 mM final en 30 min, con un flujo de 1 mL/min. Las proteinas eluidas
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fueron incubadas con la proteasa TEV (1 mg de proteasa cada 40 mg de proteina eluida) y la protedlisis se
realizd overnight en bolsas de didlisis, contra 300 volumenes de buffer de dialisis (Tris.HCl 50 mM pH 8,
NaCl 300 mM, DTT 0,5 mM). Las muestras se recuperaron y fueron sometidas a un segundo paso
cromatografico por afinidad, en donde se colectd el flow-through con las proteinas de interés (en este
punto, el HisTag fue clivado por TEV, proteasa que contiene dicha etiqueta N-terminal y se une a la
columna). El paso final consistié en una cromatografia de exclusién molecular (Superdex 75 HilLoad 16/60,
GE Healthcare) pre-equilibrada con buffer Tris.HCl 20 mM pH 8, NaCl 300 mM y MgCl, 10 mM para el
complejo DesKCsrag:DesRrec, Y 20 mM Tris pH 8, 300 mM NacCl para el complejo DesKChisgse:DesRrecy las
proteinas DeskKC, DesRgec, DesRrec-rsaa Y DeSRrec-rgan. Los complejos DesKCstag:DesRrec Y DesKCrisse:DesRrec
eluidos fueron concentrados por ultrafiltracion en dispositivos de centrifugacidon (Vivaspin), hasta
concentraciones finales de 16 y 19 mg/mL, respectivamente; mientras que las proteinas DesKC, DesRgec,
DesRrec-rsa Y DesRrec-rsan S€ concentraron del mismo modo, hasta 10, 25, 9 y 7 mg/mL, respectivamente.

Todas las proteinas se guardaron a -80 2C bajo las condiciones de elucidn descritas.

4. Ensayos de cristalizacion de los complejos DesKCsrag:DesRgrec Y DesKChisse:DesRrec

4.1. El complejo DesKCsrag:DesRgec

La solucién stock de proteina para cristalogénesis se preparé con el complejo puro a una
concentracion final de 10 mg/mL, en un volumen final de 150 pL incluyendo el buffer en el que eluyé en la
gel filtracion junto con AMP-PCP 5 mM, Tris 25 mM pH 8,5 y MgCl, 10 mM. El tubo se centrifugd a 16000 x
gy 4 °C por 10 min y se empled el sobrenadante para los ensayos de cristalizacidn. Para acelerar el proceso
de cristalogénesis se empled la técnica de microsembrado (Obmolova et al, 2014): para obtener los
microcristales se tomaron 2 uL de gotas con cristales de condiciones previas, y éstos fueron fragmentados
manualmente utilizando herramientas para la manipulacidon de los mismos. Luego, se agregaron 50 pL de
una solucién con PEG 600 30% (v/v), MES 0,1 M pH 6, MgS0O, 0,15 M vy glicerol 5% (v/v). Esta solucion se
diluyé al 1/400 en la solucién final de aditivo conteniendo PEG 600 27% (v/v), MES 0,1 M pH 6, MgS0,4 0,15
M vy glicerol 5% (v/v). La cristalogénesis por gota colgante se realiz6 a 20 2C en placas Linbro. Las gotas de
cristalizacién se prepararon con 0,8 pL de reservorio (PEG 4000 30% (w/v), Tris.HCI 0,1 M pH 8,5, Li,SO40,2
M), 2 pL de solucién stock de proteina, y 1,2 pL de solucidn de aditivo. Se incubaron tres gotas selladas en
cada uno de los 24 pocillos. Los cristales aparecieron a los 4 dias, y crecieron a los tamafios deseados (0,5
pum) en 10 dias aproximadamente. Posteriormente los cristales fueron crio-protegidos agregando
lentamente 4 L de solucidon de crio-proteccion con PEG 4000 32% (w/v), Tris.HCl 0,1 M pH 8, Li»S04 0,2 M,
MgCl,20 mM, BeFs; 18 mM, AMP-PCP 5 mM vy glicerol 15% (v/v). La solucion de BeFs se prepard mezclando

50 pL de una solucién stock de NaF 0,9 M, con 9 uL de una solucidn stock de BeCl, 1 M. Las soluciones que
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contenian BeFs fueron manipuladas con extrema precaucion, dado que el berilio es venenoso. Finalmente,
los cristales fueron brevemente sumergidos en solucién de crio-proteccidn, y pescados utilizando cryoloops

del tamafio adecuado para ser congelados en nitrégeno liquido.

4.2. El complejo DesKCrisse:DesRgec

La solucién stock de proteina para cristalogénesis se preparé con el complejo puro a una
concentracion final de 8,3 mg/mL, en un volumen final de 110 pl incluyendo el buffer en el que eluyd en la
gel filtracion junto con AMP-PCP 5 mM, Tris 25 mM pH 8,5, MgCl, 10 mM y DesRrec 150 uM. Se centrifugd
el tubo a 16000 x g y 4 °C por 10 min y se utilizé el sobrenadante para los ensayos de cristalizacion. La
cristalogénesis por gota colgante se realizé a 20 °C en placas Linbro, y las gotas se prepararon con 2 L de
reservorio (PEG 3350 18% (v/v), citrato de tri-potasio 0,3 M) y 2 uL de la solucion stock de proteina. Se
incubaron dos gotas selladas en cada uno de los 24 pocillos. Los cristales aparecieron en aproximadamente
6 dias, y crecieron a los tamafios deseados en 15 dias. Los cristales fueron crio-protegidos sumergiendo en
solucién de crio-proteccién conteniendo PEG 3350 20% (v/v), citrato de tri-potasio 0,3 M, AMP-PCP 5 mM,
glicerol 25% (v/v), MgCl, 20 a 150 mM, y BeFs 0 a 5 mM. Los cristales fueron finalmente pescados con

cryoloops del tamafio adecuado para ser congelados en nitrégeno liquido.

5. Difraccion de rayos X, solucion de estructuras cristalograficas, refinamiento y analisis

La difraccion por rayos X de los cristales se realizéd en un generador de anodo de cobre rotatorio
(MicroMax-007HF, Rigaku, Unidad de Cristalografia de Proteinas, Instituto Pasteur de Montevideo) o con
radiacidon sincrotrdnica (Soleil, Francia). El procesamiento de datos se llevd a cabo con los programas
iMOSFLM (Battye et al., 2011), o autoPROC (Vornhein et al., 2011) (este utiliza el algoritmo de XDS (Kabsch,
2010) internamente) para indexar e integrar; y POINTLESS/AIMLESS (Evans, 2006; Evans, 2011) para el
escalado de los datos y la reduccion de intensidades a amplitudes. Los datos de DesKCstag €n complejo con
DesRgrec (PDB 5IUN) fueron obtenidos en la linea de luz sincrotrén Proxima | (sincrotrén Soleil, Francia),
colectando 180 imdgenes con un rango de oscilaciéon de 1°, y 30 segundos de exposicién por imagen.
Mientras que los datos de DesKChisse en complejo con DesRgrec (PDB 5IUL) fueron colectados con el
generador de rayos X de nuestro laboratorio, midiendo 593 imdgenes con un rango de oscilacion de 0,3° y
10 min de exposicion por imagen.

Las estructuras fueron resueltas mediante reemplazo molecular con el programa Phaser (McCoy et
al., 2007), usando como sonda de busqueda un modelo generado in silico de un complejo DesKC:DesR
(Trajtenberg et al., 2014). Inicialmente se ubicaron las regiones correspondientes al DHp y REC del complejo,

y el resto de los dominios fueron manualmente ubicados en los mapas de densidad electrdnica. Luego, el
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modelo fue manualmente completado utilizando el programa Coot (Emsley et al., 2010) y refinados con
Buster (Bricogne et al., 2009). La validacidn se realizd durante y hacia el final del refinamiento, utilizando
las herramientas de MolProbity (Chen et al., 2010). La visualizacion de los modelos proteicos, asi como el
analisis estructural de los complejos y las figuras de este trabajo, se realizaron con PyMol (Schrodinger,

2015).

6. Ensayos de autodesfosforilacion de DesR y de actividades retrofosfotransferasa, fosfotransferasay
fosfatasa del complejo DesKC:DesR in vitro

Para obtener a DesRgrec,DesRrec-rs2a Y DesRrec.rsan fosforiladas, se autofosforilaron 600 uM de cada
proteina recombinante empleando como dador de fosfato acetil-fosfato 50 mM en buffer Tris.HCI 25 mM
pH 8, NaCl 300 mM y MgCl, 30 mM por 1 h a temperatura ambiente. Las reacciones se detuvieron
afiadiendo EDTA 50 mM, y desalando mediante una columna PD Minitrap G-25 (GE Healthcare). Los
ensayos de autodesfosforilacién de DesRrec ¥ DesRrec.rs2a S€ realizaron por triplicado a una concentracién
proteica de 30 UM e incubadas en presencia de MgCl, 30 mM. Las reacciones fueron detenidas a diferentes
tiempos, afiadiendo buffer de muestra con SDS y DTT 25 mM, incubando por 10 min. El exceso de DTT se
bloqueé con iodoacetamida 40 mM incubando por otros 10 min y cargado en un gel desnaturalizante de
acrilamida (13%) con PhosTag (PhosTag-SDS-PAGE) (Wako): el uso de la molécula “PhosTag” permite
observar y determinar cuantitativamente la fraccion fosforilada de una proteina dada (Kinoshita et al.,
2006). Esta molécula se agrega a la solucion concentradora del gel junto con zinc, y se unird
especificamente al fosfato de la fosfoproteina sembrada, lo cual permite observar un retardo en la
migracién respecto a la fraccidn de proteina no fosforilada. Los geles fueron tefiidos con azul de Coomasie,
y luego escaneados para la cuantificacidn de las reacciones mediante densitometria, utilizando el software
ImageJ (Schneider et al., 2012). La vida media del fosfoaspartato se calculé ajustando los datos a una
linealizacidn logaritmica y tomando el tiempo al cual la cantidad de proteina fosforilada decae a un 50% del
valor inicial.

Para los ensayos de fosfotransferencia, se autofosforilé DesKC incubando con ATP 10 mM y MgCl,
20 mM, a una concentracion proteica de 100 uM, por 1 h a temperatura ambiente. P~DesKC fue
posteriormente purificada por cromatografia de exclusién molecular (Superdex S75 10/300, GE Healthcare),
equilibrada en buffer Tris.HCl 20 mM pH 8 y NaCl 300 mM. Las reacciones de fosfotransferencia fueron
realizadas por triplicado, combinando 30 uM de P~DesKC con concentraciones equimolares de DesRgec,
DesRrec-rs2a 0 DesRrec-rsan, @ 25 2C en Tris.HCl 20 mM pH 8, NaCl 300 mM, y MgCl>30 mM ¢ CaCl, 30 mM. Las
reacciones correspondientes a la actividad fosfatasa se realizaron en las mismas condiciones, pero
utilizando las distintas variantes de P~DesR incubadas con DesKC. Para los controles sin metal se pre-incubd
con EDTA 10 mM pH 8. En todos los casos las reacciones se detuvieron a los tiempos 1, 5, 10 y 30 min,

afiadiendo buffer de muestra con SDS y DTT 25 mM, incubando por 10 min. El exceso de DTT se bloqued
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con iodoacetamida 40 mM incubando por otros 10 min y las muestras fueron analizadas por PhosTag-SDS-
PAGE y cuantificadas por densitometria.

La cuantificacidn de la retrofosfotransferencia basal de P-DesRgec hacia DeskKC con distintos metales
fue realizada por PhosTag-SDS-PAGE y densitometria utilizando Imagel, en las condiciones ya descritas. El
experimento consistio en medir la fraccion fosforilada de DesKC luego de 1 min de incubacion con
P~DesRgrec 6 P~DesRgec-rsan €N concentraciones equimolares y empleando MgCl,, CaCl,, 6 EDTA. Por otro
lado, se realizé6 una medida cualitativa de retrofosfotransferencia de los mutantes de DesR en exceso
respecto a DeskC, incubando 30 uM de DesKC con 150 uM de DesRgrec, DesRrec-rs2a Y DesRrec-rsan Y acetil

fosfato 50 mM, por 1 min a temperatura ambiente.

RESULTADOS

1. Obtencidn de cristales de los complejos y procesamiento de datos

Las proteinas DesKCstas Y DesRgec se co-expresaron en forma soluble en el sistema de expresién
procariota E. coli con buenos rendimientos, lograndose purificar 12 mg de complejo por litro de cultivo
(Figura 10) para realizar los ensayos de cristalizacién. El pico mayoritario de elucidn obtenido en la
cromatografia de exclusién molecular corresponde al complejo, y su peso molecular aparente calculado
segun la calibracion de la columna es de 55 kDa. Este valor es significativamente inferior al calculado para la
especie esperada, la cual incluye un dimero de DesKCsrag en complejo con una o con dos moléculas de
DesRrec, que pronosticaban un peso molecular teérico de 65 u 80 kDa, respectivamente. Mediante SDS-
PAGE y espectrometria de masas se confirmd que la especie que eluye de la cromatografia de exclusion
molecular es efectivamente el complejo, y la posterior resolucién de la estructura confirmé que éste
presenta una estequiometria de 2:2. La diferencia con respecto al peso tedrico podria deberse a
caracteristicas de la estructura terciara y cuaternaria de las proteinas en cuestion.

Los primeros ensayos de cristalogénesis permitieron obtener cristales pequefios con forma de placa,
pero el andlisis por difraccién no permitié tener datos a una resolucién mayor a 8 A. La purificacién del
complejo utilizando zinc en lugar de niquel como metal para la cromatografia de afinidad, junto con la
posterior optimizacion de la cristalogénesis empleando la técnica de microsembrado (para favorecer la
nucleacidn cristalina), el uso de aditivos con el fin de mejorar el empaquetamiento cristalino mediado por
interacciones intermoleculares (Rupp, 2010), y la optimizacidn de las condiciones de crioproteccién (Alcorn
& Juers, 2010), resultaron en el crecimiento de cristales (Figura 11) que generaron patrones de difraccion
de rayos X de buena calidad, con una resolucién maxima de 2,8 A (Figura 12). Tras el indexado, integracién
y escalado de las imagenes de difraccidén, se determind que los cristales obtenidos para el complejo
DesKCstag:DesRgec pertenecen al grupo de espacio trigonal P3:21, presentando un complejo y medio en la

unidad asimétrica. La mitad restante del segundo complejo, queda reconstruida por aplicacion del eje de
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orden 2 de simetria cristalografica, lo que revela que el homo-dimero de DesKC es perfectamente simétrico.

Para los andlisis estructurales posteriores, se utilizé el complejo completo de la unidad asimétrica.
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Figura 10. Perfil de elucion del complejo DesKCsrag:DesRrec en la columna de gel filtracién Superdex 75 pg 26/60. El

pico a 140,9 mL corresponde al complejo, mientras que el pico a 201,5 mL corresponde a la forma monomérica de

DesRrec en exceso.

Figura 11. Cristalogénesis del complejo DesKCstas:DesRrec. Los primeros intentos de cristalizar el complejo resultaron
en cristales de insuficiente calidad (izquierda) para obtener patrones de difraccién a las resoluciones deseadas. El uso
de semillas y aditivos resultaron en una mejora en la calidad de los cristales (centro), y la posterior optimizacién de las
condiciones de crio-cristalizacion permitié obtener cristales que difractaron a una resolucién maxima de 2,8 A

(derecha).

Figura 12. Patrén de difraccion representativo del cristal del complejo DesKCsras:DesRrec (grupo espacial P3121).

36



En el caso del complejo DesKCuisgse:DesRrec, se obtuvieron 12 mg de complejo por litro de cultivo en

forma homogénea (Figura 13) para los ensayos de cristalizacidon. El pico mayoritario de elucidn tras

cromatografia de exclusién molecular corresponde al complejo, tal como se confirmé mediante analisis por

SDS-PAGE y espectrometria de masa. La elucidon retardada del complejo DesKCrisse:DesRgec €n comparacion

con DesKCstap:DesRrec corresponde a diferencias estequiométricas, dado que el primero se encuentra

conformado por una relacidon molar 2:1, tal como mostrd la estructura cristalografica resuelta. Los cristales

obtenidos (Figura 14) fueron sometidos a difraccion de rayos X, revelando patrones de buena calidad

(Figura 15). Tras indexar, integrar y escalar las reflexiones, se determind que los cristales del complejo

pertenecen al grupo espacio monoclinico P21, presentando dos complejos en la unidad asimétrica. Ambos

complejos son estructuralmente idénticos, presentando un rmsd (“root mean squared deviation”) de 0,4 A

(superponiendo 376 Ca).
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Figura 13. Perfil de elucion del complejo DesKChisse:DesRrec en la columna de gel filtracién Superdex 75 pg 26/60. El

pico a 148,5 mL corresponde al complejo, mientras que el pico a 198,0 mL corresponde a la forma monomérica de

DesRRrec en exceso.

Figura 14. Cristal del complejo DesKChisse:DesReec. El cristal difracté a una resolucién maxima de 3,2 A.
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Figura 15. Patrén de difraccion representativo del cristal del complejo DesKChisse:DesRrec (grupo espacio P21).

La Tabla 5 muestra las estadisticas de la coleccion de datos de difraccion para ambos complejos. La
calidad del integrado y escalado de datos puede medirse a través de varios indices, entre ellos la relacion
sefial/ruido (I/ol), el coeficiente de correlacion entre dos mitades seleccionadas aleatoriamente (CCyp), la
completitud, y los indicadores estadisticos R de calidad de ajuste entre intensidades idénticas (medidas
multiples veces, o relacionadas por simetria cristalografica). Tomando en cuenta todos estos indices, se
puede identificar la maxima resolucién. /ol y CCy/; reportan la calidad de las intensidades de las reflexiones
en relacién al background o ruido, y se espera que el CCy2 no sea inferior a 0,14 en la capa de mayor
resolucién (Karplus & Diederichs, 2012). Por otra parte, Rmess indica cudn precisos son los valores de
intensidad de cada una de las reflexiones, teniendo en cuenta la multiplicidad con la que se midieron,
mientras que Ryim Mide la precision del promedio de las intensidades, por lo que refiere al desvio estandar
de dicho promedio. Tipicamente para un set de datos de buena calidad, se espera que estos valores no

sean muy elevados, en especial en las capas de baja resolucidn sean menores a 0,05 (6 5% de diferencia en

Tabla 5. Estadistica de la coleccién de datos de difraccion de los complejos DesKCstas:DesRrec y DesKChisse:DesRrec.

Complejo DesKCstag:DesRrec Complejo DesKChisse:DesRrec

Grupo espacio P3:21 P24
Dimensiones de celda

a, b, c(A) 94,3 94,3 239,9 88,2 116,7 91,9

o, B,v(°) 9090120 90117,190
Resolucidn (A) 48,35-2,79 (2,94-2,79)* 38,59-3,15 (3,32-3,15)
Reflexiones Unicas 31510 (4385) 28033 (3944)
Rrmeas 0,1(2,07) 0,1(0,57)
Rpim 0,03 (0,63) 0,05 (0,29)
CCyp2 1,00 (0,56) 1,00 (0,83)
I/ol 15,6 (1,5) 11,8 (2,7)
Completitud (%) 99,5 (96,7) 98 (95,6)
Redundancia 10,8 (10,3) 3,8(3,8)

*Los valores en paréntesis corresponden a la capa de mayor resolucién.
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las reflexiones en promedio). Finalmente, la completitud es una medida de cuan completo es el set de
datos, esto es, cuantas reflexiones fueron medidas en relacidn a las reflexiones totales posibles, y depende
de la simetria cristalina, la mosaicidad del cristal (si es muy elevada puede haber un grado significativo de
superposicion entre reflexiones diferentes, no pudiendo ser en definitiva integradas), la oscilacion por
imagen (directamente vinculada con la mosaicidad y los parametros de celda) y el rango de rotacién total
elegida en la estrategia de colecta (Rupp, 2010; Wlodawer et al., 2013).

La densidad electrénica p(xyz) de la estructura cristalina, siendo x, y, z las coordenadas de los

atomos en la celda unitaria del cristal, puede obtenerse calculando la transformada de Fourier:

p(xyz) = %ZIF(hkl)I exp[—2mi(hx + ky + 1z) — i¢p(hkl)]
hikl

donde V es el volumen de la celda unitaria; |F(hkl)| corresponde a la amplitud de los factores de
estructura, para cada una de las reflexiones con indices de Miller asignados h, k, |/ (en otras palabras, F es
una funciéon que representa cémo contribuyen los atomos del cristal al patrén de difraccion, en una
orientacion determinada por el conjunto de planos hkl); y ¢ (hkl) corresponde a las fases de dichas
reflexiones (Drenth, 2007). Las amplitudes calculadas a partir de los datos experimentales de difraccion
(intensidades) se convirtieron a factores de estructura durante el procesamiento de datos (en el paso
llamado de reduccidon de datos); sin embargo, la informacién de las fases no se puede medir en el
experimento de difraccion. Para resolver el problema de las fases se siguid el procedimiento de reemplazo
molecular, mediante el cual se obtienen fases aproximadas a partir de un modelo estructural
suficientemente similar, que debe ser rotado y trasladado en la celda cristalografica problema, para
superponerse con el modelo real en el cristal; dichas funciones de rotacion y de translacién son calculadas
matemadticamente permitiendo discernir con claridad cuando se encuentra una solucién. En nuestro caso,
para resolver la estructura del complejo se utilizé como sonda para esta busqueda, un modelo generado in
silico (Figura 16) partiendo de las estructuras cristalograficas de los dominios DHp de DesKC y REC de DesR,
y utilizando como referencia un complejo entre una HK y su RR de Thermotoga maritima (Casino et al.,
2009; Trajtenberg et al., 2014). Este proceso de reemplazo molecular fue exitoso, con lo que se entra en
radio de convergencia para subsiguientemente refinar el modelo inicial, de modo de ajustar el patrén de
difraccidn calculado al realmente medido. Este proceso de ajuste es denominado refinamiento, y para ello
utilizamos el programa Buster. En forma iterativa al refinamiento, se debe ir corrigiendo también
manualmente el modelo y reconstruyéndolo, en funcién de los mapas de densidad electrdnica. Este
proceso de refinamiento y reconstruccidn de modelo se hace ciclicamente, hasta que los indices
cuantitativos de ajuste a la difraccion son maximizados y convergen de forma estable. Los modelos fueron
luego validados y depositados en la base de datos publica Protein Data Bank (PDB). En suma, se resolvio la

estructura tridimensional a 2,8 y 3,2 A de los complejos DesKCsras:DesRrec Y DesKChisse:DesReec,
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respectivamente. Cabe agregar que se resolvieron las estructuras de dos complejos DesKCnigse:DesRrec
adicionales, depositados también en la PDB (nimeros de acceso 5IUJ, 51UK). El andlisis de estas estructuras
se encuentra disponible en el articulo Trajtenberg et al., 2016 (doi: 10.7554/elLife.21422). En la Figura 17 se

muestran mapas de densidad electrénica de los complejos, utilizando las fases de los modelos finales.

Figura 16. Modelo in silico de DesK:DesR utilizado para reemplazo molecular. Se observa la superposicion del
esqueleto de Ca del modelo generado de DesK:DesR (naranja:cyan) (Trajtenberg et al., 2014) sobre la estructura

cristalografica de DesKCstas:DesRrec(verde:magenta).

Figura 17. Representacidn de los mapas de densidad electrénica obtenidos para los complejos DesKCsras:DesRrec (A) y
DesKCrisse:DesRrec (B). Se observa el plano transversal del dominio DHp del dimero de DesKC (amarillo y verde) y los

monomeros de DesRegec (naranja y/o magenta).

Los datos estadisticos del refinamiento se detallan en la Tabla 6. El indicador Rwork compara las

intensidades de difraccion calculadas a partir del modelo atémico construido, con las medidas
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experimentalmente. A su vez, se utiliza el indicador Rxee para estimar la sobreinterpretacion (“overfitting”)
de los datos: se selecciona al azar un set de reflexiones (aproximadamente 5% del total) que no se usan
nunca en el refinamiento, para ir comparando en cada ciclo de refinamiento con el Rwox de datos
procesados. Si el modelo se va mejorando y construyendo correctamente, el Ruork Y €l Riree deben disminuir
gradualmente ambos de manera similar, y ambos converger en las etapas finales.

Por otro lado, los factores B (medida de desplazamiento medio de los 4tomos) dan cuenta de la
mayor o menor flexibilidad de la proteina: mayor flexibilidad se asocia a mayores valores de factor B. El plot
de Wilson permite una estimacidn del promedio de los factores B de todos los 4&tomos sélo en base a los
datos de difraccion (antes incluso de tener un modelo atdmico); su consistencia con los factores B tomados
de promediar todos los dtomos del modelo refinado es Util como medida de un apropiado ajuste de
factores de escala entre difraccidn calculada y observada, entre otros parametros. La obtencién de factores
B elevados refleja que nuestras proteinas en complejo tienen alta flexibilidad. Finalmente, los rmsd mide
diferencias entre valores observados en el modelo y valores esperados para los enlaces quimicos en
moléculas: son formas de validar el refinamiento; como vemos aqui, el ajuste con valores ideales es
excelente. También para ello se observa cémo se disponen los residuos del modelo refinado en un gréfico

de Ramachandran, verificando que hay un nimero infimo de outliers (Rupp, 2010; Wlodawer et al., 2013).

Tabla 6. Estadistica del refinamiento estructural de los complejos DesKCstas:DesRrec y DesKChigse:DesRrec.

Complejo DesKCsrag:DesRgec Complejo DesKCyisse:DesReec
N° de reflexiones usadas (N en el
set free) 31454 (1568) 26231 (1320)
Rwork/ Riree 0,214/0,249 0,19/0,231
N° de atomos
proteina 7912 8709
93 (AMP-PCP), 6 (Mg?*), 12 (MES),
ligandos, iones 12 BeFs, 5 (S04%) 124 (AMP-PCP), 6 (Mg*), 2 (K*)
aguas estructurales 12 18
Factores B (A?)
deducido del grafico de Wilson 98,3 84,1
promedio sobre el total de
atomos de proteina 118,7 89,6
Rmsd
distancias de enlace (A) 0,01 0,01
angulos de enlace (°) 1,2 1,25
N° de residuos en grafico de
Ramachandran
favorecidos/outliers 1025/1 1073/5
PDB ID 5IUN 51UL

*Los valores en paréntesis corresponden a la capa de mayor resolucién.
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2. Estructura del complejo DesKC:DesR en la reaccion de desfosforilacion

La estructura tridimensional obtenida del complejo DesKCstag:DesRrec Se observa en la Figura 18. La
proteina mutante DesKCstap fue generada como una forma de atrapar la HK en su conformaciéon de
fosfatasa. Previamente se demostré que insertando estas mutaciones que estabilizan el coiled-coil,
efectivamente se genera una forma constitutivamente inactiva como quinasa y capaz de desfosforilar a
P~DesR (Saita et al., 2015). La estructura de DesKCstag €n el complejo adopta una conformaciéon muy similar
a una variante de DesKC (DesKCuissy) también estabilizada en este estado catalitico (Albanesi et al., 2009).

La estructura de uno de los complejos de la unidad asimétrica muestra la formacién del coiled-coil
hacia el N-terminal del dominio DHp, estabilizada gracias a los mutantes puntuales Ser150lle, Ser153Leu y
Argl57Ille en las posiciones a-d-a, respectivamente, en dos héptadas consecutivas estabilizando el
superenrollamiento helicoidal (Figura 19). Esto incrementa la rigidez del dimero y consolida la interfaz entre
los dominios DHp y CA, estabilizando a estos ultimos restringiendo su movilidad (Albanesi et al., 2009). En
la estructura se observa que la Phe346, perteneciente a la caja “F” del dominio CA de DesK, posee el rol de
“gripper thumb” en la interfaz DHp:CA (ver Figura 23). Este residuo es clave en la interaccion diferencial
entre los dominios de DesK en los distintos estados cataliticos, y aparece como un mecanismo estructural
conservado en un gran numero de HKs (Albanesi et al, 2009; Bhate et al., 2015). Ademds, se observa la
presencia de una molécula de AMP-PCP (analogo no hidrolizable de ATP agregado durante la cristalizacién)

unida a cada uno de los dominios cataliticos, alejados de la histidina fosforilable (~27 A), lo que impide su

N-_t_erm

Nt coiled coil

REC

Figura 18. Estructura cristalografica del complejo DesKCstas:DesRrec, caracterizado por la disposicién simétrica y la
formacién del superenrollamiento tipo “coiled coil” hacia el extremo N-terminal de DesKCstag. El dimero de DesKCsras
se observa en verde y amarillo, mientras que los mondmeros de DesRrec se observan en magenta y naranja. Adaptado

de Trajtenberg et al., 2016.
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Figura 19. Extremo N-terminal de DesKCstas, donde se muestran las mutaciones Ser150lle, Ser153Leu y Argl57lle
(subrayadas en negrita en la secuencia) realizadas en las posiciones a y d de la héptada helicoidal para estabilizar el
superenrollamiento coiled-coil. En dichas posiciones se ubican residuos hidrofébicos que apuntan hacia el interior del

motivo superenrrollado.

trans-autofosforilaciéon (Trajtenberg et al.,, 2010). Tanto la formacién del coiled-coil como la extensa
complementariedad estructural de los dominios CA y DHp, dan lugar a un alto grado de simetria entre
ambos mondémeros; esto ya ha sido documentado previamente como una caracteristica estructural de
otras HKs capturadas en el estado fosfatasa (Albanesi et al., 2009; Casino et al., 2009).

La adopcidn de una conformacion simétrica por parte de la HK expone dos sitios de unién al RR
igualmente disponibles. La estructura del complejo muestra dos mondmeros de DesRgec interaccionando
uno de cada lado del dominio DHp dimérico, estableciendo una estequiometria HK:RR de 2:2. Ensayos de
calorimetria por titulacion isotérmica del mutante fosfatasa DesKCyissv en complejo con DesR (Trajtenberg,
2011, Tesis doctoral; Trajtenberg et al., 2016) respaldan la relacion estequiométrica obtenida en los
cristales. Estudios previos muestran que DesKChissy Se encuentra estructural y funcionalmente estabilizado
en el estado fosfatasa (Albanesi et al., 2004; Albanesi et al., 2009); en este trabajo hemos podido obtener la
estructura de DesK en dicho estado, sin modificar la histidina conservada por mutagénesis. Las
superposiciones de DesKCrissy sobre DesKCstas (Figura 20) revelan rmsds de 1,4 A (superponiendo los 136
Ca del dominio DHp del modelo de DesKCrissy, PDB: 3EHH), 6 2,1 A (por superposicién de todos los 370 Ca
de ambas proteinas), que son valores bajos reflejando gran similitud. Valores de rmsd semejantes se
obtienen superponiendo DesKCsrag del complejo con otro modelo de DesKCrissy (pdb 3EHJ). A diferencia de
DesKCuissv, DesKCsrag presenta la His188 nativa, la cual se observa orientada hacia el interior del coiled-coil
del dominio DHp, como se detallarda mas adelante. Esto agrega una evidencia adicional para la definicién
del estado fosfatasa de la estructura aqui obtenida.

Ambos mondémeros de DesRgrec en el complejo, presentan una molécula de BeFs unida al Asp54

conservado, y coordinando un catién de Mg*. Tomando en cuenta las caracteristicas estructurales y
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funcionales mencionadas, la estructura del complejo DesKCstag:DesRrec (Que podemos denominar
“complejo fosfatasa”) representa una fotografia de la reacciéon de desfosforilacion, previa a la hidrdlisis

mediada por DesK del enlace P-Asp en DesR.

Figura 20. Superposicion de DesKCstas (verde y amarillo) con la estructura cristalografica de DesKCrissv (naranja y cyan,

PDB: 3EHJ), caracterizada como constitutivamente fosfatasa (Albanesi et al., 2009).

3. Estructura del complejo DesKC:DesR en la reaccion de fosfotransferencia

Con el objetivo de capturar un complejo DesK:DesR en la etapa de fosfotransferencia, se realizaron
intentos de cristalizacion de P~DeskC en complejo con una variante no fosforilable de DesRgec. Para esto se
realizd la co-expresion de DeskKC wild-type y el mutante DesRgrec.osan, €n donde se sustituyd el aspartato
conservado por el residuo no fosforilable asparagina, y se intentd cristalizar en presencia de ATP. Sin
embargo, el rastreo de 384 condiciones de cristalizacién diferentes no resultd en la produccidn de cristales
de calidad.

Si se tuvo éxito utilizando como estrategia alternativa el uso del mutante fosfomimético DesKCysse,
en complejo con DesRgec. La estructura tridimensional del complejo DesKChisse:DesRgec se observa en la
Figura 21. La superposicion de DesKCnisse con la de una estructura de DesKC wild-type fosforilada (Figura
22), previamente resuelta por nuestro laboratorio, revela conformaciones muy similares en ambos estados:
un rmsd de ~0.8 A alineando los 920 4tomos de los dominios DHp de P~DesKC wild-type (PDBs 3GIG, 51UM),
y resultados semejantes con DesKCyisse libre (PDB 3GIF). Esto sugiere que DesKC en nuestro complejo es
una representaciéon bona fide de la HK fosforilada.

De aqui en mas, los analisis estructurales se realizardn con un modelo de DesKC en estado

fosfotransferasa, en donde se sustituyé in silico el Glu188 por la His fosforilada del cristal de P~DesKC wild-
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type. Dicha sustitucion fue trivial por superposicion de ambas estructuras en el dominio DHp y realizando
una minimizacién restringida con Rosetta (Das & Baker, 2008), con el objetivo de permitir cambios muy
pequefios para evitar choques entre cadenas, manteniendo al maximo las coordenadas atémicas

experimentales. La estructura de DesKCnigse en el complejo DesKChisse:DesRgec presenta un estado confor-

A/

REC

Figura 21. Estructura cristalografica del complejo DesKChisse:DesRrec. Se observa la liberacion de los dominios CA
resultado de la desestabilizacion del “coiled-coil”. El dimero de DesKChisse se muestra en verde y amarillo, el

mondémero de DesRrec se observa en magenta. Adaptado de Trajtenberg et al., 2016.

Figura 22. Superposicion de DesKChisse (verde y amarillo) con la estructura cristalografica de P-DesKCut (rosado vy gris,

PDB: 51UM).

macional muy diferente respecto a la de la estructura de DesKCstag en el complejo fosfatasa. Los rearreglos

pueden describirse por dos movimientos estructurales importantes: (i) desestabilizacion del coiled-coil, lo
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cual se observé también en la estructura autoquinasa de DeskC (Albanesi et al., 2009) y (ii) cambios en la
movilidad y disposicion de los dominios CA (en ambos complejo estos dominios estan interaccionando con
AMP-PCP). DesKCnisse adopta una conformacién asimétrica: esta asimetria fue documentada previamente
en otras formas fosforiladas de DesKC e incluso de otras HKs activas (Albanesi et al., 2009; Mechaly et al.,
2014; Casino et al., 2014). Cambios en la movilidad de los dominios CA juegan un papel importante en la
regulacion funcional de DesK (Saita et al., 2015). En el estado fosfotransferasa, el dominio CA de un
mondmero se encuentra completamente moévil, y puede ser observado fortuitamente gracias a que el
empaquetamiento cristalino lo mantiene ordenado, permitiendo la obtencién de mapas de densidad
electrdnica claros. El segundo CA se encuentra interaccionando con la hélice N-terminal del otro mondmero
a través del gripper thumb. Esta ultima interaccién se observd en todas las estructuras del estado
fosfotransferasa previamente resueltas (Albanesi et al., 2009), y tendria gran importancia, ya que liberaria
el sitio de unién a DesR evitando que el dominio CA compita por la His fosforilable. En la Figura 23 se
observa las distintas disposiciones de este segundo dominio CA, que se encuentra en ambos estados
acoplado diferencialmente al DHp. Estas dos formas de interaccion DHp:CA estan correlacionadas con
reordenamientos de las hélices centrales del DHp, las cuales a su vez definen el correcto posicionamiento
de la His188 fosforilable.

Como se ha mencionado, la conformacion asimétrica de DesK no implica que existan diferencias
muy significativas en las superficies de los dos sitios de unidén a DesR, que involucraria a la His fosforilable
de DesK. Sin embargo, en al menos uno de los dos sitios se ubicaria el regulador para recibir el fosforilo en
su Asp conservado (Albanesi et al., 2009). Mediante calorimetria de titulacion isotérmica, fue posible
identificar estos dos sitios de unidn, siendo uno de ellos de muy baja afinidad (Trajtenberg et al., 2016).
Esta asimetria estequiométrica puede explicarse considerando la movilidad de los dominios CA, donde la
unién de uno de ellos al dominio DHp libera el sitio de unién que presenta la His fosforilable. En cambio, el
dominio CA movil competiria con el RR por la unién al dominio DHp de la HK. Esto hace que un sdlo
mondmero de DesRrec pueda efectivamente interaccionar en forma productiva con el dimero de
DesKCnisse, estableciendo una estequiometria HK:RR de 2:1, como puede observarse en la estructura
cristalina del complejo DesKCrisse:DesRgec.

El mondmero de DesRgec presenta una conformacion casi idéntica a la observada en el estado
fosfatasa de la reaccidn. Sin embargo en el caso del complejo fosfotransferasa no se observo la molécula de
BeFs unida al Asp54. Ademas, la estructura de DesRrec en complejo con DesKCyisse muestra al magnesio
coordinado por el cluster de carboxilatos del regulador. En la siguiente secciéon se desarrollara con mas
detalle las caracteristicas conformacionales de DesR en ambos complejos. En suma, la estructura del
complejo mutante DesKCyisse:DesRrec, que podemos denominar “complejo fosfotransferasa”, representa
una fotografia de la reaccién de fosfotransferencia, previa a la migracion del fosforilo desde la P~Hisyk hacia

el Aspge.
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En los estados fosfatasay
fosfotransferasa, el dominio A
CA mévil se asocia ados
regiones diferentes del
dominio DHp

Transicion fosfatasa-
autoquinasa-fosfotransferasa

Larotacién delas
hélices del dominio
DHp exponen la
His188 fosforilable
al solvente

Figura 23. Movimiento del dominio CA y rotacion de las hélices centrales del dominio DHp en la transicién fosfatasa-
fosfotransferasa de DesKC. El dominio CA es liberado para permitir la autofosforilacién de DesK mediada por ATP en la
reaccion autoquinasa, y posteriormente se da la fosfotransferencia hacia DesR. En este ultimo caso el dominio CA pasa
a interaccionar en la regién N-terminal de las hélices centrales del dominio DHp. Se muestra en blanco a DesKCsras
(fosfatasa) y en rojo a DesKChisse (fosfotransferasa); en este ultimo caso la His188 fue modelada utilizando como

molde la estrutura P-DesKC (PDB: 51UM). Por simplicidad se muestra un tnico dominio CA.

4. Estructura de DesRgec €n ambos complejos

Al activarse, DesR dimeriza mediante la superficie conformada por las hélices al y a5 (Trajtenberg
et al., 2014). Ademas, es capaz de tetramerizar a través de la superficie a4B6a6, en correlacién con la
asociacion al ADN (Trajtenberg et al., 2014). Las estructuras resueltas en este trabajo muestran que la
superficie ala5 constituye, también, la mayor parte de la superficie de interaccién de DesR con DesK en
ambos estados funcionales. El andlisis de la interfaz HK:RR muestra que las conformaciones de la hélice del
dominio DHp en contacto con el regulador, tanto para el estado fosfatasa como fosfotransferasa, son
virtualmente idénticas, interactuando asi con la hélice al, el bucle B5a5 y el extremo N-proximal de la
hélice a5 de DesR (Figura 24). Se observé que en ambos casos, dicha interfaz estd mayoritariamente
constituida de interacciones de van der Waals, en las que estan involucrados residuos hidrofébicos de
ambos componentes. Como se vera mads adelante, las diferencias mas significativas entre los distintos

estados funcionales se observan a nivel del sitio catalitico y en la disposicidn de los dominios CA, que
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establecen algunos contactos diferenciales.

Dominio REC (DesR)

Figura 24. Superposicidon de las superficies de interaccion del dominio DHp de DesKCstas con la hélice al y el bucle
B5a5 que incluye el extremo N-proximal de la hélice a5 de DesRric (verde y magenta, respectivamente), y de

DesKCrisse con DesRrec (rosado y blanco, respectivamente).

La estructura de DesRgrec en ambos estados funcionales del complejo es muy similar, con un rmsd de
0,3 A (881 vs 881 atomos; 0,2 A tomando en cuenta 124 vs 124 Ca Unicamente), indicando que DesK
reconoce una misma conformacién del RR en ambos casos. Los cambios mds drdsticos entre la forma unida
a DesK y las formas libres de DesR, se observan a nivel de algunos bucles entre elementos de la estructura
secundaria (Figura 25). Globalmente, DesRgrec se asemeja mds al estado activo, con un rmsd de 0,5 A
comparando 848 dtomos de DesRgecactivo (PDB 4LEQ); reduciéndose incluso a 0,3 A tomando en cuenta
sélo los 113 Ca, en especial si uno considera los bucles Blal, f2a2, B3a3, la hebra B2 y la hélice a2. La
disposicion de estos bucles en conformacién tipo “activo”, permiten la formacidn del cluster de carboxilatos
para la coordinacién del magnesio en el sitio activo. Sin embargo, los bucles B4a4 y B5a5, asi como la
posicion de la hélice a6, presentan caracteristicas similares al estado inactivo de DesR (PDB 4LE1), lo cual es
importante para asegurar que el Asp54 fosforilable se encuentre expuesto y en condiciones de recibir el
fosforilo; o para su hidrdlisis, dependiendo del estado funcional de Desk.

A diferencia de lo observado en otros RRs (Birck et al., 1999, Roche et al., 2002), la activacién de
DesR no estd asociada a cambios rotaméricos del residuo aromatico conservado de la hebra B5
(Trajtenberg et al., 2014): la comparacidn estructural de DesR en estados activo, inactivo, y en complejo
con DesKC, muestra la misma conformacién rotamérica de la Tyr99 en los tres casos, con la excepcién de la
formacidn de un enlace de hidrégeno del grupo hidroxilo de la Tyr99 con el oxigeno del enlace peptidico de

la Phe82 en el estado activo fosforilado del regulador. Este enlace de hidrégeno podria asistir al movimien-
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Figura 25. Superposicion de la conformacién de DesRrecen los estados inactivo (blanco, PDB: 4LE1), activo (naranja,
PDB: 4LEQ) (Trajtenberg et al., 2014) y el estado intermedio preactivo correspondiente al complejo fosfotransferasa
(magenta). Las flechas indican los movimientos estructurales que sufre DesRrec en la transicidn inactivo-preactivo-
activo, detallado en la seccion 4 de Resultados. Cabe resaltar que, en el estado inactivo, DesRgec se encuentra en

forma monomérica, y en el estado activo dimeriza mediante la misma superficie de interaccién con DesKC (verde).

to de la Phe82, que se cierra sobre el P*Asp54 en la conformacidn activa, como se describird mas adelante.
La fosforilacién del Asp54 implica que la Thr80 se acerque sobre este sitio, estabilizando las cargas
negativas del fosfato mediante un enlace de hidrégeno. Esto facilita el movimiento de la Phe82 del bucle
B4a4, que se cierra sobre el P~Asp54. En suma, la estructura de DesRgrec resuelta en ambos complejos,
fosfatasa y fosfotransferasa, adopta una misma conformacion “intermedia” con caracteristicas tanto del

estado inactivo como activo del regulador.

5. Andlisis del sitio activo de los complejos: busqueda de mecanismos involucrados en la regulacion de la
unidireccionalidad

El sitio catalitico del complejo fosfatasa DesKCsrap:DesRrec (Figura 26) muestra a una molécula de

BeFs unida covalentemente al Asp54 de DesRgrec, estabilizada por un cation de Mg* vy los residuos
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conservados Asp9, Thr80 y Lys102. A su vez, los residuos Asp9, Glu56, Asp54, y dos moléculas de agua
completan la esfera de coordinacién octahédrica del metal divalente. El fosfato se enfrenta a corta
distancia de la GIn193 de DesKCsrag (5,4 A), siendo éste un residuo conservado en HKs de la familia HiskKA_3
y que ha demostrado ser esencial para la actividad fosfatasa (Huynh et al., 2010; Huynh & Stewart 2011). Se
ha propuesto que la GIn193 posiciona correctamente el hidroxilo catalitico que actia como nucledfilo en la
hidrélisis del P~Asp (Pazy et al., 2010). Cabe destacar que, si bien no se observd este hidroxilo o una
molécula de agua en la estructura cristalografica aqui obtenida, la distancia entre la GIn193 y el P del P~Asp
es suficiente para acomodar al hidroxilo nucleofilico. En este trabajo, se intenté obtener el mutante
DesKCais3a y confirmar el rol funcional de dicho residuo, sin embargo por el momento la sobre-expresién de
dicha variante en E. coli ha resultado en una proteina insoluble. Por su parte, se observa a la His188
fosforilable en una posicién orientada hacia el interior del coiled-coil, a una distancia de 19 A del P~Asp; de
esta manera, la oclusion de la His188 minimizaria la retrofosfotransferencia mientras se lleva a cabo la
reaccion fosfatasa.

La superposicion estructural de DesKCstag con el mutante DesKCrigsy, muestra que en este udltimo -
en ausencia del regulador- la GIn193 se encuentra interaccionando mediante un puente salino con la
Asn348 del dominio CA de la quinasa: tras la formacién del complejo, la GIn10 de DesRgec pasa a ocupar un
bolsillo en la interfaz entre el DHp y el CA, promoviendo que la cadena lateral de la GIn193 se mueva hacia
el P~Asp54 del regulador (Figura 27). Esto sugiere que la GIn10 puede ser un residuo clave en la interaccion

con DesKC en el estado fosfatasa.

Dominio DHp (DesK)

" His188

GIn193

Dominio CA (DesK)

Dominio REC (DesR)

Figura 26. Sitio activo del complejo fosfatasa. Se observa en verde y amarillo el dimero de DesKCstag, en complejo con

DesRrec en magenta.
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Figura 27. Superposicion de DesKCsras (verde) con la estructura cristalografica de DesKCrissv (naranja). En magenta se
muestra a DesRrec, cuyo residuo GInl10 desplaza a los residuos GIn193 y Asn348 de DesKCstag, permitiendo que la

GIn193 se posicione correctamente cercana al Asp54 de DesR.

En la reaccion de fosfotransferencia (Figura 28), la P~His188 se posiciona a distancia de interaccion
con la Thr80 altamente conservada. Esto sugiere que la Thr80 podria jugar un rol de “escolta” durante la
reaccion de fosfotransferencia, hasta la fosforilacion del Asp54 en donde la interaccidn de la treonina con el
fosfato es esencial. La P~His188 queda asimismo perfectamente alineada con el Asp54, para que ocurra la
fosfotransferencia. Sin embargo, la distancia entre el Ne2 de la His188 y el 061 del Asp54 es de 7,6 A,

significativamente mayor de la esperada en funcién de lo que se habia observado para otros complejos de

Figura 28. Sitio activo del complejo fosfotransferasa. Se muestran las cadenas de P~DesKCu: (verde, amarillo) en

complejo con DesRrec (magenta).

fosfotransferencia (Varughese et al., 2006; Zhao et al., 2008). Esto sugiere que la fosfotransferencia podria
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ocurrir a través de un mecanismo disociativo de sustitucién nucelofilica (Lassila et al., 2011), o al menos con
un mayor caracter disociativo. Esta hipdtesis predice un papel importante de la Thr80per que esta
prefectamente posicionada para estabilizar el metafosfato disociado en el estado de transicién. Estamos
generando mutantes (por Ser y por Ala) para aportar evidencia adicional sobre el rol de la Thr80 en
fosfotransferencia.

El sistema de fosforrelevo para regulacion de la esporulacion en B. subtilis ha sido extensamente
estudiado funcional y estructuralmente. SpoOF (RR) y SpoOB (HPt) se comportan como intermediarios en la
fosfotransferencia, y se ha reportado que la transferencia del fosforilo es reversible in vitro (Burbulys et al.,
1991), aun cuando biolégicamente la transferencia ocurre principalmente en la direccion del Asp de SpoOF
a la His de SpoOB. El complejo Spo0B:SpoOF en presencia de BeF3™ reportado por Varughese et al., muestra
una distancia entre el Asp y la His de entre 4,9 y 5,2 A (Figura 29A). Con el objetivo de buscar
determinantes comunes y elementos distintivos entre complejos que catalizan la fosfotransferencia
reversible e irreversible, es que realizamos un andlisis estructural de todos los complejos HK:RR y HPt:RR
disponibles. Considerando la distancia entre el Asp y la His, asi como sus distancias relativas a la posicion
del Mg?*, es posible agrupar las estructuras de complejos conocidas en dos conjuntos (Figura 29B): (i)
complejos que catalizan fosfotransferencia irreversible, y (ii) complejos que fosfotransfieren
reversiblemente. En suma, la distancia entre His y Asp fosforilable, asi como la posicidn del Mg?*en el sitio
catalitico, parecen ser determinantes en la definicién de direccionalidad.
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Figura 29. (A) Comparacion de la distancia His-Asp en la reaccién de fosfotransferencia del par unidireccional candnico
DesK-DesR, contra el par bidireccional SpoOB-SpoOF (PDB: 2FTK) perteneciente a un fosforrelevo. DesK: verde; Spo0OB:
celeste; DesR: violeta; SpoOF: blanco. (B) Complejos HK:RR unidireccionales (azul, negro) vs complejos HPt:RR
bidireccionales (rojo, naranja, amarillo). El eje de las abscisas muestra la asimetria geométrica producida por la
posicién del magnesio, representada por el cociente entre la distancia Mg?*-061 del grupo carboxilo de Asp y la
distancia Mg?*-Ne2 del grupo imidazol de His, esquematizado en el inset. El eje de las ordenadas representa la
distancia entre Ne2 y O81. A la derecha se indican los nimeros de acceso (PDB) para los complejos utilizados. Fuente:

Trajtenberg et al., 2016.
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6. Actividades de fosfotransferencia directa, reversa y autodesfosforilacion in vitro de DesKC:DesR

Para observar la fosfotransferencia directa (desde el P~His188 de DesKC hacia el Asp54 de DesR), se
incubd a P~DesKC (sélo se autofosforila uno de los dos mondmeros de la HK, de ahi que se observa
aproximadamente un 50% de proteina fosforilada (Trajtenberg et al.,, 2010)), junto con DesRgec en
concentraciones equimolares, y un exceso de MgCl,. La fosfotransferencia directa se completa antes de los
5 min de reaccion (Figura 30), cuando la fraccion fosforilada de DeskC disminuye a 0%, producto de la
transferencia de fosforilo a DesR. Esto no se debe a una potencial autodesfosforilacién de la quinasa, ya
que la fraccion fosforilada de DesKC en ausencia de DesR continda siendo aproximadamente de un 50% al
cabo de 30 minutos (datos no mostrados). A los 5 minutos de reaccidn, una vez que se completd la
fosfotransferencia directa, comienza a observarse una disminucidén en la fraccion fosforilada de DesRgec,
producto de la actividad fosfatasa de DesKC sobre el regulador, consistente con reportes previos (Albanesi
et al., 2004). Como se vera mas adelante, la vida media del P~Asp de DesR es del orden de horas, por lo que
esta disminucion de la fraccion fosforilada de DesR no se debe a su autodesfosforilacion. En suma, en los
ensayos in vitro se observan las actividades cataliticas fosfatasa y fosfotransferasa de DeskKC sobre DesR, de
forma simultdnea. Es importante tener esto en cuenta para el analisis de todos los ensayos realizados en
esta seccion.

Para observar la fosfotransferencia reversa basal (desde el P~Asp54 de DesR hacia la His188 de
DesKC), se incubd a P~DesRgec junto con DeskC en concentraciones equimolares, y un exceso de MgCl,.
Cabe resaltar que en estos experimentos DeskC no se encuentra completamente desfosforilado, sino que
presenta una pequefia fraccidn fosforilada (aproximadamente 10% de P~DesKC sobre el total) proveniente
del extracto celular del que se purificd. La reaccidon se muestra en la Figura 31, donde se observo un leve

0 0,5 1 5 10 30 Tiempo (min)
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Figura 30. Actividad fosfotransferasa directa de P~DesKC hacia DesRrecy posterior actividad fosfatasa de DesKC sobre

P~DesRrec, analizadas en un gel PhosTag-SDS-PAGE 13% acrilamida. Se incubd P~DesKC 30 uM en conjunto con
DesRrec 30 uM y MgCl2 30 mM, y se detuvo la reacciéna tiempos 0, 0.5, 1 5, 10 y 30 min.
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Figura 31. Actividad fosfotransferasa reversa de P~DesRrec hacia DesKC y actividad fosfatasa de DeskC sobre
P~DesRrec, analizadas en un gel PhosTag-SDS-PAGE 13% acrilamida. Se incubé DesKC 30 pM en conjunto con
P~DesRrec 30 UM y MgCl2 30 mM y se detuvo la reaccién a tiempos 1, 5 y 10 min. Se muestra también a DesKC y

P~DesRrec a tiempo O.

pero significativo aumento (ver Figura 34, tiempo 1 min de la cuantificacidn por densitometria) en la
fraccién fosforilada de DeskC al minuto de reaccidn, producto de la retrofosfotransferencia basal de DesR
hacia DesK previamente documentada (Albanesi et al., 2004). Posteriormente, la fraccion fosforilada de
DesKC desaparece, producto de la migracidn del fosforilo desde DesKC hacia DesRgec, asi como también se
observa la actividad fosfatasa subsecuente de DesKC sobre DesR.

Estudios previos sugerian que en ausencia del metal divalente, se produce un aumento en la
retrofosfotransferencia basal (Dutta & Inouye, 1996; Albanesi et al., 2004). Ademas, y en funcién de
nuestros datos estructurales, hipotetizamos que la posicidon del magnesio respecto al oxigeno del carboxilo
del Asp del RR y al nitrégeno del imidazol de la His de la HK, puede ser determinante de la direccionalidad
de la fosfotransferencia. Para obtener datos directos sobre el rol del catién divalente en la reaccién de
fosfotransferencia reversa en nuestro sistema de estudio, se incubd a P~DesRrec con DeskKC en
concentraciones equimolares, y en presencia del quelante de metales EDTA. En dicha reaccién se favorecid
significativamente la retrofosfotransferencia (Figura 32), mientras que las cinéticas de las actividades
fosfotransferasa directa y fosfatasa no son apreciables. Esto demuestra que la actividad
retrofosfotransferasa es independiente de la presencia del magnesio catalitico. En segundo lugar, la Figura
33 muestra la reaccién de fosfotransferencia reversa en presencia de un exceso de calcio, empleado como
metal divalente en la reaccidén. Estudios previos con otros RRs indican que el calcio puede sustituir al
magnesio como metal coordinador del fosforilo (Kar et al, 1992; Needham et al., 1993). Si bien resta
evaluar las afinidades de unién de cada uno de estos metales a DesRgec, Se observd que la
retrofosfotransferencia aumenta hasta fosforilar aproximadamente un 30% de DesKC (ver Figura 34). Por su
parte, las actividades fosfotransferasa y fosfatasa posteriores también se ven disminuidas respecto al
ensayo con exceso de magnesio. Estos resultados indican que el calcio presenta menor eficiencia que el

magnesio para la catalisis de dichas actividades, favoreciendo la retrofosfotransferencia. La Figura 34
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muestra la cuantificacién por densitometria de la proporcién de P-DeskC en funcién del tiempo.
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Figura 32. Actividad fosfotransferasa reversa de P~DesRgec hacia DeskKC en ausencia de Mg?*. Se incub6 DeskKC 30 uM
en conjunto con P~DesRrec 30 uM y EDTA 10 mM, y se detuvo la reaccién a tiempos 1, 5, 10 y 30 min. Se muestra

también a DesKC y P~DesRgrec a tiempo 0.
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Figura 33. Actividad fosfotransferasa reversa de P~DesRrec hacia DeskC en presencia de calcio. Se incubé DesKC 30 uM
en conjunto con P~DesRrec 30 UM y CaCl230 mM, y se detuvo la reaccion a tiempos 1, 5, 10 y 30 min. Se muestra

también a DesKC y P-DesRrec a tiempo 0.

El residuo en la posicidon T+2 del bucle B4a4 de DesRgec (es decir, dos residuos hacia el extremo C-
terminal de la Thr80 conservada), juega un papel importante en las cinéticas de autofosforilacion vy
autodesfosforilacion de los RRs (Pazy et al., 2009; Thomas et al., 2013; Page et al., 2016). En DesR, este
residuo es la Phe82, y el analisis estructural sugiere que puede jugar un papel importante, ya que en el
estado activo y fosforilado, su cadena lateral forma una “tapa” que protegeria de la hidrdlisis espontdnea
del P~Asp (Trajtenberg et al., 2014). En el complejo DesKCstag:DesRrec, la Phe82 se inserta en un bolsillo
hidrofdbico entre las hélices al y a2 de DesK. Esta configuracidén implica que en la interaccidn, DesK en
estado fosfatasa promueve la apertura de esta tapa (Figura 35), exponiendo el fosfato al solvente y
promoviendo su consecuente hidrélisis. Para evaluar la importancia de este residuo en estabilizar la forma

fosforilada de DesRgec se realizé mutagénesis puntual por alanina generando el mutante DesRrecrs2a. La
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Figura 34. Cuantificacidn por densitometria de la fraccidn fosforilada de DeskC en funcién del tiempo al incubarse con
DesRrec en presencia de EDTA, exceso de calcio y exceso de magnesio. El aumento de la fraccidn fosforilada de DeskC
al primer minuto de reaccién se debe a la actividad retrofosfotransferasa de P~DesRrec sobre la HK. Los ensayos se

realizaron por triplicado.

fosforilacién de DesRgec Y DesRrec-rs2a S€ realizd mediante incubacidon de las mismas con acetil fosfato, y
posteriormente fueron purificadas por desalado. El decaimiento de las especies fosforiladas se analizd
mediante PhosTag-SDS-PAGE (Figura 36): el ajuste a la escala logaritmica mostré que la vida media del
fosfoaspartato en DesRgrecrsaa €S tres drdenes de magnitud inferior a la del fosfoaspartato del dominio
recibidor sin modificar (Figura 37), confirmando el rol de la Phe82 en evitar la autodesfosforilacién del

regulador.

Dominio REC (Di‘)\
W N

Figura 35. Comparacion estructural de los distintos estados funcionales de DesRrec. Al estar desfosforilado e inactivo
(blanco), la Phe82 presenta una conformacidn “abierta”; cuando DesRrec interactiia con DeskKC en ambos complejos
(magenta), la Phe82 se inserta en un bolsillo hidrofébico del dominio DHp y se da la fosfotransferencia. Finalmente, al

fosforilarse DesR en el estado activo (naranja), la Phe82 se “cierra” sobre el fosfoaspartato.
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Figura 36. Autodesfosforilacion de DesRrec-wt Yy DesRrec-rs2a analizadas por PhosTag-SDS-PAGE 13% acrilamida. Se
incubd DesR-REC (wt) 6 DesR-REC-F82A con acetil fosfato por una hora y luego el exceso del dador de fosfato fue
eliminado utilizando una columna de desalado MiniTrap G-25. En ambos casos se partié de una muestra con
aproximadamente 30% de fraccion fosforilada (ver Figura 37). La reaccion de autodesfosforilacién se detuvo a los

tiempos 0.67, 1, 5, 10, 20 y 30 min.
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Figura 37. Cuantificacion por densitometria de los geles de la Figura 35, donde se muestra el decaimiento por
autodesfosforilaciéon de la fraccién fosforilada de DesRrec (amarillo) y DesRrecrs2a (magenta). La vida media estd
representada por los valores de las pendientes de los graficos. Los valores obtenidos se ajustaron a una linealizacion

logaritmica. Los ensayos se realizaron por triplicado.

En el complejo en estado fosfotransferasa, la Phe82 ocupa una posicidn equivalente, muy cercana a
la P~His188. En funcién del papel protector de este residuo, es pertinente preguntarse si ademads es
importante para evitar reacciones futiles de retrofosfotransferencia o desfosforilacién inmediata, posterior
a la transferencia directa en el complejo fosfotransferasa. Para el ensayo de fosfotransferencia, se incubd a
DesKC fosforilada junto con el mutante DesRrec-rs2a, Y S€ compararon las cinéticas de fosfotransferencia
(Figura 38): se observé una disminucién en la transferencia de fosforilo desde DeskC hacia el mutante
respecto a la proteina wild-type, sugiriendo que la Phe82 podria estar afectando el entorno de la His
fosforilada, y por ende en su capacidad de ser un donante de fosfato. Por otro lado, no se observaron
diferencias significativas entre las cinéticas de desfosforilacion de DesRgrec Y DesRrec.rs2a, por parte de DeskKC.

La disminucién de la velocidad de fosfotransferencia en el mutante Phe82Ala podria también ser resultado
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de una pérdida de afinidad de DesRgec.rs2n por DesKC, aunque esta opcidn parece menos probable: si bien
no hemos realizado aun ensayos de calorimetria por titulacidon isotérmica, las actividades fosfatasa de
DesKC sobre ambas variantes de DesR son similares; si la afinidad de DesRgrecrs2a por DeskKC disminuyera,
esperariamos observar también una disminucidon en la actividad fosfatasa sobre el RR mutante (Gao &

Stock, 2013).
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Figura 38. Actividad fosfotransferasa directa de P~DesKC hacia DesRrecrs2ay posterior actividad fosfatasa de DeskC
sobre P~DesRrecrs2a, analizadas en un gel PhosTag-SDS-PAGE 13% acrilamida. Se incubd P~DesKC 30 uM en conjunto
con DesRgrecrs2a 30 UM y MgCl2 30 mM, y se detuvo la reaccidn a tiempos 0, 0.5, 1 5, 10 y 30 min.

Dado que la estabilidad del P~Asp54 es sensiblemente mds baja en el mutante DesRgecrs2a, para
analizar si la Phe82 participa en evitar la reaccién de retrofosfotransferencia una vez que DesK transmitio el
fosforilo a DesR, se incubd un exceso de P~DesRrec 0 deP~DesRrecrs2a (previamente fosforilados con acetil-
fosfato), en presencia de DesKC, en una relacién molar HK:RR de 1:6, con el fin de observar diferencias en la
reaccion de retrofosfotransferencia. En ambos casos ocurre la retrofosfotransferencia basal previamente
documentada, aunque sin diferencias significativas entre las formas wild-type y mutante de DesRgec (Figura
39). En suma, los ensayos sugieren que la Phe82, si bien es importante para regular la velocidad de auto-
desfosforilacion de DesRgec, asi como la de fosfotransferencia de P~DesKC al regulador, no juega un rol
importante en asegurar la unidireccionalidad del flujo de informacién.

La Arg84 de DesR muestra una interaccion diferencial en ambos complejos (Figura 40): mientras
gue interacciona con el Asp189 de DesKCstagen el complejo fosfatasa, en el caso del fosfotransferasa se
encuentra interaccionando con el Glu188, que reemplaza a la fosfo-histidina en DesKy:. Dicho cambio en la
interaccion es producto de la rotacion de las hélices en la transicién fosfatasa-fosfotransferasa, que aleja al
Asp189 de su interaccién con la Arg84. En otras estructuras del complejo fosfotransferasa resueltas por
nuestro laboratorio, dicha arginina no se encuentra modelada por carecer de densidad electrdnica definida
en la cadena lateral de este residuo. Esto podria sugerir que la Arg84 cumple un papel en el reconocimiento
especifico de la HK en su estado fosfatasa, aun cuando debemos hacer notar que no es una posicion
conservada entre todos los RRs. Para estudiar la importancia de esta posicién, se evalud la actividad

fosfatasa de DesKC sobre DesRgec y Una variante con la sustitucién de la Arg84 por alanina (DesRrec-rsan). Pa-
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Figura 39. Analisis de retrofosfotransferencia desde las variantes de DesR hacia DesKC, mediante la incubacion de un
exceso de P~DesR (relacion molar HK:RR 1:6), en un gel PhosTag-SDS-PAGE 13% acrilamida. Se incubé ambas variantes
de DesR con acetil fosfato por una hora y se realizé una cromatografia de gel filtracion (PD MiniTrap G-25), para

obtener a P~DesRrec. Se observa a P~DeskKC fosforilado como referencia (C), y las reacciones con P~DesRgec y

P~DesRgec-rs24, detenidas a tiempos 0, 0.5, 1 y 3 min.

ra ello, se incubé P~DesRgrecrsan, previamente fosforilado con acetil fosfato, en presencia de DeskC en
concentraciones equimolares. La reaccién se detuvo a distintos tiempos y la cinética se analizd6 mediante
PhosTag-SDS-PAGE vy cuantificacién por densitometria, como se desarrolléd anteriormente (Figura 41). El
ensayo mostré una disminucién significativa en la cinética fosfatasa de DesKC sobre P-DesRgec.rsaa, €N
comparaciéon con P~DesRrec. Adicionalmente, la cuantificacion por densitometria de las actividades
fosfatasa en ambos casos mostrd un comportamiento bifasico, en donde hay una primera etapa de desfos-

FOSFATASA FOSFOTRANSFERASA

His188

Dominio
REC (DesR)

Figura 40. Comparacién estructural de la interaccidon Asp189(DesK, verde-amarillo):Arg84(DesR, magenta) a nivel del
sitio catalitico. Se observa que en el complejo fosfatasa (izquierda), la Arg84 interacciona mediante un puente salino
con el Asp189. Esta interaccidon se pierde en el complejo fosfotransferasa (derecha), producto de la rotacidn de las

hélices centrales del dominio DHp de DesK que exponen la P~His188.
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Figura 41. Actividad fosfatasa de DesKC sobre P~DesRrec-rsaa, analizada en un gel PhosTag-SDS-PAGE 13% acrilamida.
Se incubd DeskKC 30 uM en conjunto con P~DesRrec-reaa 30 UM y MgCl2 30 mM y se detuvo la reaccién a tiempos 1,5y

10 min. Se muestra también a DesKC y P~DesRrec a tiempo 0.
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Figura 42. Cuantificacién por densitometria de la fraccidén fosforilada de DesRrec (azul) y DesRrec-rgan (rojo) en funcion

del tiempo al incubarse con DesKC en presencia de MgCl2 30 mM. Los ensayos se realizaron por triplicado.

forilacidn acelerada, seguido de una segunda etapa de desfosforilacion mas lenta; este comportamiento es
mas notorio en el caso de DesRgecrsan (Figura 42). Es importante resaltar que las cinéticas de esta primera
etapa de desfosforilacién son muy similares en ambas variantes de DesR; asimismo, la actividad
fosfotransferasa directa no sufre cambios significativos en ambos casos, lo que sugiere que la diferencia
entre la actividad fosfatasa sobre una y otra variante se debe a la ausencia del residuo de arginina, y no a
cambios en la afinidad de reconocimiento de la HK sobre el RR. En suma, estos resultados indican que el

residuo Arg84 es importante para la actividad fosfatasa de la HK sobre el RR.

60



DISCUSION, CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La sefializacion celular requiere de especificidad, para asegurar que un estimulo dado se conecte a
una respuesta adaptativa definida, al mismo tiempo que se minimice la comunicacién cruzada; eficiencia,
para evitar el desperdicio de energia celular mediante ciclos futiles; y direccionalidad, para garantizar el
flujo correcto de informacién desde el estimulo hacia la respuesta adaptativa. En este contexto, los SDCs
constituyen un modelo bioldgico interesante para entender los mecanismos involucrados en el control de
la sefializacion, al consistir en vias sencillas y ampliamente estudiadas en sus respectivos contextos
bioquimicos y bioldgicos. Mediante una estrategia experimental basada en mutagénesis racional,
produccién vy purificacion de proteinas recombinantes, cristalografia de rayos X, y ensayos de
fosfotransferencia y desfosforilacién in vitro, esta Tesis de Maestria ha aportado un significativo avance en
la comprensidon de los mecanismos moleculares de la transmisién especifica, eficiente y direccional de la
informacién en SDCs. Las caracteristicas estructurales y funcionales descritas, permiten concluir que las
estructuras cristalograficas presentadas en este trabajo, DesKCstag:DesRrec ¥  DesKChisse:DesRegec,
representan fotografias instantdneas de las reacciones de desfosforilacion y de fosfotransferencia,
respectivamente. Estos complejos han sido generados a partir de la utilizacién de mutantes de la HK DesKC,
estabilizados en dichos estados funcionales (Albanesi et al., 2009; Saita et al., 2015). Las variantes
presentan mutaciones que apuntan a hiperestabilizar ciertas interacciones intramoleculares (DesKCstag), 0
bien, a mimetizar el estado fosforilado (DesKCuisse), con el fin de atrapar a la HK en conformaciones
discretas con relevancia funcional (distintos estados cataliticos o de sefializacidn). Esta aproximacion abre la
posibilidad de aplicar ingenieria de proteinas a otras HKs, de manera de obtener estructuras de complejos
HK:RR representativos de otras familias (diferentes a DesK y DesR), para poder discernir principios
generales de aquellos especificos de este SDC.

El complejo fosfatasa DesKCsrag:DesRrec Se caracteriza por una simetria intrinseca, resultado de la
estabilizacidn del superenrollamiento tipo coiled-coil y una extensa interfaz entre los dominios CA y DHp de
la HK. En el contexto celular, la estabilizacion del coiled-coil se produce a temperaturas mayores a 30 °C,
donde las caracteristicas de la membrana plasmatica (i.e., membrana mas fluida y de menor grosor)
estabilizarian una cierta organizacion del dominio sensor de transmembrana, que a su vez consolida esta
conformacion “rigida” de la region intracelular de la quinasa, manteniendo a los dominios CA
imposibilitados de autofosforilar la His188. Esto inhibe las actividades autoquinasa y fosfotransferasa,
manteniendo a DesK en un estado “apagado” (Martin & de Mendoza, 2013). B. subtilis es una bacteria
mesofila, por lo que las temperaturas a las que se enfrenta suelen variar entre los 15 y los 35 °C, sugiriendo
gue en condiciones fisioldgicas el estado “apagado” de la via alterna con el estado “encendido”. Albanesi y
colaboradores, previamente demostraron que la His188 de DesK no es requerida para la actividad fosfatasa
(Albanesi et al., 2004). Consistente con dichos hallazgos, el complejo fosfatasa muestra a la His188

fosforilable de DesK orientada hacia el interior del dominio DHp, a 19 A aproximadamente del sitio de
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fosforilaciéon en DesR. Esta disposicidn constituye simultdneamente un mecanismo eficaz para minimizar la
retrofosfotransferencia.

En la estructura cristalografica de DesKCnissy resuelta previamente (Albanesi et al., 2009), el coiled-
coil N-terminal esta presente a pesar de carecer de las mutaciones hidrofébicas hiperestabilizantes. En este
caso la sustitucion de la His188 por una Val favorece el posicionamiento de este residuo hacia el interior del
DHp generando una rotacién en las hélices. Teniendo en cuenta estos resultados, es posible sugerir un
mecanismo en el cual dicha rotacién helicoidal se encuentre alostéricamente acoplada a la estabilizacién
del colied-coil y a la formacidn de una interfaz estable entre los dominios CA y DHp en este estado catalitico.
La GIn193, que previamente ha sido reportada como esencial para la actividad fosfatasa de NarX (Huyhn et
al., 2010), se ubica a una distancia cercana, de 5,4 A al P~Asp54 de DesRgec. EI motivo conservado DxxxQ,
ubicado un residuo hacia el C-terminal de la His fosforilable de HKs de la familia HiskA_3 (como DesK), es
andlogo al motivo ExxN, ubicado en la misma posicién, y presentes en HKs de la familia HisKA. Los
complejos CheZ:CheY de E. coli (CheZ presenta el motivo DxxxQ; Pazy et al.,, 2010), RapH:SpoOF de B.
subtilis (RapH presenta dicha GIn catalitica; Parashar et al.,, 2011) o CheX:CheY3 de Borrelia burgdorferi
(CheX en cambio presenta el motivo ExxN; Pazy et al., 2010) muestran que el sitio catalitico entre estas
fosfatasas auxiliares y sus respectivos reguladores presentan grandes similitudes a las observadas en el
complejo DesK:DesR, independientemente de sus diferencias estructurales, lo que representa un claro
ejemplo de evolucidn convergente. Se ha propuesto que la glutamina participa posicionando a la molécula
de agua catalitica, pero se desconoce qué residuo actuaria como base general para la activacion nucleofilica
de la misma. También se ha postulado que este residuo podria ser el responsable de remover un protén del
agua (Khrenova et al., 2015); sin embargo no existen pruebas suficientes, y es mas que discutible que
pueda actuar como base general, a sabiendas de que se trata de un grupo amida. Nosotros proponemos
gue la amina del grupo amida de la GIn, podria ser un excelente dador de puente de hidrégeno a la
molécula de agua catalitica, de modo que uno de los oxigenos de coordinacién del Mg** actie de base
general con mayor eficiencia sobre la misma, transformando dicha agua (un pobre nucledfilo) en un
hidroxilo catalitico eficaz para atacar al fésforo del fosfato saliente. Este escenario es consistente con todos
nuestros datos, y podria explicar su importancia en los ensayos con mutantes (Lasilla et al., 2011).

Se sabe que la disminucién de la temperatura ambiental a <25 2C resulta en un engrosamiento de
la membrana plasmatica y una pérdida en su fluidez. Estas modificaciones bien pueden estabilizar cambios
conformacionales en el dominio transmembrana sensor de DesK, que se pueden luego transmitir
directamente a lo largo del haz de hélices a que constituyen el dominio DHp citoplasmatico. Se ha visto que
HKs que presentan dominios HAMP pueden ser activadas mediante este tipo de movimientos rotacionales
(Hulko et al., 2006) y mas recientemente se ha demostrado que movimientos de tipo pistdn pueden
transducirse a movimientos rotacionales (Gushchin et al., 2017). Esto es de hecho lo que se observa
comparando las estructuras de DesKC desde el estado fosfatasa hacia el estado quinasa-competente (pre-

fosforilacién) o fosfotransferasa (con la HK ya fosforilada) (Albanesi et al., 2009); dichos movimientos de
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rotacion expondrian la histidina para permitir que se autofosforile y luego poder enfrentar al aspartato
fosforilable de DesRgec. La accion de la desaturasa, inducida por P~DesR, introduce dobles enlaces en los
acidos grasos saturados de los fosfolipidos in situ (la desaturasa es una enzima de transmembrana,
dependiente de 0,), recuperando fluidez en la membrana como respuesta homeostatica, y en definitiva
llevando al apagado de la via DesK-DesR.

La plasticidad conformacional de DesK modula su actividad catalitica, mediante la rotacidn de sus
hélices centrales, y reconociendo una unica conformacién intermedia de DesRgec con caracteristicas tanto
del estado activo como inactivo. Esta estructura en este contexto es mads similar a la forma activa de
DesRreclibre. EI RR, por su parte, aporta la maquinaria catalitica necesaria para llevar a cabo las reacciones,
al presentar los residuos conservados para la coordinacidn del magnesio. ¢ Cémo se explica que las distintas
conformaciones funcionales de DesK, reconozcan una Unica conformacion de DesR? La conformacion de
DesR, en el contexto de la interaccidon con DesK, presenta caracteristicas estructurales que posibilita que
DesK catalice cualquiera de las dos reacciones, de fosfotransferencia o desfosforilacion. Sin embargo, es
DesK quien en definitiva dictara la catdlisis de una u otra reaccidon, mediante: (i) la reconfiguracion del
centro de reaccion, basado en el posicionamiento diferencial de la His en ambas reacciones actuando como
un “interruptor”, y (ii) contactos diferenciales con DesRgec, que involucran a los dominios DHp y CA de la HK.
Se ha mencionado previamente que existen argumentos a favor de la existencia de estados
conformacionales intermedios de los RRs (Dyer & Dahlquist, 2006; Stock & Guhaniyogi, 2006; Fernandez et
al., 2015), adicionales a los extremos “inactivo” y “activo”, lo cual establece un panorama mas complejo en
el entendimiento de cdmo estas vias son reguladas.

La distancia His-Asp observada en el complejo fosfotransferasa es significativamente mayor que las
distancias His-Asp observadas para complejos HPt:RR bidireccionales. ¢ Qué papel juega esta distancia en el
mecanismo de transferencia de fosforilo, y/o en la direccionalidad de la reaccion? La geometria del sitio
catalitico observada en el complejo fosfotransferasa, mas precisamente la distancia de 7,6 A entre la His188
y el Asp54, sugiere un mecanismo de transferencia del grupo fosforilo con marcado caracter disociativo. La
estructura cristalografica de una HK:RR representativa de la actividad fosfatasa (Casino et al., 2009), en la
cual la histidina fosforilable enfrenta al aspartato durante la reaccién, manteniendo una distancia de 7,9 A
entre los residuos y evitando la retrofosfotransferencia, mantiene abierta la pregunta sobre la importancia
de la distancia entre His y Asp como factor determinante en la direccionalidad de la sefal. Otros complejos
HK:RR tipicamente unidireccionales muestran también distancias His-Asp de este orden (Bell et al., 2010).
Adicionalmente, estructuras cristalograficas a alta resolucién de complejos HPt:RR de fosforrelevos, que
permiten transferencia de fosforilo P~His=>Asp y P~Asp=>His, muestran distancias siempre menores a 6 A
entre estos residuos, consistentes con mecanismos de fosfotransferencia mayormente asociativos, es decir,
una sustitucion nucleofilica con un fosforano intermediario pentacoordinado estable (Varughese et al.,
2006; Zhao et al., 2008; Lassila et al., 2011; Willet et al., 2015). La diferencia en las distancias His-Asp

existentes entre SDC tipicos y fosforrelevos, abre la posibilidad de que éste sea, en si mismo, un mecanismo
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de control en la capacidad potencial de un P~Asp de transferir el fosforilo a una His: a mayores distancias,
menor la proporcion de retrofosfotransferencia.

La presencia y posicién del Mg* en el sitio catalitico es un factor adicional en la determinacién de la
direccionalidad de la sefal: estudios previos muestran que al estar ausente el metal, la reaccién de
fosfotranferencia reversa del RR a la HK aumenta considerablemente (Dutta & Inouye 1996; Albanesi et al.,
2004). En este trabajo, demostramos que la retrofosfotransferencia es de hecho independiente de la
presencia del metal. Ademads, en una sustitucion disociativa, el metafosfato intermediario se estabilizaria
migrando hacia las cargas positivas del Mg?*y la Lys102 del RR. La posicién de estas cargas positivas,
cercanas al sitio de fosforilaciéon de DesRgec, introduce una asimetria de distribucién de cargas en el centro
catalitico, y por tanto, una reduccidn en la probabilidad de retrofosfotransferencia P~Asp—>His en estos
sistemas. Andlogamente, los centros cataliticos asociativos presentan una distribucién de cargas
mayormente simétrica, posibilitando que el grupo fosforilo tenga el potencial energético de tomar tanto un
rumbo His=>Asp como Asp—~>His. En este contexto, la utilizacidn de calcio como metal catalitico (un ion con
menor densidad de carga positiva que el magnesio, haciendo “mds simétrico” el centro de reaccion) resultd
en un aumento de la retrofosfotransferencia basal. Por otro lado, las actividades fosfatasa y
fosfotransferasa se vieron disminuidas en presencia de dicho metal. Esto sugiere que el calcio es ineficiente
como metal catalitico en comparacion al magnesio. De esta manera, el aumento en Ila
retrofosfotransferencia se ve favorecida deibido a la disminucién de las cinéticas de dichas actividades. En
suma, la comparacion de estructuras cristalograficas a alta resolucidn de complejos HK:RR unidireccionales
vs complejos HPt:RR bidireccionales, sugiere que la distancia entre His y Asp fosforilables, asi como la
posicion relativa del Mg?* en el sitio catalitico, serian efectivamente determinantes en la definicién de
direccionalidad.

El uso de BeFs captura intermediarios proteicos fosforilados, por lo que no nos permite analizar al
detalle estructural los estados de transicion de alta energia, cuyo estudio ha resultado tan dificultoso a lo
largo de la historia. El uso de fluoruro de aluminio (AlFs’), andlogo del estado de transicion metafosfato,
permitiria capturar estos complejos transitorios (Wang et al., 2002), por lo que obtener un complejo HK:RR
en este contexto indudablemente contribuiria en esta exploracion mecanistica relativa a las
fosfotransferencias en SDCs tipicos. El analisis de la importancia de la distancia His-Asp en la direccionalidad
de la reaccion, podra también abordarse mediante ingenieria de proteinas: realizando mutagénesis racional
de complejos bidireccionales (e.g., utilizando el sistema modelo Spo0OB-SpoOF descrito anteriormente, un
area en la que nuestro laboratorio esta ahora trabajando activamente), de manera que dichos mutantes
permitan “alejar” la distancia His-Asp en estos sistemas. En este caso se espera observar que los mutantes
presenten una direccion de transmision del fosforilo unidireccional, inicamente de P~His a Asp.

La actividad de autodesfosforilacidn de los RRs ha sido exhaustivamente estudiada, y es considerara
un punto de control importante de la eficiencia en la sefializacién bacteriana: mas precisamente, el residuo

en la posicion T+2 de los RRs, ha mostrado ser importante en las cinéticas de autofosforilacion y
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autodesfosforilacién (Pazy et al., 2009; Thomas et al., 2013; Page et al., 2016). Nuestro trabajo demostré la
importancia de la Phe82 (residuo T+2 en DesR) en impedir la desfosforilacién futil del regulador al ser
fosforilado, evitando que el agua se posicione para el ataque nucleofilico, a modo de una “tapa” para el
fosfato. El mecanismo de accién de la Phe82 estd respaldado por estructuras cristalograficas resueltas
previamente por el laboratorio (Trajtenberg et al, 2014). En la reaccién de fosfotransferencia, Phe82

podria incrementar el pKa del atomo N&1 del grupo imidazol de la His188 debido a interacciones catidn-mt
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Figura 43. Modelo mecanistico de transmisién de la sefial en DesK-DesR. En el estado fosfatasa, DesK presenta la
His188 orientada hacia el interior del coiled-coil, evitando la retrofosforilacién futil durante la catdlisis. En la

Ill

interaccidn, DesK induce la apertura del “escudo” Phe82 del bucle B4a4 para la desfosforilacion del regulador, en
conjunto con el Asp189 que interactua con la Arg84 del mismo bucle del RR. Luego, la GIn193 enfrenta al P-Asp54 de
DesR y alinea el agua nucleofilica para el ataque (probablemente activada como un hidroxilo, por accién de un oxigeno

|ll

de coordinacién del Mg?* como base general) sobre el P del fosfato. Tras el “switch” conformacional, que involucra
rotacién de las hélices centrales del dominio DHp para exponer a la His188, ésta se autofosforila mediante ATP
(asistido por el Asp189 quien protonaria al N61 para la autofosforilacidn). Posteriormente, el conférmero de la P~His
rota, y P~DesK transfiere el fosforilo al Asp54 de DesR mediante un mecanismo de sustitucién nucleofilica
mayormente disociativa. Al fosforilarse el regulador, Phe82 se cierra sobre el P~Asp54 para excluirlo del solvente,

evitando desfosforilaciones futiles. Adaptado de Trajtenberg et al., 2016.
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(Loewenthal et al., 1992). En ausencia de este residuo, podria haber una menor protonacién del N&1, y por
consiguiente, un enlace fosforamida mas fuerte que resulte en una disminucién de la cinética de
fosfotransferencia (Attwood et al., 2007). Asimismo, en el estado fosfatasa, la Arg84 de DesR interacciona
con el Aspl189 de DesK, a diferencia de lo observado en la estructura fosfotransferasa en donde dicha
interaccion se pierde, producto de la rotacién de las hélices centrales del dominio DHp en la transicién
fosfatasa-fosfotransferasa. Los ensayos bioquimicos mostraron que la Arg84 es efectivamente importante
en la cinética de la actividad fosfatasa de DesK sobre DesR. En cuanto a la autofosforilacién de la HK, se ha
propuesto que el Asp189 funciona de acido general protonando a la His188 en N&1, haciendo del N2 un
nucledfilo eficaz para atacar al fosforilo del ATP en un mecanismo asociativo (Mechaly et al., 2014; Casino
et al.,, 2014). Combinando nuestros propios datos del complejo fosfotransferasa con este escenario de
autofosforilacién, predecimos la importancia central de un cambio conformacional en la propia His entre
los estados autoquinasa y fosfotransferasa, de forma de posicionar correctamente el fosfato en cada
reaccién por rotacién de 180° en su cadena lateral. Queda abierta la necesidad de continuar explorando el
rol funcional de residuos especificos de DesK y DesR que interaccionan diferencialmente en los dos
complejos aqui descritos, tales como el Asp189 y GIn193 de DesK, y los residuos GIn10 y Thr80 de DesR,
para confirmar las hipdtesis generadas en este trabajo. La Figura 43 procura resumir el modelo mecanistico
consistente con los datos generados en esta Tesis y en la literatura.

En conclusidn, en esta Tesis de Maestria nos propusimos realizar un abordaje a escala molecular
para estudiar como se regulan las vias de sefializacién celular. En definitiva, son estos mecanismos basales
los que posibilitan que un subconjunto dado de biomoléculas confinadas en una célula, interaccionen activa
y correctamente para asegurar una conexion estimulo-respuesta dada, y llevar ulteriormente a la
adaptacion del individuo a su ecosistema. La literatura nos permite afirmar que los mecanismos
moleculares presentados en esta Tesis son extrapolables a un gran nimero de SDCs, particularmente a
aquellos mas emparentados filogenéticamente con DesK-DesR. Si bien cada via de sefalizacion ha
evolucionado en un contexto histérico, bioquimico y fisiolégico determinado, y es la consecuente
diversidad bioldgica quien constituye el motor evolutivo de la naturaleza, también es claro que las distintas
vias han establecido mecanismos comunes, generales, para regular la transmisién de las sefales. Este
balance entre “variabilidad” y “conservacidn” ha posibilitado, a lo largo de la vida desde sus inicios, el
desarrollo de vias de sefializacion cada vez mas efectivas a la hora de conectar un estimulo con una

respuesta.
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ABREVIATURAS

SDC — Sistema de dos componentes

HK — Histidin-quinasa

RR — Regulador de respuesta

ATP — Adenosina-trifosfato

ADN - Acido desoxiribonucleico

P~- Fosforilo unido a proteina o residuo

HK:RR — Refiere al complejo transitorio entre histidin-quinasa y regulador de respuesta
HK-RR — Refiere a una via de sistema de dos componentes en particular
His (H) — Histidina

Asp (D) — Aspartato

GIn (Q) — Glutamina

Val (V) — Valina

Leu (L) — Leucina

Asn (N) — Asparagina

Gly (G) — Glicina

Arg (R) — Arginina

Lys (K) — Lisina

Tyr (Y) — Tirosina

Phe (F) — Fenilalanina

lle (I) — Isoleucina

Glu (E) — Glutamato

Ser (S) — Serina

Thr (T) — Treonina

Ala (A) — Alanina

DHp — Dominio de dimerizacién y fosfotransferencia mediada por histidina (“Dimerization and histidine
phosphotransfer”)

CA — Dominio catalitico de unién a ATP

REC — Dominio recibidor de fosforilo

Mg?**— Magnesio divalente

Ca**— Calcio divalente

HPt — Dominio de transmision de fosfato mediada por histidina (“Histidine-containing phosphotransmitter”)
TEV — Proteasa del virus del grabado del tabaco (“Tobacco Etch Virus”)
NaCl — Cloruro de sodio

MgCl, — Cloruro de magnesio
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CaCl, — Cloruro de calcio

BeFs - Fluoruro de berilio

SEC — Cromatografia de exclusién molecular (“Size-exclusion chromatography”)

HCI — Acido clorhidrico

DTT — Ditiotreitol

PEG — Polietilenglicol

MgSO, — Sulfato de magnesio

MES — Acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico

Li»SO4 — Sulfato de litio

NaF — Fluoruro de sodio

BeCl, — Cloruro de berilio

AMP-PCP - B,y-metiladenosina-trifosfato

SDS - Dodecil sulfato sédico

EDTA — Acido etilendiaminotetraacético

Rmsd — Desvio cuadratico medio (“root mean square deviation”)
Ca — Carbonos alfa

Ne — Nitrégeno épsilon

N61 — Nitrégeno gamma

06 — Oxigeno gamma

PDB — Banco de Datos de Proteinas (“Protein Data Bank”)

Wt — “wild-type”
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