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Resumen

Los sistemas a dos componentes (SDC) son vias de sefializacion ampliamente
distribuidas en la naturaleza, en particular en bacterias y arqueas, cumpliendo un papel
central en la percepcion del entorno. En estas vias, la informacién se transmite quimica
y mecanicamente, involucrando reacciones de fosfotransferencias y rearreglos
conformacionales, respectivamente. Estos dltimos, constituyen sofisticados
mecanismos alostéricos que controlan diferentes actividades enzimaticas y son
centrales para asegurar una estricta regulacién del proceso y la correcta transmision del
mensaje. Las reacciones de fosfotransferencia involucradas en la sefalizacién implican,
en primera instancia, la auto-fosforilacion de una histidina conservada en una histidina
quinasa y la fosfotransferencia de este grupo fosforilo desde la histidina hacia un
aspartato conservado de un regulador de respuesta especifico, que actiia como efector
de la via. Por dltimo, la hidrélisis del fosfo-aspartato, reacciébn que ocurre
espontaneamente o promovida por la histidina quinasa, aseguran el correcto apagado
del sistema. El objetivo de esta tesis es comprender los mecanismos moleculares que
confieren direccionalidad en la fosfotransferencia. Para abordar esto utilizamos como
modelo el sistema termosensor DesK-DesR de B.subtilis, el cual constituye un
mecanismo homeostético de respuesta rapida a los cambios sufridos por la membrana
celular como consecuencia del descenso brusco en la temperatura ambiente. Esta via
de sefalizacién esta constituida por la histidina quinasa DesK, que funciona como un
termémetro molecular, y su regulador respuesta DesR. Este sistema ha sido
ampliamente estudiado desde el punto de vista estructural y funcional. En funcion de
esta informacion disponible es de esperar que deban existir mecanismos que aseguren
la acumulacion de fosfato en DesR. Para esto se disefiaron diferentes sustituciones
aminoacidicas en posiciones claves de DesK y DesR, con el fin de modular la
direccionalidad del sistema. Mediante ensayos funcionales se analiz6 la distribucion del
grupo fosforilo entre ambas proteinas. En funcién de los resultados proponemos que
uno de los determinantes de direccionalidad que identificamos es la dimerizacion de
DesR, lo cual evitaria la interaccion DesK por competencia. Estos hallazgos aportan
informacion relevante para entender como se transmite la informacién en este tipo de
sistemas de sefializaciéon. En particular, puede ser un gran aporte en el disefio de vias

sintéticas.
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Introduccién

Sistemas a Dos Componentes: una de las principales vias de sefalizacidn

bacteriana

Una de las principales caracteristicas que definen a los seres vivos es la capacidad de
comunicarse con su entorno. Esto resulta particularmente importante para las bacterias,
cuyo héabitat suele estar constantemente sujeto a cambios. Las mismas han desarrollado
vias de transduccion de sefiales que acoplan la deteccién de cambios en el medio
interno 0 externo con una respuesta especifica que posibilita adaptarse al nuevo

escenario.

Los llamados Sistemas a Dos Componentes (SDC) constituyen cascadas de
sefializacion bacteriana, en su mayoria formados por dos componentes (de alli se deriva
su nombre), que tienen la capacidad de percibir, muchas veces directamente desde el
espacio periplasmatico, y transducir la informacién hacia el interior celular (Buschiazzo
y Trajtenberg 2019). Estan involucrados en regular comportamientos muy diversos,
como procesos altamente complejos, que requieren de la coordinacion poblacional para
la formacién de biofilms (Parsek y Greenberg 2005), la regulacion de mecanismos de
virulencia o resistencia a antibiéticos (Kleerebezem etal. 1997), la division vy
diferenciacion celular, cambios en el metabolismo bacteriano (Gao y Stock 2009), etc.
Se encuentran mayormente distribuidos en bacterias y arqueas, donde una misma
célula puede expresar simultaneamente docenas de SDC diferentes (Capra y Laub
2012). También se identifican en ciertos eucariotas inferiores (hongos) y plantas, pero
en una abundancia significativamente menor, aunque igualmente regulando procesos
claves (Wuichet, Cantwell, y Zhulin 2010; Galperin et al. 2017).

Desde su descubrimiento hace mas de 30 afios (Nixon, Ronson, y Ausubel 1986), estos
sistemas se han estudiado exhaustivamente dada su relevancia biol6gica (Goulian
2010). La comprension detallada de los mecanismos moleculares involucrados en la
sefalizaciébn bacteriana podria contribuir al desarrollo de novedosos compuestos
antimicrobianos (Jacob-Dubuisson et al. 2018) asi como en interesantes herramientas
en diversas aplicaciones en el area de la Biologia Sintética (Cravens, Payne, y Smolke
2019; Landry et al. 2018).

En su version mas simple, los SDC estan compuestos por dos proteinas: una histidin-
kinasa (HQ), que actia como sensor detectando la sefial en forma especifica, y un
regulador de respuesta (RR), que ejecuta la respuesta celular adaptativa. Ante la

presencia de una sefal, del medio interno o externo, la HQ sufre una serie de arreglos
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estructurales, promoviendo su activacion, la cual implica la autofosforilaciéon de un
residuo de histidina a expensas de ATP. Una vez fosforilada, la HQ transfiere el grupo
fosforilo a un aspartato conservado en el dominio recibidor del RR especifico, quien
dispara la respuesta de salida (Figura 1). Ademas de catalizar las reacciones
autoquinasa y fosfotransferasa, en su mayoria, las HQ pueden promover la hidrolisis del
P~RR en ausencia de la sefal. Esta actividad fosfatasa de las HQ es muy relevante
para asegurar el efectivo apagado de la via una vez que la sefial no esta mas presente
(Gao y Stock 2017), asi como también para minimizar reacciones cruzadas entre
diferentes SDC que coexisten en las células (Siryaporn y Goulian, 2008). Ademas, esta
bifuncionalidad de las HQs genera robustez en el sistema en la relacién input-output
(Hart y Alon 2013). Los niveles de los estados fosforilados y no fosforilados del RR, por
lo tanto, estaran determinadas principalmente por el balance entre estas tres reacciones
enzimédticas, y es lo que define si se dispara la respuesta efectora o no.

Los SDC pueden tener una organizacion mas compleja, incluyendo mas componentes
como intermediarios en las fosfotransferencias o como moduladores del proceso de
sefializacién, y se denominan sistemas de fosfo-relevos (Figura 1). En este tipo de via
de sefalizacion las fosfotransferencias ocurren en forma alternada entre residuos de
histidina y aspartato presentes en dominios (intra-fosfotransferencia) o proteinas (inter-
fosfotransferencia), para finalmente llegar al RR terminal que ejecuta la respuesta
adaptativa (Gao, Bouillet, y Stock 2019b). Al contener estos pasos intermedios a lo largo
de la via, se generan puntos de control adicionales, permitiendo una mayor capacidad

de procesamiento e integracion de diferentes sefiales (Alves et al. 2021).
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Figura 1. Sistemas a dos componentes. A) llustracién que representa dos tipos de SDC: a la
izquierda un SDC canonico de dos componentes. A la derecha, un sistema de fosfo-relevos,
donde participan més intermediarios en la fosfotransferencia desde la HQ que detecta la sefial
hasta el regulador efector. B) Médulo catalitico de HQ de tipo I. Las HQ son tipicamente
homodimeros (en la figura los mondmeros estan coloreados en amarillo y verde). Hacia el
extremo N-terminal las a-hélices que conectan con los dominios sensores pueden estar
superenrolladas (estructuras tipo “coiled-coil” denominada helice S). Ademas se sefiala el
dominio DHp que contiene la His fosforilable y hacia el extremo C-terminal el dominio ABD. C)
Regulador de respuesta con el dominio REC hacia el extremo N-terminal y un dominio DBD hacia

el C-terminal. Los paneles B y C fueron extraidos de Buschiazzo y Trajtenberg 2019.

Histidina quinasas como sensores y enzimas multifuncionales

Las HKs son proteinas en su mayoria homodiméricas de arquitectura modular, y
estructuralmente puede subdividirse en diferentes regiones o dominios con
caracteristicas estructurales/funcionales particulares (Buschiazzo y Trajtenberg 2019).
Las HQs se agrupan en tres clases principales (I-11l) (Adebali et al. 2017), siendo las de
clase | la gran mayoria y la cual describiremos en mayor detalle en este trabajo. Este

tipo de HQs esta formado por tres modulos: sensor, transmisor y catalitico. El médulo


https://www.zotero.org/google-docs/?rdZ5NM
https://www.zotero.org/google-docs/?jflEHW

sensor se ubica hacia el extremo N-terminal. Estos han evolucionado en formas muy
diversas, consistente con la gran variedad de sefiales ambientales que pueden ser
detectados por estos sistemas. La sefial puede ser reconocida por un dominio sensor
(periplasmatico, de membrana o citosdlico) o mediante proteinas auxiliares (Krell et al.
2010). Por otro lado, el médulo transmisor conecta al dominio sensor con la regiéon
catalitica. Dependiendo de si la HQ es de membrana o soluble, puede incluir dos o mas
hélices transmembrana, asi como diferentes tipos de dominios, como HAMP (presentes
en Histidin-quinasas, Adenilato ciclasas, proteinas aceptoras de metilo y fosfatasas),
PAS (Per--ARNT--Sim) o GAF (fosfodiesterasas cGMP especificas, adenilato ciclasas y
FhlA), entre otros (Bhate et al. 2015). Finalmente, el médulo catalitico es la regién donde
ocurren las 3 reacciones cataliticas: auto-fosforilacion de la histidina, fosfotransferencia
hacia el RR y actividad fosfatasa sobre P~RR (si se trata de una HQ bifuncional).

Las HQs de clase | contienen en el médulo catalitico dos dominios (Figura 1B), uno de
Dimerizacion y Fosfotransferencia de Histidina (DHp, de sus siglas en inglés) y otro de
union a ATP (ABD de “ATP binding domain”). EI DHp forma un homodimero de 4 a-
hélices antiparalelas, donde cada protémero esta formado por 2 a-hélices unidos por un
bucle (Figura 1B). La mayoria de las HQs, sino todas, hacia el extremo N-terminal del
dominio DHp presentan uno o mas motivos de tipo coiled-coil imperfectos (Singh et al.
1998) (Anantharaman, Balaji, y Aravind 2006). Estos motivos cumplen roles claves en
la transmision de la sefial, ya que pueden alternar entre dos tipos de conformaciones,
funcionando como un interruptor molecular (D. Albanesi et al. 2009). El coiled-coil se
forma gracias a la presencia de un patron de secuencia repetitivo en heptadas
(posiciones identificadas con letras de la a hasta la g), donde las posiciones a y d son
generalmente residuos hidrofébicos (Lupas y Bassler 2017). A continuacion de este
coiled-coil se ubica la histidina fosforilable, en un motivo de secuencia conservado (caja
H) aproximadamente en el primer tercio del DHp en la hélice al1. De acuerdo a este
motivo H las HQs también se pueden clasificar en 5 familias diferentes: HisKA (Pfam
PF00512), HisKA 3 (PF07730), HisKA 2 (PF07568), H-kinase_dim (PF02895) y
HWE_HK (PF07536). Las 2 primeras representan el 80% y 15% aproximadamente de
todas las HKs con dominio DHp (Buschiazzo y Trajtenberg 2019).

El dominio ABD forma un plegamiento tipo sandwich a- altamente conservado con 3
hélices empaquetadas contra 5 hebras 3 antiparalelas de la familia de ATPasas lentas
tipo Hsp90 (Figura 1B). ElI ATP-Mg*? se une entre 2 hélices, involucrando unos motivos
de aminoé&cidos conservados (las cajas N-,G1-,F-,G2 y G3). El nucle6tido es contenido
por un bucle que actua como “tapa”, formando un bolsillo de longitud variable.

Las HQs de clase Il (HQII) se encuentran por ejemplo en los sistemas de quimiotaxis,

gue es un tipo particular de sistema a dos componentes muy estudiados (Adebali et al.
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2017). CheA de Escherichia coli fue una de las primeras HQs de clase Il en ser estudiada
en gran detalle. Esta carece de dominio sensor (Bilwes etal. 1999) y es regulada
mediante la interaccién con quimiorreceptores (Muok, Briegel, y Crane 2020).
Finalmente, las HQs de clase IIl (HQIII) esta formada por una familia de proteinas que
comparte propiedades de HQI y HQII. Las mismas poseen un médulo sensor N-terminal
tipico de HQI, pero también tienen un dominio Hpt hacia el N-terminal del dominio
guinasa, similar a CheA (Wuichet y Zhulin 2010).

Los dominios REC de los RR constituyen versatiles dominios de sefializacion

Los RR son las proteinas encargadas de efectuar la respuesta adaptativa, que en
muchos casos es regular la transcripcion de uno o mas genes. Independientemente de
la familia a la que pertenezcan siempre contienen un dominio recibidor (REC). Este
dominio presenta un plegamiento tipo a/ Rossmann: 5 a-hélices rodean a una lamina
B central de 5 hebras paralelas (Figura 1C). Si bien existe una gran variabilidad entre
las secuencias del dominio REC, se distinguen regiones conservadas, como por
ejemplo, la zona central de las hebras B, donde se ubica el aspartato fosforilable, y
ciertos aminoacidos en los bucles B-a que constituyen el sitio activo (Gao, Bouillet, y
Stock 2019b). Estos residuos (3 asparticos, una lisina y una serina/threonina) forman el
sitio de interaccién con el grupo fosfato y la coordinacion del Mg?*, esenciales en la
fosfotransferencia y en los mecanismos alostéricos controlados por el estado de
fosforilacion del RR (Bourret 2010). Por otro lado, la regidbn mas variable se encuentra
en las hélices y bucles periféricos.

Aproximadamente un cuarto de los RRs estan formados Unicamente por este dominio
REC. Generalmente regulan procesos por interacciones con otros componentes
celulares, como por ejemplo CheY, participando de la quimiotaxis o formacién de
biofilms (Nesper etal. 2017). También pueden actuar como intermediarios en la
fosfotransferencia en sistemas de fosfo-relevos, como SdrG y MrrA en respuesta
general al estrés (Gottschlich et al. 2018), o SpoOF en esporulacion (Lori et al. 2018),
como reguladores alostéricos de HQs (Childers et al. 2014) o como adaptadores de
proteasas (Lau et al. 2015). Sin embargo, la mayoria de los RR tienen hacia el extremo
C-terminal del dominio REC un dominio efector, de los cuales los mas representados
incluyen un dominio de unién al DNA (DBD: DNA Binding Domain). Otros tipos de
dominios efectores pueden estar presentes, como por ejemplo dominios con actividad
enzimatica, de unién a otras proteinas/ligandos o con arquitecturas mas complejas

unidos a dominios de sefializacion tipo PAS, GAF, HiskKA, HATPasa, etc (Gao, Bouillet,

8


https://www.zotero.org/google-docs/?xiQGE2
https://www.zotero.org/google-docs/?s5FNMF
https://www.zotero.org/google-docs/?nbQspu
https://www.zotero.org/google-docs/?q6McQP
https://www.zotero.org/google-docs/?mJoEAn
https://www.zotero.org/google-docs/?mJoEAn
https://www.zotero.org/google-docs/?gN1qBd
https://www.zotero.org/google-docs/?DukRpU
https://www.zotero.org/google-docs/?POZShm
https://www.zotero.org/google-docs/?DpQ0Th
https://www.zotero.org/google-docs/?Qlfy0F
https://www.zotero.org/google-docs/?3WB25Z
https://www.zotero.org/google-docs/?EAXAp9

y Stock 2019b). La gran variedad de RR tanto en sus estructuras como en las funciones
gue llevan a cabo, es consistente con la diversidad de respuestas que regulan.

Los dominios REC existen en dos conformaciones predominantes, inactiva y activa, que
se encuentran en equilibrio (Gardino etal. 2009). En la mayoria de los casos, la
fosforilacion desplaza ese equilibrio, estabilizando la conformacién activa. El pasaje del
estado inactivo a activo involucra cambios conformacionales que se inician en el sitio de
fosforilacion y se propagan hacia otras regiones efectoras involucradas en la interaccion
con otras proteinas o dominios (Gao, Bouillet, y Stock 2019).

Es importante resaltar que el dominio REC tiene actividad enzimatica, catalizando
reacciones de fosfotransferencia y autodesfosforilacion. La fosfotransferencia puede
ocurrir de dos maneras: desde la HQ, o mediante pequefios dadores de grupo fosforilo
como el acetil fosfato o fosforamidato (Lukat et al. 1992), que pueden encontrarse en la
célula (Wolfe 2010). Sin embargo, en general la velocidad de autofosforilacién es mucho
menor que el de la fosfotransferencia mediada por la HQ (McCleary 1996; Gao y Stock
2017). Se ha visto que la velocidad de la fosfotransferencia puede acelerarse mediante
interacciones que estabilizan la conformacion activa del REC (Gao, Bouillet, y Stock
2019a). Por ejemplo, la union al DNA, para aquellos RR que tengan ese dominio efector
(Barbieri, Wu, y Stock 2013), interaccion con proteinas efectoras (Barbieri et al. 2010;
Fernandez etal. 2015), a su propia HQ especifica (Trajtenberg et al. 2014) o la
dimerizacién a altas concentraciones de proteina (Creager-Allen, Silversmith, y Bourret
2013;Trajtenberg et al. 2014).

Especificidad, eficienciay direccionalidad en la sefializacion

Comprender los procesos de deteccion y procesamiento de la sefial implica entender
cémo las proteinas que participan en la via son capaces de transmitir eficientemente la
informacién (Buschiazzo y Trajtenberg 2019). Para esto, la regulacién alostérica
mediante rearreglos conformacionales de sus componentes, las modificaciones post-
traduccionales basadas en la fosforilacién y desfosforilacion de residuos especificos y
las interacciones proteina:proteina y ADN:proteina deben estar adecuadamente
configuradas para asegurar que el sistema conecte una respuesta adaptativa con una
sefial en forma eficiente y especifica.

En el contexto celular, si bien pueden existir docenas de SDCs actuando en simultaneo,
en la mayoria de los casos cada HQ interactia con uno o dos RR, minimizando la
reaccion cruzada entre las diferentes vias (Laub y Goulian 2007). Para que cada
estimulo detectado genere la respuesta fisiolégica correspondiente, es necesario un

reconocimiento especifico entre pares HQ:RR que permita la fosfotransferencia.
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Mediante andlisis de covariacion fue posible identificar un conjunto de regiones
determinantes de especificidad, alejadas del sitio de fosforilacién, en las hélices a1 de
ambos proteinas y algunos residuos también en la hélice a2 del DHp y el bucle B4a4 del
REC (Skerker et al. 2008; Weigt et al. 2009;Buschiazzo y Trajtenberg 2019;Skerker
et al. 2008; Weigt et al. 2009). Por otro lado, otros dominios de la HQ pueden estar
involucrados en la interaccién, teniendo implicancias en la funcionalidad del sistema
(Yamada et al. 2009;Xie, Wu, y Han 2020) (Lima et al. 2021).

El hecho de que muchas de las HQs promuevan la fosforilacion y desfosforilacién del
RR implica que deben existir mecanismos regulatorios que impidan ciclos fatiles y
pérdida improductiva de energia celular. La evidencia experimental, tanto estructural
como funcional, indican que las HQs adoptan ciertas conformaciones que se asocian a
diferentes estados funcionales (Buschiazzo y Trajtenberg 2019). Esto permite aislar
cada una de las actividades y entenderlo como mecanismo que evita desregulaciones
improductivas del sistema.

Por otro lado, la mayoria de los sistemas candnicos HQ:RR catalizan la reaccion de
fosfotransferencia en sentido His—>Asp, siendo despreciable la reaccidon reversa
(Buschiazzo y Trajtenberg 2019). Por el contrario, los sistemas fosfo-relevos requieren,
en algunas de la reacciones de fosfotranferencia, ocurra en la direccion Asp->His para
poder construir cascadas de sefializacion (Burbulys, Trach, y Hoch 1991;Janiak-Spens,
Cook, y West 2005; Lassak, Bubendorfer, y Thormann 2013; Lori et al. 2018). Nuestro
grupo, a partir de la comparacion de estructuras 3D de complejos HQ:RR tanto
reversibles como irreversibles, propuso que la direccionalidad podria estar vinculada a
la distancia entre el nucledfilo (Asp) y el dador del grupo fosforilo (His) en el centro de
reaccion (Trajtenberg et al. 2016). En otras palabras, a mayor distancia His-Asp, las
reacciones de fosfotransferencia se desplazan hacia el P~Asp (fosfo-aspartato). Esto
implicaria mecanismo de sustitucién nucleofilica con un caracter mas disociativo y

mayor asimetria en la posicion del Mg?*.

Sistema DesK-DesR de B. subtilis como modelo de estudio

El SDC DesK-DesR de Bacillus subtilis participa de la homeostasis de la membrana
celular ante el descenso brusco de temperatura ambiente. En esta via participa una
histidina-quinasa DesK, perteneciente a la familia de HisKA_3, la cual presenta un
dominio sensor transmembrana en su extremo N-terminal. Se ha propuesto que este
dominio es capaz de detectar cambios en el grosor de la bicapa lipidica (Cybulski et al.

2010), un proceso dependiente de la temperatura y composicion lipidica. El descenso
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brusco de la temperatura dispara rearreglos conformacionales en DesK, que son
alostéricamente transmitidos a través de dos largas a-hélices hacia la region catalitica
(D. Albanesi etal. 2009). La activacibn de DesK por la sefial promueve la
autofosforilacion de la histidina en la posiciébn 188 (Hisiss), para luego transferir este
mismo grupo fosfato al Aspss de DesR, el regulador de respuesta efector (Figura 2).
DesR, perteneciente a la familia LuxR-NarL, una vez fosforilado actlia como activador
de la transcripcion del gen des, que codifica a la A5-desaturasa de membrana. Esta
desaturasa fluidifica la bicapa por desaturacion in situ de los acidos grasos de los
fosfolipidos (Mendoza 2014). De esta manera, se recupera la fluidez de la membrana
como respuesta adaptativa a un choque frio. Cuando la bacteria se encuentra a 37°C,
el sistema se encuentra apagado, ya que DesK actlia como fosfatasa especifica sobre
P~DesR. Esto asegura que la via no se prenda inespecificamente por otras HQ o
pequeiios dadores de fosfato (Aguilar 2001;Daniela Albanesi, Mansilla, y de Mendoza
2004).

PTTITT }:‘:;_}:‘};':.};:;=:‘=;:;"=;}:’:’::‘_:,:Jﬁaliﬁlﬁ}ﬂﬁl}##t{%}ﬁlh it UL ETT ;‘.::‘::;:‘}:‘}:";;_

DesK DesK

Desaturasa
fosfatasa auto-quinasa

Choque frio

p
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autofosforilacion

~De: inactivo
DesR P~DesR / PrRek

Desaturasa
] P pe— N g pe——

Figura 2. Funcionamiento del sistema de sefializacién DesK-DesR: en ausencia de sefal,

DesK actia como fosfatasa sobre P-DesR y el sistema se encuentra apagado. Ante el choque
frio, la membrana se rigidiza y el sistema se activa: DesK se autofosforila y luego fosfotransfiere
a DesR, que dimeriza. El regulador se une a la regién promotora del gen des, donde tetrameriza
y activa la expresion de la desaturasa que actlia sobre la membrana plasmatica, reestableciendo

su fluidez. Figura modificada de Trajtenberg et al. 2014.

El sistema DesK-DesR es uno de los SDCs estudiados en mayor profundidad desde el
punto de vista estructural y funcional. Por ejemplo, disponemos de estructuras
experimentales en la mayoria de los estados funcionales de DesK y DesR, tanto solas
(D. Albanesi et al. 2009; Trajtenberg et al. 2014) como en complejos (Trajtenberg et al.
2016), la cual hace de este sistema un excelente modelo para estudiar algunos aspectos

moleculares en mayor detalle.
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A partir de las estructuras cristalograficas de DeskKC (region citoplasmatica soluble), se
ha propuesto que DesK adopta al menos tres estados estructurales y funcionales
diferentes de acuerdo a la presencia/ausencia de la sefial (Figura 3) (Albanesi et al
2009). ElI mecanismo alostérico que controla la transicién fosfatasa/quinasa implicaria
la formacion/ruptura de una estructura de coiled-coil en la hélice-S, lo cual estaria
acoplado a movimientos rotacionales del dominio DHp (D. Albanesi et al. 2009). Estos
movimientos harian que, en el estado fosfatasa, la histidina fosforilable se encuentre
inaccesible, en el interior del dominio DHp. Cuando DesK es activada por la sefial, el
motivo coiled-coil se desarma exponiendo la histidina al solvente, mediante movimientos
de rotacion de las hélices a (D. Albanesi et al. 2009; Trajtenberg et al. 2014; Saita et al.
2015; Trajtenberg et al. 2016).

Conformacion

peee— . g
g cerrada Conformacién

abierta

Helice-S

inmévil

Hisigs~P

inmoviles

Fosfatasa Auto-quinasa Fosfotransferasa

Figura 3. Diferencias estructurales en DesKC en sus 3 estados funcionales: En el estado
fosfatasa las hélices forman el coiled-coil, la His188 se posiciona hacia el interior del DHp y los
dominios CA se ubican simétricamente e inméviles al DHp. En los estados autoquinasa y
fosfotransferasa, el coiled-coil se desarma exponiendo a la His 188. En el estado autoquinasa,
ambos dominios CA se liberan y en el fosfotransferasa sé6lo uno de ellos. (Figura modificada de
Imelio, Trajtenberg y Buschiazzo 2021).

En esta tesis nos propusimos estudiar posibles determinantes de direccionalidad en la
fosfotransferencia, evaluando in vitro las reacciones de transferencia de fosfato para
diferentes variantes de DesK y DesR, disefiados racionalmente en funciéon de la
informacion estructural disponible. En la misma hemos podido identificar ciertos

residuos claves para favorecer la fosforilacién de DesR.
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HIPOTESIS

Las reacciones de fosfotransferencia entre HQ y RR se diferencian de otros tipos de
reacciones de fosforilacién involucradas en sistemas de sefalizacion, como las
catalizadas por Ser/Thr o Tyr quinasas, en que la direccionalidad de la transmision de
informacion puede ser configurada. Esta propiedad no solo permite construir sistemas
eficientes de sefalizacion, sino que ademas permite configurar cascadas de
fosfotransferencias mas complejas. Nuestra hip6tesis es que mediante la modificacién
de ciertos residuos o motivos seria posible alterar la direccionalidad del sistema.

Objetivo general:

La informacion en SDCs se transmite quimicamente mediante una serie de reacciones
de transferencia de fosfato, para las cuales se requiere un estricto control de las mismas,
que aseguren la correcta transmision del mensaje al mismo tiempo que se minimiza la
pérdida de energia celular. El objetivo es comprender los mecanismos moleculares que
confieren direccionalidad en la fosfotransferencia. Para esto utilizaremos como modelo
el sistema DesK-DesR, ya que disponemos de una abundante informacion estructural y

funcional, que nos guiaran en el disefio y evaluacion de variantes de ambas proteinas.
Objetivos especificos:

1) Evaluar la reversibilidad en el contexto de mutaciones de residuos conservados del

sitio activo del complejo HQ:RR en el estado fosfotransferasa

La reaccion de fosfotransferencia entre la HQ y el RR implica el ataque nucleofilico del
Asp fosforilable sobre el fosfato covalentemente unido al Ne2 de la His. El centro de
reaccion se conforma con la unién de ambas proteinas y en el mismo se posicionan una
serie de residuos muy conservados que permiten coordinar un catiéon de Mg?* asi como
estabilizar al P~Asp una vez completada la reaccion (Gao, Bouillet, y Stock 2019). Para
entender el papel de estos residuos conservados en la reaccién de fosfotransferencia,
se decidi6é evaluar la direccionalidad analizando reacciones de fosfotransferencia para
variantes donde se sustituyeron el Asp189 y la GIn193 en DesK por Ala, o la Thr80 en
DesR por Ala o Ser.

2) Estudiar el efecto de sustituciones en posiciones claves del complejo DesK:DesR en

el estado fosfatasa.

Las HQ adoptan diferentes conformaciones de acuerdo con los estados funcionales del
sistema. En funcién de la informacién estructural disponible decidimos analizar la

direccionalidad utilizando variantes de DesR que afecten diferencialmente la interaccion

13


https://www.zotero.org/google-docs/?bNZWkD

con DesK, Unicamente en el estado fosfatasa. Por ejemplo, se sustituyé los residuos
Arg84 y GIn10 de DesR por Ala. También se evalué funcionalmente a una variante de

DesK que presenta el motivo coiled-coil N-terminal desestabilizado (DesKpesr).

Estrategia experimental

Clonado de mutantes puntuales en DesK y DesR mediante la técnica RF cloning

A partir de los plasmidos pQE80-DesRgec (Trajtenberg et al. 2014) y pQE32-DeskC
(Daniela Albanesi, Mansilla, y de Mendoza 2004) se disefiaron las mutantes pQE80-
DesRgec-180a, PQE8O-DesRgec-1s0s, PQEBO-DesRrec-resa, PQESO-DesRrec-oi0a, PQE32-
DesKCoig3a Y PQE32-DesKCpissa mediante la técnica de clonado libre de enzimas de
restriccion (Restriction-Free Cloning) (Unger et al. 2010).

A continuacion, se muestra la secuencia de aminoacidos de las proteinas salvajes,
sefialando en magenta el tag de histidinas, en verde el sitio de corte para la proteasa
TEV y en amarillo la secuencia final luego del corte. Ademas, se mencionan los valores
de masa molecular y coeficientes de extincion, extraidos del software Benchling
(http://www.benchling.com):

DesRrec:

MRGS_GSGSENLYFQGSGSMISIFIAEDQQMLLGALGSLLN LEDDMEVVGKGTTGQD
AVDFVKKRQPDVCIMDIEMPGKTGLEAAEELKDTGCKIIILTTFARPGYFQRAIKAGVKGYLLKDS
PSEELANAIRSVMNGKRIYAPELMEDLYSEA

Masa molecular (KDa) 15.1
Abs 0.1% (1 g/L) 0.4
DesKC:

MRG SHEBBBEG HVENLYEQGRKERERLEEKLEDANERIAELVKLEERQRIARDLHDTLGQKL
SLIGLKSDLARKLIYKDPEQAARELKSVQQTARTSLNEVRKIVSSMKGIRLKDELINIKQILEAADI
MFIYEEEKWPENISLLNENILSMCLKEAVTNVVKHSQAKTCRVDIQQLWKEVVITVSDDGTFKG
EENSFSKGHGLLGMRERLEFANGSLHIDTENGTKLTMAIPNNSK

Masa molecular (KDa) 24.9

Abs 0.1% (1 g/L) 0.56
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La técnica de clonado libre de enzimas de restriccion se realizd6 en dos pasos de

amplificacién por PCR para insertar mutaciones de dos o tres bases en la secuencia a

partir del pldsmido parental. De acuerdo a la ubicacién del residuo a sustituir en la

proteina, se disefid un par de cebadores donde uno de ellos (puede ser Fw o Rv)

contiene el coddén que codifica para la sustitucion del aminoacido de interés. Luego se

realizé la primer PCR utilizando dichos cebadores y el plasmido molde (pQE80-DesRgrec

0 pQE32-DeskC). Como resultado se obtuvo un producto entre 250-400 pb, que

llamamos megaprimer. A continuacion (Tabla 1) se detallan los primers y DNA moldes

utilizados para clonar cada construccion. En rojo se sefialan las mutaciones incluidas

para generar las sustituciones puntuales.

Tabla 1- Disefio de mutantes puntuales DesK y DesR

Construccién generada

Primer Fw

Primer Rev

Plasmido de origen

pQE80-DesRREC_T80A

5-ATGAGAGGATCGCATCACCATCACCA-3

5-GCGAAGGTGGCTAAGATGATAATTTTGCAGC-3’

pPQEB80-DesRREC

pQES80-DesRREC_T80S

5-ATGAGAGGATCGCATCACCATCACCA-3

5-GCGAAGGTGCTTAAGATGATAATTTTGCAGC-3’

pQEB80-DesRREC

pQES0-
DesRREC_R84A

5-
GATTAGTATATTTATTGCAGAAGATCAGCAAA
TGC-3

5-
GAAAGTAACCGGGTGCGGCGAAGGTGGTTAAG-
3

pPQEB80-DesRREC

pQES0-
DesRREC_Q10A

5-
GTATATTTATTGCAGAAGATGCGCAAATGCTG
CTGG-3’

5-GCTTCGCTGTATAAGTCCTCCATCAG-3

pQEB80-DesRREC

pPQE32-DesKC_Q193A

5-GATACGCTTGGGGCAAAGCTTTCTC-3

5'-

GAATTATTAGGAATTGCCATGGTAAGCTTGGTC-3’

pQE32-DeskC

pQE32-DeskKC_D189A

5-CGATCTCCATGCGACGCTTGGGCAAAAG-
3

5-

GAATTATTAGGAATTGCCATGGTAAGCTTGGTC-3’

PQE32-DesKC

En las Tablas 2 y 3 se detallan los reactivos y las condiciones de amplificacion utilizadas

enla PCR I
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Tabla 2- Reactivos utilizados en la reacciéon de PCR |

Reactivos 1X Concentracion final
Agua
Buffer 5X HF 10
dNTPs (10 mM) 1 mM de clu
Primer Fw (10 pM) 1.25
Primer Rev (10 pM) 1.25
Phusion 0.5
DNA molde 1ng
Volumen Total (uL) 50

Tabla 3- Condiciones amplificacién PCR |

Temperatura Tiempo N° de ciclos
98 °C 3 1X
98 °C 10”
62 °C 10” 25X
72 °C 15”
72 °C 3 1X

Una vez obtenidos los Megaprimers, se procedio a la segunda amplificacion lineal por
PCR, de acuerdo con el protocolo resumido en Tablas 4y 5:
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Tabla 4- Reactivos utilizados en la reaccion de PCR |l

Reactivos 1X Concentracion final
Agua
Buffer 5X HF 10
dNTPs (10 mM) 1 mM de c/u
Megaprimer 1 ng/uL
Phusion 0.5
DNA molde 20 ng/50 L
Volumen Total (uL) 50
Tabla 5- Condiciones amplificacion PCR I
Temperatura Tiempo N° de ciclos

98 °C 3 1X

98 °C 20”

60 °C (X 30X

72 °C 4

72 °C 10 1%

Una vez finalizada la PCR |l, se realizé un tratamiento con la enzima Dpn | durante 45’
a 37 °C seguido de una inactivacion de la misma a 80 °C durante 20 min, para descartar
el plasmido parental. Con el producto de esta PCR Il se transformé células
guimiocompetentes DH5a mediante shock térmico a 42 °C. Luego se sembraron las
células transformadas en placas de LB ampicilina (ambos tipos de pldsmidos utilizados
poseen esta resistencia) y se incubo en estufa a 37 °C. Se seleccionaron 3 colonias de

cada transformacion para amplificar y purificar plasmidos. Finalmente las secuencias de

los plasmidos fueron confirmados por secuenciacién (Macrogen).
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Expresion y purificacién de las proteinas recombinantes

Las proteinas recombinantes fueron expresadas a partir de los plasmidos: pQEB8O-
DesRrec, PQE80-DesRgrectsoa, PQES8O-DesRgrec-tsos, PQEBO-DesRrec-rsan, PQES8O-
DesRgec-010a, PQE32-DeskKC, pQE32-DesKCaqigsa Y pPQE32-DesKCpigoa transformados
en la cepa E. coli TOP 10 F’. La induccién se realizé con 0.5 mM IPTG durante 4 hs a
30 °C. Luego los cultivos se centrifugaron a 5000 rpm y las células se resuspendieron
en buffer de lisis (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 0.5M NacCl, inhibidor de proteasas PEFABLOC
(Roche), 0.5 mg/ml lisozima y 1% Triton X-100). Por cada gramo de pellet se utilizaron
5 ml de buffer de lisis. Luego las muestras fueron tratadas por sonicado (pulsos 1” 40%
amplitud con intervalos de descanso de 3” durante 5’) o prensa francesa y centrifugadas
a 12000g por 40 min a 4°C para separar la fraccion soluble que contiene las proteinas
sobre-expresadas de interés. La purificacion de la proteinas se realizé en una serie de
pasos cromatograficos. Dado que todas las proteinas recombinantes tienen hacia su N-
terminal un His-tag, se realiz6 un primer paso de cromatografia de afinidad a un catién
metalico inmovilizado (IMAC) (HisTrap, GE Healthcare). La unién de la proteina y el
lavado de la columna se realizé con buffer A (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 0.5M NaCl y 20
mM imidazol). La elucion se realiz6 haciendo un gradiente lineal en 10 voliumenes de
columna con Buffer B (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 0.5M NaCl, 500 mM imidazol). Luego las
proteinas eluidas se incubaron con la proteasa TEV (1 mg por cada 40 mg de proteina)
dentro de una membrana de didlisis en un buffer 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 0.5M NacCl,
0.5mM DTT durante toda la noche a 4°C. Posteriormente se realizé una 2° IMAC donde
se colectd la fraccién no unida, de forma de separar la proteina de interés de TEV (que
queda retenida en la columna). El ultimo paso de purificacion consisti6 en una
cromatografia de exclusion molecular (Superdex 75 HiLoad 16/60 GE Healthcare) pre-
equilibrada en buffer 20 mM Tris-HCI pH 8.0 y 0.3M NacCl. Finalmente, las proteinas se
concentran por ultracentrifugacion utilizando centricones (Vivaspin) hasta ~10 mg/mL y

almacenadas a -80°C hasta el momento de su uso.
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Andlisis in vitro de las actividades de fosfotransferencia y fosfatasa del complejo
DesK:DesR utilizando Phostag SDS-PAGE

1) Ensayo funcional fosfotransferencia de P~DeskKC sobre DesRgrec

El ensayo comienza con la obtencion de P~DesKC: DeskKC (wtype o mutante Q193A)
mediante incubacién con 10 mM ATP y 10 mM MgCl. en un buffer 20 mM Tris-HCI pH
8.0 0.3 mM NaCl, durante una hora a 24°C. Luego se proteina fue inyectada en una
columna Superdex 75 HiLoad 10/300 (GE Healthcare) pre-equilibrada en buffer 20 mM
Tris-HCI pH 8.0 0.3 mM NaCl y se colecté la fraccion correspondiente al dimero de
DesKC. La reaccién de fosfotransferencia se realizé incubando P~DesKC a 26 uM en
presencia de cantidades equimolares de DesRrec (Wtype 0 mutante) en un buffer 20 mM
Tris-HCI pH 8.0, 0.3 mM NaCl, 5 mM MgCl,. A diferentes tiempos se obtuvieron
muestras: 0, 207, 40”, 1’, 1.5, 2.5, 5, 10, 20’, 30’. La reacciéon se frend tomando
alicuotas de 15 pL y agregando 15 uL de Sample Buffer 2X con 2.5 mM DTT, y
conservadas en hielo. Luego se agregd 40 mM de iodoacetamida para bloquear el
exceso de DTT y se dejo actuar 10’ a temperatura ambiente. Las muestras se sembraron
en un Phos-tag 12% SDS-PAGE (preparado con 100 uM de Phostag y 100 uM ZnCl,)
para evaluar la aparicion y desaparicion de especies proteicas fosforiladas por retardo
electroforético (Trajtenberg et al. 2014). Los geles fueron luego incubados en coomassie
coloidal, y posteriormente se hizo un andlisis de las bandas por densitometria para
cuantificar el grado de fosforilacion de cada proteina (P~proteina/proteina total). Esto

ultimo se realizé con el programa ImageJ.

1) Ensayo funcional fosfatasa de DesKC sobre P~DesRgec

El ensayo se inici6 con la obtencion de P~DesRgec: DesRgrec(Wtype 0 mutante) se
incubd con 50 mM acetil-fosfato (AcP) y 30 mM MgCl, en un buffer 20 mM Tris-HCI pH
8.0 0.3 mM NacCl, durante una hora a 24°C. Luego la forma fosforilada y dimerica se
purificé mediante cromatografia de exclusién molecular usando una columna Superdex
75 HiLoad 10/300 (GE Healthcare) pre-equilibrada en buffer 20 mM Tris-HCI pH 8.0 0.3
mM NaCl. La reaccion de fosfatasa consistié en incubar 26 yM de P~DesRgec (Wtype o
mutante) con cantidades equimolares de DeskKC en un buffer 20 mM Tris-HCI pH 8.0,
0.3 mM NaCl, 5 mM MgCl,. Luego se procede de igual manera que el ensayo anterior

para realizar el andlisis.
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Ensayo de cristalizacion del complejo DesKChigse: DesSRrec-0104, COlecta de datos y

construccion del modelo

Para preparar el complejo DesKChisse:DeSRgrec-010a S€ mezclaron proteinas puras
(como se mencioné previamente) a concentraciones finales de cada una de 300 uM de
DesKCrigse Yy 165 UM de DesRrec.oi0a. Al complejo se agregd MgCl, y AMP-PCP a
concentraciones finales de 20 y 5 mM, respectivamente. Se iniciaron varios
experimentos de cristalizacion en placas Limbro, a diferentes concentraciones de PEG
3350 (14%, 16%, 18%, 20%, 22% y 24%) y citrato de potasio (0.25 M, 0.3 M, 0.35 M,
0.4 M) para encontrar la condicién éptima de formacion de cristales, basandonos en lo
reportado previamente para el complejo DesKCuigse:DesRrec (Trajtenberg et al. 2016).
La cristalogénesis se realiz6 mediante la técnica de gota colgante. Para ello, las gotas
se formaron mezclando 2 L de soluciéon de reservorio + 2 uL del complejo de proteinas.
Luego de 7 dias aparecieron pequefios cristales en la condicion PEG 3350 20% (w/v) y
0.35 M citrato de potasio. Para la optimizacion del crecimiento de cristales se utilizé la
técnica de microseeding. Para esto se prepararon gotas frescas de cristalizaciéon y se
dejo equilibrar con el reservorio hasta el siguiente dia. Utilizando una fibra (en este caso
un bigote de gato) se sumergio en una gota de cristales pequefios de la placa inicial y
luego se esparcio sobre cada gota fresca preparada el dia anterior. Al cabo de 2 dias
se formaron cristales de tamafio suficiente para hacer experimentos de difraccion. Los
cristales fueron pescados y sumergidos por un tiempo breve en una solucion crio-
protectora con 20% PEG 3350, 0.35 M citrato de potasio, 5 mM AMP-PCP, 25% (v/v)
glicerol y (20-150) mM MgCl, + 5mM BeF>-.

La difraccién de rayos X del cristal se llevé a cabo en el generador de anodo de cobre
rotatorio de la Unidad de Cristalografia de Proteinas del Institut Pasteur de Montevideo.
El patrén de difraccién obtenido se proceso6 con el programa autoProc (Vonrhein et al.
2011). La estructura fue resuelta por reemplazo molecular en Phaser (McCoy et al.
2007) utilizando cada una de las moléculas del modelo de DesKChigse:DesRrec (PDB Id
51UK). El refinamiento se realizé con el programa Buster (Bricogne et al., 2009) y las
modificaciones manuales al modelo se realizaron Coot (Emsley etal. 2010). La
validacion se realiz6 durante y hacia el final del refinamiento, utilizando las herramientas
de MolProbity (Chen et al. 2010). La visualizacién y analisis estructural de los modelos

proteicos se realizaron con Pymol (Schrodinger, 2015).
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Resultados

Actividades de fosfotransferencia y fosfatasa entre DeskKC y DesRgrec

Con el objetivo de analizar la direccionalidad en el sistema de sefalizacion DesK:DesR,
se obtuvieron variantes de DesKC y DesRgec con sustituciones aminoacidicas en ciertas
posiciones para evaluar su efecto en las reacciones de fosfotransferencia. Esto consistié
en expresar y purificar las proteinas recombinantes (salvajes y mutantes) para luego
realizar los ensayos de actividad. Los protocolos de expresion y purificacion de DeskKC

y DesRgec fueron previamente optimizados en el laboratorio (D. Albanesi et al. 2009).

El primer paso fue expresar y purificar las proteinas salvajes (Figura 4A y B) como se
detalla en la seccién de Estrategia Experimental. Brevemente, la purificacién consiste
en dos pasos de cromatografia de afinidad por metales (IMAC) (incluida la digestién con
proteasa TEV) y un ultimo paso de cromatografia de exclusion molecular (Figura 4A).
Para los ensayos de actividad, fue necesario la preparacion previa de las formas
fosforiladas de DeskKC y DesRgrec. Las mismas fueron obtenidas mediante incubacién
con ATP o acetil-fosfato, respectivamente, en presencia de MgCl; y a temperatura
ambiente (22°C). El exceso de ATP o acetil-fosfato es luego descartado mediante

cromatografia de exclusién molecular.

En este trabajo se realizaron dos tipos de reacciones: i) Reaccion de

fosfotransferencia, la cual se inicia incubando DeskKC fosforilada con DesRgec, VY ii)

Reaccion fosfatasa, comenzando la reaccion con DesRgec fosforilada e incubando con

DesKC. A distintos tiempos se obtienen muestras de la reaccién, la cual es frenada en
presencia de altas concentraciones del detergente desnaturalizante SDS (sodium
dodecyl sulfate). Luego las reacciones fueron analizadas mediante Phostag SDS-Page

y se cuantifica el grado de fosforilacién por densitometria (Ver Estrategia Experimental).

En la figura 4, se puede apreciar ensayos de fosfotransferencia (DesKC~P en presencia
de DesRgec, Figura 4C) y fosfatasa (DesRrec~P en presencia de DeskKC figura 4D) con
las proteinas salvajes. A la derecha se incluyen las cuantificaciones realizadas por
densitometria de al menos dos repeticiones por reaccion. Es importante resaltar que, en
este tipo de reacciones, debido a que estamos utilizando una variante de DesK que
carece del dominio sensor transmembrana, esta se encuentra desregulada (Daniela
Albanesi, Mansilla, y de Mendoza 2004). Por ende, en estas reacciones, ocurre en forma
simultdnea la fosforilacion y la desfosforilacion de DesR, tanto intrinseca como
promovida por DeskK. En la figura se puede observar como DeskK rapidamente transfiere

el fosfato a DesRgrec para luego promover su desfosforilacion, algo que ya habia sido
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previamente observado por Albanesi et al (Daniela Albanesi, Mansilla, y de Mendoza
2004). En lareaccion de fosfatasa, se observa primordialmente la rapida desfosforilacién
de DesRgec Y una baja fosfotransferencia reversa, o sea muy poco fosfato es transferido
desde DesR a DeskKC. Esto est4 de acuerdo con observaciones previas hechas por el
grupo de Diego de Mendoza (Daniela Albanesi, Mansilla, y de Mendoza 2004) y nuestro

laboratorio (Trajtenberg et al. 2016).
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Figura 4. DesKC y DesRgec: purificacion y ensayos de fosfotransferencia. A) y B) SDS-
PAGE de las diferentes etapas de purificacion (1: soluble post lisis celular; 2: fraccion no retenida
1°IMAC; 3: elucion 1° IMAC; 4: post didlisis y corte con TEV; 5: fraccién no retenida 2°IMAC, 6:
elucion 2°IMAC; 7: elucién pico mayoritario SEC) y cromatograma de SEC del dltimo paso
cromatografico de DesKC y DesRrec, respectivamente. C) Ensayo de fosfotransferencia
DeskKC~P + DesRrec por Phostag-SDS-PAGE. A la izquierda se muestra una foto del gel
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Phostag. A la derecha: Curso temporal de la reaccion, donde se grafica el grado de fosforilacion
de DesKC (en rojo) y DesRrec (en azul) en funcién del tiempo, de acuerdo a la cuantificacién por
densitometria de los geles. D) Ensayo de fosfatasa DesRrec~P + DesKC por Phostag-SDS-
PAGE. A la izquierda se muestra una foto del gel Phostag. A la derecha: Curso temporal de la
reaccioén, donde se grafica el grado de fosforilacion de DesKC (en rojo) y DesRrec (en azul) en

funcion del tiempo, de acuerdo a la cuantificacién por densitometria de los geles.

El residuo GIn193 de DesK es esencial para la actividad fosfatasa

En funciéon de estos resultados, decidimos evaluar la direccionalidad en un contexto de
ausencia de actividad fosfatasa. La desfosforilacién por hidrélisis del P~Asp ocurre por
atague nucleofilico de una molécula de agua sobre el fosfato del RR (Pazy et al. 2010).
Esta reaccién puede ocurrir por una actividad intrinseca del propio RR o ser promovida
por la accion de la HQ (actividad fosfatasa). Un residuo clave en esta actividad fosfatasa
es una GIn o Asn muy conservada en la posicion H+5 (a 5 residuos a continuacion de
la His fosforilable) en el dominio DHp de la HQ (Huynh, Noriega, y Stewart, s. f., 2010).
Para esto disponemos de un plasmido codificante para la variante DesKCoig3a, la cual
expresamos y purificamos siguiendo los protocolos ya establecidos. Realizamos las
reacciones de fosfotransferencia (Figura 5A) y fosfatasa (Figura 5B) con DesRrec que
fueron analizados mediante SDS-PAGE PhosTag.
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Figura 5. DesKCqi03a + DesRgrec: Ensayos de fosfotransferencia y fosfatasa. A) Ensayo

fosfotransferencia DesKCaqiesa~P + DesRrec: Phostag SDS-PAGE (izquierda) y curso temporal
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de la reaccion (derecha). B) Ensayo fosfatasa DesRrec~P + DesKCqig3a: Phostag SDS-PAGE

(izquierda) y curso temporal de la reaccion (derecha).

En la reaccion de fosfotransferencia se observa que el fosfato es rapidamente
transferido hacia DesRgec, pero luego el fosfato no es hidrolizado, sino que buena parte
se mantiene fosforilado durante los 30’ de reaccion. En el ensayo fosfatasa, partiendo
desde P~ DesRgec, se observa que en el primer minuto de la reaccién, hay un ~15% del
fosfato que va hacia DesKCo193a, Y €l resto se mantiene unido al regulador durante todo
el curso temporal. Por lo tanto, al sustituir el residuo GIn193 de DesKC por Ala, se pierde
la actividad fosfatasa manteniendo la fosfotransferencia inalterada. Esto es consistente
con el importante rol de esta amida en la reaccion fosfatasa. En estas condiciones se
puede observar cierto grado de reversibilidad en la fosfotransferencia. Sin embargo, el
fosfato se distribuye mayoritariamente en DesR, indicando que el equilibrio esta
desplazado hacia la fosforilacion del aspartato.

Sustitucion de la Thr80 de DesR en la fosfotransferencia

La posicion 80 de DesR se encuentra muy conservada en todos los RR, siendo
generalmente ocupado por una Thr o una Ser (Figura 6B). La Thr80 de DesR se ubica
al inicio del bucle B404, adyacente al sitio de fosforilacion. La interaccion mediante
puente de hidrogeno con el fosfato le confiere un rol de “sensor” del estado de
fosforilacion, ya que provoca un reposicionamiento de la Thr, el cual genera un cambio
estructural en el bucle B4a4 (Trajtenberg et al. 2014). Mediante estas reorganizaciones,
este residuo estd involucrado en el mecanismo alostérico de activacion del RR (Cho
et al. 2000; Birck et al. 1999; Hastings et al. 2003). Ademas, en el complejo DesK:DesR
en el estado fosfotransferasa, construido mediante modelizacién a partir de la estructura
experimental DesKCrigse:DesRgrec (PDB Id 5IUK) (Trajtenberg et al. 2016), la Thr80
queda a distancia de interaccion del fosfato unido covalentemente a la His, previo a la
fosfotransferencia (Figura 6C). Por ende, la Thr80 podria estar involucrada en la
estabilizacion del P~Asp y/o participar de la fosfotransferencia. Decidimos estudiar
variantes que incorporan la sustitucion de la Thr80 por Ala o por Ser. A priori, se espera
un efecto mas drastico para la sustitucion por Ala ya que es un residuo pequefio y no
polar, a diferencia de la Ser que contiene un grupo hidroxilo al igual que la Thr. Ademas,
muchos RR presentan una Ser en esta posicion lo que indicaria que es compatible con

estas reacciones.
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Figura 6. Importancia de la sustitucién de Thr80 en DesRgec — (A) Esquema logo (Wheeler
2014) mostrando la conservacion de secuencia de la familia REC (Pfam PF 00072) en la region
donde se ubica la Thr80pesr (marcada con *). Ademas, se muestran los elementos de estructura
secundaria correspondientes. (B) Sitio activo de la reaccion de fosfotransferencia de acuerdo al
complejo DesK-DesR fosfotransferasa. Se muestra a la Thr80 a distancia de interaccion de
puente de H con el grupo fosforilo de la His188pesk (Figura extraida de Trajtenberg et al 2016).
(C) Purificacién de DesRrec-tsoa recombinante: SDS-PAGE y cromatograma SEC de la Ultima

etapa del proceso.

Para poder expresar en forma recombinantes estas variantes de DesR se sustituyo6 el
codon que codifica para la Thr80 del plasmido que permite la expresion de la forma
salvaje de DesRgrec. Mediante mutagénesis sitio dirigida, utilizando el método de RF
cloning como se explica en la seccion de Estrategia Experimental, se generaron dos
plasmidos que codifican para DesRgrec-teoa Y DesRrec-teos. Estas modificaciones en el
ADN fueron confirmadas por secuenciacion. Las proteinas fueron luego expresadas y
purificadas (Figura 6A) siguiendo los protocolos establecidos. En la figura 7, se puede
apreciar los ensayos de fosfotransferencia entre DesKC~P y DesRgec-tsoa (figura 7A) o
DesRgec-ts0s (Figura 7B). A pesar de la alta conservacion de esta Thr y su
posicionamiento en el sitio activo, la fosfotransferencia ocurre en ambas variantes. Por
otro lado, la comparacion con las reacciones utilizando la forma salvaje de DesR (Figura
4A), se observa que la desfosforilacion del RR estd significativamente disminuida,

especialmente en la forma DesRrec-Ts0s, Ya que el fosfato persiste por mas tiempo.
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Figura 7. Ensayos de fosfotransferencia DesKC~P + DesRgrec-t80a / D€SRRrec-ts0s. A) Ensayo
fosfotransferencia DesKC~P + DesRrec-tsoa: Phostag SDS-PAGE y curso temporal de la
reaccion. B) Ensayo fosfotransferencia DesKC~P + DesRrec-tsos: Phostag SDS-PAGE y curso

temporal de la reaccion

Un elemento diferencial que notamos en el ensayo de fosfotransferencia con la variante
DesRrectsoa, €S que el fosfato se distribuye mas equitativamente entre ambas proteinas
durante toda la reaccion. Sin embargo, en presencia de DesRgecrsos €l fosfato es
mayoritariamente transferido al RR, indicando que la estabilizacién del fosfato por la
interaccion con el oxidrilo de la Thr o Ser en esta posicién es importante para desplazar
el equilibrio hacia el mismo. La actividad fosfatasa para evaluar la reversibilidad
utilizando la variante DesRgrectsoa NO pudo ser medida ya que esta no es capaz de

autofosforilarse con acetil-fosfato (resultados no mostrados).

El Asp189 no participa de la fosfotransferencia reversa desde el RR a la HQ

La reaccion de autofosforilacion en las HQ implica el ataque nucleofilico del Ne2 de una
His al fosfato gama del ATP. Esta reaccion requiere de un Asp o Glu, estrictamente
conservado a continuacién de la misma His, el cual mediante un puente de H con el N&1,
sustrae un proton, haciendo de la His un mejor nucledfilo (Mechaly et al. 2014). Dado que
el Asp189 de DesK deberia cumplir este rol en la autofosforilacion, nos preguntamos si
también podria estar involucrado en la fosfotransferencia reversa, ya que ambas
reacciones implican la fosforilacién de la His. De acuerdo con el complejo fosfotransferasa

(Trajtenberg et al 2016), la orientacion de la His188 sugeriria que este residuo no deberia
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participar de la reaccion. Para confirmar que este residuo no contribuye, se sustituy6 al
Aspl89 por Ala. La reaccion de fosfotransferencia no fue posible analizar ya que, como
esperabamos, la variante DesKCpis9a N0 €S capaz de autofosforilarse a expensas de ATP.
Pero al evaluar la actividad fosfatasa pudimos apreciar un grado de fosfotransferencia

reversa, sugiriendo que este residuo no participa en esta reaccion.

0,5-
o DesKCp, g0
Tiempo 0 20"40"1'1.5'25510'20'30' 4 4] . DesR_.
P-DesKCpiggn 0.3
DesKCpigon il s e e cus s aus S S up ’
P-DesRgec 0,21
DesRgec
e L 0,11
"0 300 600 900 1200 1500 1800
Tiempo (s)

Figura 8. Ensayo fosfatasa P~DesRgrec + DesKCpisoa: Phostag SDS-PAGE (izquierda) y curso

temporal de la reaccion (derecha).

La reversibilidad de la fosfotransferencia afectando la interaccién de DesR con
DesK en el estado fosfatasa

A continuacién nos propusimos evaluar un mecanismo que podria estar involucrado en
evitar la fosfotransferencia reversa. Suponiendo que exista un equilibrio conformacional
fosfatasa/quinasa de DesK muy desplazado hacia el primero, la fosfotransferencia
reversa de DesR~P hacia DesK no seria posible. Esto se sustenta en que en el estado
fosfatasa, como se describié previamente, la His188 se encuentra hacia el interior del
dominio DHp, completamente inaccesible para recibir un fosfato. Para evaluar esta
hipétesis decidimos seguir dos estrategias diferentes: i) utilizar una variante de DesK,
denominada DesKCpest, que tiene este equilibrio desplazado hacia el estado activo (Saita
et al. 2015); ii) analizar sustituciones en residuos, Arg84 y GInl10 en DesR, gque estan
involucrados en la interaccién DesR:DesK en el estado fosfatasa, pero que no estan

implicados en el estado fosfotransferasa.

DesKCpest incluye las sustituciones Alal67Arg, llel71Gly y Leul74Gly, que promueven
la desestabilizacién del motivo coiled-coil N-terminal y por ende favorecen la activacion
de la HQ (Saita et al. 2015). Las reacciones de fosfotransferencia y fosfatasa (Fig 9Ay B,
respectivamente) muestran importantes diferencias con respecto a la forma salvaje

(Figura 4), ya que se puede apreciar un mayor grado de fosforilacion de DesR y éste no
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es inmediatamente eliminado. Sin embargo, no se observa una fosfotransferencia reversa

en el ensayo fosfatasa.
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Figura 9: DesKCpest + DesRgrec: ensayos de fosfotransferencia y fosfatasa. A) Ensayo
fosfotransferencia DesKCpest~P + DesRrec: Phostag SDS-PAGE y curso temporal de la reaccion.
B) Ensayo fosfatasa DesRrec~P + DesKCpest: Phostag SDS-PAGE y curso temporal de la

reaccion.

El residuo Arg84 forma parte del bucle 404 y se encuentra formando un puente salino
con el Aspl89 de DesK en el complejo fosfatasa (PDB Id 5IUN, ver Fig 10). Esta
interaccion no puede ocurrir en el complejo fosfotransferasa debido a la rotaciéon de las
hélices en el DHp, que forma parte del mecanismo alostérico de activacion de Desk, el
cual modifica la posicion del Asp189. Este movimiento aleja al Asp189 de la Arg84 y, por
lo tanto, se predice que esta interaccion podria ser importante para favorecer la
interaccion con el estado fosfatasa de DesK. En el ensayo fosfotransferasa entre
DesKC~P y DesRgec_rsan (Fig 11A), se observa que DesK transfiere rapidamente el grupo
fosforilo a DesRgec_rssaa, pero este permanece mas tiempo si comparamos con DesRgrecwt
(Figura 4). Es decir, la fosfotransferencia no se ve afectada pero si la actividad fosfatasa.
Esto también lo observamos mas claramente en el segundo ensayo, partiendo de
P~DesRgrec rean € incubando con DesKC (Fig 11B). Desde la perspectiva de la
direccionalidad, si bien esta modificacion interfiere con la actividad fosfatasa, como era

esperado, no promueve la transferencia reversa del grupo fosfato hacia DesK.
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Figura 10. Interaccion Arg84pesr:ASpl89pesk diferencial del estado fosfatasa: Comparacion

estructural entre los complejos DesK-DesR fosfotransferasa (residuos coloreados en celeste) y
fosfatasa (residuos en verde) en el centro de reaccibn. Se muestra la interaccion

Arg84pesr:Aspl89pesk Unicamente en el estado fosfatasa.
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Figura 11. DesKC + DesRgrecrssa: €nsayos de fosfotransferencia y fosfatasa. A) Ensayo
fosfotransferencia DesKC~P + DesRrec-rsaa: Phostag SDS-PAGE y curso temporal de la reaccion.
B) Ensayo fosfatasa DesRrec-rsaa~P + DesKC: Phostag SDS-PAGE y curso temporal de la

reaccion
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El efecto en el equilibrio oligomérico de DesRgec.oioa puede modular la

direccionalidad del fosfato

La unién de DesR a DesK en el estado fosfatasa posiciona a la GIn10 en un bolsillo, que
se forma en la interfaz de la interaccion DHp:ABD, formando un puente de H con la
Lys194 (Figura 12). Este bolsillo DHp:ABD es un elemento estructural particular del
estado fosfatasa, ya que una vez activada la HQ, el dominio ABD se libera (Albanesi et al
2009). En la reaccion de fosfotransferencia utilizando la variante DesRgrec_gi0a S€ Observa
gue hay fosfotransferencia hacia DesRgec_ o104, pero luego, a diferencia de DesR salvaje
0 DesRrsan, €l fosfato se distribuye equitativamente entre ambas proteinas durante el
curso temporal (Figura 13 A). En el ensayo fosfatasa, se observa que hay
fosfotransferencia reversa desde P~DesRgrec gi0a @ DesKC en el primer minuto de
reaccion y luego, como en el caso anterior, ambas van perdiendo el fosfato a lo largo del
tiempo con igual pendiente (Figura 13 B). Reacciones similares, pero utilizando
DesKCqoi2a, 0 Sea en ausencia de la actividad fosfatasa, se aprecia el mismo efecto de
reversibilidad (Figura 14), lo que indicaria que la fosfotransferencia puede ser mas
reversible. Este resultado es inesperado, ya que el residuo GInl10 se encuentra alejado
del sitio de fosforilacion. Ademas, los ensayos utilizando las variantes DeSRgrec-rsan Y
DesKCpest que buscaban afectar diferencialmente el estado fosfatasa no generaron un
efecto similar. Por ende, decidimos estudiar en profundidad este mutante para identificar

si constituye un determinante de direccionalidad en la fosfotransferencia.

BLys194k

H ' Q'li HK H|5188HK‘“P

ASpS4RR

Figura 12- Interaccion GIn10pesr:LYS194pesk diferencial del estado fosfatasa. Comparacion
estructural entre los complejos DesK-DesR fosfotransferasa (residuos coloreados en celeste) y
fosfatasa (residuos en verde) en el centro de reaccion. Se observa la GInl0pesr insertada en el

bolsillo creado entre la superficie ABD:DHp e interactuando con la Lys194pesk
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Figura 13: DeskKC + DesRgrecoion: ensayos fosfotransferencia y fosfatasa A) Ensayo
fosfotransferencia DesKC~P + DesRrec-qioa: Phostag SDS-PAGE y curso temporal de la reaccion.
B) Ensayo fosfatasa DesRrec-qioa~P + DesKC: Phostag SDS-PAGE y curso temporal de la

reaccion.
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Figura 14: DesKCqigsa + DesRgec-gioa: €nsayos fosfotransferencia y fosfatasa. A) Ensayo
fosfotransferencia DesKCqio3a~P + DesRrec-qioa: Phostag SDS-PAGE y curso temporal de la
reaccion. B) Ensayo fosfatasa DesRrec-qioa~P + DesKCaqigsa: Phostag SDS-PAGE y curso

temporal de la reaccion.

31



Previamente en el grupo se habia propuesto que la distancia entre los residuos dador y
aceptor del grupo fosforilo podria contribuir a desplazar el equilibrio por una asimetria en
el centro de reaccion (Trajtenberg et al. 2016). Para estudiar el efecto en la reversibilidad
de la sustitucién GIn10Ala en DesR decidimos analizar si habia algin cambio estructural

en el complejo fosfotransferasa DesKChisse:DeSRrec_o10a.

Con ese objetivo, se realizo la cristalizacién del complejo DesKCrigse:DesRrec_o10a EN la
seccion de Estrategia Experimental se detalla el disefio de la placa de cristalizacion y la
preparacion de las gotas con el complejo de proteinas. Luego de 5 dias aparecieron
algunos pequefios cristales (Figura 15 Ay B). Se hizo un seguimiento del crecimiento de
los mismos, buscando que tengan un tamafio. A los 20-25 dias algunos alcanzaron un
tamafio de mas de 10 ym. Las condiciones en las que se formaron contenian PEG 3350
20/24% (w/v) y 0.3/0.35 M citrato de potasio. En algunas gotas aparecieron pocos de
diferentes tamafios (Figura 15 C) y en otras en mayores cantidades de tamafios similares

(Figura 15 D), todos en forma de barra.

En paralelo se probo6 la técnica de microseeding incorporando pequefios cristales que
sirven de nucleo a partir del cual se forman nuevos cristales. Como se describe en la
Estrategia Experimental, se disefia una nueva placa de cristalizacién y nuevas gotas del
complejo de proteinas. Una vez que la fibra se sumerge en la gota con pequefios cristales,
se esparce dibujando un trazo sobre las gotas con solucién fresca. Al cabo de 2 dias se
observaron grandes cantidades de cristales “hijos” en forma de aguja a lo largo del

trayecto marcado por la fibra (Figura 15 Ey F).

Figura 15. Fotos de diferentes gotas del ensayo de cristalizacion del complejo
DesKChisse: DesRgec_o10a. €n distintos tiempos. A y B: Cristales formados luego de 5 dias. C:
Cristales luego de 20 dias. D: Cristales luego de 30 dias. E y F: Cristales formados 2 dias después

del microseeding.
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Cristales unicos fueron difractados en el equipo de difraccion de rayos X de la plataforma
de Cristalografia de Proteinas del Institut Pasteur de Montevideo. Con la ayuda de Felipe
Trajtenberg, estos datos fueron procesados y la estructura resuelta a una resolucién de
3.4 A. A partir de la comparacidn entre esta nueva estructura y las resueltas previamente
en el laboratorio del complejo DesKChisse:DesRrec se puede concluir que la sustitucion

puntual no afecta el posicionamiento del RR en el complejo (Figura 16).

A ' YV B

Figura 16- Estructura cristalogréfica del complejo DesKChigse:DesSRgrec-gioa €n estado
fosfotransferasa. (A) Alineamiento estructural del modelo DesKChisse:DeSRrec-gioa (dos
complejos independientemente refinados dentro de la unidad asimétrica representados en violeta)
contra DesKCrisse:DesRrec (representado en magenta claro) al superponer los segmentos
delimitados entre el residuo 190 hasta el 230 del DHp de DesK (representada en verde y amarillo).
(B) ElI mismo alineamiento (A) mostrando la densidad electrénica correspondiente al complejo

DesKChisge:DesSRRec-q10a.

La direccionalidad de la fosfotransferencia hacia DesR podria estar favorecida por la
dimerizacion de DesR ya que existe una competencia por la misma superficie entre la
oligomerizacién y la interaccién con DeskK. Por lo tanto, si se favorece la formacion de
dimero, hay menos fosfotransferencia reversa porque el sustrato DesR-P monomérico

estd menos disponible.

El residuo GIn10 se ubica al comienzo de la hélice a1 y forma parte de la superficie de
dimerizacion. Debido a esto, la sustitucién del mismo podria estar desestabilizando la
forma dimérica de DesR. Para poner a prueba este supuesto, realizamos la reaccion de
autofosforilacion de DesRrec Yy DesRrec_qioa Y comparamos la distribucion del equilibrio
dimero:monémero mediante cromatografia de exclusiébn molecular. El ensayo consiste en
incubar 1.3 mM de cada proteina con 50 mM AcP y 30 mM de MgCl. durante 1 hora.
Luego se inyecta en una SEC S 75 10/300 para evaluar la cantidad de dimero formado

en cada caso (Figura 17A).
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Figura 17. Comparacién del equilibrio oligomérico entre DesRrec ¥ DeSRgrec.gion pOSt
incubacion con AcP. (A) Cromatograma SEC de la inyeccién de 1.3 mM de DesRgec (en rosa) o
DesRRrec-q10a (en violeta). (B) Cromatograma SEC a 100 pM de proteina fosforilada: DesRrec (en

rosa) o DesRrec-qi0a (en violeta) (C) Idem (B) a 25 uM de proteina.

Como se ha mencionado previamente, la fosforilacion del regulador promueve su
dimerizacion. En el cromatograma de la figura 17A se observa que DesRgec Se encuentra
mayoritariamente en forma dimérica, mientras que DesRrec_o10a Muestra una fraccion
dimérica y otra monomérica. Esto Ultimo podria explicarse o bien porque es mas dificil
formar el dimero y/o porque la fosforilacion con AcP no es tan eficiente, entonces el grado
de fosforilacion alcanzado no seria el adecuado para disparar los cambios alostéricos que
promueven la dimerizacion. Para descartar esta Ultima opcion, se purificaron las formas
diméricas de ambas proteinas y se analiz6 por SDS-PAGE Phostag para asegurarse que
ambas presentan el mismo grado de fosforilacidn, lo cual fue confirmado. A continuacion,
se realizaron nuevas cromatografias SEC para ambas proteinas a 100 yM y 25 uM de
cada proteina fosforilada (Figura 17B y C). La cromatografia a 100 uM de proteina indica
gue DesRgrec se comporta mayoritariamente como dimero. En el caso de DeSRgec_q1o0a,
las proporciones de dimero/monémero son similares a las salvaje pero hay un corrimiento
de las curvas hacia el monémero y los picos estdn mas solapados entre si. Esto ultimo
se observa con mas claridad en la inyeccién a 25 pyM de proteina, donde ambos picos
estan mas solapados a diferencia de la forma salvaje que se resuelven mejor. Esto es
una evidencia que muestra que el equilibrio dimero-monémero en P~DesRgrec_o10n €S Mas

dindmico y se encuentra afectado.
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Discusion

Los sistemas de sefalizacién requieren de una regulacién estricta que permita a las
bacterias adaptarse eficientemente ante perturbaciones en su entorno. Los SDC son
interesantes modelos bioldgicos para entender cdémo se transmite la informacion

bioguimica debido a la abundante informacién estructural y funcional disponible.

En este trabajo nos preguntamos si es posible modular la direccionalidad de la
fosfotransferencia mediante modificaciones en posiciones claves de una HQ y su RR.
Desde el punto de vista evolutivo, es necesario que estos sistemas puedan configurar
diferentes direccionalidades en la fosfotransferencia para generar cascadas de
sefalizacibn mas complejas. Para abordar esta pregunta decidimos utilizar el sistema
DeskK-DesR como modelo, evaluando el efecto de sustituciones especificas en las

reacciones de fosfotransferencia y fosfatasa.

La direccionalidad de la reaccion podria modularse mediante diferentes mecanismos
cinéticos y termodindmicos, incluyendo cuestiones alostéricas en las proteinas hasta
cambios sutiles en los centros de reaccion. La sustitucion DesKCqaigsa fue realizada de
forma de eliminar la amida de la GIn193 con el objetivo de estudiar la reversibilidad en
ausencia de la actividad fosfatasa. El mecanismo catalitico involucrado en la hidrélisis del
grupo fosforilo atn no esta bien comprendido, ya que es dificil pensar que una Gin pueda
actuar como base para “activar” al agua reactiva. Sin embargo, el rol clave de este residuo
en la actividad fosfatasas ya se ha demostrado para otras HQs (Huynh, Noriega, y
Stewart, s. f.) o fosfatasas estructuralmente relacionadas (Zhao et al. 2002; Pazy et al.
2010). En la familia GTPasas de tipo Ras/GAP, una glutamina es posicionada en un lugar
equivalente a la GIn193 de DeskK, y esta contribuye entropicamente en la formacién del
complejo Michaeliano (Calixto et al. 2019). Por lo tanto, en sintonia con esa explicacion,
es probable que la GIn193pesk disminuya el componente entrépico de la barrera de
activacion de la reaccion al pre-orientar el OH dentro del sitio activo. Los ensayos
analizados en ausencia de la actividad fosfatasa al usar este mutante revelaron, por un
lado, que el fosfato tiende a acumularse en el RR y por el otro, que no seria la rapida

hidrdlisis del fosfato lo que impide observar la reaccion reversa.

Los residuos Asp189 de DesK y la Thr80 en DesR fueron analizados ya que podrian ser
determinantes claves en la fosfotransferencia, tanto favoreciendo la nucleofilicidad de la
His fosforilable o estabilizando el estado fosforilado del RR, respectivamente. Estudios
realizados en otros reguladores de respuesta, como FixJ, CheY, OmpR, CovR y DevR,
revelaron que, en la mayoria de los casos, la sustitucién del residuo equivalente a la Thr80

de DesR afecta significativamente la autofosforilacion asi como la estabilidad del fosfo-
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aspartato (Appleby y Bourret 1998; Gautam, Sikri, y Tyagi 2011; Mattison et al. 2002;
Weinstein et al. 1992). Por ejemplo, para el regulador DevR (de la misma familia de DesR)
se hicieron ensayos de fosforilacion in vitro para la mutante DevRys7a, Observandose que
la fosfotransferencia es mas lenta pero una vez que DevRrg7a recibe el fosfato, éste se
mantiene por mas tiempo unido en comparacion a DevR wt (Gautam, Sikri, y Tyagi 2011).
Esto ultimo coincide con lo observado para la mutante DesRrsa cuando el fosfato
proviene de la quinasa. En el caso de DesR, la sustitucién Thr80Ala hace a la proteina
incapaz de autofosforilarse con AcP. Sin embargo, no impide que si pueda ser fosforilada
por la accion de DesK. Esto es consistente con la idea de que la HQ actida como
modulador funcional del RR (Trajtenberg et al 2014), promoviendo su activacion y
favoreciendo la fosforilacién. Un elemento interesante que notamos en la reaccion de
fosfotransferencia, es que el fosfato se distribuye mas equitativamente en comparacion
con DesRwt. Esto podria explicarse con el rol estabilizador de la Thr80 en la coordinacion
del sitio de fosforilacion, desplazando el equilibrio de fosfotransferencia.

En el caso del Asp (que en muchos casos es un Glu), un residuo a continuacién de la
histidina fosforilable en HQs (Aspl189 en DesK), se ha propuesto que es clave en la
reaccion de autofosforilacion. Mediante la sustraccion de un protén del N-6 de la His
fosforilable, participa incrementando la nucleofilicidad de la misma (Alexandre et al. 2010;
Quezada et al. 2005). En el complejo DesK:DesR en fosfotransferasa la His188 se
dispone de tal manera que impide la interaccion de su N-d con Asp189 (Trajtenberg et al
2016). Esto indicaria que el Asp no deberia estar involucrado en la fosfotransferencia
reversa. Esto fue comprobado experimentalmente utilizando el mutante DesKCpigoa €N
presencia de P~DesRgec.

Por otro lado, y en funcién de los estudios estructurales previos, una hipo6tesis que hemos
considerado es si el equilibrio conformacional de DesK se encuentra desplazado hacia el
estado fosfatasa, lo cual haria al sistema menos reversible por no tener acceso a la
histidina fosforilable. Como se mencioné previamente, en el estado fosfatasa la His188
se ubica hacia el interior del dominio DHp, y s6lo es accesible para la autofosforilacion o
las reacciones de fosfotransferencia una vez que los movimientos rotacionales la
posicionan en un sitio expuesto al solvente.

Con el objetivo de modificar el equilibrio conformacional de DesK sin cambiar residuos
conservados y claves en las reacciones, decimos analizar los ensayos funcionales
utilizando las variantes de DesKpest, DeSRrec-rsaa Y DeSRRrec-010a. DeSKpest incluye tres
mutaciones que desestabilizan la formacién del coiled-coil N-terminal, por ende,
generando una variante constitutivamente activa (Saita et al. 2015). En cambio, los

residuos R84pesr Y Q10pesrk buscan desestabilizar la interaccion de DesR con DesK
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Unicamente en el estado fosfatasa. Los ensayos que utilizaron estas variantes mostraron
gue cada una de ellas afecta la funcionalidad del sistema en forma diferente. Las
reacciones que incluyen DesKCpest muestran un perfil similar a DesKCwt, aunque la
acumulacion de DesRgec fosforilado es mayor, lo cual era esperable. En cambio, la
sustitucion R84Apesr reduce notoriamente la actividad fosfatasa. En ambos casos no se
registra un cambio en la direccionalidad, ya que el fosfato se acumula en el regulador
Unicamente. Por el contrario, la variante DesRo10a, Si afecta la direccionalidad, ya que el
fosfato se distribuye igualmente entre las dos proteinas, haciendo la reaccion mas
reversible. Es sorprendente que una mutacion puntual en esta posicion altere la
direccionalidad del sistema. Mediante la resolucion de la estructura cristalina del complejo
DesKCrisse-DesRrec-o10a descartamos que la causa de este fendmeno esté asociado a
un acortamiento de la distancia entre la His188pesk-ASp54pesr. LOS experimentos de SEC
comparando DesRwt y DesRgioa ambas en estado fosforilado, muestran un
desplazamiento del equilibrio oligomérico hacia el monémero en DesRqi0a. Por ende, la
dimerizacion de DesR podria estar actuando como un mecanismo de secuestro de
fosfato, compitiendo con DesK y de esta forma evitar la fosfotransferencia reversa.

Este trabajo permitié identificar uno de los determinantes de direccionalidad en la
transmision de informacion en SDC. Profundizar en estas preguntas generaria
herramientas utiles en el disefio de vias sintéticas. Hemos encontrado ciertas mutaciones
puntuales en ambos componentes del sistema que le confieren al mismo propiedades
particulares que podrian utilizarse con ese fin.

Como perspectiva nos imaginamos que entender los mecanismos que han evolucionado
los sistemas vivos para sefializar y dirigir la informacion permitirdn construir sistemas
complejos de procesamiento de informacién en organismos vivos, un area de intenso
trabajo en Biologia Sintética.

Durante el transcurso de esta tesis de maestria, en colaboracion con el grupo de Marcelo
Marti (Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires, Argentina)
exploramos algunos aspectos de los mecanismos de reaccion mediante simulaciones
computacionales utilizando QM/MM. Ademas, se realiz6 una modelizacion cinética del
sistema utilizando las reacciones reportadas en esta tesis, lo cual aportd informacion
adicional acerca de los determinantes de direccionalidad en la fosfotransferencia entre
DesK y DesR. Estos resultados fueron recientemente publicados en la prestigiosa revista

Science Signaling (Lima et al. 2023) y creemos sera un gran aporte dentro del area.
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