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RESUMEN

Los sistemas de dos componentes (SDCs) son vias de sefializacidn que regulan procesos bioldgicos
importantes en bacterias. Trabajos previos sugieren que el SDC HemK-HemR (HemKR), presente
en el género de bacterias espiroquetas Leptospira, juega un rol importante en la homeostasis del
hemo. El regulador de respuesta HemR es un factor de transcripcidén que se une a promotores de
genes que codifican para enzimas reguladoras del metabolismo de hemo. El estado de
fosforilacién de HemR es especificamente dictado por la histidin-quinasa HemK, determinante
del encendido o apagado de la via. Sin embargo, la sefial que enciende o apaga a HemK era hasta
ahora desconocida. En este trabajo, se emplearon aproximaciones microbiolégicas, moleculares
y bioquimicas para evaluar los mecanismos por los que HemKR regula el metabolismo de hemo
en el organismo modelo Leptospira biflexa; en particular, se buscd dilucidar la sefial que regula
la actividad de HemK, y cdmo HemR regula la transcripcion de sus genes diana a partir de la
deteccion de dicha sefial. Los resultados obtenidos indicaron que el acido 5-aminolevulinico
(5ALA), un precursor metabdlico clave para la biosintesis de hemo, gatilla la inactivacion de
HemKR: se observé que el 5ALA induce la desfosforilacion HemK-dependiente de HemR,
resultando en la represidn de la expresion de genes que codifican para las enzimas biosintéticas
y de adquisicion de hemo; y simultdneamente, la activacién de la expresion del gen de la hemo-
oxigenasa, que degrada hemo. La caracterizacidn fenotipica de L. biflexa knockout para hemKR
(aqui denominada AHemKR) permitid profundizar en el andlisis funcional. AHemKR es mas
tolerante a condiciones de deficiencia de hierro en cultivo, y también, secreta significativamente
mas metabolitos porfirinicos al medio extracelular comparado con la bacteria salvaje. Integrando
todos los datos obtenidos, este trabajo propone un modelo mecanistico en el cual HemKR juega
un rol importante en asegurar la homeostasis de hierro/hemo en Leptospira. Dado que la hemo-
oxigenasa es un factor de virulencia en especies patégenas de Leptospira, HemKR emerge
también como un sistema relevante en términos de regulacidn de la patogenicidad. Finalmente,
se caracterizé bioquimicamente e in silico una tercera proteina, HemX, codificada en las
proximidades de hemKR en L. biflexa; los resultados obtenidos sugieren fuertemente un rol de

HemX en el combate al estrés oxidativo en Leptospira.



INTRODUCCION

Seializacién en bacterias: los sistemas de dos componentes

Desde su aparicion en la Tierra hace casi 3500 millones de afios, las bacterias han logrado
colonizar practicamente cada nicho ecolégico del planeta. El éxito evolutivo de las bacterias es
en gran parte debido a su capacidad de detectar y responder adaptativamente a fluctuaciones
ambientales e intracelulares; este proceso es denominado sefalizacion celular, y es compartido
por todos los seres vivos. Cada bacteria cuenta con una coleccién de proteinas que actian como
“antenas moleculares”, capaces de detectar un amplio espectro de senales: temperatura, pH,
péptidos, lipidos, azlcares, gases, luz, especies redox activas, etc.!™. La informacion es
usualmente comunicada a otras biomoléculas, generalmente proteinas, dominios proteicos o
acidos nucleicos, resultando en la regulacidon de expresion génica o actividad enzimdtica que

reestablece el balance fisioldgico intracelular, u homeostasis®.

Entre los sistemas de sefializacién bacterianos se destacan los sistemas de dos componentes
(SDCs), regulando procesos biolégicos importantes como divisién celular, esporulacion,
formacién de biofilms, patogénesis, virulencia, quimiotaxis, etc.l. Cldsicamente, los SDCs se
componen de una histidin-quinasa (HQ) de transmembrana, y un regulador de respuesta (RR)
citosédlico. A pesar del alto grado de homologia que hay entre las distintas HQs y RRs en una
bacteria®, cada par HQ-RR presenta un alto grado de especificidad de reconocimiento entre
ambos componentes’8. Asimismo, existen arquitecturas de SDCs mas complejas, como los
sistemas de fosforelevo, que involucran proteinas y/o dominios proteicos intermediarios
adicionales, que pueden enriquecer o complejizar la regulacién de la actividad de los
componentes, la deteccion y/o la transmisidon de la sefial, o la respuesta fisioldgica®*2. La
sefializacion por SDCs se basa en la transmisién en tdndem de un grupo fosforilo (P~) entre sus
componentes. La presencia o ausencia de una sefial ambiental o intracelular determinada es
detectada por la HQ, regulando su actividad hacia el estado “encendido” o “apagado”; en caso
de encenderse, la HQ es capaz de autofosforilarse (i. e., actividad autoquinasa) a expensas de
adenosina-trifosfato (ATP) en un residuo conservado de histidina (His, H), y transferir el P~ (i. e.,

actividad fosfotransferasa) a un residuo igualmente conservado de aspartato (Asp, D) en su RR
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especifico, activandose y efectuando la respuesta adaptativa. En caso de apagarse, existen HQs
capaces de desfosforilar a su RR especifico (i. e., actividad fosfatasa), en un proceso que también
es sefial-dependiente!>?>, Es importante agregar que los RRs pueden autofosforilarse,
empleando dadores de fosfato de bajo peso molecular presentes en el citosol como acetil-fosfato
(AcP), carbamoil-fosfato, fosfoimidazol y fosforamidato!®, y también autodesfosforilarse; en
cualquier caso, ambas actividades se encuentran reguladas principalmente por residuos del
entorno del Asp fosforilable, que definen la cinética de autofosforilacion/autodesfosforilacion
del RRY72°, Adicionalmente, si bien los pares HQ-RR forman vias de sefializacion especificas y
aisladas de otros pares, puede existir comunicacién cruzada o “cross-talk” entre HQs y RRs no
especificos, o0, en otras palabras, que no constituyen un par propiamente dicho: esto puede ser
fisioldgicamente relevante?t?2, o bien, producto de interacciones inespecificas?>?>. De esta
manera, las concentraciones celulares de RR fosforilado, activo (P~RR), relativo a RR

desfosforilado, inactivo, determina el grado de la respuesta fisioldgica.

Arquitectura de un SDC clasico

Tipicamente, las HQs son proteinas homodiméricas de transmembrana, que presentan tres

modulos (Figura 1):

Modulo sensor: variables en secuencia y estructura, y capaces de detectar estimulos ambientales
o intracelulares especificos. En su mayoria, los dominios sensores son periplasmicos (en bacterias
Gram-negativas) o extracelulares (en bacterias Gram-positivas) y se ubican entre dos segmentos
transmembrana, aunque los hay de transmembrana e intracelulares. La gran variabilidad
existente entre dominios sensores esta correlacionada con la capacidad de las bacterias de

detectar y responder ante un amplio espectro de sefiales ambientales e intracelulares>2627,

Médulo de transmisiéon/transducciéon: conectan y son capaces de transmitir la sefial desde el
maddulo sensor hacia el catalitico. Esta regién puede contener uno o mas dominios proteicos,
entre los que se identifican HAMP (“Histidine kinases, Adenylate cyclases, Methyl accepting
proteins and Phosphatases”), PAS (“Periodic circadian proteins, Aryl hidrocarbon nuclear

translocator proteins and Single-minded proteins”), GAF (“cGMP-specific phosphodiesterases,
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Adenilyl ciclases and Formate hydrogenases”), entre otros®®. En algunos casos, estos mismos
dominios pueden actuar como sensores ya que pueden disponer de sitios de unién a
ligandos!>?%2°, Es importante destacar que muchas HQs no presentan dominios definidos en el
madulo de transmisidn, pero en estos casos el médulo sensor y el catalitico estan conectados por
a-hélices, que por su estructura pueden transmitir informacién de forma mecdnica. Hacia el
extremo C-terminal, el dominio de transmisidon/transduccion presenta un haz de dos a-hélices,
denominado “hélice S”3°, que conecta fisicamente los médulos sensores y/o transmisores con el
modulo catalitico. Como se detallard mas adelante, la hélice S es esencial para la regulacién senal-

dependiente de la actividad del médulo catalitico de las HQs.

Médulo
sensor

Dominio
transmembrana

Mddulo de
transmision/
transduccion

Dominio ABD

Conservacién de secuencia/estructura

Médulo catalitico His
(dominios ABD y conservada
DHp)

. Dominio DHp

Figura 1. (A) Arquitectura de las HQs clasicas. A modo ilustrativo, se muestran los médulos sensores, transmembrana
y de transmision/traduccién de sefial de la HQ NarQ (PDB ID: 5JEQ) y parte del mdédulo de transmisidn (i. e., la hélice
S) y médulo catalitico de DesK de B. subtilis (PDB ID: 5IUN). La conservacidn de secuencia/estructura de los distintos
dominios entre HQs se representa en gradiente de color (verde = mayor conservacion; rojo = menor conservacion).
(B) Mddulo catalitico de HQs representado por CpxA de E. coli (PDB ID: 4BIX). Figura disefiada mediante los softwares

PyMol y BioRender.
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Moddulo catalitico: conservados en secuencia y estructura, esta regién se localiza en el citoplasma
y participa de las diferentes actividades vinculadas a la sefalizacién y reconocimiento del RR
especifico. Este médulo se compone de un dominio de dimerizacién y fosfotransferencia (DHp,
por “Dimerization and Histidine phosphotransfer”) constituido por un haz de cuatro hélices, y
hacia el extremo C-terminal un dominio de unién a ATP (ABD, por “ATP-Binding Domain”). Este
ultimo dominio presenta un plegamiento del tipo Bergerat3?, con una topologia “sandwich” o/B:
de un lado 3 a-hélices, empaquetadas contra el otro lado del sandwich, constituido por una
ldmina B de 5 hebras mixtas (1y 2 paralelas, el resto antiparalelas). Entre las tres hélices se forma
el bolsillo donde se une el ATP. Cuando la HQ se enciende, el dominio ABD cargado con ATP -y
empleando magnesio (Mg?*) como cofactor- se acerca al residuo conservado de His del dominio
DHp, y un grupo fosforilo es transferido desde la posicion y del ATP al nitrégeno € de la cadena

lateral de la His32.

Existen cuatro familias de HQs basado en la secuencia de sus dominios DHp: HisKA (familia Pfam
PF00512), HiskA_3 (PF07730), HisKA_2 (PF07568) y HWE_HK (PF07536); la mayoria de las HQs, .
e. alrededor del 80%, pertenecen a la familia HisKA®. HiskA se caracteriza por la presencia de un
motivo H-E/D-x-x-T/N (donde E = 4cido glutamico 6 Glu, y T = treonina 6 Thr). El residuo de E/D
es esencial para la actividad autoquinasa o de encendido; por otra parte, el residuo de T/N es
esencial para la actividad fosfatasa de apagado (Figura 2): mutagénesis por alanina en esta
posicion resulta en HQs constitutivamente encendidas o con actividad fosfatasa

significativamente reducida33-3®,

P HiskA
Qu: BornB.| =g = sEL Eg Bgt=E B__

Figura 2. Logo de la secuencia del dominio DHp de HQs pertenecientes a la familia HisKA. Se resaltan el residuo de
His (H) fosforilable (flecha negra), el residuo de Glu (E)/Asp (D) esencial para la actividad autoquinasa (flecha verde)
y el residuo de Thr (T)/Asn (N) esencial para la actividad fosfatasa (flecha roja). Fuente: http://pfam-

legacy.xfam.org/.
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Los RRs son dominios REC (ver abajo) que pueden o no estar fusionados a otros dominios,
incluyendo un dominio efector. Tipicamente, los RRs son solubles, citosélicos, y presentan dos

dominios (Figura 3):

Dominio recibidor (REC): este dominio se ubica hacia el extremo N-terminal, y presenta el
residuo conservado de Asp fosforilable. Los dominios REC adoptan un plegamiento de tipo
Rossman, con una topologia (Ba)s en donde 3 a-hélices de un lado y 2 del otro, rodean a una

lamina B central de cinco hebras paralelas®’.

Dominio
Asp REC
conservado
Dominio

efector

Figura 3. Arquitectura de los RRs clasicos, representada por VanR de S. coelicolor (PDB ID: 7LZA). Figura disefiada

mediante el software PyMol.

Dominio efector: cuando presente, se encuentra ubicado hacia el extremo C-terminal. El dominio
efector ejecuta la respuesta a partir de la fosforilacidn (activacion) del dominio REC. La mayoria
de los dominios efectores (“65%) son de unién al ADN y por tanto actian como reguladores
transcripcionales323%-%0, Otros, sin embargo, establecen interacciones directas con proteinas®,,

ARN*2, o bien, presentan por si mismos actividad enziméatica®3.

Se han descrito siete familias basadas en dominios REC; sin embargo, la familia Response_reg

(PFO0072) incluye la mayoria de secuencias conocidas de RRs®.
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Alosteria y plasticidad en SDCs: mecanismos moleculares de regulacion de actividad

Al igual que el resto de los sistemas de transduccion de sefiales, la regulaciéon de encendido y
apagado de los SDCs es alostérica: la sefial es detectada en un sitio espacialmente distante (i. e.,
alostérico) del sitio funcional (i. e., ortostérico). Como se describié previamente, en el caso de
HQs generalmente ocurre que el estimulo es detectado por un mddulo sensor que transduce la
informacién rio abajo hacia el moddulo catalitico, resultando en su autofosforilacién;
similarmente, en RRs, el sitio de fosforilacidn y el efector -ya sea un sitio catalitico o involucrado
en interacciones con otras biomoléculas como proteinas o acidos nucleicos- se encuentran en
dominios distintos. En cualquier caso, la regulacion alostérica es facilitada por la propia
plasticidad de estas proteinas**. Dado que las HQs suelen ser multifuncionales, la alosteria en
estas proteinas es extremadamente relevante para asegurar la transmision de la informacién en

SDCs de forma especifica, eficiente y unidireccional.

La presencia/ausencia de una sefial dada determina el encendido/apagado del SDC, a través de
la deteccién de dicha seial por parte del mddulo sensor de la HQ. La diversidad de dominios
sensores de HQs es enorme, y cada uno de ellos presenta sus particularidades en funcion de la
sefial que detectan?®?®; no obstante, ocurre en todos los casos que la deteccidon de una condicion
ambiental o la unién de un ligando al dominio sensor resulta en un cambio conformacional del
mismo, que es transducido o transmitido de forma alostérica a dominios cataliticos rio abajo. La
hélice S de las HQs juega un rol central en la ruta alostérica que conecta médulo sensor con
madulo catalitico, funcionando como interruptor® (Figura 4). En el contexto de una HQ apagada,
la hélice S suele presentar una configuracién mas “rigida” o estable, del tipo “coiled-coil”. Esta
configuracion se transmite alostéricamente al médulo catalitico, que se comporta de la misma
manera, aumentando la superficie de interaccidn entre dominios ABD y DHp generando una
estructura en general mas estable, simétrica y menos dinamica que aquella correspondiente a la
HQ encendida*®8, La estabilizacion de los dominios ABD es entonces un mecanismo estructural
gue minimiza la movilidad, de otro modo imprescindible para la autofosforilacién del dominio

DHp, pues en el dominio ABD rigido el ATP queda a gran distancia de la His fosforilable. En el
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estado apagado de la HQ DesK de Bacillus subtilis, perteneciente a la familia HisKA_3, ocurre una
rotacién de las hélices S superenrolladas en forma de coiled-coil que es transmitida hacia el haz
central de hélices del dominio DHp, provocando una rotaciéon de la His conservada hacia el
interior del haz y sugiriendo un mecanismo estructural para evitar la fosforilacién de la His en el

estado apagado de la via®’%.

La tasa de actividad fosfatasa de HQs por sus RRs especificos es 6rdenes de magnitud mayor que
la tasa de autodesfosforilacion del RR, siendo en general la HQ quien dicta el apagado de la
via®%>!, En este contexto es que las HQs cldsicas son multifuncionales, catalizando actividades
enzimaticas “paraddjicas”, esto es, tanto quinasa como fosfatasa®2. Asimismo, la actividad
fosfatasa de la HQ sobre su RR especifico evita la fosforilacion futil del RR mediante HQs
inespecificas y dadores moleculares citoplasmaticos de fosfato; las concentraciones de éstos
ultimos se encuentran en exceso en el citosol (aproximadamente en el orden de mM) en
comparacion a aquella de los RRs (en el orden de pM, con variaciones dependientes del RR)>3. En
algunas HQs se ha visto in vitro que la uniéon de adenosina-difosfato (ADP) o andlogos no
hidrolizables de ATP al dominio ABD aumenta la tasa de actividad fosfatasa sobre su RR
especifico®. El dominio ABD de las HQs presenta afinidades similares para ATP y ADP®°>°6; sin
embargo, cabe resaltar que la concentracién citosélica de ADP es mucho menor a la
concentracion de ATP (ATP/ADP ~10), por lo que el equilibrio se desplaza hacia la unién de ATP,
y el escenario observado in vitro puede ser diferente a lo que ocurre in vivo en donde la unién de
ADP al dominio ABD parece poco probable. En algunos casos, el dominio efector del P~RR
interactua con la HQ en estado fosfatasa, a través de una superficie que se solapa con aquella del
RR que participa de la unién a promotores génicos, lo que agrega un punto de control adicional

al apagado de la via®®>’,

Andlogamente al apagado, el encendido de las HQs implica cambios conformacionales en el
mddulo sensor que son transmitidos mecdnicamente hacia la hélice S, cuyo coiled-coil -
previamente estabilizado en el estado apagado- se “desarma”, o desestabiliza. Esta
desestabilizacidn es a su vez transmitida mecdnicamente hacia el médulo catalitico, otorgandole
mayor movilidad y dindmica, claves para la actividad autoquinasa de las HQs*">%-¢0 (ver Figura 4).

Estudios estructurales previos observaron que HQs activas presentan un coiled-coil
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desestabilizado y asimetria conformacional dindmica gue permite el movimiento del
dominio ABD unido a ATP hacia el dominio DHp para la autofosforilacién de la His: dicha
autofosforilacion puede ser tanto intramolecular o cis (i. e., el dominio ABD de un mondmero de
la HQ fosforila al dominio DHp del mismo mondmero), o intermolecular o trans (i. e., el dominio
ABD de un mondémero de la HQ fosforila al dominio DHp del otro mondmero)®’. La dindmica y
movilidad del dominio ABD en HQs encendidas esta dada por su baja superficie de interaccién
con el dominio DHp, otorgdndole mayor libertad de movimiento al linker del dominio DHp y ABD
y permitiendo la autofosforilacion de la HQ#7:%4-6.68 Esto contrasta con una mayor cantidad de
interacciones observadas entre estos dos dominios en HQs apagadas, que estabilizan al dominio
ABD disminuyendo su movilidad. Asimismo, en algunas HQs se ha visto que la rotacién de la hélice
S también es crucial para la determinacidon de la actividad autoquinasa, dado que al estar

conectada con la hélice del dominio DHp, dictard el grado de exposicién al solvente de la His

fosforilable modulando el grado de autofosforilaciéon®7°.

Si bien los RRs son capaces de autofosforilarse inespecificamente, ya sea mediante dadores
moleculares de fosfato presentes en el citoplasma o mediante cross-talk, la tasa de
fosfotransferencia de HQs por sus RRs especificos suele ser érdenes de magnitud mayor. En
general, la fosforilacién del RR mediada por la actividad autoquinasa/fosfotransferasa de su HQ
especifica es la que en definitiva dicta que la via se encuentre encendida. No obstante, la mayor
parte de residuos que conforman el centro de reaccién de la fosfotransferencia es aportada por
el RR, incluido el metal divalente, que es coordinado por residuos del RR como se menciond
previamente. A su vez, la activacion mediante fosforilacion del dominio REC del RR induce
cambios conformacionales, alostéricos, que son transmitidos hacia el dominio efector, quien es
el ejecutor de la respuesta fisioldgica. Tipicamente, los rearreglos conformacionales del RR
activado hacen accesibles superficies de contacto que permiten la oligomerizacién cooperativa
del regulador, esencial para la funcion de respuesta. La oligomerizacion del RR es en si mismo un
punto de control en la activacidon del SDC, puesto que los RRs que actuan como factores de
transcripcidn suelen asociarse a secuencias repetidas en promotores génicos, o bien ocurre que
en RRs con actividad enzimatica se requiere la asociacion de mas de un protémero para el

ensamblado del sitio activo’?.
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Figura 4. Cambios en la topologia del coiled-coil de la hélice S de DesK son transmitidos hacia el médulo catalitico,

regulando su apagado/encendido (PDB IDs: 51UN, 51UK). Figura disefiada mediante los softwares PyMol y BioRender.
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Figura 5. Regulacion de la actividad de SDCs clasicos. La presencia (o ausencia) de una sefial ambiental dada puede
estabilizar el estado apagado (i. e., fosfatasa) o encendido (i. e., fosfotransferasa) de la via. De esta manera la

respuesta es sefial-dependiente. Figura disefiada mediante el software BioRender.
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En suma, para los distintos médulos que participan en la via de SDCs, el encendido suele implicar
fosforilaciones, transferencias de fosforilo en tandem y unién a promotores génicos; en
contraste, en el estado apagado suelen ocurrir desfosforilaciones y disociacién de promotores.
En cualquier caso, los cambios conformacionales permitidos por la plasticidad de dichos médulos
juegan un rol fundamental en la regulacidn del estado de actividad de la via. La Figura 5 resume

los procesos previamente descritos.

Moddulos y proteinas auxiliares

La mayoria de los SDCs cldsicos son vias de sefializacién independientes. Sin embargo, en algunos
casos ocurre que la sefial es detectada por un mdédulo o proteina auxiliar que interactia con la
HQ regulando su actividad. En general, estas proteinas se encuentran codificadas en regiones
adyacentes o cercanas al operdn que codifica para el SDC en cuestién’?73y asisten a la deteccion
de sefiales debido a la ausencia de mddulos sensores en las HQs con las que interactuan, o bien,
de modo de integrar sefiales adicionales a la via’*’>. La interaccién con la HQ de las proteinas
auxiliares de detecciéon de sefial puede darse a nivel del dominio periplasmético’®”’,
transmembrana’® o el mddulo catalitico’?. De esta manera, existe un punto de regulacién
adicional que también es alostérico, dado que dichos mddulos sensores auxiliares cambian su
conformacidn al unirse sus ligandos, permitiendo o inhibiendo la interaccion con la HQ, la cual a
su vez se apagara o encenderd: la unién del mdédulo sensor auxiliar a la HQ gatilla cambios
conformacionales que se propagan al mddulo catalitico, similar a lo que ocurre en HQs con

modulos sensores verdaderos.

La regulacidon de encendido y apagado de SDCs a través de proteinas o mddulos auxiliares
también puede darse a nivel del RR. El apagado de P~*RRs en SDCs con HQs que carecen de
actividad fosfatasa necesariamente debe ser catalizado por una fosfatasa dedicada. Tal es el caso
de algunos sistemas denominados “de dos componentes” pero que de hecho presentan dominios
proteicos solubles adicionales que participan en la transmision de fosfato desde HQ hacia RR y/o

de la desfosforilacion del P~RR; por ejemplo, sistemas bacterianos que regulan la quimiotaxis®®-
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82 y esporulacion®. Se ha reportado que la geometria del sitio activo ensamblado por dichas
fosfatasas auxiliares y el P~RR, es muy similar al observado en muchos complejos HQ:RR
capturados en el estado fosfatasa, aun cuando estas fosfatasas auxiliares presentan baja similitud
de secuencia y estructura entre si y relativo a HQs. Esto sugiere que los mecanismos cataliticos
de apagado de RRs, ya sea mediante sus HQs especificas o sus fosfatasas dedicadas, han

evolucionado de forma convergente®3-°,

Homeostasis del hierro en bacterias

Al igual que todos los seres vivos, las bacterias requieren metales para cumplir con funciones
vitales como la respiracién, fotosintesis, fijacion del nitrégeno, entre muchas otras. En muchos
casos los metales asisten al plegamiento nativo de las proteinas, o bien, ejercen funciones
cataliticas coordinando/estabilizando cargas en el sitio activo de enzimas. En los organismos vivos
el hierro ha sido adoptado como el principal metal de transicion para llevar a cabo sus funciones
esenciales, y esto se debe al variado espectro de coordinaciones quimicas que pueden establecer
en sus dos estados redox principales y reversibles: el ion ferroso -reducido- (Fe?*) y férrico -
oxidado- (Fe®*). Ademds, presenta gran variabilidad en el potencial redox Fe3*/Fe?* que puede ser
finamente modulado dependiendo de la naturaleza y entorno de las coordinaciones que
establecen®®. El rango de potenciales redox puede ir desde ~+300 mV como en algunos
citocromos tipo a, hasta ~-490 mV como en algunas proteinas ferrosulfuradas®. Esto hace
posible, por ejemplo, que en las cadenas respiratorias los electrones se transfieran “paso a paso”
entre centros ferrosulfurados o moléculas de hemo, desde potenciales redox mds bajos hacia
mas altos, dependiendo de la coordinacion del hierro que recibe/dona el electron. Asimismo, el
hierro puede alcanzar estados de oxidacidon mas altos, i. e., Fe*" y Fe>*: estas especies son
altamente inestables, reactivas y oxidantes, y son fundamentales para catalizar ciertas reacciones
de decarboxilacidon, hidroxilacién, entre otras, como por ejemplo reacciones catalizadas por
enzimas mono- y di-oxigenasas®. Cabe resaltar que algunas bacterias han logrado prescindir
del hierro para su sobrevida, como es el caso de las espiroquetas Borrelia burgdorferi y

Treponema pallidum, asi como también bacterias del género Lactobacillus spp.; en cambio, éstas
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emplean manganeso (Mn?*) y/o cobalto (Co?*), metales de transicidon con propiedades redox

similares al hierro®2-24,

La vida tuvo sus inicios en una atmosfera reductora, en donde el hierro se encontraba
predominantemente en su forma reducida y soluble. Sin embargo, desde la “Gran Oxidacién” de
hace ~2300 millones de afios, que resulté en la acumulacién gradual de oxigeno (0;) en la
atmosfera y su difusion en mares y océanos, el hierro ambiental fue precipitando en forma de
minerales de éxido férrico insoluble, mucho mas inaccesibles para las bacterias que su forma
soluble. Lejos de evolucionar hacia un metabolismo libre de hierro, emergieron en las bacterias
de vida libre mecanismos de solubilizacién del hierro ambiental®®. Por otra parte, el secuestro de
hierro en los eritrocitos del hospedero forma parte de su estrategia inmune para limitar el
crecimiento y propagacion de los patdgenos, en un proceso denominado inmunidad
nutricional®®®’. Las bacterias patégenas presentan mecanismos de hemdlisis para acceder al

hierro asi secuestrado?®.

Paralelamente a la necesidad de hierro para su supervivencia, un exceso de hierro es téxico para
las bacterias, por lo que su adquisicion debe ser estrictamente regulada. Asimismo, al
incorporarse iones férricos al citoplasma, el Fe3* mayoritariamente se reduce a Fe?* y las
concentraciones intracelulares de este ultimo deben estar finamente controladas. El ion Fe?* es
inestable en solucidén acuosa y tiende a reaccionar rapidamente con moléculas de Oz; un exceso
de iones Fe?* en el citosol pueden catalizar la formacion de radicales libres a través de la reaccion

de Fenton:
Fe3* + 02" — Fe?* + O,
Fe?* + H,0; — Fe3* + OH: + OH"

Los radicales libres superdxido (O27) e hidroxilo (OH*) son intermediarios del metabolismo del O,
altamente reactivos e inestables -sobre todo OH:, el de mayor reactividad-, que pueden ocasionar
dafios irreversibles en las biomoléculas de la maquinaria celular. Si bien una reaccion
descontrolada de Fe?* con perdxido de hidrégeno (H203) es dafiina para la bacteria®>®°, algunos
mecanismos cataliticos de oxigenasas que emplean hierro como cofactor dependen de la
reaccion de hierro con H,0, u O para la formacién de intermediarios Fe3*-peroxo y Fe**-oxo
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altamente energéticos, esenciales para la catalisis®1°0101 | 3 concentracién de hierro intracelular
libre -es decir, aquella fraccion de hierro accesible para quelantes o sitios de unién proteicos con
afinidad al hierro'%?- debe estar comprendida en un rango fisiolégico determinado, en donde
exista suficiente hierro para poder cumplir con las funciones bioldgicas, pero no demasiado como
para generar toxicidad debido al estrés ocasionado por especies reactivas del O,. Es por esto que,
ademas de mecanismos de tolerancia al estrés oxidativo, las bacterias también presentan
mecanismos sofisticados de deteccidn de hierro extracelular e intracelular para la estricta
regulacion transcripcional de genes involucrados en el trafico de hierro a través de la membrana
-ya sea para importar o exportar hierro-, de genes codificantes para proteinas que utilicen hierro
como cofactor para ejecutar sus funciones, o bien, proteinas y biomoléculas involucradas en el
almacenamiento de hierro que pueda estar en exceso en el citoplasma. Muchos de estos sistemas
reguladores son SDCs, cuyos mecanismos de deteccidn y regulacion se describiran mas adelante.
Asimismo, también se mencionaran algunos reguladores globales, importantes en el
mantenimiento de la homeostasis del hierro. Se describiran en todos los casos mecanismos
generales y representativos, que no hacen justicia a la gran cantidad y variedad de sistemas

involucrados en la homeostasis del hierro en el universo bacteriano.

Adquisicion

Las bacterias tanto de vida libre como patdgenas cuentan con un gran nimero de mecanismos
para adquirir hierro de su ambiente (ver Figura 6). Por ejemplo, la quelacién mediante
sideréforos o a partir de proteinas que secuestran hierro del hospedero son mecanismos
bastantes extendidos. También puede ser incorporado de forma activa por transportadores de
la membrana interna. Un ejemplo es el complejo FeoAB, el cual incluye a una proteina
citoplasmatica de 8 kDa, FeoA, con estructura de barril B, que interacciona con la proteina
transmembrana FeoB regulando su funcién319%4: FeoB tiene un peso molecular de ~85 kDa con
un dominio de proteina G que une e hidroliza GTP para aportar energia al transporte activo de
Fe?* hacia el citoplasma, un dominio GDI (de “guanine dissociation inhibitor”) y un dominio

transmembranal®>1%, E|l mecanismo de adquisicion de hierro por parte del sistema FeoAB ha
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sido poco estudiado, pues el ion Fe?* soluble es en general escaso; no obstante, el Fe?* se
encuentra particularmente disponible en anaerobiosis o condiciones de bajo pH%*. Asimismo,
existen otros transportadores bacterianos que también estan involucrados en la internalizacion
de Fe?* como MntH07108 7ypT10° YfeABCD!!C, FutABC!! y EfeUOB!!?, quienes en algunos casos

también pueden internalizar otros metales divalentes como Mn?*, Co?* y zinc (Zn?*).

La mayoria de los sistemas de adquisicidn de hierro se dedican a internalizar Fe3*, y las bacterias
han desarrollado mecanismos para hacer accesible esta forma insoluble del hierro. Los
sideréforos son moléculas de bajo peso molecular (generalmente menor a 1000 Da) sintetizadas
por bacterias y hongos, que son capaces de hurgar y unir Fe3* a partir de precipitados o proteinas
del hospedero, facilitando su solubilizacién y adquisicién por parte de bacterias!'>'14, Luego, las
bacterias son capaces de transportar estos complejos sideréforo:Fe3* a través de la membrana
mediante sistemas proteicos especificos, de forma regulada. Las estructuras de los siderdforos
son muy variables, sin embargo, el grupo funcional para la coordinacién del Fe3* puede ser de
tres tipos: a-hidroxicarboxilato, catecol o hidroxamato. El Fe3* unido en este contexto establece
una esfera octahédrica hexacoordinada con los oxigenos de estos grupos funcionales, con muy
alta afinidad -con constantes de disociacién (Kp) de hasta ~104° M-11>116 debido a que el Fe3*
actiia como un acido fuerte con gran afinidad al &tomo de oxigeno. Una vez que el sideréforo en
complejo con Fe3* es asimilado por la bacteria, proteinas citoplasmaticas reducen el hierro a Fe?*,
perdiendo afinidad por el sideréforo pues el ion ferroso actia como un acido suave, que prefiere
atomos de nitrégeno y azufre como ligandos®”-°8. Asi, el hierro queda disponible en el citoplasma

para su uso por la bacteria.

Hay bacterias que no presentan genes que codifiquen para enzimas biosintéticas de sideréforos;
sin embargo, son capaces de asimilar y utilizar sideréforos de diversos origenes bioldgicos,
sintetizados por levaduras, hongos y plantas'’®!'7, En bacterias Gram-negativas, los complejos
sideréforo:Fe3* exceden en peso molecular lo permitido para el pasaje a través de porinas de la
membrana externa (cut-off ~600 Da)'!®1%°, por tanto, la bacteria requiere de receptores
especificos para su transporte hacia el espacio periplasmico. Existen varios tipos de receptores
de sideréforos en bacterias, e. g., FecA que une dicitrato férrico'?®'?!, FhuA que une

ferricromo®?2123, FptA que une pioverdinal??, FepA'?®, etc., con escasa homologia de secuencia
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entre ellos; esta diversidad se correlaciona con la gran variabilidad de tipos de sideréforos. Mas
alla de esto, todos los receptores son estructuralmente muy similares, siendo barriles 3, y un

VN

dominio N-terminal globular denominado dominio “cork”, “plug” o “hatch”, que funciona como

“valvula”?8.

El transporte de complejos sideréforo:Fe3* desde el espacio extracelular hacia el periplasma de
bacterias Gram-negativas requiere energia, y no hay un gradiente electroquimico a través de la
membrana externa o nucleésidos trifosfato peripldsmicos que puedan ser empleados como
fuente de energia. La solucion de la bacteria es conectar fisicamente la membrana externa a la
membrana citopldsmica interna mediante el complejo proteico ExbBD-TonB, embebido en la
membrana interna, que permite transducir la fuerza protén motriz del gradiente electroquimico
de ésta ultima, en energia para el transporte de sustratos de los receptores de la membrana
externa®?®. ExbD y ExbB son proteinas de transmembrana de ~17 y ~26 kDa, respectivamente, y
el complejo se constituye por un pentdmero de ExbB y un dimero de ExbD'?’, donde cada
mondmero atraviesa la membrana interna mediante tres y una a-hélice, respectivamente!?;
asimismo, ExbD presenta un dominio C-terminal soluble que reside en el periplasma'?. TonB es
una proteina de ~26 kDa, monomérica, con una Unica a-hélice de transmembrana N-terminal,
gue conecta con su dominio C-terminal soluble periplasmico mediante un linker flexible de ~100
residuos; este linker otorga la conexidn fisica entre membrana interna y receptores de la
membrana externa. En este contexto, la fuerza protén motriz transducida por ExbBD, induce
cambios conformacionales en TonB que dicta la interaccidn con dichos receptores a través de su

dominio C-terminal, activando el transporte de complejos siderdforo:Fe3* y otros30-134,

Unavez en el periplasma, el complejo sideréforo:Fe3* se une a proteinas de unién periplasmaticas
(o PUPs; en la literatura se denominan PBP, por “Periplasmic Binding Proteins”) que escoltaran
dichos complejos a transportadores de la membrana citoplasmatica interna para su
internalizacién al citoplasma. Cada tipo de sideréforo se une a su PUP asociada especifica®®13>,
La energia para el transporte a través de la membrana interna es otorgada por proteinas de
transmembrana con un cassette de union a ATP (o ABC, de “ATP-Binding Cassette”), que a partir
de la hidrélisis de ATP inducen cambios conformacionales que permiten la internalizacion del

complejo sideréforo:Fe3* %8114, Ya en el citoplasma, el Fe3* puede disociarse del siderdforo
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mediante su degradacion®®®, pero mayormente, es mediante la reduccién de Fe3* hacia Fe?* que
ocurre la liberacidn al citosol 1>, Por su parte, las proteinas de utilizacion y almacenamiento de

hierro en el citoplasma bacteriano presentan alta afinidad por el Fe?*.

Muchas bacterias Gram-negativas patégenas presentan receptores de la membrana externa que
se unen a transferrinas y lactoferrinas del hospedero. Estas proteinas, de peso molecular ~80
kDa, son muy grandes para su paso a través de la membrana externa, por lo que el Fe3* es
removido en la superficie externa bacteriana para su adquisicidn. Las proteinas de la membrana
externa TbpB/TbpA y LbpB/LbpA cumplen esta funcidn, uniéndose a transferrinas y lactoferrinas
y forzando la separacion de los dominios que rodean los sitios de unidén a hierro, induciendo la
disociacion del hierro para su internalizacion®’-13°, Similar a lo que ocurre con complejos
sideréforo:Fe3*, una vez dentro del periplasma el Fe3* se une a la PUP FbpA la cual luego
interaccionara con las proteinas de la membrana citoplasmatica interna FpbB/FbpC, quienes
internalizan el Fe3* empleando energia a expensas de ATP, dado que se asocian con proteinas

con ABCs?8:140,

La Figura 6 esquematiza los sistemas mencionados, involucrados en adquisicién de hierro en
bacterias Gram-negativas. Las bacterias Gram-positivas no tienen membrana externa; en estas
bacterias los mecanismos de adquisicion de hierro estdn menos estudiados. Sin embargo, una
proteina anclada a la membrana similar a las PUPs de bacterias Gram-negativas esta involucrada
en la union de hierro extracelular, asi como un ABC asociado que aporta energia a expensas de
ATP para la internalizacion del hierro®®. También se ha descrito la presencia de receptores
especificos para transferrinas, sideréforos y hemo en su membrana celular®l. Hasta ahora no se

104 Y3 en el

ha demostrado la existencia de sistemas ExbBD-TonB en bacterias Gram-positivas
citosol, un ambiente netamente reductor, la mayor parte del hierro libre se encuentra en forma
de Fe?* 12, Se ha documentado que las bacterias E. coli y Bacillus subtilis contienen ~0.5-1 mM
de hierro intracelular, la mayoria como cofactor de proteinas que emplean centros ferro-
sulfurados, hemoproteinas y enzimas dependientes de hierro®>102143: gproximadamente una

centésima parte de la concentracidn total de hierro citosélico forma parte del pool intracelular

de hierro Iabil o libre02,

25



Fe

@ 4_/_ ‘ Medio

extracelular

523 Receptor

N ‘ ‘ Membrana externa
o0 (FhuA)

Porinas
(OmpF)

Fe

Periplasma

Permeasa
(FbpB)

Proteiha ABC

Citosol

ATP Fe

Figura 6. Esquema representativo de sistemas de adquisicion de hierro en bacterias Gram-negativas. (A) Sistemas
TonB-independientes. PDB IDs: OmpF = 20MF, NFeoB = 5FH9, FeoA = 6E55. (B) Sistemas TonB-dependientes. PDB
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iones férricos asociados a 6xidos o proteinas estan representados por esferas naranjas recuadradas; iones férricos
asociados a un siderdforo estan representados por esferas verdes; iones de hidrogeno libres estan representados

como H*. Figura disefiada mediante el software BioRender.

Deteccion de hierro y requlacion homeostdtica de su concentracion intracelular

En los sistemas de deteccidn, la unién de un ligando especifico dispara cambios conformacionales
gue son transducidos o transmitidos alostéricamente a mddulos efectores rio abajo, dando lugar
a una respuesta fisioldgica. Un mecanismo general que presentan las bacterias para detectar y
regular las concentraciones intracelulares de hierro es mediante el regulador maestro Fur: una

metaloproteina dimérica de unién al ADN que requiere la unién de cationes divalentes para su
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asociacion a diversos promotores génicos, regulando asi la transcripcién de genes involucrados
principalmente en la utilizacién y trafico del hierro'#414>. Fur presenta un dominio N-terminal de
unién al ADN unido por un linker flexible al dominio C-terminal de dimerizacién; esta flexibilidad
impide la unién de Fur a los promotores génicos en el contexto de su forma apo, sin Fe2* unido.
Al incrementar la concentracion de Fe?* intracelular, el equilibrio se desplaza hacia la forma holo
de Fur, unida a Fe?*, que reconfigura los dominios de unién al ADN en una conformacion
competente para la unién al ADN#6148  Holo-Fur actua sobre un regulén de ~100 genes
involucrados en el mantenimiento de la homeostasis del hierro, por ejemplo, reprimiendo la
expresion de genes que codifican para proteinas involucradas en la adquisicion de hierro
extracelular, en el transporte de electrones a través de la membrana interna, en el combate al
estrés oxidativo y en el almacenamiento de hierro'#. El mecanismo de holo-Fur es impedir el
reclutamiento de la ARN polimerasa a los promotores génicos, aunque también se ha
documentado su rol como activador transcripcional'*®. En otras bacterias existen reguladores
maestros alternativos -variables en secuencia pero similares en estructura respecto a Fur-, como
por ejemplo DtxR en la bacteria Gram-positiva Corynebacterium diphteriae, que ejerce un rol
funcional similar como sensor de hierro intracelular y regulador global de la transcripcion de
genes involucrados en el mantenimiento de la homeostasis del hierro>%%1, Cabe agregar que,
en esta bacteria, DtxR regula la transcripcién del gen codificante para la toxina causante de la

difterial213,

Las bacterias patdgenas detectan la deplecién de hierro como una sefial indicadora de que se
encuentran dentro de un hospedero. Existen sistemas de sefializacion bacterianos que detectan
los niveles de hierro extracelular y, a partir de ello, regulan la expresién de genes involucrados
en el trafico de hierro a través de la membrana, asi como también en mecanismos de
patogenicidad y virulencia. Los SDCs sensores de hierro y de otros metales presentan en su
madulo sensor motivos conservados que estan involucrados en la coordinacion del metal; tal es
el caso de PmrBA de Escherichia coli, el primer SDC documentado que se activa especificamente
en presencia de Fe3* extracelular, pero no de Fe?* >4, El dominio sensor de la HQ PmrB consiste
en un bucle peripladsmico de ~30 residuos, que presenta dos motivos conservados que consisten

en dos residuos de Glu espaciados por dos residuos (“motivo ExxE”). Este bucle ha sido descrito
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como un dominio putativo de unién a hierro>>1°%, Al activarse, PmrB fosforila a su RR especifico
PmrA, que actla como factor transcripcional regulando la expresién de genes involucrados en la
resistencia al antibidtico polimixina B, PmrA también puede ser activado mediante la
interaccion con PmrD: la expresion del gen codificante de PmrD es a su vez inducida por la
activacion de un segundo SDC, PhoQP, involucrado en la deteccidon de Mg?* extracelular®®, EI SDC
ColRS de Pseudomonas putida también se ha documentado como un sistema que detecta Fe3*, a
través de los motivos conservados ExxE del dominio sensor periplasmico de la HQ ColS. Asimismo,
se observd que esta via también responde a Zn?*, Mn?* y cadmio (Cd?*), pero no a Fe?*. Al
activarse, el RR ColR regula la expresidén de genes involucrados en la homeostasis y tolerancia a
metales!®!. Otros ejemplos de SDCs involucrados en la respuesta a hierro también forman redes
de sefializacidon mas complejas como NtrXY de Paracoccus dentrificans: la HQ NtrY responde a la
deplecion de hierro extracelular y activa al RR NtrX, el cual es un regulador global de la expresion
de genes vinculados en la homeostasis de hierro, incluyendo la expresién del gen codificante para
Fur; pero también, NtrX regula la expresion de genes codificantes para proteinas involucradas en
la biologia redox del nitrégeno, y la cadena de transporte de electrones®?. Si bien el periplasma
bacteriano es de naturaleza oxidante, existen SDCs involucrados en la deteccién de Fe?*
extracelular, como el caso de FirRS de Haemophilus influenzae. Al igual que PmrB, la HQ FirS
presenta en su dominio sensor peripldasmico un motivo putativo “DYRED” de unién a hierro
formado por cinco residuos: Asp, tirosina (Tyr, Y), arginina (Arg, R), Glu y Asp; sin embargo,
contrariamente a lo que ocurre con PmrB, FirS es capaz de detectar la presencia de Fe?*y Zn?*
pero no de Fe3*. Al activarse ante la presencia de Fe?* extracelular, FirS fosforila a su RR especifico
FirR, el cual en este contexto se une al promotor de su propio operdn ygiW-firRS induciendo su
expresion; asimismo, el knockout del operdn ygiW-firRS resulta en cepas de H. influenzae menos
virulentas!®3. Cabe agregar que ygiW, el gen adyacente a firRS, codifica para una tercera proteina
predicha como peripldsmica y de funcién desconocida, aunque se hipotetiza que estd

funcionalmente vinculada a FirRS163.

Si bien los dominios sensores de hierro presentan motivos especificos para la deteccidén de este
metal, y dado que el medio intracelular contiene otros metales similares, estos sitios también

pueden unir otros metales de forma inespecifica. Por ejemplo, los sitios de unién a hierro suelen
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unir Zn%* con mayor afinidad que el hierro; la clave estd en que la concentracidon de Zn?* libre
intracelular es mucho menor que la concentracion de Fe?* libre intracelular, de ~10713 vs. ~10~
M, respectivamente, por lo que el equilibrio se desplaza hacia la unién de Fe?* 143, Asimismo, los
sitios de unidon a metales en proteinas involucradas en su deteccion, ya sea ambiental o
intracelular, deben presentar una afinidad al metal lo suficientemente grande para ser capaz de
captarlo y activar la via de regulacién, pero no tanto como para que la unién del metal sea (o

tienda a ser) irreversible, dificultando el apagado de la via.

Almacenamiento y desintoxicacion

El hierro intracelular en exceso también es un problema que la bacteria suele enfrentar, sobre
todo por la reactividad de éste con (especies reactivas del) O, que, en caso de no existir
mecanismos de proteccion y regulacion celular, resultaria en la formacion de radicales libres muy
reactivos y dafinos. En condiciones de exceso de hierro, las bacterias (y también arqueas y
eucariotas) almacenan hierro en proteinas citoplasmaticas denominadas ferritinas, para su uso
cuando el hierro escasea, por ejemplo, cuando bacterias patdgenas infectan y colonizan al
hospedero'®. En el sitio activo de la ferritina, el Fe?* citoplasmatico es oxidado a Fe3*, y de esta
manera es el hierro en estado férrico el que es almacenado; las ferritinas se disponen formando
una “cascara” esférica que rodea el Fe3*, pudiéndose almacenar en cada esfera unos ~4500
atomos de hierro!®®. Cuando la bacteria requiere de acceder a este almacén de hierro, existen
mecanismos de regulacion que involucran proteinas que realizan modificaciones
postraduccionales sobre las ferritinas induciendo su degradacién. Esto desestabiliza la esfera de

almacenamiento de hierro provocando la liberacion del metal al citoplasma?®®,

Un sistema accesorio para la desintoxicacién del hierro consiste en eflujo del metal hacia el medio
extracelular. Existen cuatro clases de exportadores de hierro: ATPasas de tipo P, facilitadores de
difusidon de cationes (CDF, por “cation diffusion facilitator”), proteinas MFS (por ser del tipo
“major facilitator superfamily”), y ferritinas de transmembrana®3®148, Asi como los sistemas de
influjo de hierro son regulados principalmente a nivel transcripcional por la proteina Fur, existen

proteinas que detectan, por ejemplo, dafio ocasionado por estrés oxidativo, y actuan también

29



como reguladores transcripcionales. YaaA de E. coli, una proteina citoplasmatica de ~30 kDa que
pertenece a una familia de proteinas con dominios DUF328, y cuya funcion es prevenir el daio
oxidativo a ADN y proteinas disminuyendo los niveles de hierro libre intracelular. Se postulé que
el mecanismo mas probable de desintoxicaciéon de hierro mediada por YaaA es regulando el
trafico de hierro a través de la membrana, tanto inhibiendo su importacién como estimulando su

167 ‘pero no se encontraron evidencias concluyentes que apoyen esta hipdtesis. En

exportacion
general los mecanismos de eflujo de hierro y su regulacién estan poco estudiados, debido a que
la intoxicacion por hierro no es un desafio tan prevalente para bacterias como lo es la privacion

del hierro, sobre todo en el contexto hospedero-patégeno.

Finalmente, también existen biomoléculas denominadas porfirinas, e. g., hemo, sirohemo,
clorofila, cobalamina, entre otras, que emplean metales como cofactor para ejercer sus
funciones, por lo que también funcionan como sitios de almacenamiento reduciendo Ia
concentracion intracelular de metal libre. De las porfirinas, el hemo es la principal fuente de
almacenamiento de hierro en la célula. En la siguiente seccion, se profundizara sobre la biologia

del hemo y cémo se vincula con la biologia del hierro.

Metabolismo y homeostasis del hemo en bacterias

Las porfirinas (del griego “porphyra”, que significa “purpura”) son moléculas orgdnicas
heterociclicas esenciales para la vida. Presentes en todos los seres vivos sobre la Tierra, cumplen
numerosas funciones. La estructura basica de las porfirinas consiste en un macrociclo de cuatro
anillos pirrdlicos -i. e. un tetrapirrol- unidos por cuatro enlaces metileno. La propiedad biolégica
mas importante del tetrapirrol es su capacidad de unir metales. El hemo, una porfirina que une
hierro, es central en la biologia, debido a su capacidad no sélo de unir y transportar O; en
animales vertebrados -quizds su funcién mas conocida-, sino para detectar otros gases, y
también, llevar a cabo las reacciones de oxido-reduccidon necesarias, por ejemplo, para el
transporte de electrones a través de la membrana citoplasmatica bacteriana y las membranas
mitocondriales internas de organismos eucariotas'®®. Existen distintos tipos de hemo, cuyas

variaciones quimicas permiten que éstos se unan a distintos complejos citocromo de Ia
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membrana, estableciendo geometrias de coordinacidn diferenciales que resultan en potenciales
redox variables'®®. Esta variabilidad contribuye a generar una “rampa” para el transporte de
electrones en la respiracion celular, desde potenciales redox menores hacia aceptores finales de
electrones con potenciales redox mayores. Asimismo, el hemo actia como reserva intracelular
de hierro en exceso y es el cofactor de enzimas esenciales como catalasas y algunas mono- y di-

oxigenasas que catalizan reacciones de decarboxilacion, hidroxilacion, entre otras.

Biosintesis

La habilidad de las bacterias de sintetizar tetrapirroles modificados enriquece sus capacidades
metabdlicas, otorgandoles ventajas ecoldgicas y permitiéndoles cambiar rapidamente entre
condiciones ambientales y adaptarse. La mayoria de las bacterias presentan la maquinaria
enzimatica necesaria para sintetizar hemo, y si bien existen variaciones, esta maquinaria estd
altamente conservada a lo ancho de todos los Dominios de la vida. Sin embargo, algunas bacterias
como Enterococcus faecalis y bacterias de lactato, presentan genes que codifican
apohemoproteinas pero no pueden sintetizar su propio hemo. En cambio, estan equipadas para

adquirir hemo exdgeno e incorporarlo para formar sus propias holohemoproteinast’%171,

El precursor inicial en la biosintesis de hemo es el acido 5-aminolevulinico (5ALA). En la naturaleza
los organismos sintetizan 5ALA mediante una de dos vias: en la via C4 (también denominada via
Shemin), empleada por metazoos, hongos y algunas bacterias (i. e., a-proteobacterias), se
convierte succinil-CoAy glicina en 5ALA a través de la condensacidn catalizada por la enzima 5ALA
sintasa (AlaS)'’?; en la via Cs, empleada por plantas, arqueas y la mayoria de bacterias, se
convierte glutamil-ARNt en 5ALA a través de la catdlisis de dos enzimas que actdan en tdndem:
la glutamil-ARNt-reductasa (HemA) en primer lugar convierte al glutamil-ARNt en glutamato-1-
semialdehido (GSA) en una reaccién de 6xido-reduccién dependiente de NADPH. Dado que el
GSA es altamente reactivo y puede dafiar componentes citoplasmaticos, el GSA es rapidamente
convertido a 5ALA a través de la segunda enzima, la glutamato-1-semialdehido-2,1-aminomutasa

(HemL)'3. Los distintos microorganismos cuentan con la maquinaria proteica para sintetizar
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S5ALA mediante una u otra via, de forma excluyente; sélo en muy pocos casos se ha visto que un

organismo cuente con la maquinaria proteica de ambas vias'’4.

Las enzimas involucradas en la produccion de uroporfirinégeno Il (URO) a partir de 5ALA estdn
altamente conservadas en todos los seres vivos. En primer lugar, dos moléculas de 5ALA son
condensadas a porfobilinégeno (PBG) a través de la PBG-sintasa (HemB, también denominada
S5ALA dehidratasa) generando un monopirrol; luego, cuatro moléculas de PBG son utilizadas
como sustrato de la PBG-deaminasa (HemC) para convertirlas en el tetrapirrol hidroximetilbilano.
Este Gltimo es a su vez convertido en el primer intermediario tetrapirrélico macrociclico de la via,
URO, a través de la URO-sintasa (HemD)’>. Es a partir de URO en la que se ramifican las vias de
biosintesis de hemo y del resto de los tetrapirroles (cobalamina, sirohemo, Fa3o y clorofilas) que

a partir de ese punto requieren de enzimas diferentes!’4.

Al igual que el 5ALA, el URO es un intermediario soluble. Las siguientes enzimas que convierten
el URO a hemo, que es liposoluble, son decarboxilasas y oxidasas que hacen que los siguientes
intermediarios vayan perdiendo progresivamente solubilidad. El primer paso hacia la sintesis de
hemo es la decarboxilacién del URO mediante la enzima URO-decarboxilasa (HemE) para
producir coproporfirinégeno Il (CPO). A partir de este punto, bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas siguen distintos pasos enzimaticos de biosintesis de hemo'’4. Las bacterias Gram-
negativas siguen la “via cldsica”: primero decarboxilan el CPO a protoporfirinégeno IX (PPGIX) a
través de la CPO-decarboxilasa (HemN), y luego oxidan éste a protoporfirina IX (PPIX) empleando
la PPGIX-oxidasa (HemG). La insercion del Fe?* en el anillo porfirinico de la PPIX es catalizada por
la PPIX-ferroquelatasa (HemH)’®177, Las bacterias Gram-positivas siguen la “via alternativa”:
oxidan el CPO a coproporfirina lll mediante la CPO-oxidasa, luego la enzima coproporfirina
ferroquelatasa cataliza la insercién de Fe?* en el anillo porfirinico para producir coprohemo, y

finalmente, la coprohemo-decarboxilasa decarboxila el coprohemo para producir hemo.

El hemo producto de la via de biosintesis es denominado hemo b; es a partir de éste que se
sintetizan los otros tipos principales de hemo (a, ¢, d y o) con modificaciones quimicas
diferenciales en los grupos funcionales de la parte externa del anillo de pirroles. Los tipos de

hemo que se unen a sus citocromos les asignan el nombre a éstos ultimos (e. g., la citocromo-bd-
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oxidasa une hemo by d)'#17°_ En la Figura 7 se resume la via de biosintesis de hemo en bacterias
Gram-negativas. Como se menciond anteriormente, el hemo es una molécula liposoluble, por lo
gue el pool de hemo libre intracelular es practicamente nulo, estando mayormente asociado a
hemoproteinas para cumplir sus funciones bioldgicas. Ademas de su rol como cofactor, el hemo
puede ser catabolizado por hemo-oxigenasas que lo degradan para dar lugar a biliverdina,
monoxido de carbono (CO) y hierro libre -es asi como el hemo funciona como almacén de hierro
para la célula-; o bien, ser exportado para reducir la toxicidad generada por un posible exceso de

hemo intracelular. Mds adelante se describirdn dichos procesos.
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Figura 7. Resumen de la biosintesis de hemo en bacterias Gram-negativas.
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Adquisicion

En el hospedero, el hemo es la principal fuente de hierro para las bacterias patégenas. Para
acceder al hemo, las bacterias secretan exotoxinas (i. e., hemolisinas, citolisinas, proteasas) que
poseen la funcién de lisar eritrocitos circulantes del torrente sanguineo, y con ello, liberar las
hemoglobinas que residen en su interior, y que unen hemo como cofactor®®; cabe resaltar que la
hemoglobina libre en el torrente sanguineo es rapidamente secuestrada por haptoglobinas en
un mecanismo propio del hospedero. Las hemopexinas y albuminas del torrente sanguineo
también son fuente de hemo para las bacterias patégenas®®. El hemo tiene una masa molecular
de ~600 Da; similar a lo que ocurre con el hierro asociado a transferrinas o los complejos
siderdforo:Fe, el hemo es adquirido de las hemoproteinas del hospedero y asimilado a través de
receptores de la membrana externa para ser transportado activamente al periplasma. En
bacterias Gram-negativas, dichos receptores emplean el sistema ExbBD-TonB para asimilar el
hemo desde el medio extracelular. Si bien el hemo es una molécula liposoluble, su pasaje a través
de las membranas lipidicas de forma pasiva se encuentra limitado por su tamafio!8. Existen dos
grandes tipos de receptores de hemo: aquellos que unen hemo o hemoproteinas directamente,
o bien, aquellos que dependen de la secrecidon de hemdéforos (i. e., hemoproteinas bacterianas

extracelulares) que interactian con las hemoproteinas del hospedero en el medio extracelular'®?.

Los sistemas de adquisicion que unen hemo o hemoproteinas de forma directa han sido bien
descritos en la literatura; ejemplos conocidos son HmuRSTUV de Yersinia pestis'®3, ShuASTUV de

Shigella dysenteriae'®18>, PhuRSTUVW de Pseudomonas aeruginosa8¢-188

, entre otros. Estos
sistemas consisten en un receptor anclado a la membrana externa (e. g., HmuR, ShuA, PhuR), de
peso molecular de entre 70 y 120 kDa vy estructura del tipo barril B con un dominio soluble
adicional que funciona como valvula (similar a los receptores que internalizan complejos
siderdforo:Fe). Una vez que el hemo es obtenido a partir de hemoproteinas, es asimilado e
internalizado por dichos receptores hacia el periplasma bacteriano, en donde se une a PUPs (e.
g., HmuT, PhuT, ShuT; proteinas de ~30 kDa, estructuralmente similares a aquellas que unen
hierro, descritas anteriormente) que transportan el hemo hacia permeasas de la membrana

citoplasmatica interna, las cuales presentan dominios del tipo ABC y permiten el transporte

activo de hemo a expensas de ATP hacia el citosol (e. g., HmuUV, ShuUV, PhuUVW). En el citosol,
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el hemo puede incorporarse a proteinas citoplasmaticas que pertenecen a estos sistemas, en
algunos casos actuando como proteinas de almacenamiento y en otros como hemo-oxigenasas,

catalizando la degradacion de hemo y la consecuente liberacién de hierro (e. g., HmusS, Shus,

Phus)?8/180,189,190

Los sistemas de adquisicion que unen hemoéforos han sido descritos sélo en algunas especies de
bacterias. Estos consisten en una proteina (hemdforo) que es secretada desde el citoplasma
bacteriano hacia el medio extracelular, y compite con las hemoproteinas del torrente sanguineo
por la unién a hemo debido a la alta afinidad que presentan por el hemo, con Kp ~ 108 M9, Una
vez que el hemdforo incorporéd el hemo, éste se une a receptores especificos para su
internalizacion; los mecanismos involucrados se desconocen hasta ahora, pero se cree que
involucra permeasas con dominios tipo ABC tal como los sistemas de adquisicion directa®®180,189,
Un ejemplo bien estudiado es HasAR, identificado en P. aeruginosa y Y. pestis, entre otras'®%1%,
HasA es una proteina de ~19 kDa con un plegamiento tipo a/B, y el hemo se une entre dos bucles
en la interfaz del pliegue a y el B*°4. Al unirse al hemo, HasA interactta con su receptor especifico
HasR -estructuralmente similar a los receptores de unién directa a hemo o hemoproteinas del

hospedero- para la internalizacién del hemo.

Asimismo, existen sistemas que permiten asimilar precursores solubles de hemo, como por
ejemplo 5ALA. Un sistema bien descrito es el de la dipeptidil permeasa de E. coli, Dpp. Dado que
la masa molecular del 5ALA es de ~130 Da, puede ser incorporado pasivamente a través de
porinas de la membrana external®®. La proteina peripldsmica DppA luego la envia a permeasas
especificas con dominio tipo ABC, i. e. DppBCDF, que internaliza el 5ALA al citoplasma®®>%6,
Ortdlogos de este sistema también fueron descritos en otras bacterias como Salmonella
typhimurium®®’. Ademds de internalizar 5ALA, el sistema Dpp también puede internalizar
dipéptidos de diversa naturaleza'®®. El hecho de que las bacterias cuenten con mecanismos de
adquisicidon de hemo e intermediarios de hemo es importante para ahorrar la energia celular que
demanda la biosintesis de estas moléculas en aquellas bacterias capaces de sintetizar hemo de
novo. La Figura 8 resume ejemplos de sistemas de adquisicion de hemo y 5ALA en bacterias

Gram-negativas.
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Figura 8. Esquema representativo de sistemas de adquisicion de (A) hemo, TonB-dependientes, y (B) acido 5-
aminolevulinico (5ALA) en bacterias Gram-negativas. Moléculas de hemo -protoporfirina IX con hierro (Fe) unido-
estan representadas por hexagonos rojos; hemoglobinas estan representadas por la molécula de hemo recuadrada;
el ion ferroso esta representado por esferas grises. (*: dado que no se ha determinado la estructura tridimensional
de HmuR, en cambio se muestra al homdlogo estructuralmente similar ShuA). PDB IDs: HasAR = 5C58; ShuA
(representativo de HmuR) = 3FHH; HmuT = 3NU1; HmuUV = 4G1U; OmpF = 20MF; DppA = 6E3D; Dpp (dominio ABC)

= 4FWI. Figura disefiada mediante el software BioRender.

Los mecanismos de adquisicion de hemo en bacterias Gram-positivas estan menos estudiados;
sin embargo, en general éstos se componen de receptores de superficie acoplados a un
transportador ABC para la internalizacion del hemo al citosol, mediado por proteinas capaces de
enviar el hemo desde el receptor hacia el transportador a través de la compleja pared celular de
este tipo de bacterias®%1°, Por ejemplo, se ha caracterizado un sistema de adquisicién de hemo
en Staphylococcus aureus que consiste, en primer lugar, en los receptores de superficie IsdB e
IsdH (por “iron-regulated surface determinants”) que unen hemoglobina o complejos

hemoglobina-haptoglobina; en segundo lugar, el hemo es disociado de las hemoproteinas del
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hospedero gracias a la accion de IsdA e IsdB, para luego ser transferido a la proteina de la pared
celular IsdC. Finalmente, el hemo pasa a través de la membrana citoplasmatica con la ayuda de
los factores de traslocacion IsdD, IsdE e IsdF. Una vez en el citosol, el hemo se une a IsdG e Isdl,
proteinas que se cree que presentan actividad hemo-oxigenasa, para la degradacién del hemoy

liberacidn de hierro al citosol892%,

Deteccion de hemo y regulacion homeostdtica de su concentracion intracelular

Los sitios de unidn de hemo en hemoproteinas involucran un gran nimero de residuos; la
mayoria de éstos estableciendo interacciones hidrofébicas, a excepcion de algunos residuos
hidrofilicos que interaccionan con los grupos propionato del hemo mediante puentes salinos. En
muchos casos el grupo imidazol de un residuo de His, denominada His axial, coordina el hierro
tetracoordinado al anillo porfirinico??, aunque en otros, este rol lo ejerce el grupo hidroxilo de
un residuo de Tyr'84 o el grupo tiolato de un residuo de cisteina (Cys, C)?°2. El sitio de coordinacidn
restante puede quedar vacante para que la hemoproteina actie como sensor, dar lugar a las
propiedades cataliticas del hemo, o en caso de que el hemo sea el sustrato catalizar su
degradacidn; o bien, puede ser coordinado por la cadena lateral de otro residuo axial, como en

el caso de moléculas de hemo que participan de la cadena de transporte de electrones®”,293,

Al igual de lo que ocurre con el hierro, las bacterias patdégenas pueden detectar hemo como una
sefal indicadora de que se encuentran dentro de un hospedero, desencadenando la regulacién
de sistemas involucrados en virulencia y patogénesis. Adicionalmente, las concentraciones de
hemo intracelular deben estar estrictamente reguladas, ya que el hemo es necesario para la
sobrevida de la bacteria; sin embargo, un exceso de hemo resulta en toxicidad. PefR (de
“porphyrin-regulated efflux regulator”) de Streptococcus agalactiae es una proteina
citoplasmatica homodimérica de 6 a-helices y 2 [dminas B que contienen un dominio de unién a
ADN con un motivo hélice-vuelta-hélice para la asociacion al ADN. La funcion fisioldgica de PefR
es analoga a la del regulador Fur: la forma apo de PefR es competente para asociarse al ADN, mas
precisamente, a promotores de genes que regulan la homeostasis y tolerancia de hemo,

reprimiendo su expresion. Al aumentar la concentracién de hemo intracelular, éste se une a los
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sitios de unién de PefR gatillando cambios conformacionales que involucran una reorientacion
de los dominios de union a ADN —opuesto a lo que ocurre con Fur, en donde la forma holo se
asocia al ADN— e inducen la disociacién de los promotores génicos, permitiendo la expresion de
estos genes?%4. Mientras que Fur regula la expresion de genes involucrados en la adquisicion de
hierro, PefR regula la expresién de genes involucrados en el eflujo de hemo, como se describira

mas adelante.

Las homeostasis del hierro y del hemo estan estrechamente vinculadas; por ejemplo, la proteina
citoplasmatica Irr (de “iron response regulator”), presente en a-proteobacterias, es un regulador
transcripcional homdlogo a Fur que interacciona directamente con la PPIX-ferroquelatasa, y
responde a hierro intracelular detectando el estado del hemo/PPIX, es decir, la porfirina unida a
hierro o no. En presencia de hierro, la ferroquelatasa inactiva a Irr y ésta Ultima es degradada de
forma hemo-dependiente; en ausencia de hierro, la PPIX induce la disociaciéon de la
ferroquelatasa de Irr, permitiendo la regulacidon de la expresion génica mediada por ésta
Ultima2®>=2%7, En este contexto Irr activa la expresidon de genes que codifican proteinas
involucradas en adquisicién de hierro, utilizacion de hemo y ciclo de Krebs, simultdneamente
reprimiendo la expresidon de genes codificantes para proteinas involucradas en biosintesis de

hemo, y utilizacién, almacenamiento y exportacién de hierro%,

Por otro lado, existen sistemas de sefializacion bacterianos que detectan hemo extracelular. En
la bacteria Gram-positiva Corynebacterium spp. se identificaron dos SDCs, ChrSA y HrrSA, que a
partir de la deteccidn de hemo extracelular por parte de las HQs ChrS y HrrS, sus RRs especificos
ChrAy HrrA respectivamente son activados mediante fosforilacion y en este contexto capaces de
regular la expresién génica de enzimas involucradas en el metabolismo de hemo. HrrA es un
regulador global y dual que, al encenderse, estimula la expresidn de genes codificantes para la
hemo-oxigenasa (hmuO) y hemoproteinas, como citocromos; simultdaneamente, HrrA activo
reprime la expresion de genes codificantes para las enzimas biosintéticas de hemo®°%2%, Por su
parte, ChrA activado estimula la expresion de hmuO y sistemas de eflujo (i. e., desintoxicacion)
de hemo (hrt, de “heme-regulated transporter”’)?%. En C. diphteriae, el sitio promotor de hmuO
al que se une P~ChrA se solapa con el sitio al que se une DtxR, por lo que P~ChrA impide

estéricamente la uniéon de DtxR al promotor?!°, El SDC ChrSA se comunica de forma cruzada con
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HrrSA estableciendo una red regulatoria de la homeostasis de hemo: se ha demostrado que ChrS
y HrrS son capaces de fosforilar inespecificamente a HrrA y ChrA, respectivamente, y que este
cross-talk es esencial para la regulacion de la cinética de la respuesta de utilizacién y
desintoxicacidon de hemo intracelular?®®?!1, En contraste, la actividad fosfatasa de ChrSy HrrS es
altamente especifica para sus RRs especificos, por tanto, dicha actividad es importante para el
control de la respuesta adaptativa?!. En otras bacterias Gram-positivas como S. aureus y Bacillus
anthracis se identificé el SDC HssSR, involucrado en el mantenimiento de la homeostasis de hemo
intracelular: HssS es una HQ que es activada al detectar hemo, y subsecuentemente activa por
fosforilacién a su RR especifico HssR, para estimular la expresion de genes codificantes del
sistema de eflujo de hemo hrtBA2'?213, Similar a lo que ocurre con ChrSA y HrrSA en
Corynebacterium spp., en B. anthracis se documentd que HssSR se comunica de forma cruzada
con el SDC HitSR, involucrado en la deteccién y regulacidon de la respuesta al estrés sobre la
envoltura celular; mediante esta red, B. anthracis es capaz de detectar el dafio que ocasiona
hemo sobre la envoltura celular?'#, En la Gram-negativa Porphyromonas gingivalis, el SDC HaeSR
es un sistema de sefializacidén esencial que juega un rol importante en la homeostasis de hierroy
hemo: la HQ HaeS es activada por hemo, subsecuentemente fosforilando al RR HaeR, quien de
esta manera regula la expresion de genes asociados a la homeostasis de hierro y hemo, asi como
también algunos genes codificantes para factores de virulencia. P*HaeR puede actuar como
activador o represor de la expresidn génica, dependiendo del gen y de la concentracién de hemo

detectada?’>.

Existen SDCs bacterianos que presentan dominios sensores capaces de unir hemo como cofactor
para deteccidn de gases diatdmicos o para actuar como sensores redox. Por ejemplo, el sistema
DosSTR de la bacteria Gram-positiva Mycobacterium tuberculosis es importante en la
transformaciéon de M. tuberculosis a su forma quiescente y no replicativa en su hospedero: las
HQs DosS y DosT presentan un sitio de unidon a hemo que es utilizado para actuar como sensores
redox y de hipoxia, respectivamente, y sinérgicamente regulan la activacion por fosforilacion del
RR DosR. Asimismo, la actividad de DosS y DosT puede ser modulada a través de los ligandos O3,
CO y 6xido nitrico (NO)?%. DosS presenta actividad basal cuando su cofactor hemo se encuentra

oxidado (i. e. Fe3*-hemo), es decir, en condiciones de abundancia de O, y presenta maxima
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actividad al reducirse (i. e. Fe?*-hemo), en condiciones de baja tension de O3, pudiendo unir COy
NO para mantener a la HQ en su estado activo?!’; por otra parte, DosT es un sensor de Oz que se
encuentra inactivo cuando su cofactor hemo se encuentra oxidado. Al disminuir las
concentraciones de O; en el ambiente, el hemo es reducido y se pierde la interaccidn con O3,
activando la HQ. La activacién por fosforilacion de DosR promueve la unién a promotores génicos
que regulan la expresion de genes involucrados en dormancia?t®218219, Otro ejemplo descrito
recientemente es el de Aer2 de Leptospira interrogans, un quimiorreceptor no candnico de
transmembrana que presenta un dominio periplasmico y tres dominios PAS citoplasmicos que

unen hemo como cofactor, funcionando como sensores de 0,220,

Utilizacion y desintoxicacion

El hemo solubiliza el hierro e incrementa sus propiedades cataliticas de 5 a 10 dérdenes de
magnitud, lo cual es aprovechado por proteinas de la maquinaria celular bacteriana que emplean
hemo como cofactor para efectuar sus funciones enzimaticas??%222, El hemo es cofactor de los
citocromos, participando directamente de la transferencia de electrones en la cadena
respiratoria. Existen distintos complejos citocromo en la membrana citoplasmatica bacteriana
gue unen distintos tipos de hemo, y éstos ultimos a su vez forman parte de sitios de coordinacién
diferenciales que establecen una “rampa” redox a lo largo de la cadena, de modo que los
electrones sean transferidos secuencialmente hasta el aceptor final. Esta transferencia
secuencial estd acoplada a un bombeo ortogonal de protones hacia el periplasma por parte de
dichos complejos proteicos, estableciendo asi un gradiente quimiosmético que almacena energia
potencial capaz de ser utilizada por ATP sintasas de la membrana bacteriana®®. Asimismo, hay
enzimas denominadas mono-oxigenasas o di-oxigenasas, que emplean el hemo como cofactor
para la catdlisis de reacciones energéticamente costosas; por ejemplo, la enzima citosdlica
citocromo P450, que no forma parte de la cadena respiratoria sino de diversos procesos
citoplasmaticos esenciales. Para ello, las enzimas citocromo P450 son capaces de generar un
intermediario del hemo altamente reactivo denominado “compuesto |I” (Cpdl), en el cual el hierro

es oxidado a un estado de valencia Fe**-oxo que actiia como potente oxidante para la catdlisis de
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decarboxilacion, dealquilacidn, epoxidacion e hidroxilacion en el metabolismo de dacidos
grasos?23224 E| hemo también es cofactor de enzimas encargadas de combatir el estrés oxidativo
como catalasas y peroxidasas, que dependen de la formacién del intermediario Cpdl para la
catalisis: las catalasas de hemo dismutan el H.O, potencialmente dafiino para la maquinaria

bacteriana en H20 y O3; por su parte, las peroxidasas reducen el H,02 a H,0%%°.

Previamente se menciond que el hemo es una fuente de almacenamiento de exceso de hierro
intracelular. Efectivamente, las bacterias cuentan con enzimas denominadas hemo-oxigenasas,
encargadas de catalizar la degradacién o catabolismo de hemo para liberar Fe?* al citosol. Las
hemo-oxigenasas estan conservadas a lo ancho de todos los Dominios de la vida con una alta
conservacion estructural®?®. Las hemo-oxigenasas juegan un rol protagdnico en organismos
aerobios, dado que su funcionamiento requiere de O,. De cualquier manera, en organismos
anaerobios también existen proteinas que catalizan la degradacién de hemo??’. Asimismo, para
la degradacidon de hemo, la hemo-oxigenasa requiere de poder reductor, que generalmente lo
obtienen del NADPH. A diferencia de lo que ocurre en mono-oxigenasas de hemo en donde el O;
activa al hierro del hemo para la formacion de un intermediario Fe**-oxo, en hemo-oxigenasas el
0; activa al hierro del hemo para la formacidn de un intermediario Fe3*-hidroperoxo para la auto-
hidroxilacién del a-meso-carbono del anillo porfirinico0%228-230: j e, el oxigeno terminal del Fe3*-
hidroperoxo ataca al a-meso-carbono. La diferencia radica en que en hemo-oxigenasas no hay
un residuo con cadena lateral polar que estabiliza el O, en el sitio distal de coordinacion del hemo,
algo que si ocurre en mono-oxigenasas?3. Por tanto, en hemo-oxigenasas el hemo es sustrato,
mientras que en mono-oxigenasas el hemo es cofactor. Las sucesivas reacciones de oxido-
reduccion que ocurren en el sitio catalitico de la hemo-oxigenasa conllevan a la ruptura del hemo
y la generaciéon de los productos biliverdina, CO y Fe?* libre (Figura 9). Este Gltimo, queda
disponible para la maquinaria bacteriana en el contexto de escasez de hierro. En algunos
organismos, como cianobacterias, algas y plantas, la actividad hemo-oxigenasa es esencial para
la biosintesis de fitobilinas a partir de biliverdina?32. Por otro lado, en Deinococcus radiodurans,
una bacteria extremofila, la biliverdina cumple el rol de cromdforo de fotorreceptores de
fitocromos que pertenecen a SDCs?33. Sin embargo, en la mayoria de las bacterias, la biliverdina

no puede ser metabolizada por la ausencia de la enzima biliverdina-reductasa, y su rol no esta
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del todo claro; se cree que puede ser un producto de excrecidn, o bien, funcionar como molécula

sefializadora o presentar un rol antioxidante!&,

Fe2*-hemo

Fe3*-hidroperoxo-hemo
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Figura 9. Resumen del catabolismo de hemo catalizado por hemo-oxigenasas. A fines comparativos, se muestra Cpdl,
intermediario formado por monooxigenasas de hemo con propiedades cataliticas de decarboxilacidn, hidroxilacidn,

desaturacién, entre otras. Adaptado de 224234, PDB ID: 1IW1. Figura disefiada mediante el software PyMol.

Al igual de lo que ocurre con el hierro, un exceso de hemo intracelular es téxico para la bacteria.
Los mecanismos por los cuales el hemo causa citotoxicidad no estan del todo claros, aunque se
cree que se vincula al estrés oxidativo'®%; no obstante, tal como se menciond previamente se han
identificado sistemas de exportacion de hemo en bacterias, cuya expresion génica es regulada
en funcién de la deteccion de hemo extracelular o intracelular mediada por SDCs que forman
redes complejas de transmision de informacion. Estos sistemas se presentan como un
mecanismo de tolerancia dado que exportan el hemo intracelular en exceso. En Corynebacterium
spp., B. anthracis, S. agalactiae y S. aureus se identificaron ortélogos del sistema HrtAB, un
complejo transportador que cuenta con un dominio ABC (HrtA) y una permeasa (HrtB) encargada

de exportar hemo al medio extracelular a expensas de ATP180209213235 por otra parte, en S.
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agalactiae se identificé también un sistema de eflujo dual, PefAB/PefCD, controlado por el
regulador PefR: mientras que el sistema PefAB esta involucrada en la exportacion de hemo,

PefCD se encaga del eflujo de PPIX?3e,

Hierro y hemo en Leptospira spp.: el SDC HemKR

El género Leptospira (Figura 10; lepto = fino, spira = espiral) pertenece a un Filo de bacterias
Gram-negativas denominado Espiroquetas. Las espiroquetas son bacterias alargadas vy
espiraladas, con caracteristicas moleculares distintivas, tales como una delgada capa de
peptidoglicanos en proximidad a la membrana citoplasmatica?®’, y flagelos
endoperipldsmicos?3823%, El rasgo mas distintivo de las leptospiras respecto a las otras
espiroquetas es la presencia de lipopolisacdridos y de una abundante riqueza de
proteinas/lipoproteinas en la membrana celular externa?*. Las leptospiras comprenden especies
guimioorganodtrofas aerdbicas con estilos de vida libre, denominadas saprofitas (e. g., Leptospira
biflexa, L. meyeri, L. vanthielii, etc.), y también patdgenas (e. g., L. interrogans, L. noguchii, L.
borgpetersenii, L. wolffii, L. licerasiae, etc.)?*17243 Estas Gltimas son agentes etioldgicos de la
leptospirosis, enfermedad que a nivel mundial afecta a 1 millén de personas y causa 60 mil
muertes por afio?**. Las leptospiras patégenas suelen colonizar el higado y los tubulos renales
proximales de sus hospederos mamiferos (mds comidnmente roedores) y son transmitidos a
través de la orina excretada; la infeccidn suele darse cuando el suelo o agua contaminada entra
en contacto con mucosas o piel lastimada. Asimismo, las leptospiras patégenas pueden sobrevivir

en el agua o suelo por varios meses?*.

A B
LAY O
PF CM oM A PG

Figura 10. Representacion (A) longitudinal y (B) transversal de la estructura de Leptospira spp. Las flechas negras

indican el sitio esquematizado en (B). PF: flagelo periplasmico; CM: membrana citoplasmatica; OM: membrana

externa; PG: capa de peptidoglicano. Adaptado de 2%,
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Tanto leptospiras saproéfitas como patégenas requieren de hierro y hemo para sobrevivir. A
diferencia de las espiroquetas Borrelia burgdorferiy Treponema pallidum, agentes etiolégicos de
la enfermedad de Lyme y de la sifilis, respectivamente, las leptospiras cuentan con la maquinaria
enzimatica necesaria para la biosintesis de hemo, codificada en sus genomas?*’. También son

capaces de adquirir hemo exdgeno?4’

, ¥ se demostré que la enzima hemo-oxigenasa (de aqui en
mas, HmuO) es clave para la capacidad de la patdgena L. interrogans para utilizar hemoglobina
como fuente de hierro?*®, HmuO es un factor de virulencia de leptospiras patégenas, dado que
cepas de L. interrogans con una mutacién en el gen hmuO que interrumpe su actividad son menos
virulentas que las cepas salvajes, en el modelo de infeccidn en hamsters?4°. Recientemente se
resolvid la estructura cristalografica de HmuO de L. interrogans, contribuyendo a entender los
mecanismos estructurales y moleculares de su funcidn en estas bacterias?*%; previamente, se

habia comprobado que una ferredoxina-NADP*-reductasa provee el poder reductor necesario

para la actividad enzimatica catalizada por HmuO?1.,

En estos ultimos afios se han realizado estudios microbioldgicos y de transcriptdmica que han
contribuido a entender cdmo las leptospiras adquieren y utilizan el hierro ambiental, ya sea a
partir de hemo o de otras fuentes. Realizando mutagénesis al azar gracias al uso del transposon
Himarl en la saprofita L. biflexa, se lograron identificar mutantes auxétrofos para hemina (i. e.,
Fe3*-hemo), es decir, las bacterias mutantes no crecian a menos que el medio de cultivo fuera
suplementado con hemina. En ese mismo estudio, se comprobd que L. biflexa es capaz de
adquirir hierro ambiental a través del complejo transportador TonB-independiente FeoAB, y por
otra parte, adquirir hierro a partir de citrato férrico a través del transportador TonB-dependiente
FecA o del sider6foro deferoxamina®®. Cabe destacar que en el genoma de Leptospira no se han
identificado genes que codifiquen enzimas para la biosintesis de siderdforos, por lo que
dependeria de la adquisicion exdgena de los mismos?°%2>3, Estos estudios de transcriptémica
contribuyeron a dilucidar los genes codificantes para sistemas de adquisicion de diversas fuentes
de hierro (Figura 11): L. biflexa y L. interrogans contienen 8 y 12 genes, respectivamente, cuyos
productos presentan homologia con receptores TonB-dependientes capaces de internalizar

distintas fuentes de hierro como sales de hierro, complejos sideréforo:Fe, entre otras; asimismo,
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tanto en L. biflexa como en L. interrogans se encontraron cinco genes codificantes para ExbB y
ExbD putativas, y tres genes codificantes para TonB putativas, con organizaciones genéticas
similares. Se identificaron también sistemas de adquisicion de hemo con homologia al sistema
HmuSTUV, y sorprendentemente, se encontré un gen codificante para hemolisina incluso en
leptospiras saprofitas, aunque éstas no codifican para enzimas que degraden tejidos, como si lo
hacen las esfingomielinasas que juegan un papel importante en la virulencia de leptospiras
patdgenas®>*. Finalmente, Leptospira presenta reguladores globales homdlogos a Fur, Zury PerR,

involucrados en la homeostasis del hierro, estrés oxidativo y otros metales?>22%8,
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Figura 11. Resumen de sistemas de adquisicion de hierro en L. biflexa. Se indica en el esquema el nimero de acceso

de cada gen codificante (https://mage.genoscope.cns.fr/microscope/mage/viewer.php?0_id=81). Fuente: 2°2,

Como se menciond anteriormente, estudios previos resultaron en la obtencién de mutantes de
L. biflexa auxétrofos para hemo. El analisis de uno de estos mutantes resultd en la identificacién
de una mutacidén que interrumpia el marco abierto de lectura de un SDC previamente
denominado hklep-rrlep, actualmente denominado hemK-hemR, o hemKR, que conforman un

par HQ-RR?*?, Louvel y colaboradores realizaron mutagénesis al azar de L. biflexa empleando el
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elemento transponible Himar1, incluido en un pldsmido suicida®®. Este transposén se inserta al
azar en regiones gendmicas con la secuencia dinucleotidica TA. Mediante este procedimiento fue
posible identificar mutantes auxétrofos para 5ALA y hemina. El analisis del sitio de insercion de
Himar1l en el genoma indicd la interrupcion de los marcos abiertos de lectura de los genes hemK
y hemR; esto llevé a la hipétesis que el SDC HemKR juega un rol importante en la regulacion del
metabolismo de hemo. Es asi que se decidid realizar mutagénesis dirigida para interrumpir el
operdén hemKR, insertando un cassette de resistencia a kanamicina en su lugar, generando el

doble mutante knockout, hemKR™ (de aqui en mas, denominado AHemKR)10>259,260,

Mads adelante, estudios realizados por nuestro laboratorio demostraron que HemR, un RR de ~26
kDa perteneciente a la familia OmpR/PhoB, se une a través de su dominio efector del tipo DBD
(de “DNA-Binding Domain”) a los sitios promotores de los operones de biosintesis de hemo
(hemACBLENG) y de degradacién de hemo (hmuO) tanto en L. biflexa como en la patdgena L.
interrogans®®!. De hecho, en L. interrogans, el operén hemKR se encuentra codificado entre los
genes hemL y hemE, por lo que en esta leptospira patégena hemKR es autorregulada. Esto no
ocurre en la sapréfita L. biflexa, donde hemKR pertenecen a un operdn independiente, en donde
también se encuentra un tercer gen de funcidon desconocido, el cual hemos denominado hemX,
ya que por cercania (pudiendo conformar un operon) podria codificar para una proteina
funcionalmente vinculada a HemKR?>°. Cabe recordar que HmuO es un factor de virulencia en L.
interrogans, por lo que HemKR es en este contexto un sistema de sefalizacion relevante y
candidato al estudio de mecanismos moleculares de patogenicidad y virulencia. Tanto el operdn
hemA como el gen hmuO incluyen la secuencia consenso TGACA-Ns-TGACA en sus promotores,
secuencia a la que se une HemR (aqui denominada “caja HemR”). Los resultados de regulacion

génica monitoreados experimentalmente?°8

, asi como la posicion de la caja HemR en relacién a
los sitios -35 y -10 de los promotores de hemA y hmuO, llevé a proponer un modelo mecanistico
en el cual HemR es un regulador dual de la expresidn génica: esto quiere decir que P*HemR es
un activador la expresidon de genes codificantes para la biosintesis de hemo, reclutando la ARN-
polimerasa, y simultdneamente es un represor de la expresion de hmuO, la cual degrada hemo,

impidiendo estéricamente la unién de la ARN-polimerasa al promotor. Asimismo, identificacidén
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bioinformatica de una caja HemR en el promotor del operdén que codifica para ExbB1 y ExbD1,

sugieren fuertemente que HemR podria tener un rol activador de dichos genes?®! (Figura 12).

HemR encendida (fosforilada) HemR apagada (desfosforilada)

p~HemR  ARN-polimerasa

[ | 1 hemACBLENG p | [ I [ hemACBLENG

Caja HemR
[ Sitios -35y -10

[ 1 exbB1D1 [ [ [ 1 I [ exbB1D1

ARN-polimerasa (—3
[

| [ T ]

I-D Sitio de inicio de transcripcién

= Marco abierto de lectura

I

)
1

[ ]

Figura 12. Modelo mecanistico de la regulacién dual de la expresion génica ejercida por HemR. La posicion de la
“caja HemR” relativo a los sitios -35 y -10 de unidon de la holo-ARN-polimerasa, parece determinar si P*HemR
funciona como activador transcripcional (de hemACBLENG y exbB1D1) o represor transcripcional (de hmuO). El
apagado de HemR induce su disociacién de la caja HemR, permitiendo transcripcion de hmuO. Figura disefiada

mediante el software InkScape.

El nivel de fosforilacién del RR HemR esta determinado por la actividad de su par especifico
HemK, perteneciente a la familia HisKA de HQs. HemK es una HQ dimérica en donde cada
mondmero, de ~34 kDa, presenta dos a-hélices de transmembrana que se conectan por un corto
bucle periplasmico de ~30 aminoacidos. En total, la region N-terminal que comprende dominios
transmembrana y periplasmico contiene aproximadamente, 80 residuos. Hacia el C-terminal,
HemK presenta un dominio DHp y un dominio ABD (Figura 13A). Previamente se demostré que
P~HemK es capaz de transferir su grupo fosforilo desde su His conservada, His98, hacia el Asp
conservado, Asp53, de HemR (Figura 13B). Si bien todos los ortélogos de HemK del género
Leptospira spp. cuentan con la Thr conservada del motivo HxxxT encontrado en las HQs de la
familia HisKA, importante para la actividad fosfatasa, hasta ahora no se habia evaluado
experimentalmente si HemK es una HQ bifuncional, es decir si es capaz, ademas de mantener la
via encendida a través de sus actividades autoquinasa/fosfotransferasa, de mantener la via

apagada a través de su actividad fosfatasa. Tampoco se conoce cual es la sefial (ambiental o
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intracelular) detectada por HemK, que no tiene dominios sensores o de transmisién/transduccién
tipicos. El corto bucle periplasmico y/o la propia regién de transmembrana de HemK podrian
actuar como sensor, o bien la deteccién podria involucrar a una tercera proteina que, mediante
interacciones proteina:proteina, module la actividad de HemK. Un potencial candidato para
actuar como sensor directo en este Ultimo escenario es HemX, quien alternativamente, podria
ejercer también funciones no vinculadas a HemKR. Otro punto de interés que aun no se conoce
tiene que ver con el mecanismo molecular que determinan la transmision de la informacion entre
HemK y su RR especifico, HemR. Y, finalmente, se desconoce también cdmo HemR efectua la
respuesta adaptativa a partir de dicha sefial desconocida. La identificacion de la sefal, asi como
el estudio transcripcional y microbioldgico utilizando AHemKR, una cepa knockout de hemKR,
contribuira a dilucidar como HemKR regula el metabolismo de hemo y la homeostasis de hierro

en Leptospira.

A
His98
HemK T Thl'102
z - le)
= =
N . ™| pp [ ™™ ABD C
B
Asp53
HemR {,
O
N REC Efector (DBD) C

Figura 13. (A) Esquema de la estructura primaria de HemK. Se indican los dominios predichos como transmembrana
(TM), peripldsmico (PP), DHp -con Ila histidina conservada (His98) esencial para la actividad
autoquinasa/fosfotransferasa y la treonina conservada (Thr102) importante para la actividad fosfatasa en la familia
HisKA- y ABD. (B) Esquema de la estructura primaria de HemR. Se indican los dominios predichos como recibidor
(REC), con el aspartato conservado que recibe el grupo fosforilo, y dominio efector o DBD (de “DNA Binding

Domain”). N: extremo N-terminal. C: extremo C-terminal.
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HIPOTESIS

El SDC HemKR es un regulador global del metabolismo de hemo, intimamente ligado a la

homeostasis del hierro. Hipotetizamos que candidatos a sefal son:

(1) Hierro libre: el hierro, un metal esencial para la sobrevida de Leptospira, en su estado
libre es detectado -ya sea directa o indirectamente- por HemK: concentraciones elevadas
de hierro resulta en el encendido de HemK (mediante su actividad autoquinasa) y
subsecuente fosforilacién de su RR especifico HemR. Asi, P*HemR activa la expresién de
genes codificantes de enzimas biosintéticas de hemo para el almacenamiento de hierro
en exceso; simultdneamente, P*HemR reprime la expresion del gen codificante para la
hemo-oxigenasa, que degrada hemo. En contraste, la escasez de hierro resulta en el
apagado del sistema HemKR, es decir, HemK desfosforila a HemR mediante su actividad
fosfatasa, permitiendo la desrepresion y expresion génica de la hemo-oxigenasa, que
degradara hemo para aumentar la cantidad de hierro libre intracelular disponible.

(2) Hemo o intermediarios de hemo: a diferencia de lo que ocurre con hierro, la sefial en este
caso apaga la via HemKR, ya que, si estos metabolitos se encuentran en abundancia, la
inhibiciéon de la biosintesis evitaria mayor acumulacion de hemo y permitiria conservar
energiay glutamil-ARNt celular. Al mismo tiempo, el sistema apagado induciria una mayor
expresion de la hemo-oxigenasa para balancear la homeostasis del hemo. Si el hemo o
intermediarios se encuentran en escasez, el encendido de la via HemKR, podria activar la
expresion génica de la via biosintética de hemo, simultdaneamente reprimiendo al gen de

la hemo-oxigenasa.

OBJETIVO GENERAL

Contribuir a la dilucidacién de mecanismos moleculares de transduccion de sefiales y transmision
de la informacidén en bacterias, empleando como modelo de estudio el sistema de sefializacién
HemKR de Leptospira. HemKR es un SDC importante en la regulacion del metabolismo de hemo,

e involucrado en la modulacién de la virulencia en especies patdgenas.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Dilucidacion de la(s) sefal(es) que regula(n) el estado funcional de HemK, y evaluacion de
la regulacién dual ejercida por HemR en Leptospira spp.

2. Produccion, purificacién y caracterizacion bioquimica de las proteinas recombinantes
HemK, HemR y variantes.

3. Caracterizacion estructural preliminar de HemX, una proteina codificada en las

proximidades del operdon hemKR en L. biflexa.

ORGANISMO MODELO

Para responder a las interrogantes planteadas emplearemos el organismo modelo L. biflexa, una

leptospira saprdfita. Las razones por la cual elegimos este modelo son varias:

1) L. biflexa crece mas rdpidamente que leptospiras patégenas como L. interrogans (una semana

vs. un mes de crecimiento de colonias en medio semi-sdlido).

2) Si bien se han realizado estudios transcripcionales de la respuesta de una leptospira patégena
a la escasez de hierro?*3, nuestro objetivo es analizar la relevancia de HemKR en la regulacién de

la homeostasis de hierro y hemo.
3) En nuestro laboratorio ya contamos con el knockout de hemKR en L. biflexa.

4) Las herramientas de genética y biologia moleculares desarrolladas hasta la actualidad para

Leptospira son mas eficientes para su uso en las bacterias saprdfitas que en las patégenas?®°.

5) La secuencia y organizacién gendmica de la caja HemR en promotores génicos, son similares

en leptospiras saprofitas y patdgenas?®?.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
Curvas de crecimiento y barridos de absorbancia

Los cultivos a partir de stocks de L. biflexa salvaje y AHemKR congelados en DMSO 0,025 %, se
largaron descongelando rapidamente éstos e inoculando 1 mL en 36 mL de medio de cultivo
EMJH?%2, Los subsiguientes pasajes en cultivos liquidos se crecieron en medio EMJH, inoculando
1/100 de un cultivo anterior. El medio EMJH se suplementé con 300 uM 5ALA cuando se indica,
y para cultivos L. biflexa AHemKR, se agregd 50 ug/mL kanamicina cuando se indica. En cualquier
caso, se realizaron tres pasajes de cultivos de L. biflexa salvaje y de AHemKR previo al andlisis de
crecimiento. Para la determinacion de curvas de crecimiento, se crecieron cultivos de L. biflexa
salvaje y AHemKR en 30 mL de medio EMJH suplementado o no con 300 uM 5ALA vy, para
AHemKR, suplementado con 50 pg/mL kanamicina cuando se indica. Todos los cultivos se
crecieron a 30 2C sin agitacién, y se midid densidad Odptica a 420 nm (DOasz0) en un
espectrofotdémetro Jenway 6320D tomando 1 mL de cultivo cada 24 h. Para la observacion de las
bacterias, contamos con un microscopio de campo oscuro Axioimager A2 (Carl Zeiss) en la Unidad
Mixta Pasteur-INIA, con quien colaboramos a lo largo de todo este trabajo de Doctorado. Para
los barridos de absorbancia de los sobrenadantes de cultivos de L. biflexa salvaje y AHemKR
suplementados o no con 5ALA y crecidos sin agitacidn, se cosecharon las células a 3220 x g por
20 min al tercer (fase exponencial media), séptimo (fase exponencial tardia) y décimo (fase
estacionaria) dia de crecimiento. Es importante resaltar que, para los cultivos crecidos en
agitacion a 100 rpm, la fase estacionaria se alcanzé al tercer dia. Luego de la cosecha, se tomo el
sobrenadante de los cultivos, el cual se centrifugd a 18000 x g por 30 min. Finalmente, se
transfirieron 200 L de los sobrenadantes asi tratados a placas de 96 pocillos de fondo negro para
realizar barridos de absorbancia abarcando longitudes de onda de 230 a 800 nm, y empleando

un espectrofotémetro.

Para confirmar los genotipos de L. biflexa salvaje y AHemKR, se realizd extraccion de ADN de los
cultivos crecidos: para ello, se tomd 1 mL de los cultivos y se realizd extraccidon rdpida de ADN
mediante el siguiente protocolo: en primer lugar, se centrifugaron los cultivos a 21000 x g por 5

min a temperatura ambiente. Luego se descartaron los sobrenadantes y se resuspendieron los
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pellets bacterianos en 200 uL de buffer TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8). Las muestras asi

resuspendidas se congelaron a -20 2C por 10 min, para luego descongelar rdpidamente e incubar

dichas muestras a 99 2C por 3 min. Las muestras asi tratadas se volvieron a congelar a -20 2C por

10 min, para luego volver a descongelar rapidamente. Finalmente, se centrifugaron las muestras

a 21000 x g por 5 min a temperatura ambiente. El sobrenadante de las muestras asi tratadas

contiene el ADN total de L. biflexa. Posteriormente, se realizd PCR de las muestras de ADN de L.

biflexa salvaje y AHemKR empleando los oligonucleétidos F1, R1, F2, R2, F3, R3, F4 y R4 cuyas

secuencias se detallan en la Tabla Suplementaria 1. Los reactivos y condiciones de la PCR se

describen en las Tablas 1y 2. Para confirmar los genotipos, los productos de PCR se corrieron en

un gel de agarosa 1 % con el agente intercalante bromuro de etidio, y los amplicones se revelaron

mediante transiluminacion ultravioleta.

Tabla 1. Concentraciones de reactivos para PCR de confirmacién de genotipos.

Reactivo Volumen (plL) Concentracion final Concentracion stock
Agua c.s.p. 50 - -
Buffer HF 10 1x 5x
dNTP 1 200 uM 10 mM
Oligo Fw 1,25 0,5 uM 20 uM
Oligo Rev 1,25 0,5 uM 20 uM
ADN gendmico 1 20 ng/50 puL PCR variable
Phusion Pol 0,5 1 U/50 uL PCR 2 U/uL
TOTAL: 50

Tabla 2. Condiciones de amplificacién para PCR de confirmacion de genotipos.
Etapa Temperatura (2C) Tiempo N2 ciclos
Desnaturalizacion inicial 98 30s 1
Desnaturalizacién ciclica 98 20s 35
Hibridacidn 60 30s 35
Elongacién 72 20s 35
Elongacidn final 72 5 min
Espera 4 infinito
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Extraccion de ARN para PCR en tiempo real y ARN-seq

Apuntando a identificar sefiales fisioldgicas detectadas por HemKR mediante PCR en tiempo real,
se utilizé el siguiente criterio: se analizé comparativamente la expresion génica de hemA y hmuO
de L. biflexa salvaje vs AHemKR. Esperabamos que luego de los tratamientos con los candidatos
a senal, la expresién génica de hemA y hmuO en L. biflexa salvaje cambiara relativo a los cultivos
sin tratar. Paralelamente, de no observarse cambios en la expresidon génica de hemA y hmuO en
cultivos de L. biflexa AHemKR tratados, comparada a aquella de cultivos sin tratar en AHemKR,

sugeriria que la sefial es detectada -y la respuesta transcripcional es regulada- por HemKR.

Se crecieron cultivos de L. biflexa salvaje y AHemKR en 30 mL de medio EMJH, a 30 2C sin agitacion
hasta fase exponencial media de crecimiento (i. e., DOs20 ~ 0,2 — 0,3). En este punto, se incubd
con las distintas candidatas a sefiales: 300 uL 5ALA, 2 mM sulfato de hierro (FeSO4) 0 70 uM 2,2’-
dipiridilo (DIP). La incubacién se llevdé a cabo durante 3 h a 30 °C sin agitacién. Luego, se
cosecharon las bacterias a 5000 x g por 20 min a 4 2C. Los pellets bacterianos se resuspendieron
en 1 mL de Trizol (Invitrogen), se vortexearon e incubaron a temperatura ambiente por 10 min.
Posteriormente se procedio a la extraccidn de ARN de los cultivos siguiendo el protocolo descrito
anteriormente?®3, La extraccion de ARN se realiz6 empleando agua destilada ultrapura libre de
ARNasas y ADNasas (Invitrogen), tips con filtro, y limpiando rigurosamente pipetas y mesada con
el surfactante RNAse Away® (Sigma-Aldrich). En todos los casos se analizé la calidad de la
extraccién de ARN mediante gel de agarosa, verificando la presencia e integridad de dos bandas
correspondientes a las subunidades ribosémicas 16S y 23S. Para los extractos de ARN que fueron
enviadas a la Plataforma de Bidmica del Institut Pasteur Paris para la realizacién de ARN-Seq, la
calidad de las muestras se analizé utilizando el equipo BioAnalyzer (Agilent). La concentracidon
final de los extractos de ARN se determind en el equipo NanoDrop 1000 (Thermo Scientific), y la
sintesis de ADN copia (ADNCc) se realizdé con 0.5 —1 pg del ARN obtenido, y utilizando el kit “iScript
Reverse Transcriptase” (BioRad), que incluye una mezcla de random primers y transcriptasa
reversa, siguiendo el protocolo del fabricante. Para el célculo de eficiencias de amplificacién y el

experimento de PCR en tiempo real, se utilizaron los oligonucleétidos hemA Fw, hemA_Rev,

53



hmuO_Fw, hmuO_Rev, rpoB_Fw y rpoB_Rev cuyas secuencias nucleotidicas se detallan en la
Tabla Suplementaria 1. El andlisis de los Cq (i. e., nimero de ciclo de PCR en el cual la curva de
reaccién de la muestra intersecta con una linea umbral arbitrariamente asignada) fue posible
gracias al uso de la sonda fluorescente SYBR Green (FastStart Universal SYBR Green Master ROX,
Roche). Los reactivos y condiciones empleados para la PCR en tiempo real se describen en las

Tablas 3y 4.

Tanto el cdlculo de eficiencias de amplificacién como los experimentos mediante PCR en tiempo
real se realizaron incubando triplicados de 20 pL de las mezclas de ADNc de las distintas
condiciones experimentales en placas de 96 pocillos de 0,1 mL (Applied Biosystems, Life
Technologies). La reaccion de PCR en tiempo real se realizé en un termociclador QuantStudio 3
(Applied Biosystems, Thermo Scientific). La cuantificacién relativa de la expresién génica de hemA
y hmuO se realizé empleando el método “Delta-Delta-Cq”, normalizando contra el gen rpoB
elegido gen housekeeping de acuerdo con lo realizado por estudios anteriores?®!. Los valores de
expresion relativa se obtuvieron a partir de los datos obtenidos de Cq de hemA, hmuO vy rpoB,

usando los softwares Microsoft Excel y GraphPad Prism.

Tabla 3. Concentraciones de reactivos para los experimentos de PCR en tiempo real.

Reactivo Volumen (uL) Concentracion final Concentracion stock
Agua 7.5 - -

SYBR Green Mix 10 1X 2X

Oligo Fw 0,25 0,1 uM 20 uM

Oligo Rev 0,25 0,1 uM 20 uM

ADNc 2 ~1 ug/20 mL ~0,5 pg/mL
TOTAL: 20

Tabla 4. Condiciones de amplificacién de los experimentos de PCR en tiempo real.

Etapa Temperatura (2C) Tiempo Ne ciclos  Rampa (2C/s)
Desnaturalizacién inicial 95 15 min 1 1,6
Desnaturalizacién ciclica 95 15s 40 1,6
Hibridacién 60 1 min 40 1,6
Curva melting — paso 1 95 15s 1 1,6
Curva melting — paso 2 60 1 min 1 1,6
Curva melting — disociacién 95 15s 1 0,1
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Las curvas de melting obtenidas durante el paso final del experimento de PCR en tiempo real se
utilizaron para verificar la amplificacion de un Unico producto génico, lo cual fue acompaiiado
por analisis mediante geles de agarosa 1% tefiidos con bromuro de etidio, en donde se corrieron
5 uL de las mezclas de ADNc obtenidas al finalizar el experimento. Adicionalmente, se verifico
que el promedio de los valores Cq de rpoB de todas las condiciones estudiadas presentaran un
desvio estandar inferior a 1, indicativo de que el gen no presentara variaciones entre las
condiciones tratadas con candidatos a sefial, y los cultivos sin tratar. El procesamiento estadistico
de los datos se realizé aplicando tests t no pareados mediante el software GraphPad Prism, y las
diferencias estadisticamente significativas se asignaron a aquellas que presentaron p-valores

menores a 0.05.

El experimento de ARN-seq realizado sobre las muestras de ARN extraidas como se describio
arriba, y el posterior procesamiento de datos transcriptomicos, fue realizado por las Plataformas
Tecnoldgica de Bidomica y de Bioinformdtica y Bioestadistica del Institut Pasteur Paris, y la
estrategia se resume a continuacion: los analisis bioinformaticos de transcriptomas y expresion
génica diferencial se realizaron con el software Sequana?®*; especificamente, con el “RNA-seq
pipeline” (v0.15.1) disponible en https://github.com/sequana/sequana_rnaseq, construido sobre
el framework Snakemake?®>, Para preparar los datos, los reads se recortaron para secuencias
adaptadoras y bases de baja calidad usando fastp v0.20.1%%¢ y subsecuentemente se mapearon
sobre el genoma de Leptospira empleando bowtie22%’. La secuencia nucleotidica y la anotacion
fue descargada desde la plataforma MicroScope?®® utilizando la entrada Leptospira biflexa
serovar Patoc Patoc 1. La matriz de conteo fue generada mediante el software FeatureCounts
2.0.0%%°, que asignd reads a elementos relevantes basado en la anotacidon previamente
mencionada. Para identificar genes diferencialmente regulados, el anélisis estadistico se realizé
mediante la libreria DESeq2 1.30.027°, y los reportes HTML se generaron usando Sequana RNA-

seq pipeline.

Las librerias de ARN-Seq se prepararon con 3 réplicas de cada condicién, que satisficieron los

estandares de calidad planteados (ver Figuras 31y 32, y Tabla Suplementaria 3). Dichas librerias
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se secuenciaron en una plataforma lllumina NextSeq2000, generando single-end reads con una
lectura promedio de 107 pb. El nimero de reads fue de entre 12-20 M reads por muestra, con
un promedio de phred score de 33. Los pardmetros clave para el andlisis estadistico abarcaron
significancia, medida por p-valores ajustados de Benjamini-Hochberg con un umbral de false
discovery rate (FDR) de menos de 0,05; asi como también la amplitud de la respuesta,
cuantificada en términos de fold-change (FC) para cada comparacién: cabe resaltar aqui que,
para el andlisis de expresion génica diferencial, no sélo se tomd en cuenta aquellos genes con
log2FC 2|1], sino también aquellos genes que no necesariamente cumplen con lo anterior pero
si presentaron diferencia significativa de p-valor ajustado?’?; se sabe que cambios sutiles (i. e.,

con log,FC >0y <|1|) pero significativos, pueden ser bioldgicamente relevantes?’2.

Clonado de construcciones reporteras, conjugacion en L. biflexa y ensayos de fluorescencia

El uso de genes reporteros ha sido una técnica extensivamente utilizada para analizar la actividad
de promotores en Leptospira®*’3>=276. Una de las herramientas més utilizadas ha sido el pldsmido
pRAT724277 (Figura 14), ingenierizado a partir de pldsmidos capaces de ser transformados y de

replicar en Leptospira spp.?’®

. PRAT724 cuenta con el marco abierto de lectura de GFP (de “Green
Fluorescent Protein”) insertado rio abajo de una secuencia Shine-Dalgarno (SD), un sitio
ingenierizado para incrementar su tasa de traduccidn (sitio ENH, de “enhancer”) de forma de
incrementar la sefial de fluorescencia a 528 nm a medir en los experimentos, y dos terminadores
transcripcionales, rrnDt y T7t, flanqueando el extremo 5’ del sitio de insercion y el extremo 3’ del
marco abierto de lectura de GFP, respectivamente. Rio arriba del sitio ENH, se insertd mediante
la técnica de clonado sin enzimas de restriccidn la regién gendmica de L. biflexa correspondiente
al sitio promotor de hemA, o bien, al sitio promotor de hmuO, abarcando 200 pb rio abajoy 3 pb
rio arriba de sus sitios de inicio de transcripcion (teniendo en cuenta los resultados previamente
obtenidos por Morero y colaboradores?®?). Para el primer paso de amplificacion exponencial de
los megaprimers, se utilizaron los oligonucledtidos “rrnDt_PhemA_Fw” y “PhemA_GFPenh_Rev”

para amplificar el sitio promotor de hemA, y los oligonucledtidos “rrnDt_ PhmuO_Fw” vy

“PhmuO_GFPenh_Rev” para amplificar el sitio promotor de hmuO, utilizando como molde el ADN
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gendmico de L. biflexa. Las secuencias nucleotidicas de los oligonucleétidos se detallan en la
Tabla Suplementaria 1. Las concentraciones de reactivos y condiciones del primer paso de
amplificacién exponencial se resumen en las Tablas 5y 6. El producto de estas amplificaciones se
corrié en gel de agarosa 1 % teiiido con bromuro de etidio, y las bandas de los tamafios esperados
se cortaron empleando un transiluminador ultravioleta. Los megaprimers asi aislados se
purificaron empleando el kit Nucleospin® Gel and PCR Clean Up (Macherey-Nagel) siguiendo el
protocolo del fabricante. Los megaprimers purificados se insertaron en plasmidos pRAT724 en
un segundo paso de hibridacién y amplificacién lineal (primer extension). Todas las reacciones de
PCR se realizaron en un termociclador Veriti 96 Well (Applied Biosystems). Las concentraciones
de reactivos y condiciones del segundo paso de amplificacion lineal se resumen en las Tablas 7 y
8. El pldsmido parental sin la mutacién se elimind mediante el agregado de 1 pL de Dpnl (stock
20 U) e incubando a 37 2C por 1 h, seguido de un paso de inactivacién de Dpnl a 80 2C por 15
min. El producto de esta segunda amplificacion se transformé en bacterias competentes E. coli
11?7, junto con un control negativo que consistié en producto de PCR sin megaprimer incluido.
Cabe agregar que esta cepa de E. coli es auxétrofa de timidina, por lo que los medios de cultivo
liguidos y sélidos deben ser suplementados con 0,3 mM timidina. Dado que pRAT724 codifica
para un cassette de resistencia a espectinomicina, se agregd 50 pug/mL espectinomicina a los
medios de cultivo para seleccionar los transformantes. Finalmente se realizé miniprep de las
colonias transformantes crecidas en medio Luria-Bertani suplementado con timidina 0,3 mM y
espectinomicina 50 pg/mL, empleando el kit Nucleospin® Plasmid (Macherey-Nagel), y la
presencia de ADN plasmidico fue verificada y cuantificada mediante el equipo NanoDrop 1000
(Thermo Scientific). La presencia de los insertos correspondientes a los sitios promotores de
hemA o hmuO fue confirmada verificando digestidn por las enzimas de restriccion EcoRl y BamHI
(New England Biolabs): se incubaron 500 ng de plasmido con 1 U de las enzimas de restriccion en
buffer CutSmart 1X (New England Biolabs) durante 1 h a 37 2C. La reaccidn se detuvo incubando
las muestras con buffer de sembrado, y se analizaron los perfiles de digestidn a través de un gel
de agarosa 1 % tefiido con bromuro de etidio. Esperamos que el perfil de digestion observado
coincidiera con el perfil esperado para las distintas construcciones. Aquellos vectores que

cumplieran con esta condicidn se secuenciaron mediante secuenciacion capilar (Unidad de
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Biologia Molecular, Institut Pasteur Montevideo) para efectivamente confirmar el clonado. De
este modo, se confirmd la mutagénesis y se obtuvieron los plasmidos pRAT724_pHemA y
pRAT724_pHmuO, que codifican el sitio promotor de hemA y hmuO, respectivamente, insertado

rio arriba del marco abierto de lectura de GFP (ver Figura 14).

Para su transformacién en L. biflexa mediante conjugacidn, se siguid el protocolo descrito
anteriormente?®°: en primer lugar se transformaron los plasmidos pRAT724, pRAT724_pHemA'y
pRAT724_pHmuO en la cepa ingenierizada de E. coli B2163%’° mediante electroporacion. E. coli
B2163 es auxotrofa para acido diaminopimélico (DAP), por lo que el crecimiento de las colonias

transformadas se realizé en 4 mL de medio de cultivo Luria-Bertani suplementado con 50 ug/mL

Sitio de clonado de promotor de hemA 6 hmuO.
-200 a +3 relativo a sitio de inicio de transcripcion de hemA 6 hmuO.

BamHI Spel hol Xmal/Smal ENH SD
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Figura 14. Representacidon esquemadtica del vector plasmidico pRAT724. En azul se indican algunos sitios de
restriccidn. La flecha verde indica el marco abierto de lectura del reportero GFP, rio arriba de un sitio de insercidn
ingenierizado para la optimizacion de la expresidon génica en Leptospira. aadA: cassette de resistencia a
espectinomicina; rep: gen codificante de proteina para iniciacion de replicacién del plasmido; parA, parB: genes
codificantes de proteinas para particion del plasmido durante la replicacién celular; rrnDt, T7t: terminadores de

transcripcién; RP4 oriT: origen de transferencia para conjugacion; R6K ori: origen de replicacién. Adaptado de 277,
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Tabla 5. Concentraciones de reactivos para el primer paso de amplificacidon exponencial del megaprimer.

Reactivo Volumen (uL) Concentracion final Concentracion stock
Agua c.s.p. 50 - -
Buffer HF 10 1x 5x
dNTP 1 200 uM 10 mM
Oligo Fw 1,25 0,5 uM 20 uM
Oligo Rev 1,25 0,5 UM 20 uM
ADN gendmico variable 20 ng/50 pL PCR variable
Phusion Pol 0,5 1 U/50 uL PCR 2 U/uL
TOTAL: 50

Tabla 6. Condiciones de amplificacién exponencial del megaprimer.
Etapa Temperatura (2C) Tiempo Ne ciclos
Desnaturalizacién inicial 98 30s 1
Desnaturalizacion ciclica 98 20s 35
Hibridacion 58 30s 35
Elongacién 72 20s 35
Elongacidn final 72 5 min
Espera 4 infinito

Tabla 7. Concentraciones de reactivos para el segundo paso de “primer extension”.

Reactivo Volumen (uL) Concentracion final Concentracion stock
Agua c.s.p. 50 - -
Buffer HF 10 1x 5x
dNTP 1 200 uM 10 mM
Megaprimer variable 200 ng/50 pL PCR variable
pRAT724 variable 40 ng/50 pL PCR variable
Phusion Pol 0,5 1 U/50 uL PCR 2 U/uL
TOTAL: 50

Tabla 8. Condiciones de amplificacidn lineal o “primer extension”.
Etapa Temperatura (2C) Tiempo Ne ciclos
Desnaturalizacion inicial 98 30s 1
Desnaturalizacion ciclica 98 20s 30
Hibridacién 54 30s 30
Elongacién 72 5 min 30
Elongacidn final 72 10 min 1
Espera 4 infinite
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espectinomicinay 0,3 mM DAP por 14 h a 37 2C con agitacién. Luego, se inocularon 1/50 de estos
precultivos en medio EMJH suplementado con 0,3 mM DAP, sin antibiotico, y se crecieron a 37
oC hasta fase exponencial media de crecimiento. Paralelamente, se crecieron cultivos de L. biflexa
salvaje y AHemKR en medio EMJH a 30 °C sin agitacion, hasta fase exponencial media de
crecimiento. La conjugacion se indujo inoculando 1 volumen de cultivo de transformantes de E.
coli B2163 (bacteria dadora) con 9 voliumenes de cultivo de L. biflexa salvaje o AHemKR (bacteria

aceptora) sobre un filtro de 0,1 um, aplicando vacio para concentrar las bacterias sobre el filtro

(Figura 15).

Figura 15. Dispositivo para la conjugacion bacteriana. La conjugacidn ocurre sobre el filtro de 0,1 um al cual se le
aplica vacio para circular el medio de cultivo hacia el matraz y concentrar las bacterias dadoras y aceptoras sobre el

filtro.

Los filtros se colocaron boca arriba sobre una placa de Petri con medio EMJH-agar suplementada
con 0,3 mM DAP, sin antibidtico, y se incubaron a 30 2C por 14 h. Posteriormente, los filtros se
depositaron y rasparon con un tip en tubos Falcon con 1 mL de medio EMJH; en este punto es
posible observar ipso facto la conjugaciéon entre E. coli 32163y L. biflexa al microscopio de campo
oscuro (magnificaciéon 40X). Finalmente se plaquearon 100 puL de medio con conjugantes en
placas de Petri con medio EMJH-agar con 50 pg/mL espectinomicina (para seleccionar

conjugantes de L. biflexa) y sin DAP (para contraseleccionar transformantes de E. coli $2163), y
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se incubaron a 30 2C durante 7-14 dias. Las colonias obtenidas fueron posteriormente crecidas
en 9 mL de medio EMJH con 50 pg/mL espectinomicina a 30 2C con agitacidn; luego, se realizo
extraccion de ADN empleando el equipo Automated nucleic acid extraction system Maxwell® 16
(Promega) y se confirmd la presencia del pldsmido pRAT724, pRAT724_pHemA o
pRAT724_pHmuO mediante PCR, empleando los oligonucledtidos pRAT_Fw y pRAT_Rev, que
flanquean el sitio de insercion y el marco abierto de lectura de GFP en pRAT724, y cuyas
secuencias se detallan en la Tabla Suplementaria 1. Los reactivos y condiciones de la PCR se

describen en las Tablas 5y 6.

Los analisis de fluorescencia emitida por GFP se realizaron siguiendo el protocolo descrito
previamente?’’: los conjugantes de L. biflexa salvaje o AHemKR con pRAT724, pRAT724_pHemA
0 pRAT724_pHmuO se crecieron en medio EMJH con 50 pg/mL espectinomicina a 30 2C, sin
agitacion, hasta fase exponencial media de crecimiento. En este punto, alicuotas de 800 pL de
los cultivos se sometieron a centrifugacion a 9000g por 5 min a 4 2C para cosechar las bacterias.
Se descartd el sobrenadante y las bacterias se resuspendieron en 1 mL de buffer fosfato salino
(PBS). Los cultivos remanentes se trataron con 2 mM FeSO4 a 30 9C, y se tomaron alicuotas a
tiempos 0.5, 1, 2 y 3 h al igual que las alicuotas de cultivos sin tratar con FeSQOs. Luego, se
transfirieron 200 L de las bacterias resuspendidas en PBS a una placa oscura Costar de 96
pocillos (Thermo Scientific), y se midio la fluorescencia emitida a 528 nm (excitacién a 485 nm)
en un espectrofluorimetro Mithras LB940 Microplate Reader (Berthold Technologies). La sefial
de fluorescencia obtenida para los conjugantes con pRAT724_pHemA y pRAT724_pHmuO se
substrajo a la sefial de fluorescencia obtenida para los conjugantes con pRAT724. Los datos

obtenidos se procesaron mediante los softwares Microsoft Excel y GraphPad Prism.

Clonado de plasmidos de complementacién para conjugacion en L. biflexa AHemKR

Para complementar el mutante hemKR™ de L. biflexa, se amplificé el alelo salvaje hemKR junto a
su region promotora (i. e., 349 pb rio arriba del coddn de inicio de hemK) a partir de ADN
gendmico de L. biflexa salvaje, empleando los oligos HemR_pMAORI_Fw, HemR_pMAORI_Rev,
HemK_pMAORI_Fw, HemK_pMAORI_Rev Phemkr_ PMAORI_Fw y Phemkr_ PMAORI_Rev (ver Tabla
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Suplementaria 1). Asimismo, se realiz6 mutagénesis sitio-dirigida para generar un mutante
hemKThr102Ala (T102A) empleando los oligos HemKrioza Fw y HemK1 _Rev (ver Tabla
Suplementaria 1) e insertados en el vector pMAORI?”® mediante clonado sin enzimas de
restricccion?®!. Los constructos de pMAORI positivos (pPMAORI-hemKR y pMAORI-hemKr1024R)
fueron confirmados por perfiles de digestion empleando las enzimas BamHI/EcoRl, vy
posteriormente mediante secuenciacidn capilar (Unidad de Biologia Molecular, Institut Pasteur
Montevideo). Finalmente, pMAORI-hemKR y pMAORI-hemKri1024R se transformaron en E. coli ml
y B2163, para el mantenimiento del vector y los subsecuentes experimentos de conjugacion en

L. biflexa AHemKR, respectivamente.

PhosTag-SDS-PAGE + Western blot anti-HemR

Para el andlisis directo del estado de fosforilacién de HemR en cultivos de L. biflexa salvaje, se
empled la técnica PhosTag-SDS-PAGE + Western blot anti-HemR: la técnica consiste en sembrar
la fraccién soluble de extractos de L. biflexa en geles PhosTag-SDS-PAGE, para luego realizar
transferencia a membrana de nitrocelulosa, e incubar con anticuerpos policlonales especificos
para HemR (aHemR) que permitirdn la observacién de tanto la fraccion fosforilada como no
fosforilada de HemR. Contamos con un antisuero policlonal anti-HemR (aHemR) de conejo,
gracias al servicio del Polo Tecnolégico de Pando (a quien nuestro laboratorio proveyé de HemR
recombinante purificada para usar como antigeno inmundgeno, siguiendo un protocolo estandar

de inmunizacién intramuscular de conejos?®?

, con adyuvante de Freund completo en la primera
inmunizacién, e incompleto en los dos boosters subsecuentes). El PhosTag-SDS-PAGE consiste en
una variante del SDS-PAGE convencional que permite observar la fraccidn fosforilada de las
proteinas agregando en la preparacién del gel el compuesto PhosTag?®? (Wako) que en presencia
de un metal divalente, e. g., Zn?* 0 Mn?*, se une al grupo fosforilo de la proteina desnaturalizada.
El PhosTag copolimerizado produce un retardo en la migracion de la proteina fosforilada respecto

a la fraccion no fosforilada, lo cual permite identificar la fosforilacién de una proteina dada y

analizar el porcentaje de proteina fosforilada en un ensayo de fosforilacién (Figura 16).
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Figura 16. (A) Fundamento de la técnica PhosTag-SDS-PAGE. La adicion de PhosTag al gel de poliacrilamida permite
distinguir la fraccién de proteina fosforilada respecto a no fosforilada, debido a que los grupos fosforilos
interaccionan con el PhosTag retardando su migracion en el gel. (B) Esquema de la estructura de la molécula

PhosTag. En verde se indican los metales divalentes; en azul se indica el grupo fosforilo.

Para la evaluacion mediante PhosTag-SDS-PAGE + Western blot aHemR se largaron cultivos de L.
biflexa salvaje en 30 mL de medio EMJH sin hierro, crecidos a 30 2C sin agitacion hasta fase
exponencial media de crecimiento. En este punto se establecié el tiempo t = 0, tomando alicuotas
de 6 mL de cultivos, representativo de la muestra sin tratar. Luego, se incubaron los cultivos con
2 mM FeSO4 preparado en el momento y en oscuridad, y se tomaron alicuotas de 6 mL de los
cultivos a tiempost =1, 2y 3 h. Las alicuotas se centrifugaron a 10000 x g por 10 min a4 2C, y se
procedio a realizar la lisis mediante el kit BugBuster plus Lysonase (Milipore) de acuerdo con las
instrucciones del proveedor. Dicho kit es de gran utilidad para el andlisis de fosforilacién de
RRs?84: este tratamiento permite una lisis celular muy rapida, minimizando la desfosforilacién
espontanea del RR durante el procedimiento. Los extractos solubles de cultivos de L. biflexa asi
obtenidos, se resuspendieron en buffer de sembrado 1X (stock 5x compuesto por dodecil sulfato
de sodio (SDS) 10%, glicerol 50%, Tris.HCI 0,3 M y azul de bromofenol 0.05%) con 25 mM DTT, y
se incubaron por 10 min a temperatura ambiente. Luego, las muestras se incubaron con 50 mM
iodoacetamida (IAA) por 10 min adicionales, también a temperatura ambiente. Finalmente se
sembraron 15 pL de cada muestra en un SDS-PAGE (12% acrilamida) con 100 uM PhosTag y 200

UM ZnCly. En todos los geles se incluyé un marcador pretefiido de peso molecular (Thermo
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Scientific), para verificar posteriormente que las transferencias a membrana fueran exitosas. Los
geles se corrieron en frio (< 10 2C) a 180 V por 2 h 15 min. Al finalizar la corrida, se eliminé el
PhosTag y ZnCl; de los geles realizando un lavado con 2 mM EDTA en solucién de transferencia
compuesto de 10% buffer de transferencia (250 mM Tris, 1,9 M glicina, 1% SDS) y 10% etanol,
por 10 minutos con agitacién leve, seguido de un segundo lavado en solucién de transferencia

por 10 minutos adicionales con agitacion leve.

La transferencia a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF por sus siglas en inglés,
Amersham Hybond™-P, GE Healthcare) se realiz6 en una cuba Mighty Small Transphor
(Amersham Biosciences) a 50 mA, a 4 2C por 14 h, en soluciéon de transferencia. Las membranas
de PVDF se bloquearon empleando una solucidn de PBS-Tween 0,1 % con albumina bovina sérica
(Merck Milipore) 3% m/v, con agitacion leve durante 3,5 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, se incubaron las membranas con diluciones 1/100 del anticuerpo primario,
aHemR, con agitacion leve durante 2 h a temperatura ambiente. Para eliminar los anticuerpos
no unidos a las membranas, se realizd un posterior lavado en PBS-Tween 0,1 % durante 15
minutos con agitacién fuerte (330 rpm). Este paso se repitio tres veces. El anticuerpo secundario
anti-lgG de conejo (i. e., reconociendo la regién Fc de aHemR; Santa Cruz Biotechnology) se
incubd en una dilucion de 1/20000 en PBS-Tween 0,1 %, con agitacién leve durante 1,5 h a
temperatura ambiente. Para eliminar los anticuerpos secundarios no unidos, se realizé un
posterior lavado en PBS-Tween 0,1 % durante 15 min con agitacién fuerte (330 rpm). Los
anticuerpos secundarios se encuentran conjugados a la peroxidasa HRP; para revelar la presencia
de anticuerpo unido a la membrana mediante quimioluminiscencia, se incubaron las mismas con
una solucién de peréxido y luminol (SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminiscent Substrate,
Thermo Scientific) por 5 min a temperatura ambiente. El revelado se realizé mediante el equipo
ImageQuant800 (GE Healthcare), exponiendo quimioluminiscencia por 30 s — 1 min. Para la
cuantificacién del porcentaje de HemR fosforilada relativo al total, las imagenes asi obtenidas se
procesaron mediante densitometria, empleando el software Imagel) Fiji. Los datos de

cuantificacidn se procesaron mediante los softwares Microsoft Excel y GraphPad Prism.
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Mutagénesis, expresion y purificacion de proteinas recombinantes
Variantes de HemK 'y HemR recombinantes

Contamos con el marco abierto de lectura codificante de HemKago, un mutante de HemK que
consiste en su regién soluble citoplasmica, sin su dominio periplasmico y transmembrana,
clonado en un vector de expresion pQE80L (Qiagen, pQE80L_HemKaso) bajo el control
transcripcional de un promotor T5/ac inducible por isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG).
El inserto codifica una etiqueta de histidinas N-terminal (6xHisTag) para realizar purificacién
mediante cromatografia de afinidad a niquel (Ni%*) inmovilizado (IMAC, “Immobilized Metal
Affinity Chromatography”), seguido de una secuencia de corte con proteasa TEV para el clivaje

del 6xHisTag posterior al primer paso cromatografico (Figura 17).

MRGSHHHHHHGSGSENLYFQGSGSRDHKRSKLIADFFSTVTHEMKTPIASLQLQIEVLLEATTNPELKRKLE
KIWKENQRIESQMGNAFYLASLMQGESLYLETLSLQELKESYSHHEPDLIWDVSIPLQKKVHLDRKAFFAM
LKNLTDNAKRHGKANQIKLSIFQVKNQICFLLEDNGSGFQGNKKHLTLPFLRHSKTSGSGIGLYIVKKLMEK
MKGKLEFPNSSYGFQVKLSLNEVT

Peso molecular tedrico* = 25,0 kDa
Punto isoeléctrico tedrico* = 9,5
Coeficiente de extincidn tedrico* = 18450 M*cm™

Figura 17. Secuencia aminoacidica de HemKago recombinante. Se muestra en violeta el 6xHisTag y en rojo la

secuencia de corte con TEV. *: parametros sin considerar 6xHisTag ni secuencia de corte con TEV.

Apuntando a obtener una variante de HemK constitutivamente activa, es decir, sin actividad
fosfatasa, se realiz6 mutagénesis del residuo de Thr102 (6 T102). Para sustituir la Thr102 se
realizd mutagénesis sitio-dirigida por alanina (Ala, A) sobre HemKago (apuntando a generar la
construccion HemKasot102a) mediante la técnica de clonado sin enzimas de restriccion
(Restriction-Free Cloning)?®%?8>. Para el primer paso de amplificacién exponencial del
“megaprimer” se utilizaron los cebadores “HemK_T102A_Fw” y “HemK_Rev”, descritos en la

Tabla Suplementaria 1. Las concentraciones de reactivos y condiciones de amplificacion
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exponencial del megaprimer se resumen en las Tablas 9 y 10. El producto de esta amplificacion
se corrié en gel de agarosa 1 % tefiido con bromuro de etidio, y la banda de tamafio esperado se
corté empleando un transiluminador ultravioleta. EIl megaprimer asi aislado se purificé a partir
del gel de agarosa empleando el kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean Up (Macherey-Nagel)
siguiendo el protocolo del fabricante. De esta forma, el megaprimer obtenido incluye la mutacidn
T102A, lo que permitio obtener el plasmido pQE80OL_HemKaso,t1024, por “primer extension” en un
segundo paso de hibridacién y amplificacién lineal. Todas las PCRs se realizaron en un
termociclador Veriti 96 Well (Applied Biosystems). Las concentraciones de reactivos y
condiciones de amplificacion lineal se resumen en las Tablas 11y 12.

El pldsmido parental sin la mutacién se elimind mediante el agregado de 1 uL de Dpnl (New
England Biolabs; stock 20 U) e incubacidn a 37 2C por 1 h, seguido de un paso de inactivacion de
Dpnl a 80 2C por 15 min. El producto de esta segunda amplificacién se transformd en bacterias
competentes E. coli DH5a, junto con un control negativo que consistié en producto de PCR sin
megaprimer incluido. Finalmente se realizé miniprep (i. e., extraccién del ADN plasmidico) de las
colonias transformantes empleando el kit NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel), y la presencia
de ADN plasmidico fue verificada y cuantificada mediante el espectrofotometro NanoDrop 1000
(Thermo Scientific). La mutagénesis fue confirmada por secuenciacién capilar (Unidad de Biologia
Molecular, Institut Pasteur Montevideo). La secuencia aminoacidica de HemKasoT1i024

recombinante se muestra en la Figura 18.

MRGSHHHHHHGSGSENLYFQGSGSRDHKRSKLIADFFSTVTHEMKAPIASLQLQIEVLLEATTNPELKRKL
EKIWKENQRIESQMGNAFYLASLMQGESLYLETLSLQELKESYSHHEPDLIWDVSIPLQKKVHLDRKAFFA
MLKNLTDNAKRHGKANQIKLSIFQVKNQICFLLEDNGSGFQGNKKHLTLPFLRHSKTSGSGIGLYIVKKLME
KMKGKLEFPNSSYGFQVKLSLNEVT

Peso molecular teérico* = 25,0 kDa

Punto isoeléctrico tedrico* = 9,5

Coeficiente de extincién tedrico* = 18450 M1cm™?

Figura 18. Marco abierto de lectura de HemKaso 11024 recombinante. Se indica en verde subrayado el residuo de
alanina que sustituye a la treonina conservada, importante para la actividad fosfatasa; en violeta el 6xHisTag, y en

rojo la secuencia de corte con TEV. *: parametros sin considerar 6xHisTag ni secuencia de corte con TEV.
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Tabla 9. Concentraciones de reactivos para el primer paso de amplificacidon exponencial del megaprimer.

Reactivo Volumen (uL) Concentracion final Concentracion stock
Agua c.s.p. 50 - -
Buffer HF 10 1x 5x
dNTP 1 200 pM 10 mM
Oligo Fw 1,25 0,5 uM 20 uM
Oligo Rev 1,25 0,5 UM 20 uM
pQE8OL_HemKaso variable 20 ng/50 pL PCR variable
Phusion Pol 0,5 1 U/50 uL PCR 2 U/uL
TOTAL: 50

Tabla 10. Condiciones de amplificacion exponencial del megaprimer.
Etapa Temperatura (2C) Tiempo Ne ciclos
Desnaturalizacién inicial 98 30s 1
Desnaturalizacion ciclica 98 10s 35
Hibridacion 61 30s 35
Elongacién 72 20s 35
Elongacidn final 72 5 min 1
Espera 4 infinito 1

Tabla 11. Concentraciones de reactivos para el segundo paso de “primer extension”.

Reactivo Volumen (uL) Concentracion final Concentracion stock
Agua c.s.p. 50 - -
Buffer HF 10 1x 5x
dNTP 1 200 uM 10 mM
Megaprimer variable 200 ng/50 pL PCR variable
pPQE8OL_HemKaso variable 40 ng/50 pL PCR variable
Phusion Pol 0,5 1 U/50 uL PCR 2 U/uL
TOTAL: 50

Tabla 12. Condiciones de amplificacién lineal o “primer extension”.
Etapa Temperatura (2C) Tiempo Ne ciclos
Desnaturalizacién inicial 95 30s 1
Desnaturalizacion ciclica 95 30s 35
Hibridacion 54 1 min 35
Elongacién 72 5 min 35
Elongacidn final 72 8 min
Espera 4 infinite
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Por otra parte, contamos con el marco abierto de lectura codificante de HemR clonado en un
vector de expresiéon pQE80L (pQE80OL_HemR) (Figura 19), y el marco abierto de lectura
codificante de una variante de HemR que consta Unicamente de su dominio REC clonado en un
vector de expresion pQE8OL (pQE8OL_HemRgec) (Figura 20). Las secuencias codifican un 6xHisTag
N-terminal para realizar purificacién mediante IMAC, seguidos de una secuencia de corte con

proteasa TEV para el clivaje del 6xHisTag posterior a la purificacion.

MRGSHHHHHHGSGSENLYFQGSGSMKPRILLVEDDEGLGETLKERLEQDKYRVEWAKTISEAENLYRPNA
FDLVVLDLRLPDGNGFDLAEMIVKKEKDLPFLFLTAQAGAQERLRGFELGAAEFIPKPFHLKEFLIRLERVISL
TRPHYGQKWKMDTKEIHLDSFLIKNEDGTSTLLSKRDCSLLALLLTDPAKVFSRSEILDFIVGEDSFPTERTID
NAIVRLRDALGEGSIRNVRGVGYQWIGPLQPLV

Peso molecular tedrico* = 26,2 kDa
Punto isoeléctrico tedrico* = 5,3
Coeficiente de extincidn tedrico* = 22460 M*cm?

Figura 19. Marco abierto de lectura de HemR recombinante. Se muestra en violeta el 6xHisTag y en rojo la secuencia

de corte con TEV. *: pardmetros sin considerar 6xHisTag ni secuencia de corte con TEV.

MRGSHHHHHHGSGSENLYFQGSGSMKPRILLVEDDEGLGETLKERLEQDKYRVEWAKTISEAENLYRPNA
FDLVVLDLRLPDGNGFDLAEMIVKKEKDLPFLFLTAQAGAQERLRGFELGAAEFIPKPFHLKEFLIRLERVISL
TRPHY

Peso molecular tedrico* = 14,8 kDa
Punto isoeléctrico tedrico* = 5,3
Coeficiente de extincién tedrico* = 9970 M1cm™?

Figura 20. Marco abierto de lectura de HemRrec recombinante. Se muestra en violeta el 6xHisTag y en rojo la

secuencia de corte con TEV. *: parametros sin considerar 6xHisTag ni secuencia de corte con TEV.

Se realizd la expresion de HemKago Y HemKasgot1024 de forma recombinante empleando la cepa

RossettaGammi (DE3) de E. coli previamente transformada con el plasmido pQE80L_HemKaso 0
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pPQE8OL_HemKasgo T102a. Los transformantes de pQE80L_HemKago 0 pQE8OL_HemKago 11024 SE
seleccionaron con 100 pg/mL ampicilina. Se crecieron 2-4 L de cultivo inoculados 1/100 con pre-
cultivos de transformantes y en fase exponencial media (DOeoo ~ 0,6) se inoculé 1 mM IPTG, para
realizar la induccion de la expresion de HemKago 0 HemKago, 11024 recombinantes a 30 2C por 6 h,
con agitacion. La expresion de HemR o HemRgec se realizé utilizando la cepa TOP10F’ de E. coli
previamente transformada con el plasmido pQE80L HemR o pQE8OL_HemRgec. Los
transformantes se seleccionaron con 100 pg/mL ampicilina. Se crecieron 2-4 L de cultivo
inoculados 1/100 con pre-cultivos de transformantes y en fase exponencial media (DOsoo ~ 0,6)
se inoculd 1 mM IPTG, para realizar la induccién de la expresion de HemR o HemRgec
recombinantes a 37 2C por 3 h, con agitacién. Posteriormente, las bacterias se cosecharon por
centrifugacién a 5000 x g por 20 min a 4 2C, y se resuspendieron en buffer 50 mM Tris pH 8, 500
mM NaCl con un céctel inhibidor de proteasas libre de EDTA (Roche) a razén de 5 mL de buffer
cada 1 g de pellet seco. Para el paso de lisis celular se incubaron las bacterias asi resuspendidas
con 1 mg/mL lisozima por 30 min a temperatura ambiente, y se congelaron a -80 2C hasta su uso.
Al dia siguiente las bacterias se descongelaron lentamente y se chequed la viscosidad de las
muestras debido a la presencia de acidos nucleicos bacterianos, indicativo de que la lisis fue
exitosa. Luego, se trataron los extractos en un Emulsiflex realizando 3 ciclos de homogeneizacion
a 1000 bar a 4 °C cada uno, y se incubd con 10 pg/mL ADNasa por 1 h a temperatura ambiente.
Para el paso de fraccionamiento, los extractos se centrifugaron a 30000 x g por 30 mina 4 C, y
el sobrenadante (i. e., fraccion soluble) fue tratado con 20, 40 6 120 mM imidazol, dependiendo
de la composicion del buffer de lavado usado para cada proteina recombinante en la posterior

cromatografia de afinidad.

La purificacion de las proteinas recombinantes se realizé en dos pasos sucesivos: el primer paso
consistié en una IMAC usando columnas HisTrap (GE Healthcare). Cada fraccion soluble de los
extractos bacterianos se pasd por una columna IMAC de Ni?* de 1 6 5 mL en el equipo AKTA
Express (GE Healthcare) empleando buffer de lavado 50 mM Tris pH 8, 500 mM NaCly 20 mM
imidazol (para HemR y HemRgec; las condiciones de purificacion de estas proteinas se basaron en
las descritas previamente para la produccion y purificacién del dominio REC de HemR?%1, con la

excepcion de que se empled Tris pH 8 para la cromatografia de afinidad a niquel inmovilizado (en
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lugar de buffer fosfato salino pH 7,5.); asimismo, en dicho buffer se empleé 40 mM imidazol para
HemKaso y, alternativamente, 120 mM imidazol para HemKaso y HemKaso 11024. La purificacion se
siguid en tiempo real por absorbancia a 280 nm (Abs2so). La elucidn se realizé sobre una placa de
96 pocillos de 2 mL cada uno (Costar®), mediante un gradiente de elucion empleando un buffer
(i. e., buffer de elucién) compuesto por 50 mM Tris pH 8, 500 mM NaCl y 500 mM imidazol (para
HemKago, HemR y HemRgec) 0 750 mM (para HemKago, y HemKasgo 11024) €n 30 minutos, con un
flujo de 1 6 5 mL/min para columnas de 1 6 5 mL, respectivamente. Para deshacernos del
6xHisTag N-terminal, las proteinas eluidas se incubaron con la proteasa TEV a razén de 1 mg de
proteasa cada 40 mg de proteina eluida. La protedlisis se realizd con agitacién leve a 4 2C por 14
h en bolsas de didlisis Snakeskin de cut-off de peso molecular 3,5 kDa (Thermo Scientific), contra
~300 volumenes de buffer de dialisis 50 mM Tris pH 8 y 500 mM NaCl (excepto para HemR y
HemRgec con las cuales se empled buffer de dialisis 20 mM Tris pH 8, 200 mM NaCl y 0,5 mM
ditiotreitol (DTT), segun lo descrito previamente?®!). Las muestras se recuperaron y se
sometieron a un segundo paso de IMAC, en donde se equilibré la columna con buffer de lavado
y se colecto el flow-through con las proteinas de interés (en este punto, el 6xHisTag fue clivado

por TEV, proteasa que asimismo contiene dicha etiqueta N-terminal y se une a la columna).

El paso final de purificacién consistié en una cromatografia de exclusion molecular (o gel
filtracion) en una columna Superdex 75 HiLoad 16/60 (GE Healthcare) en un AKTA Purifier (GE
Healthcare) y lavado con buffer 25 mM Tris pH 8 y 500 mM NaCl (excepto para HemRgec v el
primer intento de gel filtracion de HemR con las cuales se empled buffer 20 mM Tris pH 8 y 100
mM NaCl segun lo descrito previamente?®!). La proteinas luego fueron concentradas mediante
dispositivos de ultrafiltracion Vivaspin (GE Healthcare) mediante centrifugacion a 8000 x g por 10
min a 4 9C hasta llegar a concentraciones finales superiores a 10 mg/mL. Todas las proteinas
concentradas se guardaron a -80 2C. La concentracidn final de proteina se determiné midiendo
Abs;go utilizando un espectrofotémetro Cary 50 Bio (Varian). Cabe agregar que, en los pasos
intermedios del procedimiento de purificacion descrito, asi como también en el paso final, se
tomaron alicuotas de las muestras y se trataron con buffer de sembrado y 25 mM DTT finales, y
se calentaron a 99 2C por 3 min. Las muestras asi tratadas fueron sometidas a SDS-PAGE con

acrilamida 12%, para verificar pureza y rendimiento de las proteinas recombinantes purificadas.
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Variantes de HemX recombinantes

Para la produccion y purificacién recombinante de HemX contamos con el marco abierto de
lectura codificante de HemXa21 (Figura 21), un mutante de HemX sin su péptido sefial N-terminal,
y HemXass (Figura 22), una variante que carece de una regién N-terminal predicha como
desordenada (para rationale de las mutagénesis ver mas adelante), clonados en el vector de
expresion pQE8OL (Qiagen, pQE8OL_HemXaz1y pQE8OL_HemXasa) bajo el control transcripcional
de un promotor T5/ac inducible por IPTG. El inserto codifica una etiqueta de histidinas N-terminal
(6xHisTag) para realizar purificacion mediante cromatografia de afinidad a niquel inmovilizado,
seguido de una secuencia de corte con proteasa TEV para el clivaje del 6xHisTag posterior a la

purificacién.

Los clonados de HemXa21 y HemXass se realizaron empleando la técnica de clonado sin enzimas
de restriccidon. Todas las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador Veriti 96 Well
(Applied Biosystems). Para el primer paso de amplificacidon exponencial del megaprimer (Tablas
13 y 14) se utilizaron los oligonucledtidos “HemX_A21_Fw” o “HemX_A54_Fw” y “HemX_Rev”,
cuyas secuencias se detallan en la Tabla Suplementaria 1 El producto de la amplificacién se corrid
en gel de agarosa 1 % tefiido con bromuro de etidio, y la banda de tamafio esperado se cortd
empleando un transiluminador ultravioleta. Los megaprimers asi aislados se purificaron
empleando el kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean Up (Macherey-Nagel) siguiendo el protocolo del

fabricante.

El segundo paso de hibridacion y amplificacién lineal (Tablas 15 y 16) permitid obtener los
plasmidos pQE8OL_HemXa21y pQE8OL_HemXasa por “primer extension”. Los plasmidos parentales
sin inserto se eliminaron mediante el agregado de 1 pL de Dpnl (stock 20 U) e incubando a 37 eC
por 1 h, seguido de un paso de inactivacion de Dpnl a 80 2C por 15 min. El producto de esta
segunda amplificacion se transformé en bacterias competentes E. coli DH5q, junto con un control
negativo que consistié en producto de PCR sin megaprimer incluido. Finalmente se realizé

minprep de las colonias transformantes empleando el kit NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel).
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MRGSHHHHHHGSGSENLYFQGSGSAWETDIDYNYEYEKNGPYTKFSDWVPYKLHKWEPKYLEDFYELY
NLKQHYNDNELRKNIYWLKIALNKRFRHPKHALCETKTEQEYYKYRNLMFMHINIQIMRSYMRIASKFDK
RHVYFYNLDFAHELKESFGVAESFYKEAIPYWEKAKEYADKANEVPVDLDLGTIETERYQIVTGKLDFGQIIE
THLDRLDGKKKIVSEYLAKYPEADAKALDLIDR

Peso molecular tedrico* = 27,1 kDa
Punto isoeléctrico tedrico* = 6,3
Coeficiente de extincidn tedrico* = 60280 M*cm*

Figura 21. Marco abierto de lectura de HemXa2:1 recombinante. Se muestra en violeta el 6xHisTag y en rojo la

secuencia de corte con TEV. *: parametros sin considerar 6xHisTag ni secuencia de corte con TEV.

MRGSHHHHHHGSGSENLYFQGSGSPKYLEDFYELYNLKQHYNDNELRKNIYWLKIALNKRFRHPKHALCE
TKTEQEYYKYRNLMFMHINIQIMRSYMRIASKFDKRHVYFYNLDFAHELKESFGVAESFYKEAIPYWEKAK
EYADKANEVPVDLDLGTIETERYQIVTGKLDFGQIIETHLDRLDGKKKIVSEYLAKYPEADAKALDLIDR

Peso molecular teérico* = 23,0 kDa
Punto isoeléctrico tedrico* = 7,2
Coeficiente de extincidn tedrico* = 36330 Mtcm?

Figura 22. Marco abierto de lectura de HemXass recombinante. Se muestra en violeta el 6xHisTag y en rojo la

secuencia de corte con TEV. *: parametros sin considerar 6xHisTag ni secuencia de corte con TEV.

La presencia de ADN plasmidico fue verificada y cuantificada mediante el equipo NanoDrop 1000
(Thermo Scientific). La presencia de los insertos codificantes de HemXa21 y HemXasa en cada
plasmido se verificd mediante digestidn por las enzimas de restriccion EcoRl y Kpnl (New England
Biolabs): se incubaron 500 ng de plasmido con 1 U de las enzimas de restriccién en buffer
CutSmart 1X (New England Biolabs) durante 1 h a 37 2C. La reaccién se detuvo incubando las
muestras con buffer de sembrado, y se analizaron los perfiles de digestién a través de un gel de
agarosa 1 % tefido con bromuro de etidio. Esperamos que el perfil de digestion observado
coincidiera con el perfil esperado para las distintas construcciones. La mutagénesis fue
confirmada por secuenciacién capilar (Unidad de Biologia Molecular, Institut Pasteur

Montevideo).
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Tabla 13. Concentraciones de reactivos para el primer paso de amplificacidn exponencial del megaprimer.

Reactivo Volumen (uL) Concentracion final Concentracion stock
Agua c.s.p. 50 - -
Buffer HF 10 1x 5x
dNTP 1 200 pM 10 mM
Oligo Fw 0,75 0,3 uM 20 uM
Oligo Rev 0,75 0,3 uM 20 uMm
ADN gendmico variable 20 ng/50 pL PCR variable
Phusion Pol 0,5 1 U/50 uL PCR 2 U/uL
TOTAL: 50

Tabla 14. Condiciones de amplificacién exponencial del megaprimer.
Etapa Temperatura (2C) Tiempo Ne ciclos
Desnaturalizacion inicial 98 30s 1
Desnaturalizacién ciclica 98 20s 35
Hibridacidn 56 30s 35
Elongacién 72 30s 35
Elongacidn final 72 5 min
Espera 4 infinito

Tabla 15. Concentraciones de reactivos para el segundo paso de “primer extension”.

Reactivo Volumen (L) Concentracion final Concentracion stock
Agua c.s.p. 50 - -
Buffer HF 10 1x 5x
dNTP 1 200 uM 10 mM
Megaprimer variable 200 ng/50 pL PCR variable
pPQE8OL_HemKaso variable 40 ng/50 pL PCR variable
Phusion Pol 0,5 1 U/50 uL PCR 2 U/uL
TOTAL: 50

Tabla 16. Condiciones de amplificacién lineal o “primer extension”.
Etapa Temperatura (2C) Tiempo Ne ciclos
Desnaturalizacién inicial 95 30s 1
Desnaturalizacion ciclica 95 10s 15
Hibridacion 56 30s 15
Elongacién 72 2,5 min 15
Elongacidn final 72 5 min 1
Espera 4 infinite
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Para los ensayos de expresién a pequeiia escala, se sobreexpresé HemKaz1 o HemXasa
recombinantes empleando la cepa TOP10F de E. coli previamente transformada con el plasmido
PQE8OL_HemXa21 o pQE80OL_HemXass. Los transformantes se seleccionaron con 100 pg/mL
ampicilina. Se crecieron 10 mL de cultivo inoculados 1/100 con pre-cultivos de transformantes
hasta fase exponencial media (DOsoo ~ 0,6). En ese momento, para los transformantes de
pPQE8OL_HemXaz1 se inoculd 0,1 6 1 mM IPTG, para realizar la induccién de la expresiéon de
HemXa21 a 302C por 6 horas, con agitacion; para los transformantes de pQE80L_HemXasa se
inoculd IPTG 1 mM, para realizar la induccién de la expresién de HemXasa a 20, 30 6 37 2C por 14,
6 y 3 horas, respectivamente, con agitacion. Posteriormente, las bacterias se cosecharon por
centrifugacién a 5000 x g por 20 min a 4 9C, y se resuspendieron en buffer 50 mM Tris pH 8, 500
mM NaCl con un céctel inhibidor de proteasas libre de EDTA (Roche). Para el paso de lisis celular
se incubaron las bacterias asi resuspendidas con lisozima 1 mg/mL por 30 min a temperatura
ambiente, y se congelaron a -80 2C overnight. Al dia siguiente las bacterias se descongelaron
lentamente y se chequed la viscosidad de las muestras debido a la presencia de acidos nucleicos
bacterianos, indicativo de que la lisis fue exitosa. Luego, se trataron los extractos en el sonicador
Digital Sonifier (Branson) realizando pulsos de sonicado de 1 s (amplitud 10%) e intervalos de
descanso de 3 s, completando tiempos totales de sonicado de 4 min. El sonicado se realizd en
frio (4 2C). Posteriormente, se incubd con 10 pg/mL ADNasa por 1 h a temperatura ambiente.
Para el paso de fraccionamiento, los extractos se centrifugaron a 30000 x g por 30 min a 42C, y
alicuotas de los extractos totales y solubles inducidos, asi como de extractos de cultivos sin
inducir con IPTG, se incubaron en buffer de sembrado con 25 mM DTT. Las muestras asi tratadas
se calentaron a 992C por 3 min y se sembraron en un gel de poliacrilamida 12% para el analisis
de los extractos por SDS-PAGE. Para la expresion de HemXass recombinante a gran escala, se
procedio con el protocolo descrito arriba pero empleando 2 — 4 L de cultivo y la condicién de
induccion a 37 2C por 3 h, sustituyendo el sonicador por el homogenizador Emulsiflex en el paso
de lisis bacteriana, y tratando los extractos solubles con 40 mM imidazol previo al primer paso

de cromatografia de afinidad a Ni?*.

La purificacion de HemXasa recombinante se realizé en dos pasos sucesivos: el primer paso

consistié en una cromatografia de afinidad a niquel inmovilizado (HisTrap, GE Healthcare). Cada
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fraccion soluble de los extractos bacterianos se pasé por una columna de niquel de 1 6 5 mL en
el equipo AKTA Express (GE Healthcare) empleando buffer de lavado Tris 50 mM pH 8, NaCl 500
mM e imidazol 40 mM. La purificacién se siguié en tiempo real por absorbancia a 280 nm (Abs2so).
La elucién se realizd sobre una placa de 96 pocillos, empleando el buffer de lavado con el
agregado de un gradiente lineal de imidazol hasta 750 mM finales en 30 minutos, con un flujo de
1 6 5 mL/min para columnas de 1 é 5 mL, respectivamente. El seguimiento de la purificacion
permitio identificar aquellos pocillos en donde la proteina se encontraba presente (i. e., picos de
elucidn identificados a partir de la seial obtenida de Absaso), y cada pico de elucién se alicuotd
en tubos Falcon de 50 mL. Para deshacernos del 6xHisTag N-terminal, HemXass4 asi eluida se
incubd con la proteasa TEV a razén de 1 mg de proteasa cada 40 mg de proteina eluida. La
protedlisis se realizd con agitacidon leve a 4 2C por 14 h en bolsas de didlisis Snakeskin MWCO 3.5
kDa (Thermo Scientific), contra ~300 volumenes de buffer de didlisis 50 mM Tris pH 8 y 500 mM
NaCl. Las muestras se recuperaron y se sometieron a un segundo paso de cromatografia por
afinidad, en donde se equilibré la columna con buffer de lavado y se colectd el flow-through con
las proteinas de interés (en este punto, el 6xHisTag fue clivado por TEV, proteasa que asimismo

contiene dicha etiqueta N-terminal y se une a la columna).

El paso final de purificacién consistié en una cromatografia de exclusion molecular (o gel
filtracion) en una columna Superdex 75 Hiload 16/60 (GE Healthcare) conectada al equipo AKTA
Purifier (GE Healthcare) y lavado con buffer 25 mM Tris pH 8 y 500 mM NaCl. La elucidn se realizé
sobre placas de 96 pocillos, y el seguimiento de la purificacidon permitié identificar aquellos
pocillos en donde la proteina se encontraba presente (i. e., picos de elucién identificados a partir
de la sefal obtenida de Absaso). El pico de elucién mayoritario se alicuoté en un dispositivo de
centrifugacién Vivaspin (GE Healthcare) de cut-off de peso molecular de 15 kDa. La concentracién
de las muestras se realizéd a 8000 x g por 10 min a 4 2C hasta llegar a concentraciones finales
superiores a 10 mg/mL, en lo posible, para afrontar posteriores ensayos de cristalogénesis. Todas
las proteinas concentradas se guardaron a -80 2C. La concentracién final de proteina se
determind descongelando las muestras y midiendo Abszso utilizando un espectrofotémetro Cary
50 Bio (Varian). Cabe agregar que, en los pasos intermedios del procedimiento de purificacion

descrito, asi como también en el paso final, se tomaron alicuotas de las muestras y se trataron
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con buffer de sembradoy 25 mM DTT, y se calentaron a 99 2C por 3 min. Las muestras asi tratadas
fueron sometidas a SDS-PAGE con acrilamida 12%, a modo de verificar el estado y pureza de

éstas.

Analisis de termoestabilidad

Con el fin de analizar la termoestabilidad de HemKago y HemKasgo 11024 recombinante, profundizar
en la optimizacién de su purificacion, y evaluar su capacidad de unidn de ligandos, se realizaron
curvas de temperatura en el equipo Prometheus NanoDSF (por Differential Scanning Fluorimetry;
Nanotemper). La sefial observada mediante esta técnica se basa en la fluorescencia intrinseca de
los residuos aromaticos (principalmente triptéfanos) de la proteina a evaluar. Mediante esta
técnica es posible obtener parametros indicadores de termoestabilidad como la temperatura de
onset (Tonset, i. €., la temperatura a la cual la proteina comienza a desnaturalizarse) y la
temperatura de melting (Tw, i. e., la temperatura a la cual el 50% de la proteina se encuentra

desnaturalizada).

Se realizaron curvas de temperatura de 20 a 95 °C, realizando un incremento de 1 2C/s, con 1
mg/mL HemKasgo en ausencia o presencia de 5 mM de los ligandos ATP, ADP o el analogo no
hidrolizable de ATP adenosin-5-[(B,y)-metileno]trifosfato (AMPPCP), a diferentes
concentraciones de Tris pH 8 (25 y 50 mM) y NaCl (100, 250 y 500 mM), y en presencia de 10 mM
MgCl, en todos los casos. Para el anélisis de termoestabilidad de HemKago, 11024 se utilizé 1 mg/mL
de proteina, en ausencia o presencia de 5 mM ATP, en buffer 50 mM Tris pH 8, 500 mM NaCl y
10 mM MgCls. Para el analisis de termoestabilidad de HemR, se utilizé 1 mg/mL de proteina en

buffer 25 0 50 mM Tris a pH 7,5, 8 u 8,5; y 100, 250, 500 6 1000 mM NacCl.

Ensayos de actividad enzimatica in vitro

Para las reacciones de autofosforilacion (i. e., actividad autoquinasa) de las variantes de HemK se
emplearon 20 pM HemKago 0 HemKaso,t1024 €n presencia de 5 mM ATP con 10 mM MgCly, y se

tomaron alicuotas a tiempos 0, 5, 10, 20 y 60 min para los ensayos de actividad autoquinasa, y a
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tiempos 0, 0.25, 0.5, 1, 5, 10 y 30 min para los ensayos de actividad fosfotransferasa. Dichas
alicuotas se incubaron en buffer de sembrado y 25 mM DTT para reducir cisteinas (Cys, C), y se
incubd a temperatura ambiente durante 10 min. Posteriormente se incubé con 50 mM IAA por
10 minutos adicionales a temperatura ambiente. Para los andlisis de autofosforilacion de HemR,
se realizaron incubaciones de 20 UM de proteina en presencia de AcP 5 mM y 10 mM MgCl,, y se
tomaron alicuotas a tiempos 0, 5, 10, 20 y 60 min. Dichas alicuotas se incubaron en buffer de
sembrado con 25 mM DTT, y se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Posteriormente se incub6 con 50 mM IAA por 10 minutos adicionales a temperatura ambiente.
Para la reaccion de desfosforilacion de HemR o HemRgec a través de variantes de HemK (i. e.,
actividad fosfatasa), en primer lugar se autofosforilaron 600 uM de HemR o HemRgec empleando
AcP 25 mM en buffer Tris 25 mM, NaCl 500 mM y MgCl, 10 mM por 1 h a temperatura ambiente.
Las reacciones se detuvieron afiadiendo el quelante de metales divalentes 4acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) 50 mM. Posteriormente, la fraccién fosforilada de HemR o
HemRgec se purificd inyectando la muestra en una columna de gel filtracion Superdex 75 pg
10/300 (GE Healthcare): debido a que P~HemR se comporta como dimero, los picos
correspondientes a la fraccion fosforilada de HemR o HemRgec fueron facilmente identificados ya
gue eluyen con anterioridad al pico correspondiente a HemR no fosforilada, que se comporta
como mondmero. P*HemR o P*HemRgec asi obtenidas fueron concentradas en dispositivos de

centrifugacién Vivaspin (GE Healthcare) como se describié anteriormente.

Las muestras ya en buffer de sembrado fueron corridas en gel usando la técnica PhosTag-SDS-
PAGE como se describid arriba. Los geles fueron tefiidos con azul de Coomasie, escaneados con
un escaner CanoScan Lide 110 (Canon), y las bandas cuantificadas por densitometria utilizando

el software ImageJ?6,

Analisis bioinformaticos

Las secuencias nucleotidica y aminoacidica de HemX se obtuvieron a través del software
Genoscope?®® (https://mage.genoscope.cns.fr/microscope/mage/index.php?). El gen hemX se

encuentra anotado en el genoma de L. biflexa con el nombre “LEPBIa1421”. En primer lugar, se
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analizé in silico la secuencia aminoacidica de HemX mediante el software XtalPred?®”
(https://xtalpred.godziklab.org/XtalPred-cgi/xtal.pl): este servidor es utilizado para predecir la
cristalizabilidad de una proteina dada, a partir de la comparacion de sus caracteristicas biofisicas
y biogquimicas predichas con distribuciones de probabilidad de cristalizacidn calculadas a partir
de informacidn en la base de datos de casos fallidos y exitosos de cristalizacion. Para obtener las
caracteristicas biofisicas y bioquimicas de la proteina de interés, XtalPred emplea softwares
adicionales como PSIPRED?28 para predicciones de su estructura secundaria, DISOPRED22%° para
predicciones de regiones intrinsicamente desordenadas y Signalp?%©
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP-5.0) para la prediccién de péptidos

sefal.

En el transcurso de este trabajo de Doctorado, mds precisamente a mediados del afio 2021, se
abrié el uso publico del software bioinformatico Alphafold22°1,292
(https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.ipynb).
El desarrollo de esta técnica permitid la prediccion con alta fidelidad de la estructura
tridimensional de muchas proteinas, a partir Unicamente del input de sus secuencias
aminoacidicas, e independientemente de la existencia de proteinas cercanas en grado de
homologia que puedan ser utilizadas como templado para la prediccidn estructural. Mediante el
uso de Alphafold2, se utilizd la secuencia aminoacidica de HemX para predecir su estructura
tridimensional, obteniéndose asi modelos en forma de archivo .pdb. A modo de evaluar la calidad
de la prediccién Alphafold2 calcula el indice pLDDT (“predicted local distance difference test”) por
aminodcido: un nimero de 0 a 100 en donde a mayor pLDDT, mayor confiabilidad del modelo
estructural predicho (se consideran confiables las regiones con pLDDTs >70). El algoritmo
predictivo produce un segundo indice de fiabilidad llamado pAE (“predicted aligned error”) que
ayuda a cuantificar la confianza en la prediccion de posiciones relativas de dominios/regiones
diferentes en una misma proteina (y entre proteinas en complejos). Inversamente que con el
pLDDT, cuanto mayor es el error pAE en Angstroms, menos confiable es la estructura predicha, y
se obtienen valores de pAE <10 A cuando la prediccién es mas exacta (accurate). El analisis
estructural de los modelos de HemX predichos con Alphafold2 se realizé utilizando el software

PyMOL (Schrédinger, LLC; https://pymol.org/). El alineamiento y analisis filogenético de las
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secuencias aminoacidicas de ortélogos de HemX en Leptospira spp. fue realizado por el Dr.
Samuel Garcia-Huete (Unidad de Biologia de Espiroquetas, Institut Pasteur Paris, Francia,
samuel.garcia-huete@pasteur.fr) mediante la herramienta MAFFTL v7.467 utilizando el
algoritmo L-INS-i, y la inferencia del arbol filogenético se realizé6 mediante el software FastTree
v2.1.1%2%3, Las secuencias aminoacidicas de los ortélogos de HemX se obtuvieron ingresando a la
base de datos del NIH (National Library of Medicine — National Center for Biotechnology

Information; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Para evaluar qué tipo de dominos o plegamiento presenta HemX empleamos el servidor DALI?%*
(http://ekhidna2.biocenter.helsinki.fi/dali/). Este software realiza una blusqueda de dominios y
plegamientos proteicos depositados en la base de datos PDB, a partir de similitudes estructurales
encontradas tras alinear y superponer la estructura terciaria de nuestra proteina de interés
contra toda la PDB -andlogo a lo que ocurre con el alineamiento de estructuras primarias (i. e.,

secuencias aminoacidicas).

Para la prediccién de una posible funcién de HemX en la canalizacién de electrones (ver mas
adelante, Seccién Resultados) se utilizé el servidor eMAP?%* (https://emap.bu.edu). eMAP es un
software que permite la identificacién automadtica y visualizacion de posibles canales de
transferencia de electrones en una proteina dada, basado en un archivo .pdb con la informacién
de su estructura tridimensional. eMAP predice rutas que permiten la canalizacion de electrones
en proteinas, identificando por ejemplo residuos aromaticos con electrones i deslocalizados que
se encuentren cerca entre si, siendo capaz de establecer rutas de “entrada” y de “salida” de

electrones.
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RESULTADOS

Objetivo Especifico 1: dilucidacion de la(s) sefial(es) que regula(n) el estado funcional de HemK,
y evaluacion de la regulacion dual ejercida por HemR en Leptospira spp.

Caracterizacion del fenotipo de L. biflexa AHemKR

Los genotipos de L. biflexa salvaje y AHemKR fueron confirmados por PCR empleando
oligonucleédtidos especificos para el operéon hemKR (Figura 23 y Tabla Suplementaria 1). Se
observé amplificacion para todos los pares de oligonucleétidos disefiados, excepto para los
oligonucleétidos especificos para la regién cercana al extremo 3’ de hemK (i. e., F2) y al extremo
5’ de hemR (i. e., R2), que fallaron en amplificar sus productos usando ADN gendmico extraido
de L. biflexa AHemKR debido al truncado del marco abierto de lectura de hemKR. El hecho de que
F2 y R2 lograron amplificar producto cuando se utilizd6 ADN gendmico extraido de L. biflexa
salvaje, sumado a la confirmacién de la presencia del cassette de resistencia a kanamicina en
AHemKR (ausente en bacterias salvajes) utilizando oligonucleétidos especificos para el mismo (i.

e., KanaR) confirmé que éste se encuentra interrumpiendo el operén hemKR en las mutantes.

Para confirmar lo documentado previamente por Louvel et al. 2008, se evalué el crecimiento de
L. biflexa salvaje y AHemKR, en medio EMJH estandar, tanto en ausencia como en presencia de
300 uM 5ALA. Para AHemKR se agregd 50 pg/mL kanamicina al cultivo, de forma de seleccionar
los mutantes que presentan el cassette de resistencia y evitar posibles contaminaciones con
bacterias salvajes. El crecimiento de las bacterias se realizé sin agitacién a 30 2C, y las medidas se
realizaron analizando la DOa cada 24 h. Las curvas de crecimiento obtenidas (Figura 24)
mostraron que L. biflexa salvaje presenta un similar crecimiento en presencia o ausencia de 5ALA
en el cultivo; no obstante, se observé mayor DQOayo final (i. e., mdxima DQOa0 observada en fase
estacionaria) en presencia del compuesto. Asimismo, se observé que L. biflexa salvaje alcanza la
fase exponencial media, es decir, la fase de mayor tasa de crecimiento (a densidades dpticas de
entre 0,2 y 0,4) entre los 2 y los 4 dias de crecimiento a 30 2C sin agitacién. Por otra parte, se
observé un comportamiento inesperado para AHemKR: estos mutantes fueron capaces de crecer

en ausencia de 5ALA (en contraste con reportes previos?®®), aunque con una fase lag mas
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extendida y menor DOayo final. AHemKR suplementada con 5ALA presenté una fase lag retardada
aproximadamente 1 dia comparado a lo observado para L. biflexa salvaje, y alcanzando una DOazo
final similar a los obtenidos para estas ultimas. Adicionalmente, en los cultivos de AHemKR
tratados con kanamicina, se observd lisis celular en el fondo de las botellas de cultivo, lo cual
puede introducir sesgo en las medidas de densidad dptica debido al arrastre de detritos celulares
al tomar alicuotas para las medidas de DOaao. Por esta razdn, asi como también para no introducir
una variable adicional entre cultivos en los posteriores andlisis transcripcionales (que se
describiran mas adelante), es que se decidio evitar el uso de kanamicina, y la confirmacidn de los
genotipos de los cultivos se realizaria mediante PCR empleando los oligonucleétidos descritos

previamente (ver Figura 23).

L. biflexa (salvaje) F1

L. biflexa AHemKR

Figura 23. Analisis de los genotipos de L. biflexa salvaje y AHemKR mediante PCR empleando los pares de oligos
indicados. KanaR indica el cassette de resistencia a kanamicina, interrumpiendo los marcos abiertos de lectura de
hemK 'y hemR en AHemKR. Los productos de PCR se analizaron mediante gel de agarosa 1%. M = ladder de ADN
(GeneRuler 100 bp Plus, Thermo Scientific).
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Como se menciond antes, la presencia de 5ALA en los medios de cultivo tiene un rol importante
en la regulacién de la expresidon génica tanto de hemA como de hmuO. Entonces, para evaluar el
efecto del 5ALA sobre la expresion génica de hemA y hmuO, se crecieron cultivos de AHemKR en
medio EMJH sin suplementar con 5ALA, ya que si bien AHemKR en estas condiciones no crecioé a
tasas Optimas (ver Figura 24), se observd que efectivamente muestran crecimiento.
Sorprendentemente, al poner a punto este ensayo en ausencia de kanamicina, se observd
crecimiento de AHemKR en ausencia de 5ALA con tasas idénticas al crecimiento de L. biflexa
salvaje (Figura 25). Este comportamiento se observé incluso después de realizar varios pasajes
en ausencia de 5ALA, y de cosechar y lavar cuatro veces los pellets bacterianos de mutantes con
medio EMJH sin 5ALA, indicando que de hecho AHemKR no es auxétrofa para 5ALA ni para
hemina como habia sido reportado previamente?>®. Entonces, se razond que en condiciones de
crecimiento sin 5ALA, se podrian observar comportamientos transcripcionales previamente
omitidos, puesto que en trabajos anteriores®°2%1 |os andlisis de expresion génica se realizaron
suplementando los medios de cultivo con 5ALA o hemina, lo cual podria haber enmascarado el
rol de HemKR en la regulacion transcripcional de L. biflexa. Asimismo, se concluyé que el lag
observado para AHemKR (ver Figura 24) es producto de la accién de la kanamicina agregada y no

de la ausencia de 5ALA.

0.6
1—4 [ |
. i -
0.4- I o — salvaje
8 - salvaje + 300 uM SALA
8 — AHemKR
0.2 * AHemKR + 300 UM SALA
' Cultivos AHemKR suplementados
con 50 pg/mL kanamicina.

0-0 L L T T 1

0 2 4 6 8 10

Tiempo (dias)

Figura 24. Curvas de crecimiento de L. biflexa salvaje y AHemKR, midiendo densidad dptica a 420 nm (DOa20) en
ausencia o presencia de 300 uM acido 5-aminolevulinico (S5ALA). Los cultivos de AHemKR fueron suplementados con

50 pg/mL kanamicina. Los experimentos se realizaron por duplicado.
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Figura 25. Curvas de crecimiento de L. biflexa salvaje y AHemKR, midiendo densidad dptica a 420 nm (DOas20) en
ausencia o presencia de 300 uM dacido 5-aminolevulinico (5ALA). No se suplementd con kanamicina. Los

experimentos se realizaron por duplicado.

Macroscépicamente, los cultivos de L. biflexa AHemKR evidenciaron una tonalidad de color
diferente a aquella de los cultivos de L. biflexa salvaje (ver Figura 27A). Dado que HemKR es un
sistema potencialmente involucrado en la homeostasis de hierro/hemo, y que muchas porfirinas
en solucién -incluido el hemo- presentan coloracién a simple vista?®®, es que se decidio realizar
barridos de absorbancias en los sobrenadantes de dichos cultivos, con el fin de rastrear espectros
caracteristicos de porfirinas que puedan estar presentes. El analisis comparativo de los
sobrenadantes de L. biflexa salvaje y AHemKR crecidos sin agitacién hasta fase exponencial y
estacionaria reveld un pico de absorcién a 405 nm, significativamente aumentado (i. e., entre 2
y 3 veces mayor) en AHemKR relativo a bacterias salvajes (Figura 26A, B). El perfil del barrido de
absorbancia es consistente con un espectro de absorcion de hemo y/o PPIX, con una banda de
Soret alrededor de 405 nm y bandas Q en la region de 500-600 nm?°6-2%_ Este resultado sugiere
que el mutante exporta hemo y/o PPIX al medio extracelular en mayor medida que L. biflexa
salvaje. Asimismo, estos picos se correlacionaron con un aumento concomitante en la absorcién
a ~280 nm, sugiriendo que la porfirina se exporta unida a proteina®. La viabilidad de AHemKR
se confirmé mediante visualizacién por microscopia de campo oscuro, descartando lisis celular
como la fuente de estas porfirinas. En cultivos suplementados con 5ALA, se observd un aumento

en el enriquecimiento de porfirinas extracelulares tanto en bacterias salvajes como AHemKkR (ver
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Figura 26A, B), sugiriendo que el 5ALA estd siendo internalizado y metabolizado por las bacterias

para la biosintesis de porfirinas.
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Figura 26. (A) Barrido de absorbancia de sobrenadantes de cultivos de L. biflexa salvaje y AHemKR, suplementados
0 no con 300 uM 4cido 5-aminolevulinico (5ALA). Los cultivos se crecieron a 30 2C sin agitacidn, y se analizaron los
sobrenadantes de éstos a los dias 3, 7 y 10 de crecimiento (en condiciones sin agitacion esto corresponde a fase
exponencial media, fase exponencial tardia y fase estacionaria de crecimiento, respectivamente). Se indica a 405 nm
la banda de Soret. (B) Resumen de los datos de absorbancia a 405 nm (Absaoes) mostrados en el panel (A). (C) Barrido
de absorbancia de sobrenadantes de cultivos de L. biflexa salvaje y AHemKR (3 dias de crecimiento a 30 2C, con
agitacidn a 100 rpm, correspondiente a fase estacionaria de crecimiento). Se indica a 670 nm el pico de absorcidn
caracteristico de biliverdina. (D) Espectro derivado de la substraccidon de los espectros obtenidos en el panel (C),

“AHemKR — salvaje” (AAbs).

Finalmente, se realizé el mismo experimento descrito arriba, pero esta vez creciendo las

bacterias con agitacion hasta fase estacionaria: la agitacion permite oxigenar mas eficientemente
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al cultivo bacteriano. De esta manera, en el barrido de absorbancia de sobrenadantes de cultivos
AHemKR en estas condiciones se reveld un pico de absorbancia adicional, alrededor de ~670 nm,
consistente con el espectro de absorcion de biliverdina®>® (Figura 26C, D). Teniendo en cuenta
que AHemKR sobreexpresa el gen hmu0?%!, y la biliverdina es el producto de la reaccién
catalizada por la HmuO, este resultado sugiere fuertemente que en AHemKR la biliverdina es un
producto que es exportado al medio extracelular, y que existe mayor actividad hemo-oxigenasa

relativo a L. biflexa salvaje.

Como se menciond previamente, HemR es un represor transcripcional de hmu0?>°2%1, Un
incremento en la actividad hemo-oxigenasa celular puede resultar en un aumento en las
concentraciones intracelulares de hierro libre. Los resultados mostrados arriba sugieren que éste
es un posible escenario en la fisiologia de bacterias AHemKR. Para evaluar la respuesta de L.
biflexa AHemKR a condiciones de hierro limitante, se realizaron analisis comparativos de
crecimiento de L. biflexa salvaje y AHemKR en medio EMJH sin FeSO4 suplementado, en ausencia
o presencia del quelante de hierro DIP. Los resultados mostraron que en medio EMJH sin FeSO4
(en ausencia de DIP), tanto bacterias salvajes como AHemKR crecen, aunque las primeras con un
lag de crecimiento mayor que las mutantes. Por otra parte, en presencia de 70 uM DIP, se
observd un considerable lag de crecimiento en bacterias salvajes en comparacién a AHemKR
(Figura 27A, B). Cabe destacar que a concentraciones de >170 uM DIP no se observé crecimiento
de L. biflexa salvaje o AHemKR; en este caso fue posible revertir el crecimiento con el sideréforo
DFO. Estos resultados indican que L. biflexa AHemKR es mas tolerante a condiciones de
deficiencia de hierro extracelular. Asimismo, y en linea con los resultados descritos
anteriormente, AHemKR secretd mayor cantidad de porfirinas al medio extracelular comparado
a bacterias salvajes; este efecto es alin mayor en cultivos AHemKR en presencia de DIP, algo que
no se observo en bacterias salvajes tratadas con el quelante (Figura 27C). En suma, los resultados
observados tras la caracterizacion fenotipica de cultivos sugieren un rol importante de HemkR

en la regulacién de la homeostasis de hierro y hemo en L. biflexa.
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Figura 27. (A) Cultivos representativos de L. biflexa salvaje y AHemKR crecidos en medio EMJH sin FeSOa
suplementado, sin tratar o tratados con 70 uM 2,2’-dipiridilo (DIP). (B) Curvas de crecimiento de L. biflexa salvaje y
AHemKR en medio de cultivo EMJH sin FeSOs, sin tratar (lineas sélidas) o tratados con 70 uM DIP (lineas punteadas),
obtenidas midiendo densidad dptica a 420 nm (DOa20). Los experimentos se realizaron por duplicado. Nétese que
los cultivos de L. biflexa salvaje tratados con 70 uM DIP crecieron hasta un maximo de 0,384 +/- 0,003 UA luego de
15 dias. (C) Absorbancia a 405 (Abssos) de sobrenadantes de cultivos de L. biflexa salvaje y AHemKR en fase

estacionaria de crecimiento (dia 8, excepto para “salvaje + 70 uM DIP”, que alcanzé fase estacionaria en el dia 15).

Analisis transcripcional empleando exceso/deficiencia de hierro y acido 5-aminolevulinico
como potenciales seiiales

Andlisis transcripcional de genes implicados en la homeostasis de hemo

Este nuevo escenario, en el cual AHemKR es capaz de crecer similarmente a L. biflexa salvaje en
ausencia de suplemento de hemo o sus precursores, permitié hipotetizar que el 5ALA sea una
sefial detectada por HemKR. En primer lugar, se empled la técnica de PCR en tiempo real
apuntando a identificar la(s) senal(es) fisioldgica(s) que detecta HemK, y cdmo se efectua la
respuesta transcripcional controlada por HemR. Para ello, se disefiaron oligonucledtidos
especificos para analizar la expresion génica relativa de los genes hemA y hmuO a través del
método “Delta-Delta-Cq”, utilizando el gen rpoB como housekeeping?®! (Tabla Suplementaria 1).
Para el disefo de oligonucledtidos y optimizacion del experimento de PCR en tiempo real, se

300 necesarios para validar los resultados obtenidos

siguieron criterios descritos anteriormente
mediante el método de andlisis previamente mencionado: se verificd que los productos de PCR
presentaran alrededor de 100 pb; que presentaran un Unico pico en el grafico de derivada de

fluorescencia en funcion de temperatura de las curvas de melting representando un Unico
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producto de amplificacidn; que las eficiencias de amplificacion se encontraran entre 80y 110 %,
y que las mismas fueran similares entre pares de oligonucledtidos. Se probaron distintos
oligonucleédtidos disefiados para este fin, hasta obtener un set con las mejores eficiencias
observadas. Empleando diluciones seriadas (1/100, 1/1000, 1/10000 y 1/100000) de un extracto
de ARN de L. biflexa, se realizé PCR en tiempo real con los oligonucledtidos que amplifican los
genes hemA, hmuO y rpoB. Previo al analisis, se verificd por gel de agarosa que las extracciones
de ARN fueron exitosas, analizando la presencia e integridad del ARN. El gel mostré dos bandas,
correspondientes a las subunidades ribosomales 16S y 23S, caracteristicas de una fraccién
enriguecida en ARN; asimismo, no se observd smear (i. e., degradacion) de dichas bandas (Figura
28A), indicando que se trata de muestras de ARN de calidad suficiente para los experimentos de
PCR en tiempo real. Los valores de Cq obtenidos tras realizar PCR en tiempo real de las diluciones
seriadas se graficaron en funcién del logaritmo decimal de cada dilucién, y se obtuvieron las
pendientes de cada grafico como parametro indicador de eficiencia (Figura 28B; Tabla 17). Se
observd que las eficiencias se encuentran dentro del rango aceptable, y que presentan una
diferencia maxima de 3,3% entre el par de menor eficiencia y el de mayor eficiencia. Ademas, se
chequed la presencia del amplicon de tamano esperado por gel de agarosa (Figura 28C),
mostrando un uUnico producto de ~100 pb para todos los pares de oligonucleétidos utilizados.
Consistente con esto ultimo las curvas de melting mostraron un pico Unico, mostrando Tus de
74,6 °C para hemA, 73,8 2C para hmuQO'y 77,7 °C para rpoB (Figura 28D). De acuerdo con los datos
obtenidos de este control de calidad, se decidié utilizar este set de oligonucledtidos para los

experimentos de PCR en tiempo real.

Se realizé PCR en tiempo real de muestras de ARN de cultivos de L. biflexa salvaje y AHemKR
crecidos en medio EMJH estandar (sin suplementar con 5ALA), e incubados con 300 uM 5ALA y
70 uM DIP en fase exponencial media como candidatos a sefial (Figura 29; a modo de simplificar
la Figura, los p-valores obtenidos tras el analisis estadistico se detallan en la Tabla Suplementaria
2). Los resultados obtenidos en estas condiciones mostraron que en el contexto de cultivos
crecidos en medio EMJH sin suplementar con 5ALA, la expresion génica de hmuO aumentdé 13
veces en cultivos de AHemKR relativo a cultivos de L. biflexa salvaje; por otra parte, la expresion

génica de hemA no mostré diferencias significativas. Al incubar los cultivos con 5ALA, la expresion
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génica de hemA y hmuO en L. biflexa salvaje disminuydé en 0,4 veces y aumentd 3 veces,
respectivamente, relativo a la muestra sin tratar. Por otra parte, no se observaron cambios
significativos en la expresion relativa de estos genes cuando se tratan cultivos de AHemKR con
S5ALA, relativo a AHemKR sin tratar. Este resultado sugiere fuertemente que el 5ALA es una sefial
gue es detectada, directa o indirectamente, por HemKR, induciendo el apagado de la via. Es
importante resaltar que el descubrimiento fortuito de que AHemKR no es auxdtrofa para hemo

0 sus precursores permitio desenmascarar el rol del 5ALA como sefal de apagado de HemKR.
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Figura 28. Control de calidad de los experimentos de PCR en tiempo real. (A) Gel de agarosa representativo de la
extraccion de ARN de tres cultivos de L. biflexa. Se indican con flechas negras la migraciéon esperada para las
subunidades 23 Sy 16 S de ARN ribosomal. (B) Grafico de Cq en funcién del logaritmo decimal de diluciones de ADN
copia (ADNc). Las medidas se realizaron por duplicado. (C) Analisis de los productos finales de PCR en tiempo real
mediante gel de agarosa. La flecha negra indica la migracion esperada para los amplicones de hemA, hmuO'y rpoB
(~100 pb). (D) Grafico representativo de las curvas de melting obtenidas para los experimentos de PCR en tiempo

real. M: ladder de ADN (GeneRuler 100 bp Plus, Thermo Scientific). C. N.: control negativo sin transcriptasa reversa.

Tabla 17. Parametros obtenidos para los pares de oligonucleétidos hemA, hmuO y rpoB en el control de calidad de

los experimentos de PCR en tiempo real.

hemA hmuO rpoB
Pendiente -3,62 (+/- 0,20) -3,73 (+/- 0,06) -3.67 (+/- 0,06)
R? 0,9878 0,9993 0,9992
Eficiencia (%) 88,8 85,5 87,1

Twm (2C)

74,6 (+/- 0,15)

73,8 (+/- 0,07)

77,7 (+/-0,12)
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Como alternativa al 5ALA, se evalud si la ausencia o deplecién de hierro actia como sefal
especifica de HemKR. Para ello, se trataron cultivos de L. biflexa salvaje y AHemKR con el quelante
de hierro DIP (ver Figura 29): los cultivos mostraron una disminucién en la expresién génica de
hemA de 0,4 veces, y un aumento de 67 veces en la expresion de hmuO relativo a los cultivos sin
tratar; por otro lado, los cultivos AHemKR tratados de esta manera mostraron un
comportamiento inesperado, observandose un aumento de 4 veces en la expresidén génica de
hemA y un aumento de 20 veces en la expresion de hmuO, relativo a cultivos AHemKR sin tratar.
Si comparamos la expresion de hmuO en “AHemKR + DIP” contra la expresién de hmuO de L.
biflexa salvaje sin tratar, el aumento en expresion génica relativa asciende a 250 veces. Estos
resultados, en donde se observa un aumento en la expresion génica de hmuO de 3,4 veces mayor
en el cultivo “salvaje + DIP” que en “AHemKR + DIP”, y un inesperado aumento en la expresion
génica de hemA en bacterias mutantes, sugieren que la deplecién de hierro depende
parcialmente de HemKR, pero también, de mecanismos sinérgicos de regulaciéon transcripcional,

independientes de HemKR.
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Figura 29. Expresion génica relativa de hemA (barras negras) y hmuO (barras grises) de cultivos de L. biflexa salvaje
y AHemKR, incubados con 300 uM acido 5-aminolevulinico (5ALA) o 70 uM 2,2’-dipiridilo (DIP) por 3 h en fase
exponencial media, cuando se indica. Los valores observados arriba de las barras indican el fold-change en la
expresion génica de hemA o hmuO relativo a los cultivos sin tratar (“salvaje”). Los experimentos se realizaron por
triplicado. A modo de simplificar la Figura, los p-valores obtenidos tras el analisis estadistico se detallan en la Tabla

Suplementaria 2.
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Andlisis transcriptomico de la requlacion global e identificacidon de genes adicionalmente reqgulados

Dado que las respuestas a 5ALA, y sobre todo a la deplecién de hierro, podrian involucrar una
red regulatoria mas amplia, es que se decidié realizar ARN-Seq de las mismas extracciones de
ARN de cultivos de L. biflexa salvaje y AHemKR con las cuales se obtuvieron los resultados de
expresion génica en la Figura 29. Previo al experimento de ARN-Seq, se analizé la calidad del ARN
extraido (cada extraccién de ARN realizada en cuadruplicado para cada condicién) usando el
equipo BioAnalyzer; para confirmar que se obtuvo ARN de buena calidad, se hizo un analisis
cualitativo de los electroferogramas y un analisis cuantitativo del RIN (i. e., RNA Integrity Number)
de las muestras de ARN. Los resultados mostraron que, en todos los casos, a excepcién de una
Unica muestra, se obtuvo ARN de calidad suficiente para los ensayos de ARN-Seq, con RINs
mayores a 73%%, En la Figura 30 se observan los geles virtuales obtenidos para todas las muestras
de ARN analizadas. A modo ilustrativo, en la Figura 31A se puede observar el electroferograma
de una muestra de ARN de buena calidad y en la Figura 31B una de mala calidad, o degradado.

Los RINs obtenidos para cada muestra se detallan en la Tabla Suplementaria 3.
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Figura 30. Geles virtuales obtenidos tras analisis de calidad de las extracciones de ARN en el equipo BioAnalyzer. Las
flechas negras indican las bandas correspondientes a los fragmentos 285 y 18S de ARN ribosdmico, utilizados para

el calculo del RIN. En rojo se indica una muestra de ARN de mala calidad (“salvaje + 5ALA 4”). M: ladder de ARN.
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Figura 31. Electroferogramas representativos de (A) una muestra de ARN de buena calidad y (B) una muestra de ARN
de mala calidad, o degradado. Las flechas negras indican las bandas correspondientes a los fragmentos 28S y 18S de

ARN ribosdémico, utilizados para el calculo del RIN.

Los datos de expresion génica diferencial de todos los genes de L. biflexa obtenidos por ARN-Seq
para las distintas condiciones se encuentran en el Anexo. A continuacion, e intentando sintetizar
la enorme cantidad de informacion obtenida a partir de dicho experimento, se priorizard el
andlisis de (i) aquellos genes con cajas HemR en sus sitios promotores; es decir, genes
potencialmente regulados por HemKR, y (ii) genes seleccionados involucrados en el metabolismo

de hierro/hemo.

En primer lugar, se analizé comparativamente el transcriptoma de cultivos de L. biflexa salvaje y
AHemKR en ausencia de seiial; es decir, en medio EMJH estandar (Figura 32). Los resultados de
ARN-seq mostraron la regulacién hacia abajo de 202 genes, y regulacion hacia arriba de 123
genes, considerando FC mayores a 2 y diferencias significativas de expresién génica diferencial (i.
e., p-valor ajustado < 0,05). Poniendo foco en aquellos genes que presentan cajas HemR en sus
promotores, se observd mediante esta técnica un perfil de expresion génica diferencial muy
similar a aquel observado por PCR en tiempo real (ver Figura 29, “salvaje” y “AHemKR”): en

AHemKR, hmuO aumenta en expresion 4,6 veces relativo a bacterias salvajes. Asimismo, no se
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Figura 32. Analisis transcriptdomico de expresion génica diferencial entre cultivos de L. biflexa AHemKR vs L. biflexa
salvaje, crecidos en medio EMJH estandar. Se muestra en el eje de abscisas el logaritmo en base 2 del fold-change
(log2FC) de la expresidn de los genes de L. biflexa en bacterias AHemKR relativo a salvajes; y en el eje de ordenadas
el logaritmo negativo en base 10 de los p-valores ajustados (-logioPadj: a mayor el valor, mas significativas son las
diferencias). Los puntos en negro indican genes con log2FC < |1] y O < -logioPadj < 1, mientras que los puntos rojos
indican genes con logoFC > |1] y -logioPadj > 1. Genes de interés con cajas HemR identificadas en sus sitios

promotores se indican con una flecha negra sdlida o un circulo negro punteado.

observaron diferencias significativas en la expresion de hemA. El gen exbB1, por otra parte,
mostré una regulacion a la baja de ~4 veces (FC = 0,25) relativo a la bacteria salvaje; en linea con
la caracterizaciéon de HemR como un regulador transcripcional dual®®!, este resultado sugiere
fuertemente que HemR es un activador de la expresion de exbB1. El analisis permitio identificar
un gen, LEPBla3432, el cual es expresado diferencialmente mostrando una regulacion a la baja
de ~5 veces (FC = 0,2) relativo a la bacteria salvaje, y que ademas estd contenido dentro de un
operdn controlado por un promotor que presenta la caja HemR (coordenadas gendmicas
3550754-3550769 rio arriba de LEPBIa3430/LEPBIa3431). Esto sugiere que este operdn forma
parte del reguldn HemR, y que el RR actia como activador transcripcional de este gen, que no

habia sido identificado en andlisis anteriores2>2.
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Para evaluar al hierro como posible sefial detectada por HemKR, se incubaron cultivos de L.
biflexa salvaje y AHemKR con un exceso de hierro, mas especificamente un pulso de 2 mM FeSOg,
en fase exponencial media de crecimiento. Sin embargo, esta condicién resulté en un
comportamiento aberrante durante la extraccion de ARN de bacterias salvajes: se observo la
formacién de un precipitado de color amarillo durante el paso de incubacién con isopropanol,
gue impidiod recuperar el ARN de las muestras. Notoriamente, esto no se observé para bacterias

AHemKR (Figura 33).

salvaje AHemKR
+2 mM FeSO, +2 mM FeSO,

Figura 33. Resultado del paso de incubacidn con isopropanol durante el protocolo de extraccién de ARN de muestras

de L. biflexa salvaje y AHemKR en presencia de 2 mM FeSOa. Las muestras de bacterias salvajes, y no aquellas
AHemKR, mostraron un comportamiento aberrante que impidié la extracciéon de ARN en cantidad y calidad

suficiente.

Para evaluar condiciones de deficiencia de hierro como posible sefial detectada por HemKR, se
incubd un pulso del quelante DIP (70 uM) en las condiciones de crecimiento de cultivos
previamente descritas (Figura 34A). La deficiencia de hierro gatillé una respuesta regulatoria
global fuerte, consistente con lo previamente reportado en L. interrogans®>3. Para L. biflexa
salvaje, este tratamiento resulté (considerando genes con log2FC > |1]) en la regulacion hacia
abajo de 151 genes y la regulacion hacia arriba de 105. Para L. biflexa AHemKR, una menor
cantidad de genes se vio afectada (43 y 72 genes regulados hacia abajo y hacia arriba,
respectivamente); sin embargo, el perfil global de la respuesta transcriptdomica es similar tanto
en salvajes como en AHemKR. Esto se pone de manifiesto analizando la pendiente del grafico que
conforman los datos de expresién génica diferencial para los genes de L. biflexa, poniendo en

cada eje los FC observados para cada gen tanto en bacterias salvajes (en el eje de abscisas) como
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AHemKR (en el eje de ordenadas) (ver Figura 34A). La pendiente (= 0,5349 £ 0,009), con valor
cercano a 1, sugiere una respuesta global a deficiencia de hierro que es mayormente similar entre

L. biflexa salvaje y AHemKR.

Un analisis mas riguroso y enfocado hacia aquellos genes cuya expresion es regulada ante
deficiencia de hierro, y que estdn anotados funcionalmente o con homologia cercana a ortélogos
funcionalmente caracterizados como involucrados en la homeostasis y metabolismo de
hierro/hemo, permitié dilucidar respuestas HemKR-dependientes (Figura 35). Para los genes que
forman parte del regulén de HemR, y en linea con lo observado mediante PCR en tiempo real
(ver Figura 29, “salvaje + DIP” y “AHemKR vs DIP”), se observé que hemA es regulado hacia abajo
(FC = 0,35) en bacterias salvajes, en contraste con una regulacidon hacia arriba (FC = 2,6) en
AHemKR. Este perfil de expresion fue similar para todos los genes que conforman el operén de
biosintesis de hemo (hemCBLENG), excepto hemH, que se encuentra codificado rio abajo y en
direccion contraria al operén antes mencionado. Curiosamente, el gen LEPBlIa3432 se expreso
16,9 veces mas en cultivos AHemKR tratados con DIP, y 4 veces mas en cultivos salvajes con el
mismo tratamiento. En cuanto a hmuO, se observé regulacién hacia abajo tanto en bacterias
salvajes como en AHemKR, siendo mayor el efecto en las primeras (FCs = 20,9 y 11,5,
respectivamente). Por otra parte, exbB1 presenté un FC = 0,49 en salvajes y diferencias no
significativas en expresion en AHemKR. Extendiendo el andlisis a otros genes seleccionados,
diferencialmente expresados y sin cajas HemR en sus sitios promotores, se destacaron, regulados
hacia arriba:

- LEPBIa2760, codificante de un receptor/transportador TonB-dependeinte putativo con
homologia a PhuR, quien forma parte de un sistema importador de hemo.

- hemT (pLEPBI0O015), codificante de una PUP transportadora de hemo y en el contexto del
operén hemTUVS, similarmente sobreexpresado, y homodlogo al sistema TonB-
dependiente de importe de hemo.

- fecA (LEPBIa1883), codificante de un receptor/transportador homadlogo a un importador
de citrato férrico TonB-dependiente.

Por otra parte, se destacé como gen regulado hacia abajo:
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Figura 34. (A) Ploteo dual de log2FC comparando valores de expresién génica diferencial para genes de L. biflexa
salvaje (eje de abscisas) y AHemKR (eje de ordenadas), tratados vs sin tratar con 70 uM 2,2’-dipiridilo (DIP). Nétese
la tendencia global similar en expresién diferencial génica entre L. biflexa salvaje y AHemKR (patréon diagonal de
distribucion de log2FCs; la linea punteada roja es la curva de regresién de minimos cuadrados con valor de pendiente
0,5349 + 0,009 y coeficiente de determinacién R?=0,456). (B) Ploteo dual de log2FC comparando valores de expresidn
génica diferencial para genes de L. biflexa salvaje (eje de abscisas) y AHemKR (eje de ordenadas), tratados vs sin
tratar con 300 uM 4&cido 5-aminolevulinico (SALA). Nétese la tendencia global HemKR-dependiente en expresidn
diferencial génica entre L. biflexa salvaje y AHemKR (patrdn horizontal de distribucidn de log2FCs; la linea punteada
roja es la curva de regresién de minimos cuadrados con valor de pendiente 0,1954 * 0,011 y coeficiente de
determinacion R?=0,084). Puntos azules representan genes con p-valores ajustados (Padj) < 0,05 tanto en bacterias
salvajes como AHemKR; puntos verdes y amarillos, genes con Padj < 0.05 sélo en bacterias salvajes y AHemKR,
respectivamente; puntos grises, genes con Padj > 0.05. Flechas negras indican genes seleccionados con anotacién
de funcién u homologia cercana con ortélogos funcionalmente caracterizados como involucrados en metabolismo

de hierro/hemo; flechas violetas indican genes hipotéticos y ARNs no codificantes.
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Figura 35. Grafico de datos de ARN-Seq obtenidos para los genes identificados como parte del regulon de HemR. Se
observa el logzFC de genes de L. biflexa salvaje o AHemKR tratadas con (A) 300 uM &acido 5-aminolevulinico (5ALA) o
(B) 70 uM 2,2’-dipiridilo (DIP), relativo a bacterias salvajes o AHemKR sin tratar, respectivamente. Los asteriscos

indican diferencias estadisticamente significativas con p-valor ajustado < 0,05. ns: diferencia no significativa.

Tabla 18. Resumen de datos de ARN-Seq obtenidos para los genes identificados como parte del regulén de HemR.
Se considera estadisticamente significativo diferencias con p-valor ajustado (Padj) < 0,05. # reads: nimero de reads;

log2FC: logaritmo en base 2 del fold-change de los genes, relativo a bacterias sin tratar.

salvaje + 300 uM 5ALA # reads log,FC Padj
hemA (LEPBla1171) 9657 -1,768 1,83E-60
hmuO (LEPBIa0669) 8297 0,9326 4,22E-32
exbB1 (LEPBla0149) 484,4 -0,9085 0,0002075
LEPBla3432 22730 -1,578 8,72E-30
AHemKR + 300 uM 5ALA

hemA (LEPBla1171) 32060 -0,4191 2,76E-08
hmuO (LEPBIa0669) 25640 0,2387 0,001137
exbB1 (LEPBIa0149) 227,9 0,1014 0,3764
LEPBla3432 18680 0,2553 0,0113
salvaje + 70 uM DIP

hemA (LEPBla1171) 9657 -1,504 1,08E-44
hmuO (LEPBIa0669) 8297 4,382 1,00E-50
exbB1 (LEPBla0149) 484,4 -1,135 0,00000237
LEPBla3432 22730 1,988 1,18E-48
AHemKR + 70 uM DIP

hemA (LEPBla1171) 32060 1,35 1,135E-83
hmuO (LEPBIa0669) 25640 3,528 1E-50
exbB1 (LEPBla0149) 2279 0,2373 0,1591
LEPBIla3432 18680 4,08 1E-50
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- bfrB (LEPBIa1791), codificante de una proteina con homologia a la bacterioferritina, un
almacenador intracelular de hierro.
Los perfiles de expresidon de estos genes descritos arriba fueron similares tanto en bacterias

salvajes como AHemKR tratadas con DIP, relativo a aquellas sin tratar.

Para la evaluacién de 5ALA como potencial sefial detectada por HemKR, se incubd con un pulso
de 5ALA (300 uM) en las condiciones de crecimiento de cultivos previamente descritas (Figura
34B). A diferencia de lo observado en el experimento de deficiencia de hierro, el 5ALA gatillé una
respuesta mas dirigida y menos amplia, que involucré una menor cantidad del total de genes
diferencialmente regulados (considerando genes con log>FC > |1]): 128 genes regulados hacia
abajo y 51 hacia arriba en L. biflexa salvaje, y 6 genes regulados hacia abajo y 24 hacia arriba en
L. biflexa AHemKR. Adicionalmente, el perfil global de la respuesta transcriptdmica ante 5ALA
presentd mayores diferencias en expresion génica en bacterias salvajes que en AHemKR; esto se
observé analizando la pendiente del grafico que conforman los datos de expresién génica
diferencial para los genes de L. biflexa ahora en esta condicién, en donde los puntos se
distribuyen “horizontalmente” con una pendiente (= 0,1954 + 0,011) de valor cercano a 0 (ver
Figura 34B), sugiriendo que la respuesta transcriptdmica global a la presencia de 5ALA es

mayormente dependiente de HemKR.

El analisis transcripcional de genes con caja HemR en sus promotores mostré un perfil de
regulacion similar a lo observado previamente por PCR en tiempo real (ver Figura 29). hemA
mostré una regulacién a la baja en su expresién en L. biflexa salvaje (FC=0,29; ~3,5 veces menor)
y de FC = 0,75 (~1,3 veces menor) en la expresidon en bacterias AHemKR. Cabe mencionar que,
analizando el resto de los genes que conforman el operdn de biosintesis de hemo en bacterias
AHemKR, sélo hemA y hemC presentan diferencias de expresidn estadisticamente significativas,
en contraste con lo que ocurre en bacterias salvajes en donde todos los genes del operdn son
significativamente regulados hacia abajo en presencia de S5ALA. Este es un resultado importante,
pues sugiere fuertemente que en ausencia de 5ALA, HemR actia como activador transcripcional
del operdn de biosintesis de hemo. El gen hmuO mostré una regulacién hacia arriba (FC=1,9) en
bacterias salvajes, contrastando con lo que ocurre en bacterias AHemKR en donde el cambio fue

de FC=1,2. Los genes exbB1 y LEPBla3432 mostraron en bacterias salvajes cambios de expresion
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ala bajade FC=0,53 (~1,9 veces menos) y 0,34 (~2,9 veces menos), mientras que los cambios en
expresion génica diferencial de exbB1 en AHemKR no fueron estadisticamente significativos, y
LEPBIa3432 mostrd una regulacion hacia arriba de FC = 1,2. Resumiendo, en aquellos genes con
cajas HemR en sus sitios promotores, se observé una respuesta transcripcional HemKR-
dependiente en presencia de 5ALA. La Figura 35 y la Tabla 18 muestran el resumen de los datos
obtenidos por ARN-Seq para los genes identificados como regulén de HemR luego de tratar los

cultivos salvajes y AHemKR con 5ALA o DIP.

Andlisis mediante gen reportero empleando exceso de hierro como potencial seial

Los plasmidos pRAT724 (i. e., sin el sitio promotor de hemA o hmuO insertado), pRAT724_pHemA
y pPRAT724_pHmuO (pHemA y pHmuO refieren al sitio promotor de hemA o hmuO insertado,
respectivamente) se transformaron en células de L. biflexa salvaje y AHemKR mediante
conjugacién. La transformacién de los plasmidos fue parcialmente exitosa, obteniéndose
conjugantes positivos para pRAT724 y pRAT724 _pHemA en L. biflexa salvaje, y para las tres
construcciones en L. biflexa AHemKR (Figura 36A). La conjugacion de pRAT724_pHmuO en L.
biflexa salvaje fallo, debido a la emergencia de resistencia espontdnea a espectinomicina que
complicé el rastreo de conjugantes positivos (Figura 36B). La emergencia de este tipo de

302 |3 confirmacion de los

resistencia ya ha sido previamente documentada en Leptospira
conjugantes positivos se realizd6 mediante PCR utilizando oligonucledtidos especificos para
pPRAT724 que amplifican las regiones flanqueantes de pHemA-GFP 6 pHmuO-GFP: el analisis por
gel de los productos de PCR mostré amplicones de los tamafios esperados, de ~1000 pb para el
amplicon de pRAT724 sin inserto, y de ~1200 pb para el amplicon de pRAT724 con el inserto

pHemA o pHmMuO. Se observd en algunos conjugantes la amplificacion de una tercera banda,

inespecifica, de mayor tamafio.

En primer lugar, se realizd un analisis preliminar de la expresiéon de GFP empleando los
conjugantes AHemKR-pRAT724_pHemA y AHemKR-pRAT724 _pHmuO. Para sustraer el ruido de
fondo, se utilizd el conjugante AHemKR-pRAT724. Se esperaba observar que la senal para

AHemKR-pRAT724 _pHmuO sea al menos un orden de magnitud mayor que la sefial obtenida para
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AHemKR-pRAT724_pHemA. En la misma linea que los resultados obtenidos anteriormente, los

datos de fluorescencia mostraron que la sefal obtenida para AHemKR-pRAT724_pHmuO fue ~51
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Figura 36. (A) Verificacion de la presencia de inserto correspondiente al promotor de hemA o hmuO en el plasmido

pRAT724 por PCR. Los plasmidos fueron purificados a partir de colonias seleccionadas de L. biflexa salvaje y AHemKR.
Los productos de la PCR se corrieron en gel de agarosa 1%. En rojo se indican los conjugantes que fallaron. M: ladder
de ADN (GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Thermo Scientific). (B) Resistencia espontanea a espectinomicina (Spc)

observada en cultivos de L. biflexa salvaje.
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Figura 37. Analisis comparativo de la expresién génica de GFP bajo el control del promotor de hemA (barra negra) y
hmuO (barra gris) de cultivos de L. biflexa AHemKR en fase exponencial media conjugados con los plasmidos
pRAT724+pHemA y pRAT724+pHmuO, respectivamente, midiendo fluorescencia emitida a 528 nm (Fszs). UF:

unidades arbitrarias de fluorescencia.
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veces mayor que la sefial obtenida para AHemKR-pRAT724_pHemA (Figura 37), comparado al
resultado de PCR en tiempo real en donde se observé que la expresion de hmuO fue ~11 veces

mayor que la de hemA en AHemKR (ver Figura 29).

Con el fin de dilucidar la sefial de encendido de HemKR, se crecieron cultivos de los conjugantes
obtenidos salvaje-pRAT724_pHemA y AHemKR-pRAT724_pHemA (también salvaje-pRAT724 y
AHemKR-pRAT724 para la sustraccién del ruido de fondo) en medio EMJH sin hierro hasta fase
exponencial media de crecimiento, y en este punto se incubaron los cultivos con 2 mM FeSQOa.
Previo a la incubacidn, los analisis de expresidn de GFP mostraron que, si bien la sefial obtenida
para salvaje-pRAT724_pHemA fue 2.3 veces mayor que la sefial obtenida para AHemKR-
pRAT724 pHemA, esta diferencia no fue estadisticamente significativa (Figura 38A). No
obstante, es posible que haya una dilucién de la seial obtenida para los cultivos de L. biflexa
salvaje-pRAT724_pHemA debido a la presencia de bacterias sin conjugar con resistencia a

espectinomicina en dichos cultivos, que fueron seleccionadas junto a las conjugantes.
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Figura 38. Analisis comparativo de la expresion génica de GFP bajo el control del promotor de hemA de cultivos de
L. biflexa salvaje (barra negra) y AHemKR (barra roja) en fase exponencial media conjugados con el plasmido
pRAT724_pHemA, midiendo fluorescencia emitida a 528 nm (Fs2s). UF: unidades arbitrarias de fluorescencia; ns:
diferencia estadisticamente no significativa (test t no pareado). (A) Expresion de GFP previo a la incubacién con 2

mM FeSO4 (ver tiempo =0 h en (B)). (B) Expresion de GFP a 0.5, 1y 2 h posterior a la incubacion con 2 mM FeSOa.
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Tras incubar con FeSQa, se observd un aumento similar en la seial de fluorescencia tanto para el
conjugante salvaje-pRAT724 _pHemA como para AHemKR-pRAT724 pHemA, entre 0.5y 1 h
posterior a la incubacién, y las diferencias entre ambas no fueron estadisticamente significativas
(Figura 38B). En suma, estos resultados sugieren que el hierro no es una sefial detectada por
HemKR. Cabe destacar que la relacién sefial/ruido al evaluar el promotor de hemA fue baja, en
contraste con lo observado para el promotor de hmuO, con una relacion sefial/ruido alta (ver
Figura 37). Este resultado es consistente con lo obtenido mediante PCR en tiempo real, y sugiere
que la fuerza del promotor de hmuO es considerablemente mas alta que la del promotor de

hemaA.

Analisis del estado de fosforilacion in vivo de HemR empleando exceso/deficiencia de hierro y
acido 5-aminolevulinico como potenciales sefiales

Finalmente, se optimizo la técnica PhosTag-SDS-PAGE + Western blot anti-HemR: un método
directo de evaluacién, para analizar el estado de fosforilacion de HemR en cultivos de L. biflexa
salvaje en presencia de las distintas posibles sefiales. Como se describio previamente, el PhosTag
permite la discriminacion de las fracciones fosforiladas vs no fosforiladas en proteinas separadas
por SDS-PAGE: si se siembran extractos de proteinas totales de L. biflexa, los anticuerpos aHemR
se uniran tanto a la fraccidén no fosforilada como a la fosforilada de HemR, permitiendo asi evaluar
semicuantitativamente el estado de fosforilacion de HemR en cultivos. Considerando que
concentraciones variables de hierro y 5ALA gatillaron respuestas transcripcionales HemKR-
dependientes sobre sus genes diana, se evalud el estado de fosforilacién in vivo de HemR
realizando un pulso de 300 uM 5ALA, 70 uM DIP o 2 mM FeSO4 en cultivos de L. biflexa salvaje
crecidos hasta fase exponencial media (Figura 39). En cultivos sin tratar, P*"HemR represento el
~12-25% del pool total de HemR celular en fase exponencial media (Figura 39B). Esta proporcion
se vio incambiada durante la curva temporal realizada (total 3 h) en las condiciones
experimentales empleadas. Las incubaciones con exceso de hierro (2 mM FeSO4) o con déficit del
metal (70 uM DIP), no resultaron en cambios detectables del estado de fosforilacién de HemR

(Figuras 39A, B), indicando que el hierro no es una sefial detectada por el sistema HemKR. En
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contraste, la incubacion con 5ALA resultd en la desfosforilacion casi total de HemR durante el

curso temporal experimental (Figuras 39A, B).
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Figura 39. (A) PhosTag-SDS-PAGE de extractos proteicos totales de cultivos de L. bfilexa, sin tratar o tratados con
acido 5-aminolevulinico (5ALA), 2,2’-dipiridilo (DIP) o un exceso de sulfato ferroso (FeSOa) cuando se indica. Los geles
fueron sometidos a Western blot empleando anticuerpos policlonales anti-HemR. Las flechas indican la movilidad
electroforética de la poblacion de HemR fosforilada (P~HemR) y no fosforilada (HemR). (B) Porcentaje de P*HemR
cuantificadas del panel (A). (C) PhosTag-SDS-PAGE + Western blot anti-HemR de extractos proteicos totales de
cultivos de L. biflexa AHemKR complementados mediante conjugacién con un plasmido replicativo
phemKtnr10241a/hemR. (D) Porcentaje de P¥HemR cuantificada del panel (C). Todos los experimentos fueron realizados
empleando tres réplicas bioldgicas y las imagenes de los geles revelados derivan de una de estas réplicas y son

representativos.

Para profundizar el andlisis del mecanismo molecular de HemKR, se utilizaron bacterias L. biflexa
AHemKR complementadas con un plasmido pMAORI portando el operén hemKkR bajo regulacion
de su promotor nativo (phemKR), o bien, una variante portando un mutante puntual de HemK
en donde se sustituyo el codén codificante para la Thrl02 por una alanina (phemKri024R); éste

ultimo carece de la cadena lateral del residuo clave para la actividad fosfatasa de HQs de la familia
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HiskA sobre su RR especifico®3. De este modo, y confirmando el mecanismo HemKR-
dependiente gatillado por 5ALA, la variante del sistema -sin actividad fosfatasa- HemKri024R
exhibié niveles de P*HemR comparable al observado para L. biflexa salvaje, pero no mostré
actividad fosfatasa en presencia de 5ALA (Figura 39C, D). En suma, estos resultados indican que
el 5ALA gatilla el apagado de HemK, quien a su vez desfosforila a través de su actividad fosfatasa

y de manera sefal-dependiente al regulador transcripcional HemR.
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Objetivo Especifico 2: produccion, purificacion y caracterizacion bioquimica de las proteinas
recombinantes HemK, HemR y variantes.

Produccién y purificacion de variantes de HemK recombinantes

Intentos preliminares de purificacion de HemKago recombinante mediante IMAC determinaron
gue la proteina requiere de concentraciones finales de imidazol mayores a (los convencionales)
500 mM en el buffer de elucion, debido a que a estas concentraciones, aln permanece una
fraccion de proteina adherida a la columna. Entonces, con el fin de aumentar los rendimientos
de HemKaso se realizé un gradiente de 120 a 750 mM de imidazol. La concentracién inicial elevada
de imidazol, de 120 mM, apuntd a obtener mayor pureza y homogeneidad en la purificacién. En
estas condiciones, se obtuvo la mejor pureza, homogeneidad y rendimiento (~8 mg por litro de
cultivo) en la purificacion de HemKaso: el analisis por SDS-PAGE del Unico pico de elucién obtenido

mostré una banda mayoritaria, del peso molecular esperado para HemKasgo (Figura 40).

Con el fin de clivar el 6xHisTag N-terminal de HemKagoy de reducir la concentracion de imidazol
presente en la muestra, se procedid a hacer didlisis en buffer 50 mM Tris pH 8 y 500 mM Nacl,
en presencia de proteasa TEV. Se constatd que el corte con TEV evita la precipitacién de HemKaso,
dado que en la muestra sin TEV se observd un precipitado de color blanco, algo que se habia
observado también para otras HQs. Posteriormente, HemKago se sometié a un segundo paso de
purificaciéon por afinidad, con el fin de adherir TEV mediante su 6xHisTag N-terminal a la columna
de Ni?*, y obtener una muestra homogénea de HemKaso. La segunda purificacién fue
problemadtica, dado que HemKaso se adhirid a la columna aun sin el 6xHisTag y empleando buffer
de lavado 50 mM Tris pH 8, 500 mM NaCl y 120 mM imidazol, por lo que se repitid el primer paso
de purificacion por afinidad evitando el segundo paso, es decir, realizando directamente el paso

final de cromatografia de exclusidon molecular luego de la didlisis.

La cromatografia de exclusidon molecular se realizé6 empleando un buffer con 25 mM Tris pH 8 y
500 mM NaCl. El cromatograma mostrd la elucién de tres picos (Figura 41): el pico “A”
correspondié al volumen de exclusién, el pico “B” (la proteasa TEV), y el pico “C” correspondio a

HemKasgo, con trazas de la proteasa TEV, con un peso molecular aparente de 41 kDa segun la
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Figura 40. (A) Cromatograma de afinidad a niquel (IMAC) del extracto soluble de E. coli con HemKaso recombinante

sobreexpresada. En negro se muestra la absorbancia a 280 nm (Abs2so) y en rojo el gradiente de buffer de elucién

empleado (%B). (B) Analisis por SDS-PAGE 12% del tratamiento posterior a la cromatografia de afinidad. MPM:

marcador de peso molecular en kDa.
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Figura 41. (A) Cromatograma de exclusion molecular de HemKago recombinante posterior a la cromatografia de

afinidad, corte de 6xHisTag con proteasa TEV y dialisis. (B) Analisis por SDS-PAGE 12% de los pasos de purificacién y

didlisis, y de los picos A, By C obtenidos en (A). MPM: marcador de peso molecular en kDa.
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calibracion de la columna, sugiriendo que HemKago eluye como dimero. A continuacion, se
concentré mediante ultrafiltracién; lamentablemente, en este paso, una fraccién de HemKaso
precipitd, lograndose obtener una cantidad final de ~3 mg de HemKaso por litro de cultivo, y una

concentracion final de 2,6 mg/mL.

Con el objetivo de continuar con la optimizacion, se procedié a analizar la termoestabilidad de
HemKaso. Las curvas de temperatura obtenidas para HemKaso se muestran en la Figura 42. Las
Tonset Y Tm Obtenidas tras el analisis de termoestabilidad de HemKago se muestran en la Tabla 19.
En ausencia de ligandos, no se observaron diferencias claras en la termoestabilidad de HemKaso
entre las condiciones analizadas. Por otro lado, al realizar las curvas de temperatura en presencia
de los ligandos, se observaron diferencias importantes que dependen mayormente de la
concentracion utilizada de Tris. En presencia de ATP, se observé que al emplear 50 mM Tris se
observé mayor termoestabilidad de HemKago relativo a la condicién con 25 mM Tris, y también
relativo a HemKasgo sin ligando. Teniendo en cuenta que HemKasgo utiliza ATP como sustrato para
su autofosforilacion, estos resultados sugieren que P~HemKago es termodindmicamente mas
estable que el estado desfosforilado. Adicionalmente, a mayor concentracién de amortiguador,

la estabilidad térmica de P~HemKasgo es mayor.

En presencia de AMPPCP -un andlogo no hidrolizable de ATP- se observé mayor termoestabilidad
de HemKago empleando 50 mM Tris en comparacidn con la condicion de 25 mM Tris, indicando
una vez mas que la concentracion de amortiguador es un factor importante para la
termoestabilidad de HemKago en presencia de ligando. No obstante, en la condicion de 50 mM
Tris se observé termoestabilidad similar entre HemKago incubada con AMPPCP y HemKaso sin
ligando. En suma, y comparando las condiciones de mayor concentracion de amortiguador, la
union de AMPPCP no tiene un efecto significativo sobre la termoestabilidad de la proteina. Los
resultados sugieren que es necesaria la hidrdlisis de ATP y transferencia de su grupo fosforiloy a

la His98, para una mayor termoestabilidad de HemKaso.

En presencia de ADP, una vez mas la condicién de mayor termoestabilidad se observé al emplear
una concentracién de Tris 50 mM. En este contexto, los resultados indican que la unidon de ADP

estabiliza a HemKasgoa nivel de la Tonset de modo similar a lo que ocurre con la unién a ATP (aunque
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Figura 42. Curvas de fluorimetria diferencial de barrido de HemKago recombinante en (A) 25 mM y (B) 50 mM Tris. A

excepcién de la muestra sin ligando, se incubd en todos los casos 5 mM ATP, AMPPCP o ADP, y 10 mM MgCl,.

Tabla 19. Valores de Tonset y Tm obtenidos para HemKaso recombinante en diferentes condiciones.

Condicién (en todos los casos con MgCl 10 mM) Tonset (°C) Tm (°C)
Tris 25 mM pH 8, NaCl 100 mM 37,5 47,7
Tris 25 mM pH 8, NaCl 250 mM 36,7 48,1
Tris 25 mM pH 8, NaCl 500 mM 36,8 47,5
Tris 50 mM pH 8, NaCl 100 mM 37,5 48,7
Tris 50 mM pH 8, NaCl 250 mM 36,7 48,2
Tris 50 mM pH 8, NaCl 500 mM 37,0 48,3
Tris 25 mM pH 8, NaCl 100 mM, ATP 5 mM N/D N/D
Tris 25 mM pH 8, NaCl 250 mM, ATP 5 mM N/D N/D
Tris 25 mM pH 8, NaCl 500 mM, ATP 5 mM N/D N/D
Tris 50 mM pH 8, NaCl 100 mM, ATP 5 mM 44,2 51,7
Tris 50 mM pH 8, NaCl 250 mM, ATP 5 mM 42,3 51,2
Tris 50 mM pH 8, NaCl 500 mM, ATP 5 mM 41,6 50,3
Tris 25 mM pH 8, NaCl 100 mM, AMPPCP 5 mM 36,0 45,3
Tris 25 mM pH 8, NaCl 250 mM, AMPPCP 5 mM 33,4 42,4
Tris 25 mM pH 8, NaCl 500 mM, AMPPCP 5 mM 34,4 42,6
Tris 50 mM pH 8, NaCl 100 mM, AMPPCP 5 mM 36,6 48,1
Tris 50 mM pH 8, NaCl 250 mM, AMPPCP 5 mM 37,1 47,5
Tris 50 mM pH 8, NaCl 500 mM, AMPPCP 5 mM 37,0 47,6
Tris 25 mM pH 8, NaCl 100 mM, ADP 5 mM 38,4 48,8
Tris 25 mM pH 8, NaCl 250 mM, ADP 5 mM 36,3 46,2
Tris 25 mM pH 8, NaCl 500 mM, ADP 5 mM 37,2 47,6
Tris 50 mM pH 8, NaCl 100 mM, ADP 5 mM 38,8 49,0
Tris 50 mM pH 8, NaCl 250 mM, ADP 5 mM 37,5 48,6
Tris 50 mM pH 8, NaCl 500 mM, ADP 5 mM 39,3 48,3
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en menor medida), pero no a nivel de la Tuw. Cabe destacar que en el caso de P~HemKaso, el
producto formado tras la hidrélisis del ATP es precisamente ADP, quien presenta similar afinidad
por el sitio de unién del dominio ABD que el ATP®>>°, Esto sugiere (i) que tanto ATP como ADP
son importantes en la estabilidad termodinamica de HemKaso, v (ii) que la autofosforilacion en la
His98 de HemKago mediada por ATP, generando adicionalmente ADP como producto, otorga
mayor estabilidad a esta variante. Finalmente, el uso de AMPPCP, un analogo no hidrolizable de

ATP, no contribuye significativamente a la termoestabilidad de HemKaso.

Se procedié a la produccién y purificacion de HemKasgo 1024 recombinante en el sistema de
expresion E. coli. A diferencia de lo que ocurrié con HemKaso, luego de la incubacién con la
proteasa TEV en didlisis, en este caso fue posible realizar una segunda cromatografia de afinidad
previa a la exclusion molecular, con el fin de separar la proteasa de HemKago,r1024. Se obtuvieron
rendimientos similares de HemKasot1i02a comparado a los rendimientos obtenidos para la
purificacion de HemKago (Figura 43). Asimismo, el cromatograma obtenido indicé que
HemKago,t1024 €luye como dimero, al igual que HemKago, aunque con una menor proporcién de
proteinas que eluyeron en el volumen de exclusidon (ver Figura 43, pico “A”). Al concentrar
HemKaso,r102a por ultrafiltracion se observé que el rendimiento y concentracion finales eran
mayores a los obtenidos para HemKaso, sugiriendo que la variante HemKaso,t1024 €s mas estable
gue HemKago. De esta manera se logré concentrar HemKago,t1024 @ una concentracion final de 14,3

mg/mL.

Para profundizar con el andlisis comparativo de estabilidad de HemKaso 11024 relativo a HemKaso,
se realizé el analisis de termoestabilidad empleando 1 mg/mL de proteina (Figura 44, Tabla 20).
Las curvas de temperatura obtenidas mostraron que HemKaso 11024 €5 mds termoestable que
HemKago en buffer con 50 mM Tris pH 8, 500 mM NaCl y 10 mM MgCl,, observandose una
diferenciade +1,3 2Cenla Tonset y de +0,4 2C en la Tv de HemKaso,t102a relativo a HemKago. Ademas,
en presencia de ATP 5 mM, se observd una diferencia de +0,7 2C en la Tonset Yy de +0,9 2C en la Ty

de HemKasgo,t1024 relativo a HemKasp igualmente tratada.
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Figura 43. (A) Cromatograma de exclusién molecular de HemKago,t1024 recombinante posterior a la cromatografia de
afinidad y corte de 6xHisTag con proteasa TEV. (B) Analisis por SDS-PAGE 12% de los pasos de purificacidn y dialisis
previos a la cromatografia de exclusion molecular (Pre-EM), y de los picos A, By C obtenidos en (A). Se indican las
bandas correspondientes a los monémeros de HemKaso,t1024, y dimeros artefactuales de HemKaso,r1024 formados por

enlaces disulfuro (S-S) no reducidos en ausencia de DTT. MPM: marcador de peso molecular en kDa.
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Figura 44. Curvas de fluorimetria diferencial de barrido de HemKaso y HemKaso, 11024 recombinantes en presencia de
50 mM Tris pH 8, 500 mM NaCl, 10 mM MgCl, sin 0 con 5 mM ATP segun se indica en la Figura.

Tabla 20. Valores de Tonset y Tm obtenidos para HemKaso y HemKaso, t1024 recombinantes en ausencia o presencia de 5

mM ATP. *: incubacion en 50 mM Tris pH 8, 500 mM NaCl y 10 mM MgCla.

Variante* Tonset (2C) Twm (2C)
HemKAgo 41,6 50,6
HemK aso 11024 42,9 51,0
HemK ag0 + ATP 5 mM 45,3 51,7
HemK aso 11024 + ATP 5 mM 46,0 52,6
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Produccidn y purificacion de variantes de HemR recombinantes

El espectro obtenido para la cromatografia de afinidad a Ni?* de extractos solubles de E. coli con
HemR recombinante sobreexpresada mostrd dos picos, y el andlisis por SDS-PAGE mostré que
ambos correspondian a HemR (Figura 45). Los picos se alicuotaron en una sola muestra,
obteniéndose aproximadamente 120 mg totales de proteina. Posteriormente, se incubd esta
muestra con 3 mg de la proteasa TEV y se realizd didlisis overnight, seguido del segundo paso de
purificacién por afinidad a niquel que nos permitié separar HemR de la proteasa TEV. El andlisis
por SDS-PAGE confirmé que el corte del 6xHisTag fue exitoso (ver Figura 45B). Finalmente, la
muestra se sometié a cromatografia de exclusion molecular en buffer 20 mM Tris pH 8 y 100 mM
NaCl. El cromatograma mostré tres picos solapados, los cuales corresponden a HemR en
diferentes estados oligoméricos, de acuerdo a la asignacion de pesos moleculares aparentes
segun la calibracion de la columna y el andlisis por SDS-PAGE: los picos “A” y “B” corresponden
a una poblacién heterogénea de HemR, de estado oligomérico indefinido; el pico “C”
corresponde a HemR monomérica, del cual se obtuvo muy buen rendimiento total; el pico “D”,
mostrd dos bandas de entre 10 y 15 kDa cada uno que corresponden a un clivaje inespecifico de

HemR (Figura 46).
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Figura 45. (A) Cromatograma de afinidad a niquel (IMAC) del extracto soluble de E. coli con HemR recombinante
sobreexpresada. En negro se muestra absorbancia a 280 nm (Absazso) y en rojo el gradiente de buffer de elucién
empleado (%B). (B) Anadlisis por SDS-PAGE 12% del tratamiento posterior a la cromatografia de afinidad. MPM:

marcador de peso molecular en kDa.
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Figura 46. (A) Cromatograma correspondiente a la cromatografia de exclusion molecular de HemR recombinante
posterior a la cromatografia de afinidad, corte de 6xHisTag con proteasa TEV, dialisis y segundo paso por columna
de afinidad. (B) Analisis por SDS-PAGE 12% de los pasos de purificacién y didlisis previos a la cromatografia de
exclusion molecular (Pre-EM), y de los picos A, B, C y D obtenidos en (A). Se indican con flechas negras las bandas
correspondientes a los mondmeros de HemR, y dimeros artefactuales de HemR formados por enlaces disulfuro (S-
S) no reducidos en ausencia de DTT; la banda correspondiente al clivaje inespecifico de HemR se indica con la flecha

roja. MPM: marcador de peso molecular en kDa.

Con el fin de optimizar la purificacién de HemR recombinante en el paso final de cromatografia
por exclusion molecular, sobre todo para evitar su clivaje, se procedid a realizar un andlisis
determoestabilidad de HemR en diferentes condiciones: en esta oportunidad se evalud
concentracion de Tris, concentracion de NaCl y diferentes pHs (Figura 47, Tabla 21). Para este
analisis se utilizé el pico “C” de elucién mayoritaria de HemR. Las curvas de termoestabilidad
mostraron que la concentracién de Tris (ver Figura 47A) y el pH de trabajo (ver Figura 47B) no
contribuyeron significativamente a la termoestabilidad de HemR; a excepcidn de la condicidn de
25 mM Tris en donde se observod que a baja fuerza idnica, el pH afecta la termoestabilidad de Ia
proteina (ver Figura 47B). No obstante, si se observd que, a mayor fuerza idnica, mayor es la
termoestabilidad de HemR. Esto sugiere que, para la purificacion de HemR recombinante, es
preferible emplear una concentracion mas elevada de NaCl, lo que podria resultar en la
obtencién de proteina recombinante mas estable evitando su clivaje. Basados en estos datos,
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Figura 47. Curvas de fluorimetria diferencial de barrido de HemR recombinante con (A) diferentes concentraciones

del amortiguador Tris y (B) diferentes pH de trabajo a 25 mM Tris.

Tabla 21. Valores de Tonset y Tm Obtenidos para HemR recombinante en diferentes condiciones.

Condicién Tonset (2C) Twm (2C)
Tris 25 mM pH 7,5, NaCl 100 mM 46,7 57,2
Tris 25 mM pH 7,5, NaCl 250 mM 49,9 60,4
Tris 25 mM pH 7,5, NaCl 500 mM 51,8 62,5
Tris 25 mM pH 7,5, NaCl 1000 mM 52,2 62,5
Tris 25 mM pH 8, NaCl 100 mM N/D 59,6
Tris 25 mM pH 8, NaCl 250 mM 50,9 61,3
Tris 25 mM pH 8, NaCl 500 mM 48,4 63,0
Tris 25 mM pH 8, NaCl 1000 mM 52,1 64,8
Tris 25 mM pH 8,5, NaCl 100 mM 46,0 59,4
Tris 25 mM pH 8,5, NaCl 250 mM 45,6 61,3
Tris 25 mM pH 8,5, NaCl 500 mM 51,0 62,9
Tris 25 mM pH 8,5, NaCl 1000 mM 53,4 64,4
Tris 50 mM pH 7,5, NaCl 100 mM 46,3 58,8
Tris 50 mM pH 7,5, NaCl 250 mM 49,6 60,4
Tris 50 mM pH 7,5, NaCl 500 mM 53,9 62,6
Tris 50 mM pH 7,5, NaCl 1000 mM 53,7 63,7
Tris 50 mM pH 8, NaCl 100 mM 50,1 59,6
Tris 50 mM pH 8, NaCl 250 mM 51,2 61,4
Tris 50 mM pH 8, NaCl 500 mM 52,3 63,0
Tris 50 mM pH 8, NaCl 1000 mM 53,8 64,3
Tris 50 mM pH 8,5, NaCl 100 mM 46,5 59,3
Tris 50 mM pH 8,5, NaCl 250 mM 49,3 61,2
Tris 50 mM pH 8,5, NaCl 500 mM 52,4 62,7
Tris 50 mM pH 8,5, NaCl 1000 mM 53,3 64,1
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se decidié repetir el proceso de purificacion de HemR recombinante, esta vez empleando un
buffer con 25 mM Tris pH 8 y 500 mM NacCl en el paso de purificacidon por gel filtracion. El
cromatograma obtenido tras dialisis y gel filtracidon en las condiciones descritas anteriormente
mostré una mejora considerable en la obtencion de HemR pura, homogénea y con buenos
rendimientos: se obtuvieron tres picos no solapados, que fueron analizados por SDS-PAGE (Figura
48). El pico “A” correspondid a contaminantes que eluyeron en el volumen de exclusidn; el pico
“B” correspondié a HemR dimérica, de acuerdo con el peso molecular asignado segun la curva
de calibracién de la columna. El pico “C” correspondié a HemR monomérica, de la cual se
obtuvieron ~50 mg totales de proteina recombinante, que fueron concentradas por
centrifugacién a una concentracion final de 73 mg/mL. Se observé que las muestras presentan

menor grado de contaminantes, y que HemR no se cliva en estas condiciones de purificacion.
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Figura 48. (A) Cromatograma correspondiente a la cromatografia de exclusion molecular de HemR recombinante en
condiciones de purificacidon optimizadas; posterior a la cromatografia de afinidad, corte de 6xHisTag con proteasa
TEV, didlisis y segundo paso por columna de afinidad. (B) Andlisis por SDS-PAGE 12% de los pasos de purificacion y
didlisis previos a la cromatografia de exclusion molecular (Pre-EM), y de los picos A, By C obtenidos en (A). Se indican
con flechas negras las bandas correspondientes a los monémeros de HemR, y dimeros arterfactuales de HemR

formados por enlaces disulfuro (S-S) no reducidos en ausencia de DTT. MPM: marcador de peso molecular en kDa.
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Para la produccidn y purificacion de una variante de HemR que consta Unicamente de su dominio
recibidor (HemRgec), se empled el protocolo que resultd en la obtencién de la estructura

261 con la excepcion de

cristalografica de HemRgec a 1,4 A, descrito por Morero y colaboradores
gue se empled Tris pH 8 para la cromatografia de afinidad a niquel inmovilizado en lugar de buffer
fosfato salino pH 7,5. Siguiendo este protocolo, se logré obtener 11 mg finales de proteina pura,
soluble y homogénea por litro de cultivo, que se concentraron hasta obtener 28 mg/mL finales

de proteina para utilizar en ensayos de actividad enzimatica.

Anadlisis cualitativo in vitro de actividad de las variantes de HemK y HemR recombinantes

Para continuar profundizando en el mecanismo molecular de transmision de informacion en el
SDC HemKR, se evalué mediante PhosTag-SDS-PAGE la actividad de las variantes de HemK sobre
HemRgec 0 HemR full-length (HemRg) recombinantes (Figura 49). En primer lugar, se analizaron
las actividades autoquinasa de las variantes HemKago Yy HemKaso, 11024 (Figura 49A). Tras incubar
dichas variantes con ATP, en ambos casos se observé la aparicion de una banda de mayor peso
molecular aparente, correspondiente a P*HemK, al cabo de 5 min de experimento; asimismo, no
se observaron diferencias cualitativas importantes en la actividad autoquinasa de HemKasgo en
comparacidon con HemKaso,r102a. Posteriormente, se analizé la actividad fosfotransferasa de
HemKago y HemKasgo, 11024 hacia HemRgec en presencia de un exceso de ATP (Figura 49B); en ambos
casos se observé una rapida fosfotransferencia desde P~HemK hacia HemRgec (i. e., al cabo de 15
s de experimento). Finalmente, se analizé la actividad fosfatasa HemKago y HemKaso 11024 Sobre
P~HemRgec (Figura 49C). No se observo desfosforilacién de P*HemRgec mediada por HemKago,t102a
en linea con el rol esencial de la Thrl02 en la actividad fosfatasa de esta HQ; sin embargo,
tampoco se detectd desfosforilacion de P~”HemRgrec mediada por HemKago en estas condiciones
experimentales. Segln estudios previos, el DBD del RR*, o bien, de ADP>*, puede asistir a la
actividad fosfatasa de HQs de la familia HisKA; no obstante, no se observd actividad fosfatasa de
HemKagso sobre P~HemRr, tanto en ausencia como presencia (ver Figura 49C) de ADP.

303

Consistente con lo observado para otras HQs>"?, no se detectd actividad fosfotransferasa reversa

desde P*HemR hacia HemK en ningun caso.
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Figura 49. (A) Autofosforilacion de HemKaso (panel izquierdo) y la variante sin actividad fosfatasa HemKaso, 1024 (panel
derecho), incubados con 5 mM ATP y 10 mM MgClz en los tiempos indicados. (B) Fosfotransferencia de P~HemKaso
(panel izquierdo) y P~“HemKaso 11024 (panel derecho) hacia HemRgec en presencia de 5 mM ATP y 10 mM MgCl.. En
ambos geles se sembré P~HemRrec como referencia de migracidn. (C) Desfosforilaciéon de P~HemRrec (paneles
izquierdo y central) y P*HemR full length (P~HemR¢.; panel derecho) mediada por HemKaso 0 HemKasgo, 11024 cuando
se indica. En el gel correspondiente al panel izquierdo se sembré HemKaso como referencia de migracidn; nétese que
HemRFL y HemKago migran a la misma altura del gel. Todos los experimentos se realizaron por duplicado, y se

muestran en la Figura geles representativos de cada experimento.

En suma, los resultados obtenidos mediante PhosTag-SDS-PAGE sugieren fuertemente que
HemKago, una variante de HemK que consta Unicamente de su mddulo catalitico (es decir, sin sus
dominios periplasmico y transmembrana), se encuentra “atrapada” en el estado quinasa (i. e.,

autoquinasa y fosfotransferasa), constitutivamente activo. Integrando estos datos con lo
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observado en cultivos de L. biflexa mediante PhosTag-SDS-PAGE + Western blot, en donde se
observd actividad fosfatasa de HemK sobre HemR en presencia de 5ALA (ver Figura 39), es posible
anticipar un rol importante del dominio periplasmico y/o transmembrana de HemK para la
transicién hacia el estado apagado, es decir, su actividad fosfatasa, gatillado por la presencia de

5ALA.

En este Objetivo Especifico, estaba previsto obtener las estructuras cristalogrdficas de HemK
recombinante en complejo con HemR. Sin embargo, luego de un extenso esfuerzo de rastreo de
condiciones de cristalogénesis, no se lograron obtener cristales de HemKaso sola, ni en complejo
con HemR o HemRgec. Para estos ensayos se utilizaron las proteinas recombinantes puras,
lanzando rastreos con >500 condiciones (kits comerciales NeXtal DWBlock JCSG Core I-1V Suites®
y PEG Suite® (Qiagen), y Crystal Screens 1-2® (Hampton Research), en el formato de difusion de
vapor en gota sentada. Los ensayos se condujeron en placas CrystalQuick® (Greiner) de 96 pocillos
con asistencia de una plataforma robdtica Honeybee963® (Digilab) para el dispensado (300 nL
proteina + 300 nL reservorio en la gota, con 90ulL de cada licor madre en el reservorio). Las placas
se incubaron a 20 °C y 4 °C, con visualizacion periddica utilizando un sistema semi-automdtico de

toma de fotos (CrysCam®, Art Robbins).
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Objetivo Especifico 3: caracterizacion estructural preliminar de HemX, una proteina codificada
en las proximidades del operén hemKR en L. biflexa.

Analisis in silico de la estructura primaria de HemX

El andlisis de caracteristicas bioquimicas y biofisicas predichas a partir de la secuencia
aminoacidica de HemX (Figura 50), empleando el software XtalPred, reveld la presencia de un
péptido sefial N-terminal; dichos motivos son importantes para determinar la localizacion
subcelular, traslocacion al periplasma o exportacién de las proteinas. Un analisis mas profundo
utilizando el software SignalP indicé que la maquinaria mas probablemente involucrada en el
procesamiento del péptido sefial es la del tipo Sec, y el sitio de corte mas probable del péptido
sefial es la Gly21 (Figura 51). Teniendo en cuenta estas predicciones, es que decidimos subclonar
el marco abierto de lectura codificante de HemX en el vector de expresion pQE80L truncando los
21 aminodcidos del extremo N-terminal, y generando el plasmido pQE80L_HemXaz21. Ademas, se
subcloné otra variante de HemX, truncando 54 aminodcidos del extremo N-terminal, apuntando
a evitar posibles regiones que, si bien no estdn predichas como desordenadas, tampoco se

predice una estructura secundaria clara. Asi, se generd el plasmido pQE80L_HemXasa.

1...%...1@8....%...28....%...3@....%...48....%...53....%,..88....%...78....%,..88....%...98....%. . 1@@
MEDGTLVSEL AL GSLESUSEGAI ETDIDYNYEY EKNGPYTKF SDWVPYKLHKWE PKYLEDFYELYNLKQHYNDNELRENIYWLKTALNKRFRHPKHALCE
T L e I e L I T 1 T e L I T L1 P - |- IR e < 1
TKTEQEYYKYRMNLMFMAINIQIMRSYMRIASKFDKRHVY FYNLOFAHE LKESFGVAESFYKEAT PY WEK AR EY ADKANEVPVDLOLGTIETERYQIVTGE
- L D - R i | PP e L
LDFGOIIETHLDORLDGKKKIVSEYLAKYPEADAKALDLIDR

Figura 50. Prediccion de estructuras secundarias de HemX mediante el software XtalPred. En naranja se resalta el
péptido sefial predicho por SignalP. Se indica en subrayado regiones desordenadas, en rojo regiones predichas como

a-hélices, y en azul regiones predichas como laminas B.
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Figura 51. Detalle de la prediccidn del péptido sefial mediante el software SignalP. El eje de ordenadas indica la
probabilidad de que un residuo de la secuencia proteica forme parte de un péptido sefal. Los cddigos de colores de
las lineas corresponden a los distintos tipos de sistemas de secrecion (esquina superior derecha) que mas
probablemente participen en el procesamiento (traslocacion y clivaje) del péptido sefial (lineas sélidas) y el sitio de

clivaje (linea punteada).

Produccidn y purificacion de HemX recombinante

En primer lugar, se expres6 HemXaz1 recombinante usando la cepa de E. coli TOP10F, e
induciendo con 0,1 6 1 mM IPTG a 30 2C por 6 h. Los extractos totales y solubles de las bacterias
inducidas y no inducidas se analizaron por SDS-PAGE (Figura 52A). El andlisis mostré que HemXaz1
se expresa mayoritariamente de forma insoluble, indistintamente de la concentracién empleada
del inductor, dado que no se observé la banda correspondiente a HemXa21 en los extractos
solubles. No obstante, se observd fortuitamente la aparicion de una banda de menor masa
molecular aparente en los extractos solubles, que no esta presente en el extracto de bacterias
no inducidas con IPTG: esto sugirié fuertemente que la banda corresponde a una forma clivada
de HemX. Es por esto que se realizd espectrometria de masa de dicha banda, y se confirmé que

efectivamente se trata de HemX clivada en su extremo N-terminal (Figura 52B).

Teniendo en cuenta estos resultados, y apuntando a tener mayor rendimiento soluble de

proteina recombinante, se procedié a hacer un ensayo de expresion de la construccion HemXasa
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en la cepa de E. coli TOP10F’, induciendo con 1 mM IPTG a 20, 30 y 37 2C por 14, 6 y 3 h,
respectivamente. Los extractos totales y solubles de las bacterias inducidas y no inducidas se
analizaron por SDS-PAGE (Figura 53). El analisis mostré que HemXasa se expresé de forma soluble
en todas las condiciones testeadas. Sin embargo, en estos casos también se observo la aparicidon
de una banda de menor peso molecular aparente, correspondiente a HemX clivada. Es asi que,
para la produccién y purificacion a gran escala de HemXasa recombinante, se eligié la condiciéon
en donde se observd la menor proporcion de proteina recombinante inespecificamente clivada

respecto a no clivada, es decir, induciendo con 1 mM IPTG a 37 2C por 3 h.

En el primer paso de purificacidn, el extracto soluble de bacterias inducidas se sometié a
cromatografia de afinidad a niquel inmovilizado. Notablemente, luego de pasar la muestra por la
columna, se observé que ésta ultima torné a un color violeta (Figura 54A). La coloracién violeta
desaparecio luego de eluir la proteina adsorbida a la columna. El espectro obtenido tras la
cromatografia de afinidad a niquel de extractos solubles de E. coli con HemXasa recombinante

sobreexpresada mostré dos picos: un pico de elucidon temprana (1) y otro de elucién tardia (2),
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Figura 52. (A) Analisis por SDS-PAGE 12% de la expresién de HemXa2: recombinante. Se indican los carriles
correspondientes a muestras de las bacterias no inducidas (NI), inducidas (I) con 0,1 6 1 mM IPTG, y la fraccion
soluble (S) de las muestras inducidas. MPM: marcador de peso molecular en kDa. (B) Identificacién y confirmacién
por espectrometria de masa de la identidad de HemXa21 clivada inespecificamente hacia el extremo N-terminal. Los

péptidos identificados mediante la técnica se indican en rojo.
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Figura 53. Analisis por SDS-PAGE 12% de la expresion de HemXass recombinante. Se indican los carriles
correspondientes a muestras de las bacterias no inducidas (NI), inducidas (I) con IPTG 0,1 6 1 mM, y la fraccion
soluble (S) de las muestras inducidas, a diferentes temperaturas de induccién. MPM: marcador de peso molecular

en kDa.
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Figura 54. (A) Coloracién violeta en la columna de niquel luego de pasar el extracto soluble de E. coli con HemXasa
recombinante sobreexpresada. (B) Cromatograma obtenido para la cromatografia de afinidad a niquel del extracto
soluble de E. coli con HemXasa recombinante sobreexpresada. En negro se muestra el espectro de absorcion a 280
nm (Abs2g0) y en rojo el gradiente de buffer de elucién empleado (%B). (C) Analisis por SDS-PAGE 12% de los pasos
de purificacion, corte del 6xHisTag con proteasa TEV y dialisis de los picos 1y 2 obtenidos en (B). MPM: marcador

de peso molecular en kDa.
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en los cuales se obtuvieron 4 y 14 mg de proteina por litro de cultivo, respectivamente (Figura
54B). Las eluciones correspondientes a los picos obtenidos se sometieron a didlisis en presencia
de la proteasa TEV. El analisis por SDS-PAGE de alicuotas tomadas en cada paso experimental
(Figura 54C) mostré que el pico 1, correspondiente a la elucion temprana de HemXasa, eluyé con
impurezas y en bajas cantidades. Por otra parte, HemXasa presente en el pico 2, de elucién tardia,
presentd mayor cantidad y grado de pureza de proteina recombinante comparado a lo observado
en el pico 1. El analisis por gel mostrd que se clivd exitosamente el 6xHisTag N-terminal de
HemXass, y la segunda cromatografia de afinidad, posterior a la didlisis y clivado, resulté en la
elucién de HemXasa soluble y en cantidad suficiente para afrontar el paso final de cromatografia
por exclusion molecular. Cabe destacar que la elucién de la segunda cromatografia por afinidad

presentd trazas de la proteasa TEV, que coeluyd con HemXasa sin el 6xHisTag.

El especto obtenido tras el paso final de purificacidn por gel filtracién mostré dos picos de elucion
temprana minoritarios, y un tercer pico de elucién tardia mayoritario (Figura 55A). El andlisis por
SDS-PAGE de los picos obtenidos mostrd que el pico 1 consistié en una especie oligomérica de
HemXasa; el pico 2 correspondié a trazas de la proteasa TEV que coeluyeron; y el pico 3
mayoritario al monédmero de HemXasa (Figura 55B). El rendimiento final obtenido de HemXasa fue
muy bajo, puesto que una fraccion importante de la proteina precipitd durante el paso final de

concentracion.
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Figura 55. Cromatograma correspondiente a la cromatografia de exclusion molecular de HemKass recombinante
posterior a la cromatografia de afinidad, corte de 6xHisTag con proteasa TEV y dialisis. (B) Analisis por SDS-PAGE
12% de los pasos de purificacién y dialisis, y de los picos A, By C obtenidos en (A). MPM: marcador de peso molecular

en kDa.
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Estructura tridimensional de HemX predicha con Alphafold2

Empleando el software PyMOL, se analizo la estructura tridimensional predicha por Alphafold2
(Figura 56A). En primer lugar, se observo una region N-terminal correspondiente al péptido sefial
de 21 AAs, seguido por una region desordenada de 33 AAs aproximadamente, consistente con el
rationale de las construcciones HemXaz1 Yy HemXasa. Esta regidn intrinsecamente desordenada
(RID), que se extiende hasta el residuo Asn72 (a excepcién de dos estructuras secundarias en
forma de a-hélice que se predicen entre los residuos Phe42 y Trp45, y los residuos Leu57 y
Leub4), presentd niveles bajos de profundidad de secuencias en los alineamientos multiples de
secuencia, asi como de scores pLDDT, pardmetro importante para estimar la confiabilidad de la
predicciéon estructural (Figura 56B). No obstante, las RIDs son dificiles de modelar
estructuralmente debido a su propia naturaleza desordenada, por lo que podria tratarse de una
auténtica RID, para las que es esperable que los niveles de pLDDT sean bajos. Por otra parte,
hacia el C-terminal de la Asn72, la estructura predicha para HemX presentd altos valores de
cobertura de secuencia y de pLDDT, indicando que el modelo obtenido por Alphafold2 es fiable,
y probablemente represente fielmente la estructura nativa de HemX. El hecho de haber
observado clivaje inespecifico del extremo N-terminal de HemX recombinante al
sobreexpresarla, contribuye a la nocién de que efectivamente se trata de una RID, que son
motivos mds propensos a la protedlisis*®*. Notablemente, al realizar un alineamiento de las
secuencias aminoacidicas de ortélogos de HemX en Leptospira spp., se observé que esta RID se
encuentra altamente conservada (Figuras Suplementarias 1 y 2), sugiriendo una importancia

funcional de esta regidon en HemX.

HemX poseeria 5 a-hélices (ver Figura 52): las a-hélices 1 (de Asp73 a Asn88), 2 (Glu104-Phel133),
3 (Ala146-Glul79) y 5 (Phe203-Lys227) se disponen en forma de haz, mientras que la a-hélice 4
(Thr188-Thr198), de menor longitud, se dispone de modo aproximadamente perpendicular a
dicho haz. Asimismo, existirian 2 bucles relativamente largos conectando las a-hélices 1y 2 (bucle
1, de Lys89 a Thr103), y las a-hélices 2 y 3 (bucle 2, Asp134-Phe145), y 2 bucles de menor longitud
entre las a-hélices 3y 4 (bucle 3, Val180-Gly187),y 4 y 5 (bucle 4, Gly199-Asp202). En el extremo
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C-terminal de HemX, entre los residuos Tyr228 y Arg241, habria una regién parcialmente
desestructurada, en donde se predice la formacidn de estructuras secundarias en a-hélice entre

los residuos Phe229 y Ala231, y los residuos Ala235 y Asp240.

C-term

N-term

Secuencia

sefal ¢
§ <

|
Regidn intrinsecamente desordenada

Figura 56. (A) Estructura de HemX predicha por el software Alphafold2. El gradiente de colores indica extremo N-
terminal (azul) y C-terminal (rojo). Se indican los nombres de las a-héices (“a”), el péptido sefial N-terminal (PS,
coloreado en blanco) y la regién intrinsecamente desordenada (RID). (B) Fidelidad de la prediccion estructural de
HemX coloreada de acuerdo con el indice pLDDT. El gradiente de colores va de mayor fiabilidad (azul) a menor

fiabilidad de prediccidn (rojo).

Anadlisis de la estructura y plegamiento de HemX: inspeccion preliminar de posibles funciones

HemX se encuentra codificada en la proximidad del operon hemKR en L. biflexa, y como se
menciond previamente, es posible que HemX se encuentre funcionalmente vinculada a HemKR.
Es por esto que se analizaron propiedades fisicoquimicas de HemX como la densidad neta de
cargas electrostaticas en la superficie accesible al solvente, y la presencia de cavidades o huecos
gue puedan estar vinculadas a interacciones con otras moléculas (Figura 57). El analisis mostré
la presencia de dos concavidades claramente distinguibles, una formada por la disposicién de las

a-hélices 1,2y 3, y laregiéon C-terminal parcialmente desestructurada (ver Figura 57, concavidad
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1), y otra formada por la disposicion de las a-hélices 2, 4 y 5 (ver Figura 57, concavidad 2). La
superficie de la concavidad 1 se encuentra rodeada de cargas electrostaticas positivas derivadas
de residuos de lisina y arginina de las a-hélices 1, 2 y 3; y cargas negativas derivadas de residuos
de glutamato y aspartato correspondientes a la regién C-terminal. La superficie de la concavidad
2 presenta mayoritariamente carga neutra, sin embargo, se rodea de cargas electrostaticas
positivas derivadas de lisinas y argininas de las a-hélices 1, 2 y 3 (al igual que la concavidad 1), y
de cargas negativas derivadas de residuos de glutamato y aspartato de los bucles 1y 3, y del

extremo N-terminal de la a-hélice 2.

\ 902

Concavidad
2

Figura 57. Densidad neta de cargas electrostaticas en la superficie de HemX accesible al solvente. En rojo y azul se

indican parches con carga negativa y positiva, respectivamente.

Para analizar el tipo de plegamiento que presenta HemX, se utilizd el software DALI, que a partir
de la informacion estructural del archivo .pdb generado por Alphafold, realiza una busqueda en
la base de datos de proteinas con plegamiento similar. Una vez obtenida la lista de hits,
observamos que habia dos proteinas depositadas en la base de datos que cumplian con un
criterio arbitrariamente establecido para identificar aquellas con plegamientos similares a HemX
(Tabla 22): ambas proteinas presentan estructuras compuestas por a-hélices y un plegamiento
del tipo 14-3-3 (PDB: 2VOP y 2BTP)305306 que suelen cumplir funciones de interaccion

proteina:proteina o péptido:proteina. Es importante destacar que en ambos casos la identidad
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de secuencia con HemX fue muy baja; sin embargo, la identidad estructural indicada por el

parametro rmsd, de 3.6y 3.0 A respectivamente, indicé que HemX es estructuralmente similar al

menos a una region de estas proteinas. La existencia de plegamientos similares entre proteinas

de secuencias aminoacidicas muy distintas ha sido reportada exhaustivamente3®’.

Tabla 22. Primeros 15 hits obtenidos para el tipo de plegamiento de HemX mediante el servidor DALI En negrita se

indican las proteinas depositadas en la base de datos PDB que cumplieron con los criterios designados

arbitrariamente (Z-score mayor a 7, rmsd menor a 4 A). En italica se indican proteinas que si bien no cumplieron con

la totalidad de estos criterios, presentaron rmsd ligeramente mayor (entre 4 y 6 A) y/o se cubrié un porcentaje de

alineamiento de secuencia (%align) mayor a 50 %. %align es resultado de la divisién entre longitud de alineamiento

(lali) y numero total de residuos de la cadena (nres). %id: porcentaje de identidad de secuencia.

Descripcién (PDB) PDB ID- rm;sd

Rank Cadena Z-score (A) lali nres  %align %id
NUCLEAR IMPORT ADAPTOR,
NRO1 1 3msv-A 9 4.2 115 352 32.7 12
HYPOTHETICAL PROTEIN 2 4i17-A 8.4 9.8 129 224 57.6 9
BRO1 DOMAIN-CONTAINING
PROTEIN BROX 3 3zxp-A 8 15.8 156 394 39.6 10
TYPE 2A PHOSPHATASE-
ASSOCIATED PROTEIN 42 4 2v0p-A 7.8 3 127 219 58.0 6
AF4/FMR2 FAMILY MEMBER 4 5 6kn5-A 7.7 5.1 119 225 52.9 7
IMMUNOGLOBULIN-BINDING
PROTEIN 1 6 4iyp-A 7.6 4.6 130 205 63.4 10
SEC72 7 5l0w-B 7.4 9.9 111 209 53.1 11
MITOCHONDRIAL IMPORT
RECEPTOR SUBUNIT TOM70 8 7dhg-C 7.3 8.8 105 470 223 15
PUTATIVE PEPTIDYLPROLYL
ISOMERASE 9 3rkv-A 7.3 5.5 107 147 72.8 12
14-3-3 PROTEIN TAU 10 2btp-A 7.3 3.6 112 248 45.2 5
G-PROTEIN-SIGNALING
MODULATOR 2, AFADIN 11 5a6¢c-B 7.2 9.9 117 369 31.7 8
HYPOTHETICAL PROTEIN 12 2hr2-B 7.2 4.8 105 157 66.9 11
DNA-DEPENDENT PROT KINASE
CATALYTIC SUBUNIT 13 7k10-A 7.2 19.2 145 1259 11.5 6
COP9 SIGNALOSOME COMPLEX
SUBUNIT 2,ENDOLYSIN; 14 6a73-A 7.2 10.2 111 290 38.3 8
HSP70/HSP90 CO-CHAPERONE
CNS1; 15 6hft-A 7.1 7.9 113 312 36.2 11
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Cabe destacar que hubo cinco hits adicionales (PDB IDs: 3MSV308; 6KN53%; 4]YP319; 3RKV, Osipiuk
et al. a ser publicado; 2HR2, JCSG, a ser publicado) que no cumplieron con este criterio
establecido, sin embargo presentaron un rmsd sélo ligeramente mayor a 4 A, y el analisis cubrié
un porcentaje de secuencia mayor al 50%. Asimismo, estos cinco hits presentaron los porcentajes
de identidad de secuencia mas altos relativos a los otros hits cuyos rmsd fueron menores a 6 A.
Estas proteinas presentan todas ellas un plegamiento conformado Unicamente por a-hélices, y
al menos tres de éstas establecen interacciones proteina:proteina. Es importante notar que en
proteinas relativamente pequefas conformadas exclusivamente por a-hélices, las busquedas de
similitud estructural son mds desafiantes, pues hay mayor probabilidad de encontrar falsos

positivos en cualquier estructura andloga con dominios a-helicoidales.

Analizando la secuencia aminoacidica de HemX, una caracteristica notable es la gran cantidad de
residuos aromaticos (i. e., tirosinas, triptofanos y fenilalaninas) presentes, que componen el
~17% del total de AAs. Como referencia, la frecuencia esperada para Tyr+Trp+Phe es de ~8.2%
analizando miles de secuencias proteicas al azar (https://proteopedia.org/wiki/index.php/
Amino_acid_composition). Asimismo, el alineamiento de secuencias indicé que estos residuos
aromaticos estan muy conservados entre los ortdlogos de HemX en Leptospira spp. (Figura
Suplementaria 1). Hipotetizamos que dichos residuos aromaticos cumplen un rol importante en
HemX, ya sea funcional o estructural. Se ha propuesto que el apilamiento de residuos aromaticos
puede ser importante para transferir o canalizar electrones en el interior de proteinas (i. e.,
electron hopping o hole hopping)??>3'1, El andlisis estructural mediante PyMOL mostré que la
gran mayoria de los residuos aromaticos de HemX se encuentran en las a-hélices 1, 2y 3, e
interesantemente, apilados entre si. Utilizando el software eMAP, se logré identificar posibles
rutas de transferencia electrénica mediada por tirosinas, triptéfanos, fenilalaninas y/o histidinas
gue se encuentran cercanas entre si. Mas especificamente, el software identificéd un canal de
electrones cuyo origen o fuente (i. e. “source”) es la Tyr238, con destino o blanco (i. e. “target”)
la Tyr81; asimismo, ambos residuos se predicen como expuestos al solvente (Figura 58). La
Tyr238 se encuentra en el entorno de la concavidad 1, al C-terminal de la a-hélice 5, rodeado de

una regién de carga electrostatica de superficie
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Figura 58. Ruta de electrones predicha por el software eMap. En cian se indica el residuo “source” (Y228), donde se
origina la ruta de electrones, mientras que en amarillo el residuo “target” (Y81), al cual se canalizan los electrones.
Los residuos en recuadro corresponden a residuos expuestos al solvente, mientras que los residuos en elipse
corresponden a residuos del nucleo hidrofdbico. El inset muestra la ubicacién de los residuos aromaticos que forman

parte del tunel de electrones en HemX. La flecha amarilla indica la ruta de electrones predicha.

mayoritariamente negativa; la Tyr81 se encuentra en la a-hélice 2, cerca de la RID N-terminal. La
ruta identificada para la canalizacion de los electrones entre “source” y “target” se compone de

los AAs aromaticos conservados identificados anteriormente formando un tunel central, que
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canalizan electrones desde la Tyr228 hacia la Tyr81. Dado que hipotetizamos que HemX tiene un
rol estructural o funcional vinculado al de HemKR, un sistema que participa en la regulacion del
metabolismo de hemo y la homeostasis de hierro -intimamente ligados al metabolismo redox y
control del estrés oxidativo-, la presencia de un “canal” de electrones en HemX es intrigante a

propdsito de la(s) funcion(es) que cumple esta proteina en Leptospira spp.
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DISCUSION

L. biflexa AHemKR crece en ausencia de hemo o acido 5-aminolevulinico

El andlisis comparativo del crecimiento de L. biflexa salvaje y AHemKR realizado en este trabajo,
mostrd resultados que no coinciden con datos previamente reportados por colaboradores
nuestros®®. A la luz de los resultados obtenidos aqui, podemos concluir que AHemKR no es
auxoétrofa para 5ALA o hemina: el crecimiento de AHemKR comparado al de las bacterias salvajes
fue muy similar, indistintamente de la presencia de 5ALA o hemina en el medio de cultivo EMJH.
Entendemos que las diferencias fenotipicas observadas inicialmente en este trabajo se deben al
uso de kanamicina en los cultivos de AHemKR. Si bien esta posibilidad no se considerd en un
principio, puesto que atribuiamos ese comportamiento al requerimiento de AHemKR de
incorporar 5ALA exdgeno en fases tempranas de crecimiento, los nuevos resultados indican que
el retardo en la fase de lag de crecimiento se debe probablemente a la necesidad de AHemKR de
expresar el cassette de resistencia a kanamicina en fases tempranas de crecimiento, para poder
crecer en presencia de este compuesto. En este contexto de presencia de antibiético, no queda
claro por qué se observa un retardo mayor en la fase lag del crecimiento de cultivos de AHemKR
en ausencia de 5ALA, comparado a los cultivos de AHemKR suplementados con este compuesto:
especulamos que esto puede deberse a las propiedades antioxidantes del S5ALA, que
contrarrestaria un posible efecto oxidativo de la kanamicina (Dr. Samuel Garcia Huete y Dra.
Nadia Benaroudj, Unidad de Biologia de Espiroquetas, IP Paris, comunicacién personal).
Asimismo, se observd que en aquellos cultivos suplementados con 5ALA, la DOs maxima
alcanzada es mayor que en cultivos sin suplementar con 5ALA. Esto es debido a la acumulacion
extracelular de metabolitos relacionados con hemo, que presentan un maximo de absorbancia a
405 nm (i. e., banda de Soret), solapandose parcialmente con aquel empleado para medir el
crecimiento de Leptospira®®®. Esta sobreestimacion artefactual de la densidad dptica podria
evitarse midiendo crecimiento de cultivos a través de conteo de bacterias en camara de
Neubauer; no obstante, la motilidad de estas bacterias dificulta el conteo celular, haciéndolo

poco preciso. Estudios previos han analizado crecimiento de especies patdgenas de Leptospira
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spp. mediante una combinacién de conteo de bacterias y medida de absorbancia a 260 nm, una

longitud de onda no solapante con la banda de Soret3*2,

Con el fin de intentar explicar la discrepancia entre los resultados obtenidos previamente, en
donde se observé que las bacterias AHemKR no crecen en ausencia de 5ALA o hemina®®, es
posible especular con que las bacterias mutantes se adaptaron a la ausencia de estos
suplementos mediante mecanismos moleculares que alin no conocemos. Se puede plantear un
paralelismo con lo que ocurre con L. biflexa en presencia de espectinomicina, en donde ciertas
mutaciones permiten que las bacterias se adapten a la presencia del antibidtico en el cultivo y
puedan eventualmente crecer de forma exponencial en presencia de éste3%2, Los sistemas de
sefializacion en todos los organismos, incluidos las bacterias, establecen redes complejas y
sinérgicas; en este contexto, la ausencia de crecimiento ocasionada por la pérdida de
funcionalidad del sistema HemKR podria haber sido rescatado por mutaciones pleiotrdpicas, que
les permitan a las bacterias alcanzar la homeostasis a través del establecimiento de nuevas redes
fisiolégicas y moleculares. Recientemente nuestro colaborador de la Unidad de Biologia de
Espiroquetas (Institut Pasteur Paris), el Dr. Mathieu Picardeau, obtuvo la secuencia completa de
los genomas de las bacterias AHemKR originalmente empleadas por Louvel y colaboradores, asi
como aquellas empleadas en este trabajo. Los resultados comparativos mostraron sélo 7
polimorfismos de un solo nucledtido entre salvaje y mutante. Resta por hacer una evaluacién
detallada de dichas mutaciones, para analizar si éstas se encuentran afectando genes con
funciones anotadas ligadas al metabolismo de hemo, o bien, en regiones regulatorias de dichos
genes. Otro aspecto que no podemos aun descartar como potencial base de explicacion para el
fenotipo auxdtrofo/protétrofo, deriva del hecho que en el reporte anterior?>® sélo se contaba
con los mutantes knockout simples (afectando a la quinasa hemK, o independientemente al
regulador de respuesta hemR), mientras que ahora enfocamos nuestro analisis en la cepa doble
mutante hemKR'. Si bien no pareciera ser una causa suficiente para explicar los resultados
divergentes, es un aspecto que no fue directamente ensayado y que queda como perspectiva

futura.
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El acido 5-aminolevulinico gatilla el apagado de HemK

La homeostasis del hemo estd estrechamente vinculada a la del hierro, debido a que el hemo une
hierro como cofactor para ejercer sus funciones celulares. Ademas, el hemo funciona como un
almacenador intracelular del metal. Previamente se identific6 a HemKR como un sistema
importante en la regulacion de la expresién de genes involucrados en el metabolismo de
hemo?>%261, Hasta ahora, no se conocia la sefial o sefiales ya sean ambientales o intracelulares
detectadas por HemK, quien en ultima instancia es quien dicta el estado de activacién de HemR.
Mediante distintas técnicas, en este trabajo se evaluaron sefiales hipotéticas que HemK podria
detectar, determinando consecuentemente el estado de fosforilacion de HemR y su asociacién o
disociacion de los sitios de unidn del regulador a las regiones promotoras del ADN de genes diana.
Recordemos que HemR fosforilado es capax de unirse a la caja HemR guiando al sistema HemKkR
a su estado encendido; mientras que cuando HemR es desfosforilado, tiende a disociarse del ADN
llevando al sistema a su estado apagado. En primer lugar, se planted una estrategia en la cual
esperabamos ver que, ante presencia de una sefial detectada por HemKR, se observara una
respuesta transcripcional de dichos genes en bacterias salvajes, pero no en las AHemKR,
indicando regulacion HemKR-dependiente. El hecho que L. biflexa AHemKR es capaz de crecer en
ausencia de 5ALA nos permitio evaluar la expresion génica ante la incubacidon con 5ALA como
candidato a sefial, en cultivos crecidos hasta fase exponencial media en medio EMJH estandar.
Sabemos que 5ALA es un sustrato comprometido hacia la biosintesis de porfirinas, incluyendo
hemo, con lo que su presencia puede asimilarse a un “potencial de biosintesis” alto para hemo.
Esa revision inicial del fenotipo de AHemKR fue entonces crucial para el desarrollo de este
trabajo, pues como se demostrd, el 5ALA es una sefal que, directa o indirectamente, gatilla el
apagado de la actividad quinasa de HemK, regulando de esta manera el estado de fosforilacién

de HemR.

Mediante PCR en tiempo real, se analizd la respuesta transcripcional de los genes hemA
(vinculado a la biosintesis de hemo) y hmuO (vinculado al catabolismo de hemo), que presentan

261 en funcidn de la presencia de posibles sefiales detectadas

una caja HemR en sus promotores
por HemK. En condiciones estandar de cultivo, L. biflexa salvaje y AHemKR no mostraron

diferencias significativas en la expresion génica de hemA, pero si de hmuO, cuya expresion estd
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aumentada en AHemKR. Al incubar cultivos de L. biflexa salvajes y AHemKR con 5ALA se observé
una clara dependencia de HemKR en la regulacion de la expresién génica de hemA (y también
hmuO), en donde al incubar con 5ALA en cultivos de L. biflexa salvaje hubo una represion de la
expresion de hemA y un aumento en la expresion de hmuO, mientras que no se observaron
diferencias en su expresién en cultivos de AHemKR tratados con 5ALA relativos a cultivos AHemKR
sin tratar. Esto apoya lo descrito previamente, de que HemR es un regulador transcripcional dual
de los genes vinculados al metabolismo del hemo?®?, y sugiere fuertemente que el S5ALA es una
sefial detectada por HemKR induciendo el apagado de la via; esto es, la desfosforilacién de HemR

mediante actividad fosfatasa de HemK.

Por otra parte, mediante ARN-Seq se observd la respuesta transcriptémica, global, de L. biflexa
salvaje y AHemKR en presencia de S5ALA. La respuesta de L. biflexa en este contexto es
mayormente dependiente de la sefializacion mediada por HemKR. Asimismo, se observé que el
gen exbB1, también con una caja HemR en su sitio promotor, es efectivamente diferencialmente
regulado en bacterias salvajes en comparaciéon con AHemKR, efecto que antes habia sido sélo
predicho?®l. P~HemR activa la transcripcién de exbB1. En fin, este trabajo permitié a su vez
identificar un gen adicional, LEPBla3432, diferencialmente expresado en bacterias AHemKR (mas
especificamente, sobreexpresado en el mutante), que presenta una caja HemR en el sitio
promotor del operdn que conforma, aunque no habia sido identificado antes. Como se menciond
previamente, LEPBla3432 codifica para una proteina con homologia a un receptor/transportador
TonB-dependiente de hemo/sideréforos. En suma, los resultados derivados de los analisis
transcripcionales van en linea con la hipdtesis de que el 5ALA es efectivamente una sefal que
gatilla el apagado de HemKR, resultando en la activacidn de la expresion de genes catabdlicos de
hemo (i. e., liberacién de hierro al citosol) y disminucién en la expresién génica de genes de
biosintesis de hemo, de un gen codificante para un sistema de provisidon energética para la
adquisicion de moléculas y de otro gen que puede estar codificando un sistema de importacion

de hemo.

En cuanto a la evaluacién de exceso o deficiencia de hierro como posible senal detectada por
HemkK, se observé que ante la presencia de DIP, un quelante de hierro (i. e., sefial de deplecidn

de hierro), existe una dependencia al menos parcial de HemKR en la regulacién transcripcional:
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notablemente, en bacterias AHemKR tratadas con DIP se destacé el aumento en la expresion del
gen hemA, en contraste a la disminucidn de dicho gen observada en bacterias salvajes en
presencia de la sefal. Asimismo, se observé un aumento notorio en la expresién del gen
LEPBIa3432 en esta condicidn, relativo a lo que ocurre en L. biflexa salvaje tratada con DIP. Esto
sugiere que el promotor de hemA y LEPBIa3432 en L. biflexa es controlado de forma sinérgica
por otros reguladores que responden a hierro y/u otras sefiales (como, por ejemplo,
intermediarios de la biosintesis de hemo, incluyendo al hemo propiamente dicho). Estos
resultados van en la direcciéon de que HemR, si bien es activador transcripcional de la expresién
génica de hemA y LEPBla3432, juega también un rol como regulador negativo de otros
reguladores sinérgicos de estos genes en condiciones de deficiencia de hierro ambiental, y lo
hace independientemente de su estado de fosforilacidn. La regulacidn sinérgica de la expresion
génica de hemA fue previamente reportada para otras bacterias®'33%¢, En suma, los resultados
obtenidos mediante analisis transcripcionales sugieren un rol -al menos parcial- de HemKR tanto
en la deteccién de hierro y 5ALA, como en la subsecuente regulacion de la expresion del gen

codificante de enzimas biosintéticas de hemo y de HmuO en L. biflexa.

La extracciéon de ARN de L. biflexa salvaje tratada con exceso de hierro como sefial fue
problematica; por lo que se analizd la expresién génica a través de una técnica alternativa,
empleando GFP como gen reportero. Para esto, se utilizd una herramienta desarrollada por otros
laboratorios, en donde se trabajé con un plasmido replicativo en L. biflexa con un inserto de GFP
ingenierizado para la obtencidn de buena relacién sefial/ruido en cultivos de este género de
bacterias. Los resultados obtenidos no mostraron diferencias significativas en expresion de hemA
al incubar cultivos de L. biflexa salvaje y AHemKR con 2 mM FeSQyg, sugiriendo que la adicion de
hierro no es una senal que regule el encendido de HemKR. Asimismo, se avanzd en la
optimizacién de una técnica directa de analisis de la regulacién de la actividad de HemKR,
Phostag-SDS-PAGE + Western blot anti-HemR, en donde fue posible observar la fosforilacion de
HemR en extractos totales de proteina derivados de cultivos de L. biflexa. Los resultados
obtenidos para la adicidon/deplecién de hierro no mostraron diferencias significativas en los
niveles de fosforilacion de HemR comparado a cultivos sin tratar, contribuyendo a la conclusion

de que el hierro no es una sefial detectada por HemKR. No obstante, es llamativo el hecho de
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que, al realizar extraccion de ARN de cultivos de L. biflexa salvajes tratados con exceso de hierro,
se haya observado de forma reproducible la precipitacidn de un pellet de color amarillo durante
el procedimiento -mds precisamente, en el paso de precipitacion de acidos nucleicos con
isopropanol- que no se observd al realizar el mismo tratamiento con cultivos de L. biflexa
AHemKR. Este comportamiento, si bien impidié el andlisis transcripcional comparativo de los
cultivos salvajes vs AHemKR en presencia de un exceso de hierro, va en la direccion de que HemKR
tiene un rol al menos parcial o indirecto en el mantenimiento de la homeostasis de hierro, tal
como lo sugieren los resultados de expresién génica obtenidos al incubar cultivos con sefial de

deplecion de hierro, discutidos previamente.

La evaluacion directa del estado de fosforilacion de HemR en L. biflexa salvaje tratadas con 5ALA
mostré desfosforilacién casi completa luego de incubadas con el metabolito. Este resultado
confirmé que efectivamente el 5ALA es una sefial que gatilla el apagado de HemKR. Cuando se
incubd con 5ALA cultivos de un conjugante de AHemKR complementado con HemR y una variante
de HemK que carece de actividad fosfatasa, no se observé desfosforilacion significativa de HemR,
indicando que es la actividad fosfatasa de HemK quien inactiva a HemR a partir de la deteccién
de 5ALA. No obstante, no podemos descartar que los intermediarios de la via de biosintesis de
hemo, o bien, hemo propiamente dicho, sean de hecho las sefiales especificas (y no 5ALA), o
bien, senales adicionales detectadas por HemK. Aunque en principio puede parecer poco
probable desde el punto de vista biolégico que una bacteria de vida libre se encuentre con hemo
ambiental, se ha descrito que el microambiente de raices de plantas leguminosas pueden ser una
rica fuente de hemo o sus intermediarios3!’. El 5ALA, una molécula soluble, puede encontrarse
presente en el suelo producto de la biosintesis y transporte al medio extracelular a partir de
microorganismos que residen en estos ambientes3'8320. Asi como el 5ALA extracelular puede
jugar roles sefializadores relevantes3?!, serd importante evaluar si las leptospiras son capaces de
secretar 5ALA, y participar de la senalizacidon bacteriana en el contexto de la formacién de
biofilms3227324, Asimismo, se apuntard a identificar importadores de SALA en Leptospira, que
hasta ahora para este género de bacterias no han sido descritos en las bases de datos ni en la
bibliografia. Asimismo, serd importante analizar si es efectivamente el 5ALA quien, directamente,

se une y enciende la actividad autoquinasa de HemK. Para ello, una posibilidad es reconstituir a
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HemK en liposomas y evaluar su actividad autoquinasa (e. g., empleando [y-3?P]ATP y analizando
por autorradiografia) en ausencia o presencia tanto de 5ALA como de otros candidatos a sefial (i.
e., hemo o porfirinas relacionadas), como ha sido realizado previamente para otras HQs*®3?°, Una
ventaja del sistema de liposomas es su simplicidad, dado que Unicamente se trabaja con la HQ
de estudio y con las sefiales que se quieren evaluar, por lo que estos experimentos permitirian

obtener conclusiones que complementarian las obtenidas en el presente trabajo.

Ante lo observado en este trabajo, se pueden formular dos hipétesis: (i) un mecanismo del tipo
“feedback” negativo, en el que un intermediario de la biosintesis, o bien el producto final hemo,
sea de hecho la sefial detectada por HemKR, resultando en su apagado y en la represion de la
transcripciéon de los genes codificantes de dichas enzimas; o (ii) un mecanismo del tipo
“feedforward” negativo, en el que el 5ALA esta siendo, por un lado, procesado por la maquinaria
enzimatica “housekeeping” de biosintesis de hemo, al mismo tiempo que por el otro lado estd
siendo detectado por HemKR, apagdndose y de esa manera reprimiendo la transcripciéon (y
traduccidn) de mayor cantidad de enzimas biosintéticas, que sintetizan no sélo 5ALA con un costo
energético importante para la bacteria, sino una mayor cantidad de hemo que resulta toxico para

la bacteria.

La respuesta de HemR contribuye a la regulacion de la homeostasis de hierro/hemo

En el contexto bioldgico, el apagado de HemKR ante la presencia de 5ALA apuntaria a conservar
energiay recursos celulares: en Leptospira, el 5ALA intracelular es sintetizado a partir de glutamil-
ARNt, a expensas de ATP y poder reductor. Desde el punto de vista transcripcional, la deteccién
de 5ALA induce una disminucion de la transcripcidn de los genes codificantes para las enzimas
biosintéticas de hemo; desde el punto de vista enzimatico, se observa que al agregar 5ALA a los
cultivos de L. biflexa, la biosintesis de hemo aumenta tal como sugieren los analisis espectrales
de los sobrenadantes de cultivos. Un corolario de esta observacidon es que HemB, la enzima que
emplea 5ALA como sustrato, es activada por este ultimo mediante un mecanismo de activacién
por sustrato (lo mismo ocurriria con las enzimas rio abajo y cada uno de sus sustratos -i. e., los

intermediarios de la biosintesis de hemo-).
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Dos resultados interesantes observados en cultivos de bacterias AHemKR son: (i) una mayor
tolerancia a la deficiencia de hierro extracelular comparada con L. biflexa salvaje; y (ii) el aumento
en la secrecidn de porfirinas al medio extracelular; mecanismo que se exhacerba en presencia de
S5ALA tanto en salvajes como mutantes, y en presencia de DIP sélo en AHemKR. Los datos
obtenidos mediante ARN-seq no mostraron cambios significativos en la expresidon de genes que

codifican homdlogos de Fur?>?

en bacterias AHemKR relativo a salvajes, sugiriendo que la
ausencia/inactivacion de HemR es importante para la regulacion de la tolerancia a ambientes
deficientes de hierro. En este contexto, el aumento en la expresiéon de hmuO, y en la actividad
enzimatica de HmuO, demostrados en este trabajo, resulta importante para entender lo
observado en cultivos. Asimismo, en AHemKR se observé un aumento en la expresion de un gen
homdlogo a FecA, un importador de dicitrato férrico extracelular. Consecuentemente, esto
permite que bacterias AHemKR crezcan en condiciones de bajo hierro biodisponible, en un
contexto en el cual se adquiere mayor cantidad de hierro desde el medio extracelular, al mismo
tiempo que hay hierro que se libera desde el almacenaje mediado por el hemo, resultando asi en
un aumento en su concentracion libre intracelular. No se han descrito hasta ahora cajas Fur
candnicas en Leptospira®>?, por lo que no es posible por ahora evaluar comparativamente la
expresion de genes controlados por homélogos de Fur, lo cual daria una idea preliminar de los
niveles de hierro intracelular en las bacterias sometidas al andlisis de este trabajo. Cuando las
bacterias se enfrentan a ambientes de escaso hierro biodisponible, el mecanismo molecular
intracelular por el cual se prioriza el uso de hierro Iabil para los sistemas proteicos de crecimiento
y division celular se denomina “iron sparing”; este concepto puede ser importante en la interfaz
hospedero-patégeno, en donde el hospedero activa mecanismos moleculares de secuestro de
hierro para impedir el crecimiento del patégeno®2326, Se puede especular que el apagado de
HemR conduzca a una respuesta que favorezca la utilizacién de hierro como cofactor de dichos
sistemas de crecimiento y divisién celular, explicando asi las diferencias de crecimiento entre
AHemKR vy salvajes en contexto de hierro ambiental limitante. A modo de perspectiva, serd
importante evaluar el comportamiento de los cultivos de L. biflexa salvaje en presencia de 5ALA

y DIP, o en otras palabras, apagar a HemKR en un contexto de deficiencia de hierro: el resultado
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esperado es que las bacterias salvajes puedan crecer en estas condiciones, similar a lo que ocurre

con cultivos AHemKR en presencia de DIP.

El aumento en la excrecidn de porfirinas observado en AHemKR es un resultado intrigante y aln
no del todo entendido; es notable que ante la ausencia/apagado de HemKR, la bacteria deba
exportar moléculas esenciales para sobrevivir. Debido a que un exceso de hemo/hierro citosélico
es toxico para la bacteria'®®'8, proponemos que la excrecidon de porfirinas hacia el medio
extracelular apunta a mantener la tolerancia al estrés oxidativo, y que HemKR juega un rol
importante en el mecanismo molecular subyacente. Es tentador especular con tres posibles
explicaciones: (i) que es el aumento en el pool de hierro libre intracelular el que esta vinculado a
ello, de modo de disminuir la toxicidad resultado del catabolismo de hemo y de la importacion
de hierro, potencialmente dafiino debido a la reaccién de Fenton: el aumento de hierro libre
resulta en un aumento en la concentracién de especies reactivas del O, las cuales pueden
reaccionar con hierro, hemo o intermediarios del hemo; (ii) que la secrecion de porfirinas esté
vinculada a reducir la reactividad del hemo ante un aumento en la tensién de CO, también
producto de la actividad hemo-oxigenasa; (iii) las porfirinas por si mismas, por cierto, también
son fuente de dafo oxidativo si se encuentran en exceso; de hecho, se observé que la incubacion
con DIP -el cual bloquea la reaccién de Fenton®- en cultivos AHemKR, resulta por un lado en el
aumento en la expresion de genes de la biosintesis de hemo, y por otro, en un aumento
significativo en la secrecién de porfirinas al medio extracelular. Cabe sefialar en este punto que
L. biflexa es mas sensible al dafio ocasionado por H,0; debido a una menor actividad catalasa en
estas bacterias?*>327:328; sj por algiin motivo el bloqueo de la reaccién de Fenton resulta en un
aumento téxico de la concentraciéon de H202 (dado que el Fe?* libre ya no puede reaccionar y
transformar el H,0, en OH" y OH'), entonces la exportacién de porfirinas en el contexto de
incubacién con DIP apuntaria a evitar que las mismas reaccionen de manera indeseada con H;0;.
Como perspectiva, serd importante evaluar curvas de crecimiento de L. biflexa salvaje y AHemKR
en presencia de distintas concentraciones de H;0,. Resumiendo, AHemKR, si bien mas tolerante
a la falta de hierro extracelular, es por otra parte mas sensible al estrés oxidativo, y que la

excrecion de porfirinas esta vinculada a la proteccion de estas bacterias al dafio oxidativo.
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Es curioso que tanto en el contexto AHemKR como en presencia de 5ALA, en donde en ambos se
observé un aumento de porfirinas extracelulares, también se haya observado -paraddjicamente-
un aumento en la expresion génica de importadores de hemo, mas precisamente de un
homégolo de hemT. Para resolver esta aparente paradoja, es aqui donde puede entrar en juego
la importancia del sistema ExbBD-TonB, transcripcionalmente controlado por HemR: tanto en el
contexto AHemKR como en presencia de 5ALA se observé una disminucidn en la expresién génica
de exbB1. Es posible especular que al disminuir la transcripcion (y, por tanto, la traduccién) de
los genes codificantes del complejo ExbBD, los sistemas de importacion de hemo (entre otros)
cuenten con menos energia para el importe activo de hemo. Un claro candidato a ser el sistema
de importe de hemo asociado a LEPBIa01489 es la proteina codificada por el gen LEPBla3432, que
también presenta una caja HemR en su promotor como se menciond anteriormente, y presenta
homologia a un receptor/transportador de hemo. Se necesitara de un estudio mas dedicado para
evaluar si (i) LEPBla3432 efectivamente codifica para un sistema de importacion de hemo vy (ii) si
ExbB1 codificada por LEPBIa0149 forma parte del sistema especifico que provee de energia a
LEPBIa3432. Cabe notar que rio arriba del gen codificante de exbB1 en L. biflexa, esta anotado
un gen (LEPBIa0150) con alta homologia a una PUP con un posible sitio de unién a hemo. Su
cercania con exbB1 (LEPBIa0149) sugiere que LEPBIa0150 puede codificar para una proteina que

podria ser el sistema de transporte de hemo asociado a este complejo ExbBD-TonB.

En cuanto a qué tipo de porfirina es la que se acumula en el medio extracelular, hipotetizamos
gue los candidatos son (i) hemo, en caso de que LEPBIa3432 sea efectivamente un sistema de
importacion de hemo que estd siendo desregulado (i. e., expresién génica reprimida) en el
contexto de presencia de 5ALA ambiental; (ii) porfirinas precursoras de hemo, e. g. PPIX, que en
solucién presenta una coloracidon similar al hemo?°®; no obstante, dado que en AHemKR se
observd que la expresiéon génica de hemH (LEPBla1164, codificante de la ferroquelatasa y no
regulado por el mismo promotor que el operén hemACBLENG) es mayor que aquella de los genes
hemACBLENG (ver Anexo), se puede especular con un escenario en el cual la HemH catalizara
rapidamente la unién del hierro a la PPIX para producir hemo (ver Figura 7), por tanto la hipdtesis
de que estas porfirinas extracelulares sean precursores de hemo es menos probable.

Alternativamente, (ii) intermediarios catabdlicos del hemo, que presentan espectros con ligeras
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diferencias respecto a aquellos del hemo y sus precursores3?. Estos Ultimos se encuentran
mayoritariamente en complejo con la HmuO intracelular pero al ser inestables son transitorios,
por tanto, este escenario también es menos probable; el paso limitante del catabolismo de hemo
mediado por HmuO cuando la biliverdina-reductasa esta ausente -tal como es el caso en
Leptospira-, es la disociacién de la interaccion entre biliverdina (ya sin hierro unido) y la HmuQ3%°,
Como perspectiva, se puede realizar cromatografia liquida de alta presion combinada con
espectrometria de masa (LC/MS/MS)33 para confirmar que las porfirinas que estan siendo
secretadas y detectadas espectroscépicamente a ~405 y ~670 nm son efectivamente hemo y
biliverdina, respectivamente. También se avanzard en la identificacion de transportadores

vinculados al eflujo de hemo y porfirinas relacionadas en Leptospira, hasta ahora desconocidos.

La Figura 59 resume un modelo esquematico de la seializacién mediada por HemKR en presencia
de 5ALA, que contribuye a la regulacidon de la homeostasis de hierro y hemo en L. biflexa. Como
perspectiva, serd importante repetir los ensayos realizados en este trabajo pero esta vez con un
organismo modelo patégeno como L. interrogans para confirmar que la sefializacién mediada
por HemKR, caracterizada en este trabajo, es similar en dicho contexto; cabe recordar que en
Leptospiras patdgenas, las cajas HemR se encuentran en los sitios promotores de los genes
ortélogos de hemA y hmu0?%' y que HmuO es un factor de virulencia documentado en estas
especies?*®. Proponemos que, en el contexto del hospedero, el apagado de HemKR gatillado por
la presencia de 5ALA o porfirinas (i. e., PPIX, hemo...) que circulen en el torrente sanguineo de
mamiferos, resultaria en un fenotipo mas tolerante a ciertas condiciones que impone el ambiente
interno del hospedero a nivel molecular, por ejemplo, el secuestro del hierro biodisponible para

el crecimiento y colonizaciéon del patdgeno bacteriano.

HemKaso recombinante se encuentra “atrapada” en un estado funcional constitutivamente
activo

Habiéndose optimizado la produccién y purificaciéon de variantes de HemK y HemR
recombinantes, se procedid al analisis enzimatico de las mismas mediante PhosTag-SDS-PAGE.

Estos ensayos permitieron confirmar que tanto HemKagso como HemKaso,t1024 presentan actividad
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autoquinasa en presencia de ATP, y también actividad fosfotransferasa sobre HemR y HemRgec.
Asimismo, tanto HemKago como para HemKago,r1024 N0 se observd actividad fosfatasa al incubar

con P*HemR 6 P*HemRgec. El hecho de que HemKago no presenta actividad fosfatasa sugiere que
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Figura 59. Modelo esquematico del efecto del 5ALA en el apagado de HemKR. Las flechas punteadas verdes marcan
la ruta que sigue la sefializacion mediada por HemKR: 5ALA induce, directa o indirectamente, la desfosforilacion de
P~HemR a través de HemK, gatillando efectos transcripcionales sobre varios genes/operones relacionados a la
homeostasis de hierro (Fe) y hemo, resultando en el catabolismo de hemo, liberacién de hierro hacia el citosol y

exportacion de porfirinas al medio extracelular en Leptospira. Figura realizada mediante el software BioRender.

el dominio periplasmico/transmembrana de HemK es esencial para su actividad fosfatasa.
Efectivamente, los experimentos posteriores en donde se observé actividad fosfatasa de HemK
in vivo van precisamente en este sentido. Se ha documentado que la estabilizacion de estos

dominios esta correlacionada con el estado fosfatasa de las HQs, debido a la rigidificacidon
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estructural que esto produce, limitando los movimientos conformacionales requeridos para el
estado autoquinasa/fosfotransferasa®®#’°8, La ausencia de este dominio podria generar la
desregulacién de la actividad de HemKago, “trancando” a esta variante en la actividad
autoquinasa/fosfotransferasa. Estos comportamientos se han visto en otras HQs de la familia
HisKA; por ejemplo, en la HQ ThkA de Thermotoga maritima se observé que la delecion del
dominio PAS (hacia el N-terminal del DHp) resulta en una disminucién de la actividad fosfatasa,
sin alterar significativamente las actividades autoquinasa/fosfotrasferasa?®. Asimismo, una
variante de la HQ CpxA, que carece del dominio sensor peripldasmico, es constitutivamente
activa®®. En este contexto, hay mucho que investigar aun sobre dindmicas conformacionales de
la familia HisKA. En DesK fue posible atrapar a la HQ en estados funcionales discretos*”:%° debido
a que se realizaron mutaciones de forma dirigida sobre la hélice S, apuntando a estabilizar o
desestabilizar el coiled-coil. En otras HQs se agregaron dominios que consisten en coiled-coils
muy estables como por ejemplo tipo cierre de leucinas, para “atrapar” el dominio DHp en fases
determinadas, de forma de regular el grado de exposiciéon de la His fosforilable para recibir el
fosforilo desde un dominio ABD cargado con ATP; sin embargo, en estos trabajos se evalud
principalmente actividad autoquinasa’®33!, En HemK, no se predice una estructura de hélice S
gue pueda establecer interacciones que resulten en la formacién de un coiled-coil. Esto ultimo
va en la direccién de que HemK puede que sea una quinasa constitutivamente activa, con un
dominio periplasmico/transmembrana que es esencial para su actividad fosfatasa. En suma, la
conformacion constitutivamente activa de HemKaso puede deberse a que la falta de dominio
peripldasmico/transmembrana desplaza el equilibrio conformacional hacia el estado

autoquinasa/fosfotransferasa.

El estado funcional de los SDCs es dictado por la HQ. Nuestro laboratorio (durante mi trabajo de
Maestria) y colaboradores propusimos que los equilibrios conformacionales, la geometria de los
sitios activos y la oligomerizacion del RR gatillada por la HQ son los principales mecanismos que
aseguran la eficiencia y direccionalidad de la transmisién de la sefial desde médulos sensores
hacia mddulos efectores?”/42°8-60.303 En DesK, perteneciente a la familia HisKA_3, se observé una
rotacion que esconde la His fosforilable hacia el interior del haz de hélices del dominio DHp

durante la actividad fosfatasa de la HQ sobre P~DesR, evitando asi ciclos futiles de
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fosforilacion*”4%80, En esta direccidn, se ha reportado que en la familia HisKA_3, la His fosforilable
no juega un rol importante en la activdad fosfatasa; sin embargo, no esta del todo claro si dicha
His participa del mecanismo catalitico de fosfatasa en la familia HisKA3°. Se ha propuesto que la
His fosforilable en los estados encendido y apagado de la HQ EnvZ, perteneciente a HiskA,
presenta configuraciones diferenciales en estos dos estados funcionales discretos332. De
cualquier manera, resta arrojar luz sobre como las HQ de la familia HisKA regulan alostéricamente
esta configuracidn diferencial entre actividades quinasa y fosfatasa. Se requieren mas estructuras

3D experimentales de HQs HisKA “trancadas” en distintos estados funcionales®.

No podemos descartar que la ausencia de actividad fosfatasa de HemKago sea producto de su
inestabilidad en solucion. En este sentido, el hecho de que la variante constitutivamente activa
HemKaso_T1024 Sea mds estable puede indicar que la ausencia de Thr102, un residuo esencial para
la actividad fosfatasa de esta familia de HQs, favorece las dindmicas conformacionales vy
estabilidad proteica de una variante constitutivamente activa. Cabe agregar que todos los
ortélogos de HemK en leptospiras, tanto sapréfitas como patdgenas, presentan esta Thr
conservada, indicativo de su importancia funcional. Como perspectiva, se podria evaluar una
variante de HemKaso en donde se realice mutagénesis del residuo Glu99 por alanina (o por
glutamina, para usar una sustitucion isostérica: a sabiendas que el Glu ejerce su funciéon como
acido/base, protonando/desprotonando la His fosforilable para modular su nucleofilicidad, clave

en la reaccidon de autofosforilacién con ATP)3®.

El andlisis de termoestabilidad permitié profundizar en la busqueda de condiciones en la cual las
variantes de HemK se encuentren mas estables en solucién. Se confirmd que HemKaso 1024 €S
termodindmicamente mas estable que HemKaso, y que la incubaciéon con ATP resulta en un
aumento en la termoestabilidad de ambas variantes. Adicionalmente, la incubacién con el
ligando ADP también resulté en un aumento en la termoestabilidad de HemKago, aunque menor
qgue si se empleara ATP. No se observaron diferencias significativas en termoestabilidad en
presencia de AMPPCP, un andlogo no hidrolizable de ATP. Se observé también que la
concentracion de amortiguador Tris es importante para la estabilidad de HemKaso incubada con
sus distintos ligandos. Los resultados obtenidos permiten sugerir fuertemente que la

fosforilacién estabiliza a HemKago. Adicionalmente, la variante HemKaso,r1024, generado para
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apuntar a la obtencién de una variante sin actividad fosfatasa (o en otras palabras, una variante
“trancada” en el estado autoquinasa/fosfotransferasa), es mas estable que HemKasgo. En suma, lo
observado tras el anadlisis de termoestabilidad, sumado al comportamiento de las distintas
variantes de HemK en la purificacién, sugieren que aquellas condiciones que favorecen el estado
encendido de HemKaso, ya sea mediante incubacidn con ATP o bien mutando el residuo Thr102,
resultan en proteina termodinamicamente mads estable. Por otra parte, valiéndonos de los
analisis de termoestabilidad, se logré optimizar el protocolo de purificacion de HemR, que nos
permitid identificar una condicién en la cual se evit6 el clivaje inespecifico en la purificacién: se
observé que a mayor fuerza idnica, mayor es la estabilidad térmica de HemR. El aumento en la
concentracion de NaCl en el buffer empleado para el paso de gel filtracién resulté en picos no
solapados en el espectro obtenido tras la purificaciéon, y la obtencion de HemR recombinante

homogénea.

Durante este trabajo, se intentaron generar cristales del complejo HemK:HemR para derivar
explicaciones moleculares en la transmisién de informacion, en especial considerando que hay
aun varias preguntas abiertas para las HQs de la familia HisKA (como es HemK). Como
perspectiva, una opcidn interesante a explorar seria co-expresar HemKaso,t1024 Y HemRgec en E.
coli, de manera similar a lo que se hizo para la determinacién estructural de complejos
DesK:DesR, en donde se co-expresé a DesK recombinante junto con un exceso de DesR
recombinante sobreexpresado para desplazar el equilibrio hacia la formacidon de complejo,
eventualmente permitiendo la purificacion del complejo DesK:DesR y posterior
cristalogénesis®’#%®0, Una segunda alternativa consiste en realizar mutaciones sobre HemK y/o
HemR a modo de generar variantes que resulten en la formacién de un complejo estable. En este
contexto, la determinacidn estructural del complejo HemKaso t1024:HemRRgec aparece como la mas
factible entre las distintas variantes, dado que HemKaso 1024 se purifica en mayor cantidad y es
mas estable que HemKago. Cabe destacar que la estructura tridimensional de HemRgec ha sido
previamente resuelta por nuestro laboratorio?®!. El andlisis de coevolucién de residuos
covariantes entre HemK y HemR mediante herramientas bioinformaticas, sumado al modelado

in silico del complejo HemK:HemR utilizando los conocimientos que ya se tienen acerca de sus
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estructuras, puede aportar informacién util en la ingenieria de estas proteinas apuntando a

generar un complejo HQ:RR estabilizado.

é¢HemX esta funcionalmente vinculada a la via HemKR?

En Leptospira spp., el gen hemX codifica para una proteina de funcidn hasta ahora desconocida.
En la especie sapréfita L. biflexa, hemX se encuentra codificada 48 pb rio abajo de la regién
codificante de hemKR, sugiriendo que HemX podria estar vinculada funcionalmente al sistema
HemKR. La organizacién génica de hemKR y hemX en especies saproéfitas de Leptospira spp. es
similar a lo observado para otros operones de SDCs donde genes adicionales codifican para
proteinas auxiliares que actian como reguladores de la actividad del SDC préximo. Ante las
evidencias obtenidas para la funcion de HemKR, que regula transcripcionalmente el metabolismo
de hemo y la homeostasis del hierro, resulta atractiva la posibilidad de que HemX, directa o
indirectamente, esté implicada en la biologia del hemo o del hierro (por ejemplo, debido a su
vinculo con la biologia redox). Cabe agregar que, en especies patégenas, los genes hemKR se
relocalizaron mediante transposicidon dentro del operdn de biosintesis de hemo, quedando hemX
en su locus original, quizas introduciendo variaciones a una relacién funcional entre HemKR y
HemX comparando con especies sapréfitas. En este momento, nos encontramos colaborando
con el Dr. Samuel Garcia-Huete, de la Unidad de Biologia de Espiroquetas del Institut Pasteur
Paris, quien realizé andlisis de filogenia preliminares de HemX que sugieren fuertemente que
HemX es funcionalmente importante, dado que fue probablemente adquirida por la ultima
Leptospira ancestral (Figura Suplementaria 2), y estd particularmente conservada a nivel de
secuencia en todo el género. Estamos realizando andlisis de coevolucidn con todas las secuencias
disponibles de HemX y HemK, para identificar residuos candidato que covarien. En caso de
encontrar residuos covariantes entre HemX y el dominio periplasmico de HemK, puede sugerir
gue exista una interaccién entre ambas proteinas que tenga relevancia bioldgica, por ejemplo,
gue HemX sea el sensor del sistema HemKR y que sefiales determinadas (probablemente 5ALA,
como se desarrolld en esta Tesis) regulen su capacidad de interaccién con HemkK, y por tanto, la

actividad de ésta ultima. Previamente se menciond al SDC CpxAR como un sistema
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estructuralmente similar a HemKR; es importante resaltar que la actividad de la HQ CpxA es
modulada a través de la proteina peripldsmica CpxP, quien actlia como sensora de la via: cuando
CpxP interacciona con el dominio peripldsmico de CpxA, ésta ultima se encuentra en estado
apagado. CpxAR se enciende en el contexto de estrés de envoltura celular, en donde circundan
moléculas mal plegadas de las subunidades PapE de los pili en el periplasma. La unién de PapE a
CpxP induce alostéricamente su disociacién del dominio periplasmico de CpxA’®. Dado que HemK
depende de su dominio periplasmico/transmembrana para su actividad fosfatasa, es posible

hipotetizar que HemX cumpla un rol andlogo al de CpxP en L. biflexa.

Se produjo y purific6 HemX recombinante, con el fin de analizar estructural y funcionalmente
esta proteina, y poder evaluar experimentalmente su posible interaccion con HemK. Similar a la
purificacién de HemK (ver Objetivo Especifico 2), se obtuvieron buenos rendimientos de HemX
en el ultimo paso de cromatografia; sin embargo, el paso de concentrado de HemX mediante
centrifugacién resulté en precipitacién de la mayor parte de la proteina recombinante. Cabe
recordar que se observd que HemX recombinante se cliva en el extremo N-terminal
desordenado; ahora con un mayor conocimiento de la estructura de HemX, como perspectiva se
realizard mutagénesis truncando el extremo N-terminal hasta el residuo de Asn72, para eliminar
la RID que puede estar dificultando la obtencién de proteina estable en las condiciones
empleadas de purificacion. No obstante, se logré observar algunos comportamientos de la
proteina que permiten especular sobre sus posibles funciones. Notablemente, al realizar
cromatografia de afinidad a Ni%* se observé un cambio de color de la columna de celeste (color
del Ni** a pH 8) a violeta. En general al adherir proteinas recombinantes, las columnas de niquel
tornan a un color blanco/amarillento o no cambian de color. Este cambio de coloracién sugiere
(i) la presencia de un cofactor unido a HemX, proveniente de su produccién en la bacteria E. coli;
o (ii) algun tipo de reaccién de oxido-reduccién; por ejemplo, el niquel torna a color violeta en
presencia del agente reductor DTT. Los cofactores que producen cambio de color son usualmente
metales o estdn conjugados a metales!®18 Esto es en principio consistente con la hipdtesis
funcional de HemX, potencialmente ligada a transporte de electrones y biologia redox,

previamente mencionada.
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El desarrollo de la herramienta bioinformatica Alphafold2 nos permitié predecir la estructura
tridimensional de HemX con alta fiabilidad; dado que la estructura de una proteina estd
intimamente ligada a su funcion, el modelo de HemX contribuye al entendimiento de su funcidn
en Leptospira spp. El analisis estructural de HemX, junto con las superposiciones estructurales
obtenidas empleando el servidor DALI, permitié hipotetizar sobre la relacién entre el tipo de
plegamiento que presenta y su posible funcion. Como se mencioné anteriormente, el
plegamiento del tipo 14-3-3 es comun en proteinas que interactian con péptidos o con otras
proteinas, debido a que la disposicidn particular de las a-hélices en este tipo de plegamiento
genera una concavidad que permitiria dicha interaccién. Adicionalmente, la prediccion de la
estructura de HemX establecen que ésta presenta una RID que se extiende aproximadamente 77
AAs desde su extremo N-terminal, siendo los primeros 20 AAs un péptido sefial, probablemente
involucrado en la traslocacion de HemX hacia el periplasma333. En las ultimas décadas, las RIDs
han sido interesantes objetos de estudio en el campo de la biologia estructural, y consisten en
regiones que carecen de estructuracidon secundaria pero que cumplen importantes funciones
bioldgicas®3#33>, rompiendo con el paradigma de que es necesaria una estructura terciaria
plegada para la funcionalidad de una proteina. En este contexto, es posible que la RID de HemX
cumpla un rol en su funcionalidad, por ejemplo, en la unién de un ligando o en la interaccién con
otras biomoléculas, e incluso, modulando intramolecularmente la dindmica conformacional de
HemX. El alineamiento de secuencias aminoacidicas de ortdlogos de HemX en Leptospira spp.
mostré alto grado de conservacion de secuencia de la RID (ver Figuras Suplementarias 1y 2),

contribuyendo a la hipétesis de que esta regidn es funcionalmente importante para HemxX.

HemX presenta un porcentaje inusualmente alto de residuos aromaticos. El analisis estructural
in silico revelé que la mayoria de éstos se apilan entre si en el nucleo de la proteina, y el servidor
eMAP predijo un posible canal de electrones que se establece entre la Tyr228 y la Tyr81.
Curiosamente, la Tyr228 se ubica expuesta al solvente, enfrentando a la regidon C-terminal
parcialmente desestructurada y de carga electrostatica negativa, mientras que la Tyr81 se ubica
enfrentando a la region N-terminal de HemX, mas precisamente a la RID, rodeada de cargas
electrostaticas positivas. El tunel central de residuos aromaticos en HemX también se rodea de

cargas positivas, sugiriendo que dichas cargas podrian jugar un rol como “aislante” del canal de
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electrones. Como ya se menciond, un rol de HemX en la oxido-reduccién de componentes
peripldsmicos seria consistente con lo observado experimentalmente. En los Ultimos afios, se han
reportado trabajos en donde se hipotetiza un rol de los residuos aromaticos en la canalizaciéon
hacia la superficie de los electrones derivados de sitios cataliticos que generan intermediaros
altamente reactivos. Los tuneles de residuos aromaticos funcionarian en este contexto como
canales de electrones, por ejemplo, como “cafos de escape” de electrones reactivos, evitando el
dafio oxidativo de la proteina??33!, La eyeccidon de dichos electrones hacia la superficie sugiere
la presencia de “scavengers” adicionales que puedan utilizarlos. En este contexto, es posible que
HemX sea el scavenger propiamente dicho, facilitando la canalizacion de electrones derivados de
radicales libres, hacia aceptores por ahora desconocidos que interaccionarian, por ejemplo, a
nivel de la RID de la proteina. Asimismo, en el periplasma de especies patdgenas de Leptospira
no se han identificado hasta ahora proteinas tipicamente involucradas en la tolerancia al estrés
oxidativo, e. g. superdxido-dismutasas, por lo que no estd del todo claro qué proteina(s)
participan y cdmo se da la tolerancia al estrés oxidativo ocasionado por O;”; similarmente, L.
biflexa es significativamente mas sensible al estrés oxidativo ocasionado por H20,3?73?8, sumando
interrogantes adicionales de cdmo se regula la homeostasis del H20, en saprofitas336. No
descartamos entonces que HemX participe de la tolerancia al estrés oxidativo a nivel del
periplasma. Alternativamente, es posible hipotetizar un modelo mecanistico de HemX en el cual
un cofactor metalico o conjugado a metal, en estado reducido, interacciona con el parche
electrostdtico negativo que rodea a la Tyr228. Alli los electrones son canalizados via el tunel
central de residuos aromaticos hacia la Tyr81, quien reducird un ligando oxidado -probablemente
un péptido o proteina- que se une a la RID, asistido por la concavidad 1 (ver Figura 57) quien

podria también participar de dicha interaccién.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla Suplementaria 1 (contintia en siguiente pagina). Secuencias de oligonucledtidos.

Mutagénesis para generar HemKago, 1024

HemK_T102A_Fw CTCACGAGATGAAAGCGCCTATCGCCAGCTTAC
HemK_Rev CATGTGACCTCGTTCAAACTCAG

Confirmacidn de genotipos de L. biflexa salvaje y hemKR

F1 GAGATTTCGTCGAAGTTCAAAGTTG

R1 CTGAAATGGTTTTGGCTTGGCG

F2 GGAGCGGAATTGGACTTTATATTGTG

R2 GAAATTGTTTTGGCCCACTCTACAC

F3 GAAGGATCCATCCGAAATGTAAGG

R3 CAAGCACCGAGAGAAACCGAAAAC

F4 GTTTCGGAGTATTTGGCAAAGTAC

R4 CCGATGACACAGATAGTCTCATC

KanaR_Fw CCGCTGCGTAAAAGATACG

KanaR_Rev CATACCACTTGTCCGCCC

PCR en tiempo real

hemA_Fw CCTTGATACAGCTCCCATC

hemA_Rev GCAAACTTGTCAAAGGAC

hmuO_Fw CTTGCGGTCTACCGAGTGATG

hmuO_Rev CTCGAAATAAACTGGGGAAG

rpoB_Fw GAACTGGTATGGAAGCTC

rpoB_Rev CAAACACCTGTTGCATCCAC

Clonado de construcciones reporteras en pRAT724

rrnDt_PhemA_Fw GGATCCGGTACCACTAGTCGTGTGCATAGTATTCACCAG
PhemA_GFPenh_Rev GCTCGCCCGGGCTCGACATACAATTATTCTATCAAATAC
rrnDt_PhmuO_Fw GGATCCGGTACCACTAGTCGGATACCTTCCGTAAAGTGG
PhmuO_GFPenh_Rev GCTCGCCCGGGCTCGACATATATGACACTACCCTGAC

Clonado de construcciones para ensayos de complementacion en pMAORI
HemR_pMAORI_Fw CCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGATGAAACCAAGAATTTTACTCGTAGAAG
HemR_pMAORI_Rev GTGGGAATATGCTATACGGATTTGCCTCATACCAAGGGTTGAAGAGG
PHemkr_PMAORI_Fw CCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAGTGTTCGATTCCTTGGTCTACTG
PHemkr_PMAORI_Rev CTTCTACGAGTAAAATTCTTGGTTTCATTTTTGCCTCTCAAAACAAGATCAGG
HemK_pMAORI_Fw CCTGATCTTGTTTTGAGAGGCAAAATTGAGAGGATCTGCACAATTTC
HemK_pMAORI_Rev CTTCTACGAGTAAAATTCTTGGTTTCATGTGACCTCGTTCAAACTCAGTTTGAC
Confirmacion de clonado en pRAT724

PRAT_Fw GGCGCCTCCTTTTGATACTG

pRAT_Rev CGGGCAGGATAGGTGAAGTA
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Clonado de hemX en el vector de expresion pQES0L

HemX_A21_Fw CCTGTATTTTCAGGGATCCGGTTCAGCTTGGGAAACAGACATCGATTAC
HemX_A54_Fw CCTGTATTTTCAGGGATCCGGTTCACCCAAATACTTAGAAGATTTTTATG
HemX_Rev CCAAGATCCTTTTTTAAGCTTTTAGCGGTCGATTAAATCGAGG

Tabla Suplementaria 2. p-valores obtenidos tras analisis estadistico de Figura 29. Los indicados con asterisco
representan diferencias estadisticamente significativas (p-valor menor a 0,05). ns: no significativo. Los experimentos

se realizaron en triplicado.

salvaje salvaje AHemKR AHemKR
hemA salvaje + 5ALA +DIP AHemKR + 5ALA + DIP
< 0.0001 < 0.0001 0.0613
salvaje X (****) (****) (ns) 0.0012 (**) 0.0168 (*)
salvaje < 0.0001
+ 5ALA X X 0.8923 (ns) | 0.0267 (*) | 0.0012 (**) (*¥***)
salvaje 0.0009 <0.0001
+ DIP X X X 0.0266 (*) (***) (****)
0.6186
AHemKR X X X X (ns) 0.0159 (*)
AHemKR
+ 5ALA X X X X X 0.0003 (***)
AHemKR
+ DIP X X X X X X
salvaje salvaje AHemKR AHemKR
hmuO salvaje + 5ALA + DIP AHemKR + 5ALA + DIP
< 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
SalvaJe X 00017 (**) (****) (****) (****) (****)
salvaje < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
+ 5 ALA X X (****) (****) (****) (****)
salvaje <0.0001 <0.0001 <0.0001
+ DIP X X X (****) (****) (****)
< 0.0001
AHemKR X X X X 0.1087 (ns) (***)
AHemKR < 0.0001
+ 5ALA X X X X X (***)
AHemKR
+ DIP X X X X X X




Tabla Suplementaria 3. Valores de concentracion de ARN y RIN obtenidos para cada muestra.

Muestra Concentracién (ng/uL) RIN
salvaje sin tratar 1 699 9.3
salvaje sin tratar 2 692 9.2
salvaje sin tratar 3 735 8.9
salvaje sin tratar 4 828 9.1
salvaje + 5ALA 1 711 9.2
salvaje + 5ALA 2 616 8.9
salvaje + 5ALA 3 829 9.1
salvaje + 5ALA 4 22 N/D
salvaje + DIP 1 661 9.1
salvaje + DIP 2 762 8.2
salvaje + DIP 3 127 8

salvaje + DIP 4 729 8.9
AHemKR sin tratar 1 1835 9.5
AHemKR sin tratar 2 2157 9.4
AHemKR sin tratar 3 1573 9.5
AHemKR sin tratar 4 1703 9

AHemKR + 5ALA 1 1516 9.4
AHemKR + 5ALA 2 1146 9.1
AHemKR + 5ALA 3 1054 9.6
AHemKR + 5ALA 4 1003 9.3
AHemKR + DIP 1 606 9.3
AHemKR + DIP 2 1151 8.9
AHemKR + DIP 3 1497 9.5
AHemKR + DIP 4 1278 9.4
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Figura Suplementaria 2. Filogenia y alineamiento de ortélogos de HemX en Leptospira spp. Se indican a la derecha

PS RID

de la imagen los cddigos de color para los distintos aminoacidos y los clados de Leptospira (P1, P2: especies
patdgenas; S1, S2: especies saprofitas). Se indica también la region del marco abierto de lectura correspondiente al
péptido sefial de traslocacion a periplasma (PS) y la region intrinsecamente desordenada (RID). La idea, el
experimento y la Figura fue disefiada y realizada por el Dr. Samuel Garcia-Huete (Unidad de Biologia de Espiroquetas,

Institut Pasteur Paris, Francia; samuel.garcia-huete@pasteur.fr).
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ABREVIACIONES

6xHisTag: etiqueta N-terminal de seis histidinas.
A: Angstrom, unidad de longitud = 10°m
aHemR: anticuerpo primario anti-HemR.

Hg: microgramos = 10° g.

UM: micromolar = 10 M.

uL: microlitros = 10° L.

pum: micrémetros = 10 m.

9C: Celsius, unidad de temperatura.

Ala, A: residuo de alanina.

AcP: acetil-fosfato.

7

(Dominio o cassette) ABC: “ATP-binding cassette”.

ADN: acido desoxirribonucleico.

ADP: adenosin-difosfato.

Ag?*: catién de plata.

5ALA: acido 5-aminolevulinico.

AMPPCP: adenosin-5’-[(B,y)-metileno]trifosfato.
Arg, R: residuo de arginina.

ARN: acido ribonucleico.

ARNm: acido ribonucleico mensajero.
ARNTr: acido ribonucleico ribosomal.
ARNt: acido ribonucleico de transferencia.
Asn, N: residuo de asparagina.

Asp, D: residuo de aspartato.

ATP: adenosina-trifosfato.

bar: unidad de presion.

Cd?*: cation de cadmio.
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Co?*: cation de cobalto.

CO: monoxido de carbono.

Cu?*: cation de cobre.

Cys, C: residuo de cisteina.

Da: Dalton, unidad de peso molecular.
DIP: 2,2’-dipiridilo.

DOaz0: densidad éptica a 420 nm.

DOsoo: densidad dptica a 600 nm.
(Dominio) ABD: “ATP-binding (domain)”.
(Dominio) DHp: “dimerization and histidine phosphotransfer (domain)” .
(Dominio) REC: (dominio) recibidor.
DSF: “differential scanning fluorimetry”.
DTT: ditiotreitol.

EDTA: acido etilendiaminotetraacético.

FC: fold-change, cambio en la expresion relativa de un gen en una condicién experimental
relativo a otra.

Fe?*: catidn ferroso (estado reducido del ion hierro).
Fe3*: catién férrico (estado oxidado del ion hierro).
FeSOa: sulfato ferroso.

g: gramos, unidad de masa.

Gln, Q: residuo de glutamina.

Glu, E: residuo de glutamato.

GFP: “green fluorescent protein”, o proteina fluorescente verde.
GTP: guanosin-trifosfato.

h: horas, unidad de tiempo.

H,0;: perdxido de hidrégeno.

His, H: residuo de histidina.

HQ: histidin-quinasa.
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IAA: iodoacetamida.

IPTG: isopropil-B-D-1-tiogalactopiranédsido.
Kp: constante de disociacidn.

kDa: kiloDalton = 103 Da.

L: litros, unidad de volumen.

Lys, K: residuo de lisina.

m: metros; unidad de longitud.

M: molar; unidad de concentracion.

Mg?*: catidn de magnesio.

MgCly: cloruro de magnesio.

Mn?*: catién de manganeso.

mg: miligramos = 103 g.

mL: mililitros = 103 L.

mM: milimolar = 103 M.

mV: milivoltios = 103 V.

min: minutos, unidad de tiempo.

NaCl: cloruro de sodio.

NADPH: nicotinamida-adenina-dinucledtido-fosfato, estado reducido.
NADP*: nicotinamida-adenina-dinucledtido-fosfato, estado oxidado.
NADH: nicotinamida-adenina-dinucledtido.
NO: éxido nitrico.

Ni2*: cation de niquel.

NiSOg: sulfato de niquel.

0,: oxigeno.

O2: radical libre superéxido.

OH: ion hidroéxido.

OH': radical libre hidroxilo.
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P~: grupo fosforilo; refiere a una proteina fosforilada.
Padj: p-valor ajustado.

PBS: buffer fosfato salino.

pg: picogramos =102 g

Phe, F: residuo de fenilalanina.

PUP: proteina de unién periplasmatica.

RID: regidn intrinsecamente desordenada.

rpm: revoluciones por minuto.

RR: regulador de respuesta.

s: segundos, unidad de tiempo.

SDC: sistema de dos componentes.

SDS-PAGE: “sodium dodecyl sulfate-polyacrilamide gel electrophoresis”.
Ser, S: residuo de serina.

Twm: temperatura de melting.

Tonset: temperatura de onset.

III

TEV: refiere a proteasa del “tobacco etch virus” empleada para clivar el 6xHisTag.
Thr, T: residuo de treonina.

Trp, W: residuo de triptéfano.

Tyr, Y: residuo de tirosina.

U: unidades de actividad enzimatica.

(%) v/v: volumen de soluto en 100 mL de solucion.

x g: “relative centrifugal force” o fuerza centrifuga relativa a la aceleracién gravitatoria. Multiplo
de la aceleracién gravitatoria.

X-Y: refiere al par especifico de reconocimiento entre molécula X y molécula Y.
X:Y: refiere al complejo transitorio que se establece entre una molécula X y una molécula Y
Zn?*: cation de zinc.

ZnCl;: cloruro de zinc.
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