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RESUMEN

Halomonas titanicae KHS3 es una bacteria ambiental que presenta ciertas caracteristicas que la vuelven
biotecnolégicamente interesante, como halotolerancia, capacidad de sintetizar polihidroxialcanoatos y
de metabolizar compuestos xenobidticos.

Con el fin de estudiar a fondo el sistema de quimiotaxis de H. titanicae KHS3 se ha obtenido la
secuencia completa de su genoma, y su andlisis bioinformadtico revel6 que éste contiene dos clusters de
genes tipo quimiotaxis que llamamos chel y che2. El cluster chel posee un conjunto de genes cuya
organizacién y grado de homologia hacen presumir que serian los responsables del comportamiento
quimiotictico convencional de esta bacteria, y el cluster che2 presenta genes con caracteristicas
particulares que lo hacen similar a sistemas no canénicos encargados de funciones alternativas. che2
codifican un solo quimiorreceptor (Htc10), una histidin quinasa (CheA?2), dos proteinas acopladoras
(CheW2 y CheW3), un regulador de respuesta de dominio tinico (CheY?2) y una diguanilato ciclasa con
dominio regulador de respuesta en el extremo amino-terminal (DGC2), y proteinas de adaptacion
(CheR2 y CheB2). Esta tesis aborda el estudio de aspectos bésicos de esta via de sefalizacién (Che2)
codificada en el cluster che2, y para una mejor compresion el trabajo se ha organizado en tres capitulos.

El primer capitulo es una bisqueda de estimulos quimicos de Htc10. Para esto, el dominio de unién
a ligando predicho de este receptor se clond en un vector de expresion que facilité su purificacion. Las
pruebas in vitro realizadas con la proteina recombinante mostraron que ciertos derivados de purina le
otorgan estabilidad térmica, sugiriendo que podrian unirse en sitios especificos. Los ensayos de ITC
confirmaron que hipoxantina y guanina tienen gran afinidad por este dominio, con Kd de 2,5 uM y 7,0
uM, respectivamente. Ademads, mediante cristalografia por difraccion de rayos X se pudo determinar
que tiene una topologia de tipo doble Cache, coincidente con las predicciones informaticas previas, y

que una molécula de hipoxantina o guanina se une al subdominio distal. Ademas, se identificaron los
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residuos involucrados en dicha interaccion, y esa prediccion fue validada por el andlisis de mutantes
especificos.

Por otra parte, en el Capitulo II se puso a prueba la hipétesis de que las dos vias de quimiosensado
de H. titanicae KHS3, Chel y Che2, sefializan de forma independiente. Para ello se realizaron ensayos
de complementacion en cepas de E. coli mutadas en ciertos genes de quimiotaxis con los respectivos
genes homodlogos de H. titanicae KHS3, y se evalud el comportamiento en placas de agar blando o el
patron de metilacién de receptores por western blot. Los resultados mostraron que a diferencia de las
proteinas del sistema Chel, ni CheW2, ni Htc10 ni CheR2 fueron capaces de interactuar con la
maquinaria quimiotactica de E. coli, sugiriendo que esta via ensambla independientemente a los sistemas
candnicos y que no interactia directamente con éstos. Los alineamientos de secuencia permitieron
identificar reemplazos de residuos en las superficies de interaccidn de los complejos de sefializacién que
podrian determinar la especificidad observada.

Finalmente, el Capitulo III incluye un anélisis de los efectos fenotipicos de mutaciones en ciertos
genes de la via Che2 en H. titanicae KHS3. Se generaron alteraciones por delecién de cheB2,
interrupcién de htc10 o sobreexpresion de cheR2, y se evalud la capacidad de formacién de biopeliculas
(por cuantificacién con cristal violeta de la biomasa adherida a microtubos) y la movilidad en medio
liquido (por observacion directa al microscopio y por andlisis en placas de agar blando). Los resultados
muestran que cuando la via estd sobreactivada aumenta la biomasa adherida y disminuye la movilidad,
sugiriendo que el sistema Che2 podria estar implicado en la formacidn de biopeliculas o biofilms. La
reversion parcial del biofilm exacerbado al expresar una fosfodiesterasa exdgena apoya la hipétesis de
que estos efectos se deben a un aumento en la concentracion del mensajero intracelular di-GMPc. La
inspeccion de la morfologia de colonias y macrocolonias en presencia de Rojo Congo indica que las
respuestas rio abajo podria involucrar un aumento en la produccién de exopolisacaridos, consistente con
el sistema similar Wsp de P. aeruginosa.

En resumen, el presente trabajo aporta evidencias de que Che2 forma complejos independientes a
Chel, que hipoxantina y guanina se unen especificamente al dominio sensor periplasmatico de Htc10,
y que alteraciones genéticas en la via Che2 en H. titanicae afectan la formacion de biofilm y la movilidad
celular en medio liquido. Este aporte podria tener implicaciones en la comprensién de la evolucién y la
diversidad de los sistemas de quimiotaxis en diferentes bacterias, y abre las puertas a futuras

caracterizaciones en esta especie con potenciales aplicaciones biotecnoldgicas.
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ABSTRACT

Halomonas titanicae KHS3 is an environmental bacterium with certain characteristics that make it
biotechnologically interesting, such as halotolerance, and the ability to synthesize
polyhydroxyalkanoates and metabolize xenobiotic compounds.

To study the chemotaxis system of H. titanicae KHS3, its complete genome sequence was obtained.
The bioinformatic analysis revealed that it contains two chemotaxis-like gene clusters, which were
called chel and che2. The chel cluster possesses a set of genes whose organization and sequence
homology suggest that they are responsible for the conventional chemotactic behavior of this bacterium,
while the che? cluster presents genes with characteristics that make it similar to non-canonical systems
responsible for alternative functions. The che2 genes encode a single chemoreceptor (Htc10), a histidine
kinase (CheA2), two adaptor proteins (CheW2 and CheW3), a single domain response regulator
(CheY2), a diguanylate cyclase with a response regulator domain at the amino terminus (DGC2), and
adaptation proteins (CheR2 and CheB2). This thesis addresses the study of basic aspects of this signaling
pathway (Che2) encoded in the che? cluster, and for a better understanding the work has been organized
into three chapters.

The first chapter is a search for chemical stimuli of Htc10. For this purpose, the predicted ligand-
binding domain of this receptor was cloned into an expression vector to facilitate its purification. In vitro
tests with the recombinant protein showed that certain purine derivatives confer thermal stability,
suggesting that they could bind at specific sites. ITC assays confirmed that hypoxanthine and guanine
have high affinity for this domain, with Kd of 2.5 uM and 7.0 uM, respectively. In addition, X-ray
diffraction crystallography revealed that it has a double Cache-like topology, consistent with previous
computational predictions, and that a single molecule of hypoxanthine or guanine binds to the distal
subdomain. Residues involved in this interaction were identified, and such prediction was validated

through the analysis of specific mutant proteins.
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On the other hand, Chapter II tested the hypothesis that the two chemosensing pathways of H.
titanicae KHS3, Chel and Che2, signal independently. To do so, complementation assays were
performed in E. coli strains mutated in certain chemotaxis genes with the respective homologous genes
of H. titanicae KHS3, and their behavior on soft agar plates or the receptor methylation pattern by
western blot was evaluated. The results showed that, unlike the proteins of the Chel system, neither
CheW?2, nor Htc10 nor CheR2 were able to interact with the chemotactic machinery of E. coli,
suggesting that this pathway assembles independently from canonical systems and does not directly
interact with them. Sequence alignments allowed the identification of residue replacements in the
interaction surfaces of the signaling complexes that could determine the observed specificity.

Finally, Chapter III includes a brief analysis of the phenotypic effects of mutations in certain genes
of the Che2 pathway in H. fitanicae KHS3. Alterations were generated by deletion of cheB2, disruption
of htcl0, or overexpression of cheR2, and the capacity for biofilm formation (by quantification of
biomass adhered to microtubes with crystal violet) and motility in liquid medium (by direct observation
under microscope and by soft agar plate assays) was evaluated. The results show that when the pathway
is overactivated, the adhered biomass increases and mobility decreases, suggesting that the Che2 system
could be involved in biofilm formation. The partial reversal of the exacerbated biofilm by expression of
an exogenous phosphodiesterase supports the hypothesis that these effects are due to an increase in the
concentration of the intracellular messenger c-di-GMP. Inspection of colony and macrocolony
morphology in the presence of Congo Red indicates that downstream responses could involve an
increase in exopolysaccharide production, consistent with the similar Wsp system from P. aeruginosa.

In summary, this study provides evidence that Che2 forms complexes independently of Chel, that
hypoxanthine and guanine specifically bind to the periplasmic sensing domain of Htc10, and that genetic
alterations in the Che2 pathway in H. titanicae affect biofilm formation and cell motility. This
contribution could have implications for understanding the evolution and diversity of chemotaxis
systems in different bacteria and enables future characterizations in this species with potential

biotechnological applications.
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I. Generalidades sobre sistemas bacterianos de quimiosefalizacion

Varias son las peculiares caracteristicas que permiten a una célula mantenerse con vida, una de las mas
fascinantes es la irritabilidad, es decir, la capacidad de darse cuenta del medio que las rodea y actuar
en consecuencia.

Las bacterias, por supuesto, no son una excepcion. De hecho, son particularmente habiles en
percibir el medio y generar respuestas fisioldgicas rdpidas y adecuadas, lo que les posibilita habitar
diferentes ambientes, algunos muy cambiantes otros incluso muy hostiles. Estos diminutos seres son la
forma de vida mds abundante de nuestro planeta, y si bien muchos se encuentran libres en el ambiente,
otros son feroces patdgenos capaces de invadir distintos organismos o mutualistas que desarrollaron
fuertes vinculos con diversos eucariotas. Por tanto, el estudio de los mecanismos involucrados en la
deteccién y procesamiento de los estimulos del entorno, ademds de ser intelectualmente interesante,
tiene relevancia médica y econémica. No obstante, nuestros modelos actuales lejos estdn de brindarnos
una completa comprensién de las complejas herramientas, desarrolladas por evolucién, que existen
detrés de estos fendmenos.

Podriamos decir que los mecanismos moleculares més caracterizados son aquellos especializados
en detectar sustancias quimicas, y genéricamente se denominan sistemas de quimiosensado o
quimioseiializacion. Dentro de este grupo se encuentran los famosos sistemas de dos componentes,
gracias a los cuales muchas bacterias pueden modular la expresion de sus genes, el patréon de
movimiento, o la actividad de ciertas proteinas, como transportadores de membrana o enzimas, en

respuesta a la presencia de ciertas moléculas en el medio circundante.
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¢ Qué son los sistemas de dos componentes?

El advenimiento de nuevas tecnologias de clonado y secuenciacion de dcidos nucleicos en la década
del 70, trajo consigo grandes avances en el campo de la biologia molecular. En este contexto, en 1986
Nixon, Ronson y Ausubel publicaron un trabajo de secuenciacién de los genes ntrB y ntrC de
Bradyrhizobium, cuyos productos se sabia que regulan la expresion de genes involucrados en la
asimilacion de nitrégeno (Nixon et al., 1986). La comparacion de las secuencias obtenidas con las bases
de datos disponibles puso en evidencia que algunos de los posibles genes homdlogos de ntrB (es decir,
que tienen relacion evolutiva cercana) también funcionan de a pares para regular la expresion génica en
respuesta a ciertos estimulos ambientales (como por ejemplo envZ, que junto a ompR regulan la
expresién de porinas en respuesta a cambios de osmolaridad). Para explicar la transduccién de sefiales
por los productos de estos pares génicos, Nixon y colaboradores propusieron un modelo al que llamaron
sistemas regulatorios de dos componentes.

El esquema bdsico consiste en dos proteinas, una capaz de sensar el ambiente y la otra encargada
de desencadenar la respuesta celular, que se comunican por fosfotransferencia (Papon & Stock, 2019).
En la Figura 1 se encuentra una representacién de este modelo, que ha sido pulido por incontables

investigaciones posteriores.

Seiial quimica

Exterior

Membrana plasmatica
Citoplasma
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P-D)
ﬂ l
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Figura 1. Sistema de dos componentes clasico anclado a la membrana plasmatica. El residuo His (H) del
dominio histidin quinasa (HK) de la proteina sensora (celeste) es capaz de recibir el grupo y-fosforilo (P) del ATP,
mediante una reaccién catalizada por la misma HK y modulada por la sefial detectada por el dominio input. El
grupo P se transfiere al residuo Asp (D) del dominio regulador de respuesta (RR) de la proteina efectora (gris), y
esta modificacion conlleva la respuesta del sistema, mediante el dominio output.

Las proteinas sensoras suelen estar ancladas en la membrana plasmética y estdn compuestas por dos
dominios unidos, uno input o sensor, normalmente extracelular, y uno histidin quinasa (HK) intracelular.
Los estimulos son detectados selectivamente por el dominio sensor y la sefial viaja hacia el citoplasma
gracias a cambios conformacionales que, finalmente, modulardn la actividad quinasa. En su
conformacion activa, HK es capaz de autofosforilarse en un residuo conservado de histidina (Figura 1):

HK-His + ATP — HK-His-P + ADP
La segunda proteina, tipicamente citosélica, consta de un dominio receiver o regulador de respuesta

(RR), con un residuo conservado de aspartato susceptible a ser fosforilado, y un dominio output o
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efector. Para que el Asp se fosforile, el dominio RR debe aproximarse a HK fosforilada y catalizar su
propia fosforilacién utilizando fosfohistidina como sustrato:
HK-His-P + RR-Asp — HK-His + RR-Asp-P

El dominio output es el encargado de generar la respuesta celular. Podria ser, por ejemplo, un factor
de transcripcién inhibido por RR no fosforilado, en cuyo caso la respuesta del sistema esta relacionada
con la regulacién de la expresion de ciertos genes a nivel transcripcional. Normalmente, la célula es
capaz de restablecer las condiciones intracelulares previa al estimulo mediante la desfosforilacién de
RR, una hidrélisis espontidnea que puede ser catalizada por fosfatasas especificas o por el dominio HK
inactivo al que estd asociado:

RR-Asp-P + H,O — RR-Asp + HPO.*

De esta manera, los sistemas de dos componentes, en muchos casos con sofisticadas variaciones
evolutivas, permiten a las células adaptar su fisiologia en funcion de las sefiales detectadas por sus
proteinas sensoras, y asi, poder tomar provecho de entornos ventajosos y enfrentar los desfavorables.
Ver resefas (Sourjik & Armitage, 2010; Zschiedrich et al., 2016).

Si bien estos sistemas estdn ampliamente distribuidos en bacterias no son exclusivos de éstas,
también estdn presentes en arqueas y en ciertos eucariotas no animales, y su esquema de funcionamiento

estd muy conservado (Wuichet et al., 2010).

Un sistema de dos componentes particular: el sistema de quimiotaxis de Escherichia coli

Es bien sabido que ciertas células son capaces de direccionar sus movimientos para acercarse o
alejarse de ciertas sustancias, denominadas atrayentes o repelentes respectivamente. Este fenémeno de
movilidad en respuesta a gradientes quimicos se conoce como quimiotaxis, y desde su descubrimiento
ha sido extensamente investigado en diversos microorganismos, aunque el modelo més estudiado es la
famosa bacteria intestinal Escherichia coli.

Este bacilo es capaz de explorar su entorno gracias a la presencia de entre cuatro y seis proyecciones
extracelulares, conocidas como flagelos (ver Figura 2 A), que le permiten desplazarse en medio liquido.
Cada flagelo esta constituido por tres grandes complejos de naturaleza proteica (Figura 2 B): un largo
filamento extracelular, un cuerpo basal y una estructura flexible curvada conocida como gancheo.

El filamento es un cilindro rigido y hueco cuyo movimiento impulsa a la célula (Yonekura et al.,
2003). Esta principalmente conformado por miles de subunidades de una proteina globular conocida
como flagelina (o FliC), que se ubican en once filas paralelas, levemente inclinadas, situadas alrededor
del eje principal (O’Brien & Bennett, 1972); cada fila se denomina protofilamento (Figura 2 B).
Dependiendo de la interaccidn entre flagelinas en los protofilamentos, estos pueden ser de dos tipos, R
(con curvatura dextrdgira respecto al eje longitudinal, independientemente de los otros protofilamentos)
o L (que es levégira), y ambos pueden estar presentes en el mismo filamento (Nedeljkovi¢ et al., 2021).
Un filamento normal de E. coli es una superhélice levégira compuesta por nueve protofilamentos tipo

L y dos de tipo R.
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La base de cada filamento estd unida mediante el gancho a una estructura altamente organizada
conocida como cuerpo basal, que no sélo se encarga de anclar el filamento a la superficie celular, sino
que también tiene un papel fundamental en el movimiento flagelar. Se trata de un conjunto de anillos
alrededor de un eje cilindrico (Figura 2 C y D) que conforman literalmente un motor molecular capaz
de utilizar el flujo de protones a través de la membrana, a favor del potencial electroquimico, para rotar
el complejo en los dos sentidos posibles, horario (CW, por clockwise) o antihorario (CCW, por
counterclockwise) (Walz & Caplan, 2002). Asimismo, este sentido de rotacién afecta la conformacion
del filamento. Cuando el motor gira CCW (visto desde el extremo distal del filamento hacia el cuerpo
celular (Berg, 2003) genera, en la superhélice levogira del filamento, una onda helicoidal responsable
de impulsar la célula (Macnab, 2003). Pero si el motor cambia el sentido de rotacién a CW, se genera
una torsién que produce cambios estructurales que aumentan la proporcién de protofilamentos tipo R,
lo que ocasiona que el filamento adopte conformaciones dextrégiras, como semienrollado o curly tipo I
(Calladine, 1978). Estos cambios son reversibles, es decir si el motor vuelve a rotar CCW el filamento

volverd a adoptar su conformacion inicial.

A /\/—\_/'\/\_/
\/‘\/\/—\/
Filamento
Protofilamento
C D

Gancho

Exterior \ Anillo L
Eje
\ Anillo P
./ ME
PG

Membrana plasmatica

MotB Anillo MS
MotA \FliG
Citoplasma Anillo C

Figura 2. Flagelo bacteriano del bacilo Gram negativo E. coli. A. Esquema global de una célula mostrando 4
flagelos peritricos, es decir distribuidos alrededor de la superficie celular. B. Corte transversal de un filamento. La
disposicién de flagelinas (monémeros) genera un patrén de 11 protofilamentos alrededor de un cilindro hueco.
Adaptado de (Nedeljkovi¢ et al., 2021). C. Esquema de la base de un flagelo, mostrando el cuerpo basal conectado
con la base del filamento mediante el gancho. El cuerpo basal estd compuesto por un conjunto de anillos alrededor
de un eje principal cuyos nombres provienen de las estructuras a las que estdn asociadas: L (de lipopolisacérido),
P (por peptidoglucano) y MS (por membrana plasmética y supramembrana) (DePamphilis & Adler, 1971a, 1971b;
Ueno et al., 1992). Ademads, contiene un motor constituido por un rotor (anillo citoplasmético C junto a la proteina
FliG), responsable de la generacién de torque, y un estator (arreglos de las proteinas de membrana MotA y MotB),
que contiene los canales de H* y el anclaje con la capa de peptidoglucano (Francis et al., 1994; Khan et al., 1992;
Macnab, 2003). PG: capa de peptidoglucano; ME: membrana externa. D. Micrografia electrénica de transmision
del cuerpo basal, mostrando los anillos L, P, MS y C. Adaptado de Berg, 2003).
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El movimiento global de la bacteria estd afectado por el movimiento individual de sus flagelos.
Cuando todos giran CCW, sus filamentos forman un haz paralelo al eje longitudinal que impulsa a la
bacteria en rapidas corridas hacia adelante (Schuster & Khan, 1994). Si uno o mas flagelos pasan a
rotar CW, sus filamentos sufren cambio de estructura y abandonan el haz, generando propulsiones
cadticas conocidas como tumbos, que permiten a la célula redireccionar su trayectoria. De este modo,

la bacteria es capaz de explorar eficientemente el espacio alternando entre corridas y tumbos (Figura 3).

Corrida (CCW) Tumbos (CW)

---------

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Figura 3. Esquematizacion del patron de movimiento de E. coli. Esta bacteria se desplaza por corridas en linea
recta (rotacién flagelar CCW) alternadas por tumbos de redireccion (rotacion CW). Con linea de puntos se
esquematiza el movimiento bacteriano. La frecuencia de tumbos es menor que la de corridas y estd determinada
por la presencia de los estimulos quimicos del entorno.

El cambio en el sentido de rotacién flagelar estd controlado por un sofisticado sistema de dos
componentes denominado sistema de quimiotaxis (Hazelbauer & Lai, 2010; Parkinson et al., 2015;
Sourjik & Armitage, 2010). Contiene una histidin quinasa (HK) conocida como CheA, que en su forma
activa fosforila al respectivo regulador de respuesta (RR), una proteina citosdlica de dominio tnico
llamada CheY capaz de difundir hasta los cuerpos basales.

La rotacién de los motores flagelares es por defecto CCW, pero cuando la forma fosforilada de
CheY (CheY-P) interactda con el anillo C del cuerpo basal flagelar (Sarkar et al., 2010), cambia el
sentido de rotaciéon a CW, y en consecuencia se genera un tumbo. Sin embargo, gracias a la accion de
la fosfatasa especifica CheZ la vida media de CheY-P es muy corta, de este modo cuando el sistema esta
inactivo la célula se desplaza a través de corridas (CCW), y s6lo mientras CheA estd activamente
generando CheY-P aumenta la proporcion de tumbos (CW).

El modelo bésico del sistema de quimiotaxis se basa en dos posibles estados de actividad de la
quinasa, activo e inactivo, y las condiciones extracelulares modulan la transicién entre ambos como lo
esquematiza la Figura 4 (Hazelbauer et al., 2008).

En este sistema, la magnifica tarea de detectar selectivamente la amplia variedad de compuestos a
los que la bacteria puede responder es llevada a cabo por proteinas transmembrana peculiares que se
denominan en forma genérica quimiorreceptores o MCPs (del inglés methyl-accepting chemotaxis
protein). Estas comunican a CheA la presencia de estimulos quimicos en el entorno, detectados por sus

regiones extracelulares, mediante cambios conformacionales que atraviesan la membrana plasmatica.
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Asi, en condiciones desfavorables, representadas por concentraciones decrecientes de atrayentes o
creciente de repelentes, las MCPs adoptan una conformacién tal que mantienen a la quinasa activa (HK-
ON), generando altas concentraciones de CheY-P, y por tanto favorecen los tumbos con cambios de
direccién en busqueda de ambientes mejores. Pero cuando los quimiorreceptores detectan aumento en
la concentracién de atrayentes (o disminucidn en la de repelentes), que indican condiciones favorables,
cambian la conformacién de sus dominios citosdlicos e inactivan la quinasa (HK-OFF), favoreciendo
corridas en linea recta. Asi, podriamos decir que existe un equilibrio entre el estado HK-ON y el HK-
OFF,y que la presencia de atrayentes desplaza dicho equilibrio hacia la forma HK-OFF. Es importante
mencionar que para el correcto acoplamiento entre las MCPs y CheA es esencial la presencia de la

proteina especializada CheW.
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Figura 4. Sistema de quimiotaxis de E. coli. Los receptores (MCP), la quinasa (CheA) y la proteina acopladora
(CheW) forman un complejo ternario con dos posibles estados: quinasa activa (HK-ON, color verde oscuro) o
inactiva (HK-OFF, color naranja). Cuando la quinasa estd activa, se autofosforila en un residuo de His (H) y luego
transfiere el grupo fosforilo (P) a residuos conservados de Asp (D) del dominio regulador de respuesta de CheB y
a CheY. En el esquema, las lineas verdes son las reacciones que llevan la sintesis de CheY fosforilado, el cual
genera que el flagelo rote en sentido CW (flecha con linea punteada): disminucién de la concentracién de
atrayentes, o metilacién de MCP catalizada por CheR. Por otro lado, las lineas naranjas corresponden a situaciones
en la que disminuye la concentracién de CheY fosforilado, de modo que el flagelo rotara CCW: aumento de la
cantidad de atrayente, o demetilacién de MCPs, catalizada por CheB fosforilada. Adaptado de (Hazelbauer et al.,
2008).
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De esta manera, el modelo explica la capacidad de controlar los movimientos flagelares en funcién
de cambios en la concentraciéon de una determinada sustancia quimica. Sin embargo, el sistema de
quimiotaxis le permite a E. coli detectar gradientes de concentracion de una sustancia a lo largo de varios
ordenes de magnitud, y esto se debe a la presencia de un aparato de adaptacién compuesto por proteinas,
denominadas CheR y CheB, capaces de modificar el estado de metilacion de la regién citoplasmatica
de las MCPs, causando cambios conformacionales que terminan restableciendo la actividad de CheA a
los niveles previos al estimulo. CheR es una metiltransferasa que cataliza la reaccidon de metilacién de
residuos especificos de glutamato de las MCPs que forman complejo en estado HK-OFF y, por otro
lado, CheB es una metilesterasa que tiene mayor afinidad por las MCPs en estado HK-ON y cataliza la
hidrélisis de grupos metilglutamato. Asi, por ejemplo, cuando un compuesto sensado por las MCPs
desplaza el equilibrio del complejo de sefializacion hacia la forma HK-OFF, CheR aumenta su actividad
y, consecuentemente, aumenta el grado de metilaciéon de las MCPs, lo que genera que el complejo
adquiera conformacion HK-ON, y la bacteria experimente aumento de tumbos. En esta condicién, serd
necesaria mayor concentracion de quimioefector para volver a desplazar el equilibrio hacia la forma
HK-OFF y que la bacteria retome las corridas. CheB genera el efecto opuesto, equilibrando la accién
de CheR. Ademds de su dominio catalitico, CheB contiene un dominio RR, susceptible de ser fosforilado
por CheA y asi aumentar la actividad del dominio catalitico, lo que afecta la velocidad de los procesos
de demetilacién. La accidén conjunta de estas enzimas permite restablecer la condicién previa al estimulo,
por lo que la célula puede hacer comparaciones temporales del quimioefector presente, y de ese modo,
detectar un amplio rango de concentraciones (Hazelbauer & Lai, 2010).

Este elegante modelo da cuenta del comportamiento quimiotactico de E. coli, pero no es exclusivo
de éste. Se han identificado sistemas homdlogos en diversas bacterias, algunos de los cuales también

han sido extensamente estudiados.

Detalles moleculares del modelo canénico de quimiotaxis

En la presente seccidn se expondrdn detalles relevantes sobre el funcionamiento de este sistema,
con el objetivo de contextualizar apropiadamente al lector y facilitar la comprensién de los resultados y

discusiones incluidas en los capitulos posteriores.

Los quimiorreceptores modulan la actividad de la quinasa CheA

Escherichia coli es capaz de responder a diversos de compuestos gracias a la presencia de 5
quimiorreceptores, Tar, Tsr, Tap, Trg y Aer, siendo los dos primeros los mas abundantes (Parkinson
et al., 2015). Tar, nombrado asi por taxis to aspartate and repellents (Springer et al., 1977), es el receptor
que media la respuesta hacia los atrayentes L-aspartato y maltosa y hacia ciertos repelentes como Ni**
y Co** (Hazelbauer, 1975; Mesibov & Adler, 1972; Springer et al., 1977; Tso & Adler, 1974), y Tsr,
por taxis to serine and repellents (Parkinson, 1975), es el encargado de la quimiotaxis hacia L-serina (y

analogos como o-aminoisobutirato) y hacia el autoinductor general de quorum sensing Al-2 (Bansal
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et al., 2008; Hazelbauer et al., 1969; Hegde et al., 2011; Springer et al., 1977). Las MCPs Tap y Trg
estan a cargo de la quimiotaxis hacia dipéptidos y pirimidina (Liu & Parales, 2008; Manson et al., 1986),
y ribosa y galactosa (Harayama et al., 1979), respectivamente. Finalmente, Aer es responsable de la
respuesta a oxigeno a través de la deteccion del estado redox de su cofactor asociado (Bibikov et al.,
1997). Gran parte de lo que sabemos actualmente sobre MCPs deriva de las investigaciones que han

sido dedicadas principalmente a Tar y Tsr.
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Figura 5. Modelos de MCPs de E. coli. A. Estructura de un homodimero de Tsr, compuesto por region
periplasmatica PDB:3ATP (Tajima et al., 2011) y regién citoplasmadtica PDB:3ZX6 (Ferris et al., 2014). B.
Representacion esquemadtica del receptor de serina Tsr. Pueden observarse sus médulos: dominio sensor o de unién
a ligando, flanqueado por dos hélices transmembrana, dominio HAMP (compuesto por hélices paralelas), y
horquilla citoplasmadtica con una regién de adaptacién (con sitios para modificaciones postraduccionales, pelotas
negras y grises) y una de sefializacién (que interactia con CheA y CheW). C. Esquema de un trimero de dimeros.
Los trimeros pueden estar constituidos por dimeros del mismo receptor o ser mixtos.

Las MCPs normalmente se encuentran formando trimeros de dimeros (Ames et al., 2002; Kim et al.,
1999; Studdert & Parkinson, 2004). Cada unidad dimérica presenta regiones con distinto grado de
conservacion (Falke & Hazelbauer, 2001) (Figura 5). En el extremo N-terminal de cada polipéptido
suele encontrarse la zona menos conservada, el dominio sensor o de unién a ligando (LBD, por ligand
binding domain), que en Tar, Tsr, Tap y Trg, estd flanqueado por dos hélices transmembrana, TM1 (N-
terminal) y TM2 (C-terminal), de modo que queda expuesto al espacio periplasmatico. Estos LBDs
adoptan una topologia de un manojo de cuatro o-hélices denominado 4HB (por four-helix bundle) (A.
Ortega et al., 2017; Yeh et al., 1993) en cuyas superficies se encuentran los sitios especificos para la

unién con los respectivos ligandos. Ciertos quimioefectores se unen directamente al LBD [como serina

24



Introduccion

en Tsr (Lin et al., 1994) o aspartato en Tar (Milburn et al., 1991)], pero otros requieren de una proteina
periplasmatica capaz de mediar dicha unién; como maltosa, que se une a Tar gracias a la proteina de
unién a maltosa MBP, por maltose binding protein (Gardina et al., 1992). De cualquiera de las dos
formas, cuando el quimioefector se une al LBD se desencadena una serie de cambios estructurales
reversibles que afectan la dindmica conformacional de la regién citoplasmaética. En Tar, por ejemplo, se
ha demostrado que estos cambios empiezan por un pequefio desplazamiento de la hélice TM2 de 1,6 A
en direccion perpendicular a la membrana (Chervitz & Falke, 1996).

En el extremo C-terminal de TM2, en el citosol, se encuentra un dominio modular presente también
en otros sistemas, conocido como HAMP [por su presencia en histidine kinases, adenyl cyclases,
methyl-accepting proteins y phosphatases (Aravind & Ponting, 1999)]. Estd compuesto por unos 50
residuos en forma de dos o-hélices paralelas (Figura 5) conectadas por un linker flexible (Hulko et al.,
2006), que en el dimero forma un haz de hélices cuya conformacion esté fuertemente influenciada por
la posicién de TM2 (Bi et al., 2018).

Cuando el dominio HAMP sufre una perturbacidén estructural afecta la conformacién de una larga
horquilla flexible, con estructura a-hélice superenrollada antiparalela, en la que dos vueltas de hélice
corresponden a una héptada de aminodcidos (Parkinson et al., 2015). En base al andlisis bioinformadtico
de miles de quimiorreceptores predichos, Alexander y Zhulin plantearon que los receptores se pueden
agrupar en familias segun la cantidad de héptadas presentes en esta horquilla de sefializacién (Alexander
& Zhulin, 2007). Por ejemplo, los receptores de la familia 38H tienen 19 héptadas de aminoacidos en
cada rama de esta horquilla. Este dominio altamente conservado de aproximadamente 550 residuos
contiene sitios especificos tanto de unién a CheA, CheW y otras MCPs, como de metilacion. La
conformacion de este subdominio, influenciada por la presencia de ligandos y por el estado de

modificacion de los residuos de la zona de adaptacién, modula la actividad de CheA (Gao et al., 2019).

CheA v CheW interactian con las MCPs para formar grandes complejos de sefializacion

La quinasa CheA es una proteina grande compuesta por alrededor de 650 residuos que forman cinco
dominios separados por linkers de distintas longitudes (Figura 6)(Baker et al., 2006). Estos dominios
son estructural y funcionalmente distintos, y esto permitié estudiarlos como médulos independientes
(Swanson et al., 1993).

Anteriormente se mencioné que las histidin quinasas (HKs) son capaces de autofosforilarse en un
residuo de His, a partir de ATP, y luego transferir el grupo fosforilo a un dominio regulador de respuesta
(RR). El residuo de His clave para esta fosfotransferencia se encuentra en el extremo N-terminal de
CheA (en posicion 48 de CheA de E. coli) formando parte un de un dominio compuesto principalmente
por cuatro a-hélices y denominado P1, que pertenece a la familia de dominios proteicos HPt (por
histidine phosphotransfer domain) (Zhou et al., 1995). Cuando ese residuo de histidina esta fosforilado,
es capaz de transferir su grupo fosforilo a un residuo Asp del dominio receiver del RR CheY (Sanders

et al., 1989), mediante una reaccién catalizada por el propio RR (Lukat et al., 1992). El dominio P2,
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conectado a P1 por un linker muy flexible de aproximadamente 25 residuos, es el encargado de unirse
con CheY y mantenerlo préximo a P1, aumentando la concentracién local y, consecuentemente, la
velocidad de fosfotransferencia. Consta de cuatro hebras-f antiparalelas enfrentadas a dos a-hélices,
formando un nicleo hidrofébico que mantiene los residuos que participan en la interacciéon con CheY
expuestos al solvente (McEvoy et al., 1996).

La mayoria de las HKs, incluyendo a CheA, forman homodimeros que se autofosforilan en
conformacion trans, es decir, una HK cataliza la transferencia del grupo y-fosforilo de una molécula de
ATP hacia el N3 del grupo imidazol de la His de P1 de la subunidad adyacente (Figura 6 C). El dominio
medio P3 es el que permite esta dimerizacién (Swanson et al., 1993); estd formado por dos hélices
antiparalelas que se empaquetan junto a las hélices andlogas de la otra subunidad, y forman un arreglo

estable (Bilwes et al., 1999).
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Figura 6. Representaciones de la histidin quinasa CheA. A. Estructura cristalina de los dominios P1 PDB:1TQG
(Quezada et al., 2004), P2 PDB:1UOS (Park et al., 2004) y P3P4P5 PDB:1B3Q (Bilwes et al., 1999), unidos por
una linea de puntos que representa linkers flexibles, de CheA de Thermotoga maritima. B. Esquema de CheA
mostrando sus 5 dominios. La His fosforilable se marc6 como una esfera violeta. C. Arquitectura de un
homodimero de CheA, que se mantiene unido por la interaccién entre P3 y P3’. P4 cataliza la fosforilacién del
residuo de His (H) de P1’ de la subunidad adyacente, utilizando ATP como sustrato (P4’ fosforila a P1).

En el extremo C-terminal de P3, luego de un conector flexible, se encuentra el dominio P4 con
actividad quinasa, es decir, que cataliza la fosforilacién de la histidina (Muok et al., 2020). Se compone
de un nucleo central con tres a-hélices empaquetadas contra cinco hojas B, y otras tres hélices que rodean
el sitio de unién a Mg** (que funciona como cofactor) y ATP (Bilwes et al., 1999). En estado HK-ON,
la conformacién es tal que P4 estd préximo a P1 y P2, lo que estimula su actividad enzimética (Parkinson

et al., 2015).
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El dltimo dominio de CheA, P35, es el encargado de la regulacion, ya que recibe la informacién
conformacional de las MCPs gracias a que interactda con la proteina acopladora CheW. P5 y CheW
comparten topologia; ambos contienen dos subdominios estructurales (SD1 y SD2), cada uno compuesto
por cinco hebras-f} entrelazadas que forman un barril torcido (Bilwes et al., 1999; Li et al., 2007). Como
puede observarse en la Figura 7 D, los barriles de distintas moléculas interactdan en sentido cabeza-cola
formando anillos pseudohexagonales (Briegel et al., 2012; Li et al., 2013). A su vez, los barriles de una
misma molécula estdn separados por una hendidura central hidrofébica con la que se unen a un dimero

del trimero de MCPs.
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Figura 7. Complejo de sefalizacion de quimiotaxis. A. Micrografia electronica (abajo) y su esquema (arriba)
mostrando estos complejos que suelen ubicarse en los polos de la célula. Adaptado de (Hazelbauer et al., 2008).
B. Vista longitudinal de la unidad estructural que compone los complejos de sefializacién. Cada unidad estd
compuesta por un homodimero de CheA (se observa cada unidad con sus cinco dominios en tonos azules, y una
de las subunidades tiene sombreado) y un par de CheWs (dorado), unidas a dos trimeros de dimeros de MCPs
(tonos rojizos). C. Vista transversal de la unidad estructural, a la altura de la linea punteada de B. Abajo se muestra
un esquemay arriba la respectiva estructura PDB:6S 1K (Cassidy et al., 2020). D. Estructura cristalina de los anillos
pseudohexagonales de CheW (amarillo) y el dominio P5 de CheA (cian), PDB:4JPB (Li et al., 2013). Cada
proteina cuenta con dos barriles 3 torcidos (SD1 y SD2); SD1 de PS5 interactiia con SD2 de CheW, y viceversa. E.
Las unidades estructurales se ensamblan en un complejo de mayor tamafio. Cada trimero interactiia con tres anillos
hexagonales, uno de los dimeros interactia con P5 y los otros dos con CheWs.

Los contactos entre estas proteinas generan grandes complejos estables y ordenados, pocos por

célula, que se ubican principalmente en los polos (Figura 7 A) (Maddock & Shapiro, 1993; Zhang et al.,

27



Introduccion

2007). En la Figura 7 B y C se observa un esquema de la unidad estructural de estos arreglos y las
interacciones entre sus proteinas: un homédimero de CheA (cada subunidad forma parte de un anillo
P5/CheW distinto) se une a dos trimeros de dimeros y a dos moléculas de CheW. El ensamblaje de estas
unidades forma una red funcional de sefializacion (Figura 7 E), en la que cada receptor puede modular
a varias quinasas, otorgando alta sensibilidad por amplificacién (Ud-Din & Roujeinikova, 2017).
Ademds, la integracién de las multiples sefiales detectadas permite a la bacteria explorar eficientemente

ambientes con gradientes mixtos.

El aparato de adaptacion es una caracteristica distintiva

Los receptores de quimiotaxis pueden ser covalentemente modificados por la accién de CheR y
CheB, lo que afecta la actividad de CheA. La metilacién de las MCPs contrarresta los efectos de la unién
del ligando y contribuye al fenémeno de adaptacién al restablecer la actividad de sefializacién de los
receptores a pesar de la presencia continua del estimulo.

Por un lado, CheR es una proteina de menos de 300 residuos que forman dos dominios, uno N-
terminal, que consta de cuatro hélices empaquetadas perpendicularmente, y uno C-terminal conectados
por un linker corto (Djordjevic & Stock, 1997). El nticleo del dominio C-terminal, capaz de unir S-
adenosilmetionina (SAM), consiste en una variacién de un plegamiento de Rossmann en la que una
lamina-p de siete hebras estd flanqueada por a-hélices (Figura 8 A). CheR cataliza la transferencia
directa de un grupo metilo de SAM al carboxilo de la cadena lateral de ciertos residuos especificos de

glutamato del dominio citoplasmatico de los receptores de quimiotaxis (Springer & Koshland, 1977),

generando como subproducto S-adenosilhomocisteina (SAH):

MCP-Glu + SAM — MCP-Glu-CH;3 + SAH

Figura 8. Estructura de las proteinas de adaptacion. A. Estructura de CheR de Salmonella enterica PDB:1AF7
(Djordjevic & Stock, 1997). Con verde oliva el dominio N-terminal (N-t) y con verde claro el dominio C-terminal
(C-t); el subdominio  de este ultimo se ha coloreado con verde mas oscuro. B. Estructura de CheB de S. enterica
PDB:1A20 (Djordjevic et al., 1998). El dominio fosforilable N-t se colore6 de rosa claro y el catalitico C-t de
fucsia.
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La topologia del dominio C-terminal de CheR se encuentra en otras metiltransferasas dependientes
de SAM previamente caracterizadas, sin embargo, en CheR se ha identificado la insercién de un
subdominio adicional, al que se llam¢ subdominio 3, que como lo muestra la Figura 8 A consiste en tres
hebras-B y una a-hélice (Djordjevic & Stock, 1998). Este loop, junto al dominio N-terminal, esta
involucrado en la unién a los cinco residuos C-terminal de algunos quimiorreceptores (Barnakov et al.,
1999; Djordjevic & Stock, 1998; Wu et al., 1996), lo que permite el reclutamiento de la enzima.

CheB2, por otro lado, es la proteina encargada de revertir la modificacion generada por CheR. Se
trata de una enzima de aproximadamente 350 residuos capaz de catalizar la hidrdlisis de los ésteres
metilicos restituyendo los residuos de glutamato (Stock & Koshland, 1978):

MCP-Glu-CH3 + H,O — MCP-Glu + CH30H

Cada receptor contiene multiples sitios de modificaciéon en dos regiones de la secuencia
polipeptidica que espacialmente estdn proximas (ver Figura 5). El receptor de aspartato de E. coli Tar,
por ejemplo, contiene cuatro sitios principales susceptibles a ser modificados (Terwilliger et al., 1983;
Terwilliger & Koshland, 1984), dos de los cuales son glutamatos (E302 y E491) y dos glutaminas (Q295
y Q309). La reaccién de deamidacidn necesaria para que las glutaminas cambien a glutamatos, y asi
puedan ser metiladas por CheR, también es catalizada por CheB:

MCP-GIn + H,O — MCP-Glu + NH3

En cuanto a su organizacién, CheB se compone de dos dominios funcionales separables, uno C-
terminal con el sitio activo, y un dominio regulador N-terminal que incluye el sitio de fosforilacién y
controla la actividad metilesterasa (Lupas & Stock, 1989; Stewart, 1993). El dominio catalitico comparte
una similitud estructural con CheR (Figura 8 B), lo que podria reflejar un origen evolutivo comiin,

aunque esta enzima no utiliza un cofactor de nucleétidos (West et al., 1995).

Sistemas no canonicos: Pseudomonas como modelo

Es comin que proteinas que funcionan conjuntamente estén codificadas en genes que estdn
proximos en el genoma, formando grupos o clusters, lo que ayuda a que la bacteria regule su expresién
conjuntamente. Este es el caso del sistema de quimiotaxis de Escherichia coli; sus genes forman un
cluster conocido como che (por chemotaxis) que codifica cheA, cheW, tar, tap, cheR, cheB, cheY'y cheZ
(ver Figura 9 A). Los genes de los receptores Tsr, Trg y Aer estdn distribuidos en el genoma.

Con la secuenciaciéon masiva de genomas completos se ha evidenciado que existen clusters
homdlogos a che en diversos organismos. A diferencia de lo que ocurre en E. coli, en muchas bacterias
y especialmente en las ambientales, existen mdltiples sistemas de transduccion de sefiales de este tipo y
un gran nimero de genes de quimiorreceptores, hecho que se correlaciona con la mayor exposicién a
entornos cambiantes. Ademds, varias de las proteinas que forman el nicleo central de estos sistemas
suelen presentar duplicaciones (con distinto grado de conservacién) y/o contener dominios adicionales.

Se estima que cada una de estas vias son adaptaciones de un esquema basico moldeado evolutivamente
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para cumplir diversas funciones celulares, entre las que se encuentra la quimiotaxis (Alexandre et al.,
2004; Wuichet & Zhulin, 2010).

Un ejemplo particularmente interesante es el patégeno oportunista Pseudomonas aeruginosa, que
tiene cinco clusters tipo quimiotaxis en su genoma (Figura 9 A) que codifican proteinas que forman
cuatro complejos de sefializacién independientes (Figura 9 B, C, D y E), conocidos como Che I (cluster
Iy V), Che Il (cluster 11), Wsp (cluster 111 o wsp) y Chp (cluster IV), y un total de 26 MCPs que sefializan
por estas rutas (D. R. Ortega et al., 2017; Stover et al., 2000).

Debido a la gran cantidad de trabajos dedicados a estas vias, Pseudomonas es un excelente modelo
de estudio de la compleja quimiosefializacién en bacterias ambientales. Para una descripcién detallada
puede consultarse (Matilla et al., 2021).

Che I de P. aeruginosa es bastante similar al sistema Che de E. coli en cuanto a estructura,
funcionalidad y localizacién subcelular (Giivener et al., 2006; Kato et al., 1999), y la mayoria de MCPs
(23 de las 26 totales) sefializan por esta via (D. R. Ortega et al., 2017). Esta bacteria presenta un tinico
flagelo polar, por lo que cuando su motor rota en sentido horario (CW) no genera tumbos, como los
antes descriptos, sino movimientos rectos en sentido opuesto al de desplazamiento por corridas (rotacién
CCW) (Cai et al., 2016; Qian et al., 2013). En este caso, la frecuencia y duracién de la pausa del motor
flagelar son esenciales para el comportamiento quimiotictico que Che I controla.

En cuanto a los genes del cluster 11, sus productos forman un grupo en el polo celular, pero en
regiones distintas a Che I (Giivener et al., 2006; D. R. Ortega et al., 2020), que le permite sefializar de
manera independiente mediante un Unico receptor citoplasmético denominado McpB (D. R. Ortega
etal.,, 2017, 2020). Si bien se ha determinado que los genes de este cluster se expresan en fase
estacionaria (Schuster et al., 2004), la funcién de este sistema en gran parte se desconoce, aunque ha
sido relacionado con quimiotaxis (Ferrandez et al., 2002; Hong et al., 2004) y virulencia (Garvis et al.,
2009). Sin embargo, los experimentos que lo vinculan con quimiotaxis no han podido ser posteriormente
replicados (Giivener et al., 2006; Watts et al., 2011), y los reportes de virulencia no indican ningin
mecanismo de accién del regulador de respuesta CheY2 fosforilado.

Por otro lado, Chp (por chemosensory pili) esta asociado con un tipo particular de movilidad sobre
superficies sdlidas, denominada twifching, que se basa en ciclos de extension, adhesion a la superficie y
retraccién de un apéndice polar conocido como pili tipo IV (Darzins, 1994; Whitchurch et al., 2004). La
extension es resultado de la polimerizacién de la subunidad proteica que compone el pili, PilA, y la
retraccion es producto de la despolimerizacién (Merz et al., 2000; Skerker & Berg, 2001). Al igual que
Che II, Chp es modulado por un tnico receptor, PilJ, (D. R. Ortega et al., 2017) que en su conformacién
activa genera que la quinasa, ChpA, fosforile a los dos reguladores de respuesta que contiene este
sistema, PilG y PilH. Estos, a su vez, interactiian con las enzimas encargadas de polimerizacién y
despolimerizacion (Bertrand et al., 2010). Ademads, PilG y PilH se relacionan con un sistema asociado

a la adenil ciclasa CyaB (Fulcher et al., 2010; Inclan et al., 2016), por lo que cuando Chp estd activo
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también controla la sintesis de adenosin monofosfato ciclico (AMPc), que estimula la produccién del

pili y de factores de virulencia (Beatson et al., 2002; Berry et al., 2018; Fulcher et al., 2010).

A cheA cheWW tar tap cheR  cheB cheY cheZ

che Ec Histidin quinasa

Proteina acopladora

cheYl cheZ cheAl cheBl motC motD orf3 orf4 cheWl B MCP
cluster I Pa W Metiltrasnferasa
A cheY2 heA2 heW?2 B heR2 cheD cheB2 W Metilesterasa
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Figura 9. Sistemas de quimiosefalizacion de P. aeruginosa PAO1. A. Representacién esquemdtica de los cinco
clusters (I-V) tipo quimiotaxis de P. aeruginosa (Pa), y en la parte superior el cluster che de E. coli (Ec). El c6digo
de colores se muestra en la parte superior izquierda, aunque muchos productos tienen dominios extra (como wspR,
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que tiene un dominio adicional diguanilato ciclasa), son hibridos (como cheV, una CheW fusionada a un dominio
CheY), no forman parte del modelo canénico de quimiotaxis (CheD), o, hasta donde se sabe, no forman parte del
nucleo central de la via (color negro). B. Sistema Chel (clusters Iy V), funcionalmente similar a Che de E. coli.
C. Modelo de funcionamiento de Che II (cluster II). McpB no tiene dominios transmembrana, pero se encuentra
anclada mediante dominios HAMP. No hay reportes sobre el mecanismo de accion de CheY2. McpA, aunque esté
codificada en el cluster 11, sefializa por Che 1. D. Sistema Wsp (cluster III). En su estado fosforilado, el regulador
de respuesta fusionado a un dominio diguanilato ciclasa (WspR) aumenta su actividad enzimadtica produciendo di-
GMPc que tiene consecuencias en la formacién de biopeliculas. E. Sistema Chp (cluster IV). Cuando los
reguladores de respuesta PilG y PilH estan fosforilados, interactian con el aparato de polimerizacién y
despolimerizacién del pili tipo IV (permitiendo la movilidad tipo twitching) y con el sistema que incluye la enzima
CyaB, favoreciendo la sintesis de AMPc.

Cabe mencionar que se planted la hipétesis de que una sefial mecdnica podria estimular esta via: las
células plancténicas (de vida libre, no adheridas) extienden y retraen su pili mientras nadan, pero cuando
esta estructura retréctil se adhiere a un sustrato, la posterior retraccién genera una tensién que induciria
una modificacién que la célula lee quimicamente a través de la interaccién entre PilA y PilJ (Persat
et al., 2015).

Finalmente, la cuarta via de P. aeruginosa, denominada Wsp (por wrinkly spreader phenotype),
tiene la notable particularidad de que su regulador de respuesta, WspR, no se une a la base de ninguna
estructura de movimiento, sino que, al estar fusionado a un dominio con actividad enzimadtica, cumple
una funcién alternativa (Wuichet & Zhulin, 2010). Esta enzima es una diguanilato ciclasa (DGC), que
cataliza la sintesis de diguanilato ciclico (di-GMPc) a partir de GTP (Hickman et al., 2005):

2 GTP — di-GMPc + 2 P,0;*

Esta via también es controlada por un tinico quimiorreceptor receptor, WspA, de localizacion tanto
polar como lateral (Giivener & Harwood, 2007; O’Connor et al., 2012), que modula la actividad de la
quinasa asociada, WspE. Cuando WspR esta fosforilada se estimula su actividad enzimatica, de modo
que aumentan los niveles de di-GMPc en la célula y se desencadenan respuestas rio abajo relacionadas
con la formacién de biopeliculas (De et al., 2008; Hickman et al., 2005; Huangyutitham et al., 2013).
Las biopeliculas o biofilms son comunidades bacterianas embebidas en una matriz extracelular que las
mantiene unidas y normalmente adheridas a alguna interfase (Costerton et al., 1999).

Si bien el modelo de quimiotaxis puede explicar gran parte del funcionamiento de los sistemas no
candnicos, tanto sus mecanismos moleculares caracteristicos como las sefiales que los controlan, no

estdn completamente dilucidados y su estudio constituye un activo campo de investigacion.
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I1. Halomonas titanicae KHS3

Halomonas titanicae KHS3 es una cepa bacteriana aislada en nuestro laboratorio a partir de una muestra
marina contaminada con hidrocarburos tomada del puerto de Mar del Plata, Argentina (D’Ippdlito et al.,
2011). Este bacilo Gram negativo, perteneciente al linaje Gammaproteobacteria, es mévil debido a
flagelos peritricos y muestra fuerte respuesta quimiotdctica hacia diversos compuestos que puede
metabolizar, como glucosa, glicerol, citrato, salicilato y fenantreno (Figura 10) (Gasperotti et al., 2018).
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Figura 10. Células de H. titanicae KHS3 y su comportamiento quimiotactico. A. Iméagenes de esta cepa
bacteriana obtenidas por TEM (microscopia electrénica de transmisién). Dos tipos de disposicién de flagelos se
observaron: desordenados (arriba) o formando un haz (abajo). B. Quimiotaxis en placas de agar blando (detalles
de esta técnica se presentan en el Capitulo II) con medio minimo suplementado con diversas fuentes de carbono:
extracto de levadura (YE) 0,25% m/V, citrato de sodio (Cit) 25 mM, glucosa (Gluc) 25 mM, glicerol (Glic) 25
mM, succinato de sodio (Suc) 25 mM, fenantreno (Fen) 50 ug/mL, salicilato de sodio (NaSal) 25 mM vy ftalato
(Ftal) 50 pg/mL. Adaptado de (Gasperotti et al., 2018).

Los microorganismos del género Halomonas han cobrado importancia en los tltimos afios desde el
punto de vista biotecnolégico (Yin et al., 2014). Su habilidad para degradar compuestos xenobidticos y
la capacidad de crecer en un amplio rango de concentraciones de NaCl, en algunos casos hasta 25% m/V
(Sanchez-Porro et al., 2010), los convierten en un interesante blanco para procesos de biorremediacion.
Otra aplicacién relevante que se podria mencionar es la producciéon de poliésteres naturales
biodegradables (polihidroxialcanoatos) que pueden servir como sustitutos a los derivados plasticos del
petrdleo (Chen & Jiang, 2018).

Sin embargo, actualmente hay escasa o nula informacion acerca de la quimiotaxis y de otras vias
de sefializacion en estos organismos. Con el objetivo de estudiar aspectos bésicos de estos sistemas, se
utiliz6 la cepa H. titanicae KHS3 como modelo, y se obtuvo la secuencia completa de su genoma

(Gasperotti et al., 2015).
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Sistemas homoélogos a los de quimiotaxis de Halomonas titanicae KHS3

El andlisis de la secuencia gendmica revel6 la presencia de varios genes homologos a los de
quimiotaxis de Escherichia coli dispuestos en dos clusters o grupos (Gasperotti et al., 2018), a los que
llamamos chel (RO22_21445-R0O22_21485) y che2 (RO22_21155-R0O22_21190), y cada uno codifica
un set completo de proteinas.

Los genes del cluster chel (chel Hf) tienen una organizacién semejante a los del cluster che de E.
coli (che Ec) (Figura 11), y el grado de homologia entre ambos sistemas es relativamente alto (Gasperotti
et al., 2018), lo que hace presumir que éste seria el responsable del comportamiento quimiotictico
convencional de la bacteria. Los genes codificados en este cluster incluyen tres MCPs (htcll, htcl2 'y
htcl3), una histidin quinasa (HK) cheAl, una proteina acopladora cheW1, un regulador de respuesta
(RR) de dominio tnico cheYl, una fosfatasa especifica cheZl, y un sistema de adaptacion compuesto

por una metiltransferasa cheRI y una metilesterasa cheB]1.
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Figura 11. Sistemas de sefializacién tipo quimiotaxis de H. titanicae KHS3. A. Grupos de genes chel y che2
de H. titanicae (Ht), junto al cluster che de E. coli (Ec) y al cluster wsp de P. aeruginosa (Pa). Los genes de los
clusters che Ec 'y chel Ht siguen el codigo de colores de la Figura 9, y los de che2 Ht y wsp Pa tienen tonos
similares, pero mds oscuros. B. Sistemas de sefializacion Chel y Che2, e hipétesis de funcionamiento
independiente de ambas vias (Gasperotti et al., 2018).

El cluster che2 (Figura 11), por otra parte, codifica presuntamente un quimiorreceptor (htc10), dos

proteinas acopladoras (cheW2 y cheW3), una HK (cheA2), tres proteinas con dominios RR (una de
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dominio Unico, cheY?2, una asociada a un dominio diguanilato ciclasa predicho, dgc2, y una unida a una
metilesterasa candnica, cheB2), y finalmente una metiltransferasa (cheR2) (Gasperotti et al., 2018). Las
secuencias de estos genes estdn anexadas como material suplementario (Anexo I). Sus respectivos
productos formarian un sistema de sefializacion, que denominamos Che2, cuyas secuencias (disponibles
en el Anexo II) muestran menor conservacién respecto a las proteinas del sistema Che de E. coli que la
observada para las proteinas de la via Chel. Ademas, las proteinas codificadas en el cluster che2
presentan ciertas caracteristicas particulares (Gasperotti et al., 2018). CheA2 carece del dominio de
unién a CheY (P2) pero contiene un dominio RR adicional en el extremo C-terminal, y a CheW3 le
faltan dos hebras-B que formarian el barril de la subunidad SD1, importantes para la interaccién con la
quinasa. La metiltransferasa CheR2 estd fusionada a un dominio extra C-terminal compuesto por
repeticiones tetra trico péptidos (TPR, por tetratricopeptide repeat), que son dominios ubicuos en la
naturaleza, incluso presentes en eucariotas, caracterizados por 2-20 repeticiones de una horquilla a-
hélice antiparalela de 34 residuos, y que se han vinculado con la unién a otras proteinas y la formacion
de complejos multiproteicos funcionales (Perez-Riba & Itzhaki, 2019), aunque su rol preciso en sistemas
de quimiosensado de este tipo no ha sido dilucidado (Mufioz-Martinez et al., 2012). Por otro lado, DGC2
presenta, en su extremo N-terminal, un dominio HPt (histidine phosphotransfer domain, similar a P1 de
CheA) N-terminal y dos RR, indicando que la fosfotransferencia podria involucrar un mecanismo de
phosphorelay (Stock et al., 2000), es decir, CheA2 se fosforilaria en His de P1, el grupo fosforilo se
transferiria intramolecularmente a Asp de su RR, luego a His del dominio HPt de DGC2 y finalmente a
un Asp de alguno de los RR de esta dltima. La presencia de dominios RR fusionados a la diguanilato
ciclasa permite suponer que, similar a Wsp, el sistema Che2 podria estar involucrado en alguna funcién
celular alternativa a la de quimiotaxis relacionada con la sintesis de di-GMPc.

El andlisis preliminar de las horquillas citosélicas de todos los receptores predichos de H. titanicae
KHS3 (los tres del cluster chel, el que estd codificado en che2 y otros 21 dispersos por el genoma)
permiti6 clasificarlos en las familias propuestas por Alexander y Zhulin (Alexander & Zhulin, 2007):
todos pertenecen a la familia 36H excepto Htc10, el receptor presente en el cluster che2, que se clasifico
en el grupo 40H. Trabajos previos indican que los trimeros de dimeros estan formados por MCPs que
pueden ser de igual o distinta especificidad, pero necesariamente de igual longitud (es decir, que
pertenezcan a la misma familia) (Herrera Seitz et al., 2014), por lo que el quimiorreceptor Htc10 podria
ensamblar y sefializar de manera independiente.

Este proyecto de tesis abordard el estudio de aspectos basicos sobre la funcionalidad y organizacién
del sistema de transduccién de sefiales del que participa el cluster che2 de H. titanicae KHS3. El
Capitulo I es un estudio de la estructura y los ligandos especificos de Htc10, el Capitulo II incluye un
andlisis de la funcion de ciertas proteinas de este sistema y del cruzamiento de la sefializacién con el

sistema Chel, y finalmente el Capitulo III un acercamiento al fenotipo relacionado con la via Che2.
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Introduccion

Esta caracterizacién no s6lo aportard al conocimiento del sistema codificado en el cluster che2, sino
que también es una contribucién al entendimiento general de los sistemas de quimiosensado de esta

especie biotecnoldgicamente interesante.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar un sistema de transduccién de sefiales relacionado con quimiotaxis, denominado Che2 y

codificado en el cluster che2, del aislamiento ambiental Halomonas titanicae KHS3.
Objetivos especificos

1 — Caracterizar la movilidad y la capacidad de formacion de biofilm de Halomonas titanicae KHS3.

Se evaluard el comportamiento de la cepa salvaje en cuanto a estas caracteristicas usualmente

afectadas por los niveles intracelulares de diguanilato ciclico.

2 — Evaluar el rol del cluster che2 en la movilidad y formacién de biofilm.

Se generardn mutantes por delecion en genes principales del cluster por técnicas de reemplazo
génico y/o se sobreexpresardn genes exdgenos, y luego se comparard el comportamiento con el de la

cepa salvaje.

3 — Analizar la funcién de cada proteina del cluster che2.

Como herramienta para estudiar las funciones de las proteinas del cluster che2 de H. titanicae

KHS3, se realizardn ensayos de complementacién en células de Escherichia coli. Con respecto a los



Objetivos

componentes caracteristicos del cluster se evaluard su funcién de distintas maneras. Para el receptor, se
analizara su capacidad de activar la quinasa CheA de E. coli, y también se clonard y expresard su
dominio periplasmadtico y se evaluard la capacidad de unir ligandos in vitro. Para la metiltransferasa y
la diguanilato ciclasa, se evaluardn especificamente sus capacidades de metilar el receptor del cluster o

incrementar los niveles intracelulares de di-GMPc, respectivamente.

4 — Analizar las proteinas del cluster che2 en cuanto a interaccién entre ellas o con otras proteinas de

quimiotaxis de Halomonas.

Se evaluard la especificidad de las metiltransferasas codificadas en los dos cluster de quimiosensado
de H. titanicae KHS3, y la posible interaccion de las proteinas del sistema Che2 con las de los sistemas

de quimiotaxis.
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CAPITULO I

Estudios estructurales del dominio de union a ligando de Htc10

Los receptores tipo quimiotaxis o quimiorreceptores (MCP, por methyl-accepting chemotaxis protein)
son proteinas capaces de captar sefiales ambientales especificas y, mediante cambios conformacionales,
activar o inhibir la respuesta del sistema de transduccion de sefiales al cual estdn vinculados. Para esto,
las MCPs cuentan con un dominio sensor o de unién al ligando (LBD, por ligand binding domain)
normalmente extracelular, ya que estd flanqueado por dos segmentos transmembrana, y una larga
horquilla citoplasmatica (Parkinson et al., 2015). Esta horquilla es la que interactia con otras proteinas
de la via, por lo que su secuencia estd bastante conservada. Por el contrario, los dominios sensores son
las regiones menos conservadas y pueden adoptar distintos plegamientos; esto se debe a que han sido
evolutivamente moldeados para unir un sinfin de moléculas (Gavira et al., 2020). La estructura de un
LBD se puede determinar de manera experimental (por ejemplo, por cristalografia por difraccion de
rayos X) o por modelado computacional, aunque existen pocas familias estructurales comparado con el
enorme repertorio de ligandos que sensan (A. Ortega et al., 2017).

La cantidad y la especificidad de receptores depende del habitat al cual la cepa bacteriana esta
adaptada. El andlisis del genoma de la bacteria marina Halomonas titanicae KHS3 revel6 que ésta
contiene un total de 25 MCPs, 23 de las cuales contienen LBDs y en su mayoria con el mismo
plegamiento que los receptores de Escherichia coli (4HB, por four-helix bundle), aunque también hay
representantes de otras familias estructurales (Gasperotti et al., 2018).

Uno de los 25 receptores de H. titanicae, denominado Htc10, es el que se encuentra codificado en
el cluster che2, y 1a mayor longitud de su dominio citoplasmatico es indicio de que se ensamblaria en
complejos de sefializacién independientes de las otras MCPs. A partir del modelado molecular de su

LBD se hipotetiza que Htc10 tiene una topologia de tipo doble Cache (Gasperotti et al., 2018).
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Cache es un tipo de dominio extracelular particularmente distribuido en bacterias, que tiene un
papel en el reconocimiento de moléculas pequefias en una amplia gama de proteinas, incluyendo los
canales de calcio y los receptores de quimiotaxis (chemotaxis), de donde proviene su nombre. Los
dominios Cache se caracterizan por una regiéon N-terminal, con tres hebras-f y una a-hélice, y una
porcién C-terminal que consta de algunas hebras-3 seguida de una region relativamente desestructurada
(Anantharaman & Aravind, 2000). Por otro lado, la familia estructural doble Cache se caracteriza por la
presencia de dos dominios Cache en tindem, uno distal y otro proximal a la membrana plasmatica, que
comparten una o-hélice principal. Los ligandos normalmente se unen de manera directa al subdominio
Cache distal (Gavira et al., 2018; Liu et al., 2015; Mckellar et al., 2015; Ud-Din et al., 2020), aunque
también se ha reportado la unién directa al Cache proximal (Machuca et al., 2017), o la unién indirecta
mediada por una proteina periplasmética (Glekas et al., 2012).

Actualmente no existe un método que permita predecir el ligando de una determinada MCP a partir
de la secuencia o la estructura de su LBD. Esto podria revertirse acrecentando las respectivas bases de
datos, lo que alienta a estudiar no sélo la especificidad de quimiorreceptores, sino también su mecanismo
de monitoreo de sefales.

El presente capitulo incluye el clonado y la expresién del LBD de Htc10 (LBDHtc10), biisqueda de
ligandos in vitro y su cristalizacién en presencia de los posibles ligandos. Estos estudios son un aporte

esencial a la caracterizacién del sistema de quimiosensado del cluster che2.
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Capitulo 1

Objetivos

Clonar y expresar en forma recombinante el LBD de Htc10
Identificar posibles ligandos de LBDHtc10 a través de ensayos in vitro

Determinar la estructura de LBDHtc10 en presencia de ligandos mediante cristalografia de

proteinas por difraccién de rayos X

O Validar los resultados estructurales obtenidos mediante experimentos de mutagénesis
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Capitulo 1

Materiales y métodos

Material biolégico y medios de cultivo

Cepas

En este capitulo se utilizaron las siguientes cepas bacterianas:

O  Escherichia coli Top10 (Invitrogen): F— mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74
nupG recAl araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL (Str®) endAl A—

O E.coli BL21 (Novagen): F- ompT gal dem lon hsdSs(rg— mg—) [malB+1k.120\5)

Medios de cultivo

Los cultivos de E. coli se crecieron en LB: triptona (Difco) 1% m/V, extracto de levadura (Difco)
0,5% m/V, NaCl (Baker) 0,5% m/V. En caso de utilizar antibidticos, se agregé al medio kanamicina
(Km, Genbiotech) 50 pg/mL y/o cloranfenicol (Cm, Fluka) 25 pg/mL. Para placas el medio se
suplementd con agar (Difco) 1,2% m/V.

Cebadores

Tabla 1. Cebadores o primers disefiados para clonado o QuickChange. F significa forward y R reverse. La
secuencia de los sitios de restriccién se marca con negrita.

Nombre Secuencia Descripcion Sitio
nFR3 5’-AAAACCATGGGACTTCAAGCACGTTCACACAGC-3’ Clonado de [bdhtc10 (F) Ncol
nFR8 5’-GAAACTCGAGCTCCAGGAAGCGCTCGTG-3’ Clonado de lbdhtc10 (R) Xhol
nFR51 5’-GGTCGGGGCTACTTTTTCCAACTGCGC-3’ Mutacién Y125F (F)
nFR52 5’-GCGCAGTTGGAAAAAGTAGCCCCGACC-3 Mutacién Y125F (R)

nFR53 5’-CGCTTACGAGCTAGCTTTAGCTAGCGACACCTTCTC-3’ Mutacién N161A 'y
DI163A (F)
nFR54  5-GAGAAGGTGTCGCTAGCTAAAGCTAGCTCGTAAGCG-3’ Mutacion N161A y
D163A (R)
nFR55 5’-CCTTTGTGTACGTCGCTTATCGCAGCACG-3’ Mutacién N177A (F)
nFR56 5’-CGTGCTGCGATAAGCGACGTACACAAAGG-3’ Mutacién N177A (R)
Plasmidos
Tabla 2. Plasmidos utilizados en este capitulo.
Nombre Caracteristicas Fuente
pET28a KmR, inducible por isopropil-p-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) Novagen
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CmR, codifica las chaperonas DnaK-DnaJ-GrpE, inducibles por L- Takara Bio

pKIE7 .

arabinosa Inc
pFR2 Derivado de pET28a que COdlflf)E'l el LBD de Htc10 de KHS3, clonado Este trabajo
entre los sitios Ncol y Xhol

pLBDHtc10-FNDN Derivado de pFR2, con la mutacién Y 125F Este trabajo
pLBDHtc10-YAAN Derivado de pFR2, con las mutaciones N161A y D163A Este trabajo
pLBDHtc10-FAAN Derivado de pFR2, con las mutaciones Y125F, N161A y D163A Este trabajo
pLBDHtc10-YNDA Derivado de pFR2, con la mutacién N177A Este trabajo

Derivado de pFR2, con las mutaciones Y125F, N161A, D163A 'y

pLBDHtc10-FAAA N177A

Este trabajo

Clonado de lbdhtcl0

Amplificacion del gen

El fragmento que codifica para el dominio periplasmatico del quimiorreceptor Htc10, LBDHtc10,
(94-927) se amplificé por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por polymerase chain reaction),
usando ADN gendémico purificado como molde y los primers nFR3 y nFRS (sus secuencias se muestran
en la Tabla 1). La mezcla de reaccion contenia Taq (PB-L Productos Bio-l6gicos) 1,5 U, dNTPs (PB-L
Productos Bio-l6gicos) 0,5 mM, MgCl, (PB-L Productos Bio-l6gicos) 3 mM, 0,25 uM de cada
oligonucleédtido (Tabla 1) y buffer 1X de reaccién (PB-L Productos Bio-l6gicos). Los ciclos de PCR
fueron: (95 °C, 1 min) x 1; (95 °C, 30 s; 50 °C, 30 s; 72 °C, 1 min) x 31; (72 °C, 5 min) X 1, en
termociclador T1I00TM Thermal Cycler (Bio-Rad). El producto fue visualizado por electroforesis en
geles de agarosa 1% m/V en buffer TBE 1X [tris(hidroximetil)aminometano -Tris, SigmaAldrich- 89
mM llevado a pH 8,0 con HCI 6 M -Cicarelli-, 4cido bérico 89 mM -Genbiotech-, acido
etilendiaminotetraacético -EDTA, SigmaAldrich- 2 mM].

Digestion enzimatica de ADN

Tanto el producto de amplificacion (previamente purificado con el kit comercial EasyPure Quick
Gel Extraction Kit de Transgenbiotech) como el vector de expresion pET28a (obtenido con el kit
comercial EasyPure Plasmid MiniPrep Kit) fueron digeridos con las enzimas Ncol (Thermo Fisher) y
Xhol (Thermo Fisher). Las reacciones fueron realizadas en las condiciones recomendadas por el

fabricante.

Ligacién
La ligacién de ADN se llevé a cabo con T4 ADN ligasa (Promega) empleando una relacién 3:1

inserto:vector en buffer provisto por el fabricante. La incubacion se realizé durante toda la noche a 4°C.
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Capitulo 1

Preparacion de células competentes

Para la obtencion de células competentes, 25 mL de LB fueron inoculados 1% V/V con un cultivo
saturado de E. coli y se incubaron a 37 °C. Después de 1,5 h, las células se cosecharon (5000 x g 10
min), se resuspendieron en 10 mL de CaCl, (Merck) 0,1 M frio, y se incubaron 30 min en bafio de hielo.
Pasado este tiempo se centrifugd de nuevo, y finalmente las células se resuspendieron en 2,5 mL de

CaCl, 0,1 M (a4 °C) con glicerol 15% V/V.

Transformacion

Para la transformacion de E. coli, 200 uL de células competentes se incubaron junto al producto de
ligacién en baiio de hielo por 30 min. Luego de realizar choque térmico de 2 min a 42 °C, se agregaron
800 uL de LB y se incubaron 30 min a 37 °C. Finalmente, las células transformadas se seleccionaron en

placas de LB suplementado con antibi6tico.

Analisis de transformantes

Algunas colonias de E. coli Top10 transformantes se cultivaron en medio LB liquido suplementado
con antibidtico, y se obtuvo su ADN plasmidico mediante EasyPure Plasmid MiniPrep Kit.
Posteriormente se verificé la presencia del gen mediante PCR (en las mismas condiciones que fueron
descriptas anteriormente) y posterior secuenciacion (Macrogen Inc, Korea). La construccién obtenida

se denominé pFR2 (ver Tabla 2).

Mutacion en residuos puntuales de LBDHtc10

Las mutaciones puntuales en LBDHtc10 se generaron por mutagénesis sitio dirigida por PCR
(QuickChange), usando pFR2 como molde, la polimerasa Pfx (Invitrogen) y primers llevando las
mutaciones deseadas (sus secuencias se encuentran en la Tabla 1). Los ciclos en termociclador fueron:
(94 °C, 1 min) x 1; (94 °C, 1 min; 58 °C, 1 min; 68 °C, 15 min) x 21; (68 °C, 10 min) x 1. El producto
de amplificacion se digiri6 con Dpnl (Thermo Fisher) por 1,5 h a 37 °C, para eliminar las especies
metiladas o hemimetiladas, y luego se utiliz6 para transformar células E. coli Top10 competentes. Las

construcciones fueron confirmadas por secuenciacion.

Expresion de la proteina recombinante en la fraccion soluble

Para determinar las mejores condiciones de expresion de LBDHtc10, 25 mL de LB con el
antibidtico correspondiente fueron inoculados 1% V/V con un cultivo saturado de células E. coli BL21
transformadas e incubados a 37 °C hasta una densidad 6ptica (DO), medida a 600 nm, de 0,4
aproximadamente. Se indujo la expresion proteica con isopropil-f-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG, PB-
L Productos Bio-l6gicos) 0,1 o 0,5 mM, con o sin L-arabinosa (Merck) 0,5% m/V, con agitaciéon 4 h o
toda la noche, a 18, 28, 0 37 °C. Luego, el cultivo se centrifug6 a 5000 x g durante 10 min a 4 °C y el
precipitado se resuspendié a DO 20 con buffer Tris-HCI 25 mM pH 8,0, suplementado con NaCl 300
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mM, lisozima de clara de huevo (Genbiotech) 1 mg/mL y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF,
SigmaAldrich) 1 mM. Esta suspension se sonicé en Sonics Vibra-Cell VCX-600 Ultrasonic Processor,
con 60 ciclos de 2 s de sonicado y 3 s de descanso. El extracto resultante (proteinas totales) fue
centrifugado durante 45 min a 23000 x g a 4 °C y, luego, tanto el precipitado (fraccién insoluble) como
el sobrenadante (fraccién soluble) se separaron y se guardaron a -20 °C. En las siguientes expresiones,
la fraccién soluble se obtuvo a partir de 1 L de cultivo, con induccién con IPTG 0,1 mM a 18 °C,
siguiendo el protocolo recién expuesto. En todos los casos, la presencia de LBDHtc10 se analizé por

electroforesis en geles de poliacrilamida.

Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Los extractos proteicos totales se obtuvieron a partir de cultivos celulares cosechados, lavados con
buffer KPE (K3PO4 -Merck- 10 mM pH 7, EDTA 0,1 mM), resuspendidos en 50 uL de buffer de siembra
(Tris-HC1 50 mM pH 6,8, glicerol 10% V/V, dodecilsulfato sédico -SDS, Merck- 2% m/V,
Bromophenol Blue BPB -Fluka- 0,1% m/V) y sometidos a ebullicién por alrededor de 5 min. Las
muestras se analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE, por sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis), para lo cual 10-15 uL de muestra se sembraron en geles
desnaturalizantes acrilamida (SigmaAldrich) 15% m/V, bisacrilamida (Promega) 0,4% m/V, y se
corrieron 2 h a 20 mA en buffer de corrida Tris-HCI 25 mM pH 8,3, glicina (MP) 250 mM, SDS 0,1%
m/V. Una vez finalizada la corrida, se incubd el gel con solucién fijadora (etanol -Merck- 40% V/V,
acido acético -Cicarelli- 10% V/V) por 30 min, y finalmente se tifié con una suspension coloidal 0,75
mg/mL azul de Coomassie G-250 (Biopack), H3PO4 (Cicarelli) 1,5% m/V, (NH4),SO4 (Merck) 7,5%
m/V, etanol 25% V/V. Los geles fueron fotografiados con cdmara Canon PowerShot SX540 HS.

Purificacion de LBDHtc10 recombinante

La proteina presente en el extracto soluble se purificé mediante cromatografia de afinidad con
metales inmovilizados (IMAC) en AKTA Explorer 100 (GE Healthcare), a 4 °C. El extracto proteico
crudo fue sembrado en columnas HisTrap 1 mL, previamente equilibradas con buffer Tris-HCI 25 mM
pH 8,0, NaCl 300 mM, imidazol (Merck) 10 mM. La elucién se realizé en el mismo buffer, pero con
gradiente lineal de imidazol hasta 300 mM. Las fracciones fueron recolectadas en alicuotas de 2 mL,
mientras se monitoreaba la absorbancia a 280 nm, y examinadas por SDS-PAGE. Las fracciones
purificadas m4s concentradas fueron reunidas y cuantificadas.

En los casos de las muestras destinadas a cristalizar, LBDHtc10 se someti6 a posterior purificacién
por cromatografia de exclusién por tamafio en escala preparativa. Para esto, las fracciones obtenidas por
IMAC fueron reunidas y concentradas por ultrafiltracién con tubos cénicos con membrana (Vivaspin 6
mL 10 kDa MWCQO, Sartorius) hasta un volumen aproximado de 2 mL y la muestra asi obtenida fue
cargada en una columna Superdex 200 (GE Healthcare). La elucién se realizé con Tris-HCI 25 mM pH

8,0, NaCl 300 mM. Las fracciones de esta cromatografia fueron recolectadas en alicuotas de 5 mL,
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evaluadas por SDS-PAGE, concentradas por ultrafiltraciéon y almacenadas a -80 °C para su posterior
cristalizacion.

Durante las purificaciones, la concentracién proteica fue determinada mediante la absorbancia a
280 nm o mediante el método de Bradford (Bradford, 1976). Para este dltimo, 20 uL de solucién proteica
fueron agregados a 1 mL de reactivo de Bradford (azul de Coomassie G-250 0,1 mg/mL, etanol 4,75%
VIV, H3PO4 8,5% m/V) y, luego de 10 min de reaccidn en oscuridad a temperatura ambiente, se leyé la
absorbancia a 595 nm. La calibracién se realizé con una curva patrén de albimina de suero bovino

(SigmaAldrich), 0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 y 1,0 mg/mL, disuelta en buffer de purificacién.

Ensayos de desplazamiento de la temperatura de desnaturalizacién (TSA)

Con LBDHtcl0 purificado se realizaron ensayos de desplazamiento de la temperatura de
desnaturalizacién (TSA, por thermal shift assay) (Mckellar et al., 2015). Para éstos, 30 uL de soluciones
proteicas (10 uM) con SYPRO Orange (SigmaAldrich) 5X, en Tris-HCI 25 mM pH 8,0, NaCl 300 mM,
con o sin guanina 40-1200 pM (SigmaAldrich) o hipoxantina 1-10000 uM (SigmaAldrich), se
sometieron a un ciclo de desnaturalizacién térmica con medicién de fluorescencia en el termociclador
StepOne Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific): 2 min a 20 °C, seguido de un incremento
gradual de temperatura (rampa continua al 1% de la médxima velocidad de aumento del equipo) hasta 80
°C. Con los datos obtenidos en cada experimento se construy6 la curva de fluorescencia vs. temperatura
y la curva correspondiente a la primera derivada de la fluorescencia vs. temperatura, a partir de las cuales
se calcul6 la temperatura de desnaturalizacién (7). Los graficos se realizaron con GraphPad Prism

version 8.0.0 para Windows.

Cristalografia de proteinas por difraccion de rayos X

La cristalizaciéon de LBDHtc10 se realizé en colaboracidon con la Dra. Maria Natalia Lisa, de la
Plataforma Argentina de Biologia Estructural y Metabolémica (PLABEM) del Instituto de Biologia
Molecular y Celular de Rosario (IBR), y el Dr. Marco Bellinzoni, del Institut Pasteur, Paris, Francia.

Los cribados de cristalizacién de LBDHtc10 nativa se llevaron a cabo usando el método de gota
sentada, en placas de 96 pocillos preparadas con el robot dispensador Crystal Gryphon (Art Robbins
Instruments). Como precipitantes en estos ensayos se usaron los kits comerciales PEGRx 1, PEGRx 2,
Crystal Screen, Crystal Screen 2, Natrix y Natrix 2 (Hampton), mezclando 250 nL de la solucién proteica
(10 mg/mL en Tris-HCI 25 mM pH 8, suplementada con guanina 1,2 mM) con 250 nL de las distintas
soluciones de precipitantes de los kits, incubando a 20 °C por 45 dias. Los cristales obtenidos fueron
crioprotegidos con glicerol 25% V/V y sometidos a enfriado rdpido en nitrégeno liquido. La difraccion
de rayos X se realiz6 en el sincrotrén Diamond (Reino Unido), empleando una longitud de onda de
0,9795 A.

Para el faseo experimental por difraccion andémala a longitud de onda tnica (SAD, por single-

wavelength anomalous diffraction), se cristalizé LBDHtc10 marcado con selenometionina (Se-Met-
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LBDHtc10, 30 mg/mL) junto a guanina o hipoxantina (2 mM en ambos casos), utilizando nuevamente
el método de gota sentada, en placas de 96 pocillos. Estas se prepararon usando un robot dispensador
Mosquito (TTP Labtech), mezclando 200 nL de solucidn de proteina y 200 nL de solucién de reservorio.
Las placas de cristalizacién se almacenaron a 18 °C y los cristales se dejaron crecer por 10 dias. La
difraccién se realizé en el sincrotrén European Synchrotron Radiation Facility (Grenoble, France),
empleando una longitud de onda de 0,967697 A.

En cada caso, los datos de difraccién se indexaron e integraron con XDS (Kabsch, 2010) y se
escalaron con Aimless (Evans & Murshudov, 2013) del paquete de programas CCP4 (Winn et al., 2011).
Para resolver la estructura cristalografica de Se-Met- LBDHtc10, se usé Crank-2 (Skubak & Pannu,
2013) con pardmetros por defecto, a fin de determinar la subestructura de selenio, calcular las fases
iniciales por SAD, modificar la densidad electrénica y construir un modelo inicial de manera automadtica.
El mapa de densidad electrénica obtenido fue interpretable y permitié reconocer la topologia de un
dominio doble caché en la unidad asimétrica. Sin embargo, el modelo creado automaticamente resultd
incompleto y tenia una estereoquimica deficiente. Por lo tanto, un modelo ab initio de LBDHtc10
construido usando trRosetta (Yang et al., 2020) se ajusté como cuerpo rigido en el mapa de densidad
electrénica y se usé para completar y corregir las coordenadas atémicas del polipéptido. El modelo
cristalogréafico preliminar asi obtenido fue refinado mediante ciclos iterativos de modelado manual con
Coot (Emsley etal.,, 2010), empleado para aplicar restricciones estereoquimicas, y de refinado
cristalografico de las coordenadas atémicas y los pardmetros de desplazamiento atémico con Refmac
(Murshudov et al., 2011). Por otro lado, la estructura de LBDHtc10 nativa fue resuelta mediante
reemplazo molecular con Phaser (McCoy et al., 2007), utilizando las coordenadas atémicas de Se-Met-
LBDHtc10 disponibles a partir del experimento SAD. Después de ciclos sucesivos de modelado manual
con Coot y refinado cristalografico con Refmac, la molécula de ligando fue ubicada en un mapa mFo—
DFc y la estructura de LBDHtc10 més guanina fue refinada hasta la convergencia.

Los modelos finales fueron validados través del servidor MolProbity (Chen et al., 2010).

Los graficos moleculares fueron realizados con UCSF Chimera versién 1.11.2, desarrollados por
Resource for Biocomputing, Visualization and Informatics de la Universidad de California, San

Francisco.

Calorimetria de titulacion isotérmica (ITC)

Las muestras purificadas por IMAC fueron enviadas al Instituto de Biologia y Medicina
Experimental (IBYME) para ser analizadas por calorimetria de titulacién isotérmica (ITC, por
isothermal titration calorimetry) por el Dr. Alejandro Cagnoni. Las mediciones se realizaron a 25 °C
utilizando un calorimetro NanolTC (TA Instruments). Se prepararon soluciones de hipoxantina y
guanina (0,25-1 mM) en buffer Tris-HCI 25 mM pH 8, NaCl 300 mM. Las muestras de proteina (25-70

uM) se introdujeron en la celda de reaccion y se titularon con 20 inyecciones sucesivas de 2,5 pl de
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solucién de ligando a un espacio de 300 s. El anélisis de datos se llevé a cabo utilizando el Software

Nano Analyze.
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Resultados

Clonado y expresion de LBDHtc10

Con el fin de realizar ensayos que permitieran identificar posibles ligandos del quimiorreceptor
Htc10 de Halomonas titanicae, decidimos clonar y expresar su dominio periplasmético en un vector de
expresion que permitiera producir la proteina para su caracterizacidn posterior.

El anélisis de la secuencia del producto génico de htc/0 (RO22_21155, 2043 pb) en el servidor
DeepTMHMM (Hallgren et al., 2022), nos permitié reconocer dos posibles segmentos transmembrana,
TM1 (residuos 14-32) y TM2 (residuos 307-327), una regién periplasmdtica de 274 aminoacidos
flanqueanda por TM1 y TM2 (residuos 33-306) y finalmente una extensioén citoplasmadtica de 353
aminodcidos (residuos 328-680). La secuencia de Htc10 y los resultados de la prediccidén se muestran
en la Figura 12. En base a esto, se diseiaron oligonucledtidos para amplificar la regién del gen
correspondiente al dominio periplasmdtico de unién a ligando (LBDHtc10), para luego ser clonado en
el vector de expresion pET28a (inducible por IPTG) con una etiqueta de 6 residuos de His en el extremo
C-terminal. La construccion se denominé pFR2 y se utiliz6 para transformar células de Escherichia coli

BL21.
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Figura 12. Segmentos transmembrana (TM) de Htc10. A. Resultado del andlisis de la secuencia Htc10 con el
servidor DeepTMHMM. B. Secuencia de Htc10 mostrando TM1 y TM2 (en rojo), los segmentos citosélicos (en
rosa) y la region periplasmadtica (en azul). Se subray6 la zona correspondiente a los cebadores disefiados para
amplificar la porcién del gen correspondiente a LBDHtc10.

Ensayos preliminares mostraron dificultades para expresar LBDHtc10 en varias condiciones.
Inicialmente se probaron distintos tiempos de induccidn (4 h o toda la noche), temperaturas de induccién
(18, 28 y 37 °C) y cantidades de inductor (0,1 y 0,5 mM IPTG). En ningin caso se observé un producto
proteico abundante del tamafio esperado en la fraccidn soluble (32,4 kDa, se indica con la flecha roja en
la Figura 13), por lo que se decidi6 probar la expresion de LBDHtc10 en presencia de las chaperonas

DnaK, DnaJ y GrpE, codificadas en el plasmido pKJE7 inducible por L-arabinosa (Schroder et al.,
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1993). En células transformadas con pKJE7 se observo claramente la aparicién de una banda del tamafio
esperado para LBDHtc10 dependiente del agregado de IPTG, tanto en presencia como en ausencia de
L-arabinosa (dltimas 6 calles de la Figura 13), indicando que la expresién basal de las chaperonas es
suficiente para proteger la expresion de LBDHtc10. Dado que la presencia de arabinosa conduce a la
aparicion de productos proteicos no deseados, para purificar LBDHtc10 la misma se expresé con IPTG
0,1 mM sin adicionar arabinosa.

pFR2+ pFR2+ pFR2+
pKIE7+ pKIJE7 pKIE7+

T P S

T P S

Figura 13. Expresion de LBDHtc10. SDS-PAGE acrilamida/bisacrilamida 15/0,4% m/V mostrando la expresion
de LBDHtc10 en diversas condiciones de induccién. 25 mL de cultivo de células E. coli BL21 transformadas con
pFR2 (LBDHtc10, inducible por IPTG) y/o pKJE7 (chaperonas DnaK, Dnal y GrpE, inducibles por L-arabinosa)
se indujeron o no con IPTG 0,1 mM o L-arabinosa 0,5% m/V, con agitacién toda la noche, a 18 °C (el signo +
junto al plasmido indica presencia del respectivo inductor). Luego de romper las células por sonicacion, se guardé
una alicuota del extracto celular total (T) y el resto fue centrifugado para separar las fracciones soluble (S) e
insoluble (P). Las flechas amarillas muestran la posicion de las chaperonas (21,5 kDa, 41,1 kDa y 69,1 kDa) y la
flecha roja la posicién de LBDHtc10 (32,4 kDa).

Ligandos de LBDHtc10

Con las condiciones de expresion establecidas, se prosiguié a purificar la proteina recombinante
mediante cromatografia de afinidad con metales inmovilizados IMAC, por immobilized metal affinity
chromatography), para luego buscar posibles ligandos por medio de ensayos de desplazamiento de la
temperatura de desnaturalizacion (TSA, por thermal shift assay). En éstos, la proteina en estudio se
desnaturaliza por un aumento gradual de temperatura en presencia del fluoréforo SYPRO Orange, que
se une de manera inespecifica a sus regiones hidrofébicas. En soluciones acuosas la fluorescencia del
SYPRO Orange es baja, debido a la interaccién con moléculas de agua, pero a medida que la proteina
se despliega y expone sus residuos hidrofébicos, la fluorescencia de esta sustancia aumenta (Pantoliano
et al.,, 2001). La temperatura a la cual la mitad de las moléculas de proteina se encuentran en estado
nativo y la otra mitad en estado desplegado se conoce como temperatura de desnaturalizacién o melting
(Tw) (Hall, 2019); ésta corresponde al punto de inflexiéon en la curva de fluorescencia frente a
temperatura o al minimo en la curva de la primera derivada (ver Figura 14 A y B como ejemplo). La
presencia de un ligando especifico de la proteina usualmente induce una estabilizacion térmica, debido
a las interacciones intermoleculares, por lo que los ensayos de TSA permiten analizar posibles ligandos

mediante la medicién del desplazamiento de la T, (ATm) (Mckellar et al., 2015).
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La busqueda de ligandos de Htc10 se realiz6 en el marco de la Tesis doctoral (Gasperotti, 2018)
que se hallaba en curso en nuestro laboratorio. En este cribado, LBDHtc10 purificado se agregd en
placas fenotipicas comerciales (placas Biolog), que consisten en placas de 96 pocillos conteniendo
diferentes compuestos de concentracion desconocida (fuentes de carbono, nitrégeno, fésforo, azufre o
aditivos nutricionales para microorganismos) y luego se sometié a incrementos de temperatura mientras
se media la fluorescencia. Los resultados obtenidos se encuentran presentados en la Tabla 3; ciertos
compuestos conteniendo bases nitrogenadas desplazaron la Ty, en al menos 2 °C. En ensayos posteriores
realizados con 8 de estas 10 sustancias, utilizando soluciones de concentracion conocida (10 mM),
hipoxantina y guanina, a diferencia de los otros compuestos, generaron aumentos significativos de la Tr,

de LBDHtc10 (Tabla 3), por lo que fueron seleccionadas como posibles ligandos.

Tabla 3. Desplazamientos de Tm (ATm, °C) en los ensayos de TSA realizados con LBDHtc10. AT}, es Ty, —
Tmo, donde Ty es Tw en ausencia de ligando (57,5 °C) y T es T con ligando. La segunda columna muestra los
valores de AT}, del cribado realizado sobre placas Biolog y la tercera columna los resultados de los andlisis con
10 mM de estos compuestos. Estos datos fueron extraidos de Tesis doctoral (Gasperotti, 2018).

Compuesto ATw (°C)

Placas Biolog ~ Soluciones 10 mM*

Inosina 3,0 3,0
Guanina 6,0 6,0
Guanosina 2.5 0,5
Timina 2,0 1,7
Timidina 2.0 0,0
Uracilo 3,0 3,0
Xantina 2,5 -8,0
Guanosina 2-monofosfato 2.5 N/D
Hipoxantina 8,0 15,0
2-deoxy-inosina 6,5 N/D

* N/D: no determinado.

Posteriores ensayos de TSA, realizados en el contexto de la presente tesis, mostraron resultados
acordes a los informados previamente (Figura 14 A y B). Ademds, tanto hipoxantina como guanina
fueron capaces de modificar la 7, de LBDHtc10 en funcién de sus concentraciones, como se muestra
en la Figura 14 C y D. Para ambos derivados purinicos se observé una correlacion entre la concentracion
del ligando y el aumento de la 7, en los intervalos analizados, indicando que la estabilizacion de la
proteina depende de la concentracién de ligando. Para hipoxantina el mayor desplazamiento medido fue

15,9 °C (correspondiente a 10 mM) y para guanina 5,4 °C (1,2 mM).
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Figura 14. Resultados de los ensayos de TSA con LBDHtc10 en presencia de hipoxantina (Hip) o guanina
(Gua). A. Fluorescencia (F, unidades arbitrarias) vs. temperatura (7, °C) de la muestra, sin ligando (curva azul) o
con Hip (s6lo se muestra el resultado a concentracién 10 mM, curva verde) o Gua (sélo para 1,2 mM, color
naranja). Con linea negra vertical se marca el punto de inflexién de cada curva, correspondiente a la temperatura
de melting (T,,). B. Curvas de la primera derivada de la fluorescencia (-dF/dT) vs. T, siguiendo el mismo c6digo
de color que en A. Con linea punteada gris se marca -dF/dT = 0. T}, corresponde al minimo de esta curva (marcado
con linea negra). C. Valores experimentales de T}, vs. log de la concentracion de ligando (log [ligando]) para Hip
(1, 10, 100, 500 uM, 1 y 10 mM). La linea punteada azul marca la T, de la proteina en ausencia de ligando (54,2
°C). La curva roja es el ajuste no lineal de los datos, segiin la ecuacién (1). Con esta regresion se calculd la
constante de disociacion (K4) para el complejo LBDHtc10-Hip, 1,6 uM (R? = 0,9940). D. Curva para Gua (40,
120, 200, 600 uM y 1,2 mM), siguiendo el mismo cédigo de colores que en C. En este caso, la regresion reveld
que Kq=2,3 uM (R? = 0,9827). En los gréificos C y D se agregaron las estructuras de los compuestos analizados.

Los ensayos de TSA permiten detectar facilmente uniones proteina-ligando, aunque
tradicionalmente esta técnica s6lo fue empleada para andlisis cualitativo. Recientemente se publicé un
modelo, enfocado en el equilibrio entre la proteina nativa y su forma desplegada, que permite realizar
un andlisis cuantitativo a partir de datos obtenidos en experimentos de TSA (Bhayani & Ballicora, 2022).
Este modelo, basado en la ecuacién de van’t Hoff, supone que el ligando se une preferentemente a la
forma plegada de la proteina; a partir del ajuste no lineal de los datos de T, vs. log de la concentracion
de ligando (log [ligando]) se puede calcular la constante de disociacidon (Kg) del complejo proteina-
ligando, que es una medida de la afinidad entre estas moléculas (un valor relativamente bajo implica
una unién relativamente fuerte). En el caso de ligandos que se unen a un tnico sitio, dicho ajuste se

realiza mediante la ecuacion:

1olog [ligando])

Tm:Tm0+A-log(1+ X2

ey

52



Capitulo 1

Donde Timo es T en ausencia de ligando y A es un pardmetro que tiene en cuenta la entalpia de la
reaccion de desnaturalizacidon. Se considera que Ky no varia significativamente en el intervalo de
temperaturas analizadas.

Se utilizé la ecuacién para ajustar los datos de la Figura 14 C y D, suponiendo que tanto hipoxantina
como guanina se unen a un dnico sitio de LBDHtc10 y en ambos casos K4 fue del orden micromolar,

siendo para hipoxantina (Kq = 1,6 pM) casi 1,4 veces menor que para guanina (Kq = 2.3 pM).

Estructura de LBDHtc10

Como se comentd en la introduccioén, las predicciones estructurales de LBDHtc10 revelaron que
este dominio adoptaria una topologia de tipo doble Cache. Con el objetivo de probar esta hipétesis e
identificar los residuos involucrados en la unién de los ligandos, decidimos resolver la estructura
cristalogrifica de LBDHtc10, en colaboracidn con la Dra. Maria Natalia Lisa (PLABEM-IBR, Rosario,
Argentina).

Para esto, LBDHtc10 se expreso en las condiciones establecidas anteriormente y se purificé por
IMAC y cromatografia preparativa de exclusién por tamafo. Los cromatogramas y SDS-PAGE de
algunas fracciones se muestran en la Figura 15 A y B. El extracto final se concentré por ultrafiltracién
hasta 30,3 mg/mL y su calidad se evalu6 por TSA, cuyos resultados se muestran en la Figura 15 C y D.
El perfil de la curva indicé que la proteina se encontraba plegada; ademads, los desplazamientos de la T,
debido al agregado de ligandos fueron consistentes con los valores antes informados.

Se obtuvieron cristales de LBDHtc10 en presencia de guanina 1,2 mM, mediante el método de
difusién de vapor en gota sentada. La condicion 6ptima para el crecimiento de los mismos fue (NH4)>SO4
200 mM, cacodilato de sodio trihidrato 100 mM pH 6,5, polietilenglicol 8000 30% m/V. Los datos de
difraccién de rayos X revelaron que estos cristales pertenecian al grupo espacial P2,2,2; (Anexo III). A
pesar de haber difractado los rayos X a alta resolucién (2,1 A), no fue posible resolver la estructura
cristalografica mediante reemplazo molecular (MR), ya que el modelo mas cercano a LBDHtc10 que se
encontraba disponible en el PDB presenta s6lo 17% identidad de secuencia con el mismo [LBD del
quimiorreceptor CtaA de Pseudomonas fluorescens, PDB:6PY5 (Ud-Din et al., 2020)].

Se prepard, entonces, LBDHtcl0 marcado con selenometionina (Se-Met-LBDHtc10), en
colaboraciéon con el Dr. Marco Bellinzoni (Institut Pasteur, Paris, Francia), para obtener fases
experimentales por difraccion anémala a longitud de onda unica (SAD, por single-wavelength
anomalous diffraction). Se obtuvieron cristales isomorfos de Se-Met-LBDHtc10 en presencia de
guanina (Se-Met-LBDHtc10-Gua) o hipoxantina (Se-Met-LBDHtc10-Hip), que pertenecieron al grupo
espacial H32 y difractaron los rayos X a baja resolucién, 3,6 A y 3.5 A, respectivamente.

Los modelos construidos para los cristales de Se-Met-LBDHtc10-Gua y Se-Met-LBDHtc10-Hip
comprendian una tnica molécula de proteina por unidad asimétrica y mostraron que, efectivamente, la

misma adopta una topologia de tipo doble Cache, como se muestra en la Figura 16.
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Figura 15. Purificacion de LBDHtc10. El extracto crudo se purificé por IMAC y luego por cromatografia de
exclusion molecular. A. Purificacion IMAC. Arriba, cromatograma mostrando la absorbancia (A) a 280 nm vs. el
volumen de elucién (V elucién) a partir del momento de inyeccion. La curva verde muestra el gradiente lineal de
imidazol. Las fracciones colectadas (cada una de 2 mL) se marcan con lineas negras (con fucsia se numeran las 5
primeras). Abajo, SDS-PAGE acrilamida/bisacrilamida 15/0,4% m/V de las fracciones que estdn numeradas (Inic.
significa fraccidn inicial, diluida 1/10). En ambos casos, las fracciones que fueron juntadas (17, 18 y 19; 6 mL
totales, 2,39 mg/mL) y sometidas a la préxima cromatografia se sefialan con un cuadrado rojo. B. Filtracion en gel
preparativa. Arriba se muestra el cromatograma y las fracciones colectadas, cada una de 5 mL, siguiendo el mismo
cddigo que el cromatograma de A. Abajo, SDS-PAGE de algunas fracciones. Con un cuadro rojo se marcan las
fracciones que fueron seleccionadas (15 y 16; 10 mL totales, 1,34 mg/mL). C. Resultados del ensayo TSA
realizados con la proteina purificada. Ty, sin ligando = 55,1 °C, AT, hipoxantina 5 mM = 14,8 °C, AT, guanina
1,2 mM = 5,1 °C. D. Curvas de derivada de la fluorescencia vs. la temperatura. Los valores de 7}, se marcan en
los gréaficos con lineas verticales.

Al igual que otros integrantes de esta familia estructural, LBDHtc10 presenta un eje principal (que
se ubicarfa perpendicular a la membrana plasmatica), el cual se encuentra compuesto por los elementos
helicoidales a1l y a2 (residuos 49-87), compartido por los subdominios Cache distal y proximal. Cabe
aclarar que la numeracién empleada para los residuos de LBDHtc10 corresponde a la posicion de los
mismos en la proteina nativa y no a la del producto proteico obtenido a partir del pldsmido pFR2; este
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