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No es la respuesta la que ilumina sino la pregunta.
Eugene Ionesco (1963)

La experiencia no se equivoca , tan solo es nuestro
Juicio el que lo hace , cuando promete resultados
que no proceden de nuestros experimentos.
Leonardo Da Vinci (1510)
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“... se te aparece como un todo en el que ningln deseo se pierde y del
que tu formas parte... Tal es el poder, que a veces dicen maligno,

a veces benigno, tiene Anastasia, ciudad engafiosa: si durante

ocho horas al dia trabajas tallando 4gatas énices crsopacios,

tu afédn que da forma al deseo toma del deseo su forma, y crees

que gozas de toda Anastasia cuando sélo eres su esclavo.”

Italo Calvino, Las ciudades invisibles.(1973)
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Resumen.

La morfogénesis del flagelo bacteriano, requiere del correcto funcionamiento del
aparato exportador especifico de éste organelo. Este aparato exportador es uno de los
sisternas de exportacién denominados tipo I1I, caracteristico también de los sistemas de
exportacion de factores de patogenicidad y virulencia.

El aparato exportador especifico del flagelo est4 compuesto por las proteinas FihA,
FIhB, FiiH, Fhil, FiO, FliP, FliQ, y FliR. Entre éstas, Flil es de especial interés y
motivo de este estudio.

Flil muestra similitud con la subunidad catalitica de las H’*-ATPsintetasaé tanto de
procariontes como de eucariontes. Estudios previos han demostrado que la hidrélisis de
ATP por Flil es esencial para la morfogénesis flagelar. Se ha propuesto que esta
proteina interacciona con otros componentes del aparato exportador y provee la energia
necesaria para €l proceso de exportacion. En este trabajo se determinaron las constantes
cinéticas para la actividad hidrolitica de ATP de Flil : Vmax = 0.12 nmol Pi min™ pg’'y
Km para MgATP de 0.35 mM. La interaccién entre Flil y dos substratos de
exportacion: la flagelina (FIiC) y la proteina del gancho (FIgE) se demostrd por
ensayos de inmunorréplica de afinidad, asi como por ensayos de coprecipitaciéon. La
presencia de flagelina y de la proteina del gancho, estimula la actividad enzimatica de

Flil de forma especifica y reversible. Las constantes cinéticas de la actividad de

vi



hidrélisis cambian acorde con este efecto, la Vmax en presencia de flagelina es de 0.35
nmol Pi min"' g yla Kmesde 1.1 mM.

La interaccion entre Flil y al menos dos substratos de exportacion es especifica y
reversible, lo cual sugiere un papel central de Flil en el proceso de exportacién donde

esta interacciona tanto con los componentes membranales del aparato exportador como

con los substratos de exportacion..
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Abstract.

Flagellar protein F1iI is a key component of the flagellar export apparatus in
Salmonella typhimurium. Fll catalyzes the hydrolysis of ATP which is essential for
flagellar assembly. Flagellin and hook protein were used as mode! to test for specific
interaction of Flil with export substrates. These two proteins form the mayority of the
external filament of the bacterial flagellum. Affinity blot experiments as well as

copurification studies with purified proteins, demonstrate that Flil interacts specifically

with at least these two flagellar substrates.

The interaction of either of the two proteins with Flil, increases the intrinsic ATPase
activity. The presence or either flagellin or hook protein stimulates ATPase activity in a
specific and reversible manner. A Vmax of 0.122 nmol Pi min" pg”' and a Km for ATP
of 0.35 mM was determined for the unstimulated Fhl; the presence of flagellin increased
the Vmax to 0.35 nmol Pi min™' pg™' and the Km for ATP to 1.1 mM. The stimulatioﬁ

induced by the export substrates is fully reversible, suggesting a direct link between the

catalytic activity of Flil and the export process.

viil



I. INTRODUCCION

Las bacterias tienen una gran versatilidad metabélica, lo que les permite
vivir y crecer en condiciones ambientates muy diversas. No obstante, muchas especies
bacterianas poseen ademds la habilidad de migrar hacia ambientes mas favorables, lo
cual les confiere una ventaja adaptativa importante, Este comportamiento, conocido
como respuesta de taxis, requiere de un mecanismo de motilidad (nado o
deslizamiento), un mecanismo para monitorear el medio ambiente (receptores y
transportadores) y un mecanismo para modular el movimiento celular en respuesta a la
informacion ambiental. Este proceso es uno de los comportamientos bioldgicos mas
estudiados y mejor entendidos.

La motilidad de los organismos y en particular de las bacterias ha sido motivo de
numerosos estudios a lo largo de Ia historia. En el siglo XVII Antonie van
Leeuwenhoek observé por primera vez pequeiias particulas o “animalillos” que se
movian, supuso entonces que las particulas estaban vivas porque se movian y lo hacian
con una aparente direccionalidad. A mediados del siglo XIX Pfeffer y Engelmann
observaron que las bacterias se mueven en respuesta a estimulos ambientales y no al
azar. Yaen el siglo XX se han identificado los mecanismos de motilidad y de monitoreo
del medio ambiente, asi como diversos factores que modifican este comportamiento, los

cuales describiré a continuacion.



Seccion A,

Motilidad y taxis.-

Los microorganismos métiles buscan activamente ambientes ricos en nutrientes,
moviéndose de un sitio a otro al modificarse las condiciones del medio en el que se
encuentran. Las especies bacterianas han desarrollado dos estrategias de motilidad, el
deslizamiento y el nado.

El deslizamiento es un movimiento sobre superficies solidas, cuyo mecanismo
aunque poco entendido, se cree involucra organelos de motilidad probablemente en la
pared celular, asi como una secrecién extracelular. Es un movimiento caracteristico de
especies como Myxobacterias, Beggiatoaceas, Proteus y Flavobacterium (a_ntes
Cytophaga), cuya rapidez varia entre 5y 10 um seg ~' (Weibull, C., 1960). “Se sabe
muy poco de este tipo de movimiento bacteriano; y apenas recientemente se han
identificado los primeros tres genes (g/dd, gldB, gldC de Flavobacterium jhonsoniae)
directamente involucrados en este mecanismo (Agarawal, S., er al 1997).

La mayoria de las especies bacterianas viven en medios liquidos, y su estrategia de
movimiento s el nado. Este movimiento esta caracterizado por la rotacion de
apéndices u organelos llamados flagelos, que impulsan a la célula a través del medio; la
rapidez de este movimiento es mayor a la del deslizamiento, siendo de entre 25 .y 50 pum
seg”’ (=25 -50 cuerpos celulares por segundo), y llegando a ser de hasta 600 pm seg”
en la bacteria marina Thiovulum majus (Garcia Pichel, F. 1989), que nada aiin mds

rapido que muchos eucariontes.



Figura 1. Patrones de flagelacién en algunas especies bacterianas.

Fotografias de microscopia electrononica de transmision de distintas especies bacterianas. Todas las fotegrafias fueron
tomadas en la Unidad de Microscopia de! Instituto de F isiologia Celular. A. Flagelos peritricos Salmonella
thphimurium. B.. Flagelos lopotricos Rhodospirilum rubrum C. Flagelo monotrico: Rhodobacter sphaeroides.

Existen representantes flagelados en las eubacterias Gram positivas (Bacillus
subtilis), Gram negativas (Salmonella typhimurium), espiroquetas (Spirochaeta
zuelzerae ), y en arqueobacterias (Halobacterium salinarium). La localizacién y nimero
de flagelos varia considerablemente en las diferentes especies. Existen bacterias con
flagelo interno, entre la membrana interna y externa, como en el caso de las espiroquetas
(Spirochaeta zuelzerae), y bacterias con flagelo externo a la célula. Las bacterias con
flagelo externo pueden tener uno o varios flagelos con distintos patrones de localizacién;
con un solo flagelo polar (monotrico) Pseudomonas areginosa, con varios flagelos en

ambos polos (lopotricos) como Rhodospirilum rubrum, con un solo flagelo subpolar




{monotrico subpolar) como Rhadobacter sphaerodes o con varios Hagelos alrededor de
todo el cuerpo celular (peritricos) como en Fscherichio coli o 8. tvphimurinm (ver

Figura 1)

i4 flagelo bacteriano es aparentemente parecido a su homoénimo eucarionte, sin
embargo. difieren completamente es decir, se trafa de organelos analogos v no

homologos (Blair,D.F , & S K. Dutcher 1992) (ver Figura 2).

Figura 2. Difcrencias entre el flagelo procarionte y ¢l flagelo ecuarionte.
Maodificada de Rlar DF & S K Dutcher 1992 - Macnah R M 1994
| 200nm l 20nm
Eucarionte Procarionte
Fuente de Energia ATP gradientede H '
No. Proteinas
que lo froman >20 I (principal)
Mecanisino bate totacion

A diferencia del flagelo eucarionte que bate para impulsar al organismo, el
flagelo bacteriano rota.  [.a fuerza de rotacion o torca es generada en la base del flagelo

procarionte y transmitida a las estructuras externas generando un impulso mecanico (ver



Seccién B. Estructura y funcién flagelar). Por otro lado, en el flagelo eucarionte los
componentes gencradores de la fuerza de rotacidn se encuentran dentro de la propia
estructura del organelo. Uno de estos componentes es la dineina, cuya hidrolisis de
ATP es utilizada directamente para promover e} deslizamiento de los microtubulos que
forman este flagelo. La fuente de energia para la rotacién del flagelo procarionte es la
fuerza protén-motriz y no la hidrélisis de ATP, como en el caso eucarionte.. Por otro
lado, en el flagelo procarionte cualquiera de los dos componentes de la fuerza-protén-
motriz: el potencial de membrana (Ay) o el gradiente transmembranal de pH (ApH),
pueden dar la energia para sostener la rotacion flagelar (Larsen, S. H. er. @/.1974). El
origen de la fueza-protén-motriz varia: en condiciones respiratorias, la cadena de
electrones es la principal fuente, mientras que en condiciones de glicolisis anaerobia, la
hidrolisis de ATP via laH * -ATPasa es la responsable. Es interesante notar que las
bacterias alcaléfilas utilizan como fuente de energia la fuerza-sodio-motriz en lugar de la
fuerza-protén-motriz. La geperacién del torque ocurre probablemente por el flujo de "
o de iones Na" a través del motor, por un mecanismo atin no completamente establecido
(para una mayor explicacién ver Seccién Estructura flagelar ).

El movimiento bacteriano es un movimiento aleatorio con sesgo en tres
dimensiones (biased random walk); esta caracterizado por una serie de nados en una
direccion, con interrupciones que resultan en la reorientacién de la célula en el medio
(Armitage, J.P., 1992) (ver Figura 3).

En E. coli'y en S. typhimurium el movimiento hacia adelante se produce por la rotacion
de derecha a izquierda ("CCW" en sentido contrario a las manecillas del reloj por sus

siglas en inglés), de cada uno de los flagelos presentes en la célula, lo cual promueve



que estos se ordenen en un haz o trenza flagelar, que impulsa a la célula en el medio
como una propela,
El cambio en la direccién de rotacién de cada uno de los flagelos de izquierda a derecha

("CW" o en sentido de las manecilias de! reloj por sus siglas en inglés), desordena el

Figura 3. Esquema del movimiento bacteriana,
A. Trayectoria del nado de una bacteria en un medio homogéneo y en presencia de
un atrayente. B.Cambio de rotacién dei flagelo en el nado y la reorientacion.
A
Atrayente
; LJ
Medio homogéneo Medioc heterogéneo
B KROETLS—
e
/ Nado
. ., \ -y
Reorientacién Nado

haz flagelar; durante este periodo, la célula no tiene velocidad lineal sino una gran
velocidad angular (Berg, H. C. & D.A. Brown 1972), lo que le permite reorientarse,
Posteriormente, al rotar los filamentos una vez mas de derecha a izquierda (CCW), se
reordena el haz flagelar, y la célula nada entonces en una direccion diferente a la inicial

(ver Figura 3).



En ausencia de un estimulo externo, los eventos de nado (=1 segundo), son
interrumpidos por eventos breves de reorientacion (=0.1 segundo). La presencia de un
estimulo positivo (adicién de un nutriente 0 remocién de un repelente), disminuye la
frecuencia de interrupciones o reorientaciones, prolongando asi el tiempo de movimiento

continuo, lo que resulta en un movimiento aleatorio influenciado o sesgado (“biased

random walk). Por
Figura 4. Curso temporal de Ia respuesta quimiotictica,
Después de la adicién de un estimulg, hay una fase de latencia (1) de otre lado, el
~0.2seg, una fase de excitacién (2) la cuat se manifiesta como el

incremento de probabilidad de rotar en direccion CCW. EJ grado de

e . incremento de
excitacion disminuye durante la fase de adaptacion (3).

estimulos negativos,

como la adicion de

(3)
repelentes o la

(2)
remacion de
Probabilidad (1)

(CCW)
-

0 incremento en la

nutrientes, produce un

frecuencia de
Tiempo

interrupciones,

resultando en una mayor frecuencia en el cambio de direccién de la célula.

Al moverse, la célula percibe el cambio de composicién del medio comparando la
composicidn actual con la composicién unos segundos anteriores, esto es, 1a célula
percibe un gradiente temporal (Machab, R. M. & D. E., Koshland 1972). El anélisis de
los cambios en la direccion de rotacion del flagelo durante un estimulo, ha mostrado ser

una respuesta trifisica (ver Figura 4), que consiste en una fase de latencia de cg 0.2 seg,



una fase de excitacién durante la cual hay un cambio en la direccién de rotacién del
motor flagelar, y una fase de adaptacién que dura entre segundos y minutos dependiendo
del tamafio del estimulo, y que es fundamental en el comportamiento final de la
bacteria. Este proceso de adaptacién permite a la c€lula responder a cualquier variacién
en el medio ambiente y no solo a concentraciones especificas de un compuesto.

Los estimulos reconocidos por las bacterias son muy diversos, y pueden ser
estimulos quimicos a compuestos orgénicos e inorgdnicos, o estimulos fisicos.
Escherichia coli 'y Salmonella typhimurium utilizan dos estrategias de transduccién
para migrar a microambientes dptimos. En el comportamiento de taxis independiente
del metabolismo o quimiotaxis, un cambio en la concentracién de moléculas unidas a
receptores transmembranales constituye la sefial que produce el cambio en
comportamiento. En la conducta de taxis dependiente de metabolismo, o taxis-
energética, las moléculas sefial deben de ser metabolizadas para producir una sefial que
refleja su nivel energético. La bacteria integra ambas conductas, lo cual resulta en una
migracién hacia un medio ambiente m4s faverable. En condiciones de crecimiento
exponencial, la quimiotaxis es el principal determinante de la conducta en E. coli y S.
typhimurium. Otras bacterias como Rhodobacter sphaeroides y Sinorhizobium meliloti,
la taxis-energética es el mecanismo determinante.

Utilizando cualquiera de estas dos vias de transduccién, la célula es capaz de percibir e

integrar las distintas condiciones del medio.



Estimuloes dependientes de metabolismo:

»  El oxigeno o respuesta aereotictica fue inicialmente descrita en el siglo
XIX por Pfeffer y Engelman. Bacterias métiles migran hacia ambientes donde la
concentracion de oxigeno es la dptima para su crecimiento y son repelidas por
concentraciones ya sea mayores 0 menores a ésta. Las diferentes especies tienen un
microambiente dptimo distinto, por ejemplo: Bacillus subtilis, aerobio obligado, busca
concentraciones de oxigeno en el rango de 200 uM; E. coli, anaerobio facultativo de 50
1M, y el aerotolerante Desulfovibri vulgaris de 0.4 UM (Taylor, B. & Zhulin,I.,1998).
Diversas evidencias sugieren que la sefial en la respuesta aereotactica es un cambio en
el transporte de electrones y la fuerza protén motriz durante la reduccion del oxigeno
(Taylor, B.L. 1983 ; Lazlo, D.J. & Taylor,B.L., 1981).

»  Larespuesta a la luz o respuesta fototactica es un estimulo importante en
bacterias fotosintéticas como Rhodobacter sphaeroides,y Rhodospirilum rubrum
(Harayama,S. & Tino, T., 1976). Esta respuesta requiere también del transporte de
clectrones, y se ha propuesto que éste transporte regula tanto la respuesta aereotactica
como la fototactica en estas especies bacterianas.

»  El pH del medio externo actua también como estimulo ambjental. Ensayos
de capilaridad han demostrado que E. coli migra de ambientes con pH 4cido o alcalino
hacia medios con pH neutro (Tso, W.W., & Adler, ], 1974). La identidad de la sefial
en esta conducta no ha sido identificada con certeza, aunque se ha propuesto que el

transporte de electrones y la fuerza proton-motriz estdn involucrados.



»  Incrementos o disminuciones en la temperatura , dentro de un rango entre
20y 37 °C, actiian como atrayente o repelente; la presién, la osmolaridad y la
viscosidad del medio e inclusive el campe magnético terrestre actiian como estimulos
en distintas especies bacterianas (Armitage, J.P. 1992). Cationes divalentes como cl
Mg®* o Ca*" son atrayentes (Ingolia, T., & D.E. Koshland Jr. 1979}, mientras que el Co™
y el Ni*" actian como repelentes (Tso, W.W. & Adler, J., 1974) en algunas especies

bacterianas.

Estimulos independientes de metabolismo:

La respuesta a compuestos orgdnicos independiente de metabolismo, es
probablemente la respuesta mas importante en el comportamiento de las bacterias. Estos
estimulos actlan a través de la unién a receptores especificos y desencadenan un proceso
de transduccion de sefial que es particular al sistema de quimiotaxis. A pesar de no
requerir del metabolismo celular, los atrayentes mas poderosos son compuestos centrales

a éste; aminoacidos, oligopéptidos, azicares y 4cidos carboxilicos.
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de informacidn entre el medio ambiente y la célula. Estos sistemas incluyen al control
de la asimilacién del nitrégeno, al proceso de esporulacion en B. subtilis, al proceso de
osmoregulacion, a la regulacion redox y el reguldn de porinas, entre otros ( Hoch, J.A.,
& T.J. Silhavy 1992),

Receptores quimiotacticos.-

Existen dos tipos de receptores que perciben los estimutos del medio; las proteinas
quimiotacticas aceptoras de metilos (MCPs de sus siglas en inglés Methyl-accepting
Chemotactic Proteins) ( Hazelbauer, G. L. 1992); y a las proteinas periplasmicas de
unién como son la proteina de unién a maltosa, a ribosa, a galactosa, y a dipéptidos.

»  Las proteinas peripldsmicas de unién, son proteinas monoméricas de peso
molecular entre 23,000 y 52,000 daltones (Higgins, C.F., 1992). La unién de ligando
promueve un cambio conformacional que le permite interaccionar con el dominio
periplasmico de los receptores quimioticticos MCPs a través de los cuales ejerce su
accidn. (Levit, M.N., 1998).

»  Las proteinas quimiotacticas aceptoras de metilos son proteinas
diméricas transmembranales de entre 55,000 y 60,000 de peso molecular. Se han
identificado cuatro MCPs en E. coli y cinco en S. typhimurium , dependiendo de su
especificidad por el ligando, y se han localizado formando grupos en los polos de Ia

célula (Madock, J.R., & L. Shapiro 1993).



Tabla 1 . Receptores Quimioticticos 0 MCP

RECEPTOR| ATRACTANTE REPELENTE
Tar Aspartato, Glutamato y MBP Ni**, Co *
Tsr Serina, Alanina, Glicina,

Aminoisobutirato
Trg RBP (Ribosa) y GBP (Galactosa,

Glucosa)
Tap Dpp (dipéptidos)
Tep Citrato Fenol

Datos tomados de Stock,J. & Surette, M.G. 1998.

de metilo. .

yTM2.

Figura 6 . Respuesta de las proteinas quimioticticas aceptoras

La transicién entre el estado T(reorientacion) y R (nado),
involucra una alteracién de la conformacién de las helices TM1
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secuencias
transmembranales
™1 y TM2
separadas por un
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peripldsmico de unién a ligando, un dominio sefial citopldsmico rodeado de dos hélices
de metilacién MH1 y MH2, y un dominio citoplasmico C-terminal variable ( ver Figura
6).

La informacién del estado de ocupacién del receptor es transferida a un sistema de
transduccién de sefial tipo “sistema de dos componentes”, compuesto por las proteinas
Che (del ihgle’s chemotaxis). En este sistema el dominio receptor estaria en CheA y el
regulador de la respuesta seria CheY.

El receptor de Tar, que monitorea los niveles de aspartato en el medio, se ha
utilizado como modelo de la estructura y funcién de los MCPs. Fisiolégicamente se ha
determinado que, a pesar de ser un dimero, Tar une una sola molécula de aspartato, lo
cual estabiliza la conformacién del dimero. Estudios de cristalografia de rayos X y de
mutacién dirigida llevados a cabo por el grupo de Koshland ( Yeh, J.1, et. . 1993),
muestran que el aspartato se une cerca de la interfase del dimero en el sitio de unién de
uno de fos mondémeros, lo cual se ve reflejado en una cooperatividad negativa en la
union de aspartato; la Kd es de 0.1 a 2 uM para el primer y el segundo aspartato
respectivamente (Bienmann, H.P., & D.E. Koshland Jr. 1994).

El dominio transmembranal esti compuesto por 4 o-hélices transmembranales,
dos de cada monémero (TM1, TM2, TM1" y TM2"). El mecanismo de transduccion de
sefial propuesto (Pakula, A. A. & M. 1. Simon 1992; Lynch, B.A., & D.E. Koshland Jr.
1991), sugiere que la unién de ligando en el dominio periplidsmico induce un
movimiento conformacional en la hélice transmembranal TM2 con respecto a la hélice
TM1 (ver Figura 6). Este cambio conformacional se traduce en una modificacién de la

actividad del dominio citoplésmico. El dominio citopldsmico est formado por un
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dominio aceptor de grupos metilo donde interaccionan las proteinas quimioticticas
CheR y CheB, esenciales para la adaptacién de la respuesta, y un dominio sefial donde
interaccionan las proteinas quimiotacticas CheW y CheA involucradas en la
transferencia de la sefial hasta el motor flagelar ( Liu,J., & J.S. Parkinson 1989).

La liberaci6n del ligando del receptor resulta en la formacién de un complejo
ternario: MCP-CheW-CheA: esto a su vez promueve la autofosforilacién de la cinasa
CheA (Ninfa,A. et. al. 1988). Che A-P fosforila a CheY (regulador de la respuesta) en el
residuo Asp57 (Sanders, D.A., ef. al. 1989), el cual en su estado fosforilado aumenta su
afinidad por el complejo del switch flagelar (FliG, FiiM y FliN, ver mas adelante en la
Seccién B Estructura y funcién flagelar) (Toker,A.S., & R.M. Macnab, 1997 ; Bren A,
& Eisenbach, M 1998). La unién de CheY-P a FliM induce un cambio en la direccién
de rotacion del flagelo hacia “CW?”, desordenando la trenza flagelar y reorientando a la
célula. La cinasa CheA, fosforila también a la proteina CheB, metilesterasa del
receptor. La metilacién del receptor inhibe la autofosforilacién de CheA, y por lo tanto
la respuesta del receptor en ambientes constantes, proceso al cual se le conoce como
adaptacién (ver Figura 5).

Los nveles de CheY-Py CheB-P son regulados ya sea por la fosfatasa CheZ o por la
actividad de atutofosfatasa , para manter al sistema en equilibrio capaz de responder a

cambios en el medio ambiente

A continuacidn describiré brevemente cada uno de los componentes del sistema Che
y su papel en la respuesta quimiotactica.
»  Laproteina CheA es una proteina soluble de 59,976 daltones de forma

alargada que media la transferencia de informacién entre los MCPs y los componentes
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citoplasmiticos de la respuesta quimiotactica. Es miembro de la familia de las cinasas
de histidina de los sistemas de dos componentes, involucradas en diversos procesos de
transduccién de sefial en microorganismos procariontes y eucariontes incluyendo
plantas. Se han aislado y secuenciado mas de 100 miembros de esta familia y todas
comparten una estructura similar: una regién de fosfotranferencia en ¢l extremo NHj-
terminal, uha region de unién al regulador de la respuesta (CheY), una regién de cinasa
Y en el extremo carboxilo una regién de unién a Che W (Stock,A., et al. 1988).

»  CheW es una proteina soluble de 18,000 daltones, que junto con CheA se
une al dominio sefial del MCP formando un complejo ternario de estequiometria 2 :2 :2.
CheW posee sitios de unién independientes para CheA y MCP (Swanson, R.V. et. al
1993).

»  CheY es una proteina soluble monomérica de 14,000 daltones, de forma
globular. Che Y es homdloga a proteinas de la familia de reguladores de respuesta en
los sistemas de dos componentes, cuya funcién es modular la respuesta del efector a
estimulos sensoriales (Stock,A. et. al. 1985). Estudios de cristalografia de rayos X y
NMR, tanto en CheY como CheY~P, han mostrado un cambio conformacional en
CheY~P probablemente 'reSponsable de aumentar su afinidad por FliM (Welch, M. et.
al. 1993). Por otro lado, con estudios de mutacién dirigida y de mutaciones supresoras
s¢ han identificado que CheY ~ P interacciona con la regién amino terminal de FliM
(Sockett, H., et. al 1992 ; Bren, A. & M. Eisenbach 1998).

»  CheZ es una fosfatasa soluble de 24,000 daltones cuya funcién in vive es

controlar los niveles de CheY~P acelerando su desfosforilacién (Hess,J.F. et.al. 1988).
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» CheR es una proteina soluble monomérica de 30,000 daltones; cataliza la
transferencia de grupos metilo de la S-adenosilmetionina (SAM) a residuos de acido
glutamico del receptor (Springer, M.S,, er. al. 1977). Su actividad estd regulada por los
niveles de SAM en la célula y la conformacién del receptor. Tiene una Km de entre 10 y
20 uM para SAM y 2 uM para Tar. Los cambios de metilacién en el receptor modulan la
actividad de autofosforilacién de CheA en el complejo ternario.

»  CheB cataliza la hidrélisis de los ésteres de metilo introducidos por CheR
(Stock,].B., & D.E. Koshland Jr. 1978) . CheB actiia también como amidasa generando
mas residuos de glutdmico a partir de residuos de glutamina en la secuencia del
receptor. CheB es una proteina de 37,500 daltones compuesta por dos dominios
(Simms, S.A., er. al. 1985). Un dominio regulatorio N-terminal homéloge a dominios
aceptores de fosfato en la superfamilia de reguladores de respuesta ( incluyendo a
CheY), y un dominio catalitico C-terminal que desmetila o desamida al receptor. El
dominio regulador de CheB, es fosforilado por CheA~P, al igual que su homologo
CheY, lo cual incrementa su actividad hasta 10 veces. Las constantes cataliticas de
ambas transferencias son similares, y ambas son reguladas por estimulos sensoriales
reflejados en el complejo tenario MCP-CheW-CheA (Lupas,A. & J. Stock 1989).
CheB-P tiene una actividad deautofosfatasa alrededor de diez veces mayor a CheY-P,

por lo que no requiere de una fosfatasa como CheZ para regular su actividad.
Los cambios en la metilacién/amidacién del receptor regulan la actividad de

autofosforilacion de CheA en el complejo MCP-CheW-CheA. Altos niveles de

metilacion incrementan hasta 100 veces esta actividad, mientras que niveles bajos la
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inhiben. El papel de la metilacién en la respuesta se ha explicado con un modelo de
receptor de dos estados. Un estado promotor de la reorientacién T ( del inglés tumble),
resultando en una proteina CheA activa; y un estado promotor del nado R (del inglés
run) con CheA inactiva. En este modelo la metilacién modifica la interaccién entre los
dominios MH1 y MH2 del receptor. La presencia de repelentes promueven tanto la
metilacién como la estabilizacién del estado T, mientras que la desmetilacion,
promovida por la presencia de atrayentes, estabiliza el estado R (Stock ,J. & Surette,
M.G. 1996).

De esta forma, la respuesta de fosforilacién del complejo MCP-CheW-CheA es
controlada por un balance entre el efecto del ligando en el dominio sensorial del MCP y
¢l grado de metilacién de los residuos de dcido glutdmico en las regiones MH1 y MH?
del mismo receptor. Los niveles de metilacién de las hélices MH1 y MH?2 son a su vez
modulados por cambios conformacionales del receptor inducidos por el estado de

ocupacion de ligando.

Con el afdn de explicar los mecanismos en las respuestas sensoriales de los
organismos se han propuesto modelos que involucran dos procesos, el de excitacién y el
de adaptacién. En el caso de la respuesta quimiotactica de los microorganismos, se ha
modelado experimentalmente analizando la respuesta de nado de las células en un medio
homogéneo, que es subitamente cambiado a otro medio distinto pero también
homogéneo. Las células responden nadando, si el cambio es a un medio con mayor
concentracion de atrayente, o reorientandose si éste tiene repelente o menor
concentracion de atrayente. Este comportamiento continiia por unos minutos, después

del cual la célula regresa a un patrén de nado caracteristico de un estado sin estimulo,
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con fluctuaciones entre nado y reorientacién al azar. Durante la respuesta quimiotactica
in vivo las células responden y se adaptan a un estimulo en un intervalo de tiempo de 1
segundo. El efecto de la metilacién de los receptores es un mecanismo que funciona en
una escala de tiempo de minutos, y es responsable de mantener a los receptores en un

equilibrio que les permita responder a cualquier variacién en el medio ambiente.
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Seccion B.

Estructura y Funcion Flagelar.

Una vez integrados los estimulos del medio ambiente, la respuesta de la
celula depende de la rotacion del flagelo.

El flagelo bacteriano es uno de los complejos multiproteinicos mejor
entendidos tanto a nivel genético, estructural, funcional y morfogenético; por ello, se ha
uttlizado como modelo de estudio de un motor biologico a nivel moiecular.

La estructura general del flagelo (ver Figura 7), compuesta por tres partes
principales: filamento, gancho y cuerpo basal embebido en la membrana, se ha
conservado en el reino procarionte desde arqueobacterias, hasta eubacterias gram

positivas , gram negativas, y espiroquetas.

Figura 7.Estvuctura del flagelo de  Salmoneila typhimurium.
Modificado de Anmitage J P. 1992

gancho HAPT  wap2  filamento

anilla-T.
anillo-P
anillo-MS

Aparato Exportado
(FIhA,FInB,FiiH Flil, FliO,
FiiP,FliQ,FiiR)




A continuacion describiré cada uno de los componentes del flagelo bacteriano.

Filamento.-

El filamento esta localizado extracelularmente, y constituye el componente propulsor
del flagelo, que genera el trabajo hidrodinimico en el medio. No tiene actividad
enzimatica, ni forma parte del sistema mecanico generador del torque. El filamento esta
constituido como un polimero de flagelina (FliC); tiene un diametro de 0.02 um y una
longitud variable entre 5 y 10 um. Es el componente mas abundante del flagelo, en
cuanto a masa total (y por lo tanto costo biosintético), y es clinicamente significativo
por ser un potente antigeno. Posee caracteristicas estructurales especiales; tiene un
coeficiente de flexion de ca 107 dinas X cm?, dos ordenes de magnitud mayor a la
actina, y forma una macrohélice orientada hacia la izquierda con una longitud de onda
de 2.5 um. Estas dos caracteristicas permiten que la fuerza de rotacion o torca generada
en la base del flagelo se transforme en una fuerza de translacion que produce un “empuje
mecanico” que impulsa a la cétula (Namba K., & F. Vonderviszt 1997).

La flagelina es una proteina compuesta por 3 dominios: los dominios amino- y
carboxilo terminal conservados en diferentes especies bacterianas e involucrados en la
exportacion y ensamblaje de ilas subunidades, y el dominio central variable e

involucrado en la especificidad antigénica (Figura 8).
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Estudios de difraccién de rayos X y reconstitucion de imégenes indican que los
€xtremos amino- y carboxilo teminal se localizan en la parte central del filamento
formando las paredes de un canal central a Ia estructura, mientras que el dominio

central, variable, est4 expuesto al exterior de la estructura (Namba,K., et. al. 1989 :

Morgan,D.G. et. al. 1995).
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Figura 8. Dominios flagelina en la estructura final y en la secuencia primaria,

Las subunidades de flagelina se ordenan en 11 hileras longitudinales casi

perpendiculares a la membrana, formando un filamento hueco (Ruiz,T,, er. al. 1993). L

flagelina se puede polimerizar en dos conformaciones distintas, lo cual determina la

longitud de onda y la amplitud de la hélice; existen filamentos de hélice izquierda,

hélice derecha, rectos o “rizados” (ver Figura 9).



La forma natural del filamento en S. fyphimurium y F. coli es de una hélice izquierda,
siendo ésta la estructura mas estable en condiciones fisiologicas y la utilizada durante la

propulsion. Como

Figara 9- Polimorfismo del filamento de Salrmonella typhimurium. . mencionamos
La estructura final del filamento esta determinada por la conformacion

de uno de los 11 protofilamentos que lo forman. En la figura se mucstra .
un filamento recto A. hélice izquierda B, rizado C y recto D. anteriormente, €l
Tomado de Namba K., & K. Vonderviszt, 1997.
flagelo de §.
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hélice, lo cual desordena la trenza flagelar y genera un nado desordenado (ver Seccion
A. Motilidad y Quimiotaxis). En otras especies como R. sphaeroides, ¢l flagelo no
cambia de direccion de rotacion sino de estructura. Al nadar, el flagelo tiene una hélice
de longitud de onda larga. Al reorientarse éste flagelo detiene la rotacion produciéndose
un cambio en la estructura, 1a cual cambia a tener una longitud de onda corta, resultando

en un flagelo encogido (ver Figura 1 panel C).
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Ganchg.-

El filamento se conecta a la célula a través de una estructura curvada, conocida
como gancho, que funciona como un acoplador flexible entre el filamento rigido y el
motor flagelar. El gancho es estructuralmente similar al filamento, y es un

homopolimero de la proteina FIgE. La secuencia de amino 4cidos de FIgE muestra

regiones de alta similitud con

Figura 10. Fotografia de microscopia electrénica de
la estructura del Gancho.

la flagelina (entre 25 y 30% de
simtlitud), principalmente en
los extremos amino y

gancho . :
carboxilo terminales (Homma,
M. efal 1990). El gancho

posee una estructura

helicoidal caracterizada por 11

fibrillas, formando un canal

central, igual a la descrita para el filamento. Sin embargo, su longitud de onda es menor:
130 nm comparada con 2.5 um, y posee una longitud fija de entre 55 + 6 nm, lo cual
genera su apariencia caracteristica (ver Figura 10) (Morgan, D.G., et. al. 1993).

A pesar de ser estructuralmente similares, las propiedades mecanicas del gancho
son muy distintas al filamento. El gancho es una estructura menos rigida que el
filamento, consistente con la funcion propuesta de acoplador flexible, que permite la
transmision del torque generado perpendicularmente a la célula y et acoplamiento de

varios flagelos individuales en un haz flagelar que la impulsa.
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Mediando la unién entre el gancho vy el filamento se encuentran dos proteinas,
conocidas como proteinas de union gancho filamento o HAPs por sus siglas en inglés
(Hook Associated Proteins) ( Homma, M. et a/ 1985 y 1990), las cuales actiian como

adaptadores mecanicos entre estas dos estructuras.

Cuerpo Basal.-

El gancho esta conectado a la célula a través de un complejb conocido como Cuerpo
Basal, que se encuentra embebido en la membrana. Estructuras de filamento- cuerpo

basal se pueden aislar en el laboratorio como se muestra en la figura 11

ﬁ‘igura 11, Estructura del cuerpo basal de . &yphinurium.

Anillo C

Anillo MS
Eje

Anillo P
y L

Gancho

El Cuerpo Basal es una estructura con simetria cilindrica, que consiste en un eje
central probablemente hueco, montado sobre una estructura en forma de anillo (anilto

MS), y rodeado por dos anillos externos ( Py L). El anillo MS (de las siglas en ingles
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Membrane and Supramembrane) se encuentra en la membrana citoplasmica y parte en el
citoplasma. Los anillos P y L se encuentran en la capa de Peptidoglicano y en la
membrana externa de Lipoproteinas, respectivamente. Recientemente se ha
identificado la presencia de una cuarta estructura, el anillo C, que se encuentra
completamente embebida en el Citoplasma.

El cuerpo basal es una estructura pasiva, que no esta directamente involucrada en la
generacidn de la fuerza de rotacion o en el cambio de direccién. Sin embargo, es la
primera estructura que rota. Se cree que el anillo MS actia como plancha de montaje
para los componentes del switch, del motor flagelar, asi como del aparato exportador, y
gue funciona como base de transmision de la fuerza de rotacion generada en el motor
hacia el filamento (Macnab,R.M.,1996). Los anillos externos forman un cilindro a
traves del cual el eje rota libremente transmitiendo el torque del motor hacia el gancho y
el filamento. El modelo actual propone que el anillo MS, el eje, el gancho y el filamento

constituyen una sola unidad rotatoria.



La estequiometria de las proteinas que forman e! flagelo se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 2. Estequiometria de las proteinas que forman el flagelo.

ESTRUCTURA PROTEINA SUBUNIDADES LOCALIZACION
Filamento FlLiC > 20,000 Extracelular
Gancho FlgE 120 Extracelular
Zona de union FlgkK 10-15 Extracelular
gancho Flgl 10-30
filamentol1,3,2 FliD 6-12
(HAP)
Eje proximal FigB, FlgC, 6 Periplasma
Eje distal FlgF 26
FlgG
Zona de union FlLE 9 Periplasma
eje anillo MS
Anillo P FlgH 26 Capa de
Peptidoglicano
Aniilo L Flgl 26 Membrana Externa
Anillo MS FliF 26 Membrana
citoplasmica
Anillo C FliG, 26 Citoplasma
FliM y FliN ?
Aparato Flip, 9 Membrana
Exportador FlhA, FlhB, 2,2, Membrana y
citoplasma
FliO,FliR, &? Membrana y
FliQ citoplasma
&7 Citoplasma
FliH, ~ 1,500 Citopldsma
Flil /membrana
Motor MotA, MotB 8 Membrana
citoplasmica

Modificado de Namba,K., & F. Vondervizst 1997 ; Macnab,R.M. 1996, y otros.
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Funcién y Composicién del Motor Flagelar.-

El motor flagelar es un aparato reversible que acopla el potencial electroquimico de
la membrana a la rotacidn del filamento. Las proteinas MotA y MotB, son necesarias
para la rotacién del motor, sin serlo para el ensamblaje del flagelo o el cambio de
direccién de rotacién de éste (Blair,D.F., & H.C. Berg, 1988). Se trata de proteinas
integrales a la membrana citopldsmica, que en imégenes de criomicroscopia electrénica

se muestran como “nudos” alrededor del cuerpo basal (ver Figura 7 y 12).

Figura 12. Modelo propuesto de la interaccién de Ias proteinas Mot con las estructuras del
fNagelo.

El'extremo C terminal de la proteina FliG interacciona con el dominio citoplasmico de MotA.FliG
tambi¢n interacciona con FliM formando parte del rotor y estator del motor flagelar.

Petiglagm

(¥, FIN)

£lectrostatic
Interaction?

Tomado de Whitby,F.G., et. al. 1999,

MotB contiene un solo segmento transmembranal y una regién de unidn a
peptidoglicano (Chun,S.Y. & J.S. Parkinson, 1988), por lo cual se ha propuesto que
forma parte del estator del motor flagelar, es decir, se trata de una proteina de anclaje
que conecta la estructura que genera la fuerza de rotacién a una estructura rigida como la
pared celular.

MotA contiene cuatro regiones transmembranales y dos asas peripldsmicas (Dean,G.E,

et. al 1984). La interaccion de las regiones transmembranales de Mot A con MotB
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forman un canal de H" el cual est4 directamente involucrado en la generacion de la torca
(Blair,D.F., & H.C. Berg, 90). Esta proteina a su vez interacciona con el extremo
carboxilo—terminal de FIiG, que es un componente del switch flagelar, para transmitir la
energia del paso de H" a la estructura flagelar y generar la rotacion (ver F igura 12).

La Tabla 3 muestra algunas caracteristicas cuantitativas relevantes del motor flagelar.

Tabla 3. Parametros fisicos del motor flagelar de Salmonella typhimurium.

Numero de flagelos por célula 3-15 (tipicamente 10)

Longitud del filamento 0 - 20um (tipicamente 5-10um)
Fuente de Energia Fuerza protén motriz (H')

Rango linear para la rotacién ca 25-125mV

Velocidad de  rotacién  (en ~ 100Hz = 300rps =18,000rpm (hasta
saturacion) 100,000 en algunas bacterias)
Numero de H' por revolucién ca 1200

Modificado de Berg, H.C. 1993 ; Derosier, P.J. 1998,

El motor flagelar es muy eficiente, y opera cerca del equilibrio. Tiene una fuerza
de rotacién constante en un amplio rango de carga, pero que no es proporcional a la
fuerza protoén-motriz , tampoco depende de la temperatura, y opera igual con fuerza
protén-motriz de ambas polaridades y la rotacién en ambas direcciones es equivalente en
términos de torca.

Se han propuesto muchos modelos que pretenden explicar el mecanismo molecular
del motor, aunque todavia no hay consenso ¢n uno solo. Un modelo presentado por ei
grupo de H. C. Berg ( Berg, H. C., 1993 ) propone que el potencial de protones se usa
para desviar la difusién de los generadores del torque dentro del motor. La energia se

guarda en un “elastic tethering” de casi igual magnitud al del potencial de H".
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Otro modelo presentado por el grupo de DeRosier propone que los sitios de unidn
de protones estan formados por la unién entre el rotor y el estator (FiG y MotA-MotB,
respectivamente). El paso de los protones empuja al rotor, el cudl hace girar a el anillo
MS, posteriormente este movimiento se propaga secuencialmente al eje, gancho y

filamento { DeRosier,D.J. 1998).

Como se menciond anteriormente, el motor flagelar es capaz de rotar en dos
direcciones en respuesta a cambios en el medio ambiente. Esta respuesta es el resultado
de la accién de tres proteinas FIiG, FliM y FIiN que constituyen el complejo del switch
o def cambio de direccion de rotacién del flagelo. El complejo del “switch” forma parte
del anillo C o citopldsmico, que se encuentra unido al cuerpo basal (ver Figura 7).
Estudios de mutacién dirigida en genes que codifican para estas proteinas han mostrado
que éstas se requieren tanto durante el proceso de ensamblaje, como durante el proceso
de transmision o generacion de la fuerza de rotacién , asi como en el proceso de cambio
de direccion de rotacién del flagelo (Macnab,R.M, 1996).

»  FlG esta directamente unida al anillo MS (FLiF) y estabiliza la unién entre
el cuerpo basal , el anillo C y el motor (Francis, N. R., ez. al. 1992). Se ha demostrado
que el extremo carboxiio—teﬁninal de FliG interacciona directamente con Mot A, por lo
cual se ha propuesto como la proteina que transmite la energia para generar la rotacion
del flagelo ( Whitby,F.G., et. al. 1999).

»  FliM es la proteina con la cual interaciona Che Y~P, promoviendo el cambio

en la direccion de rotacion del flagelo (Sockett, H., et a/ 1992). Estudios recientes han
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identificado a la regién carboxilo terminal de FIiM como la involucrada en esta
interaccién (Tocker, A.S. & R.M.Macnab, 1997 ; Bren, A., & M. Eisenbach, 1998).

»  FIiN, es una proteina que se ha involucrado e la interaccion con el aparato
exportador, ya que mutaciones en esta proteina resultan en defectos de ensamnblaje del
flagelo (ver Seccidn C Morfogénesis flagelar y regulacion de la expresion de los genes

flagelares y quimiotacticos).

Se han propuesto dos modelos para explicar el mecanismo de cambio de direccion de
rotacion del flagelo:
Un modelo, llamado determinista, propone que el switch cambia de conformacion
cuando un nimero fijo de moléculas de CheY~P se unen a FliM; en cambio, el modelo
probabilistico propone que el nimero de CheY~P unido determina unicamente la
probabilidad de rotacion CW o CCW, y el switch cambia constantemente por
fluctuaciones térmicas propias de la molécula. Numerosos grupos de investigacion estan
trabajando para elucidar este mecanismo.

El aparato exportador especifico de flagelo también forma parte de la estructura de
éste. Aunque no se conoce del todo ni su composicion ni su localizacién, se sabe que
las proteinas FlhA, FIhB, FliH, Flil, FliO, FIiP, FliQ y FliR forman parte de este
complejo, y que su localizacion es cercana al anillo MS y el anillo C (Vogler,A. P., et
al 1992; Dreyfus, G. et al. 1993; Ohnishi, K. et al 1997). Una discusién més extensa
del aparato exportador y del proceso de exportacién se describe mas adelante en la
siguiente seccion: Morfogénesis flagelar y regulacion de la expresion de los genes

flagelares y quimiotacticos.
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Seccion C.
Morfogénesis flagelar y Regulacion de la expresién de los

genes flagelares y quimiotacticos.

El proceso de formacion del flagelo o morfogénesis es uno de los aspectos
mds interesantes del estudio de ésta estructura. Este proceso tiene caracteristicas
especiales de interés biolégico fundamental:

E] ensamblaje es un proceso ordenado que se lleva a cabo mediante la adicién
secuencial de mondmeros en el extremo distal de la estructura.

La exportacion de los componentes requiere de dos sistemas de exportacion
independientes: el sistema de exportacién tipo II (sistema de exportacion general de la
célula) y un sisterna de exportacion tipo III (e} aparato de exportacién especifico de
flagelo).

El ensamblaje de la estructura y la expresién de los genes, estén acoplados en un
complejo sistema de regulacién

El proceso tiene al menos tres niveles de regulacion: transcripcional, traduccional y

a nivel de la especificidad de los substratos exportados.
La secuencia de este proceso morfogenético en Salmonella typhimurium, ha sido
estudiado y dilucidado gracias al trabajo de distintos grupos de investigacion (Suzuki, T.

et. al. 1978, Kubori T. et al 1992, Jones,C.J. et al 1990).

32



Los pasos principales del ensamblaje flagelar se esquematizan en la figura 13.

Figura 13. Esquema de Ensamblaje del Nagelo de Salmonella typhimurium.

Corqpleio
switch Eje Anitio P Anilio L
_ Aparato da Tt Sancho
Anitle MS exportacidn o , -

Pl
B -—bé ﬁllo L

Anillo P

Filamento
E2272 Membrana externg

[ Capa de peptidoglicano
(IITD Membrans citopigsmica

En S. typhimurium, el proceso se inicia con la formacién del anillo MS, constituido
por una sola proteina (FIiF) en la membrana citoplasmica. Posteriormente se forma el
anillo C, el cual se extiende hacia el citoplasma e incluye al aparato exportador
especifico del flagelo (sistema de exportacién tipo III) y a las proteinas que controlan la
direccion de rotacién del flagelo (sistema del switch: FliG, FliM, FliN). La siguiente
estructura que se ensambla es el eje (FigB, FigC, FigF, FigG y FiiE), que se extiende
del anillo MS hasta la capa de lipopolisacaridos. Este paso es seguido por el inicio del
ensamblaje del gancho (FIgE), que estd mediado por la proteina FlgD. Esta proteina
promueve Ja polimerizacién de las subunidades del gancho en su conformacién final, y

est involucrada en la transicidn entre el ensamblaje del gancho y el filamento. La
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elongacién del gancho est4 fisicamente blogueada por la pared de peptidoglicano y la
capa de lipopolisacaridos, por lo que requiere de la formacién de los anillos P y L (Flgl
y FlgH) o anillos externos. La formacion de estos anillos requiere ademas de los genes
estructurales, de la accién de una muramidasa flagelo- especifica, Flgl, y de la proteina
accesoria FIgA. Los anillos externos permiten que el gje rote libremente y que la
rotacion iniciada en el anillo MS sea transmitida hasta las estructuras extracelulares.

Es importante notar que el ensamblaje de los componentes extracitoplasmicos del
complejo gancho-cuerpo basal, requiere de la accion del sistema de exportacion tipo 111
(el aparato exportador especifico del flagelo), mientras que la exportacion de los anillos
Py L ocurre a través del sistema de exportacién tipo IT (sistema general de la célula). La
formacion de la estructura gancho- cuerpo basal con anillos externos, es uno de los
“puntos de control” del proceso de morfogénesis flagelar. La presencia de esta
estructura es parte del sistema de acoplamiento entre el ensamblaje y la expresion de los
genes flagelares (ver mas adelante).

Una vez ensamblados los anillos, el gancho sigue su elongacion hasta alcanzar su
tamafio final. La longitud final del gancho est4 determinada por el producto del gen
JUK, a través de un mecanismo ain no bien entendido. El modelo actual, sugiere que
FliK determina el tamafio del gancho y que, al alcanzar éste alrededor de 55nm (+
6nm), manda una sefial al aparato exportador, especificamente a la proteina FIhB. Esta
sefial resulta en un cambio de especificidad en la exportacién de los substratos, que
cambian de exportar subunidades de gancho, a exportar flagelina (FliC), proteinas de la

zona de unién gancho filamento (FlgK, FlgL y FliD), y el factor anti-sigma FigM. Este
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evento constituye un segundo “punto de control” en el procesc de morfogénesis, donde
el grado de ensamblaje regula la expresion de los genes flagelares (ver mas adelante).

El siguiente paso es el reemplazo de la proteina FlgD por FlgK y el inicio de la
formacién de la zona de unién gancho-filamento (FIgK, FlgL, FIiD). Una vez formada
esta zona de unién, se inicia la formacién del filamento. Las subunidades de flagelina se
polimerizan primero entre la zona de coronamiento (F1iD) y la zona de unién gancho
filamento (FlgL) y finalmente entre la zona de coronamiento y el extremo distal del
filamento creciente. FliD forma una estructura de coronamiento en el extremo distal del
flagelo, que ademas de promover la polimerizacién de la flagelina evita su secrecion al
medio. Se ha propuesto que la proteina FliD reconoce los extremos desordenados
amino- y carboxilo terminal de la flagelina, y promueve su polimerizacién a través de la
formacion de una a-hélice “coiled-coil”, que facilita la interaccién entre las subunidades
{Vonderviszt, F., et a/ 1998).

El filamento de Salmonella typhimurium crece continuamente, sin pausa alguna
durante el ciclo celular. Sin embargo, la velocidad de crecimiento del filamento varia
inversamente con su longitud, de tal forma que filamentos cortos (~4 um) crecen a una
velocidad de 5 pm por hora, mientras que filamentos largos (~16 um) crecen a una
velocidad de 2 umpor hora. Esto resulta en una gran variabilidad en la longitud final del

filamento (7- 20 um) (Aizawa, S-I & T. Kubori, 1998).

Este proceso estd finamente regulado, y los genes involucrados en la estructura,
funcién y ensamblaje del flagelo estan organizados en un regulén constituido por mas de

50 genes (ver Tabla 4).  La expresidn y ensamblaje del flagelo estan coordinados con
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el ciclo celular y la composicién del medio, y acoplado al grado de ensamblaje de la

estructura misma.

Tabla 4. Componentes del regulon quimiotactico-flagelar de S. yyphimurium y E.

coli .
GEN FUNCION JERARQUIA DE
EXPRESION
fihD Activador transcripcion. clase 2 Clase !
fIhC Activador transcripcion Clase 1
Jlid Factor sigma clase3 Clase 2
JlIE Ensamblaje eje/ accesoria Clase 2
fIF Anillo MS Clase 2
fiG Motor/switch Clase 2
JliH Ap. exportador Clase2
fil ATPasa Ap. exportador Clase2
JliJ Ap. exportador. Chaperona FliC Clase2
JliK Regulador longitud del gancho. Clase2
SliM Motor/switch Clase2
L Desconocida Clase 2
SN Motor/switch/ ap. exportador Clase 2
yi110] Ap. exportador;? Clase2
SiP Ap. exportador Clase2
fliQ Ap. exportador Clase2
iR Ap. exportador Clase2
fIhE Desconocido Clase 2
Jfih4 Ap. exportador Clase2
flhB Ap. exportador/ especificidad Clase2
substratos ;?
flgA Ensamblaje anillo P Clase2
flgB Eje Clase2
flgC Eje Clase2
flgD Tapa gancho/ andamiaje Clase?
flgk Gancho Clase2
fleF Eje Clase2
fleG Eje Clase?2
flgH Anillo L Clase2
flal Anillo P Clase2
flg] Muramidasa Clase2
JIK Acoplador ensamblaje aniilos- Clase 2
__gancho




SlgM Factor anti-sigma Clase 2 y 3a
SflgK Zona de unidn gancho filamento Clase 3a
flgl Zona unién gancho filamento Clase3a
JliD Proteina de coronamiento Clase3a
AiS Ap. exportador /Chaperona FliC Clase3a
ST Ap. exportador ;? Clase3a
JIiC Flagelina Clase 3b
fljid Represor gen de la flagelina fase 1 Clase3a
fIjB Flagelina fase 2 Clase 3b
cheZ Fosfatasa de CheY Clase 3b
cheY Regulador del switch Clase 3b
cheB Metilesterasa del quimio-receptor Clase 3b
cheR Metiltransferasa del quimio- Clase 3b
receptor
tar Quimiorreceptor aspartato Clase 3b
tap Quimiorreceptor a dipéptidos Clase3b
cheW Regulador positivo fosforilacién - Clase 3b
CheA

cheA Cinasa CheY y CheB Clase 3b
motB Motor — rotacién Clase 3b
motA Motor-rotacién Clase 3b

Modificado de Macnab,R.M. 1992 y Karlinsey, J. E., er a/ 1998

La expresion de este regulén flagelar estd organizada en una jerarquia con tres
principales niveles o clases de expresion (ver Figura 14 y tabla 4) (Kutsukake, K. ef a/
1990).

Los genes clase 1, fThC'y flhD, representan lo mas alto de la jerarquia transcripcional
del flagelo. Se transcriben a partir de un promotor dependiente de ¢'°, el cual esta
regulado por una gran cantidad de sefiales globales de la célula como el nivel de
carbohidratos, la temperatura y la presion osmética (Kutsukake, K. 1997 ; Liu, X., &
Matsumura, P., 1994). Las proteinas FIhD y FIhC forman un complejo activador de la

..y . ey 10 .
transcripcion, que promueve la transcripcion de los promotores o' - dependientes de los
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genes clase 2. Estas proteinas se requieren para la expresioén del resto de los genes del

reguldn.

Los genes clase 2 codifican a las proteinas requeridas en la formacién y ensamblaje de

la estructura de gancho-cuerpo basal, al factor o (FliA), y sus factores regulatorios

(flgM, fik).

Figura 14. Esquema de regulacién de la expresion de los genes
flagelares
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Los genes clase 3 incluyen a los genes 6 (FliA)- dependientes y codifican para

proteinas necesarias en la fase final del ensamblaje del flagelo (igX, figL, fliD, fliC vy

/1iB). En ésta clase también se encuentran los genes necesarios para la formacion del
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sistema quimiotéactico de transduccién de sefial y del motor flagelar. Existen dos tipos
de genes clase 3: los genes clase 3 a, que ademds de expresarse desde promotores clase 3
o®, se expresan basalmente desde promotores clase 2 (~20% de la expresion total); esta
clase incluye a los genes flgK, flgl, y fliD. Laclase 3 b incluye al resto de los genes,

los cuales son transcritos a partir de promotores ¢** - dependientes (Kutsukake K. & T.
lino, 1994).

Los genes clase 3 se definieron originalmente por que su expresion depende de la
existencia de una estructura gancho-cuerpo basal funcional en cuanto a exportacion
(Kutsukake,K. et al 1990). Este acoplamiento entre la expresion de genes clase 3y la
deteccién del estado de ensamblaje de la estructura del gancho-cuerpo basal, esta
mediado por la proteina FIgM, que se expresa tanto como clase 2 como clase 3 (Gtllen,
K.L. & K.T. Hughes 1991). FigM es un factor anti-c*® (Ohnishi, K., e al 1992), que en
la estructura del gancho-cuerpo basal incompleta (o defectuosa), interacciona
directamente con FliA, inhibiendo su actividad como factor transcripcional. FlgM
detecta que la estructura esta completa y funcional (exportacién- competente), puesto
que ella misma es una proteina que se exporta al medio (Hughes, K.T, er a/ 1993). La
exportacion de FIgM constituye uno de los “puntos de control” antes mencionados
donde el grado de ensambilaje de la estructura, es traducido a un cambio en la expresion
de los genes; la secresién de FlgM permite la exprecién de los genes clase 3y un
cambio en la especificidad de las proteinas que van a ser exportadas.

Recientemente se ha descrito otro gen regulador, f1k, cuyo papel aparentemente es el
de detectar el ensamblaje de los anillos P y L del cuerpo basal. El papel propuesto para

flk es el de regular negativamente la traduccién del gen flgM, liberando parcialmente a
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FliA, y permitiendo la expresién basal de las proteinas clase 3 (Karlinsey, J.E. et al

1998).

De igual forma en que s¢ ha descrito una jerarquia de expresién de los genes
flagelares, el grupo de R.M. Macnab recientemente ha propuesto ia existencia de una
Jerarquia de exportacion compuesta por al menos dos clases de substratos de
exportacion, cuya exportacién se ve modulada por cambios en la especificidad del
aparato exportador (Minamino,T. & R. M. Macnab, 1999),

» clase eje-gancho incluye la proteina del gancho , la proteina FlgD y las proteinas
del eje.
> clase filamento incluye la flagelina, las proteinas de unién gancho-filamento yla
proteina de coronamiento.
Este sistema de regulacion se ve complicado aun més por el descubrimiento de que
la mayoria de los genes flagelares se expresan a partir de muitiples promotores, dandole

una mayor versatilidad al proceso.

En resumen: la formacién del flagelo procarionte es un proceso muy compiejo, donde la
expresion de los genes involucrados esta coordinada transcripcionalmente,
traduccionalmente y a nivel de la especificidad de la exportacion, con el estado de

ensamblaje de la estructura flagelar.

Uno de los componentes mds importantes en este proceso es el aparato exportador
especifico del flagelo, que es uno de los sistemas de exportacion tipo III recientemente

descritos. El aparato exportador evita la exportacion de proteinas no flagelares y
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permite el paso de las proteinas flagelares en un orden y estequiometria regulados, al

canal central del flagelo. El resto del proceso es de difusion, al llegar al destino final las
proteinas se autoensamblan, como las proteinas de la zona de unién gancho filamento, o
se ordenan con ayuda de otras proteinas como es el caso de Ia flagelina o el gancho, que
requieren de la presencia de FliD y FigD respectivamente para formar la estructura final.

A pesar de que se han identificado y secuenciado muchas, sino todas, las proteinas
exportadas, no se ha logrado identificar una secuencia de secrecién consenso en todas
ellas. Diversos estudios han mostrado que la informacién necesaria para la exportacion
se encuentra en la region amino-terminal (Kuwajima, G. et a/ 1989). Algunos grupos
proponen que los motivos SGL y ANNLAN, asf como una regién de heptadas repetidas
de residuos hidrofébicos, forman una estructura secundaria especifica que es reconocida
como la sefial de exportacion (Homma, M. er. a/. 1990). Otros estudios han mostrado
que todos los mondémeros de las proteinas axiales tienen extremos amino-terminal
desordenados, los cuales pueden directa o indirectamente ser la seiial de exportacion
(Vondervitz, F. er. al. 1992 y 1995).

Cualquiera que sea la sefial esta parece ser similar en diferentes organismos, como
lo muestra la exportacién de flagelina de Pseudomonas aeruginosa al ser expresada en
E. coli (Kelly-Wintenberg K., & T.C. Montie 1989).

Por otro lado, es importante recalcar, como se mencioné anteriormente, que este
sistema reconoce distintos substratos durante las diferentes etapas del proceso de
ensamblaje, probablemente a través de la modificacién de la especificidad del sistema
dada por diferentes sefiales de exportacién (Minamino, T. & R. M. Macnab 1999 ;

Chilcott, G. S. & K.T. Hughes 1998). Esto implicaria que no hay una sefial tinica de
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exportacion “flagelo-especifica”, sino varias sefiales ¥y por esto no se ha logrado

identificar la “sefial” de exportacién.

Los componentes del aparato exportador no han sido identificados completamente.
Sin embargo, diversos estudios sugieren que las proteinas FlhA, FIhB, FliH y Flil son
parte indispensable de éste aparato. Las proteinas FliJ, FIiK, FliO, F liP, FliS son
componentes accesorios en los diferentes pasos del proceso y la proteina FIiN tiene una
funcién indirecta, tal vez como soporte estructural del aparato (Vogler, A et. al. 1991;

Minamino, T. & R.M. Macnab 1999 ; Ohnishi, K.. ef. a/ 1997).

Todas las proteinas que forman este aparato exportador, son homélogas con
proteinas involucradas en procesos de exportacion de factores de virulencia de bacterias
patogenas, tanto de plantas como de animales, que son sistemas de exportacion tipo II1
(ver Tabla 5) (Dreyfus, G. et. al. 1993; VanGijesen, G. er. al. 1995). Se ha propuesto
que en estos sistemas, éstas proteinas forman una estructura supramolecular por la cual

son exportados los factores de virulencia (Kubori, T. et al. 1998).
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Tabla 5. Homologia de las proteinas del aparato exportador con las proteinas

de los sistemas de exportacién tipo I1L.

Proteinas Proteinas de sistemas de Exportacién de Factores de Localizacién
Flagelares Virulencia subcelular
Yersinia S. S. E.
spp flexneri typhimurium amylovora
FlhA LerD MxiA InvA HrcV Memb. interna
FlhB YscU Spa S InvG Hrc T Memb. interna
/40
FliF Ysel Mxi) PrgK/Ssal Hrcl Memb. interna
FliG YscD -- _SpiB HrpQ Memb. interna
FliH YscL -- SsaK Hrp E Memb. interna
FIiI YscN Spal/47| InvC HrcN Citoplasmica
FliP YscR SpaP/24 SpaP/SsaR HrcR Memb. interna
FliQ) YscS SpaQ/9 | SpaQ/SsaS HrcS Memb. interna
FliR YscT SpaR/29| SpaR/SsaT HrcT Memb. interna
FilN YscQ SpaQ/33 Spa0/SsaQ HreQ Citoplasma
asociado a
memb. interna

Modificado de Hueck, C. J. 1998.

El sistema de exportacién tipo III es uno de tres sistemas de exportacion descritos para

bacterias.

El sistema tipo II, o sistema sec, esta caracterizado por la presencia de una

secuencia sefial (~ 30 aminodcidos principalmente hidrofébicos) en el extremo amino

terminal de la proteina exportada. Esta secuencia sefial ayuda a la exportacion y es

cortada por una peptidasa periplismica especifica. En E. coli esta via est compuesta

por: los componentes membranales SecD, SecE, SecF y SecY, una ATPasa citoplasmica

asociada a membrana SecA, que provee la energia para la exportacion, una chaperona

citoplasmica, SecB, que une a las proteinas a ser exportadas y la peptidasa de secuencia

seflal en el periplasma. Este sistema requiere de varias proteinas accesorias para su
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funcionamiento normal (Pugsley, A.P. 1993). En el caso de la lipoproteina pululanasa
de Klebsiella oxytoca, el ejemplo mas estudiado de este sistema, se requieren 14
factores de secrecién adicionales (PulC—PulO y PulS), para su correcta secrecion. Este
sistema es la via de exportacion principal de enzimas degradativas en bacterias Gram
negativas.

El sistema tipo I, sec independiente no involucra el procesamiento de! extremo
amino-terminal de las proteinas exportadas. Este es un proceso continuo, sin la
presencia de intermediarios peripldsmicos. Este sistema est4 ejemplificado por la
exportacién de la a-hemolisina en E, coli. Este sistema requiere de tres proteinas: una
ATPasa de transporte en la membrana interna (ABC), que provee la energia necesaria
para la secrecién (HlyB en el sistema de exportacion de la hemolisina), y una proteina en
la membrana externa (exportada por el sistema sec), una proteina unida a la membrana
interna que protruye hasta el espacio peripldsmico.

Las proteinas secretadas por el sistema I no son digeridas por peptidasas, y la sefial
de secrecidn esta localizada en el extremo carboxilo terminal. La secuencia sefial es
especifica para las distintas subfamilias de este sistema de exportacion (Fath, M.J. & R.
Kolter 1993).

El sistema tipo III, también es independiente del sistema sec. Estd compuesto por
alrededor de 20 proteinas localizadas principalmente en la membrana interna, una de las
cuales es una ATPasa citopldsmica probablemente asociada a membrana. Este proceso
no incluye intermediarios periplasmicos. Al igual que las proteinas secretadas porel
sistema tipo I, las proteinas secretadas por el sistema tipo III no tienen un procesamiento

del extremo amino-terminal. Sin embargo, si requieren de chaperonas , probablemente
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para prevenir interacciones prematuras con otros componentes del sisterna , o bien para

promover su llegada al aparato exportador en la conformacién adecuada. Los sistemas

de exportacién tipo III parecen ser maquinarias dedicadas a la translocacidn de factores

de patogenicidad al citosol de células eucariontes. A pesar de que el mecanismo de

secrecion es el mismo en todos los casos, las proteinas secretadas

varianconsiderablemente. La secrecién de proteinas de virulencia tanto de Yersinia

como de Shigella (Yops e Ipas), esta regulada por el contacto de la bacteria con la célula

blanco.

La figura 15 muestra un esquema de los tres sistemas de exportacion.

Figura 15. Esquema de los tres sistemas de exportacion.
Tomado de Hueck, T. 1998
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No se conoce aiin el mecanismo por el cual el aparato exportador especifico del
flagelo, o cualquier sistema de exportacion tipo ITI, selecciona a los substratod de
exportacién y los dirige al canal central de la estructura. Como ya mencionamos, en el
caso del sistema de exportacién del flagelo bacteriano son varias las proteinas
involucradas en este proceso : FlhA, FlhB, FliH, Fiil, FliO, FliP, FliQ y FliR. Entre
ellas FLiI tiene especial interés. Se saabe que proteinas homélogas a Flil estan
presentes en todos los sistemas de secrecion tipo 111 descritos, y que esta se encuentra
dentro de las proteinas mas conservadas de estos sistemas. El gen flil se ha identificado
en una gran variedad de especies flageladas incluyendo Bacillus subtilis (Gram"),
Borrelia burgdorferi (espiroqueta), Rhodobacter sphaeroides (fotosintética),
Helicobacter pylori (patégena).

La familia de proteinas homologas a Flil, muestran similitud con la subunidad o
y B de la FoF; H'-ATPsintasa de £. coli, y a las subunidades cataliticas de ATPasas tanto
eucariontes como de arqueobacterias. Hay tres regiones especialmente conservadas
dentro de los miembros de esta familia: los dominios de unidn a nucleétidos (motivos
Walker A y B) localizados en el centro de la proteina, y el dominio de unién a Mg”'. La
funcionalidad de estos dominios en Flil, YscC e InvC se confirmé por estudios de
mutacion dirigida en aminoacidos esenciales para la catalisis en la subunidad B de la
FoF) H'-ATPsintasa de E. coli (Dreyfus, G. et. al. 1993) , asi como por la delecién en
fase de 8 amino 4cidos dentro del motivo Walker A (Eichelberg, K. et. al. 1994).

Fiil es el inico miembro de la familia que ha sido localizado subcelularmente.
Esta proteina tanto en Salmonella como en Caulobacter, ha sido encontrada en solucién

en el citoplasma y asociada a la membrana interna (Dreyfus, G. et. al 1993 ; Stephens,
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C.et. al. 1997). Es interesante notar que Flil es la tinica proteina flagelar con homologia
a subunidades de la H™-ATP sintetasa y una de las dos proteinas flagelares con actividad
enzimatica, la otra es FlgJ que tiene actividad de muramidasa, esencial para el
ensamblaje de los anillos externos, e irrelevante en el proceso de exportacién. Se ha
propuesto que FIil interacciona con componentes membranales de! aparato exportador
tipo I para proveer la energia necesaria en el proceso de exportacion, o bien como
chaperona que promueve la transferencia de los substratos exportados a otros

componentes del aparato exportador.
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Seccion D.

Planteamiento del problema y objetivos del trabajo.

La proteina Flil muestra similitud con la subunidada catalitica de las ATPasas tanto
de procariontes como de éucariontes. Se le ha localizado tanto en la membrana
citopldsmica como soluble en el citoplasma. Esto ha llevado a proponer a Flil como la
subunidad catalitica del aparato exportador especifico del flagelo, asi como SecA y
HlyB lo son para los sistemas de exportacion tipo Il y I respectivamente.

Al inicio de este trabajo, aunque se habia demostrado la unién de nucledtidos a
Flil, no se habia logrado demostrar su hidrélisis. En el curso de este trabajo, nuestro
grupo y otros han mostrado que Fiil hidroliza ATP,y que esta actividad es esencial para
la formacién del flagelo.”Asi, una pregunta fundamental para el correcto entendimiento
de este proceso es la de determinar el papel de esta proteina en el proceso de
morfogénesis. ;Interacciona Flil directamente con los substratos de exportacion?
¢Interacciona con otros componentes del aparaato exportador? O interacciona con
ambos.

La estrategia seguida en este trabajo ha sido, primero caracterizar la actividad
enzimética de esta proteina, y posteriormente preguntar si esta proteina interacciona con
los substratos de exportacion, y si esta interaécién resulta en una modificacién de su
actividad enzimatica. Como substratos de exportacion se utilizaron la flagelina y la
proteina del gancho, ya que ambos forman la mayor parte de la estructura flagelar en

cuanto a masa.
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El objetivo principal de este trabajo ha sido el de estudiar el papel de la proteina flagelar

Flil en el proceso de morfogénesis del flagelo en Salmonella yphimurium..
Especificamente, los objetivos de este trabajo son:

1. Purificar a la proteina FIil silvestre,

2. Caracterizar su actividad enzimatica.

3. Determinar si Flil interacciona con otros componentes del flagelo bacteriano,
principalmente con substratos del sistema de exportacion tipo III del flagelo.

4. Determinar si Flil interacciona con otros componentes del sistema de exportacién

tipo III del flagelo.
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II. Materiales y métodos

A. Cepas bacterianas y plasmidos.

En el curso de este trabajo se utilizaron las cepas y pldsmidos descritos en la siguiente

tabla;

Tabla 6. Cepas y plismidos utilizados

CEPA FENOTIPO REFERENCIA
RELEVANTE

SIwW1103 S. typhimurium WT Yamaguchi, S. et. al.

1984

STW880 S. typhimurium Patterson, J. et. al. 1973
poligancho

YK4178 S. typhimurium_flil’ Dreyfus, G. et. al. 1993

MGT7 E. coli gen Dreyfus, G. et. al. 1993
RNApolimerasa de T7 en
el cromosoma

PLASMIDOS

pIK22101 Sobreproductor FIl wt. Dreyfus, G. et. al. 1993
Inducible IPTG promotor
T7

pIFF1500 Productor FIiI wt. Fan Fan y R.M. Macnab

Sin publicar

Todos los cultivos se crecieron en medio Luria (LB) compuesto por:, triptona 1%

extracto de levadura 0.5%, NaCl 0.5%, con los antibidticos apropiados: ampicilina

200pug/ ml.
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B. Transformacion bacteriana.

La introduccién de DNA plasmidico a células bacterianas se realizé utilizando células
competentes obtenidas por el método de CaCls,.

El DNA piasmidico se agrega a las células competentes y se introduce mediante un
choque de calor. Después de un periodo de recuperacion, las células se cultivan en el

medio de seleccién deseado.

C. Determinacion de Proteina.

Se utilizé el método de TCA-Lowry (Peterson, G.L. 1977), para cuantificar las
proteinas utilizadas.

La fraccién de proteina a cuantificar se disuelve en 1 ml de agua bidestilada, y se le
agrega 0.1 ml de desoxicolato de Na 0.15%. Después de 10 minutos de incubacion, se
agrega 0.1 ml de TCA 72% y se centrifuga por 10 minutos a 10,000 r.p.m. en una
microcentrifuga. El precipitado se resuspende en Iml de solucién de CuSO, 0.5%
citrato de Na 1% : carbonato de Na 0.4% y NaOH 0.08%, y después de 10 minutos se
agrega 0.1 ml de una solucién de Folin Cicoalteau IN. Se determiné la absorbancia a
750 nm. Para la curva estdndar se utilizo albimina sérica bovina en un rango de 2 a

20 pg. Todas las determinaciénes se hicieron por duplicado a dos diluciones diferentes.
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D.Ensayo de hidrélisis de ATP y determinacion de fosfato
liberado.

La reaccién de hidrélisis de ATP se realizé incubando a la proteina en cuestion a 30°C
en el medio de reaccidn que contiene: HEPES 30mM (pH 8.0), KCI 30mM, Na(l
50mM, MgOAc 5SmM y glicerol 10%, y se inicia la reaccion agregando ATP 4mM. El
fosfato liberado en la reaccién se cuantificé utilizando una modificacién del método de
Lanzetta y colaboradores (Lanzetta, P.A. et. a/. 1979 ; Eichelberg, K. et. al 1994).
Una alicuota de 0.1 ml de la reaccion de hidrélisis se agregé a 0.8 ml del reactivo de
Lanzetta (Hidrocloruro de verde de malaquita 0.045 % : molibdato de amonio 4.2 % en
HCI 4N en una proporcion de 3:1) deteniéndose asi la reaccién. Un minuto después se
agreg6 0.1 ml de 4cido citrico 34 %, se incubd 30 minutos a temperatura ambiente, y se
determin la absorbancia a 660 nm. La curva estandar se hizo con KH,PO, en un rango
de 1 a 20 nmolas. Todos los experimentos se realizaron por duplicado, un minimo de

sels veces; se muestra un experimento representativo de cada caso.

E. Electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida.

La separacion de la proteina en geles de poliacrilamida se realiz6 segin el método de
Laemli (Laemli, UK. 1970} utilizando geles separadores al 12.5%. Estos geles se

tifieron con una solucién de azul de Coomasie R 250 al 0.2% en metanol 50%, acido
acético 10 %. Se utilizaron marcadores de peso molecular de Biorad, que contienen:
fosforilasa b 116,250 Da, albimina sérica bovina 66,200 Da, ovalbumina 45,000 Da,

anhidrasa carbénica 31,000 Da, inhibidor de tripsina 21,500 Da y lisozima 14,400 Da.
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F. Preparaciéon de anticuerpos especificos.

La preparacidn de los anticuerpos especificos en contra de las proteinas Flil, flagelina
(FliC) y la proteina del gancho (FIgE), se llevo a cabo utilizando las proteinas
purificadas(ver mas adelante el método de purificacién de cada una de éstas). Se
utilizaron conejos machos de 1.5 a 2 Kg, cuidados y mantenidos en el bjoterio del
Instituto de Fisiologia Celular.

La injecci6n primaria se realizé intramuscularmente con 10 ug de proteina en
suspension con adyuvante completo de Freund en una relacién de 1 - | (volumen :
volumen) después de ser mezclada vigorosamente por 90 minutos en un agitador tipo
“vortex”. Posteriormente se aplicaron tres refuerzos con 50 ug de proteina en
suspension con adyuvante incompleto de Freund en una relacion | - 4 (volumen :
volumen) con intervalos de tres semanas. Después del tercer refuerzo, se verifico la
presencia de anticuerpos en contra de la proteina a través de un ensayo de

' inmunorréplica tipo “Western”. Una vez confirmada la presencia de los anticuerpos, el
conejo se sangro a blanco. La sangre se incubé 30 minutos a 37 °C para facilitar la
formacion del cuagulo. Posteriormente, éste se separ6 del tubo, e incubo toda la noche a
4 °C. Esta suspension se centrifugé a 10,00 x g por 10 minutos para separar el suero de
las células. Los anticuerpos se purificaron precipitando con sulfato de amonio siguiendo
¢l siguiente protocolo: se precipit6 el suero con 0.5 volumenes de sulfato de amonio
saturado (SAS) por 6 horas a 4 °C. Posteriormente se centrifugé a 3,000 x g por 30
minutos y el sobrenadante se precipité una vez mas con 0.5 volumenes de SAS y

centrifugé como se describi6 anteriormente. La pastilla final se resuspendié en 0.5
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volumenes de PBS (NaCl 137mM, KCl 3mM, Na,HPO, 4mM, KH,PO; 18mM) y se
dializé a 4° C contra el mismo buffer con tres cambios por toda la noche.
La potencia de los anticuerpos se estimo con ensayos de inmunorréplica tipo “Western”
utilizando varias diluciones de los anticuerpos. A lo largo del trabajo, todos los
anticuerpos se utilizaron a una dilucién de 1: 10,000.

Los anticuerpos anti citocromo ¢ son una donacién del laboratorio del Dr. Diego

Gonzalez Halphen.

G. Inmunorréplica tipo “Western”,

El procedimiento consiste en la transferencia de las proteinas separadas por
electroforesis en gel de poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa y la
identificacidn de estas por anticuerpos especificos. Una vez transferidas las proteinas a
la membrana de nitrocelulosa, ésta se bloquea toda la noche con una solucion al 3% de
leche liofilizada y descremada (marca comercial SLVELTY) en TTBS (Tris base
0.02M, NaCl 0.5M, Tween 20 0.05%), con agitacion constante. Después se lava 3 veces
cada 5 minutos con TTBS y se incuba 1 hora con el antisuero deseado a una dilucién de
1: 10,000 o 1: 5,000 en TTBS-Leche 0.1%. Posteriormente, se lava 3 veces cada 5
minutos con la misma solucién y se incuba 1 hora con anticuerpo secundario anti-conejo
marcado con peroxidasa. Finalmente se lava 3 veces con €l mismo buffer y se revela la
presencia del anticuerpo primario con un anticuerpo secundario quimioluminicente anti

conejo, siguiendo el protocolo descrito para los reactivos de ECL (Amersham).
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H. Inmunorréplica de afinidad (Affinity blot).

Este procedimiento identifica la presencia de una proteina inmovilizada (proteina
blanco) en un papel de nitrocelulosa por su interaccién especifica con una segunda
proteina (proteina sefial), la cual a su vez se identifica con anticuerpos especificos.

Este procedimiento involucra la transferencia de proteinas separadas y transferidas a un
papel de nitrocelulosa. Después de bloquear toda la noche con 3 % leche en TTBS, ¥y
lavar con TTBS, la membrana se incuba con una solucién de la proteina sefial 0.05-

0.1 mg/ml en TTBS-leche 0.1 %, por una hora a temperatura ambiente y agitacion
constante. La presencia de la proteina sefial se revela con anticuerpos especificos

siguiendo el protocolo descrito para la inmunorréplica tipo “Western”.

I. Cosedimentacion de Flil con flagelina .

El ensayo de cosedimentacion se ha utilizado para identificar proteinas que
interaccionan entre si. La sedimentacion o precipitacion se realizan ya sea por el uso de
anticuerpos o por centrifugacion. En este caso utilizamos el hecho de que la flagelina
polimérica se sedimenta después de una centrifugacién a 75,000 x g por 90 minutos.
Una fraccion de flagelina polimérica se preincubd con Flil en una proporcién de
1:1mol: mol, o con una proteina no relacionada como lo es el citocromo c, por 30
minutos a 30 °C. Posteriormente esta solucion se centrifugé a 75,000 x g por 90 minutos
y se analizaron tanto la fraccion soluble como la sedimentada, por geles de
poliacrilamida y ensayos de inmunorréplica tipo “Western” utilizando anticuerpos

especificos en contra de Flil y de citocromo ¢ segtin el caso.




J. Purificacién de flagelina (FLiC).

La purificacién de flagelina se hizo a partir de la cepa silvestre de Sa/monella
typhimurium siguiendo una modificacién del protocolo descrito por R.M Macnab
(1987).

Las células se crecen toda la noche a 37 °C con agitacién constante, en medio LB; se
cosechan por centrifugacién a 10,000 x g por 10 minutos, y se resuspenden en un
volumen pequefio (1/20 del volumen inicial) de Tris 10 mM (pH 8.0), NaCl 150 mM,
EDTA 1 mM (TEN). Los filamentos se desprenden por agitacion violenta de alicuotas
de 2ml, en un agitador tipo “‘vortex” durante 2 minutos. Las células enteras se separan
por centrifugacién a 12,000 x g por 15 minutos. El sobrenadante, se limpia a través de 3
centrifugaciones a esta misma velocidad, descartando el precipitado cada vez. El
sobrenadante final, que contiene los filamentos, se centrifuga a 60,000 x g por 90
minutos. El precipitado se resuspende en TEN, se centrifuga a 8,000 x g por 20 minutos
para descartar los agregados, y el sobrenadante se centrifuga una vez mas a 60,000 x g
por 90 minutos. El precipitado final se resuspende en TEN. Esta solucién que contiene
flagelina polimérica (en forma de filamentos), como fue comprobado por observaciones
de microscopia electronica, es almacenada a4 °C. Para obtener flagelina monomérica,
la solucién de flagelina polimerica se calenté 5 minutos a 65 °C y centrifugo 1 minuto en
una microcentrifuga de mesa a mixima velocidad, para eliminar el material agregado.

La figura 21 muestra una electroforesis en gel con la preparacion final de flagelina.
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K.Purificacion de la proteina del gancho (FIgE).

La proteina del gancho se purificé a partir de la cepa SIW880, cuyo fenotipo es de
poligancho, siguiendo el método descrito por Aizawa y colaboradores (Aizawa, S-1., et.
al. 1980). Se crecen las células toda la noche en medio LB a 37 °C con agitacidn
vigorosa y se cosechan por centrifugacion a 10,000 x g por 10 minutos. Se resuspenden
en un volumen pequeiio (1/20 del volumen inicial) de Tris 10mM {pH 8.0), NaCl
150mM, PMSF 1mM (TN). Los poliganchos se desprenden por agitacion violenta en
una licuadora doméstica a maxima velocidad. Este homogenado se centrifuga a 12,000
X g por 15 minutos, y el sobrenadante que contiene a los poliganchos se limpia por
centrifugacion 3 veces a la misma velocidad. El sobrenadante final, se sedimenta a
75,000 x g por 90 minutos. El precipitado se resuspende en TN y se lava una vez mas
por centrifugacion a baja velocidad, se resuspende en buffer que contiene Urea 1M, en
buffer de fosfatos 100mM (pH 7.0}, y se resedimenta por centrifugacién a alta
velocidad. El pellet se resuspende en un volumen pequefio y se aplica a un gradiente de
CICs que se centrifuga a 55,000 x g en un rotor de columpio. Después de 19 horas, se
forma una banda alrededor de 2.5 cm del fondo que contiene los poliganchos. Se colecta
y lava con Tris 0.1M (pH 8.0). Esta fraccion contiene poliganchos, lo cual fue
comprobado por estudios de microscopia electrénica.

Para generar proteina del gancho monomérica, la solucién se calent6 a 70 °C por 5
minutos y se centrifugd en una microcentrifuga de mesa a maxima velocidad para
eliminar el material agregado. La figura 22 muestra una electroforesis en gel con la

preparacién final.
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L. Sobreproduccién y purificacién de FLl.

La cepa MGT?7, se transformé con el plasmido pIK2101, que contiene el gen
completo de Il de Salmonella typhimurium bajo el control del promotor de T7. Las
transformantes se crecieron toda la noche a 37 °C en medio LB con ampicilina 200
ng/ml. Este cultivo se utilizé para inocular 1 litro del mismo medio el cual se crecio a
37 °C con agitacion continua, hasta alcanzar la fase logaritmica media (D.O. 4005, 0.6-
0.8). En este punto se agregé isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG) a una
concentracion final de ImM, y se continué el crecimiento por 6 horas més. La
induccién de la proteina Flil se puede observar en la figura 16, en la Seccion de
Resultados.

Las células se cosecharon por centrifugacion a 10,000 x g por 10 minutos, se
lavaron en Buffer A (Hepes 25 mM (pH 7.5), NaCl 100 mM, EDTA 0.1 mM, DTT
1 mMy glicerol 10 %) con PMSF ImM como inhibidor de proteasas y se almacenaron
a —70 °C, hasta su uso. Las células inducidas son sonicadas en alicuotas de Sml, por3
pulsos de 45 segundos a intervalos de 30 segundos cada una. El lisado se centrifugd a
10,000 x g para sedimentar las células completas. El sobrenadante se centrifugo a
16,000 x g por 20 minutos para separar la proteina soluble de la proteina agregada en
cuerpos de inclusién.

Con el fin de obtener a la proteina F1il en forma soluble, se prosiguié a inducir la
cepa MGT7/pIK2101 a una temperatura de 25 °C, siguiendo el mismo protocolo
anterior. La induccion a esta temperatura resulta en una menor sobreproducién de F lil,

pero con una mayor proporcién de proteina soluble.
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La purificacién de esta proteina soluble se realizé signiendo el siguiente protocolo. Las
células inducidas y almacenadas, se descongelan y se rompen con 3 pasos a 6,000 psi en
la prensa de French. Este lisado se centrifugd a 17,500 x g por 15 minutos para
sedimentar a las células completas y a los cuerpos de inclusién. El sobrenadante se
incub6 con DNasa I 10 pg/ml y MgCl, 5 mM por 30 minutos en hielo, Yy se precipité con
una solucidn de sulfato de amonio saturado (SAS) a una concentracion final de 20 %.
Esta suspensién se centrifugd a 12,000 x g por 15 minutos y el sobrenadante se precipitd
una vez mas con SAS, ahora al 55 %. Esta suspension se centrifugd a 12,000 x g por 15
minutos y la pastilla se resuspendié en 10 ml de Buffer A. Esta fraccién, enriquecida en
la proteina Flil, se dializé en una membrana de Spectrapore 2 (corte de peso molecular
de 14 Kda) contra el mismo buffer por toda la noche en el cuarto frio. Posteriormente.
se centrifugé a 10,000 x g por 10 minutos para eliminar la proteina agregada y el
sobrenadante (25-35 mg proteina), se paso por una columna de azul de Cibacron 3GA
(Sigma) (22 cm X 1.5 em) equilibrada con el mismo buffer. Después de aplicada la
muestra, la columna se lavo con 4 volumenes del mismo buffer, y la proteina Flil se
eluyo6 con un gradiente de ATP (0-20 mM) seguido de un incremento en la fuerza idnica
del Buffer A con 2 M NaCl. Se colectaron fracciones y analizaron por actividad de
hidrolisis de ATP y electroforesis en gel de poliacrilamida. Flil eluye al final del
gradiente de ATP y al inicio del incremento en NaCl. El resultado de este procedimiento

se muestra en la figura 19 en la Secciéon de Resultados.
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III. RESULTADOS

1. Sobreproduccién y purificacién de FIil.-

La sobreproduccion de la proteina Flil se realizé induciendo la célula

MGT7/pIK2101 el cual contiene el gen completo de flil de Salmonella typhimurium
bajo el control del promotor de T7 con IPTG, siguiendo el protocolo descrito en la

seccién de Materiales y métodos. La inducci6n realizada a 37 °C resulta en una

importante sobreproduccion de Flil , sin embargo como se puede observar en la figura

16 esta proteina se encuentra insoluble en la pastilla.

Figura 16. Inducién de Flil a 37 °C.

Electroforesis en gel desnaturalizante al 12.5% teflido con azul de Coomasie, con células sin
inducir (S/inducir) ¢ inducidas. Volimenes iguales de extracto celular (ext), pastilla (p}y
sobrenadante (s) fueron cargados en los carriles asi denominados, para evidenciar la diferente
proporcién de Flil en esta preparacion. Nétese que mas del 90% de la proteina inducida se
encuentra en la pastilla.

PM_ S/inducir inducidas

ext § ext s
175 kDa P P

82
62 —
47.5 T

32.5
25

16.5
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Estudios de microscopia electronica realizados en la Unidad de Microscopia

Electronica del Instituto de Fisiologia Celular, de estas células inducidas, muestran la

presencia de cuerpos de inclusién donde esta agregada la proteina Flil (ver Figura 17).

Figura 17, Fotografia de microscopia electrénica de transmicién de MGT7/pIK2101
inducida a 37°C.

Las células MGT7/pIK2101 se indujeron por 10 hrs a 37 °C. Después de lavarse , las células se
incluyeron en la resina LR-White. Cortes de esta preparacién se tifieron con acetato de uranilo
y se observaron al microscopio electrénico de transmisién. Preparacion realizada en la Unidad
de Microscopia Electrénica del IFC. (CI cuerpos de inclusion) .

Se realizaron numerosos esfuerzos para renaturalizar a la proteina Flil solubilizada

de cuerpos de inclusién a una conformacién nativa con actividad, sin resultados

positivos.
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Con el fin de obtener a la proteina Flil en forma soluble, se prosiguié a
inducir la cepa MGT7/pIK2101 a una temperatura de 25 °C, siguiendo el mismo
protocolo anterior. La figura 18 muestra que la induccion a esta temperatura resulta en

una menor sobreproducion de Flil, pero con una mayor proporcion de proteina soluble.

Figura 18. Induccion de MGT7/pIK2101 a 25°C.

Electroforesis en gel desnaturalizante al 12.5% teitido con azul de Coomasie. Carril 1;
¢standar de peso molecular, Carril 2 extracto celular de células sin inducir (s/ind), Carril 3-6
extracto celular de células inducidas 2hrs, 4 hrs, 6 hrs y 10 hrs respeciivamente; Carril 7v 8
pastilla (p) y sobrenadante (s) de 12 inducién a 10 hrs. La flecha sefiala el lugar donde migra
Flil

PM 0 2 4 6 8 I0hrs s p

86 kDa
66

45

32

21

La proteina Flil se purifico a partir de células MGT7/ pIK2101 inducidas a 25 °C,
segun el protocolo descrito en la seccion de Materiales y métodos. Inicialmente se
separo la fraccion soluble de los cuerpos de inclusion y el material agregado en éstas
células. Después de dos pasos de precipitacion diferencial con sulfato de amonio, esta
fraccion enriquecida en FliI se paso por una columna de azul de Cibacron 3GA. Esta
columna tiene un sitio de unién a nucledtidos, por lo que se ha utilizado en la

purificacion de diversas ATPasas y otras proteinas que unen nucledtidos. El perfil de
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elucion y la determinacion de la actividad hidrolitica de las fracciones de esta columna

se muestra en la figura 19, asi como la electroforesis en gel de éstas .

Figura 19.Purificacién de Flil en la columna de Azul de Cibaron

Las fracciones de la columna se analizarén por (A) D.O. a0 para seguir la elucion de proteina y a 240nm para
seguir Ia presencia de nucledtidos, y (B) por actividad de hidrolisis de ATP.

El panel C muestra una electroforesis en gel de las fracciones.
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Las fracciones con Flil con actividad de ATPasa se juntaron y después de una
dialisis contra Buffer A sin NaCl, la muestra se precipité con SAS al 70%. El
precipitado se resuspendio en Buffer A y dializo una vez mas contra el mismo buffer.
La fraccion final de esta preparacion se muestra en la figura 20, y es la que se utilizé a

lo largo del trabajo.

[ Figura 20. Fraccién final de la purificacién de FliL
Electroforesis en gel desnaturalizante al 12.5% teiiido
con azul de Coomasie. Carril 1; ¢standar de peso
molecular, Carril 2 4 2.5y 10ug deFlil. Notese fa
presencii de proteinas de peso molecular mayor de 50
kDa que copurifican con FLil

PM 2 5 10pg

86kDa - -
66 m
45 " —
21 |
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2. Purificacion de dos substratos de exportacion: flagelina

(F1iC) y proteina del gancho (Figk).

La purificacion de la flagelina (F1iC) se realizo a partir de la cepa silvestre de

Salmonella typhimurium SJW1103, siguiendo el protocolo descrito en la seccidn de

Materiales y métodos. Las células se crecen hasta la fase estacionaria y después de

cosechar se resuspenden en un volumen pequefio. Dado que el filamento ¢s una

estructura rigida, este se desprende por la agitacion violenta de un agitador tipo “vortex”.

Posteriormente se separan las células enteras del material roto por medio de una serie de

centrifugaciones de baja velocidad y una centrifugacion final de alta velocidad. La

figura 21 muestra un gel con la preparacion final de la flagelina (FiC) >98% pura a

Figura 21. Fraccion final de la purificacion de la
flagelina (FliC).

Electroforesis en gel desnaturalizante al 12.5% tefiido
con azul de Coomasie. Carril 1 : estandares de peso
molecular, carril 2 v 3 5 y 2pg de flagelina
respectivamente. La flecha sefiala a 1a flagelina.

PM 35 2 g

25 e

juzgar por estimaciones de
densitometria en gel, asi como por
fotografias de microscopio
electronico de la preparacion

polimérica.
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La purificacion de la proteina del gancho (FlgE) se realizo a partir de la cepa
mutante con fenotipo poligancho STW880, siguiendo el protocolo descrito en la seccion
de Materiales y métodos. Después de crecidas las células se cosechan y resuspenden en
un volumen pequefio para incrementar la friccion. Los poliganchos, al igual que el
filamento, siendo rigidos, se desprenden por agitacion violenta. El homogenado se
centrifugod a baja velocidad con e fin de separar células enteras de la fraccion soluble que
contiene los poliganchos. Esta fraccion se limpia por una serie de centrifugaciones a
baja velocidad y finalmente en un gradiente de CsCl. La figura 22 muestra un gel con la
preparacion final de la proteina del gancho con una pureza mayor al 95% a juzgar por
estimaciones de densitometria en gel , asi como por fotografias de microscopio

electronico de transmision de la proteina polimérica.

Figura 22. Fraccion final de la purificacién de la proteina
del gancho (FIgE) monomérica.

Elecirofoesis en gel desnaturalizante al 12.5% tefiido con azul de
Coomasie. Carril 1 estandar de peso molecular, cammil 2y 3 2 y Spg
de la proteina del gancho respectivamete. La flecha sefiala a la
proteina del gancho.
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32
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3. Caracterizacién de la actividad enzimatica de Flil.

Estudios preliminares de éste laboratorio (Dreyfus,G. ef. al, 1993), habian
mostrado que la proteina Flil solubilizada de cuerpos de inclusién y renaturalizada une
TNP ATP (anilogo fluorescente de ATP), pero no hidroliza ATP. Sin embargo, la
proteina Flil purificada a partir de células inducidas a 25 °C si hidroliza ATP.
Probablemente la proteina solubilizada y renaturalizada no se encuentra en su
conformacion nativa. La actividad hidrolitica de Flil es insensible a azida de sodio, que
es un inhibidor de ATPasas bacterianas tipo FyF; vy de la ATPasa del sistema de

exportacion tipo II, SecA (ver figura 23).

Figura 23.La actividad de hidrélisis de Flil es insensible a 5SmM de
azida de sodio (N;Na),

Flil (o F;) se preincubé con azida de sodio (N;Na) 10mM por 10 minutos a
30 °C. Posteriormente se determind la actividad de hidrélisis de ATP por el
metodo de Lanzetta y colaaaboradores (ver Materiales y métodos).
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La actividad enzimética de FIil es insensible también a vanadato, inhibidor de

ATPasas tipo P o E\E; y de la ATPasa del sistema de exportacion tipo L.

La reaccion sigue una cinética de tipo Michaelis-Menten, con una V max de

0.12umol P; min™ mg™ y una Km para ATP de 0.3mM (ver Figura 24).

Figura 24. Cinetica para ATP de FliL.

La actividad de hidrélisis de ATP de Flil se determiné midiendo el P, liberado después de afadir las
concentraciénes mostradas de ATP {ver Materiales y Métodos)
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La actividad hidrolitica de las ATPasas bacterianas del tipo ¥oF; asi como de las

ATPasas de los sistemas de exportacion tipo [ y I requieren de metales divalentes,

preferentemente Mg”*; en el caso de la FoF; , ¢l Ca®*y Mn?* lo pueden reemplazar.
La reaccion de hidrélisis de ATP de FIil también requiere de cationes divalentes, siendo

el Mg®" el mejor substrato, con una Km app PAra Mg?* de ImM.
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En este caso, el Mn*" puede reemplazarlo a al unas concentraciones, mientras
s p D g

que el Ca’* -ATP no es substrato de hidrélisis por FIi (ver Figura 25).

Fig. 25. Dependencia de cationes de la actividad de hidrélisis de ATP de Flil
La actividad de hidrdlisis de ATP de Flil se determino en un medio que contiene las
concentraciones mostradas de los cationes divalentes. Se utilizo MgOAc, CaCly y MaCl, .

08

—o— Mg*
——- C82+
—i - hﬂl’]z+

Hidrélisis de ATP
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4. Interaccioén de Flil con substratos de exportacion.-

El papel de la proteina F1il en el proceso de exportacién es esencial, como lo
muestra el hecho de que ablaciones o deleciones del gen, o mutaciones en los
aminoacidos esenciales para la hidrélisis, resultan en células no flageladas (ver
Introduccién. Seccién C). Més atin, la transformacién de una célula silvestre de S.
fyphimurium con un plasmido sobreproductor de Flil, resulta en una célula

hiperflagelada (ver Figura 26).

Figura 26. Fotografia de microscopia electrénica de células con diferentes genotipos
de flil..

Cultivos en fase exponencial de (A) STW1103 cepa silvestre, (B) YK4178; flil- ,y (C)
SJW1103 /pIFF 1500 ; sobreproductora de Flil. Los cuitivos se lavaron y procesaron para
su observacion al microscopio electronico de transmision. en fa unidad de Microscopia
Electrénica det IFC
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Como ya habiamos mencionado, se ha propuesto a Flil como el componente
energizador del proceso exportador. También se ha sugerido que Flil podria tener un
papel de chaperona en el proceso; sin embargo Flil difiere de manera importante de otras
chaperonas reportadas tanto generales, como chaperonas de los sistemas de exportacion
tipo III (Minamino,T., & R.M, Macnab 1999). Como componente energizador, Flil
podria reconocer directamente a los substratos exportados, o indirectamente a través de
otro componente del sistema exportador y translocarlos hacia la via de exportacion.
Este trabajo se centra en la determinacion de una interaccién directa y especifica entre
Flil y los substratos exportados. Hemos utilizado como modelo de substrato de
exportacion a la flagelina (FIiC) y a la proteina del gancho (FIgE), puesto que son los
componentes principales, en cuanto a masa, del filamento (ver Introduccién. Seccién B
Estructura del Flagelo). Mas aun, la flagelina es el tnico componente del flagelo que se
estd exportando continuamente.

Con el fin de demostrar la posible interaccién entre Flil y flagelina o la proteina del
gancho, recurrimos a tres enfoques principales: la inmunorréplica de afinidad , la
coprecipitacion y el analisis de la actividad enzimatica en presencia o ausencia de estos

componentes.

A. Inmunorréplica de afinidad.-
El ensayo de inmunorréplica de afinidad identifica la interaccion entre dos proteinas
utilizando una modificacién de la inmunorréplica tipo “Western”. La proteina
inmovilizada se incuba con una segunda proteina cuya presencia se-revela con

anticuerpos especificos (ver Materiales y métodos para una mayor descripcion). El
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reconocimiento de la proteina blanco depende de un cierto grado de renaturalizacién de

¢sta durante la transferencia a la membrana, o de que el reconocimiento sea de la

secuencia primaria. Este método ha sido utilizado para identificar substratos de la

proteina -cinasa C (Robles-Flores M., & A. J. Garcia-Sainz 1994 ) y para demostrar

interacciones entre componentes del “switch” flagelar como CheY~P ~FliM , FliM —

FIiN y FIiG -FIiM (Tocker, A.S. & R.M. Macnab, 1997).

La figura 27 muestra un primer ensayo donde se analizé la interaccién de la

flagelina con extractos celulares de las cepas YK4178 (/i) y MGT7/pIK2101

Fig 27.Inmunorréplica de afinidad.

Extractos celulares de la cepa /il (YK4178), y la cepa
sobreproductora de Flil (MGT7/pIK2101) se corrieron y
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Después
de ser bloqueados para evitar unién inespecifica, la
membrana se incubd con flagelina (FliC) (0.1mg/ml) y la
presencia de FIiC se revelé con anticuerpos especificos.
{ver Materiales y métodos). La flecha sefiala la altura de
migracién de Flil.

Anticuerpoanti FliC
Flic

YK4178 MGT7/
plK2101

.

!4—

(sobreproductora de Flil). Los
extractos celulares se separaron
en un gel de poliacrilamida, se
transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa y se incubaron con
una solucién de 0.1mg/ml de
flagelina en TTBS-leche 0.1%.
Después de lavar, para eliminar
el pegado inespecifico, se
evidenci6 la presencia de
flagelina con anticuerpos
especificos.

En esta figura se puede observar
que la flagelina se une a la

proteina Flil sobreproducida,
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mientras que en la cepa mutante en i/ no se observa ninguna banda.

Con el fin de investigar si la interaccién entre estas proteinas es especifica utilizamos
fracciones purificadas de Flil, flagelina, gancho, asi como de tres proteinas no
relacionadas (pepsina , citocromo ¢, y ovalbumina) en dos series de experimentos de

inmunorréplica de afinidad (ver Figura 28).

Figura 28. Inmunorréplica de afinidad.

Las proteinas purificadas Flil, flagelina ( FIiC), proteina del gancho (FIgE), pepsina (Pep), citocromo
C (cyt), ovalbumina (Ova), se corrieron y transfirieron a un papel de nitrocelulosa, se incubaron con
Flil (panel A) o FliC (panel B) y se probaron con los anticuerpos correspondientes (ver Materiales y
métodos).

*Anticuerpo onti FIil

"FiiC FigE Pep Cyt O




El primer grupo de experimentos (panel A) se muestra que Flil reconoce a la flagelina
(FliC), a la proteina del gancho (FIgE) inmovilizadas en la membrana, pero no al
citocromo ¢, pepsina u ovalbimina. En el extremo derecho de la figura se muestra que
el anticuerpo es especifico para Flil y no cruza con flagelina o la proteina del gancho.

En el segundo grupo de experimentos (panel B), se hizo €] experimento inverso.

Este experimento muestra que la flagelina reconoce a Flil inmovilizada en la
membrana especificamente, mientras que ni el citocromo ¢, ni la pepsina, o la
ovalbimina son reconocidos por la flagelina. La especificidad del anticuerpo se muestra
en el extremo derecho de la figura. Es interesante notar la presencia de tres bandas de
peso molecular entre 65 y 85 KDa en el carril de Flil, que son identificadas por
flagelina pero que con la tincién de azul de Coomasie apenas son detectables (ver
Figura 20). La proteina del gancho (FIgE) también reconoce a Flil inmovilizada en la

membrana de nitrocelulosa ( datos no mostrados).

Estos experimentos demuestran que Flil interaciona especificamente con ambos

substratos de exportacion.

B. Cosedimentacion de Flil con FliC
El ensayo de cosedimentacion es otra forma de evidenciar la interaccion entre dos
proteinas. Una de estas se sedimenta por el uso de anticuerpos o por centrifugacién, y
acarrea durante este proceso a aquellas proteinas con las que esté interaccionando. En
este caso aprovechamos el hecho de que la flagelina polimérica se sedimenta ficilmente

después de una centrifugacion a alta velocidad (ver Materiales y métodos). Después de
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una preincubacion de esta preparacion de flagelina con Flil o con citocromo ¢ , como
proteina control, se analizé la fraccién sedimentada y la soluble tanto por gel de
poliacrilamida como por inmunorréplica tipo “Western”. La figura 29 muestra como
Flil cosedimenta con flagelina mientras que el citocromo ¢ permanece en la fraccién

soluble.

Figura 29.Cosedimentacién. de Flil y flagelina.

Flagelina polimérica se preincub6 por 10 minutos a 30 °C a diferentes relaciones molares con Flil o citocromo c.
Posteriormente se ultracentrifugé y se analizé tanto la pastilla como el sobrenadante por inmunorréplica tipo *Western™
con anticuerpos especificos anti Flil o anti citocromo ¢ (ver Materiales y Métodos).

Pastilla Sobrenadante
FIiT 1:0.251:05 {:1 1:2 1:5 {40 1{:20 1:1

Pastilla Sobrenadante
cit.C 1:9 i:10 {:1 {:10
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C. Estimulacién de la actividad enzimatica.-
Dado que F1il reconoce especificamente a la flagelina y a la proteina del gancho,
exploramos la posibilidad de que ésta interaccion se reflejara en las propiedades
cinéticas de la proteina. Hay que recordar que la actividad de ATPasa de Flil Jjuega un

papel esencial durante el proceso de exportacion, probablemente proveyendo la energia

para la transiocacién de los substratos exportados.

Fig. 30. Estimulacién de la actividad de ATPasa de Flil en funcién de la concentracién de FIiC y FigE .
Flil (1pg) se preincubé a 30 °C con flagelina (FHC) o proteina del gancho (FIgE) monoméricos a las
concentraciones mostradas. La actividad de ATPasa se midi6 por 15 minutos y el P, liberado se determiné
siguiendo el método de Lanzetta y colaboradores (ver Materiales y métodos).
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En la figura 30 se muestra que incrementos en la relacion molar de substrato exportador
a Flil, estimula la actividad de hidr6lisis de ATP de Flil. Es importante recalcar que la

relacién molar minima necesaria para producir una estimulacion de esta actividad es de
25250 aly que se laestimulacion llega a un méximo en una relacién molar de 200 a

1 (substrato de exportacién : Flil).
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Figura 31. Estimulacion de la actividad hidrolitica de FllI por FliC y FIgE.
Flil (1ug) se preincubd con flagelina o proteina del gancho monomérica a una
relacion molar de 100:1 (substrato de exportacion : Flil). Después de la adicién de
ATP se determind la liberacidn de P; en el tiempo siguiendo el método de Lanzetta v
colaboradores (ver Materiales y métodos). Noétese que la proteina FliC no tiene
actividad alguna.
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La estimulacién de la actividad de Flil por flagelina o proteina del gancho es especifica y

continua, como se muestra en el curso temporal de la figura 31. La presencia de lisozima o

albumina sérica bovina a concentraciones equivalentes no tiene efecto alguno sobre la
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actividad hidrolitica de Flil. Es importante mencionar que ni la flagelina(F1iC), ni la

proteina del gancho poseen actividad de hidrélisis de ATP por si mismas.

La estimulacion de la actividad hidrolitica de FIil se ve reflejada en las caracteristicas

cinéticas de esta proteina como se muestra en la figura 32.

Figura 32. Cinética para ATP de la proteina Flil y del complejo FliC : FIiL
La actividad de hidrélisis de ATP se determiné para la proteina Flil y el complejo Flil preincubado con FIiC
midiendo el P; liberado después de afladir las concentraciones mostradas de ATP siguiendo el método de

Lanzetta y colaboradores (ver Materiales y métodos).
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El proceso de morfogénesis es un proceso ordenado, donde se exportan subunidades
de cada una de las subestructuras. Esto implica que el componente del aparato exportador

que identifica a los substratos los reconoce como mondmeros. La figura 33 muestra que la
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actividad de Flil se estimula Unicamente con flagelina monomérica y no con flagelina

polimérica, i.e., filamentos, como se esperaria si Flil tuviese ese papel.

Figura 33, Estimulacién de la actividad de hidrélisis de FII por flagelina monomérica y
polimérica.

Flil (1g) se preincubé con flagelina monomérica (M) o polimérica (A ) en una relacion de
100 : 1 substrato de exportacion: FliL, a 30 °C. Después de Iz adicién de ATP se siguid la
actividad de ATPasa en el tiempo determinando el P; liberado siguiendo el método de

Lanzetta y colaboradores (ver Materiales y Métodos). FliC m : flagelina monomérica, F1iC
p: flagalina polimérica.
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Con el fin de corroborar si la interaccién de estas proteinas con Flil es reversible, se
hicieron ensayos de dilucién. Después de la preincubacion de la flagelina (F1iC) con Flil,
en una relacién molar de 100:1 (substrato de exportacion : Flil) a 30 °C, se tomé una

alicuota y se diluy6 5 veces con medio de reaccién (ver Materiales y métodos).

Posteriormente se determiné la velocidad inicial tanto del complejo FLC : FIil como de la
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proteina Flil sola. La tabla 7 muestra que la dilucién de la concentracion de la flagelina

presente, resulta en la pérdida de la estimulacién de la actividad hidrolitica de FILiI. Estos

datos sugieren una interaccidn dinimica entre Flil y FliC, vy una constante de afinidad de la

flagelina (F1iC) por Flil muy baja.

Tabla 7. Reversibilidad del efecto estimulador de FiC

YELOCIDAD INICIAL
(mmol P; min"'mg™")

Flil 0.5 £0.06
Flil (diluido 5X) 0.46 £ 0.06
FiC : Fhl 0.88 £ 0.08
FHC : Flil (diluido 5X)]0.5 + 0.04

80



Con el fin de analizar si el efecto estimulatorio de la flagelina y ia proteina del

gancho es aditivo, se analiz6 la actividad de Flil en presencia de cada una de estas proteinas

por separado y en conjunto. La figura 34 muestra que o hay un efecto aditivo en la

estimulacioén de la actividad por estos dos substratos de exportacion.

Hidrolisis de ATP
(nmol P 1 g’)

Figura 34. La estimulacién de la actividad de Flil por FIiC no es aditiva.

Flil se preincubé con flagelina monomérica (2) o con la proteina del gancho (#), o ambos (@) juntos a 30°C
a una relacion molar de 100:1 (substrato de exportacion : FIil) La actividad de ATPasa se determino
siguiendo el método de Lanzetta y colaboradores (ver Materiales y métodos).
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Dado que la presencia de ambos substratos de exportacién no produce una
estimulacién adicional, cabe la posibilidad de que ambos estén interaccionando en un sitio
comin en Flil (“dominio de unién a substrato de exportacién®). Para analizar esta
posibilidad, se preincubé a Flil con la proteina del gancho (FIgE) en una relacién
submaxima de 50:1 (substrato de exportacién: Flil}, y se agregaron concentraciones

crecientes de flagelina (FliC) (@) o de lisozima como control (O).

Figura 35. Un sitio comiin de unién a substratos de exportacién en Flil.
Flit (1ug) se preincubé con proteina del gancho a una relacion molar de 50 :1 (F 1gE: FIil) al cual
se le afiadieron concentraciones crecientes de flagelina (@) o lisozima (Q). La actividad de Flil

sola se muestra como A y la actividad del complejo FIiC:Flil a una retacion molar de 200: 1
como W
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Como se muestra en la figura 35, el complejo FlgE :Flil es estimulado por flagelina hasta
llegar a una saturacion, mientras que la presencia de lisozima no modifica la actividad del
complejo. La adicién de flagelina a Flil en una relacion molar de 200: 1, resulta en el
mismo grado de estimulacién que el conjunto de 50 + 150 de proteina del gancho +
flagelina. Esto es, el nivel de estimulacion de la actividad de hidrélisis de ATP, es
equivalente si se agrega flagelina sqla o una mezcla de ambos substratos de exportacion.

Ello sugiere un sitio comiin de interaccion para estos substratos en Flil .
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1V. Discusion y Conclusiones

El proceso de formacion del flagelo de Salmonella typhimurium ha sido
extensamente estudiado (ver Seccion C. Morfogénesis flagelar y regulacién de la
expresion de los genes flagelares y quimiotécticos). Sin embargo, atin se desconoce el
mecanismo por el cuil las proteinas son transportadas a través de la estructura flagelar.
Se sabe que las proteinas FlhA, F1hB, FliH, Flil, FliO, FliP, F1iQ y FliR estan
directamente involucradas en éste proceso. De ellas, Flil ha sido de especial interés
para nosotros. Se han identificado proteinas homologas a Flil en todos los sistemnas de
exportacion tipo 111, y homdlogos al gen fli] en todas las especies flageladas que han
sido caracterizadas a nivel genético. Esta familia de proteinas muestra homologia con
la subunidad  de la FoF |- ATPasa, especialmente en los dominios de unién a
nucleétidos. El papel de Flil es esencial en el proceso de exportacién y formacion del
flagelo bacteriano, como lo demuestran mutaciones y ablaciones del gen (Vogler,A.P.
et. al. 1991). Sin embargo, se desconoce el papel que juega en el proceso de

exportacién. La funcién de Flil podria ser la del componente que provee la energia
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para el proceso de exportacion, o bien la de una chapérona que promueva la
translocacién de los substratos de exportacién.

Este trabajo se centré en la purificacion de la proteina Flil silvestre, en su
caracterizacion enzimética, asi como la identificacidn y caracterizacién de la
interaccifn de esta proteina con dos substratos de exportacion.

El primer enfoque utilizado fue el de purificar a la proteina Flil a partir de cuerpos
de inclusion de bacterias sobreproductoras de Flil. Esta preparacion solubilizada con
GuCl y renaturalizada une TNP-ATP, pero no presenta actividad enzimatica debido
probablemente a que no adopta su conformacion nativa. A diferencia de la proteina
purificada a partir de cuerpos de inclusion, cuando Flil es purificada a partir de la
fraccién soluble, ésta presenta actividad de hidrélisis de ATP. Esta actividad ha sido
demostrada para proteinas recombinantes con un "marcador” de histidinas (Fan, F., &
R.M. Macnab 1996) y para la proteina de fusién con la glutation-S-transferasa (A.
Williams 1996), pero no lo habfa sido para la proteina silvestre.

La proteina FlI silvestre tiene una actividad de 0,12 -0.16 nmol Pi min"'pg
(figura 24). Esta actividad de hidrolisis de ATP es comparable con la actividad
reportada para proteinas recombinantes ( 0.12 y 0.15 nmol P; min~' pg ™' proteina con
marcador de histidinas y GST respectivamente ) y, méas aun, comparable con la
actividad de ATPasa de otros sistemas de exportacion, incluyendo a InvC (0.23nmol P,

min”' pg’') (Eichelberg, K. et. al. 1994), una proteina homéloga de FLl en el sistema
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de exportacion de factores de virulencia de Salmonella. Por otra parte, esta actividad
es mas baja que la actividad multisitio de la F\-ATPasa(25umol mg”' min™), y mayor
que Ia unisitio de la subunidad P aislada (0.82nmol mg ™' min'') (Parsonage, D. et.al.
1987 y G. Pérez comunicaci6n personal),

La actividad de ATPasa de Flil es insensible a asida de sodio, inhibidor de
ATPasas tipo FoF, de bacterias y de ATPasas del sistema de exportacion tipo i1
(SecA), al igual que al vanadato, que es un inhibidor de ATPasas tipo E|\E; y ATPasas
del sistema de exportacion tipo 1 (HyIB) (ver figura 23).

La especificidad para cationes (figura 25), también muestra diferencias con la F;-
ATPasa de E. coli, ya que el Mg estimula la actividad de FIil hasta concentraciones
de 10 mM, mientras que en la F; concentraciones mayores a 5 mM son inhibitorias.
Por otro lado, el Ca?* no es substrato para la hidrdlisis de ATP en Flil, mientras que en
la Fy silo es (Parsonage, D., et. al. 1987). Estos datos sugieren que, a pesar de la
similitud en la secuencia de aminoacidos entre Flil y la subunidad B de la FoF,-
ATPasa, el mecanismo de reaccién de ambas enzimas posee algunas diferencias, que
probablemente reflejan los diferentes procesos y microambientes en los que estan
involucradas.

El hecho de que la actividad de hidrélisis de ATP de Flil sea esencial para la
morfogénesis flagelar ha sido ampliamente demostrado, tanto por mutaciones en los

aminoacidos esenciales para ello, como por deleciones completas del gen (Vogler,
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AP. et al. 1991; Dreyfus, G., et .al. 1993). La figura 26 muestra que el fenotipo de
una célula con una delecién complgta del gen flil es el de una célula no flagelada. Por
otro lado, resulta sorprendente que ¢l fenotipo de la célula sobreproductora de FIil es
el de una célula hiperflagelada. Esto sugiere que Flil no s6lo es esencial para el
proceso de exportacion, sino que tal vez influye en el nimero de flagelos producidos
en la célula, sin embargo no hay otros datos que apoyen esta hipotesis. La pregunta
de cuantos flagelos se hacen en una célula, asf como su Jocalizacion , es tema de
numerosas discusiones en el campo.

Dentro de la célula, Flil probablemente forma parte de un complejo
multiproteinico donde interacciona con otros componentes del aparato exportador, y
donde la hidrélisis de ATP estaria acoplada al proceso de exportacién. En que punto
del proceso de exportacién se requiere la hidr6lisis de ATP no se sabe. Una
posibilidad es que sea el donador de energia durante la translocacion de las proteinas;
otra alternativa es que FIil posea actividad de chaperona para de algin o algunos
substratos de exportacion. Sin embargo, Fiil difiere en forma significativa tanto en
secuencia como en las propiedades fisicoquimicas como carga, tamafio, y alto
contenido de o hélice, de las chaperonas generales como DnaK (Schmid, D., et.al.
1994} , o de las chaperonas del sistema de exportacién flagelar como FliJ y FIiS
(Stephens, C., er. al. 1997 y Minamino, T. & R.M. Macnab 1999) o de SycE, SycH del

sistema de exportacion de factores de virulencia (Hueck, C. 1998).
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SecA es el componente donador de la energia para la translocacion, en ios
sistemas de exportacién tipo II. Esta proteina reconoce la secuencia sefial en el
extremo NH,-terminal de las proteinas exportadas por este sistema, durante el proceso
de traduccién. El complejo SecA : substrato de exportacién interacciona con el poro
de secrecion, y en este punto la hidrélisis de ATP conduce la translocacién del
substrato de exportacion a través de la membrana y la liberacion de SecA (ver
Introduccién seccién C). Uno de los modelos de funcién del aparato exportador
propone que Flil podria tener un papel similar, interaccionando con substratos de
exportacion y promoviendo su translocacién. Para analizar esta posibilidad fue que sc
diseflaron losdescritos en este trabajo, con el proposito de probar la interaccion de Flil
con al menos dos substratos de exportacién: la flagelina y la proteina del gancho.
Estas proteinas forman la subestructura principal dei flagelo, el filamento, el cual esta
formado por alrededor de 20,000 subunidades de flagelina y el gancho formado por
120 subunidades de la proteina del gancho.

Como se ha presentado en este trabajo, la interaccién de Flil con estos substratos
de exportacion se estudié por dos métodos principales: la inmunorréplica de afinidad y
la cosedimentacién. La inmunoreplica de afinidad ha sido utilizada, con buenos
resultados, por diversos grupos (Robles-Flores, M. & A.J. Garcia Sainz 1994 ; Toker,
A. & R.M. Macnab 1997) para demostrar la interaccién entre proteinas. La figura 28

muestra como FliI reconoce especificamente a la flagelina (FIiC) y a la proteina del
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gancho (FIgE). Es interesante notar que este reconocimiento se da también de forma
inversa, esto es, la flagelina reconoce especificamente a FIil (ver figura 27 y 28),
aunque la interaccion es menos intensa que la de Flil por la flagelina en el mismo tipo
de analisis. Mds aun, la flagelina reconoce a tres proteinas de peso molecular entre 65
y 85 kDa, proteinas apenas detectables en una tincién con azul de Coomasie. La
identidad de estas proteinas se desconoce, sin embargo se puede especular que puedan
ser parte del aparato exportador o interaccionar con él. Las proteinas FIhA y FliF
coinciden en cuanto al peso molecular (65 kDay 75 kDa respectivamente), sin
embargo hay que recordar que estas proteinas tienen un dominio membranai, lo cual
hace poco probable su copurificacion con Flil. La identificacion de estas proteinas
serd motivo de estudios posteriores. El ensayo de cosedimentacion mostrado en la
figura 29 muestra que Flil cosedimenta especificamente con la flagelina, corroborando
asi la hip6tesis de la interaccion entre estas dos proteinas.

Estos dos enfoques demuestran una interaccién directa y especifica de Flil con la
flagelina y la proteina del gancho, ambos substratos de exportacion del sistema de
exportacion del flagelo.

La siguiente pregunta que nos hicimos fue la de probar si esta interaccion de Flil
con los substratos de exportacion se ve reflejada en las propiedades cinéticas de la

proteina. Como lo demuestran los resultados mostrados en las figuras 30 y 31 la
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presencia tanto de la flagelina (FIiC) como de la proteina del gancho (FlgE). estimulan
la actividad hidrolitica de Flil en forma especifica.

Cabe mencionar que a pesar de que Flil cosedimenta con la flagelina polimérica,
su actividad hidrolitica no se ve estimulada por esta conformacion de la proteina, vy
solo se estimula con la flagelina monomérica ( ver figura 33). Creemos que la
interaccion de Flil con la flagelina polimérica se da a través de los extremos
desordenados de esta estructura. Esta hipdtesis se ve apoyada por el hecho de que la
cosedimentacion de ambas proteinas es maxima en una relacién de 1 a | (mol:mol).

El hecho de que la actividad de Flil solo se estimule por la proteina monomérica apova
la hipétesis de que Flil interacciona con los substratos de exportacion, ya que la
morfogénesis flagelar se da por la adicion de subunidades al extremo distal de la
estructura naciente, y no por la adicion de subestrucutras o polimeros preformados. El
papel propuesto para Flil en el proceso de exportacién como donador de energia para
la translocaciéon de substratos de exportacion requiere de una interaccidn dindmica
entre esta proteina y los substratos de exportacion. Como se puede ver en la tabla 7. la
interaccién de Flil con flagelina es una interaccién reversible, lo que apoya esta
posibilidad. En el experimento reportado en la tabla 7 se determiné la actividad del
complejo FLIC: Flil antes y después de ser diluido; los resultados muestran que

después de una dilucién de 5 veces la actividad del complejo regresa a su estado no
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estimulado. Estos datos también concuerdan con el hecho de que se necesita una gran
cantidad de cualquiera de los substratos para lograr una estimulacién.

De acuerdo también con el papel propuesto para FLI, los experimentos de la figura 34
y 35 muestran que ésta proteina tiene un sitio comiin de unién para los substrato de
exportacion. Estos experimentos muestran que la presencia de ambos substratos, la
flagelina y la proteina del gancho, no producen un efecto mayor al alcanzado con cada
una de estas por separado (figura 34), y que la presencia de uno de estos substratos o
del conjunto de ellos a una misma relaci6n final (por ejemplo 200 ug FliC o 50ug de
FIgE +150 pg FIiC) producen el mismo efecto estimulador de la actividad de Flil
(figura 35).

Los resultados de este trabajo demuestran que Flil interacciona al menos con dos
substratos de exportacion especificos del sistema de exportacién tipo I1I del flagelo.
Sugiero, por ello. que Flil posee una funcién similar a la ATPasa del sistema de
exportacion tipo II SecA, en cuanto a que interacciona reversiblemente con substratos
de exportacién, y que ello modifica su actividad de hidrélisis de ATP.

Estudios recientes (Minamino,T. & R.M. Macnab 1999), proponen el siguiente
modelo del aparato exportador del flagelo: en el poro de secrecion se encuentran FLiO,
FIiP, FliQ, y FliR y los dominios transmembranales de FIhA y FIhB. Tanto FIhA como
FihB poseen dominios hidrofilicos que protruyen al citoplasma dentro de la cavidad

formada por el anillo C. De acuerdo con éste modelo que los substratos de
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exportacion, tal vez con la ayuda de FliJ o F1liS, interaccionan con Flil y
probablemente con FliH. Posteriormente, estos interaccionan con los dominios
citoplasmicos de Fl1hA y FIhB, liberando a los substratos que son entonces
translocados a través de la membrana por el complejo compuesto por FIiO-R vy los
dominios transmembranales de FIhA y FIhB.

Los datos presentados en este trabajo apoyan este modelo, ya que proveen
evidencia de una interaccion directa entre FLl y los substratos de exportacion. Se
puede especular que ¢l requerimiento de una gran cantidad de substrato de exportacion
para revelar una estimulacion de la actividad hidrolitica de Flil in vitro , se debe a la
ausencia ya sea de los otros componentes del aparato exportador como pueden ser
FIhB, FIhA y FliH o de las chaperonas especificas de estos substratos FliJ y FIiS. Sin

embargo, esta posibilidad serd motivo de estudios posteriores.
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V. Perspectivas

Son muchos los caminos que se abren con este trabajo. Un primer camino ser4 el
de aislar el complejo Flil : substrato de exportacién. Esto se realizaré a través de
columnas de filtracion molecular en diversas condiciones que permitan la asociacion
de las proteinas mencionadas; otro enfoque seré el de utilizar entrecruzadores para unir
covalentemente estas dos proteinas. Una vez aislado el complejo, podremos
determinar la estequiometria y lasconstantes de asociacion — disociacion del mismo.

Un segundo punto importante sera el de identificar las regiones o dominios de la
proteina FIil involucrados en la interaccién con los substratos de exportacién. Con este
propasito, se realizard un estudio de ablaciones (deleciones) eliminando series de 10
aminodcidos, y se determinaré la actividad enzimatica de la proteina mutante y su
capacidad de interaccionar con substratos de exportacién, tanto por la estimulacion de
la actividad como por inmunorréplica de afinidad.

La meta final de este estudio seria el de poder reconstituir el aparato
exportador en una membrana. Sin embargo, hay ain un largo camino que recorrer

para poder lograr esto.
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El paso inmediato seria el purificar a las proteinas FIiH y los dominios citoplasmicos
de FIhA y FIhB como los compohentes del aparato exportador, y a las chaperonas FliJ
y FIiS.

Utilizando el mismo tipo de experimentos reportador en este trabajo, buscaria
determinar si Flil interacciona con los componentes del aparato exportador
mencionados, principalmente con FliH, ya que ademas del modelo propuesto por el
grupo de Macnab , se han descrito mutaciones supresoras de Flil, en la proteina FliH.
Posteriormente, determinaria si la presencia de las chaperonas, FliJ o FliS, producen
una mayor estimulacion de la hidrélisis de Flil y del probable complejo Flil-FliH.

Con estas proteinas aislaria el complejo minimo estable que interaccione con Flil,
para determinar una constante de asociacion entre el complejo del aparato exportador
(FlI-FIiH-FIhA-FihB ;7) y los substratos de exportacion FIiC o FIgE en presencia de
las chaperonas FliJ o FliS. La localizacién de estas proteinas en la estructura final del

flagelo con inmunomicroscopia electrénica también seria de gran interés en el campo.

94



V1. Apéndice

Parte de los resultados presentados en esta tesis han sido publicados en la
revista Biochimia et Biophysica Acta — Protein Structure Vol. 1431 /2 del mes de
Mayo de 1999, con el titulo de : Interaction of Flil, a component of the flagellar
export apparatus, with flagellin and hook protein. E. Silva-Herzog and G.

Dreyfus.

Se adjunta el trabajo.
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Interaction of Flil, a component of the flagellar export apparatus, with
flagellin and hook protein
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Abstract

Flil is a key component of the flagellar export apparatus in Salmonelia typhimurium. 1t catalyzes the hydrolysis of ATP
which is necessary for flagellar assembly. Affinity biotting experiments showed that purified flagellin and hook protein, two
flagellar axial proteins, interact specifically with Flil. The interaction of either of the two proteins with Flil. increases the
intrinsic ATPase activity. The presence of either flagellin or hook protein stimulates ATPase activity in a specific and
reversible manner. A Vo of 0.12 nmol P; min~'pg~! and a Km for MgATP of 0.35 mM was determincd for the
unstimuiated Flil: the presence of flagellin increased the V., to 0.35 nmol P; min™! ug~! and the K., for MgATP to 1.1 mM.
The stimulation induced by the axial proteins was fully reversible suggesting a dircct link between the eatalytic activity of Flil

and the export precess. © 1999 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords: Bacterial flagellum; Flagellar export; Flagellin; Hook protein; Fiil; Protein—protein interaction

1. Introduction

Many bacteria, such as Salmonella typhimurium
and Escherichia coli, move about their enviropment
by rotation of their fiagella in response to external
stimuli. The flagellum of these and other bacteria
consists of a helical filament and a2 hook, both of
which are completely external to the celi; it aiso
has a basal body composed of inner and outer rings
which span the cytoplasmic membrane, periplasmic
space and outer membrane (see [1-3) for reviews).
The construction of the flagellum involves the export
of tnany flagellar proteins from the cytoplasm to
their final destination. Two proteins of the outer

* Corresponding author. Fax: +52-5-616-2282;
E-mail: gdreyfus@ifisiol.unam.mx

rings, FlgH and Fligi, are exported by the general
secretory pathway [4,5]. The rest of the flageilar com-
ponents do not undergo N-terminal signal peptide
cleavage and are presumably exported by a unique
flagellum-specific pathway [6,7]. These axial proteins.
namely the subunits of the filament cap, filament,
hook-filament junction, hook and rod are thought
to travel through a channel that exists within the
structure (8,9]. The flagellar assembly process starts
from the MS-ring in the inner membrane and pro-
ceeds in inward and outward directions. Assembly of
the switch complex and the export apparatus prob-
ably proceeds in the inward direction. In the outward
direction protein subunits are added to the distai end
of the growing structure [10-12}.

The flagellar export system is one of the three
types of protein secretory systems that have besn
described in bacteria {17). The type I secretion system

0167-4838/99/% - see front matter © 1999 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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is a signal peptide-independent pathway that con-
tains an ABC transporter or traffic ATPase {18).
The type II secretion or general secretory pathway
(GSP) {19], involves the cleavage of a N-terminal
signal sequence. The type 1il secretion pathway

{17,20-22} is utilized by plant and mammalian patho-

gens for the export of virulence factors or pathogenic
determinants. At least eight components of the viru-
lence export pathway share homology with proteins
involved in flagellar export, suggesting a common

origin [23). The export apparatus of the type I1I se- .

cretion pathway translocates target proteins that do
not have a consensus amino-terminal signal sequence
through the inner and outer membranes without
cleavage of their amino termini. This system is prob-
ably organized as a macromolecular complex span-
ning both membranes. In the case of the flageilum,
the flagellar structure itself constitutes the pathway
of export. (3,8,9]. The export apparatus is thought to
be located on the cytoplasmic face of the basal body
at the base of the flagellum; it consists of severai
components, FlkA, FihB, FliH, Flii, FliO, FIiP,
FliQ and FlR, some of which are integral membrane
proteins [12-]6].

The deduced amino acid sequence of Flil {14}, one
of the components of the flageliar export apparatus,
shows similarity with that of the catalytic B subunit
of the proten translocating FoF|-ATPase. The level
of similarity is particulariy high in those regions of
the P subunit that conform the nucieotide binding
site and catalytic center. Site-directed mutagenesis
of residues in FHI that correspond to those that are
essential for hydrolysis by the B subunit result in a
non-flageliated phenotype [24], demonstrating that
ATPase activity of Flil is essential for flagellar mor-
phogenesis. Attempts to identify proteins that inter-
act with FHI have so far been unsuccessful ([2} and
references therein). It was our goal to determine if
any of the targeted proteins interact in vitro with
Flil, and if this interaction affects the ATPase activ-
ity.

We explored the interaction of a soiuble overex-
pressed Flil with two of the major components of the
flagelum. hook protein (FIgE) and flagellin (FliC),
both of which are exported through the flagellar spe-
cific export apparatus.

2. Materials and methods
2.1. Strains, plasmids and media

SIWI1103 is a wild-type strain of S. ryphimurium
[26], and STW880 is a polyhook mutant [27]. YK4178
is @ flil” strain [24). MGT7 is an E. col; strain which
contains a chromosomally encoded copy of T7 RNA
polymerase [24). Plasmid pIK210! contains the com-
plete flil gene from S. ryphimurium [24]. All cultures
were grown in Luria broth (LB) containing ampicil-
lin (200 ug/mi).

2.2. Overexpression and purification of Flil
Plasmid pIK2101 was used to transform £ cofi

strain MGT7. Transformants were grown overnight
at 37°C in 10 ml LB medium containing ampiciilin.

The overnight culture was used to inoculate i | of the -

same medium which was grown at 25°C to an
ODgoonm of 0.6, At this point isopropyl-p-p-thioza-
lactopyranoside (IPTG) (Sigma, St. Louis. MO.
USA) was added to a final concentration of | mM.

-and growth was continued for another 6 h. Ceils

were harvested by centrifugation at 10000xg for
10 min, washed in 25 mM Hepes (pH 7.5), 100
mM NaCl, 0.1 mM EDTA, | mM DTT. 10% glyc-
erol with | mM PMSF (buffer A), and resuspended
in 40 mi of the same buffer. Induced celis were frozen
and stored at —70°C. Frozen cells were thawed and
disrupted by three passes through a French press at
6000 psi. The lysate was centrifuged at 17 500X ¢ for
15 min to pellet unliysed celis and inclusion bodies.
DNase I (Sigma) at 10 pg/mi and 5 mM M3gCl, were
added to the supernatant which was incubated on ice
for 30 min. A saturated solution of ammonium sul-
fate, pH 7.3 (SAS) was slowiy added to a finai con-
centration of 20%, and the mixture incubated on jce
with gentle agitation for 30 min. The suspension was
centrifuged at 12000X g for 15 min and the pellet
discarded. SAS was added to the supernatant (55%
final concentration), and the solution incubated on
ice for 30-60 min and centrifuged at 12000 x ¢ for 15
min. The pellet was resuspended in 10 ml of bufier A
and dialyzed overnight in a2 Spectrapore 2 membrane
against two changes of the same buffer.

The sample was centrifuged at 10000xg for 10
min to eliminate protein aggregates and applied (o
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a Cibacron Blue 3GA agarose column (Sigma)
(22X 1.5 cm) previously equilibrated with buffer A
A sample (25-35 mg protein in 8-10 ml) was loaded
on the column and washed with 34 volumes of buf-
fer A to remove unbound protein, and bound Flil
eluted with a linear gradient of ATP (0-20 mM) in
buffer A followed by a step of 2 M NaCl in buffer A.
Fractions of 3.5 to 4 ml were collected. Fiil eluted at
the end of the ATP gradient in the NaC} step. Pro-
tein and ATP absorbance was followed at 240 and
320 nm respectively, the fractions were assayed for
ATP hydrolysis, and analyzed by sodium dodecyl
sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis  (SDS-
PAGE). The fractions containing active Flil were
pooled and dialyzed against buffer A without
NaCl, to remove excess NaCl, The sample was pre-
cipitated with SAS at a final concentration of 70%,
incubated on ice for 30 min with gentle agitation,
centrifuged at 12000% g for 15 min, and the pellet
resuspended and dialyzed overnight at 4°C against
two changes of buffer A. This preparation was used
in all subsequent studies.

2.3. Flagellin purification

Flagellin was purified from wild-type S. typhimu-
rium SIW1103 by the following method. Cells were
grown overnight with vigorous agitation in LB me-
dium at 37°C. harvested by centrifugation at
12000x g for 10 min. and resuspended in 10 mM
Tris (pH 8.0), 150 mM NaCl, | mM EDTA {buffer
C). Filaments were detached by vigorous vortexing
of 2-ml aliquots for 2 min. Whole celis were pelieted
by low speed centrifugation at 12000 X g for 15 min
and the supernatant further cleared by three succes-
sive centrifugations at the same speed. The superna-
tant was centrifuged at 60000X g for 90 min, the
pellet soaked on ice in buffer C overnight, and resus-
pended in the same buffer. This suspension was cen-
trifuged at 8000 X g for 20 min to remove aggregated
material and the supernatant centrifeged at
60000X g for 60 min. The pellet was resuspended
in the same buffer. This solution contained polymeric
flagellin (i.e., flagellar filament) based on electron
microscopy; it was stored at 4°C. To generate mono-
meric fiageflin the solution was heated at 65°C for 5
min, and microcentrifuged for I min at full speed to
remove aggregated material.

2.4. Hook protein purification

Hook protein was purified from a polyhook mu-
tant, SJW880, following the method previousiy de-
scribed by Aizawa et al. [28). Cells were grown over-
night in LB medium at 37°C with agitation,
harvested by centrifugation at 10000x g, resus.
pended in 10 mM Tris (pH 8.0), 150 mM NaCl con-
taining protease inhibitor PMSF, and homogenized
at maximum speed in a blender for 5 min to detach
polyhooks from cells. The homogenate was centri-
fuged at 12000 g for 15 min, and the supernatant
containing the polyhooks was sedimented at
75000 X g for 90 min, washed by low speed centrifu-
gation, resuspended in a buffer containing 1 M urca,
5 mM POy (pH 7.0) and resedimented by centrifuga-
tion at 75000X g for 90 min. The pellet was then
resuspended in a small volume of 100 mM Tris
(pH 8.0), 5 mM EDTA, and mixed with 13 ml of a
30% CsCI solution. After centrifugation at 55 0Mixe
in a swinging bucket rotor for 19 h. a sharp band
containing the polyhooks was formed. The band was
collected and washed with 100 mM Tris, ipH 8.0i
This sample contained polymeric hook proteins as
judged by electron microscopy. To generate mono-
meric hook protein, the solution was heated at 70°C
for 5 min, and microcentrifuged at full speed for |
min to remove aggregated material.

2.5. Immunoblotting and affinity blotting

Proteins were separated by SDS-PAGE and trans-
ferred to nitroceilulose membrane {BioRad, Rich-
mond, CA, USA) with a Hoefer SemiPhor appara-
tus. Membranes were blocked overnight at room
temperature in  Tris-buffered saline+0.1% (v/v)
Tween-20 (TTBS) and 5% non-fat milk powder.
For immunoblotting, these membranes were probed
with the corresponding polyclonal antibody ar a
1:10000 ditution in TTBS soiution containing 0. 1%
non-fat milk powder. Detection was performed using
the ECL immunoblotting detection kit (Amersham
International, Little Chalfont, UK) following manu-
facturers’ recommendations.

For affinity biotting experiments, nitroceilulose
membranes were incubated with purified Flil or py-
rified flagellin (F1iC) (0.05-0.1 mg/mi) in TTBS sol-
ution containing 0.1% milk. After 1 to 2 h mem-
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anes were probed with anti-Flil or anti-FliC poly-
onal antibodies at a2 1:10000 dilution. Detection
as performed as described for immunoblots, The
irified proteins pepsin, cytochrome ¢, and ovalbu-
in were used to test for antibody cross-reactivity
nd non-specific interactions.

6. ATPase activity measurements

A modification of the malachite green ATPase as-
ay of Lanzetta [29] as described by Eichelberg et al.
30] was used to measure ATP hydrolysis. The reac-
ion mixture contained Flil and a buffer containing
‘0 mM Hepes (pH 8.0), 5 mM NaCl, 30 mM KCl,
-0 mM NH,Cl, 5§ mM Mg(OAc);, | mM DTT, 10%
dycerol, 0.5 mg/ml BSA (reaction mixture buffer).
The reaction was started with the addition of 5
nM ATP (pH 7.0) and incubated at 30°C. At vari-
wus time points 100-pl aliquots were removed and
xdded to tubes containing 800 l of freshly prepared
nalachite green-ammonium molybdate reagent
0.045% ‘malachite green: 4.2% ammonium molyb-
iate in 4 M HCI0.1% Triton X-100 in a 3:1:0.02

=
o
(=]
-

Gradient

ratio) at room temperature. After incubating the
mixture for 1 min at room temperature, 100 ul of
34% citric acid was added to stop color development.

When assaying for activation of ATP hydrolysis
by flageilin, hook protein or other proteins, experi-
ments were done in the same manner except that the
assay mixture plus protein was preincubated for 10
min at 30°C in the absence of ATP. When assaying
for metal cation specificity of ATP hydrolysis by Flil,
ATP concentration was held constant at 4 mM. 100
mM stock solutions of Mg(QAc);, CaCl; and MnCl,
were used. Experiments to test the reversibility of
flagellin and FIil interaction were done in the same
manner as activation experiments except that after
preincubation, sampies (0.2 ml) were drawn out
and diluted fivefold (to | ml) with reaction mixture
buffer and incubated at 30°C for 10 min, at which
time 100-pl aliquots for the diluted sample, or 20 ul -
for the undiluted sample, were assayed for ATPase
activity.
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Fig. 1. Purification of wild-type overproduced Flil. Coomassie blue-stained SDS-PAGE (12.5%). Lanes were loaded with the same

fraction volume (50 puf). M, molecular mass markers.
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2.7. SDS-PAGE

Samples were prepared by methanol/chioroform
precipitation. Sodium dodecyl sulfate 12.5% {(wiv)
polyacrylamide gels were run on 2 Mighty Small 11
apparatus (Hoefer, San Francisco, CA, USA). Gels
were stained with Coomassie Brilliant blue.

Protein concentration was determined using the
bicinchoninic acid protein assay (BCA) (Pierce,
Rockford, IL, USA), according to manufacturers’
recommendations, or by TCA-Lowry [31].

3. Resuits
3.1. Overproduction and purification of Flil

The overproduction of functional wild-type FHl
was carried out using plasmid pIK2101 which con-
tains a wild-type flif gene under the control of a T7
RNA polymerase promoter as described in Section 2.
Fig. 1 shows the elution profile of Flil from a Ciba-
cron blue column. The identification of this protein
as Flil was confirmed by western blots using anti-
Flil-specific antibodies (data not shown). The protein
is ca. 85-90% pure as determined by SDS-PAGE
and possesses an azide-insensitive, Mg**-dependent,
ATPase activity of 0.12 nmol P; min~!pg~!,

3.2, Imteraction of FIil with flagellin and hook protein

In our interest to explore the role of Flil in the
process of export, we looked by affinity blotting for
possible physical interactions between Flil and pro-
teins exported by this system. This assay has been
previously used as direct proof of interaction be-
tween different proteins such as flagellar switch pro-
teins FliM, FIiN [33) as well as protein kinase C and
its substrates [34). The assay relies on the fact that
one of the two potentially interacting proteins is de-
natured in SDS and partially renatured during trans-
fer to the blotting membrane. We included a number
of unrelated proteins as controls that allowed us to
distinguish between specific interactions and aru-
facts. Flagellin (FIiC} and hook protein (FIgE) were
chosen because they constitute the majority of the
flagellar structure and are secreted by this system.
Two sets of affinity blotting experiments were per-

A Antibody onti FIT

Incubated with FIiT
T T

FHC FIgE PEP Cyt Ova FliC FigE  fFIiY

kDe
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325 —

25 —
16 —
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B Antibody anti FliC
Incubated with FIiC
r e |

A

FHI PEP Cyt Ovo FGI FliC

kDa
175 —

53— &

62 — N
47,5 — | N \ 4
32—

aB—1 .
16 — ]
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Fig. 2. Affinity blotting. Proteins. Flil, flagellin (FiiC), hook
protein (FIgE), pepsin (Pep), cytochrome ¢ {Cyt), and ovalbu-
min (Ova), were run in SDS-PAGE. transferred to nitrocellu-
lose membranes, incubated with Flil (0.1 mg/mi: A) or FIiC
(0.1 mg/ml; B), and probed with the corresponding antibodies
{see Section 2). The right side of each panel shows that the
antibodies are spexific and do not cross-react.

formed. In the first (Fig. 2A) the interaction of Flil
with various purified proteins was examined. Flagel-
lin, hook protein, pepsin, cytochrome ¢ and ovalbu-
min, were run in SDS-PAGE and transferred to ni-
trocellulose membranes, which were incubated with
purified Flil (0.05-0.1 mg/ml in TTBS, 0.1% non-fat
dry milk) for 1 h at room temperature. The mem-
branes were then probed with anti-Flil antibody to
detect binding of Flil to proteins immobilized on
them. We found that Flil bound specifically to flag-
ellin and hook protein. The antibody is specific for
Fil and does not cross-react with -flagellin or hook
protein (right panel of Fig. 2A). Further experiments
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Fig. 3. Stimulation of ATPase activity of FHI as a function of
flagellin (FHC) concentration. FIil (! pg) was preincubated at
30°C with monomeric flagellin at the concentrations shown.
ATPase activity was assayed for 15 min, and P, liberated;deter-
mined using the malachite green method (see Section 2). Molec-
ular masses: Flil, 49.5 kDa: FIiC, 49.0 kDa,
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showed that flagellin bound only to FliI but not to
pepsin, cytochrome ¢ and ovalbumin (Fig. 2B). The
anti-flagellin antibody does not cross react with Fiil,
as shown in the right panel of Fig. 2B. It is noted
that three bands of molecular mass ca. 85 and 65
kDa, that co-purify with F1l, also bind flagellin.
These proteins could be part of the export apparatus
(e.g., FIhA, 75 kDa) or interact with it (e.g., FliF, 65
kDa). In order to rule out the possibility of nonspe-
cific binding we carried out affinity blots using whole
cell extracts of a ffif~ strain (se¢ Section 2). As ex-
pected, affinity biots did not show binding of flagellin
to the blotted cell extract (data not shown).

3.3. Stimulation of ATP hydrolysis

Given that Flil interacts in vitro specifically with
flagellin and hook protein, we explored if this inter-
action was reflected in the kinetic properties of the
ATPase activity of Flil. Our initial data [32] showed
that the ATPase activity of Flil was stimulated by
the presence of flagellin. The concentration of flag-
eilin required to produce maximal stimulation of AT-
Pase activity was determined. Fig. 3 shows that as
the molar ratio of flagellin to Flil was raised, the rate
of ATP hydrolysis increased, reaching a plateau at a
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molar ratio of 150:1. The same was observed for
hook protein (data not shown).

Time-course assays of ATP hydrolysis were per-
formed in the presence or absence of monomeric
flagellin or hook protein. The two proteins stimu-
lated - ATP hydrolysis by FlUI to a similar extent
(Fig. 4A,B). Proteins unrelated to the fiagellar sys-
tem, namely lysozyme or bovine serum albumin, or
polymeric structures of flagellin had no effect on the
ATPase activity of Flil (data not shown).

50

40 -

30 —

20 -

ATP Hydrolysis
{ nmol Pi Pg")

10

° T T T T
0 10 20 30 40 50 &0

Time (min)

S0

ATP Hydrolysis
{nmol Pi l:g" )

o T
0O 10 20 30 40 %0 60

1] i t

Time (min)

Fig. 4, Time course of stimulation of Flil ATPase activity by
flageltin (FiiC) or hook protein (FIgE). Flil (1 pg) was preincu-
bated at 30°C with monomeric flagellin (A) or hook protein (B)
at a molar ratio of 100:1 (effector protein: FHI). Aflier the ad-
dition of ATP, 100-jt] aliquots were drawn out at different time
intervals and assayed for ATPase activity using the malachite
green method (see Section 2). (D) Fiil, (@) FlC:Fil in A:
(Q) Fiil, (@) FIgE:Fiil in B.
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Fig. 5. Kinetic parameters of Flil ATP hydrolysis. Lineweaver—
Burk plot for the hydrolysis of ATP in the presence (@) or ab-
sence () of FliC. ATPase activity was determined by measur-
ing P; liberated using the malachite green method (see Section
2).

3.4. Effect of flagellin on the kinetics of ATPase
activity of Flil

Lineweaver-Burk plots of ATPase activity of Flil
with and without flagellin showed that the presence
of flagellin increased Fp,; from 0.1240.03 to
0.35%£0.015 nrmol P; min~'pg~'. Flagellin also in-
creased the K, for MgATP from 0.351£0.04 to
1.2+0.09 mM (see Fig. 5). In agreement with the
work of Fan and Macnab using a His-tagged Fhl
[25], we found that wild-type Fll also requires
Mg** for ATP hydrolysis both in the absence and
in the presence of flagellin (data not shown).

A time course experiment showed that the stimu-
lation of ATPase activity produced by flageilin and
hook protein are not additive (Fig. 6). This could
reflect a common site of interaction. An alternative
way to test if FliI interacts with flagellin and hook
protein through a single site is shown in Fig. 7. In
this experiment hook protein and Flil were preincu-
bated at a 50:1 molar ratio followed by addition of
increasing amounts of either flagellin (filled circles)
or lysozyme (open circles). ATPase activity was fur-
ther stimunlated when flagellin was the effector pro-
tein on top of the previously added hook protein;
whereas when lysozyme is added ATPase activity
remains at the stimulated level reached by the pres-
ence of hook protein alone. It should be pointed out
that when flagellin is added to FHI at a molar ratio
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Fig. 6. Activation of flagellin and hook protein are not addi-
tive. FHI (I pg) was preincubated with monomeric flagellin
(FliC) and hook protein (FIgE) at 30°C a1l a molar ratie of
100:1 (eflector protein: Flil). Assay was performed as in Fig. 4.
(O) Flil, () FlC:FIl, (#) FIgE:Fl. (a) FlgE+FliC Flil.

of 200:1 (Fig. 7, filled square), the level of stimula-
tion of ATPase activity is equivalent to that reached
when a combination of hook protein and flageliin are
present (Fig. 7, filled circle).

{nmol P1 min™ pg™')

ATPase activity

o.oo'(f, : i j’f,

0 50 100 150 200 250
Protein (flageflin or lysozyme) : Fiij
{ mol : mof)
Fig. 7. Interaction of Flil with flagellin and hook protein. Flil
(1 ug) was preincubated with hook pretein in a 50:! molar ra-
tio (hook protein: Flil) to which increasing concentrations of
flagellin (@) or lysozyme () were added. ATPase activity of

‘FhI alone is shown (A). ATPase activity of Ragellin and Flil a1

a molar ratio of 200:1 (H).
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Tabtle |
Reversibility of the effect of Rageflin on the ATPase activity of
Fir*

Tnitial vefocity (nmol P; min~' ug~')

Flil 0.5+0.06
FHI (diluted 5X) 0.46+0.06
Fil: FiC 0.88 £0.08

FHl: FliC (diluted 5X) 0.5£0.04

*Mean value of six measurements.

3.5. Reversibility of the effect of flageilin on the
ATPase activity of Flil

Dilution experiments to test the reversibility of the
interaction between FIlil and Hagellin were per-
formed. After the preincubation of flagellin and
FIil at a 200:1 molar ratio in 2 volume of 0.6 ml
{see Section 2), a sample of 0.2 m]| was diluted to a
final volume of 1 ml The initial velocity of the un-
dijuted and diluted samples was determined. Table 1
shows that the ATPase activity of the diluted fagei-
lin: FLl sample is equivalent to that of Flil alone.

4. Discussion

The flagellar morphogenetic pathway of S. typhi-
muritem has been studied extensively (see [2,3] for
reviews). Nevertheless the process by which many
flageltar proteins are transiocated from the cytosol
to the distant end of the growing structure is not
understood. Several proteins encoded by fiagellar
genes are thought to be implicated (FihA, FIhB,
FliH, Flil, FliO, FliP, FliQ, FliR) [11-16]. One of
these, Flil, is similar to the catalytic subunit of the
FoF|-ATPase and also to one of the proteins of the
type Il secretion system [14,24]. This protein has
been identified in many diverse bacterial species

such as Bacillus subtilis [35), Caulobacter crescentus

[41]}, the spirochete Borrelia burgdorferi [36), and the
photosynthetic bacterium Rhodobacter sphaeroides
[37,38]. The role of Flil in the export process is not
clearly understood; it could be as an energy-supply-
ing component of the export apparatus or 2s a chap-
erone-like protein to maintain the secreted protein in
a conformation that allows it to be exported. Initial
studies [24), did not find that Flil exhibited ATPase
activity. In these experiments Flil was obtained from

inclusion bodies and treated with denaturants. There-
fore it is possible that Flil did not fold to the torrect
cataiytic active conformation. Using a soluble frac-
tion of wild-type overproduced Flil, we have ob-
served ATPase activity (unpublished resuits). On
the other hand, a recent study has shown that a
His-tagged version of Flil shows ATPase aclivity
and is fully functional in complementation tests [25].

Fiil may have a role similar to that of SecA of the
general secretory pathway, since both of them hydro-
lyze ATP {25,39,40] and interact with secretion sub-
strates. SecA recognizes the N-terminal signal pep-
tide of the polypeptides to be secreted while the
proteins are still being translated. The sceretion sig-
nal in type 1lII secretion substrates is not yet fully
identified, although a common motif in all fageliar
axial proteins is thought to be iocated at the N-ter-
minal domain {7]. Our observation that Fiil can di-
rectly bind two of these export substates is consistent
with a SecA-like function of this flagellar ATPase.
Using affinity blotting experiments, we found that
there is a specific physical interaction between Flil
and flagellin or hook protein. Moreover, we suggest
that flagellin and hook protein interact with the same
site in Fll given that maximal ATP hydrolysis of
Fhl is reached with either a combination of hook
protein and flageilin or oniy flageliin.

In the generai secretory pathway, the SecA-sub-
strate compiex, often together with other compo-
nents of this system. interact with the secretory
pore, and at this point ATP hydrolysis drives partial
insertion of the substrate into the membrane, and
allows SecA to retract from jt. FIiT has been focalized
both in the membrane and cytosolic fractions [24.41).
Our observations that ATP hydrolysis of Flil is
stimulated by the presence of secretion substrates
(flagellin and hook protein) is consistent with an ac-
tive role of Flil during the protein export process. It
should be noted that flageilin and hook protein are
needed in considerable excess over Flil in order to
stimujate ATP hydrolysis, perhaps indicating that it
requires the rest of the export apparatus, including
its membrane-bound components for optimal inter-
action with the secreted proteins. Regarding the
events that lead to the stimulation of the ATPase
activity of Flil by flagellin it might be mechanistically
important that the N-terminal domain has been im-
plicated in the interaction of Flil with other flagellar
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mponents [25]. Purified N-terminal His-tagged Flil

. of Frank Fan and Robert Macnab) does not

woit FiC stimulation of ATPase activity {data

© shown). This may indicate that the wild-type

w1 of Flil that we used in this work contains mi-
iz amounts of other components of the export
~paratus {see Fig. 2B).

“an 2nd Macnab {25) have described the kinetic
-overties of the His-tagged version of Flil, and cal-
nated @ Froay of 0.2 nmol P min~'ug='. With this
wiue thev conclude that such an ATPase activity can
isiain protein export through the assembliy process.

tnis work. using wild-type Flil, we calculated sim-
ir kinetic vajues; a Vo, of 0.12 nmol Pi min-

ug™' and a K, for MgATP of 0.3 mM, as well
- a similar cation requirement, It should be noted
nat wiid-type cells under normai conditions are con-
nually regenerating their flagellar filaments, thus
2eeliin 15 exported constantly at rates that could
:2mand a higher turnover number of ATP hydroly-
2. Qur observation that in the presence of flagellin
22 Pmax 0f ATP hydrolysis is increased from 0.12 to
25 nmol P; min~!pg=! would be consistent with a
“igher energy demand during active protein translo-
;ztion by the export apparatus.

The results shown in this study demonstrate that
“hl interacts in vitro specifically with two proteins,
sagellin and hook protein, that have to be secreted
-uring the assembly process. This interaction leads to
~ reversible stimulation of the catalytic activity, fur-
‘her suggesting a direct link between ATP hydrolysis
and the flagellar export process.
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