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RESUMEN

La fosforilacion de proteinas en residuos de serina, treonina y tirosina representa un paradigma central de la sefializacion celular.
No obstante, en procariontes esta modificacion postraduccional (MPT) fue desestimada durante varias décadas. Diversos estudios
fosfoprotedmicos bacterianos, asi como la identificacion y caracterizacion exhaustiva de las enzimas responsables de la fosforilacion
de proteinas en estos organismos ha derivado en una nueva vision del alcance regulatorio asociado a esta MPT. En particular,
esta revision se centra en la fosforilacion en residuos de tirosina, las enzimas cinasas y fosfatasas implicadas en este proceso, su
mecanismo de accion y el impacto de su actividad sobre la fisiologia bacteriana.
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AB“Y” of bacterial tyrosine phosphorylation: description of contributing enzymes and its impact in bacterial physiology.

ABSTRACT

Protein phosphorylation in serine, threonine and tyrosine residues is a central paradigm in cell signaling. However, in prokaryotes
this post-translational modification (PTM) was dismissed until last two decades. Several bacterial phosphoproteomic studies along
with identification and characterization of the enzymes responsible of protein phosphorylation in these organisms, has triggered
a fresh view on the research area pointing out to this PTM as an important regulatory mechanism in bacteria. Particularly, in this
review we will focus on tyrosine phosphorylation, the kinases and phosphatases achieving incorporation and removal of phosphate
moiety, and their mechanism of action and impact on the bacterial physiology.
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INTRODUCCION
0s microorganismos realizan continuas adapta-
I ciones metabdlicas en respuesta a los cambios

ambientales que enfrentan (Stock, Robinson &
Goudreau, 2000; Cousin et al., 2013), siendo
la fosforilacion de proteinas un mecanismo expedito (en
comparacion con laregulacion transcripcional), cuyo caracter de
modificacion covalente le confiere un tiempo de vida prolongado
(Mijakovic,Grangeasse & Turgay, 2016). La fosforilacion
de proteinas es una modificacion post-traduccional (MPT)
dinamica y reversible, es decir que el grupo fosfato puede ser
incorporado o removido de un péptido mediante la actividad
de enzimas especializadas denominadas cinasas y fosfatasas,
respectivamente (Macek et al., 2019).

Comunmente lafosforilacion de proteinas conlleva laactivacion
de éstas, promoviendo su actividad enzimatica, su localizacion
subcelular o su interaccion con otras proteinas. En contraparte,
la reaccion inversa (desfosforilacion) restaura el sistema y lo
prepara para responder a un evento de sefializacion posterior.
De acuerdo con lo anterior, es posible asociar laactividad de las
enzimas cinasas y fosfatasas como una especie de interruptores
moleculares que encienden y apagan elementos celulares en
respuesta a diversos estimulos.

Durante varias décadas se consider6 que la fosforilacién en
residuos de serina, treoninay tirosina se encontrabarestringidaa
organismos eucariontes y que en bacterias la MPT predominante
correspondia a la fosforilacion de residuos de histidina y
aspartato, evento candnico de los bien caracterizados sistemas de
dos componentes (SDC) (Stock, Robinson & Goudreau, 2000).
EnlosSDC, laproteinacinasasensoraenrespuestaaunestimulo
resulta autofosforilada (histidina) y posteriormente transfiere el
grupo fosfato a la proteina reguladora de respuesta (aspartato),
ésta Ultima suele operar como un regulador transcripcional de
genes blanco especificos (para consultar una revision reciente
(Jacob-Dubuisson, Mechaly, Bettton & Antoine, 2018)).

No obstante, durante las ultimas décadas estudios genémicos
evidencian que la prevalencia de genes codificantes de cinasas
de serina, treonina y tirosina en procariontes es muy semejante
ala de los genes de cinasas de histidina (de los SDC) (Kannan,
Taylor, Zhai, Venter & Manning, 2007). Adicionalmente,
andlisis globales basados en la espectrometria de masas a
partir de diferentes organismos modelo procariontes, han
demostrado que una fraccion significativa de sus proteomas
es sujeta a fosforilacion en residuos de serina, treonina y
tirosina (Macek et al., 2019). Actualmente, diferentes grupos
de investigacion evaltian las implicaciones de esta MPT en la
fisiologia procarionte.

A la fecha, la contribucion de la sefializacion a través de la
fosforilacion en serina y treonina en bacterias se ha asociado
con diferentes procesos como son la sintesis de pared y

divisién celular, el metabolismo secundario y la patogénesis
(Pereira, Goss & Dworkin, 2011; Dworkin, 2015; Macek et al.,
2019; Schastnaya et al., 2021). Las enzimas que realizan esta
MPT son las cinasas de serina/treonina (S/T) bacterianas,
que forman parte de las cinasas denominadas tipo-Hanks, es
decir comparten similitudes cataliticas y estructurales con sus
homologos eucariontes (Pereira et al., 2011). Algunas cinasas
S/T procariontes presentan un dominio extracelular que puede
seractivadotraselacoplamiento de unligando, lo que promueve
suoligomerizacion, autofosforilaciény laposterior transferencia
del grupo fosfato a las proteinas blanco (Manuse, Fleurie,
Zucchini, Lesterlin & Grangeasse, 2016). Ademas, se ha descrito
que algunas cinasas S/T fosforilan factores transcripcionales y/o
proteinas reguladoras de respuesta de los SDC impactando asi
en la expresion genética global (Horstmann et al., 2014; Libby,
Goss & Dworkin, 2015). Paraconocer mas de las implicaciones
de la fosforilacion en S/T y las cinasas tipo-Hanks asociadas
referirse a (Bonne Kohler et al., 2020; Nagarajan, Lenoir &
Grangeasse, 2022).

La presente revision se centra en la fosforilacion de proteinas
enresiduos de tirosina y su impacto en la fisiologia procarionte.

CINASAS DE TIROSINA BACTERIANAS

La similitud de secuencia de las cinasas S/T bacterianas con
sus contrapartes eucariontes facilitd la identificacion de genes
homologos en los genomas procariontes. Sin embargo, en el
caso de las cinasas de tirosina una aproximacion semejante no
permite identificar a las enzimas equivalentes en bacterias salvo
contadas excepciones, por ejemplo, los trabajos pioneros que
caracterizaronalastirosinacinasas procariontes atipicas, WaaP
yMasK (condominios semejantes a los de cinasas eucariontes),
en Pseudomonasaeruginosa(Zhao & Lam, 2002) y Myxococcus
xanthus (Thomasson et al., 2002), respectivamente.

Fue hasta finales de la década de los 90 que Grangeasse y
colaboradores describieron unanuevaenzimaen Acinetobacter
johnsonii capaz de auto-fosforilarse en tirosina, Ptk (Grangeasse
etal., 1997). A partir de este reporte proteinas homoélogas a Ptk
sedescribieron en diferentes bacterias y se confirmd laactividad
de tirosina cinasa en este grupo de enzimas, distinguiéndose
de las cinasas tipo-Hanks eucariontes, tanto por su estructura
como por su mecanismo catalitico (Grangeasse, Nessler &
Mijakovic, 2012). Por lo anterior y debido a la prevalencia de
genes homoélogos a ptken lamayoria de los genomas bacterianos,
este grupo de enzimas se unifico como una nueva familia de
proteinas denominada cinasas de tirosina bacterianas o BY-
cinasas (por sus siglas en inglés, Bacterial tyrosine-kinases)
(Chao, Wong & Av-Gay, 2014). Ademas se desarroll6 una base
de datos especifica denominada BYKdb (https://bykdb.lyon.
inserm.fr/BYKdb/) (Jadeau et al., 2008; Jadeau et al., 2012).

Laausenciadehomologos de BY-cinasas en genomas eucariontes
o de arqueas sugiere que el ancestro comun de las cinasas tipo-
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Hanks S/T adquiri6 la capacidad de fosforilar tirosinas posterior
a que los grupos Eukarya y Bacteria divergieran, mientras que
en Bacteria se desarroll6 un mecanismo independiente para
fosforilar tirosinas (Grangeasse et al., 2012).

ESTRUCTURA DE LAS BY-CINASAS

Las BY-cinasas se dividen estructuralmente en 3 regiones,
(i) el dominio N-terminal compuesto por dos hélices
transmembranales delimitan un bucle que se extiende hacia
el espacio periplasmico (Proteobacteria y Actinobacteria), o
al espacio extracelular (Firmicutes), se considera que este
bucle participa en la percepcion de algun estimulo o ligando
(Figura 1A). Acorde con lo anterior, mutaciones en un
motivo rico en prolinas localizado justo antes del inicio de
la segunda hélice transmembranal impactan en la actividad
de las BY-cinasas (Grangeasse, Terreux & Nessler, 2010).
(i) EI dominio citoplasmico C-terminal, que corresponde
al dominio catalitico y contiene los motivos que unen al
ATP; Walker A (A/GxsGK[S/T]) y Walker B (hhhhDxxP),
donde x y h corresponden a cualquier residuo y a un residuo
hidrofébico, respectivamente; ademas de un motivo Walker
A’ (hhhhDxDxR) implicado en la unién del cofactor Mg?*.
Los motivos Walker son comunes entre las proteinas que unen
nucleotidos (Leipe, Koonin & Aravind, 2003), sin embargo,
el motivo Walker A de las BY-cinasas solo mantiene bien
conservados a los aminoacidos GK[S/T] (Bechet et al., 2009).
(iii) El denominado cluster de tirosinas (YC), se localiza en la
porcion final del extremo C-terminal (Gltimos 10-20 residuos),
y contiene un grupo de 3 a 7 tirosinas, todas éstas substrato de
auto-fosforilacion (Grangeasse et al., 2012).

De manera general, en Proteobacteriay Actinobacteria, las BY-
cinasas se encuentran codificas por un solo gen que codifica el
dominiotransmembranal y citosélico de laenzima. En contraste,
en Firmicutes los dominios se encuentran codificados por genes
independientes, es decir, cada dominio corresponde a péptidos
individuales (Grangeasse, Cozzone, Deutscher & Mijakovic,
2007).No obstante, lainteraccion de ambos péptidos es necesaria
para constituir una enzima funcional. Se considera que esta
division de los dominios en Firmicutes permite laamplificacion
de larespuesta, yaque un mismo dominio transmembranal puede
interaccionar con mas de un dominio citosolico, y a su vez un
dominio citosélico con diferentes dominios transmembranales.

En consecuencia, el bucle del dominio transmembranal en
Firmicutes y en Actinobacteria es mas corto en comparacion
con el de Proteobacteria. En este Gltimo grupo en la parte
N-terminal de su dominio citosolico se localiza una regién de
aproximadamente 20 aminodcidos rica en residuos de arginina
y lisina (cluster RK), ausente en el grupo de Firmicutes
(Grangeasse et al., 2012).

Las diferencias descritas entre las BY-cinasas llevan a varias
hipotesis sobre su evolucion dentro del dominio Bacteria,

a) una posibilidad es que su ancestro comdn constaba de un
solo péptido que posteriormente se separd en dos en el clado
de los Firmicutes, y b) de manera alternativa, es posible que
este ancestro estuviera compuesto por dos péptidos, cuyos
genes codificantes se fusionaron en el grupo que dio origen a
Actinobacteria y a Proteobacteria (Grangeasse et al., 2007).

Por otra parte, los analisis filogenéticos sugieren que las
BY-cinasas y las proteinas mas relacionadas las ATPasas de
arsenito (ArsA) y MinD, divergieron a partir de una ATPasa
procarionte comtin (Grangeasse et al., 2012). Ambos grupos
enzimaticos comparten los motivos Walker y la actividad de
ATPasa. Las proteinas ArsA son necesarias para expulsar a los
iones de arsenito y de antimonito, por otra parte, MinD se ha
caracterizado como una ATPasanecesaria para la division celular
en bacterias (Rosen, Bhattacharjee, Zhou & Walmsley,1999;
Ma, King & Rothfield, 2004).

MECANISMO CATALITICO DE LAS BY-CINASAS

A pesar de que aln se desconoce a detalle el mecanismo de
accion de las BY-cinasas se piensa que el dominio N-terminal
en respuesta a algun estimulo promueve la activacion del
dominio citosélico. O bien que la fosforilacién del YC induce
a un cambio conformacional que permite al bucle del dominio
N-terminal recibir estimulos externos (Collins et al., 2006;
Bechet et al., 2009).

De acuerdo con las estructuras resueltas de las BY-cinasas
Etk y Wzc de Escherichia coli y CapAB de Staphylococcus
aureus se propone un mecanismo de accion para la familia de
las BY-cinasas. Los residuos conservados de lisina y arginina
del motivo Walker A, junto con los aspartatos de los motivos
Walker B y A’ unen el fosfato del nucleotido y coordinan
el Mg?* (Grangeasse et al., 2010). Un residuo aromatico
conservado cercano al sitio activo (F547 en Etk) funciona
como base para localizar el anillo de la adenina del nucledtido
(Lee, Zheng, She & Jia, 2008), y un residuo no polar (F221
en CapA) establece una interaccion hidrofobica con la base
del nucledtido y activa el dominio catalitico (Olivares-Illana
et al., 2008).

Laimplementacidn de versiones de BY-cinasas con mutaciones
en el sitio activo revel6 la formacion de un anillo octamérico,
enel que lastirosinas del YC de cada subunidad se encuentran
unidas al sitio activo de las subunidades adyacentes, con base
enestas evidencias estructurales se propuso que estas enzimas
llevan a cabo un proceso de trans-autofosforilacion entre
las subunidades que componen el oligomero (Bechet et al.,
2010; Hajredini & Ghose, 2021) y que el anillo aromatico de
una de las tirosinas del YC interacciona con los residuos de
los motivos Walker B y A" de la subunidad continua (Figura
1A). En particular, el grupo hidroxilo de la tirosina blanco a
fosforilacion interactta con el segundo aspartato del motivo
Walker A’, el que probablemente opera como un catalizador
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Figura 1. Enzimas bacterianas asociadas a fosforilacion de tirosinas. (A) Octamero de BY-cinasa Wzc de E. coli (PDB: 7NHR), representacion
en superficie. Cada subunidad del oligomero se encuentra en diferente color. E1 YC de la region C-terminal de dos subunidades se indica
por las flechas. Izquierda, amplificacion del recuadro marcado, la superficie de la subunidad coloreada en cian se retir6 para poder
visualizar la incorporacion de su YC en el sitio catalitico de la subunidad contigua (naranja). Las tirosinas (Y715, Y717 y Y718) de la
subunidad en color cian se muestran como barras. (B) Representacion en listones de la LMW-PTP Wzb de E. coli (PDB: 2FEK), los
residuos cataliticos (C9, R15 y D115) se muestran en barras rojas. (C) Representacion en listones de la PHP de Lactococcus lactis subsp.
Lactis (PDB: 4GC3), los 3 cationes divalentes (o, f y y) se muestran como esferas naranjas y los residuos de aspartato e histidina asociados
a éstos se indican en barras azules (H9, H11, D17, H42, H109, H154, D228 y H230). La visualizacion de las estructuras y la preparacion
de las imagenes se realizaron con PyMol 2.0. Figura, creatividad personal.
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acido en el proceso de trans-autofosforilacion (Grangeasse
etal., 2012).

El motivo citoplasmico conservado ExxRxxR se ha descrito
como importante para estabilizar el estado oligomérico de las
BY-cinasas (Olivares-Illana et al., 2008; Bechet et al., 2010;
Schwechheimeretal., 2020). Y la fosforilacion multiple del YC
de las subunidades del anillo octamérico reduce su estabilidad
e induce la disociacion de las subunidades y la consiguiente
transferencia del grupo fosfato a los substratos enddgenos
(Nakamoto et al., 2021; Alphonse, Djemil, Piserchio & Ghose,
2022), y/o su desfosforilacion por alguna tirosina fosfatasas
especifica (Temel et al., 2013; Hajredini & Ghose, 2021).
Una vez que los dominios citosolicos de las BY-cinasas se
encuentran desfosforilados se promueve la oligomerizacion y
el ciclo reinicia (Alphonse et al., 2022).

Adiferenciade las cinasas eucariontes, el mecanismo de las BY-
cinasas no esta ligado al estado de fosforilacion de un residuo
de tirosina especifico, sino a un nivel de fosforilacion general
del YC. Puesto que la eliminacién de una tirosina del YC no
afectala funcion delaenzima, las alteraciones fisiologicas tienen
lugar solo en la ausencia de multiples residuos de tirosina del
YC (Paiment, Hocking & Whitfield, 2002; Morona, Morona,
Miller & Paton, 2003).

FOSFATASAS DE TIROSINA BACTERIANAS

Laactividad de las proteinas cinasas contribuye alaregulacion
de vias de transduccién de sefiales y de funciones celulares
clave en procariontes. La fosforilacion tiene un caracter
dinamico y las proteinas tirosina fosfatasas (PTP, por sus
siglas en inglés) son las enzimas encargadas de regular el
efecto de esta MPT, a través de la remocion del grupo fosfato
de las proteinas fosforiladas y de las mismas BY-cinasas
(Temel et al., 2013).

A la fecha, en bacterias se han identificado numerosas PTP, la
mayoria con gran similitud a las enzimas eucariontes (Bohmer,
Szedlacsek, Tabernero, Ostman & Den Hertog, 2013). De
manera general, las PTP procariontes se categorizan en
(i) PTP convencionales de tipo eucariota y fosfatasas de doble
especificidad (DSP, porsus siglas eninglés), conactividad contra
fosfoserina y fosfotreonina, ademas de fosfotirosina; (ii) PTP
de bajo peso molecular (LMW-PTP, por sus siglas en inglés);
y (iii) las fosfatasas polimerasa-histidinol (PHP, por sus siglas
en inglés), éste Gltimo grupo se encuentra representado por una
familia de fosfoesterasas cominmente presentes en Firmicutes
(Bechet et al., 2009).

MECANISMO CATALITICO DE PTP, DSP Y LMW-PTP

A pesar de sus diferencias en tamafio, las enzimas PTP
convencionales, DSP y LMW-PTP tienen un mecanismo de
accion comun, éstas comparten el motivo catalitico conservado

C(X)sR, localizado en el denominado bucle P, region de union
del grupo fosfato. Los residuos de cisteinay argininadel motivo
catalitico son fundamentales para lareaccion de desfosforilacion
(Cirri et al., 1993) (Figura 1B).

La hidrolisis de los ésteres de fosfato de tirosina se lleva a
cabo en dos pasos. En primer lugar, tras la formacion del
complejo enzima-sustrato, la arginina del bucle P interacciona
electrostaticamente con la carga negativa de la fosfotirosina,
y la cisteina catalitica realiza un ataque nucleofilico hacia el
atomo de fosforo del sustrato. La unién del sustrato y la ruptura
del enlace éster provoca que el aspartato catalitico (localizado
en el bucle D), se aproxime al sitio activo y el aspartato actie
como un acido en la reaccion (Taddei et al., 1994), para la
liberacion del sustrato desfosforilado al transferirle un protén.

La reaccion de sustitucidn resulta en la union del grupo fosfato
alacisteina cataliticaatravés de un enlace covalente tio-fosfato
(Zhangetal., 1994). Enunasegundareaccion de desplazamiento
el anidn aspartato resultante de la primer reaccién, funciona
como una base al activar auna molécula de agua para que tenga
lugar la hidroélisis del tio-fosfato, se regenere la enzima y se
libere fosfato inorganico (Kolmodin & Aqvist, 2001).

MECANISMO CATALITICO DE LAS PHP

Las proteinas PHP son parte de la superfamilia amidohidrolasa
(AHS, por sus siglas en inglés). Las proteinas AHS incorporan
iones metalicos en su sitio activo lo que les permite activar
moléculas de agua y realizar el ataque nucleofilico contra los
enlaces amida o éster de los sustratos fosforilados (Seibert &
Raushel, 2005). Sin embargo, las enzimas PHP se distinguen de
las AHS por presentarun plegamiento distorsionado conformado
por barriles (B/a),, ademas de un sitio activo con 3 cationes
divalentes (denominados a, B y y), unidos a través de residuos
de histidina y aspartato conservados (Ghodge et al., 2013)
(Figura 1C). El sitio de union del sustrato en las PHP consta
de una regién cargada positivamente conformada por cationes
divalentesy residuos de argininaque permiten lainteraccién con
el grupo fosfato, ademas de un centro hidrofobico con residuos
aromaticos (tirosina y/o fenilalanina) que facilitan la union del
anillo imidazol a través de interacciones de apilamiento tipo 7
(Ghodge & Raushel, 2018).

La reaccion enzimatica originalmente descrita en las PHP fue
la de fosfatasa de r-histidinol fosfato, pentiltimo paso en la
biosintesis de la t—histidina (Alifano et al., 1996). Y fue hasta
hace dos décadas que la caracterizacion de los genes asociados
con la regulacion de la cépsula de Streptococcus pneumoniae
evidencio la actividad de fosfotirosina fosfatasa en la proteina
CpsB perteneciente a la familia PHP (Morona, Morona, Miller
& Paton, 2002). Contrario a las PTP o LMW-PTP, las PHP
muestran una actividad 6ptima a un pH basico y dependen de
un ion metalico, por lo general Mn?*,
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PEPTIDOS BACTERIANOS QUE CONTIENEN FOSFO-
TIROSINAS

Actualmente se desconoce la naturaleza especifica de los
sustratos de las BY-cinasas, no obstante, estas enzimas deben
de distinguir sus proteinas sustrato y los motivos peptidicos que
contienen los residuos de tirosina blancos de fosforilacion. Cabe
mencionar que la ubicacion del grupo fosfato en la posicién
O* del anillo fenélico de los residuos de tirosina, brinda una
caracteristica estructural y energética para los dominios de
unién especificos a través de interacciones hidrofobicas o
de tipo m. De acuerdo con estas caracteristicas los dominios
cataliticos de las cinasas y de las fosfatasas especificas para
fosfo-tirosinas resultan més profundos (~6 A), en comparacion
con los dominios de unién a fosfo-serinas y/o fosfo-treoninas
(Hunter, 2014).

Labusqueda de motivos peptidicos en las secuencias reportadas
en la base de datos de sitios de fosforilacion en bacterias,
dbPSP (por sus siglas eninglés) (Panetal.,2015), no consiguid
evidenciar una secuencia consenso conservada en los péptidos
que contienen fosfo-tirosinas (situacion semejante se presenta
en los péptidos que incluyen fosfo-serinas y fosfo-treoninas)
(Shietal., 2020). Sin embargo, de entre los 3,835 registros de
fosfo-tirosinas depositados en dbPSP se distingue que éstos
localizan preferencialmente aun residuo de glicinaenlaposicion
+1 y de lisina en la posicion -2, respecto a la fosfo-tirosina
(Shi et al., 2020). En concordancia, la implementacion de la
herramienta Phosphosite logo generator sobre el fosfoproteoma
de tirosinas de Shigella flexneri mostré resultados semejantes
con una mayor frecuencia de residuos de glicina en las
posiciones +1y -1, y de lisina en la posicion -2, respecto a la
fosfo-tirosina (Standish et al., 2016). De manera semejante,
el andlisis de los sitios de fosfo-tirosinas en S. pneumoniae
indica una sobre representacion de glicina particularmente
en las posiciones -3 y -1, respecto a la fosfo-tirosina (Sun et
al., 2010). Ademas, el fosfoproteoma de tirosinas de E. coli
muestra una sobre representacion de glicina en la posicion -1
y de aspartato en la posicion +1, respecto a la fosfo-tirosina
(Hansen et al., 2013). La comparacion iterativa realizada con
el algoritmo Motif-X de los fosfo-sitios de E. coli coincide con
el enriquecimiento del residuo lisina en diferentes posiciones
relativas a la fosfo-tirosina (+3, +4, +5 y -6) (Hansen et al.,
2013), lo que sugiere unrol potencial como aceptor de electrones
para este amino &cido positivo.

Lafaltadesimilitud de los motivos procariontes que contienen
fosfo-tirosinas en relacién con los motivos eucariontes
posiblemente corresponde a las diferencias estructurales
y cataliticas de las BY-cinasas respecto a sus contrapartes
eucariontes. Por lo tanto, se requiere la identificacion y
caracterizacion funcional de mas fosfo-sitios procariontes
para entender la especificidad de los sustratos de las BY-
cinasas.

LA FOSFORILACION DE TIROSINAS Y SU IMPACTO EN
DIFERENTES FUNCIONES CELULARES

Las primeras descripciones de la fosforilacion de tirosinas
en bacterias corresponden a los trabajos relacionados con la
biogénesis de los polisacéaridos capsulares (PC) (Mijakovic
et al., 2003; Whitmore & Lamont, 2012). Esto derivado
de que la mayoria de los genes codificantes de BY-cinasas
y PTP procariontes se encuentran en regiones gendmicas
implicadas en la biosintesis de exopolisacaridos (EPS) (Lee
& Jia, 2009; Grangeasse et al., 2012) y aunque todavia se
desconocen varios aspectos, se considera de manera extendida
que la autofosforilacion de las BY-cinasas y su consiguiente
desfosforilacion por parte de las PTP contribuye a la sintesis
y exportacién de la capsula bacteriana, y en la formacién de
biopelicula (Bechet et al., 2010; Schwechheimer et al., 2020)
(Figura?2). El estado fosforilado de las BY-cinasas impacta en su
capacidad de oligomerizary se propone que sumultimerizacion,
como un octamero, permite que las BY-cinasas operen como
una especie de plataforma que localiza a las enzimas flipasa y
polimerasa, responsables de la translocacion y polimerizacién
de los PC, respectivamente (Bechet et al., 2010). Ademas, la
enzima UDP-glucosa deshidrogenasa (Ugd), que participa en
la sintesis de precursores de los PC, se describié como sustrato
de las BY-cinasas Wzc y Etk de E.coli. La fosforilacion de Ugd
modifica su actividad enzimatica y la consecuente cantidad de
PC en la superficie de la bacteria (Lacour, Bechet, Cozzone,
Mijakovic & Grangeasse, 2008).

En S. aureus, un elegante estudio evidencié una delicada y
coordinada regulacion durante la biosintesis de los PC vy el
peptidoglucano de la pared celular, en la que la actividad de la
BY-cinasa CapAB es requerida en distintos pasos del consumo
de los precursores lipidicos de los CP (Rausch et al., 2019).
De manera semejante se ha descrito que la proteina BY-cinasa
CpsCD de S. pneumoniae coordina la sintesis de los PC vy el
peptidoglucano y que su fosforilacion en tirosinas impacta
en el tamano de la capsula (Nakamoto et al., 2021). Ademas,
en S. pneumoniae se ha reportado que la proteina CpsCD
interactiia y modula la movilidad de la proteina ParB (asociada
a la segregacion del cromosoma) por lo que se propone que la
fosforilacion de la proteina CpsCD sefializa para coordinar la
sintesis de lacapsulay lasegregacion del cromosomadurante la
division celular, lo que garantiza que las células hijas adquieran
su envoltura capsular (Henriques, Rodrigues, Carido, Ferreira
& Filipe, 2011; Nourikyan et al., 2015). La ausencia de la
BY-cinasas CpsCD provoca la acumulacion intracelular de
PC de bajo peso molecular y condiciona un efecto letal como
consecuencia del secuestro de un precursor del peptidoglucano
(Nakamoto etal.,2021). La contribucion de la fosforilacion de
tirosinas en la division celular esta conservada en S. flexneri
donde se ha descrito la fosforilacion en tirosinas en la proteina
FtsA (Standish et al., 2016), particularmente en un residuo de
tirosina previamente identificado como importante para su
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Figura 2. Fosforilacién de tirosinas y regulacion de procesos celulares. Octamero de BY-cinasa se indica en azul claro. La enzima fosfatasa
(café) se indica como PTP. La formacion del oligémero de BY-cinasa funciona como una plataforma para la flipasa y polimerasa de
EPS capsular (gris) y se asocia con la localizacion de la maquinaria responsable de la formacion del septo incluyendo ParB. Se indican
sustratos a fosforilacion en tirosinas descritos en diferentes organismos (Ugd, Cra, VirB, CdhR, SSB y DnaK). Los diferentes procesos
celulares en los que éstos contribuyen se escriben entre paréntesis. Figura, creatividad personal.

interaccion con FtsZ proteina que interviene en la formacion
del septo (Pichoff & Lutkenhaus, 2007).

Otro aspecto al que se ha ligado la fosforilacion en tirosinas es
la respuesta a diferentes tipos de estrés (Figura 2). En Bacillus
subtilis se determind que la proteinade union al DNAde cadena
sencilla, SSB, incrementa significativamente su afinidad por el
DNAensuestadotirosinafosforilado, limitando el reclutamiento
de RecA (proteina asociada a la reparacion del DNA), lo que
sugiere que el estado desfosforilado de SSB (a través de la
actividad de la tirosina fosfatasa YwqD), es requerido durante la
respuesta al dafio del material genético (Mijakovicetal., 2006).
Ademas, se ha reportado que la fosforilacion de la chaperona
DnaK de B. subtilis es requerida durante la respuesta al estrés
térmico (Shi, Ravikumar, Derouiche, Macek & Mijakovic,
2016). En Deinococcus radiodurans, se ha descrito que la

fosforilacion de RecA (proteina implicada en la respuesta SOS)
enresiduosdetirosinay treoninatambiénimpactaensuunional
DNAde doble cadenay en laresistenciadel microorganismoala
radiacion (Rajpurohit, Bihani, Waldor & Misra, 2016). Por otra
parte, en Burkholderiacenocepaciase reporté que laeliminacion
de laLMW-PTP BPtpA disminuye la capacidad de crecimiento
delabacteriatras suexposiciénaun estrés nutricional (Andrade,
Tavares-Carreon, Khodai-Kalaki & Valvano, 2016), Asimismo,
una cepa de B. contaminans mutante de la proteina BY-cinasa
BceF tiene una menor tasa de recuperacion posterior a un estrés
por radiacion UV (Ferreira et al., 2013).

Cabe mencionar que la fosforilacion de reguladores
transcripcionales afecta la expresion de mdltiples genes, por
ejemplo, en B. subtilis el estado tirosina fosforilado del represor
SalAinduce un cambio conformacional que derivaen unamayor
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afinidad por sus sitios blanco (Derouiche et al., 2015). De
manera opuesta, en E. coli enterohemorragica la fosforilacion
del represor Cra, un regulador transcripcional global implicado
en el metabolismo de carbono, parece disminuir su capacidad
de union al DNA, lo que permite la expresion de genes de
virulencia en esta bacteria (Robertson, Hazen, Kaper, Rasko
& Hansen, 2018). En S. flexneri también se ha reportado que la
fosforilacion del regulador VirB afecta la expresion de genes de
virulencia y su capacidad invasiva (Standish et al., 2016). En
Porphyromonas gingivalis se propone que la desfosforilacion
del regulador transcripcional CdhR (por la LMW-PTP, Ltp1)
permite la expresion de la fimbria Mfal, necesaria para la
formacion de biopelicula y de comunidades con S. gordonii
(Liu, Miller, Wang, Merchant & Lamont, 2017).

CINASAS DE TIROSINA BACTERIANAS QUE NO PERTENECEN
A LA FAMILIA DE LAS BY-CINASAS

Como se menciond, la mayoria de las cinasas de tirosina
bacterianas caracterizadas pertenecen a la familia de las BY-
cinasas, no obstante, se han descrito algunos otros grupos de
enzimas capaces de llevar a cabo la reaccidn de fosforilacién
de tirosinas (Tabla I). Entre los primeros reportes de cinasas
de tirosina no relacionadas a BY-cinasas se encuentra WaaP de
P. aeruginosa, enzima que presenta un mecanismo funcional
semejante al de las cinasas eucariontes y cuya actividad es
fundamental para la fosforilacion de la regién central del
lipopolisacarido (Zhao & Lam, 2002). Ademas de MasK de
M. xanthus, proteina que también comparte identidad con las
cinasas eucariontes y cuya actividad se ha ligado con el control
de la motilidad dependiente del pili tipo IV (Thomasson et al.,
2002). Recién se describid una nueva familia de cinasas de
tirosina denominada Ubk (cinasa bacteriana ubicua, por sus
siglas en inglés), estas proteinas tienen baja similitud con las
BY-cinasas y cuentan con homologos en multiples genomas
bacterianos. YdiB de B. subtilis es un representante de la

familia Ubk cuya actividad se ha relacionado con la resistencia
al estrés oxidativo (Nguyen et al., 2017). La proteina Ubk de
S. pneumoniae se describe como esencial para el crecimiento
optimo y la morfogénesis celular de esta bacteria (Pelletier
etal., 2019). Por otra parte, en Mycobacterium tuberculosis un
grupo de cinasas de serinay treonina de la familia Pkn presentan
también actividad cinasa hacia tirosinas (Kusebauchetal.,2014),
y aunque estas enzimas se relacionan con diferentes aspectos
metabolicos aun se desconoce la contribucion especifica de su
actividad como cinasas de tirosina por lo que son necesarios
futuros estudios que ayuden a clarificar la contribucion de las
diferentes enzimas cinasas y su posible interconexion durante
la sefializacion procarionte asociada a la fosforilacion de las
tirosinas.

COMENTARIOS FINALES

Diversos mecanismos de fosforilacion de proteinas ocurren
de manera natural en las células bacterianas y resultan
necesarios para modular sus procesos fisiologicos en respuesta
a los estimulos ambientales, no obstante, el inherente caracter
dindmicodelasMPTy laintercomunicacion entre los diferentes
sistemas de fosforilacion dificulta la identificacion y el andlisis
cuantitativo de los multiples sustratos asociados.

En particular, la fosforilacion de las tirosinas en bacterias
representa una de las MPT mas recientemente descritas y
por consiguiente se mantiene como un area poco entendida.
Alrespecto se han conseguido avances considerables en el ambito
estructural y catalitico de las principales enzimas asociadas
con la fosforilacion en tirosinas, las BY-cinasas. Diferentes
evidencias indican que estas enzimas operan como oligémeros
acoplando su ensamble/desensamble con su actividad de
autocinasa en coordinacion con la actividad de sus enzimas
fosfatasas especificas. Principalmente estudiadas respecto al
metabolismo de polisacaridos extracelulares. Se sugiere que

Tabla I. Tirosina-cinasas bacterianas.

Proteinas Familias Organismos Referencias
Ptk BY-cinasa A. johnsonni (Grangeasse et al., 1998)
Etk BY-cinasa E. coli (Ilan et al., 1999)
Wzc BY-cinasa E. coli (Vincent et al., 1999)
CapAB BY-cinasa S. aureus (Olivares-Illana et al., 2008)
CpsCD BY-cinasa S. pneumoniae (Morona et al., 2002)
WaaP Kdo/WaaP P. aeruginosa (Zhao & Lam, 2002)
YdiB Cinasa bacteriana ubicua (Ubk) B. subtilis (Nguyen et al., 2017)
MasK Cinasa de.espe‘ciﬁcidad dual (Serine/Threonine | M. xanthus (Thomasson et al., 2002)

and Tyrosine kinase)

PknD Séga;;ri:iiipﬁfégsc;iad dual (Serine/Threonine | M.tuberculosis (Kusebauch et al., 2014)
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el mecanismo de accion de las BY-cinasas se asemeja a una
especie de cronometro molecular el cual sincroniza la sintesis
y exportacion de los PC. La coordinacion temporal de las
BY-cinasas hacia eventos extra-citoplasmaticos es posible
que también opere con respecto a los procesos intracelulares
que regula la fosforilacién en tirosinas, como son la division
celular y la respuesta a diferentes condiciones de estrés. En
este sentido, la distribucion ubicua de las BY-cinasas y su
significativa disimilitud respecto a las enzimas tirosina cinasas
eucariontes, son aspectos que han incentivado la busqueda de
inhibidores especificos que se pudieran implementar en un
contexto infeccioso para limitar la capacidad de proliferacion
y/o respuesta al estrés de las bacterias patogenas.

Uno de los principales retos que enfrenta el area es el limitado
numero de fosfopéptidos y ademas restringidos a pocas especies
bacterianas. Por otra parte, los datos protedmicos suelen
representar escenarios Unicos derivados de una condicién
particular o un punto temporal del crecimiento celular. Se
espera que en un futuro préximo el perfeccionamiento en las
técnicas de espectrometria de masas y el enriquecimiento de
fosfopéptidos, facilite ladeteccion de MPTs en microorganismos
para entender con mayor detalle el papel regulatorio de estas
modificaciones, asi como su interconectividad durante la
regulacion del ciclo celular, el crecimiento y la interaccion con
los hospederos eucariontes.
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