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1. INTRODUCCION.

1.1 Arsénico: enfoque histérico y situacion actual.

El arsénico (As) ha estado intimamente ligado a la actividad humana a lo largo de su
historia. De sobra es conocida su fama como potente veneno y su uso habitual en toda clase de
homicidios y conspiraciones. Pero muchos son también los casos donde se describen
intoxicaciones accidentales como consecuencia de una exposicidon prolongada a materiales y
ambientes que contienen As. Uno de los casos mas controvertidos es el que se refiere a la
muerte de Napole6n Bonaparte. Aunque las ultimas investigaciones apuntan a un cancer
estomacal como la causa mas probable de su muerte (Lugli et al., 2007), la hipétesis de una
posible intoxicacién mas o menos “accidental” por As siempre ha estado muy presente (Kintz et
al., 2007).

En la Inglaterra de la época victoriana el As formaba parte de la composicién de muchos
productos de consumo (papel pintado, juguetes, envoltorios para alimentos y ciertos productos
textiles entre otros). En 1850 dos médicos ingleses observaron sintomas de intoxicacion por As
en su propio organismo. El origen de este As era el papel pintado que cubria las paredes de sus
despachos, y que debia su color verde esmeralda (muy de moda en aquel periodo) al arsenito

cuprico. Hacia 1980 se descubrid que en determinadas condiciones de humedad y temperatura,
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se desarrollaba un hongo en el papel pintado (Penicillium brevicaule), cuyo metabolismo
provocaba la formacion de di y trimetilarsinas (sustancias volatiles) a partir del arsenito cuprico, y
cuya inhalacion prolongada provocaba episodios de arsenicosis de gravedad variable
(Scheindlin, 2005).

En la actualidad el As es uno de los metales mas ubicuos en el medio natural, ocupando
el lugar numero 20 en la lista de elementos mas frecuentes en la corteza terrestre (cerca del
0,0005 %), formando parte de la composicion de muchos minerales. Este hecho, unido a su
elevada toxicidad lo convierte en un problema de salud de primer orden a nivel mundial, y en el
desastre medioambiental de mayor calado en muchas regiones

(www.atsdr.cdc.gov/cdrcia/05list.html). El reflejo mas claro lo encontramos en determinadas

zonas del planeta, que contienen en sus aguas superficiales niveles de As que superan
ampliamente los 50 ppb (partes por billon americano) y por lo tanto superior a las 10 ppb
recomendados por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (Bhattacharya et al., 2007). La
zona del planeta méas castigada por la presencia de altos niveles de As en el agua para uso
alimentario es Asia, destacando Bangla-Desh e India. Ademas en algunas zonas de Nepal,
Vietnam y Camboya, cerca de 100 millones de personas se exponen diariamente a los efectos
adversos derivados de la ingesta diaria de As. Otras zonas afectadas por este problema son
determinadas regiones de Australia, zonas dispersas de Estados Unidos, Canada y de paises

latinoamericanos como Méjico, Argentina, Bolivia, Brasil y Nicaragua (Silver and Phung, 2005a).

1.2. Caracteristicas generales del arsénico.

El As es un metaloide perteneciente al grupo V de la tabla periédica de elementos, que
posee caracteristicas quimicas tanto de los metales como de los no metales (Wackett et al.,
2004). Se presenta en la naturaleza con cuatro estados de oxidacion (+5, +3, 0 y -3), donde el

arseniato [+5, As(V)] y el arsenito [+3, As(lll)] son las formas inorganicas mas comunes.

El As elemental aparece de forma muy escasa en la naturaleza, no obstante, se han
localizado masas microcristalinas de este elemento en Siberia, Alemania, Francia, Italia Rumania
y EEUU. Lo mas comun es encontrar este As formando parte de minerales, en los que se
combina con azufre o metales como el Mn, Fe, Co, Ni, Ag o Sn, destacando por su abundancia la
arsenopirita (FeAsS). Los arseniatos y tioarseniatos naturales son frecuentes y la mayor parte de
los minerales de azufre contienen As, la As,S, (rejalgar) y el As,S; (oropimente) son los mas
importantes. Otros arseniuros metalicos son los minerales FeAs, (l6llingita), NiAs (niquelina),

CoAsS (cobalto blanco brillante 6 cobaltina), NiAsS (gersdorfita) y CoAs, (esmaltina).
La entrada del As en la biosfera se produce a través de dos vias principales:

(a) La via geoquimica: liberado de minerales ricos en calcio y compuestos insolubles de

hierro, como la ferrihidrita (FesHOg 4H,0) y la arsenopirita (FeAsS), mineral éste ultimo de gran

[20]
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importancia econdmica, pues, constituye una tercera parte de las reservas mundiales de oro. Los
fendmenos atmosféricos movilizan el As presente en los minerales para depositarlos en el agua,

el aire o en el suelo (Oremland and Stolz, 2005).

El As presente en la atmdsfera es consecuencia de la actividad volcénica y de la
actividad microbiana. En condiciones andxicas el As(lll) puede ser reducido por los
microorganismos del suelo a los compuestos volatiles “arsina” (AsH3) y metilarsinas, especies del
As especialmente toxicas. En la mayoria de los casos, este As termina disuelto en el agua de los
acuiferos superficiales. En el caso especifico del As disuelto en el agua de los pozos de Bangla
Desh su origen obedece a una doble causa: (i) los procesos puramente quimicos que liberan el
As de los minerales; (i) el metabolismo de determinados microorganismos, como las
respiraciones desasimilativas del hierro y del As(V), que aceleran estos procesos y provocan la
liberacion del As al agua (Oremland and Stolz, 2005). Estos microorganismos en presencia de
determinadas fuentes de carbono reducen el Fe(lll) de los minerales sedimentarios a Fe(ll),
disminuyendo su capacidad de adsorcién del As(V), solubilizandolo y dejandolo disponible para
que los microorganismos respiradores de As(V) y los que desarrollan mecanismos de resistencia
a As(V) lo reduzcan a As(lll), forma mas toxica y reactiva que el As(V) (Oremland and Stolz,
2005).

(b) La via antropogénica: el As no se moviliza facilmente cuando se encuentra en forma

combinada, pero como consecuencia de la accion humana esa movilizacion se ha acelerado, lo
que ocasiona graves problemas sanitarios. EI As se genera como un subproducto en muchos
procesos industriales, incluyendo el refinado del cobre, plomo o zinc y la produccién de oro
(Eisler, 2004). Por lo que el As presente en la atmdsfera no es sélo consecuencia de la actividad
volcanica y la actividad microbiana como se ha mencionado previamente, sino que la extraccion
de minerales y el uso de combustibles fésiles contribuyen significativamente a la liberacion de As

a la atmosfera.

En agricultura y ganaderia el uso de determinados agentes de control de plagas, como la
roxarsona (acido 4-hidroxi-3-nitrofenilarsénico), compuesto organoarsenicado sintético utilizado
como paliativo frente a infecciones en granjas de cerdos y aves de corral, generan residuos con

alta concentracion del metaloide.

El 90 % de todos los compuestos manufacturados por el hombre que contienen As se
usan como protectores de la madera (el mas utilizado es el cromato cuprico de arsénico (CCA)
(Khan et al., 2006). EI 10% restante es utilizado en insecticidas, fertilizantes, fungicidas, en la
produccion de cristal (6xido de arsénico), semiconductores y aleaciones metalicas (como las
existentes en las baterias de los coches). Es frecuente también su utilizaciéon en la fabricacion de
farmacos para el tratamiento de algunas enfermedades (tales como la enfermedad del suefio o la

leucemia promielocitica crénica). La mayor parte de las aplicaciones terapéuticas se basan en su

[21]
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naturaleza toxica. Por otra parte los sulfuros de As se utilizan como pigmentos y en aplicaciones

pirotécnicas.

El ciclo biolégico del As se ha ampliado como resultado de la interferencia humana, por
lo que cantidades enormes de este metaloide acaban en el ambiente y en los organismos
(Mukhopadhyay et al., 2002). Centrando la atencién en los ecosistemas marinos se puede
describir perfectamente el ciclo geolégico del As. En forma soluble el As se presenta,
fundamentalmente, con dos estados de oxidacion de relevancia bioldgica, el As(lll) y el As(V). El
As(lll) puede oxidarse quimica o enzimaticamente a As(V), frecuente en zonas mas superficiales
de ambientes terrestres y acuaticos. El As(V), el compuesto del As mas comun en las aguas
marinas, se incorpora por los organismos marinos (fitoplancton, peces, algas, moluscos y
crustaceos), y se transforma en compuestos organicos sencillos (formas metiladas) o bien hacia
compuestos de almacenamiento (arsenobetaina) que son finalmente liberados al ambiente. Parte
de ese As es retenido por el fitoplancton y metabolizado a compuestos organicos complejos. La
transformacion del As inorganico a compuestos liposolubles podria ser una respuesta adaptativa
del fitoplancton marino para compensar la escasa disponibilidad de nitrato. Otros compuestos
organoarsenicados mas complejos incluyen organoazucares hidrosolubles

(dimetilarsenoazucares y los arsenolipidos liposolubles) (Figura 1.1).

Arseénico en agua
“ de consumo

—

DMA(V) Reductasa

4 Metilacion Ve '.

MMA (II) As(lll) As(V)’
N-MMA(V)I u h:_. As(ll) —> As(VY) —> arsenoaziicares

Arsenobetaina
Arsenocolina

Oxidasa Arsenolipidos

.
.y
LY
LT
------ -

-
trhEEr IR RIRRERRIRRIRRRRIRRRRRR R

Figura 1.1: Ciclo geoldgico del arsénico. Modificado de Bhattacharjee and Rosen, (2007).

El fitoplancton y las algas son los principales productores de compuestos
organoarsenicados complejos, pero estos organismos son también la ruta de entrada del As en

las cadenas troficas, por ser la fuente nutricional de los animales marinos. Los peces y los
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invertebrados marinos retienen en sus tejidos el 99% del As acumulado en forma organica. El
principal compuesto organoarsenicado aislado de los animales marinos es la arsenobetaina, que
aparece en algas, almejas, langostas, gambas, y por ende en algunos de sus depredadores
(tiburones...). No se conoce todavia cual es la ruta de conversién de los arsenoazucares y

arsenolipidos en arsenobetaina en los animales marinos superiores (Figura 1.1).

La arsenobetaina presente en los sedimentos de las aguas superficiales costeras es
degradada por accién del metabolismo microbiano a acido metilarsénico (MASV) y a arseénico

inorganico, completando asi el ciclo bioldgico del As en los ecosistemas marinos.

1.3. Efectos del arsénico sobre la salud humana.

El As es uno de los elementos quimicos con mayor toxicidad de los conocidos en la

actualidad, segun la Agencia de Sustancias Toxicas y Registro de Enfermedades de Estados

Unidos (ATSRD) (www.atsdr.cdc.gov/cdrcia/05list.html). Como consecuencia de su

ubicuidad en la corteza terrestre, la exposicion de los seres humanos al As puede ser frecuente.
En los animales y mas concretamente en humanos, las vias de absorciéon habituales de As son
principalmente tres: (i) ingesta de alimentos; (ii) ingesta de agua; (iii) inhalacién del aire. Sin
embargo, la exposicion directa por contacto con suelos 0 agua que contengan As también es

posible.

Los niveles de As en los alimentos son generalmente bastante bajos, pero en algunos
casos, como en los productos procedentes del mar, estos niveles pueden llegar a ser mayores
por la absorcién directa a partir del agua. No obstante, las especies quimicas del As que se
acumulan en organismos marinos son generalmente formas de As organico de naturaleza menos
téxica (arsenobetaina). El verdadero problema del As ingerido se produce por el consumo de
alimentos que presentan cantidades significativas de As inorganico, o como en el caso de
Bangla-Desh por el As inorganico presente en el agua para uso alimentario (Mantovani et al.,
2006).

Los riesgos de intoxicacién son significativamente mas altos en aquellas personas que
trabajan en procesos en los que se utilizan o se generan As (Landrigan et al., 1982) (Katz and
Salem, 2005), en individuos que toman grandes cantidades de vino (Aguilar et al., 1987)
(Barbaste et al., 2003) (Greven et al., 2007), en inquilinos habituales de casas que contengan
conservantes para la madera, como el CCA, o en consumidores de articulos con estos
conservantes (Zagury et al., 2007) (Xue et al., 2006) o para los que vivan en granjas donde se

hayan aplicado pesticidas con As en su composicién (Robinson et al., 2007)

La mayor parte del As ingerido es rapidamente excretado por via renal en pocos dias,
pero a pesar de ello, grandes cantidades de As se acumula en diferentes tejidos como huesos,

piel, pelo y ufas. La identificacion de las especies del As presentes en la orina revelan que del
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As total excretado un 10-15% corresponde a arsénico inorganico y acido metilarsénico (MAsV).
La mayor parte (60-80%) corresponde al acido dimetilarsinico (DMAsV) (Csanaky and Gregus,
2002) (Meza et al., 2004). También estan presentes trazas de acido metilarsenoso (MAs") y de

acido dimetilarsenoso (DMAs™), mucho mas peligrosos que los anteriores.

La ingestion de elevadas cantidades de arsénico inorganico provoca graves problemas
de salud. Entre los efectos adversos mas comunes encontramos irritaciones y afecciones
gastrointestinales, ademas de alteraciones graves del sistema cardiovascular (Pi et al., 2005) y
del sistema nervioso central (Vahidnia et al., 2007) que eventualmente causan la muerte. En
etapas previas se observan disminuciones en la produccion de glébulos rojos y blancos (Heck et
al., 2008), hemdlisis, hepatomegalia, melanosis, polineuropatias y encefalopatias (Kapaj et al.,
2006). La ingestion de arsénico inorganico puede causar, ademas, patologias asociadas al
sistema vascular periférico, que en casos extremos evoluciona hacia episodios gangrenosos,
afeccion mas comunmente conocida como “pie negro” y documentada hasta la fecha sélo en
Taiwan (Yoshida et al., 2004b). Las especies inorganicas del As estan clasificadas dentro del
grupo A de carcindégenos potenciales y se sugiere que la ingesta de cantidades significativas, a
través del agua, puede incrementar las posibilidades de desarrollo de cancer, especialmente de
piel, pulmén, higado y del tejido linfatico. Las comunidades que ingieren As presentan, ademas,

problemas epidérmicos, como queratosis y cambios en la pigmentacion de la piel.

El arsénico organico resulta menos nocivo y no provoca cancer, ni tampoco alteraciones
genéticas, aunque exposiciones a dosis elevadas puede causar lesiones neuronales y dolores

estomacales (Soriano et al., 2007).

1.4. Mecanismos de entrada del arsénico en las células.

A pesar de su toxicidad, el As y el antimonio estan presentes en algunos farmacos
utilizados para el tratamiento de determinadas enfermedades. El ejemplo mas conocido es el de
la leucemia promielocitica aguda y el farmaco “Trisenox”, utilizado en el tratamiento paliativo de
esta enfermedad y cuyo principio activo es el trioxido de arsénico (As.O3) (Akao et al., 2000).
Farmacos parecidos se han utilizado también en el tratamiento de determinados tumores sélidos
y hematolégicos. En la lucha frente a enfermedades de caracter parasitario, como la
leishmaniosis y la tripanosomiasis, son frecuentes los farmacos que contienen As (Thorsen et al.,
2006), si bien en el caso particular de la leishmaniosis el farmaco mas efectivo lo constituye un
derivado del antimonio, denominado Pentostam (Gourbal et al., 2004).

Para que estos farmacos puedan actuar como antiparasitarios o quimioterapicos
necesitan primero ser incorporados a las células y ejercer en ellas un efecto téxico. Por lo tanto,
el tratamiento efectivo de dichas enfermedades exige conocer y establecer los mecanismos a
través de los cuales se incorporan los metaloides a las células y como ejercen este efecto toxico.

Pero la razén fundamental por la que se estudian estos sistemas de entrada es la necesidad de
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evitar el desarrollo de resistencias asociadas generalmente a la utilizacién indiscriminada de
estos farmacos. El origen de las mismas radica en la mutacion o en la bajada de expresion de los

genes que codifican para los transportadores de As (Gourbal et al., 2004).

A la hora de abordar los posibles mecanismos de incorporacion de los metaloides es
imprescindible conocer la naturaleza quimica de los mismos en el entorno extracelular, hecho
que condiciona, en ultimo término, el tipo de transportadores que utilizan las células para su
incorporacion. Asi, aunque en fase solida el As(lll) se presente en forma de tridxido de arsénico
(As,03) o de arsenito sodico (NaAsO,) (Liu et al., 2004b), en solucién acuosa el As(V), el As(lll) o

el Sb(lll) se presentan en forma de oxiacidos.

A pH neutro el acido arsénico (H3;AsO,4) se ioniza para formar el oxianiéon arseniato
(AsO43'), que debido a su similitud estructural con el fosfato (PO43') lo sustituye en muchos de los
procesos de fosforilacion celular en los que se utiliza el fosfato como sustrato, siendo ésta la
causa de la toxicidad asociada al As(V). El As(V) posee una pKa de 7.0, por lo que a pH neutro

las especies HAsO,* y H,AsO,"" se mantienen en equilibrio (Silver and Phung, 2005a).

El As(V) entra en las células a través de los sistemas de transporte especificos para el
fosfato inorganico (Pi), que en el caso de E. coli son al menos los sistemas Pit y Pst (Willsky and
Mallamy, 1980). El transportador de fosfato inorganico de baja afinidad es energéticamente
dependiente del motivo de fuerza protdnica para el transporte de Pi y su expresion es
constitutiva. Cuando el Pi es abundante E. coli utiliza este sistema de transporte, cuya constante
de Michaelis Menten (K,) se situa entre 25 mM a 38 mM (Rosenberg et al., 1977; Willsky and
Mallamy, 1980). Si la concentracién externa de Pi presenta un rango de concentracion pequefio
(mM), se induce el sistema de transporte de fosfato especifico de alta afinidad (Pst), con una K,
de 0,2 mM (Rosenberg et al., 1977) (Willsky and Mallamy,1980).

El sistema Pst es un complejo de cuatro proteinas que pertenece a la familia de
transportadores tipo ABC y donde la energia para el transporte la proporciona el ATP. En este
sistema la proteina de unién al Pi capta el Pi libre producido en el periplasma y lo dirige al canal
transmembrana de la membrana citoplasmatica. Este canal esta formado por dos proteinas (PstA
y PstC) con seis y cinco hélices transmembrana respectivamente. En la regién citoplasmatica de
estas dos proteinas se une PstB, cuya estructura presenta un sitio de union a nucleétidos (ATP).
La hidrdlisis de este ATP proporciona energia al sistema para el transporte del fosfato (Rao and
Torrani, 1990). El sistema Pst tiene dos funciones en E. coli: el transporte de Pi y el control
negativo del regulén fosfato (un complejo de 20 proteinas la mayoria de las cuales intervienen de
forma mas o menos directa en el transporte de Pi). Estas dos funciones curiosamente no estan
relacionadas, ya que la represion del reguldon esta ligada a la integridad estructural del sistema
Pst (PibP/PstS+PstA+PstC+PstC) y no al transporte de Pi. (Lamarche et al., 2008) (Wanner,
1996) (Wanner, 1993).

[25]



Introduccion

En Saccharomyces cerevisiae los transportadores PHO86 y PHO87 estan implicados en
la incorporacion tanto de fosfato como de As(V) (Bun-ya et al., 1996). Las evidencias muestran
que en los organismos superiores el patréon de entrada del As(V) a las células sigue las mismas
rutas que el fosfato, como es el caso del transportador PHTH1 en plantas (Catarecha et al.,
2007) (Huang et al., 2007) o en células animales (Solomon et al., 2007).

El trioxido de arsénico (As;O3) o acido arsenioso (HzAsOs3) por su parte, al igual que
ocurre en el caso del Sb(lll), estd en equilibrio con el oxianién As(lll), pero al poseer un pKa de
9.2, a pH neutro se encuentra totalmente protonado y sin carga, por lo que en solucién se
presenta como una molécula polihidroxilada As(OH); (Liu et al., 2004b) (Ramirez-Solis et al.,
2004). Como consecuencia el As(lll) entra en las células a través de transportadores para
moléculas polihidroxiladas, entre los que se encuentran los transportadores de moléculas de
agua o de glicerol (aquaporinas o aquaglicerolporinas). Las aquaglicerolporinas son canales
multifuncionales de entrada de solutos organicos neutros como el glicerol o la urea, y se
presentan en un amplio grupo de organismos, desde procariotas como Escherichia coli (GlpF)
(Meng et al., 2004), hasta mamiferos (AQP7/9) (Liu et al., 2002), pasando por levaduras (Fps1p)
(Wysocki et al., 2001) y en todos los casos se ha descrito su implicacion en el transporte de
As(l11) y Sb(lll).

Trabajos recientes han puesto de manifiesto que en el caso de Saccharomyces
cerevisiae, el triéxido de arsénico entra mayoritariamente en las células por los sistemas de
transporte de hexosas, de hecho, la entrada a través de las aquaglicerolporinas queda reducida a
un 25% del total (Liu et al., 2004b).

La toxicidad del As(lll) reside en su comportamiento como un ion metalico débil, que le
proporciona una capacidad de unién fuerte con grupos funcionales de los aminoacidos. Los
grupos tiol de los residuos de cisteina y los grupos imidazol de los residuos de histidina (Rosen,
2002) son los grupos funcionales mas reactivos. Estos aminoacidos se localizan frecuentemente
en los centros activos de las proteinas, y la unién del As(lll) a los mismos conduce a su
inactivacion. EI As(lll) provoca también sobrecruzamientos del tipo proteina-DNA y DNA-DNA
(Kostal et al., 2004).

1.5. El arsénico y los microorganismos: versatilidad
metabdlica para un elemento téxico.

Generalmente el binomio As y vida son en si mismo un contrasentido, pero ya se han
descrito algunos ejemplos en los cuales el As es utilizado en medicina como farmaco con

propiedades quimioterapicas o antiparasitarias.

A pesar de su reconocida fama como potente agente tdéxico, el As es utilizado por

algunos microorganismos en sus redes metabdlicas como fuente de poder reductor o como
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fuente de energia, si bien lo mas comun son los microorganismos que simplemente desarrollan
estrategias para evitar su toxicidad. Estos organismos son taxondmicamente diversos y
metabdlicamente versatiles. Asi, por ejemplo, el As(lll) es oxidado a As(V) por las bacterias
oxidantes del As(lll). Estos organismos quimioautétrofos utilizan oxigeno (respiracion aerobia) y
en algunos casos nitrato (respiracion anaerobia) como aceptor terminal de electrones, a la vez
que realizan la fijacién de CO, atmosférico. Existen también microorganismos oxidadores de

As(lll) heterotroficos (mixotrofos), donde se utiliza el carbono organico como fuente de carbono.
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Figura 1.2: Localizacion celular y funcién de la arsenito oxidasa (A), arseniato reductasa respiratoria (B) y de

As(I1I)

C

las proteinas implicadas en la destoxificacion de As(lll) y As(V) en los microorganismos (C).

En la vertiente contraria (la reductora), se presentan microorganismos que utilizan el
As(V) como aceptor terminal de electrones, en lo que constituye una respiracion anaerobica
tipica. Estos organismos oxidan diferentes compuestos, ya sean de origen organico como lactato,
acetato, formiato y compuestos aromaticos o bien inorganicos como hidrégeno y sulfuros,
provocando la formacion de As(lll). Estos son los denominados microorganismos que respiran
As(V). Al margen de estos dos grupos mencionados, algunos microorganismos reducen As(V) a
As(lll) no con fines bioenergéticos, sino meramente como supervivencia, destoxificando un
compuesto quimico toéxico. Estos microorganismos usan una arseniato reductasa (ArsC)
citoplasmatica para reducir As(V) a As(lll), siendo este As(lll) expulsado al exterior
posteriormente por una permeasa de As(lll). Estos procesos metabdlicos de respiraciones
anaerdbicas, quimiolitotrofia y destoxificaciéon donde las formas de As estan implicadas se
detallan a continuacién (Figura 1.2).

1.5.1. Respiracion desasimilativa del arseniato.

Considerando la elevada toxicidad del As, resulta cuanto menos chocante que algunos

microorganismos anaerobios utilicen al As(V) como aceptor de electrones en sus respiraciones.
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Este tipo de respiraciones son energéticamente favorables, principalmente si se acoplan a la
oxidacién de compuestos organicos, ya que el potencial redox (E°) del par As(V)/As(lll) es de
+135 mV. Un ejemplo de este proceso respiratorio lo constituyen Sulfurospirillum arsenophilum y
Sulfurospirillum barnesii, dos representantes de las s- Proteobacterias. En estas bacterias el
acoplamiento de la oxidacion del lactato con la reduccion del As(V) a As(lll) presenta una

variacion en la energia libre de Gibbs (AGO) =-295 Kj / mol de lactato (Laverman et al., 1995).

Los microorganismos respiradores de As(V) no pertenecen a un taxén concreto y su
naturaleza es muy variada. Hasta la fecha hay descritas al menos 16 especies de origen
taxonomico diverso y pertenecientes a grupos variados de bacterias (Proteobacterias, Gram
positivos de bajo contenido en G+C y bacterias termdfilas entre otras), asi como de arqueas
(Crenoarqueas) con capacidad para respirar As(V). Si variado es el abanico taxonémico de
microorganismos, también lo es el de donadores de electrones que incluyen el hidrégeno, el
acetato, formiato, piruvato, butirato, citrato, succinato, fumarato, malato, glucosa (Niggemyer et

al., 2001) o moléculas aromaticas complejas como el benzoato e incluso el tolueno.

A pesar de que la respiracion de As(V) sea un proceso energéticamente favorable,
ninguno de los microorganismos utiliza como aceptor final de electrones exclusivamente el As(V),
pudiendo utilizar otros aceptores de electrones como el sulfato. Sirva de ejemplo de lo indicado
Desulfotomaculum auripigmentum (Newman et al., 1997) y la cepa Ben-RB de Desulfomicrobium

(Macy et al., 2000), microorganismos capaces de llevar a cabo la respiracion del sulfato y As(V).

A nivel molecular la enzima que hace posible este proceso es la denominada arseniato
reductasa respiratoria (ARR), enzima generalmente heterodimérica, que en el caso de
Chrysiogenes arsenatis esta formada por dos subunidades de 87 (ArrA) y 29 (ArrB) kDa con
localizacion periplasmica (Krafft and Macy, 1998). Estas caracteristicas se repiten en la arseniato
reductasa respiratoria de Bacillus selenitirreducens (Afkar et al., 2003), pero no en la de
Sulfurospirillum barnesii, formada tan sélo por una subunidad de 48 kDa, si bien su localizacién
sigue siendo periplasmica. Mas recientemente, se ha descrito otra reductasa respiratoria de
arseniato en la cepa Shewanella ANA-3, reductasa heterodimérica de localizacién también
periplasmica que se diferencia de los heterodimeros ARR de C. arsenatis y B. selenitirreducens
por sus parametros cinéticos y por los metales que forman parte de sus cofactores. Un hecho
excepcional en Shewanella ANA-3 es la coexistencia del sistema de respiracion de As(V) y del
sistema de destoxificaciéon (Saltikov et al., 2003), codificados en dos operones diferentes. Estos
sistemas estan regulados de manera independiente y responden a diferentes niveles de As(lll).
Asi, en el caso de la arseniato reductasa periplasmica, concentraciones de 100 nM de As(lll)
inducen el sistema, mientras que el sistema de destoxificacion de ArsC necesita al menos de
concentraciones extracelulares de As de 100 yM para inducir la transcripcion (Saltikov et al.,
2005). Por otra parte, mientras las ARR de Shewanella ANA-3 y de C. arsenatis so6lo reducen
As(V) la enzima de B. selenitireducens reduce As(lll), selenito y seleniato, ademas de As(V)
(Malasarn et al., 2008).
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Las enzimas ARR forman parte de una cadena respiratoria de transporte de electrones
donde el As(V) actua como aceptor final de la respiracion (Stolz and Oremland, 1999) (Figura
1.2B). Trabajos recientes revelan que en Shewanella spp. ANA-3 y en Shewanella putrefaciens
CN-32 el producto del gen cymA (que codifica para un citocromo tipo-C unido a membrana) es
necesario para la respiracion de As(V) (Murphy and Saltikov, 2007). Se ha sugerido que CymA
es la molécula con la cual interacciona el heterodimero ARR para acoplarse al resto de la cadena
transportadora de electrones. Dado que CymA participa en otros modelos de respiracién [usando
como aceptores finales Fe(lll) Mn(lV) y fumarato], se ha postulado que para la respiracion de

As(V) solo es necesaria la expresion de los genes arrA 'y arrB.

Aunque es cierto que las enzimas destoxificantes de As(V), y las implicadas en la
respiracion desasimilativa de As(V) comparten sustrato [As(V)] y producto [As(lIl)], su estructura
y funcién es completamente diferente. En lo que respecta a las reductasas respiratorias ArrA y
ArrB de Shewanella ANA-3 aceptan los electrones donados por un citocromo tipo-C anclado a la
membrana citoplasmatica. Este esquema de transferencia electrénica es basicamente el de una
cadena bioenergética de respiracion anaerébica clasica. El acoplamiento de la reduccion de
As(V) a As(lll) a procesos bioenergéticos impide que el As(V) se incorpore por lo tanto a la ruta

de destoxificacion.

La secuencia aminoacidica de ArrA presenta un péptido lider TAT (acrénimo de “Twin
Arginine Transporter’) de 42 aminoacidos en su extremo N-terminal, que permite al
heterodimero, una vez ensamblado y con los cofactores ya acoplados, su exportacién al espacio
periplasmico de las bacterias Gram negativas o al exterior de la célula en el caso de las Gram
positivas (Silver and Phung, 2005a) (Saltikov et al., 2003). Ademas, la secuencia de ArrA incluye
el motivo “Cx,Cx3Cx27C” que actua a modo de anclaje del grupo [4Fe-4S]. La subunidad ArrB
contiene cuatro motivos tetracisteinicos que actuarian como anclaje de los grupos [Fe-S], con
ausencia de la secuencia lider TAT (Malasarn et al.,, 2004) (Figura 1.3). Estas enzimas
constituyen una clase diferente de arseniato reductasas en las cuales el par redox Mo(VI)/ Mo(IV)
actuan como receptores de electrones, emulando en cierto modo la funcién que poseen los
grupos tiol de las arseniato reductasas. Por lo tanto, en sentido estricto y simplificando mucho,
esta respiracion se puede considerar como una mera reduccién de As(V) a As(lll) pero en el

exterior de la célula.

La actividad de ARR se inhibe en presencia de oxigeno, hecho que podria ser en si
mismo un contrasentido por su localizacidon extracelular, pero probablemente esta inactivacion
esta asociada a la necesidad de condiciones anaerdbicas tan soélo durante su ensamblaje en el
proceso de localizacion citoplasmatica. Esta situacién no es ajena a otras reductasas como las
de dimetilsulféxido (DMSO), dentro de las cuales estas proteinas forman un grupo con entidad
propia (Saltikov and Newman, 2003), que permite adivinar un origen evolutivo lejano.

Medioambientalmente el significado es importante, ya que los sedimentos ricos en minerales con
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As estan frecuentemente expuestos a las condiciones oxigénicas de la atmésfera, por lo que la

tasa de respiracion del As(V) disminuye ostensiblemente.

La importancia de estos microorganismos en el medioambiente es evidente, pues
manifiestan una capacidad dual para reducir tanto el As(V) presente en minerales tanto en fase
soélida [ferrihydrita, alumina o escorodita (Redman et al., 2002)] como en solucion. La reduccién
desasimilativa del As(V) es un proceso frecuente en las zonas superficiales de los acuiferos e
influye, de manera determinante, en la movilizacién y especiacién del As(V). Con la colaboracion
de las bacterias reductoras del Fe(lll), los respiradores de As(V) movilizan y reducen el metaloide

desde los minerales a las fases acuosas, alterando significativamente la calidad del agua.

1.5.2. Oxidacion del arsenito en microorganismos.

Desde un punto de vista evolutivo la respiracion anaerdbica (en la que moléculas como el
As(V) son utilizadas como aceptores terminales de electrones) debidé aparecer pronto en la
evolucion y dadas las caracteristicas anaerobicas de la atmosfera terrestre primitiva resulto
indispensable para la supervivencia de los microorgansimos en tales condiciones.
Posteriormente cuando la atmodsfera se transformé en oxidante (como consecuencia de la
fotosintesis realizada por las cianobacterias) aparecieron las cadenas transportadoras de

electrones con el oxigeno como aceptor final.

La oxidacién microbiana del As(lll) a As(V) es otro proceso fundamental en la
movilizacion y transformacion de las especies del As en el medio ambiente. La oxidacion del
As(lll) se ha estudiado ampliamente en al menos 30 especies diferentes de bacterias (B- y y-
proteobacterias pertenecientes a mas de nueve géneros distintos) y de arqueas (Oremland and
Stolz, 2003).

La oxidacion del As(lll) a As(V) es un proceso metabdlicamente versatil que incluye dos
categorias nutricionales diferentes de quimiolitotrofos: (i) los oxidadores de As(lll) heterotrofos

(mixotrofos); (ii) los oxidadores de As(lll) quimiolitoautétrofos.

(i) La oxidacion heterotrofica del As(lll) se ha considerado habitualmente un proceso
puramente destoxificador, que transforma el As(lll) presente en las inmediaciones de la

membrana plasmatica en As(V), especie ésta menos toxica que la anterior.

(ii) En la oxidacion quimiolitoautotrofica se acopla la oxidacion del As(lll) a la reduccion
del oxigeno o del nitrato, generando la energia necesaria para la fijacion del CO, atmosférico.
Como ocurre en cualquier otro autétrofo, este carbono constituye la base para la formacion del
esqueleto carbonado de las macromoléculas celulares. A pesar de que el proceso es
ampliamente conocido, las arsenito oxidasas de los microorganismos que desarrollan este tipo

de estrategia estan aun por caracterizar.
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La oxidacion heterotrofica de As(lll) estd catalizada por una enzima de localizacion
periplasmica, que a pesar de pertenecer a la familia de reductasas de DMSO no guarda relacion
alguna con el complejo ARR. Esta enzima heterodimérica esta formada por una subunidad
catalitica de 85 kDa con un atomo de molibdeno unido a dos cofactores pterina y a un grupo
[3Fe-4S] y la otra subunidad del heterodimero (14 kDa) con un grupo tipo Rieske [2Fe-S] (Ellis et
al., 2001) en su estructura. La funcién de esta ultima subunidad pequefia seria la de actuar como

transportador de electrones (Figura 1.3).
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Figura 1.3: Modelos de los heterodimeros arsenito oxidasa y arseniato reductasa respiratoria. En el esquema
se representan los centros activos (parte superior), los cofactores [Fe-S] y Mo-pterina, las rutas de transferencia de
electrones (2e’) y los aminoacidos (Cys o His) que anclan los cofactores a los polipéptidos. Modificado de Silver and
Phung, (2005a)

En la cepa de Alcaligenes faecalis NCIB8687 existe una region de DNA de 71 Kb que
contiene los genes asoA y asoB que codifican para las dos subunidades de la arsenito oxidasa.
En esta region existe ademas una serie de genes organizados aguas arriba y aguas abajo de los
genes aso que codifican para funciones metabdlicas y de resistencia a As. Esta regién es la
primera “isla génica” descrita para los genes de resistencia a As, lo que constituye un cambio
conceptual importante ya que habitualmente la resistencia a As se organizaba en operones
individuales. Dentro de las especies que exhiben operones de resistencia equivalentes para
arsenito oxidasas, se encuentra Cenibacterium arsenoxidans (Muller et al., 2003), con un operén

de cuatro genes denominado aoxABCD.
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La nomenclatura de los genes que codifican para las subunidades de la arsenito oxidasa
en A. faecalis y los correspondientes de C. arsenoxidans es diferente, por lo que resulta un tanto
confusa, aunque el producto del gen asoA mantiene una identidad del 73% con el producto
proteico del gen aoxB, al igual que asoB y aoxA mantienen un 62% identidad. En la cepa NT-26
(perteneciente al grupo de las a-proteobacterias) se ha descrito una region de DNA que codifica
para una tedrica arsenito oxidasa, cuya estructura corresponderia a un heterotetrdmero con un
peso molecular que duplica el correspondiente a la arsenito oxidasa de A. faecalis y donde la
energia generada de la oxidacion del As(lll) seria reconducida y utilizada en el crecimiento

quimiolitoautotrofico (Santini and vanden Hoven, 2004).

La importancia ecoldgica de este proceso oxidativo es indudable, pero no soélo se debe
enfocar el proceso desde este punto de vista, ya que la oxidacion de As(lll) es en si mismo un
proceso biorremediador, pues el As(lll) al transformarse en As(V) se puede inmovilizar facilmente

con diferentes adsorbentes (Battaglia-Brunet et al., 2002).

Actualmente se conoce que la oxidacion de As(lll) es un proceso limitado a unos pocos
aislados de cada especie, de hecho, en el caso de A. faecalis, se han descrito aislados con
actividad arsenito oxidasa (Osborne and Enrlich, 1976) (Philips and Taylor, 1976) pero dicha
actividad esta ausente en las cepas tipo. Por lo tanto, es frecuente la aparicion de aislados con

capacidad para oxidar As(lll) en especies pertenecientes al grupo de bacterias y de arqueas.

Un dato interesante refleja que aunque las oxidasas de los microorganismos
quimioautétrofos y heterdtrofos guardan ciertas semejanzas, las arseniato reductasas de los
respiradores de As(V) y de los microorganismos con resistencia a As(V) son extremadamente
diferentes (Mukhopadhyay et al., 2002).

1.6. Mecanismos de resistencia a arsénico en
microorganismos.

Practicamente todas las bacterias tienen genes de resistencia a metales toxicos (Ag+,
AsO,, AsO,%, Cd**, Co®*, CrO,*, Cu**, Hg**, Ni**, Pb**, TeO5*, TI'y Zn*"). La mayoria de estos
sistemas de resistencia consisten en una expulsion del toxico al exterior de la célula a través de
proteinas transportadoras que implica un gasto energético (consumo de ATP mediado por una
ATPasa, o bien un intercambio quimioosmético entre el ion en cuestidon y los protones del
gradiente celular). Menos frecuentes son los procesos que incluyen las transformaciones
enzimaticas (oxidaciones, reducciones, metilaciones y dimetilaciones) o la unién de estos
metales a proteinas quelantes (Metalotioneinas como la SmtA, la chaperona CopZ, o la proteina
periplasmica de union a plata SilE) (Kihlken et al., 2008) (Silver et al., 1999) (Blindauer et al.,
2001) (Figura 1.4).
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Los mecanismos de resistencia a As han surgido a lo largo de la evolucién para
minimizar la toxicidad inherente al metaloide, y a grandes rasgos se diferencian dos estrategias:
(i) metilacion del As presente en la célula; (ii) transformacion de As(V) y expulsion del As(lll)
generado fuera de la célula. Este ultimo proceso es realizado por productos de expresion del
operdn de resistencia ars, localizado tanto en plasmidos como en el cromosoma celular. En
cualquiera de los dos casos la consecuencia inmediata es que la concentracion intracelular de As

disminuye (Rosen, 1999).
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Figura 1.4: Esquema general de los procesos asociados a membrana para la incorporacién, expulsion,
reduccion y oxidacién de algunos iones metalicos, prestando especial atencion a los sistemas de entrada, reduccion,

oxidacién y expulsion de As (ver parte superior). Modificado de Silver and Phung, (2005b).

En los eucariotas superiores la metilacion se produce previa reduccion del As(V) a As(lll)
por efecto del tripéptido glutatiéon (GSH) y posteriormente el As(lll) acepta un grupo metilo de la
S-adenosilmethionina formandose el acido metilarsénico (MAsV) o el acido dimetilarsinico
(DMASV). Los microorganismos capaces de generar estas metilarsinas abarcan grupos tan
distantes evolutivamente como las arqueas metanogénicas (McBride and Wolfe, 1971) o algunos
grupos de bacterias aerdbicas (Honschopp et al., 1996). El As puede ser también transformado
en arsenobetaina o arsenoazicares, compuestos organicos que se acumulan en organismos

marinos y algas, asi como en plantas y animales terrestres.

1.6.1. Metilacion microbiana del arsénico.
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Los atomos C, O, N, y S de las moléculas organicas funcionan frecuentemente como
grupos aceptores en procesos metabdlicos primarios y secundarios, pero también los metales-
metaloides pueden utilizarse como grupos aceptores, generandose compuestos volatiles. El
término “biometilacion” hace referencia tanto a la formacion de compuestos metilados volatiles
como no volatiles de metales y metaloides. En el caso del As, la mayoria de los compuestos
formados por biometilacion tienen la estructura (CH3),AsHs.,, donde segun sea el valor de n =1, 2
6 3 los productos serdn mono-, di- y trimetilarsina respectivamente. Los productos mayoritarios
no volatiles son acido metilarsénico (MAs') y acido dimetilarsinico (DMAs’) (Bentley and
Chasteen, 2002). Un término relacionado con el de la biometilacion es el de la “bioalkilacion”
donde grupos alquilo (etilo, propilo...), se unen a través de un atomo de carbono a un elemento
pesado. El término bioalkilacion ha sido empleado en ocasiones para moléculas complejas como
la betaina-trimetilarsénico, el lipido O-fosfatidil trimetilarsoniolactato o el arseno-ribofuranosido
(Bentley and Chasteen, 2002).
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Figura 1.5: Esquema general de los procesos de destoxificacion de As(lll) en las células hepaticas de
mamiferos. GSH (Glutatién), SAM (S-adenosilmetiltransferasa), MRP2 (Multi drug resistance protein 2), AQP9

(Aquaglicerolporina de humanos).

En los organismos eucariotas la destoxificacion del As(lll) implica su asociacién con el
glutation (GSH), formando el complejo As(GS)3, y su expulsion de la célula por transportadores
tipo ABC, como es el caso de Ycflp, en Saccharomyces cerevisiae (Ghosh et al., 1999)
localizada en las vacuolas 6 de MRP2 en mamiferos (Kala et al., 2000) (Figura 1.5). En muchos
mamiferos, entre los que incluimos al hombre, la metilacion hepatica del As, y su excrecion por
via urinaria constituye una ruta alternativa para la destoxificacién de As(lll) (Styblo et al., 2002).
La metilacién hepética esta catalizada por la enzima As3MT (Wood et al., 2006), enzima con
actividad As(lll)-S-adenosilmetiltransferasa, descrita en ratas y en humanos. En los roedores la
actividad de la As3MT tiene localizacibn multiorganica, pero en humanos se limita a higado,

rinones y cerebro (Zakharyan et al., 1999).
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De forma general, la metilacion se ha considerado un proceso meramente destoxificador,
pero en sentido estricto los procesos de metilacion implican la producciéon de especies como la
monometilarsina (MAs") y la dimetilarsina (DMAs") cuya toxicidad supera a la del propio As(lll).
Ademas los compuestos metilderivados del As son potentes inhibidores de determinadas
enzimas como la glutation reductasa (GOR), la tioredoxina reductasa (TR) y la piruvato

deshidrogenasa.

Las bacterias y los hongos no son ajenos a estas reacciones de destoxificacion y
producen arsinas, compuestos altamente toxicos y volatiles, sintetizados por proteinas
homologas a la As3MT y que se denominan genéricamente ArsM, y son codificadas por los
genes arsM (Quin et al., 2006). ArsM es una S-adenosilmetiliransferasa que forma parte de los
operones controlados por ArsR (regulador transcripcional de los operones ars), lo que indica que

ArsM ha evolucionado de manera especifica para conferir resistencia a As.

La expresion heteréloga del gen arsM de Rhodopseudomonas palustris en una cepa
hipersensible de E. coli determina la aparicion de un fenotipo resistente a As, con la deteccion de
especies metiladas pentavalentes como el acido dimetilarsinico (DMASV) o el oxido de
trimetilarsina (TMAs") o la trivalente trimetilarsina (TMAs"') de naturaleza volatil. Fisioldgicamente
la relacion entre la expresion de arsM y el fenotipo resistencia a As estan intimamente ligadas. El
primer aspecto a tener en cuenta es la toxicidad “in vivo” de las distintas especies del As, siendo
de mayor a menor: TMAs", DMAs", MAs"'>As(ll1)>As(V)> DMAs'> MAs"> TMAs". Este hecho,
hace que la conversion del As(V) a DMAY o TMAs' se pueda considerar un proceso
destoxificante, y aunque las formas MAs"'y la DMAs" son mas toxicas que el As(lll), éstas no se
acumulan en las células que expresan ArsM, ya que son intermediarios de la formacién de la
TMAs" [mas toxica que el As(lll) pero de naturaleza volatil] lo que impide su acumulacion en las
células. Esto pone de manifiesto que la metilacion del As constituye un proceso de
destoxificacion por metilacion de las especies inorganicas As(lll) y As(V) (Figura 1.6). En estos
procesos el As(V) se reduce a As(lll), reaccion que precede a una serie de metilaciones y

reoxidaciones, seguidas de reducciones de los intermediarios organoarsenicados.

La metilacion y desmetilacion de los compuestos inorganicos del As y la incorporacion
del As inorganico en moléculas organicas pequefas como la arsenobetaina, los arsenolipidos y
los arsenoazucares (Mukhopadhyay et al., 2002) constituye otro de los procesos fundamentales
de la bioquimica del As. El acido dimetilarsinico (DMASV) es el sustrato para la conversion

fungica a los mencionados arsenolipidos y a la arsenobetaina.
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Figura 1.6: Cascada de metilacion del arsénico inorganico en microorganismos. La conversion del As(V) a
trimetilarsina es un proceso compuesto de varias etapas donde inicialmente el As(V) se reduce a As(lll). A través de
metilaciones y reoxidaciones seguidas de reducciones este As(lll) da lugar a la especie trimetilarsina, de naturaleza
volatil. Modificada de Silver and Phung, (2005b).

Poco se conoce de la sintesis de los compuestos metilarsenicados y de los compuestos
organoarsenicados mas complejos. En ausencia de estudios estructurales y de mutagénesis, las
conclusiones que se pueden extraer sobre los mecanismos de reduccidn son poco concluyentes.
A dia de hoy no estan todavia identificadas ni las enzimas implicadas en la desmetilacién ni los
genes que las codifican, aunque este proceso sea imprescindible para completar el ciclo del As
(Mukhopadhyay et al., 2002). La metilacion se inicia a partir de As(lll) en un proceso que tiene
que estar obligatoriamente acoplado con la oxidaciéon de un compuesto en estado de oxidacion-
reduccién +3 a un producto en estado redox +5 (Quin et al., 2006) (Thomas et al., 2004). La
reduccion de los compuestos As(V)-metilados a compuestos As(lll)-metilados implica
necesariamente la interaccién con los grupos tiol (-SH) de las cisteinas (Mukhopadhyay et al.,
2002) (Quin et al., 2006), de un modo analogo a como lo hacen las reductasas de arsénico.
Aunque se cree que la tioredoxina actua en las catalisis de la metilasas de mamiferos en
estrecha colaboracion con las reductasas de tioredoxina (Thomas et al., 2004), otros autores
sostienen que la molécula realmente implicada en el proceso es el glutation (GSH) (Waters et al.,
2004a) (Waters et al., 2004b) (Hayakawa et al., 2005).
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Una cuestion importante que todavia permanece sin respuesta es si la reduccion esta
catalizada por la misma enzima que cataliza la metilacién, o si la tioredoxina o cualquier fuente
de poder reductor lleva a cabo la reduccién de los compuestos As(V)-organicos a As(lll)-
organicos. En cualquier caso, los residuos de cisteina proporcionan el poder reductor necesario
para la reduccion de los compuestos As(V)-derivados generados en la metilacion anterior a
compuestos As(lll)-derivados, compuestos que constituirdn a su vez el sustrato de la préxima
metilacion (Quin et al., 2006) (Waters et al., 2004b). No obstante, esto es simplemente una
hipotesis y otros autores como Hayakawa et al., (2005) han postulado un ciclo de metilacion sin
intermediarios del estado de reduccion +5, donde los compuestos As(V)-metilderivados serian
productos finales de la reaccion, mas que intermediarios en la metilacion del As (Hayakawa et al.,
2005).

1.6.2. Mecanismos de resistencia a arsénico, los operones “ars”.

Los genes de resistencia a As estdn generalmente organizados en operones, siendo los
mas representativos los formados por tres o cinco genes (arsRBC o arsRDABC) que conforman
una unidad transcripcional. No obstante, se han encontrado operones de composicion génica
diversa, con variabilidad tanto en el numero de genes como en la funcién y organizacion de los
mismos (Paez-Espino et al., 2009). El sistema de tres genes esta compuesto por un represor
transcripcional de arsénico (ArsR) capaz de actuar en “trans” y que responde a las variaciones
ambientales de As(lll). Este represor controla la expresién de los genes que codifican para ArsB
y ArsC. arsB codifica para una arsenito permeasa, y su funcion es la de expulsar As(lIl) [As(OH)3]
fuera de las células asociada a una entrada de H* (Meng et al., 2004), mientras que el gen arsC
codifica para una arseniato reductasa, que cataliza la reduccién de As(V) a As(lll) (Rosen, 2002).
Los operones ars de tres componentes se han localizado en los cromosomas bacterianos de
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y en otras enterobacterias, asi como en los plasmidos
pl258 (Ji and Silver, 1992b) y pSX267 (Rosenstein et al., 1992) del género Staphylococcus.

Alternativamente algunos operones ars como los codificados en los plasmidos de E. coli
R773 y R46 tienen cinco genes. En estos operones ademas de los tres genes ya indicados
contienen dos genes adicionales que codifican para los productos ArsD y ArsA. ArsD fue
inicialmente considerado un represor transcripcional de respuesta a As(lll) (Chen and Rosen,
1997), aunque recientemente se le considera una chaperona de arsénico que facilita la expulsién
de As(lll) en colaboraciéon con la bomba ArsAB (Lin et al., 2007a). ArsA por su parte es una
ATPasa intracelular que forma complejos proteicos con ArsB. La funcién de esta proteina es la
de suministrar la energia necesaria para la expulsién del As(lll) acoplandola a la hidrdlisis del
ATP. Con esta asociacion protéica se consigue una mayor eficiencia en la expulsién de As(lll) y

por lo tanto mayor resistencia a As (Rosen, 2002).
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Ademas de la tipologia de los operones ars de tres y cinco elementos indicados, se ha
estudiado una amplia variedad de operones formados por cuatro genes como el de Bacillus
subtilis (Sato and Kobayashi, 1998), el de Acidithiobacillus ferroxidans (Butcher and Rawlings,
2002) y la cianobacteria Synechocystis sp. (Lopez-Maury et al., 2003). Igualmente se ha descrito
la presencia de dos operones ars en el cromosoma de la especie Pseudomonas putida (Canovas
et al., 2003), asi como en Ochrobactrum tritici (Branco et al., 2008) y Desulfovibrio desulfuricans
(Li and Krumholz, 2007).

A continuacion describimos cada uno de los genes que intervienen de forma global en la

resistencia a As.

1.6.2.1. Regulador transcripcional de arsénico “ArsR”.

El As presente en el medio ambiente desencadena en los microorganismos una
respuesta que dispara los mecanismos de resistencia o destoxificacién del metaloide. Esta
respuesta la inician las proteinas metaloreguladoras de la familia ArsR/SmtB, a la cual pertenece
ArsR. Se trata de reguladores transcripcionales que se unen de manera especifica a los metales
de transicién, metales pesados o metaloides frente a los que actuan (As en el caso que nos

ocupa), provocando una desrepresion de los genes presentes en el operdn.

Algunos metaloreguladores de la familia ArsR/SmtB se han caracterizado desde un punto
de vista bioquimico, aunque solo tres de ellos (SmtB, CadC y CmtR) han sido analizados a nivel
estructural (Cook et al., 1998) (Ye et al., 2005) (Banci et al., 2007) (Figura 1.7). Estas proteinas
se comportan como homodimeros que tienen en comun una region HTH (“helix turn hélix”) de
union al DNA al final de cada subunidad, cuyo origen podria tener un ancestro comun (Qin et al.,
2007). Estos reguladores a pesar de compartir ciertas caracteristicas difieren en otras muchas,
las mas significativas las encontramos en las zonas de union del metal/metaloide que actua

como inductor.

Dentro del grupo de los represores de arsénico, el ejemplo mejor estudiado es el del
represor ArsR cuyo gen se localiza en el plasmido R773. Este represor se une a la region
promotora de su propio operon ars en ausencia de As(lll) o Sb(lll) (Wu and Rosen, 1993). Cada
mondmero posee la secuencia “Cys*>-Val-Cys**-Asp-Leu-Cys*”” en la primera hélice de la region
de unién al DNA (San Francisco et al., 1990) (Shi et al., 1994). Los tres residuos de cisteina de
dicha secuencia forman un triple enlace coordinado intramolecular muy especifico para el As(lll)

y el Sb(lll) en lo que constituye el sitio de union del metaloide.
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Figura 1.7: Estructuras tridimensionales de diferentes miembros de la familia ArsR/SmtB: (A) ArsR del
plasmido R773 de E. coli. (B) CadC del plasmido pl258 de S. aureus (Ye et al., 2005) (C) ArsR de A. ferrooxidans (Quin
et al., 2007).

La unién de estos metaloides a los grupos sulfidrilo de los residuos de cisteina provoca
un cambio conformacional en el represor, ocasionando la disociacion de este de la region
operadora y por lo tanto, permitiendo la expresion de los genes que controla (Figura 1.8). Otro
miembro de la familia de ArsR/SmtB es el represor ArsR de Acidithiobacillus ferrooxidans, que
presenta en su regidn de dimerizacion tres cisteinas (“Cys*-Cys*xxxxx-Cys'®®") (Butcher and
Rawlings, 2002). Este represor fue descrito como “atipico” por no poseer el sitio de unién a
metales “CxCxxC” del ArsR del plasmido R773, pero en realidad los tres residuos de cisteina
forman como en el caso anterior, un triple enlace coordinado intramolecular con los metaloides
trivalentes (Qin et al., 2007).

Por lo tanto, dentro de la familia ArsR/SmtB de represores metaloregulados el sitio de
union al inductor puede estar localizado cerca de la region de uniéon al DNA o en la zona de
dimerizacion. Este sitio de unién a metales/metaloides esta tipicamente compuesto de pares o
triadas de residuos de cisteina, frecuentemente localizados en el extremo de la a-hélice. Estas
regiones son susceptibles de sufrir cambios conformacionales, por lo que la unién del metal
genera un desenrollamiento de la a-hélice, que permite la disociacion del represor del DNA. Los

sitios de uniébn a metales pueden estar formados por residuos aportados por uno de los
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homodimeros (sitio de union a metales intramoleculares) o por los dos homodimeros

(intermoleculares).

As(111) As(I11)
Sh(III) Sbh(11I)
As(I11)
Sh(11I)

Figura 1.8: Mecanismo de metaloregulacion de ArsR en E. coli : el represor permanece unido al DNA en forma
de dimero impidiendo la expresion del sistema ars. Sélo cuando el metaloide As(lll) o Sb(lll) se une al sitio de union a
metales de ArsR se produce un cambio conformacional en el represor que lo libera del DNA y permite la expresién del

operon.

1.6.2.2. ArsD, la metalochaperona de arsénico.

El abanico de metales regulados por la célula es muy amplio, y abarca desde los metales
esenciales, que en concentraciones traza son indispensables pero que en exceso resultan
téxicos para las células (cobre, zinc), hasta los metales toxicos (cadmio y plomo) o los metaloides
téxicos (As y antimonio). Los mecanismos para el control de la concentracién intracelular de
estos metales son variados e incluyen proteinas como las metalotioneinas (MT). Las MT son
proteinas de pequeno tamafno con funcién quelante para metales de transicion como el cobre o el
zinc, y utilizadas con fines de almacenamiento o como proteinas con funcién quelante para
metales toxicos, como el cadmio, cuyo fin es la de destoxificacion (Romero—Isart and Vasak,
2002). En plantas y hongos existe otro tipo de péptidos (las fitoquelatinas) con secuencias ricas
en residuos de cisteina, cuyo efecto quelante se utiliza con fines destoxificantes (Cobbett and
Goldsbrough, 2002).

Alternativamente a los péptidos y polipéptidos indicados se encuentran las
metalochaperonas, proteinas de pequefio tamafio cuya funcién quelante estd encauzada a
facilitar el acceso de los metales a las proteinas/enzimas diana con los que se combina (Finney
and O’ Halloran, 2003) (Rae et al., 1999) (Rosenzweig, 2002). Entre las enzimas diana de las
metalochaperonas tenemos a la superoxido dismutasa, donde la metaloenzima Lys-7 de S.
cerevisiae facilita el cobre a la superoxido dismutasa (Culotta et al., 1997), o la ureasa, donde su

metaloenzima proporciona niquel al centro activo de la ureasa durante su activacion (Mulrooney
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et al.,, 2005). Entre este tipo de metalochaperonas también se encuentra ArsD, proteina
codificada en los operones de cinco genes de los plasmidos de bacterias Gram negativas
(Rosen, 2002) y presente también entre otros en el operdon de resistencia a As del plasmido
pBD2 de Rhodococcus erythropolis (Ordéfiez et al., 2005). Hasta la fecha se han localizado mas
de 50 agrupaciones génicas de resistencia a As donde los genes para ArsA y ArsD estan

adyacentes, aunque pudiendo alternarse el orden (Lin et al., 2007a).

ArsD actua como un homodimero compuesto por dos subunidades de 120 residuos cada

una (Chen and Rosen, 1997), con tres pares de cisteinas proximos entre si (“Cys'>-Cys'®,

112 113» 119 120y

“Cys “-Cys ™y “Cys "-Cys “”) en cada subunidad. Cada uno de estos pares de cisteinas es
capaz de interaccionar con una molécula de As(lll) o Sb(lll). La realizacion de ensayos de
mutagénesis dirigida sobre las cisteinas de ArsD revela que los residuos Cys''?, Cys'™® Cys'"y

Cys120

son prescindibles para la funcionalidad de ArsD. De hecho, la expresion de estos
mutantes de ArsD “in vivo” no ejerce efecto alguno sobre la activacién de ArsA y su resistencia a
As(l11), mientras que los mutantes en los residuos Cys'?, Cys' o Cys'® (residuos conservados en
todos los homologos de ArsD) pierden la capacidad antes indicada (Lin et al., 2007b) y por lo
tanto, resultan criticos para la interaccion ArsD-ArsA. Estas particularidades han conducido a la
asignacion de estos residuos como los responsables, en ultimo término, de la captacion y

transferencia del As(lll) a la proteina ArsA y de la activacion de esta.

El fenotipo de complementacién de la resistencia a As(lll) asociado a ArsD es una
consecuencia de la optimizacion de la cesion del metaloide a la bomba de expulsion ArsAB, es
decir, ArsD actua como una metalochaperona de As(lll). En el modelo descrito ArsD interacciona
con ArsA en ausencia del metaloide con baja afinidad (Lin et al., 2006), interaccién que no se
establece ni con ArsC ni con ArsR. Esta débil interaccion entre ArsA y ArsD se incrementa
cuando el As(lll) se une al sitio de union a metales de ArsD. La unién de As(lll) a ArsD se

produce como consecuencia de una afinidad muy superior a la que exhibe ArsA por el As(lll).

La cesion del As(lll) desde ArsD [con un sitio de union a As(lll) altamente especifico] a
ArsA (cuyo sitio de unidon es menos especifico) se debe producir a expensas de cambios
conformacionales en las proteinas, ya que es un proceso termodinamicamente desfavorable. Es,
por lo tanto, previsible que la interaccion entre ellas posibilite cambios en la afinidad de los sitios
de unién a metales implicados, de manera que los residuos de cisteina de ArsD implicados en la
interaccion con ArsA, se acerquen estéricamente al sitio de union a metales de ArsA,
desorganizando el sitio de union a metales de ArsD y bajando su afinidad, lo que posibilitaria la

transferencia del As(lll) desde ArsD hasta ArsA (Figura 1.9).

En condiciones de no interaccion con ArsA, la elevada afinidad del sitio de union a
metales de ArsD posibilita que esta proteina realice funciones de rastreo y captura de As(lll) en
el citosol a concentraciones muy inferiores a las del complejo ArsAB asociado a membrana. La

K de ArsB actuando como transportador secundario es de 0,14 mM (Kuroda et al., 1997), lo que
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sumado al hecho de que de forma natural el rango de concentraciones de As en el agua esta
entre 7nM y 70 uM, hace que la interaccion entre ArsD y ArsA cobre sentido para responder a
estos rangos de concentraciones, bajando la concentracion éptima de sustrato a la cual las

bombas funcionan.
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Figura 1.9: Mecanismo de transferencia de As entre ArsD y ArsA. Paso 1: ArsD se une al As(lll) por interaccion
de los hidroxilos del As(OH); con los grupos tiol de los residuos Cys'?, Cys™ y Cys'® del sitio de unién a metales 1
(MSB1). Paso 2: intercambio entre un grupo tiol de ArsD que atua como ligando con otro grupo tiol del MSB1 de ArsA.
Paso 3: el As(lll) intercambia un segundo tiol de ArsD por otro de ArsA. Paso 4: El As(lll) es transferido al MSB1 de ArsA
por un intercambio final de ligandos, lo que provoca un cambio conformacional en ArsA que incrementa la hidrdlisis de

ATP. Tomado de Lin et al., (2007a). El modelo puede no corresponder con el orden real de intercambio de ligandos.

ArsD no soélo actua como facilitador de As(lll) a ArsA, sino que la interaccion entre las
dos proteinas incrementa la actividad ATPasa de ArsA y la afinidad de ArsA por el As(lll) sin
variar la Vs, 10 que hace a ArsA mas efectiva a bajas concentraciones del metaloide (Lin et al.,
2007a).

1.6.2.3. ArsA, la ATPasa de resistencia a arsénico.

La estrategia mas empleada en la resistencia frente a compuestos citotoxicos es su
expulsién al exterior de la célula a través de transportadores con mayor o menor especificidad.
De forma general algunos miembros de la superfamilia de transportadores de membrana de tipo
ABC (ATP Binding Casette) confieren resistencia frente a algunos tdxicos, expulsandolos al

exterior y por lo tanto disminuyendo su concentraciéon en el citoplasma celular. Los
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transportadores de tipo ABC estan formados generalmente por dos mitades homologas, cada
una de las cuales contiene dos partes: un dominio transmembrana estructurado en 6 a-hélices, y

un domino de unién a nucledtidos (NBD) (Nucleotide Binding Domain).

La bomba de expulsién de arsénico ArsAB es el transportador de metaloides trivalentes
[As(lll) y Sb(lll)] mas extendido dentro de los procariotas y exhibe muchas semejanzas con los
transportadores de tipo ABC. En este transportador el componente ArsB es una proteina
transmembrana con 12 hélices a que actia como translocador de oxianiones, mientras que ArsA

es la subunidad catalitica, que acopla la hidrdlisis de ATP a la translocacion de estos oxianiones.

ArsA es una ATPasa dependiente de sustrato que presenta dos dominios de unién de
nucledétidos (NBDs) con sus correspondientes sitios de union alostéricos (Walmsley et al., 2001).
ArsA esta compuesta de dos mitades homodlogas (A1: residuos 1-282 y A2: residuos 321-583),

conectadas por un pequefio “linker” de 25 residuos (Figura 1.10).

Figura 1.10: Estructura tridimensional de ArsA (2,1 A de resolucién) tomada de Zhou et al., (2000). NBD1/2
(Nucleotide Binding Domain), MBD (Metal Binding Domain).

Tanto A1 como A2 exhiben actividad ATPasa independiente, actividad que se estimula
de 30 a 40 veces, como resultado de la unién de los metaloides que transporta y que requiere la
interaccién de las dos mitades (Kaur, 1999). En ArsA se localizan dos dominios consenso de
unién a nucledtidos NBD1 y NBD2 que hidrolizan ATP tanto en presencia como en ausencia de
los sustratos As(lll) y Sb(lll), si bien esta hidrdlisis se mantiene a un nivel basal y constante en
ausencia de los metaloides y donde el dominio NBD1 controla la actividad ATPasa total (Jiang et
al., 2005). Los analisis estructurales de ArsA demostraron que los NBDs estan formados por
residuos de A1 y A2, lo que sitia a los NBDs en el interfase de A1 y A2. El dominio NBD1 esta
formado principalmente por residuos de A1 con una ligera aportacion de residuos de A2 mientras
que en el caso del dominio NBD2 es A2 la que aporta la mayoria de los residuos (Zhou et al.,

2000). Mutaciones dirigidas en estas secuencias indican que los dos NBDs son necesarios para
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los procesos de catalisis y la resistencia a metaloides (Karkaria et al., 1990) (Kaur and Rosen,
1992), y que estos NBDs interaccionan durante la catalisis cooperando de forma positiva entre
ellos (Li et al., 1996) (Figura 1.10).

El conector (“linker”) esta situado cerca de los NBDs y participa activamente en los
cambios conformacionales que se producen en ArsA ante la unidn del sustrato. Cuando se
coexpresan “in vivo” las dos mitades de ArsA (A1 y A2) de manera independiente, sélo cuando
el conector esta presente en una de las dos mitades se observa incremento en la resistencia a
As (Jia and Kaur, 2001). Las deleciones en el conector conllevan la disminucion significativa de la
capacidad catalitica de ArsA, lo que probablemente esta asociado a limitaciones en los cambios
conformacionales que imposibilitan su funcién. Alternativamente se ha postulado que el
acortamiento del conector limita la flexibilidad de ArsA, lo que en ultimo término afectaria a la

interaccién de las cisteinas de los MBDs (Dominios de Unién a Metales).

Segun esta teoria la unién del sustrato no mejoraria su interacciéon. Las mutaciones
realizadas en el conector demuestran que el papel del conector no se limita simplemente a
proporcionar flexibilidad a la proteina, sino que ejerce un papel critico en la conformacion final de
los NBDs y en la funcion catalitica de ArsA; tanto es asi, que las mutaciones G284S, R290S y

D303G disminuyen drasticamente la catalisis de ArsA (Jia and Kaur, 2001).

1.6.2.4. Transportadores de resistencia a arsénico: ArsB y Acr3p.

La expulsién de As en los organismos unicelulares estd mediada por proteinas
transmembrana del tipo ArsB o Acr3 que llevan a cabo la extrusion del metaloide al exterior de la
célula (Dey and Rosen, 1995), pero como ocurre en el caso de los hongos, esta resistencia

puede implicar la acumulacion del As en la vacuola (Ghosh et al., 1999).

En Bacteria existen dos tipos de transportadores de As(lll): ArsB y Acr3. ArsB tiene un
modo dual de obtencidn de energia (Dey and Rosen, 1995): (i) actuando como un transportador
secundario, asociando la fuerza motriz de protones al proceso de transporte; (ii) formando un
complejo con ArsA (ArsAB), donde la hidrolisis de ATP sea el motor que posibilitara dicho

transporte. Todavia no se han encontrado proteinas ortélogas a ArsB en eucariotas.

En eucariotas, y mas especificamente en el caso de S. cerevisiae existen también dos
tipos de transportadores de As(lll): (i) el sistema Acr3p, que es un homdlogo de las Acr3
bacterianas; (ii) la proteina Ycflp (“Yeast cadmium resistance factor” un miembro de la
superfamilia de transportadores tipo ABC). Acr3p, al igual que ArsB es un transportador
secundario localizado en la membrana plasmatica que acopla el gradiente de protones a la
expulsion de As(lll) de las células. Ycf1p por su parte, bombea As(lll) ligado a glutation As(GS);
(conjugados compuestos de tres moléculas de GSH con una de As(lll) dentro de la vacuola, lo
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que compartimentaliza el metaloide y lo aisla del citosol, incrementando consecuentemente su
resistencia (Ghosh et al., 1999).

1.6.2.4.1. Transportadores de tipo ArsB.

Los sistemas de transporte de As en procariotas, como hemos mencionado con
anterioridad, exhiben un modo dual de acoplamiento energético, en funciéon de las subunidades

que la conformen (Dey and Rosen, 1995).

(i) Con ArsA y ArsB presentes, la expulsion de As(lll) se realiza a través de la ATPAsa
translocadora de aniones ArsAB. El componente ArsAB es un complejo proteico que
actua de forma independiente al gradiente electroquimico obteniendo la energia
mediante la hidrdlisis de ATP (Dey et al., 1994).

(i) Cuando ArsA esta ausente, ArsB cataliza la expulsion de As(lll) acoplandolo al gradiente
electroquimico de membrana y expulsa el anion As(lll) asociado al potencial de

membrana que es positivo en el exterior (Kuroda et al., 1997).

ArsB es el determinante de resistencia a As mas estudiado en bacterias y arqueas y se
clasifica dentro de la superfamilia de transportadores de iones. Esta proteina (de 45 kDa) esta
formada por 12 segmentos transmembrana, y su topologia es similar a la de muchas proteinas
de transporte (Wu et al., 1992). Por otro lado, la especificidad de sustrato de ArsB no se limita tan
so6lo al As(lll), sino que realiza también la expulsidén de Sb(lll) al exterior de la célula (Meng et al.,
2004).

Considerando que el pKa del Sb(lll) es de 11,2 y que el correspondiente al As(lll) es de
9,2 (Ramirez-Solis et al., 2004), en condiciones fisiolégicas de la célula (pH=7,5) la concentracién
de los oxianiones (H,SbOj3; y AsO;) o de los propios metaloides es insignificante (Slonczewski et
al., 1981). En estas condiciones las especies mas abundantes deberian ser las formas
polihidroxiladas (Sb(OH); y As(OH)3), hecho por el cual es muy poco probable que ArsB actue
como un uniportador de iones de tipo electroforético (Meng et al., 2004). La expulsion de una
molécula neutra al espacio extracelular (con un caracter acido y con carga positiva) debe
realizarse asociada a la entrada de un catién. La aplicacion de un gradiente electroquimico de
protones sobre membranas invertidas (gradiente creado o bien como potencial de membrana o
bien como gradiente de pH), demostré que la expulsion de As(lll) y de Sb(lll) se realiza por un

antiporte del metaloide con protones (Meng et al., 2004).

De la informacion topologica que se tiene de ArsB, se sabe que existen dos residuos de
glutdmico y cuatro de aspartico, que podrian estar localizados en las regiones transmembrana de
ArsB y catalizar de algun modo la translocacion de protones. Este analisis topoldgico sugiere 12

dominios transmembrana en hélices a, cinco “loops” citoplasmaticos y seis “loops” periplasmicos.
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Tres de los cinco “loops” citoplasmaticos (C1, C3 y C5) tienen una carga neta positiva, mientras
que cinco de los seis “loops” periplasmicos o no estan cargados (P1 y P3) o tienen una carga
negativa (P2, P4 y P5) (Wu et al., 1992) (Figura 1.11).

P1 @ @ (PA\ P5 P6 |

PA A ANLRCAVIN

Figura 1.11: Esquema que representa la topologia de membrana de la ArsB del plasmido R773. Se
representan las 12 hélices-a transmembrana unidas por cinco “loops” citoplasmaticos (C1-C5) y por seis “loops”
periplasmicos (P1-P6). Adaptada de Wu et al. (1992).

Tisa and Rosen, (1990) demostraron que ArsB actia como anclaje de membrana de
ArsA y aunque todos los “loops” citosdélicos son regiones potenciales de interaccion, los “loops”
mas grandes, y entre ellos los que tienen residuos cargados son los mas apropiados.
Basandonos en esto, el loop citoplasmatico C3 con 22 residuos (10 de los cuales estan
cargados), seria el mas adecuado como punto de anclaje, sin descartar alguna funcion diferente.
Hay otros dos loops citoplasméaticos C1 y C4, con 4 y 5 residuos cargados respectivamente, que

son candidatos adecuados para la interaccién de ArsA (Wu et al., 1992).

Igualmente se analiz6 la naturaleza del sustrato de ArsB por ensayos de competiciéon y
cotransporte utilizando Sb(lll) y As(lll). En base a los valores de pK, del As(lll) y del Sb(lll), se
sabe que las especies mas abundantes en solucién a pH neutro son los hidroxidos de As(lll) y
Sb(lll), pero la naturaleza de los verdaderos sustratos de ArsB no esta clara. As(lll) inhibe la
expulsiéon de Sb(lll) por ArsB, mientras que Sb(lll) estimula el transporte de As(lll) por ArsB. En
base a los experimentos indicados y a otros experimentos de cotransporte, los autores sostienen
que los verdaderos sustratos de ArsB son polimeros de As(lll) o Sb(lll) o bien copolimeros de
As(lll) y Sb(lll) (Meng et al., 2004).

1.6.2.4.2. Transportadores de tipo Acr3.

La expulsion de As(lll) en Bacillus y en Saccharomyces se produce a través de
transportadores transmembrana que reciben el nombre genérico de Acr3 (Mansour et al., 2007).
La proteina Acr3p de Saccharomyces cerevisiae tiene 404 residuos y un peso molecular de 45,8
kDa. Sin embargo, si analizamos la Acr3 de Bacillus, el tamafio se reduce hasta los 346
aminoacidos (Sato and Kobayashi, 1998). La Acr3p de S. cerevisiae y la ArsB del plasmido R773
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de E. coli (de 429 residuos y 45,6 kDa) son similares en tamafio, y tanto Acr3 como ArsB son
proteinas de membrana que catalizan la expulsién de As(lll) desde el citosol al medio
extracelular, pero exhiben diferencias muy significativas: (i) ArsB tiene 12 segmentos
transmembrana, mientras que Acr3p tan sélo cuenta con 10 segmentos; (ii) Acr3p y ArsB exhiben
una especificidad de unidn diferente. ArsB confiere resistencia a As(lll) y a Sb(lll), mientras que

Acr3p es una proteina de resistencia exclusivamente de As(lll).

Achour et al., (2007) analizaron la presencia en varios microorganismos de los diferentes
tipos de transportadores de As(lll) y observaron que los transportadores de la familia de Acr3,
son mas comunes que los transportadores de As(lll) tipo ArsB. Con el objetivo de obtener mas
informacion a nivel estructural Aaltonen and Silow, (2008), analizaron la topologia
transmembrana del Acr3 de Bacillus subtilis mediante fusiones traduccionales. De estos estudios
dedujeron que el Acr3 de Bacillus esta formado por diez regiones transmembrana, con los
extremos N-terminal y C-terminal orientados hacia el citoplasma (Figura 1.12). También se hizo
extensible esta topologia a transportadores de As(lll) de otros cinco microorganismos
representativos de tres grupos muy diferentes: Gram negativos, Gram positivos y hongos (M.
tuberculosis, Nostoc punctiforme, Streptomyces coelicolor, Haemophilus influenzae y S.
cerevisiae). Estas proteinas, a pesar de tener entre si identidades que varian desde un 24% a un
74%, comparten una topologia comun (Figura 1.12). Aunque en todos estos homodlogos los
“loops” son extremadamente cortos (las Acr3 de eucariotas tienen en general “loops” mas largos
que los homdlogos bacterianos), los “loops” citoplasmaticos son en apariencia ligeramente mas

largos que los “loops” extracelulares.
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Figura 1.12: Topologia de membrana de la proteina transportadora de As(lll) de B. subtilis Acr3 establecida en

base a estudios experimentales y bioinformaticos. Tomada de Aaltonen and Silow, (2008).

[47]



Introduccion

Ademas, todos los homélogos mantienen residuos conservados en regiones
transmembrana, con dos excepciones, el residuo Glym, que se localiza en un “loop” intracelular
entre las hélices H4 y H5 y el residuo Ser’®, que se localiza en un “loop” extracelular entre las
hélices H9 y H10. De todos los residuos conservados en estas proteinas, 8 son prolinas; aunque
las prolinas no son comunes en los fragmentos transmembrana. La presencia de estos residuos
en estas regiones podria sugerir que las hélices transmembrana de las proteinas Acr3 presentan

cambios direccionales en varios lugares.

1.6.2.4.3. Transportadores de tipo MRP.

El tercer tipo de transportador de resistencia a As pertenece a la MRP “multidrug
resistance-associated protein” (MRP) un subgrupo de la superfamilia de transportadores tipo
ABC (ATP-Binding-Cassette). Este subgrupo incluye transportadores de “drogas”, en el cual
podemos incluir la MRP1 humana, frecuentemente amplificada en células cancerigenas. Ademas
de conferir resistencia a muchos toxicos, MRP1 confiere resistencia a As(lll). Los transportadores
MRP catalizan la expulsién de glutation de las células y este transporte se incrementa en
presencia de As(lll), lo que sugiere que MRP funciona como un transportador de complejos
As(GS)s.

En S. cerevisiae la relacion existente entre el transportador tipo ABC vy la resistencia a
As(lll) es clara. Asi por ejemplo, la proteina Ycf1p (“Yeast cadmium resistance factor”, o factor de
resistencia a cadmio) confiere también resistencia a As(lll) de forma independiente a como lo
hace Acr3p. De este modo, Ycflp bombea conjugados de glutation con cadmio u otros
compuestos al interior de la vacuola celular. La interrupcion del gen que codifica para Ycf1p
origina un fenotipo sensible tanto a As(lll) como a As(V), de forma equivalente a lo que ocurre
con la interrupcidon de Acr3p. Sin embargo, la combinacion de las mutaciones en genes para
Ycf1p y Acr3p genera un fenotipo hipersensible. Por lo tanto, los mutantes en Ycf1p son capaces
de expulsar As(lll) de las células de manera normal, pero a la vez acumulan As(GS);. Ycf1p
asocia el transporte de los conjugados de glutation con As(lll) al ATP. Ademas, los
transportadores Acr3p e Ycf1p se diferencian en la especificidad de los sustratos que transporta
cada una de ellas, siendo Acr3p especifico para As(lll) y no confiere resistencia a Sb(lll),
mientras que Ycflp es una proteina de transporte no especifica, y proporciona resistencia a

elementos como As(lll), Sb(lll) o Cd(ll) entre otros citotoxicos.
1.6.2.5 Reduccién de arseniato: arseniato reductasas.

Las arseniato reductasas son proteinas citoplasmaticas monoméricas y de pequefio
tamafo (131 residuos en el caso de S. aureus y 141 para E. coli). Durante la reduccion catalitica
del As(V) a As(lll) en condiciones de pH neutro la especie de As(V) presente en solucién es un

oxianion tetrahédrico (manteniéndose un equilibrio de HAsO4* y H,AsO,"). Los valores de pK,
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del As(V) (2,20; 6,97 y 11,53) son comparables a los valores de pK, del fosfato (2,1; 7,2 y 12,7).
Las arseniato reductasas descritas hasta la fecha presentan diferencias muy claras, asociadas
no solo a la heterogeneidad de sus secuencias y su conformacion estructural, sino también a los
mecanismos de reduccion y a la localizacion de las cisteinas cataliticas, caracteristicas éstas que

permiten su diferenciacion y su clasificacion (Messens and Silver, 2006).

En esta clasificacion se diferencian: (i) las arseniato reductasas dependientes de
tioredoxina (Trx) y de tioredoxina reductasa (TR), cuyos mejores exponentes son la ArsC del
pl258 de S. aureus y la ArsC de B. subtilis; (ii) las arseniato reductasas dependientes de
glutaredoxina (Grx) y glutation (GSH), que presentan dos grupos bien diferenciados: el
representado por la ArsC del plasmido R773, y el grupo de la Acr2p de Saccharomyces

cerevisiae.

En todos los casos se trata de enzimas citoplasmaticas de oxidacion-reduccion que
reducen As(V) a As(lll) gracias a la participacion directa de tres grupos tiol con caracter
nucleofilico, que funcionan a modo de cascada de oxidacién reduccion. Las enzimas implicadas
en la reduccion de As(V) a As(lll) trabajan en estrecha relacion con los sistemas de
oxidacion/reduccion de las células. En la mayoria de las células (eucariotas y bacterias Gram
negativas) el estatus redox se mantiene por la oxidacion-reduccion ciclica del GSH, proceso en el
que participan activamente la Grx y la glutation reductasa. Las bacterias Gram positivas no
producen GSH, pero los elevados niveles de coenzima A reducida sustituyen al GSH como
especie principal donadora de grupos tiol. No obstante, en Gram positivas el sistema de
reduccion de puentes disulfuro mas relevante es el que corresponde a la Trx y TR, sistema

presente también en eucariotas y en otros procariotas.

1.6.2.5.1. Arseniato reductasas dependientes de tioredoxina.

Las arseniato reductasas dependientes de Trx y de TR mejor caracterizadas son: la ArsC
del plasmido pl258 de Staphylococcus aureus (Ji and Silver, 1992b) y la ArsC cromosomal de
Bacillus subtilis (Bennett et al., 2001). Estas dos ArsCs estan relacionadas en estructura y
funcién con las tirosin-fosfatasas de bajo peso molecular (LMWPTPasas), de amplia distribucién
entre los microorganismos, animales e incluso en humanos. Muchas de estas ArsCs se
encuentran en bacterias Gram positivas de bajo contenido en G+C, pero existen ejemplos de su
presencia en Gram negativas como Pseudomonas aeruginosa (Cai et al., 1998) y Thiobacillus

ferrooxidans (Butcher et al., 2000).

Arseniato reductasa del plasmido pl258.

La arseniato reductasa (ArsC) codificada en el plasmido pl258 de S. aureus es la mejor

caracterizada de las dos. Los ensayos de mutagénesis revelan que en esta proteina las Cys1°,
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Cys® y Cys® son esenciales para la catalisis enzimatica (Messens et al., 1999) (Figura 1.13). Su
estructura molecular es muy parecida a la de las tirosin-fosfatasas de bajo peso molecular (LMW-
PTPasa) de mamiferos, aunque este aspecto no se refleja a nivel de la homologia de sus
secuencias aminoacidicas (20%). Ademas, comparte con las LMW-PTPasas un plegamiento
caracterizado por cuatro laminas-B paralelas y tres hélices a [caracteristico también de las
proteinas tirosin-fosfatasas de tipo | (PTPase )] y su centro catalitico conservado (denominado
también “P-loop”), que es donde el sustrato tirosina fosfato se aproxima a la cisteina activa

(constituido por la Cys™).

pI258 ArsC
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Figura 1.13: Mecanismo de reaccién de la ArsC del plasmido pl258 dependiente de Trx y TR. Adaptada de
Messens and Silver, (2006).

La estabilidad estructural de este centro catalitico (P-loop) requiere la presencia de un
oxianion tetraédrico, por lo que oxianiones como el fosfato y el sulfato (de geometria tetraédrica)
actuan como activadores de la actividad de la arseniato reductasa, con una constante de
activacion de 11 mM y 16 mM respectivamente (Messens et al., 2003). En presencia de sulfato la
ArsC del pl258 tiene una especificidad de sustrato alta (Ky= 68 UM, kea/Kn=5.2x10* M'S™) y su

producto [As(lll)] actia como un inhibidor mixto (Messens et al., 2002a).

La combinacién de las técnicas cristalografia de rayos X, resonancia magnética nuclear y

estudios de caracter cinético (Messens et al., 2002b) permitié la determinacion del mecanismo de
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reduccion de esta enzima. Esta proteina combina un desplazamiento nucleofilico, tipo fosfatasa,
con una cascada de oxidacion-reduccion, mediante el establecimiento de puentes disulfuro
intramoleculares. Dentro de esta cascada, la formacién del intermediario disulfuro entre la Cys10 y
la Cys® provoca un cambio conformacional fundamental que transfiere los equivalentes de
oxidacién desde una region interna a la superficie de la proteina; este cambio conformacional

lleva asociado la liberacion del As(lIl).

El mecanismo de reduccién comienza con la Cys10 realizando un ataque nucleofilico
sobre el As(V) (Messens et al., 2002b) (Figura 1.13). Este ataque nucleofilico se ve favorecido
por una serie de factores: (i) la Cysmesté localizada en el extremo N-terminal de la primera hélice
a, y el dipolo de esta hélice a apunta directamente hacia el grupo sulfidrilo de la Cysm; (ii) el valor
de pK, de la cisteina nucleofilica (Cysm) ha sido reducido hasta 6,7 por un puente de hidrégeno
establecido entre la Cys'® y un cation K como consecuencia del entorno generado por los
residuos Asn"™ y la Ser'’. La enzima ArsC de S. aureus es la Unica arseniato reductasa que tiene
un sitio de union especifico para el potasio (localizado préximo al “P-loop”). La interaccién del
potasio con los residuos especificos de la ArsC del plasmido pl258 es un proceso que
incrementa la actividad especifica de esta enzima redox (Lah et al., 2003). El potasio condiciona
de manera activa el entorno de la cisteina nuclecfilica, provocando una disminucion en su pKa,.
Ademas de estos residuos, la Arg16 se conserva estructuralmente en la Acr2p (arseniato
reductasa de S. cerevisiae) y en las proteinas tirosin-fosfatasas de bajo peso molecular, y
resultan esenciales en el proceso catalitico (Mukhopadhyay et al., 2003). El Aspms, esta también
conservado estructuralmente y su funcién en ArsC seria la de estabilizar el estado de transicién a

través de la unién a una molécula de agua.

La ArsC del plasmido pl258 presenta actividad fosfatasa en presencia de p-nitrofenil
fosfato (pPNPP) (Zegers et al., 2001) con una ke de 0,5 min™ y una K, para el pNPP de 146 mM.
La version oxidada de la enzima [en condiciones de estrés oxidativo se genera un puente
disulfuro entre los residuos de cisteina Cys'® y Cys'® del P-loop (Messens et al., 2004)] y el
mutante C10S no presentan actividad fosfatasa, mientras que los mutantes para cualquier otra
cisteina mantienen, casi en su totalidad, la actividad fosfatasa. El As(V) actia como inhibidor
competitivo de la fosfatasa, con una constante de inhibicién (K;) muy similar a la Ky de la

actividad arseniato reductasa.

Arseniato reductasa de B. subtilis.

La enzima ArsC de B. subtilis tiene un 65% de identidad aminoacidica con la ArsC del
pl258. El residuo Arg16 de esta proteina, al igual que ocurria en la ArsC del pl258, provoca una
disminucién de la pK, a través de un puente de hidrégeno establecido con los residuos Cys10 y
Cyssz. Este fendmeno se observa también en las reductasas dependientes de Grx (Roos et al.,
2006), por lo que el papel de este residuo de arginina como activador de la cisteina nucleofilica

parece ser un mecanismo comun en todas las reductasas de As(V). Una vez que el “P-loop” ha
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adquirido su conformaciéon mas activa, el grupo tiol de la cisteina catalitica esta preparado para

llevar a cabo el ataque nucleofilico.

Las ArsCs del plasmido pl258 y la de B. subtilis son enzimas enormemente flexibles. La
forma reducida de la proteina es capaz de llevar a cabo cambios conformacionales en el “P-loop”
y en los residuos Cys® y Cys®, que pueden facilitar la formacion de los intermediarios covalentes

y la subsiguiente reduccion del As(V).

En la forma oxidada, la cisteinas Cys®* y Cys® muestran una elevada flexibilidad que
podria facilitar la reduccion de la enzima por la tioredoxina para regenerar ArsC (Guo et al.,
2005). Esta secuencia comienza con la formacién de un intermediario Cys'%/Cys® de la hélice
catalitica flanqueada por la Cys® y la Cys®® (Messens et al., 2002 a) (Messens et al., 2002 b).
Unicamente la forma oxidada Cys®/Cys® es reconocida por la tioredoxina (Messens et al.,
2004), siendo esta enzima capaz de discriminar entre los plegamientos de la ArsC oxidada y los

de la reducida.

Los parametros cinéticos de la ArsC de B. subtilis no estan afectados por el sulfato o el
potasio (Roos et al., 2006).

1.6.2.5.2. Arseniato reductasas dependientes de glutaredoxina y glutation.

Arseniato reductasa del plasmido R773.

La arseniato reductasa del plasmido de resistencia R773 es la enzima dependiente de
Grx y GSH mejor caracterizada desde el punto de vista estructural y enzimoldgico. Esta ArsC
emplea en su catalisis tres residuos de cisteina (al igual que ocurre en las enzimas dependientes
de Trx). La diferencia fundamental es que de los tres residuos indicados tan sélo uno de ellos lo
aporta la enzima ArsC, mientras que los dos restantes los aportan el GSH y la Grx
respectivamente (Figura 1.14). Los parametros cinéticos de esta enzima estdn marcadamente
alejados de los vistos para la ArsC del pl258, con una K,, de 15 mM para el As(V) (unas 100
veces mayor que la de ArsC de pl258) y una k., de 32 min™ (unas 10 veces mas lenta que la de
pl258). Otras diferencias significativas de esta reductasa, en relacion con la ArsC codificada en el
pl258, es que no presenta actividad ATPasa (Mukhopadhyay et al., 2000) ni sitios de unién a K*
(Roos et al., 2006) y ademas, en su secuencia primaria aparecen dos residuos de cisteina (Cys12

1% 'siendo sdlo la Cys'? necesaria para la reduccion de As(V) (Liu et al., 1995). Igualmente

y Cys
el pH 6ptimo de la reaccioén es de 6,5 en contraposicion al 6ptimo descrito para la ArsC del pl258

que es de 8.0.

Como se ha mencionado previamente, esta enzima esta ligada a la actividad de la Grx y
del GSH para completar su ciclo catalitico. La glutaredoxina es una proteina de pequefio tamafo

que puede catalizar tanto la reduccidn de puentes disulfuro intramoleculares como

[52]



Introduccion

intermoleculares (puentes disulfuro establecidos entre los tioles de cisteinas proteicas y el GSH)
(Bushweller et al., 1992). La cisteina N-terminal de Grx (Cysg) es necesaria para los dos tipos de
reacciones, mientras que la segunda cisteina del sitio activo (Cys12) es necesaria tan solo en la
reduccion de los puentes disulfuro intramoleculares, pero no en los intermoleculares. La mutacion
puntual y dirigida asociada a las dos cisteinas de la Grx arroj6 luz sobre el tipo de catalisis
llevada a cabo en la reduccién del As(V) por esta ArsC. Las Grx mutadas en la segunda cisteina
son capaces de acoplarse a la catalisis de ArsC, mientras que la cisteina N-terminal es
imprescindible en la reduccion de As(V). Esto resultados apuntan directamente a un mecanismo
de reaccion en el que se establece la formacion de un puente disulfuro intermolecular entre la
Cys12 y el GSH. E. coli tiene cuatro glutaredoxinas (Fernandes et al., 2005), tres de las cuales
Grx1, Grx2 y Grx3, conservan el sitio activo con la secuencia consenso Cys-Pro-Tyr-Cys (Aslund
et al., 1994) y funcionan como ditioles. De estas glutaredoxinas, la Grx2 es la oxidoreductasa de
puentes disulfuros mas importante y efectiva en E. coli, siendo también la mas efectiva en la

cesién de los electrones necesarios para la reduccion del As(V) por ArsC (Shi et al., 1999).

R773 ArsC
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Figura 1.14: Mecanismo de reaccion de la ArsC del plasmido R773 dependiente de Trx y TR. Adaptada de
Messens and Silver, (2006).
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La cristalizacion de la ArsC de R773 y la resolucién de su estructura por cristalografia de
rayos-X, asi como la cristalizacion de la enzima ArsC unida al sustrato As(V) puso de manifiesto
que la secuencia catalitica de la ArsC es “HX3CX3R”, con una cisteina N-terminal que ocupa una
posicion homologa a la que ocupa la Cys12 en el “P-loop” de la ArsC del pl258. A pesar de esto
no existe relacion alguna entre las estructuras terciarias de las ArsCs de E. coli, S. aureus o B.
subtilis, lo que apoya la teoria de un origen evolutivo distinto. Tanto la ArsC del pl258 como la
ArsC del R773 presentan un nucleo central formado por 4 cadenas-$ que conforman una lamina-
B, pero con la diferencia de que en las dos enzimas de la familia dependiente de Trx las cadenas

son paralelas, mientras que en el caso de la ArsC del R773 aparece una lamina-$ antiparalela.

Los estudios de mutagenesis revelaron 6 aminoacidos criticos en la catalisis de la ArsC
del R773 (His®, Cys'?, Ser™, Arg® y Arg®). La cisteina catalitica (Cys'?) esta rodeada por cinco
residuos basicos (His®, Arg'®, Arg®, Arg® y Arg'”’) que disminuyen la pK, del grupo sulfidrilo en
posicion v a 6,4. (Gladysheva et al., 1996) (Martin et al., 2001). Tres de estas argininas (Arg®,

%% interaccionan directamente con los intermediarios del As(V) y del As(lll) (Martin et

Arg94 y Arg
al., 2001). De todas la mutaciones sélo las realizadas sobre Arg60 (R60A, R60E y R60K)

mantenian la actividad arseniato reductasa (Shi et al., 2003).

Los analisis cristalograficos han puesto de manifiesto los intermediarios covalentes
Cys'%-S-As(V) y Cys'>-S-As(lll) en el ciclo catalitico (Martin et al., 2001). Cuando el tiol (-SH) de
la Cys'? se mueve para formar el intermediario S-HAsO5, el grupo guanidina de la Arg** se retira
del sitio activo manteniéndose a una distancia de un puente de hidrogeno de la Cys'?. La Arg®®
entra entonces en accién para estabilizar este intermediario, mientras la Arg107 permanece en su
sitio. En el mapa de densidades electrénicas de esta ArsC se muestran los atomos unidos al As
(S-As-0O), que teniendo en cuenta la longitud del enlace, hace congruente la formacion del
intermediario Cys-S-As-OH (Martin et al., 2001) (Messens and Silver, 2006). En el segundo paso
del mecanismo de reaccion se formaria, por lo tanto, el complejo ternario ArsC Cys'>-S-As(V)-S-
GSH (Liu and Rosen,1997), pero el hecho de haber realizado estos estudios en el mutante A11W
pone en tela de juicio estos resultados, ya que el triptéfano por el cual se sustituyo la alanina ha

podido cambiar radicalmente el centro activo (Messens and Silver, 2006).

Mas recientemente De Mel et al., (2004) sugirieron la existencia de un intermediario
Cys12—tio|dihidroxiarsenito, donde el atomo de As carece de carga. Estas conclusiones se

alcanzaron basandose en la estructura de los mutantes de ArsC R60K y R60A.

Acr2p, arseniato reductasa de Saccharomyces cerevisiae.

Dentro de la familia de las ArsCs dependientes de Grx y GSH se encuentra Acr2p. Esta
ArsC citoplasmatica es, en términos evolutivos, independiente de las otras dos familias de

reductasas y esta vinculada a una clase diferente de tirosin-fosfatasas (clase que incluye
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proteinas como Cdc25, la rodanasa y la tiosulfato transferasa). Acr2p presenta una homologia
muy elevada en su centro activo con las tirosin-fosfatasas indicadas (Mukhopadhyay and Rosen,
2001) y comparte la secuencia motivo “HC(X)sR” con la proteina Cdc25a/b, secuencia ésta que
forma parte del sitio activo de la familia Cdc25 (Messens and Silver, 2006). Acr2p de S.
cerevisiae constituye el sistema de destoxificacion de As(V) mas importante en eucariotas. La
codificacion de esta proteina es cromosdémica (cromosoma XVI de S. cerevisiae) y forma parte
del agrupamiento ACR (Arsenic Compounds Resistance) constituido por los genes ACR1, ACR2
y ACRS3, que codifican respectivamente para un regulador transcripcional, una arseniato
reductasa (Acr2p), y un transportador de membrana (Acr3p), que expulsa As(lll) de la célula
(Bobrowicz et al., 1997).

S. cerevisiae Acr2p
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Figura 1.15: Mecanismo de reacciéon de la Acr2p de S. cerevisiae dependiente de Trx y TR. Adaptada de
Messens and Silver, (2006).

A diferencia de las arseniato reductasas procarioticas, Acr2p se comporta como un
homodimero de 130 residuos aminoacidicos por cada monémero (Mukhopadhyay et al., 2000) y

su actividad esta ligada al sistema GSH/Grx como fuente de poder reductor para completar su
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catalisis. Esta enzima es capaz de completar el ciclo catalitico en presencia del GSH y Grx de S.
cerevisiae o cualquiera de las Grx de E. coli (Mukhopadhyay et al., 2000), y al igual que ocurre
en el caso de la ArsC del R773 (E. coli) la mutacién de la cisteina C-terminal de Grx no influye
para nada en la catalisis, lo que de nuevo es reflejo de la formacion de un puente disulfuro mixto
en el intermediario de la reaccion. Acr2p es capaz de complementar de forma heterdloga el

fenotipo As(V) sensible de una cepa de E. coli que carece de su propia ArsC.

Una diferencia resefiable entre las dos clases de reductasas ArsC/Acr2p lo constituye la
posicion de la cisteina catalitica, mientras que en la ArsC del R773 tiene una posiciéon N-terminal
(Cys'), en la Acr2p tiene una posicion mas central (Cys’®). La actividad enzimatica de esta
proteina esta en funcion de la concentracion de As(V), presentando cooperatividad positiva con
un coeficiente de Hill de 2,7 (Ky=35 mM, Kk..=6 min'1), parametros cinéticos comparables a los de
la ArsC de R773.

El motivo “H"°C"®(X)sR®*” esta también implicado en la catalisis, ya que las mutaciones de
los residuos Cys76 y Arg82 eliminan tanto la resistencia como la actividad arseniato reductasa “in
vitro” (Mukhopadhyay and Rosen, 2001). El ataque nucleofilico del grupo tiol de la Cys’® formaria

un intermediario Cys-S-As, al igual que ocurria en la ArsC de pl258 (Figura 1.15).

La arginina de la secuencia motivo “HCXsR” del “P-loop” es esencial en la catalisis
(Mukhopadhyay et al., 2000) y parece participar en la unién del sustrato y en la estabilizacion del

estado de transicion (Mukhopadhyay and Rosen, 2001).

Acr2p no cataliza la hidrdlisis del pNPP (Mukhopadhyay et al., 2000), ya que no posee el
“loop” de unidn GxGxxG de muchas fosfatasas. La introduccién de tres residuos de glicina en el
sitio activo origind una enzima con mayor actividad fosfatasa, pero con una pérdida significativa
de actividad arseniato reductasa (Mukhopadhyay et al., 2003). Esta actividad fosfatasa en la
enzima con tres residuos de glicina extra se perdié cuando se eliminaron los residuos Arg82 y
Cys76 (los residuos esenciales del sitio activo), actividad que también se inhibe en presencia de
As(V).

1.6.2.5.3. La arseniato reductasa de Synechocystis sp.: la ArsC hibrida.

La arseniato reductasa de la cianobacteria Synechocystis sp. PCC 6803, posee
caracteristicas mixtas de las ArsC de la familia dependiente de GSH/Grx y de las ArsC
dependientes de Trx. Esta proteina contiene un “P-loop” con secuencias conservadas de las
ArsCs dependientes de Trx, pero por su mecanismo catalitico (utiliza GSH y Grx como fuente de
los equivalentes de reduccion) se englobaria dentro de las reductasas dependientes de GSH/Grx
(Li et al., 2003). Esta proteina presenta una actividad fosfatasa débil en ensayos realizados con
p-nitrofenilfosfato y, al igual que sucedia en el caso de la Acr2p y de la reductasa de R773, forma

un complejo con el GSH unido covalentemente al As(V). La ArsC de Synechocystis contiene en

[56]



Introduccion

su secuencia primaria tres residuos de cisteina esenciales (de manera idéntica a la ArsC de
pl258), lo que entra en contraposicion con las reductasas de E. coli y levaduras, enzimas éstas
que necesitan tan solo un residuo de cisteina para la catalisis. Estos residuos de cisteina con
reacciones redox sucesivas trasladarian el enlace disulfuro a la superficie proteica dejandolo
accesible para su reduccion, aunque son necesarios analisis mas detallados para establecer su

mecanismo de reduccion.

1.6.2.6. Otras proteinas de resistencia a arsénico en microorganismos: ArsH y
ArsO.

En los operones de resistencia a As se presentan con frecuencia genes que codifican
para proteinas diferentes a las analizadas con anterioridad. Dos de estas proteinas son ArsH,
localizada en Yersinia enterocolitica (Neyt et al., 1997), en Thiobacillus ferrooxidans (Butcher et
al., 2000), en Pseudomonas putida (Canovas et al., 2003), en la cianobacteria Synechocystis sp
(Lopez-Maury et al., 2003) y en Sinorhizobium meliloti (Yang et al., 2005) y ArsO, proteina de

Streptomyces con homologia a las reductasas de unién a flavinas (FAD) (Wang et al., 2006).

En base a los estudios de homologia de secuencias, y a la conservacion de dominios
consenso (T/S)xRxxSx(T/S), ArsH se ha catalogado como perteneciente a la familia de las FMN
(flavin mononucleétido) reductasas dependientes de NADPH. ArsH esta presente en un amplio
grupo de organismos, 123 anotaciones en bacterias, 13 en hongos y 3 en un erizo de mar
(Strongylocentrotus purpuratus) y hasta la fecha ningun representante en arqueas o en otros
eucariotas (Ye et al., 2007). La funcion de ArsH en el contexto de las rutas de destoxificaciéon de
As se puede catalogar como desconocida, y su importancia en la destoxificacién de As es
ambigua. Neyt et al., (1997) demostraron que ArsH contribuye a la resistencia frente a las dos
especies inorganicas de As [As(lll) y As(V)] en Y. enterocolitica. En Synorhizobium meliloti
participa, ademas, en la destoxificacion de Sb(lll) (Yang et al., 2005). En Synechocystis o en la
proteobacteria T. ferrooxidans no se observd cambio fenotipo aparente en el estudio de los
mutantes, mientras que en otros muchos organismos como Pseudomonas putida no se ha
analizado el fenotipo.

La ubicacion de los miembros de la familia de las reductasas de FMN no es exclusiva de
los operones de resistencia a As, sino que también es frecuente la presencia de genes fuera
estos operones, aunque desemperfen la misma funcion. Esta duplicacién funcional podria ser la
razén por la cual en algunos organismos la eliminacion de ArsH no implica cambio fenotipico
observable (Vorontsov et al., 2007). Estos mismos autores demostraron, basandose en estudios
estructurales y enzimaticos, que ArsH de Shigella flexneri esta efectivamente relacionada con las
proteinas de union a FMN dependientes de NADPH. Esta ArsH tiene un plegamiento a/B/a tipico

de las proteinas de union a FMN, cuya unidad asimétrica consta de 4 mondémeros. Ye et al.,
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(2007) han caracterizado la proteina ArsH de S. meliloti asociandola con una proteina de unién a

FMN dependiente de NADPH que forma agua oxigenada (H,0.).

1.6.3. Metalotioneinas y fitoquelatinas: proteinas con capacidad

guelante para metales téxicos en organismos superiores.

1.6.3.1. Metalotioneinas

Las metalotioneinas (MTs) fueron descubiertas en 1957 e identificadas como proteinas
de bajo peso molecular ricas en residuos con grupos tiol/sulfidrilo. La mayoria de los tejidos de
los mamiferos producen niveles basales de MTs, con funciones determinantes en la

metaloregulacion de procesos como el crecimiento y division celular.

Las MTs son proteinas intracelulares con elevada afinidad por iones divalentes de
metales pesados (Kagi, 1991), caracterizadas por su alto contenido en residuos de cisteina
(30%) y por la ausencia de aminoacidos aromaticos. Pertenecen a una familia de proteinas con
mas de 6000 miembros organizados en cuatro clases diferentes: MT-I, MT-Il, MT-lll y MT-IV. En
el ser humano estan codificadas por una familia de genes con diez isoformas funcionales, que
dan lugar a proteinas clasificadas igualmente en cuatro grupos diferentes: MT-1, MT-2, MT-3 y
MT-4.

Debido a este alto contenido en grupos tiol, las MTs son proteinas con alta capacidad
quelante de metales traza como el cadmio, mercurio, platino, plata. Pero también desempefan
un papel fundamental en la proteccién de las células frente a la toxicidad asociada a los metales
pesados. Ratones con mutaciones dobles en las metalotioneinas MT-1 y MT-2 presentan
sensibilidad a cadmio (Klaassen et al., 1999), mercurio (Yoshida et al., 2004a), arsénico (Liu et
al.,, 2000), cisplatino (Satoh et al., 1997), asi como a zinc o cobre (Park et al., 2001). Estos
ratones son también mas susceptibles a los efectos carcinogénicos del plomo (Waalkes et al.,
2004) y del cisplatino (Waalkes et al., 2006) y juegan un papel fundamental en la proteccion de
las células frente el estrés oxidativo (Kagi, 1991) (Klaassen et al., 1999). Por lo tanto, los niveles
de expresion de las MTs condicionan enormemente la capacidad téxica y carcinogénica de varios

metales.

Su importancia en la atenuacién de los efectos toxicos de los arsenoderivados es
evidente, una prueba tacita de ello es la induccion de los genes que las codifican en ratones y
ratas en presencia de arsenoderivados (Albores et al., 1992) (Kreppel et al., 1993) (Liu et al,,
2000), mientras que la baja expresion de las metalotioneinas hace que los ratones exhiban un
fenotipo idéntico al que se obtenia en los ratones con la doble mutacion en MT-1 y MT-2 (Liu et
al., 2000), (Park et al., 2001).
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Ademas de en los mamiferos, de forma ocasional se han descrito MTs de union a As en
otros organismos. Sirva a modo de ejemplo el alga Fucus vesiculosus (Merrifield et al., 2004). Sin
embargo, hasta la fecha no se han descrito metalotioneinas en procariotas, con la salvedad de
una metalotioneina codificada por el ORF MT0196 en el cromosoma de Mycobacterium

tuberculosis con capacidad de unién para seis iones de Cu(l) (Gold et al., 2008)

A pesar de ello, una de las estrategias empleadas para la eliminaciéon de As de las aguas
residuales o para la inmovilizacion de dicho elemento es la utilizacion de biomasa como matriz
adsorbente, biomasa que puede estar constituida por bacterias. Pero como consecuencia de los
eficientes sistemas de expulsion de As codificados en los operones ars, son necesarias

estrategias genéticas para optimizar esta bioadsorcion.

Dentro de estas estrategias genéticas encontramos la expresion de proteinas con
capacidades quelantes tipo metalotioneinas. La combinacion de estrategias de mejora de
incorporacion de As(lll) con la de expresion de proteinas heterdlogas para la quelacion de As(lll),
como es la MT de Fucus vesiculosus (Singh et al., 2008), constituye una solucién barata para la

eliminacion de As(lll) de las aguas residuales.

Alternativamente a las MTs, existen otras proteinas con capacidad quelante para el
As(lll) como el dimero de ArsR, que presenta, ademas, la ventaja de su enorme especificidad por
el As(lll) y el Sb(lll). A diferencia de las MTs cuya especificidad es mas bien escasa (Kostal et al.,
2004).

1.6.3.2. Fitoquelatinas.

Las plantas responden a la toxicidad de los metales pesados de formas diversas. Entre
estas respuestas se pueden incluir la inmovilizaciéon, la exclusion, la quelacién y la
compartimentalizacion de los toxicos, sin olvidar, por supuesto, la expresion de proteinas de

estrés y otros mecanismos de respuesta como la produccién de etileno.

Un mecanismo general y recurrente para la destoxificacion de metales pesados en
plantas y otros organismos es la quelacion de dicho metal por un ligando, y en algunas
ocasiones, la posterior compartimentalizacion del complejo ion-ligando. La naturaleza de estos
ligandos es muy variada, abarcando desde acidos organicos como el citrato y el malato,
determinantes en la resistencia a aluminio, hasta pequefios péptidos (metalotioneinas)
codificados cromosomalmente que actian como ligandos (Rauser, 1999).

Otros ligandos de iones metalicos lo constituyen las fitoquelatinas (PCs), pequefios
péptidos con alto contenido en residuos de cisteina. Las PCs han sido identificadas en un amplio

rango de especies de plantas (Rauser, 1995) y en algun microorganismo (Kneer et al., 1992).
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Estos residuos de cisteina coordinan la unién de los iones metdlicos a través de su grupo tiol
(Pickering et al., 1999).

Las PCs estan formadas por los residuos Glu, Cys y Gly, donde Glu y Cys esta unidos
por un enlace tipo y-carboxilamida. Estructuralmente las PCs estan formadas por repeticiones
sucesivas del dipéptido y-Glu-Cys, finalizadas por una Gly terminal (y-Glu-Cys),-Gly, siendo n un
valor en el rango de 2-11 (Grill et al., 1987) (Zenk, 1996). La biosintesis de PCs es el resultado
de la transpeptidacién de dipéptidos de y-glutamilcisteina desde el GSH, catalizada por una

fitoquelatina sintasa (Grill et al., 1989).

Las rutas biosintéticas de PCs mejor caracterizadas son las de Schizosaccharomyces
pombe (Al-Lahham et al., 1999) y las de Arabidopsis.

Numerosos estudios fisiolégicos, bioquimicos y genéticos confirman que el GSH es el
sustrato para la biosintesis de las PCs (Rauser, 1995) (Rauser, 1999) (Zenk, 1996). De hecho,
estudios iniciales pusieron de manifiesto que la inducciéon de las PCs en presencia de cadmio
coincide con la disminucion transitoria de GSH. Y la inhibicion de sintesis de GSH por inhibidores
del tipo de la butionina sulfoximina, originaron fenotipos sensibles a cadmio, congruentes con la
represion de la sintesis de PCs. Los estudios genéticos han confirmado que los mutantes
deficientes en GSH de Schizosaccharomyces y Arabidopsis son también deficientes en PCs y en

resistencia a cadmio.

El As(lll) y el As(V) por su parte desencadenan la formacion de fitoquelatinas en plantas
(Grill et al., 1987) (Maitani et al., 1996), debido a la induccién de la expresion del gen para la

fitoquelatina sintasa.

Las PCs también han sido utilizadas con fines biorremediadores, en este sentido la
fitoquelatina sintasa de Arabidopsis thaliana (AtPCS) fue expresada de manera satisfactoria en
E. coli (Sauge-Merle et al., 2003). La expresion heterdloga de PCs en las bacterias incrementé
unas 50 veces la acumulacion intracelular de As. En el citoplasma, las PCs secuestran los iones
de As compitiendo con los sistemas de expulsion, secuestro que mitiga la toxicidad derivada del

metaloide.

1.7. El arsénico en humanos: rutas de entrada y sistemas

de destoxificacion.

La toxicidad del As condiciona la esperanza de vida de la poblacion en determinadas
regiones del planeta. Se han expuesto de manera detallada los mecanismos de defensa de los
microorganismos frente a la intoxicacion con As, pero no como responden las células humanas a

concentraciones elevadas de As.
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La principal via de entrada de este metaloide en el ser humano se produce a través de la
ingesta de alimentos o agua con alto contenido en arsénico inorganico y en menor medida por
inhalacion. Este arsénico inorganico es facilmente absorbido por la mucosa gastrointestinal y
rapidamente distribuido por todo el organismo, atravesando libremente determinadas barreras,

como puede ser la placenta (fendmeno descrito en humanos y roedores).

Tanto el As(lll) como el As(V) son activamente transportados al interior de las células
(Huang and Lee, 1996) (Liu et al., 2002) por mecanismos que implican transportadores de iones
organicos (Bridges and Zalups, 2005), asi como por transportadores de moléculas neutras de
pequefo tamario (Liu et al., 2002) o transportadores de hexosas tipo permeasa (Liu et al., 2004).
Una vez en el citoplasma se ponen en marcha toda una serie de reacciones cuyo objetivo es
minimizar los efectos téxicos inherentes a la presencia de estos metaloides en las células. El
metabolismo del As en las células humanas comprende dos tipos de reacciones basicas: (i) la
reduccion de As(V) a As(lll); (ii) la metilacién oxidativa de las especies trivalentes para generar

compuestos metilados pentavalentes (Figura 1.5).

La principal ruta de destoxificacion del As inorganico ingerido es la metilacién, pero es
necesaria una reduccion previa del As(V) a As(lll) para que la metilacion pueda ser llevada a
cabo. En mamiferos se han identificado diferentes As(V) reductasas que catalizan esta reduccién
(Zakharyan and Aphosian, 1999) (Radabaugh and Aposhian, 2000) y en todos los casos el
proceso es dependiente de la participacion de moléculas con grupos tiol. El glutation (GSH) es
capaz de reducir las especies pentavalentes del arsénico [(As(V), acido metilarsénico y el acido
dimetilarsinico] en soluciones acuosas (Scott et al., 1993) (Delnomdedieu et al., 1994). En la
reduccion particular del MAs" se ha descrito que la enzima implicada es la GSH S-transferasa
omega (Zakharyan et al., 2001). Esta reduccion también puede ser catalizada por las arseniato
reductasas (Zakharyan et al., 1999) (Aphosian et al., 2000).

La metilacion de las especies trivalentes del arsénico [As(lll), y acido metilarsenioso] esta
catalizada por las arsenito-metiltransferasas, enzimas que utilizan la S-adenosilmetionina como
donadora de los grupos metilo (Zakharyan et al., 1995) (Lin et al., 2002) y que necesitan la
presencia de grupos tiol para llevar a cabo la catalisis. Estas metiltransferasas son homologas en
secuencia a la metiltransferasa CIT19 humana. La capacidad de las células para llevar a cabo
esta metilacién es variable, de hecho en algunas células diferenciadas como los queratinocitos
(Patterson et al., 2003) o las células epiteliales prostaticas (brahim-Tallaa and Waalkes, 2008)

esta metilacion es escasa.

Tomando como base los estudios “in vitro” se sabe que la presencia de un ditiol es un
requisito esencial para la actividad de la As(lll) metiltransferasa en rata. Y en este sentido se
postula que la tioredoxina (Trx) es un candidato adecuado para actuar como cofactor de esta
enzima en las células de mamiferos. EI mecanismo de interaccion entre la Trx y la As(lll)-

metiltranferasa no se ha establecido aun, pero es muy probable que en las células de rata la Trx
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esté implicada en la reduccion del intermediario pentavalente MAs" a MAs" antes del segundo

paso de metilacion. También puede ser un donador de electrones para la reduccion de los
residuos cisteinil de la As(lll)-metiltransferasa, responsables de la reduccion de MAs'. Las
interacciones entre la Trx y la As(lll)-metiltransferasa proporcionan la base del mecanismo

hipotético que podria jugar un papel clave en la regulacion de esta enzima (Figura 1.16B)
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Figura 1.16: (A) Conversion metabdlica de As inorganico en humanos. AdoMet (S-adenosilmetionina), AdoHcy
(S-adenosylhomocysteina), GSH (Glutation reducido), GSSG (Glutation oxidado), (B) Mecanismo hipotético de conversién
del As inorganico por la Aslll-Metiltransferasa. AsllI-MT (Aslll-Metiltransferasa), AsV-R (Reductasa de AsV), Trx

(Tioredoxina), TR (Tioredoxina reductasa). Modificado de Styblo et al., (2002).

El As se metila primero a acido metilarsénico (MAsV), que es reducido a acido
metilarsenoso (MAs"). EI MAs" es metilado posteriormente al acido dimetilarsénico (DMAs"),
especie reducida posteriormente a acido dimetilarsenoso (DMAs") (Figura 1.16A). En los seres
humanos este proceso no es completo, y parte del As ingerido permanece como As inorganico.
Tipicamente el As inorganico es excretado en un 10-20% como As inorganico, un 10-15% como

MAs" y un 60-75% como DMAs" (Hopenhayn-Rich et al., 1993).

Puesto que el acido metilarsénico (MAsV) y el acido dimetilarsinico (DMAsV) son
compuestos de toxicidad reducida, la metilacion del arsénico inorganico se ha considerado
tipicamente como un mecanismo de destoxificacién. No obstante, los derivados metilados
trivalentes del arsénico inorganico (acido metilarsenoso; MAs", y acido dimetilarsenoso; DMAs”')
son inhibidores enzimaticos y citotoxicos mas potentes que el As(V) o el As(lll), lo cual lleva
rapidamente a descartar esta afirmacion (Mass et al., 2001) (Styblo et al., 2000). El papel de las
especies trivalentes en la carcinogénesis no esta del todo establecida, aunque si esta
perfectamente descrita la transformacion maligna de las células del epitelio urinario humano in
vitro como consecuencia de su exposiciéon al acido metilarsenioso (Bredfeldt et al., 2006). Las
formas trivalentes del As (MAs" y DMAs") son oxidados de manera rapida en la orina y por lo

tanto dificil de determinar en los estudios epidemiolégicos.
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Evidencias recientes indican que la proteina MRP1 (“multidrug resistance protein1”),
implicada en transporte de As(lll) al exterior, posee un sitio de union a ATP, de forma que el ATP
y el GSH juegan un papel fundamental. En este transporte el As(lll) es expulsado de las células
como un complejo triglutationilado (As-GS;) (Leslie et al., 2004), complejo originado por la
actividad de la glutatién-S-transferasa-1r (Liu et al., 2001); este hecho podria estar sometiendo a
los sistemas redox de las células a un estrés continuo por la constante demanda de GSH (Figura
1.5).

Ademas de estos mecanismos, en humanos también se codifican y expresan
metalotioneinas (MTs) con capacidad quelante. Por razones que no estan del todo establecidas,
su expresion es enormemente variable (Allan et al., 2000) (Wu et al., 2000). Asi por ejemplo, los
niveles de (MTs) en higado en individuos sin patologia asociada (aparente) oscilaban desde 0 a
104 pg/g de tejido (Sillevis Smitt et al., 1992), e incluso se ha descrito que los polimorfismos de
los genes de determinadas MTs, como es el caso del gen MT-2A, pueden afectar de manera
significativa a la expresién de las mismas (Kita et al., 2006). Por esta razén algunos autores
postulan que los individuos con una capacidad reducida para la expresion de sus MTs son mas

susceptibles a la toxicidad asociada a los metales pesados (Liu et al., 2007).

1.8. El género Corynebacterium.

El género Corynebacterium fue creado por Lehmann and Neumann, (1907) para
clasificar taxonémicamente a los bacilos de la difteria. Inicialmente el género fue definido en base
a caracteristicas morfoldgicas, corynebacteria proviene del griego xopvvn (coruné): baston
nudoso y Baxrepiov (bacterion): bastoncillo. En general las corinebacterias son bacilos Gram
positivos, no esporulados, pleomdrficos y no ramificados, con formas bacilares de diversa
longitud y frecuentes engrosamientos en los extremos, que les confiere apariencia de clavo. Su
tamanfo oscila entre 2-6 pm de longitud y 0,5 ym de diametro (Figura 1.17). La pared celular de
las corinebacterias se estructura como un complejo entramado de peptidoglicano con &acido
diaminopimélico en el interpéptido, polimeros de arabinogalactanos y cadenas de acidos grasos
saturados y no saturados de 21-36 atomos de carbono (Barksdale, 1970). La morfologia de las
corinebacterias cambia durante su ciclo de vida y se ve influenciada por las condiciones del
cultivo (Cure and Keddie, 1973).

0.1

Figura 1.17: Morfologia de Coynebacterium glutamicum obtenida por microscopia electrénica de transmision
(Letek et al., 2008).
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A partir de estudios moleculares por rDNA 16S, las corinebacterias se agruparon en la
subdivision de bacterias Gram positivas de alto contenido en G+C en estrecha relacion
filogenética con Arthrobacter, Mycobacterium, Nocardia e incluso Streptomyces (Woese, 1987)
(Figura 1.18). A su vez, Goodfellow, (1989) defini6é el grupo de actinomicetos nocardiformes, en
el que engloba los géneros Corynebacterium, Mycobacterium, Gordonia, Nocardia, Rhodococcus
y Tsukanella y cuya caracteristica principal es la presencia de &cidos micdlicos y derivados en su
pared celular. De acuerdo con estos criterios filogenéticos, en la segunda edicion del Manual de
Bergey de Bacteriologia Sistematica (Garrity et al., 2002) las corinebacterias aparecen en el
volumen 4, seccion XXIlI, junto con el resto de microorganismos Gram positivos de elevado
contenido en G+C, en lo que constituye la clase Actinobacteria y englobandose dentro del

suborden Corynebacterineae (Prescott et al., 1999).

Familias Subérdenes Ordenes
Micromonosporaceae 1 Micromonosporineae |
e — Frankiaceae 1
il _| ——————— Acidothermaceae
ot '——————— Sporichthyaceae Frankineae
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| Streptomycetaceae ; Streptomycineae
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4 —— M COA IO O R .
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[ ——

1 Dermatophilaceae Micrococcineae
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| — Promicromonosporaceae
| e Cellulomonadaceae
Microbacteriaceae A
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1 Nocardicidaceae Propionibacterineae
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|_ I Thermomonosporaceae Streptosporangineae
| Nocardiof J
Glycomycetaceae] Glycomycineae 4
Bifidobacteriaceae 1 Bifidobacteriales
Acidimicrobiaceae 1 Acidimicrobiales
[ Coriobacteriaceae ] Coriobacteriales
Sphaerobacteraceae 1 Sphaerobacterales
Rubrobacteraceae 1 Rubrobacterales

5%

Figura 1.18: Clasificacién de la clase Actinobacteria. Relaciones filogenéticas entre 6rdenes, subdrdenes y
familias basadas en los datos de rDNA16S. La barra representa sustituciones de cinco nucleétidos en cien nucleétidos.
Tomada de (Stackebrandt et al., 1997).

Las corinebacterias estan ampliamente distribuidas en la naturaleza encontrandose en el
suelo, el agua y también en mucosas y piel del hombre y animales. Algunas especies de este
grupo son conocidas por sus efectos perjudiciales sobre el hombre, siendo Corynebacterium
diphtheriae el patégeno mas conocido. Esta bacteria adquiere la capacidad de producir la toxina

diftérica cuando es lisogenizada por el fago 3 (Costa et al., 1981).
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Las especies de corinebacterias no patdgenas han sido ampliamente utilizadas en la
produccion de metabolitos primarios (aminoacidos o nucleétidos) o secundarios (Martin, 1989).
Entre los usos industriales mas frecuentes de las corinebacterias podemos destacar, ademas, su
interés en la produccion de queso, bioconversién de precursores de acido L-ascorbico,
conversion de esteroides y oxidacién de terpenoides. Algunas corinebacterias producen
antibidticos (corinecinas), sustancias relacionadas con bacteriocinas y compuestos antitumorales
(Kwaszewska and Szewczyk, 2007) (Gross and Vidaver, 1979). Otras aplicaciones industriales
incluyen la degradacién de hidrocarburos y produccion de agentes emulsificantes. En el grupo
heterogéneo constituido por las bacterias corineformes algunas cepas se caracterizan por
excretar aminoacidos, entre ellos acido glutamico. Este grupo incluye especies de los géneros
Corynebacterium, Brevibacterium, Arthrobacter y Microbacterium (Abe et al., 1967), aunque otras

muchas cepas han sido aisladas y asignadas a diversos géneros.

En los ultimos afios la microbiologia clinica de las corinebacterias patégenas no diftéricas
ha aumentado en interés, debido principalmente a la identificacion sistematica de un gran
numero de cepas resistentes a multiples antibiéticos, pertenecientes a este grupo de bacterias
(Otsuka et al.,, 2005) (Otsuka et al., 2006). Este hecho ha llevado recientemente a la
secuenciacion del genoma de Corynebacterium jeikeium (Tauch et al., 2005), que junto con
Corynebacterium urealyticum son consideradas bacterias patdgenas claramente relacionadas
con enfermedades humanas (Fernandez-Natal et al., 2001). Ademas, algunos miembros del
grupo de corinebacterias no lipéfilas han sido asociados a un nimero creciente de enfermedades
en pacientes inmunosuprimidos, tales como Corynebacterium amycolatum, Corynebacterium
xerosis, Corynebacterium minutissimum, Corynebacterium striatum y Corynebacterium freneyi
(de Miguel-Martinez et al., 1996) (Esteban et al., 1999) (Oteo et al., 2001) (Renaud et al., 1998)
(Renaud et al., 2001).

1.9. Objetivos del presente trabajo

Dados los precedentes descritos hasta ahora, los objetivos del presente trabajo fueron

los siguientes:

1.- Analizar y establecer la ruta de destoxificacién y los mecanismos generales de

resistencia a As en C. glutamicum.

2.- Caracterizar, desde un punto de vista molecular, las proteinas implicadas en los

procesos de resistencia a As en este microorganismo ligadas a los operones ars.
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Corynebacterium glutamicum is able to grow in media containing up to 12 mM arsenite and 500 mM arsenate
and is one of the most arsenic-resistant microorganisms described to date. Two operons (ars! and ars2)
involved in arsenate and arsenite resistance have been identified in the complete genome sequence of Coryne-
bacterium glutamicum. The operons arsl and ars2 are located some distance from each other in the bacterial
chromosome, but they are both composed of genes encoding a regulatory protein (arsR), an arsenite permease
(arsB), and an arsenate reductase (arsC); operon arsl contains an additional arsenate reductase gene (arsC1')
located immediately downstream from arsCI. Additional arsenite permease and arsenate reductase genes
(arsB3 and arsC4) scattered on the chromosome were also identified. The involvement of ars operons in arsenic
resistance in C. glutamicum was confirmed by gene disruption experiments of the three arsenite permease genes
present in its genome. Wild-type and arsB3 insertional mutant C. glutamicum strains were able to grow with up
to 12 mM arsenite, whereas arsB1 and arsB2 C. glutamicum insertional mutants were resistant to 4 mM and
9 mM arsenite, respectively. The double arsBI-arsB2 insertional mutant was resistant to only 0.4 mM arsenite
and 10 mM arsenate. Gene amplification assays of operons arsl and ars2 in C. glutamicum revealed that the
recombinant strains containing the ars! operon were resistant to up to 60 mM arsenite, this being one of the
highest levels of bacterial resistance to arsenite so far described, whereas recombinant strains containing
operon ars2 were resistant to only 20 mM arsenite. Northern blot and reverse transcription-PCR analysis
confirmed the presence of transcripts for all the ars genes, the expression of arsB3 and arsC4 being constitutive,

and the expression of arsR1, arsB1, arsC1, arsCI', arsR2, arsB2, and arsC2 being inducible by arsenite.

Corynebacterium glutamicum is a biotechnologically impor-
tant microorganism that is widely used for the large-scale pro-
duction of amino acids such as L-glutamate and L-lysine (25,
42). Together with other members of the genera Rhodococcus,
Gordonia, Nocardia, and Mycobacterium, Corynebacterium be-
longs to the mycolata, a broad and diverse group of mycolic-
acid-containing actinomycetes. Besides a thick peptidoglycan
layer, the mycolata contain large amounts of mycolic acids and
other lipids in their cell walls (43). Recently, the complete
genome sequence of C. glutamicum strain ATCC 13032 was
determined (44) and is predicted to contain 3,002 open reading
frames (32).

Arsenic is one of the most prevalent toxic metals in the
environment; it is mainly of geochemical origin (rocks and
minerals) in an insoluble form but also derives from anthro-
pogenic sources (41). In soluble forms, arsenic occurs as triva-
lent arsenite [As(III)] and pentavalent arsenate [As(V)]. Arsen-
ate, a phosphate structural analogue, can enter the bacterial cell
via the phosphate transport system. Its toxicity is due to its
interference in normal phosphorylation processes by replacing
cellular phosphate. It has recently been demonstrated that
arsenite enters the cells, at neutral pH, by aqua-glyceroporins
(glycerol transport proteins) in bacteria, yeasts, and mammals
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(41) and that its toxicity lies in its ability to bind sulfhydryl
groups of cysteine residues in proteins, thereby inactivating
them. Arsenite is considered to be more toxic than arsenate
and can be oxidized to arsenate chemically or microbiologically
(20). In some gram-negative bacteria, arsenite is converted to
arsenate by an arsenite oxidase, a periplasmic membrane-
bound enzyme member of the dimethyl sulfoxide reductase
family of molybdoenzymes (51). The toxic properties of arsenic
are well known and have been exploited in the production of
antimicrobial agents, such as the first specific antimicrobial
drug Salvarsan 606, in addition to the commonly used wood
preservative chromated copper arsenate (27).

Bacteria have developed a variety of mechanisms to avoid
the toxicity of arsenic: (i) minimizing the uptake of arsenate
through the system for phosphate uptake (16), (ii) by peroxi-
dation reactions with membrane lipids (1), and (iii) using the
best characterized microbial arsenic detoxification pathway in-
volving the ars operon (55).

Bacterial operons encoding analogous arsenic resistance de-
terminants (ars) have been found on the chromosome as well
as on transmissible plasmids from gram-positive and gram-
negative microorganisms. These operons generally consist of
either three (arsRBC) or five (arsRDABC) genes that have
been organized into a single transcriptional unit (55). The
three-gene system, encoding the arsenic transcriptional repres-
sor (arsR), arsenite permease (arsB), and arsenate reductase
(arsC), was present on the chromosome of Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa (13), and other enterobacteria (18).
The operon of three genes is also present in the Staphylococcus
plasmids pI258 and pSX267 (24).
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The five-gene operon (arsRDABC) encodes an arsenite-in-
ducible repressor (arsR), a negative regulatory protein that
provides the fine tuning of operon expression (arsD), an
ATPase, and a membrane-located arsenite efflux pump (arsA
and arsB, respectively), together with an arsenate reductase
(arsC). This operon was initially discovered in the E. coli plas-
mids R773 and R46 (17) and then on plasmid pKW301 from
Acidiphilium multivorum (57). In addition to the above-men-
tioned arsenic resistance operons, a broad diversity of four-
gene operons have been described in different species, such as
Bacillus subtilis (52), Acidithiobacillus ferrooxidans (11, 12), and
a Synechocystis sp. (36). Two operons involved in arsenic re-
sistance have recently been identified on the chromosome of
the multiresistant Pseudomonas putida, although no molecular
details were provided (14). In Saccharomyces, a cluster of three
genes involved in arsenic resistance was identified; genes acrl,
acr2, and acr3 in S. cerevisiae (7) and genes arrl, arr2, and arr3
in S. douglasii (37) seem to encode the regulator, arsenate
reductase, and arsenite permease, respectively.

In view of the ubiquitous presence of arsenic in nature, we
wished to determine whether the saprophytic soil bacterium
C. glutamicum contained genes involved in resistance to
arsenic and the possible use of C. glutamicum in the detoxifi-
cation of episodic increases of arsenic in soil and water.

Here, we report the identification of genes involved in
arsenic resistance in C. glutamicum, some of them forming two
similar operons (called ars and ars2), and two accessory genes
(arsB3 and arsC4) scattered throughout the chromosome. We
also show that both operons (ars! and ars2) are functional and
clearly involved in arsenic resistance.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, plasmids, culture, and transformation conditions. The bac-
terial strains and plasmids used in this work are listed in Table 1. E. coli strains
were grown in Luria-Bertani broth or Luria-Bertani agar (26) at 37°C. Coryne-
bacterial strains were grown at 30°C in trypticase soy broth (TSB; complex
medium), TSA (TSB supplemented with 2% agar), or minimal medium for
corynebacteria (MMC) (33). When necessary, antibiotics were added at the
following final concentrations: kanamycin, 50 wg/ml for E. coli and 25 pg/ml for
corynebacteria; ampicillin, 100 pg/ml; chloramphenicol, 50 wg/ml for E. coli and
10 pg/ml for corynebacteria; apramycin, 50 pwg/ml for E. coli and 25 pg/ml for
corynebacteria. Transformation of E. coli strains was carried out by the Inoue
method (28), and mobilization of plasmids from E. coli S17-1 (donor strain) to
coryneform recipient strains in conjugation assays was essentially accomplished
as described previously (39). Transconjugants were selected on TSA medium
containing 50 wg/ml of nalidixic acid and an additional antibiotic (kanamycin,
chloramphenicol, or apramycin), depending on the mobilizable plasmid used for
the mating. For arsenic resistance tests, strains were grown on TSA-MMC plates
and single colonies were transferred into TSB medium and grown at 30°C to an
optical density at 600 nm (ODg) of approximately 0.5. Ten microlitera of cell
suspension was streaked on plates of TSA-MMC (supplemented with an appro-
priate volume of either arsenate or arsenite) and incubated for up to 2 days at
30°C. Resistance was determined by the appearance of growth and defined as the
highest concentration of either arsenate or arsenite that permitted growth.

Molecular genetic methods. Restriction endonuclease digestion, agarose gel
electrophoresis, Southern blot analysis, and molecular cloning techniques were
performed by using standard procedures (34). Primers for PCR were generated
by using the C. glutamicum strain ATCC 13032 genome sequence and are listed
in Table S1 in the supplemental material.

Isolation of RNA from C. glutamicum strain RES167 grown in MMC [sup-
plemented or not with 5 mM As(IIT)], electrophoresis, transfer to nylon mem-
branes, and hybridization were performed as described previously (45). Probes
corresponding to internal fragments of arsB1, arsB2, arsC1, arsC2, and arsCI’
were obtained by PCR amplification using specific primers (see Table S1 in the
supplemental material).
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For reverse transcription (RT)-PCR analysis (two-step procedure), 1 pg of
RNA was used as template to generate single-strand cDNA from the desired
genes using the first-strand cDNA synthesis kit for RT-PCR (Roche) and fol-
lowing the manufacturer’s recommendations. Primers used to generate cDNA
from the corresponding transcripts were designed using the specific Applied
Biosystems software (Primer express software, v2.0) and can be found in Table S1 in
the supplemental material. cDNAs were used as template for the second PCR
amplification reaction using specific primers (see Table S1 in the supplemental
material); amplified DNAs were separated by electrophoresis through 1.6%
agarose gels and stained with ethidium bromide. RNA samples were tested for
contamination with genomic DNA by using each RNA sample as a template
for PCR.

For quantitative-PCR (Q-PCR), 1/20 of each ¢cDNA sample (from the first
RT-PCR; see above) was used as template for amplification, adding a specific
pair of primers for each gene (see Table S1 in the supplemental material), a
suitable volume of the master reaction mix (Applied Biosystems), and water up
to 25 pl. Reactions were performed in an ABI Prism 7000 sequence detection
system (Applied Biosystems), and results were processed using specific software
(ABI Prism 7000 SDS software). Results are indicated relative to the cycle
threshold value. In all cases, the oligonucleotide primers used in Q-PCR were
optimized to amplify fragments of the same length from each gene (around 50
nucleotides) and to ensure a similar melting temperature (59°C) according to the
software instructions.

Computer analyses were performed with DNASTAR; database similarity
searches were performed using BLAST and FASTA public servers (National
Collection of Industrial Bacteria and European Bioinformatics Institute [EBI],
Hixton Hall, United Kingdom), and multiple alignments of sequences were
accomplished using ClustalW (EBI). Phylogenetic analyses were performed us-
ing MEGA2 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) software (35) by the
neighbor-joining method with 21 arsR genes, 22 arsB genes, and 29 arsC genes;
these analyses are shown in the supplemental material (Fig. S1, S3, and S4).

Construction of recombinant plasmids. To clone the whole ars! (arsR1-BI-
CI-CI1") and ars2 (arsR2-B2-C2) operons, 2.8- and 2.1-kb fragments were ampli-
fied with Pfu from the total DNA of C. glutamicum strain ATCC 13032 using
primer pairs arsl/ars2 and ars37/ars38, respectively (see Table S1 in the supple-
mental material). Primers were designed to include at their 5’ ends sites for the
restriction enzymes EcoRI and BamHI; the 2.8-kb PCR-amplified DNA band
(ars) was digested with EcoRI (Klenow fragment filled) and BamHI and ligated
to the BgllI- plus Smal-digested bifunctional plasmid pECM2 (Table 1), afford-
ing plasmid pECASI. The 2.1-kb PCR-amplified DNA fragment (ars2) was
ligated to the Smal-digested pECM2, obtaining the bifunctional plasmid pE-
CAS?2 (Table 1).

For the disruption of the arsB1, arsB2, and arsB3 genes (encoding the three
arsenite permeases present in the C. glutamicum genome), internal fragments of
the genes were obtained by PCR amplification of total DNA from C. glutamicum
ATCC 13032 by using primers ars3/ars4 for arsB1 (310 bp), ars5/ars6 for arsB2
(370 bp), and ars7/ars8 for arsB3 (260 bp) (Fig. 1A; see Table S1 in the supple-
mental material). Primers were designed to include restriction sites for BamHI
(upper primers) and HindIII (lower primers); plasmid pK18mob digested with
BamHI and HindIII was ligated with the internal fragments of the arsenite
permease genes to afford plasmids pKA1, pKA2, and pKA3 (Table 1). Similarly,
the internal fragments from arsBI and arsB2 were cloned into plasmid pOJ260
(Table 1) to obtain pOJA1 and pOJA2, respectively.

To identify promoters in the upstream region of arsBl and arsCl1, DNA
fragments were amplified by PCR with the primers ars9/ars10 (ParsB1, 158 bp)
and ars11/ars12 (ParsC1, 198 bp) (see Table S1 in the supplemental material);
restriction enzyme sites for EcoRI and Ndel were included in the up and down
primers, respectively. Amplified fragments were cloned into the promoter probe
plasmids pJMFA24 and pEGFP (Table 1) to afford plasmids pJMF-EP/
pGFP-EP (permease promoter) and pJMF-ER/pGFP-ER (reductase promoter),
respectively.

RESULTS

Coryneform bacteria are highly resistant to arsenic. Several
gram-negative and gram-positive bacteria were assayed for
their sensitivity/resistance to arsenic in TSA medium supple-
mented with sodium arsenate [AsO;, As(V)] or sodium
arsenite [AsO, ", (AslIII)]. Bacteria were classified as low re-
sistant, moderately resistant, and highly resistant to arsenic
(Table 2). As expected, the level of resistance to As(V) was
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TABLE 1. Bacterial strains and plasmids

APPL. ENVIRON. MICROBIOL.

Strain or plasmid

Relevant genotype or description”

Source or reference”

Strains

E. coli DH5«a
E. coli S17-1

E. coli W3110
E. coli AW3110

C. glutamicum 13869
C. glutamicum 13032
C. glutamicum RES167

C. glutamicum ArsB1

C. glutamicum ArsB2

C. glutamicum ArsB3

C. glutamicum ArsB1-B2

C. glutamicum ArsB1-B3

C. glutamicum ArsB2-B3
Staphylococcus aureus 240
Rhodococcus fascians 3001
Nocardia corynebacterioides 14898
Mycobacterium smegmatis mc* 155
Bacillus subtilis 36

Streptomyces lividans 1326

Pseudomonas fluorescens 378
Pseudomonas putida KT2440

Plasmids

pK18mob
pKA1

pKA2
pKA3

pOJ260
pOJAL

pOJA2
pECM2
pECASI1
pECAS2
pIMFA24
pJMF-EP
pJMF-ER

pEGFP

pGFP-EP
pGFP-ER

pEGNC

r- m~ used for general cloning

Mobilizing donor strain, pro recA, which has an RP4
derivative integrated into the chromosome

K-12 F~ (rmD-rmE)

E. coli W3110 strain lacking the chromosomal ars operon
(Aars::cam)

Wild-type strain

Wild-type strain

ATCC 13032 restriction-deficient derivative used as host of
recombinant plasmids

RES167 derivative containing plasmid pKA1 integrated in the
arsBI gene

RES167 derivative containing plasmid pKA2 integrated in the
arsB2 gene

RES167 derivative containing plasmid pKA3 integrated in the
arsB3 gene

ArsB1 derivative mutant, containing plasmid pOJA2
integrated in the arsB2 gene

ArsB3 derivative mutant, containing plasmid pOJA1
integrated in the arsBI gene

ArsB3 derivative mutant, containing plasmid pOJA2
integrated in the arsB2 gene

Wild-type strain

Wild-type strain

Wild-type strain

Efficient plasmid transformation M. smegmatis strain

Wild-type strain

Wild-type strain

Wild-type strain

bdsMR

E. coli mobilizable plasmid containing lacZ and kan

pK18mob derivative carrying the 310-bp internal fragment of
the arsBI gene from C. glutamicum

pK18mob derivative carrying the 370-bp internal fragment of
the arsB2 gene from C. glutamicum

pK18mob derivative carrying the 260-bp internal fragment of
the arsB3 gene from C. glutamicum

E. coli mobilizable plasmid containing lacZ and apm

pOJ260 derivative carrying the 310-bp internal fragment of
the arsB1 gene from C. glutamicum

pOJ260 derivative carrying the 370-bp internal fragment of
the arsB2 gene from C. glutamicum

Mobilizable E. coli-Corynebacterium bifunctional plasmid
containing kan and cat

pECM2 derivative carrying the whole ars! operon (arsRBCC)

pECM2 derivative carrying the whole ars2 operon (arsRBC)

E. coli promoter-probe vector containing bla and the
promoterless kan gene from Tn5 as reporter gene

pIJMFA24 derivative containing the putative promoter region
of arsB1 (ParsB1)

pIJMFA24 derivative containing the putative promoter region
of arsCI (ParsCl)

Bifunctional E. coli-corynebacteria promoter-probe vector
containing kan as selective marker and egfp2 gene under
the kan promoter (Pkan) as reporter

pEGFP derivative containing the putative promoter region of
arsB1 (ParsB1) instead of Pkan

pEGFP derivative containing the putative promoter region of
arsC1 (ParsC1) instead of Pkan

pEGFP derivative vector containing the promoterless egfp2
gene

26
53

3
15

ATCC
ATCC

59

This work
This work
This work
This work
This work
This work
CECT
CECT
ATCC

56

CECT
JIC

CECT
22

54

This work
This work
This work

6
This work

This work

30

This work

This work

2

This work

This work

M. Letek and L. M.
Mateos, unpublished
data

This work

This work

M. Letek and L. M.

Mateos, unpublished
data

“ kan, apm, bla, cat, and egfp2 are respectively genes for kanamycin, apramycin, ampicillin, chloramphenicol, and green fluorescent protein.
> ATCC, American Type Culture Collection; CECT, Spanish Type Culture Collection; JIC, John Innes Centre, Norwich, United Kingdom.
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FIG. 1. Schematic representation of genes involved in arsenic resistance in C. glutamicum ATCC 13032 (A) and in other bacteria (B).
(A) Operons arsI and ars2 are indicated. Arrows represent open reading frames. Dashed boxes indicate the probes used for the cloning of internal
fragments of the desired genes obtained by PCR amplification. (B) The three-gene operon (arsRBC), encoding the transcriptional repressor (arsR),
an arsenite permease (arsB), and an arsenate reductase (arsC), is present in the E. coli K-12 chromosome (accession number NC_000913),
Staphylococcus plasmids pI258 (31) and pSX267 (48), C. glutamicum (NC_003450), C. efficiens (NC_004369), and R. erythropolis plasmid pBD2
(NC_005073). The five-gene operon (arsRDABC), encoding an arsenite-inducible repressor (arsR), a negative regulatory protein (arsD), an
oxyanion-protruding ATPase, an arsenite efflux pump (arsA4 and arsB, respectively), and an arsenate reductase (arsC), is present in the E. coli
plasmids R773 and R46 (10, 17) and in plasmid pKW301 from A. multivorum (57). The four-gene operon has been found in different species, such
as the skin element of B. subtilis (52), A. ferrooxidans (11), plasmid R478 from S. marcescens (49), a Synechocystis sp. (36), and Pseudomonas putida
(NC_002947). An isolated arsC gene is present in the genome of Haemophilus influenzae (NC_000907), and two operons involved in arsenic
resistance have been identified on the chromosome of P. putida and C. glutamicum.

TABLE 2. Resistance levels of different microorganisms to arsenite
(AsIII) and arsenate (AsV)

ASIII resistance  AsV resistance

Microorganism

(mM) (mM)
Mycobacterium smegmatis 1 25
Nocardia corynebacteroides 2 100
Staphylococcus aureus 2 50
Bacillus subtilis 25 75
Streptomyces lividans 4 150
Escherichia coli DH5« 5 100
Pseudomonas fluorescens 6 200
Pseudomonas putida 7 200
Corynebacterium glutamicum 13032 12 >500
Corynebacterium glutamicum 13869 12 >500
Rhodococcus fascians 14 >500

10- to 20-fold (50 to 150 mM) higher than the resistance level
to As(I1I), except for C. glutamicum and Rhodococcus fascians,
whose resistance level reached 400 to 500 mM (close to the
solubility level of sodium arsenate in the media).

From these experiments, it may be concluded that members of
the coryneform group (C. glutamicum 13032, C. glutamicum
13869 [formerly B. lactofermentum], and R. fascians [formerly
Corynebacterium fascians]) are much more resistant to arsenic
than the rest of the bacteria analyzed. The genes responsible for
the resistance to arsenic in C. glutamicum 13032 or C. glutamicum
13869 must be located within the bacterial chromosome be-
cause no plasmids bearing arsenic resistance genes have been
described in these strains (38, 50, 58).

Several genes probably involved in arsenic resistance are
present in Corynebacterium glutamicum. Once the complete
nucleotide sequence of the C. glutamicum chromosome was
available (44), and assuming that proteins of similar sequences
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TABLE 3. Arsenite/arsenate resistance levels of different E. coli and C. glutamicum strains untransformed or transformed with plasmid
pECASI (operon arsl) or pECAS2 (operon ars2)

As(III) resistance (mM)

As(V) resistance (mM)

Strain
Untransformed pECASI pECAS2 Untransformed pECASI pECAS2

E. coli

DH5a 5 6 6 100 100 100

W3110 5 6 6 100 100 100

AW3110 0.2 6 6 2 20 20
C. glutamicum

RES 167 12 60 20 500 500 500

ArsB1 4 60 15 200 500 500

ArsB2 9 60 20 500 500 500

ArsB3 12 60 20 500 500 500

ArsB1-B2 0.4 60 15 10 500 500

perform similar functions, the gene products possibly involved
in arsenic resistance became available in the genome via ho-
mology-based analyses such as BLAST and FASTA (19). Thus,
two operons, thereafter named ars! and ars2, located distant
from each other on the chromosome were found and both of
them showed similar genetic structures (arsRBC). The only
difference was the presence of an additional gene (arsCI’,
Cgl1455 in the database) at the end of the arsI operon (Fig. 1A).
Genes homologous to arsCI1’ have also been found down-
stream from arsCl in Corynebacterium efficiens (accession
number NC_004369) and in plasmid pBD2 from Rhodococcus
erythropolis (accession number NC_005073). The organization
of the ars genes in different bacteria is shown in Fig. 1B.

Based on BLAST analysis, the first genes of both clusters
(arsl and ars2) are arsRI and arsR2, which encode putative
arsenite regulatory proteins (arsRI was not described in the
database, and arsR2 was previously named Cgl 0275). ArsR1
and ArsR2 showed clear homologies to ArsR proteins from
actinomycetes and Acidithiobacillus ferrooxidans (see Fig. S1 in
the supplemental material). ArsR1 and ArsR2 from C. glu-
tamicum (as in the ArsR from A. ferrooxidans) do not have the
typical CXCXXC arsenite binding motif of R773 ArsR but
have two joined cysteines close to the arsenite binding motif of
R773 ArsR. Furthermore, ArsR1 has two additional cysteines
(there is only one in ArsR2) at the N-terminal extension, like
CadC (21) (see Fig. S2 in the supplemental material). Inter-
estingly, the arsR in both operons is expressed divergently from
the rest of the ars genes.

The second genes, arsBI and arsB2, described as encoding
an arsenite efflux pump, might encode enzyme arsenite per-
meases (formerly named Cgl 1453 and Cgl 0258 respectively).
These are homologous to the arsenic protein carriers from
actinomycetes, the skin element from B. subtilis (52), Saccha-
romyces cerevisiae Acr3p (61), and the arsenic protein carrier
from a Synechocystis sp. (36) (see Fig. S3 in the supplemental
material).

The rest of the genes in both clusters, arsCI, arsC1’, and
arsC2 (previously named Cgl 1454, Cgl 1455, and Cgl 0259,
respectively), encode predicted protein tyrosine phosphatases
with sequence similarity to the thioredoxin-dependent arsen-
ate reductases from actinomycetes and, to a lesser extent,
Staphylococcus (62) and Bacillus (4) (see Fig. S4 in the supple-
mental material).

In addition to the above operons probably involved in
arsenic resistance (operons ars! and ars2), another putative
arsenite permease gene (arsB3, Cgl 1414) and a putative ar-
senate reductase gene (arsC4, Cgl 1049) were present in the C.
glutamicum genome (Fig. 1A). ArsB3 did not show homologies
with arsenite permeases from gram-negative bacteria and
seems to be different from the ArsB clade from actinomycetes,
the skin element from B. subtilis, Saccharomyces cerevisiae
Acr3p, and the ArsB clade from a Synechocystis sp. ArsC4
seems to be unrelated to the rest of C. glutamicum ArsCs and
showed homologies with ArsC from gram-negative bacteria
(see Fig. S4 in the supplemental material).

Arsenite permeases ArsB1 and ArsB2 are involved in arsenic
resistance in C. glutamicum. To confirm the involvement of the
above-described genes in arsenic resistance in C. glutamicum,
the integrative plasmids pKAl, pKA2, and pKA3 (Table 1)
containing internal fragments of the hypothetical arsenite per-
mease genes arsBIl, arsB2, and arsB3 were introduced
separately into E. coli strain S17-1 and transferred to
C. glutamicum strain RES167 by conjugation. The arsenite
permease gene was chosen for gene disruption because of the
possible polar effect of its disruption on both ars! and ars2
operons (Fig. 1A). Kanamycin-resistant transconjugants were
obtained in all cases, suggesting that the integrative plasmids
would have been incorporated into the host chromosome and
that therefore the homologous chromosomal genes (and down-
stream arsCI, arsCI1’, and arsC2 genes) might be disrupted.
Plasmid integration was confirmed both by Southern hybrid-
ization and by PCR amplification (data not shown). Ten
transconjugants from each conjugation experiment were ana-
lyzed for arsenite and arsenate resistance; because the behav-
iors of all the transconjugants obtained with a given suicide
plasmid (pKAl, pKA2, or pKA3) were identical, only one
transconjugant of each conjugation experiment was selected
and was named C. glutamicum ArsB1, C. glutamicum ArsB2, or
C. glutamicum ArsB3 (Table 1); the resistance to arsenite of
these insertional mutant strains is shown in Table 3. When the
above mutants were grown in TSA in the presence of arsenate,
C. glutamicum ArsB2 and C. glutamicum ArsB3 were able to
grow in up to 500 mM arsenate like C. glutamicum RES167
whereas C. glutamicum ArsB1 was resistant to only 200 mM.

To construct the double arsenite permease mutant C. glu-
tamicum ArsB1-B2, C. glutamicum ArsB1 was used as recipient
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FIG. 2. Complementation of C. glutamicum arsB mutants by the
ars] (pECAS1) and ars2 (pECAS2) operons. C. glutamicum RES167
(1), C. glutamicum ArsB1 (2), C. glutamicum ArsB2 (3), and C. glu-
tamicum ArsB1-B2 (4) transformed with pECAS1 or pECAS2 were
inoculated in TSA containing increasing amounts of arsenite (0 mM to
60 mM), incubated at 30°C for 36 h, and photographed. Please note
that some strains containing plasmid pECAS2 were unable to grow in
the presence of 20 mM arsenite and that none of them were able to
grow in 60 mM arsenite.

in the conjugation assay, using the mobilizable plasmid pOJA2
(Table 1); mutants ArsB1-B3 and ArsB2-B3 were obtained
after the transfer of plasmid pOJA1 (Table 1) and plasmid
pOJA2, respectively, to the recipient strain C. glutamicum
ArsB3. One transconjugant from each assay was selected and
checked by Southern blot analysis. C. glutamicum mutants
ArsB1-B3 and ArsB2-B3 behaved exactly like the single mu-
tants C. glutamicum ArsB1 and C. glutamicum ArsB2, respec-
tively. The behavior of the double mutant C. glutamicum
ArsB1-B2 in relation to its resistance to arsenite is indicated in
Table 3; furthermore, this mutant was also unable to grow in
10 mM arsenate. The resistance level of the double mutant
ArsB1-B2 was reduced 30-fold (from 12 mM to 0.4 mM) for
arsenite and 50-fold (from 500 mM to 10 mM) for arsenate.

These results suggest that resistance to arsenite [and perhaps
also to arsenate through the conversion of As(V) into As(III)] in
C. glutamicum would mainly be due to the activity of operons ars/
and ars2, operon arsl being more crucial than ars2.

Gene dose effect of arsI and ars2 on resistance to arsenic in
C. glutamicum and E. coli strains. To confirm the involvement
of the ars] and ars2 operons in the resistance to arsenic, we
attempted to analyze the effect of the C. glutamicum arsl and
ars2 operons in several E. coli strains (heterologous comple-
mentation) or in C. glutamicum ArsB mutants by using the
multicopy bifunctional plasmids pECAS1 and pECAS2 (Table 1).
Resistance levels to arsenite for transformed and untrans-
formed E. coli and C. glutamicum strains are shown in Table 3.

As can be observed in Fig. 2, mutations in arsBI and arsB2
were clearly complemented by plasmid pECAS1 because
transconjugants of mutants C. glutamicum ArsB1, ArsB2, and
ArsB1-B2 were able to grow in up to 60 mM arsenite (Table 3;
Fig. 2) and in up to 500 mM arsenate (Table 3). When plasmid
pECAS2 was introduced into the C. glutamicum strains, a dif-
ferent behavior was observed (Table 3; Fig. 2); the control
strain RES167 and mutant ArsB2 were resistant up to 20 mM
arsenite, but the strains affected in the arsBI gene (mutants
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ArsB1 and ArsB1-B2) were resistant only up to 15 mM arsen-
ite. In conclusion, the presence of several copies (ca. 30 copies/
cell) of the ars! and ars2 operons not only complements the
respective arsBI and arsB2 mutations but also confers on C.
glutamicum hitherto undescribed levels of resistance to arsen-
ite.

Transformation of E. coli with plasmids pECASI1 and pECAS2
indicated that the ars mutation present in E. coli AW3110 was
clearly complemented by both the ars! and ars2 operons
(Table 3) whereas the resistance level of transformed E. coli
DHS5« and E. coli W3110 was only slightly increased (from 5 to
6 mM). Similar results were obtained when the transformed E.
coli strains were analyzed for arsenate resistance; the super-
sensitive strain AW3110 was complemented by both ars oper-
ons, and its resistance level to arsenate increased from 2 mM
to 20 mM.

Transcriptional analysis of the ars operons. The genetic
organization of the ars! and ars2 operons suggests that genes
arsB1-CI-CI1" and arsB2-C2 might be transcribed together and
divergently with the transcription of arsRI and arsR2, respec-
tively. To analyze this possibility, C. glutamicum cells were
grown in MMC to mid-exponential phase in the presence or
absence of 5 mM arsenite and total RNA was isolated and used
in Northern blot experiments.

As can be observed in Fig. 3, transcription of both operons
was induced in the presence of arsenite and transcription of
operon arsl was more efficient than that of operon ars2, cor-
roborating our earlier results with the insertional mutants. The
presence of transcripts of 2.4 kb and 1.1 kb when an internal
fragment from arsBI was used as probe (Fig. 3A) suggests that
arsB1-CI-CI1' is transcribed mainly as a single 2.4-kb polycis-
tronic unit and that the 1.1-kb transcript might correspond to
a transcript of the gene coding for the ArsB1 permease. When
an internal fragment from arsCI was used as probe (Fig. 3A),
the same 2.4-kb transcript was observed, as well as an addi-
tional 1.2-kb transcript corresponding to the dicistronic arsCI1-C1’
(Fig. 3A). Similar results were obtained when the internal frag-
ment from arsC1' was used as probe.

The transcriptional organization of the ars2 operon was very
similar, with a transcript of 1.5 kb (dicistronic arsB2-C2) when
an internal arsB2 fragment was used as probe (Fig. 3B) and
transcripts of 1.5 kb (dicistronic arsB2-C2) and 0.4 kb (mono-
cistronic arsC2) when an internal arsC2 fragment was used
(Fig. 3B).

To confirm the expression of both ars operons, RT-PCR was
performed using mRNA from cultures growing in the absence
or presence of 5 mM arsenite. As can be observed in Fig. 4,
arsBI, arsC1, and arsC1' were induced in the presence of this
compound. Similar results were obtained with the ars2 operon
(data not shown).

To quantify more precisely the level of expression of all the
genes probably involved in resistance to arsenic, Q-PCR anal-
ysis was performed with all nine genes described in this work
(arsR1, arsBl1, arsCl1, arsCl1', arsR2, arsB2, arsC2, arsB3, and
arsC4) by using specific primers (see Table S1 in the supple-
mental material). As can be observed in Table 4, the estimated
numbers of specific mRNA molecules for arsB3 and arsC4
were similar in the presence or absence of 5 mM arsenite
whereas a number of molecules of specific mRNA for arsR1I,
arsBI, arsC1, arsC1’', arsR2, arsB2, and arsC2 were clearly in-
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FIG. 3. Northern blot analysis of specific transcripts for arsB1, arsCI, arsC1' arsB2, and arsC2 from C. glutamicum. Total RNA (15 pg) was
isolated from C. glutamicum in the exponential phase (ODgy, = 1.5) in the absence (control) or presence of 5 mM arsenite, electrophoresed,
transferred to nylon filters, and hybridized with internal fragments of arsB1, arsC1, arsC1’, arsB2, and arsC2 obtained by PCR (dashed boxes) using
the primers described in Table S1 in the supplemental material. Size controls corresponding to the migration of bands in the gel are indicated.
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FIG. 4. Transcriptional analysis of arsBI-CI1-C1' by RT-PCR. Total
RNA isolated from C. glutamicum in the exponential phase (ODg, =
1.5) in the absence (lanes 1) or presence (lanes 2) of 5 mM arsenite was
used as the template in a reverse transcriptase reaction with primer
ars16 to generate cDNA and then amplified with primers (ars3/4,
ars13/14, and ars15/16) internal to each gene. A positive control using
C. glutamicum chromosomal DNA instead of cDNA was included
(lanes 3), as well as RT-PCR of the 16S rRNA (rRNA) using primer
rrn2 for the synthesis of cDNA and primers rrnl and rrn2 for PCR
amplification (see Table S1 in the supplemental material). DNA con-
tamination of the RNA samples was ruled out by performing PCR
directly on the RNAs (N).

duced in the presence of 5 mM arsenite. From the results of
this experiment, it is possible to conclude that the expression of
arsB3 and arsC4 is constitutive whereas the expression of the
rest of the genes is inducible by arsenite, the induction of both
regulatory genes (arsR1 and arsR2) being weaker than the rest
of the ars genes.

Promoter region analysis. Taking into account the above
results and the higher expression of the ars! operon (Fig. 3),
we checked for the presence of DNA fragments with promoter
activity upstream from arsBI or arsCI with a view to finding
new regulated promoters for use in corynebacterial expression
systems.

Plasmids pJMF-EP and pJMF-ER (containing the upstream
regions of arsB1 and arsCl, respectively) were transformed
into E. coli DHS5a, and transformants were able to grow in
Luria-Bertani broth containing 200 and 100 wg/ml of kanamy-
cin, respectively. This indicated that both DNA fragments
(ParsB1 and ParsCl) have promoter activity in E. coli, the
permease promoter being stronger than that of reductase.
Both promoter regions also showed promoter activity in C.
glutamicum when plasmids pGFP-EP and pGFP-ER (Table 1)
were present. Promoter activity in C. glutamicum was quanti-
fied by the level of green fluorescent protein, and as in E. coli,
ParsB1 was stronger than ParsCl; the expression of ParsBl
was clearly induced in the presence of 0.01 to 5 mM arsenite/
arsenate (Fig. 5), but no induction was observed in the case of
ParsCl. Because in many microorganisms, the ars operon is
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TABLE 4. Quantitative PCR of genes involved in arsenic resistance

o

Gene ! Ratio [+As(III)/— As(IID)]s
N + As(IIl)

arsR1 22.39 18.35 16

arsB1 26.70 21.35 121

arsC1 26.16 18.19 256

arsCI' 25.92 18.06 232

arsR2 23.12 19.07 17

arsB2 24.84 19.95 56

arsC2 23.12 16.33 111

arsB3 26.40 26.20 1.1

arsC4 24.28 23.68 1.5

“ C, is defined as the cycle at which fluorescence is determined to be statisti-
cally significant above background, being inversely proportional to the log of the
initial copy number; this value was calculated automatically by the ABI Prism
7000 SDS software.

b +As(IIT)/—As(I1I) ratio indicates the relative number of specific mRNA
molecules for each gene in the presence or absence of As(III). It was calculated
assuming that at the threshold points, the number of amplified DNA molecules
(N) in the presence or absence of arsenite would be the same as and proportional
to the initial number of RNA molecules (n), as follows: N = n x 2Ct.

induced by antimonite and bismuth (5, 36, 47), we studied the
possible effect of different elements or compounds such as
bismuth, antimonite, phosphate, phosphite, nitrates, or nitrites
on the induction of ParsB1 and no induction was observed in
any case.

Interestingly, 26 nucleotides upstream from the arsB1I gene,
a perfect inverted repeat (TGTCGATATT-N,,-AATATCGA
CA) was found. Similarly, 56 nucleotides upstream from the
arsB2 gene, another inverted repeat with a unique mismatch
(ATGTCCGTCA-Ng-TGACGCACAT) was also found. No sim-
ilar sequences were found upstream from any other ars genes by
using the Palindrome program (http://bioweb.pasteur.fr/seqanal
/interfaces/palindrome.html).

200000

180000 |
5
S 160000
3
2 140000 —
=
2 120000 -
@ | Asil
O 100000 —
5 OAsY
S 80000 —
=
B 60000 -
=
= 40000 1 -

= ] B

0+ — T T —
CONTROL 0.01 mM 0.1 mv I mM 5 mM

FIG. 5. The promoter of the arsB1 gene is induced in the presence
of arsenite or arsenate. C. glutamicum [pGFP-EP] was grown in the
presence of subinhibitory concentrations of arsenite (black bar) or
arsenate (empty bar). C. glutamicum [pEGNC] (Table 1) was used as
a negative control, and its fluorescence level was subtracted from all
the values obtained. In all cases, the fluorescence level of each sample
was divided by the ODy, of the sample. The values are the means of
four determinations, and the standard deviation is indicated on the bar
top. The fluorescence level ratio of green fluorescent protein/ODg,
was measured on a Biotek Sinergy HT fluorimeter.
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DISCUSSION

The C. glutamicum ars system confers resistance to arsenic
up to 12 mM As(III) and 500 mM As(V), and hence, C. glu-
tamicum is one of the most resistant microorganisms described
to date. This could be due to the presence of two functional ars
operons (ars! and ars2) and two accessory genes (arsB3 and
arsC4) described and analyzed here. The existence of two chro-
mosomal ars operons involved in arsenic resistance and an
additional arsenate reductase gene (arsC3) scattered throughout
the chromosome has also been described in P. putida (Fig. 1B)
(14), although the functionality of both operons was not studied.

An unusual characteristic of the arsI and ars2 operons of C.
glutamicum is the orientation of arsR; whereas in C. glutami-
cum, arsR (in both ars operons) was located upstream and in
the opposite orientation from arsBC, in most of the analyzed
bacteria, arsR was located in the same orientation as arsBC
(Fig. 1B). Another exception is A. ferrooxidans and Serratia
marcescens, where the chromosomal arsenic resistance operon
contains two clusters (arsCR-arsBH for A. ferrooxidans and
arsBC-arsRH for S. marcescens) which are transcribed in the
opposite direction (12). The possible significance of this par-
ticular gene organization remains unknown, but a divergent
expression could mean an independent or differential regula-
tion to optimize the adaptation of the microorganism to nutri-
tional or environmental changes (9). ArsRs from either
C. glutamicum, actinomycetes, or A. ferrooxidans do not have a
typical arsenite binding motif (CXCXXC) present in the ArsR
proteins from the E. coli plasmid R773.

Another structural difference between operons ars! and ars2
is the presence of an extra arsenate reductase gene (arsC1") in
operon arsl. It has been claimed that a single arsC was added
to the original ars operon (arsRB) when molecular oxygen
appeared in the atmosphere (46); subsequent horizontal gene
transfer in the evolution of arsenate reductases and sequence
divergence gave the distinct arsC classes that exist today (29).
However, a convergent evolution of the two mayor ArsC
branches cannot be discarded (40). Three families of arsenate
reductases have been described previously (40), and those en-
coded by genes found in the C. glutamicum arsl and ars2
operons (and also in C. efficiens, R. erythropolis, and Strepto-
myces coelicolor A3 [2]) belong to the group of Bacillus en-
zymes where arsenate reductases use thioredoxin and are sim-
ilar to protein tyrosine phosphatases but form a separate
subfamily (see Fig. S4 in the supplemental material). The ar-
senate reductase ArsC4 from C. glutamicum, together with the
ArsC4 from C. efficiens and ArsC from Corynebacterium diph-
theriae, seems to be more related to the R773 ArsC purified
from E. coli which requires reduced glutathione (GSH) and the
small thiol transfer protein glutaredoxin (Grx) for arsenate
reductase activity (23). The presence of two functional arsC
genes in the arsl operon from C. glutamicum is also intriguing,
although three arsC genes are present in the unique ars operon
of C. efficiens (accession number NC_004369) and R. erythropo-
lis (accession number NC_005073) (Fig. 1B), all of them be-
longing to the mycolata group and being the most arsenite-
resistant bacteria described to date (Table 2).

Genes encoding three hypothetical arsenite permeases were
located in the genome of C. glutamicum, being the only case
described up to date; permeases ArsB1 and ArsB2 are related
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to each other, whereas ArsB3 is phylogenetically more distant,
but all the permeases belong to the same clade (see Fig. S3 in
the supplemental material). The presence of multiple per-
meases could circumvent the absence of the oxyanion ATPase
(ArsA) described in the five-gene system (Fig. 1B). The ars4
gene was not found in the genome sequence of C. glutamicum,
and hence, the mechanism of arsenic resistance could be
driven by the ArsB permease, as has been described for several
other microorganisms. In some cases, heterologous cloning of
the arsA gene from E. coli resulted in increased resistance to
arsenite in Staphylococcus aureus, as previously described (8).

Insertional mutation of genes encoding the three arsenite
permeases found in the genome of C. glutamicum clearly indi-
cates that arsBI and arsB2 are involved in resistance to arsenite
but that insertional mutant C. glutamicum ArsB3 behaves like
the wild type. Nevertheless, Q-PCR analysis clearly indicates
that arsB3 is expressed constitutively and that it is considered
an accessory gene, like arsC4. The distinct level of transcription
of both arsI and ars2 operons, observed in RNA/DNA hybrid-
ization experiments, indicates that operon ars! is transcription-
ally more active than ars2. This was also confirmed when oper-
ons arsl and ars2 were introduced into C. glutamicum (Table 3).

Operons ars! (pECAS1) and ars2 (pECAS2) were also used
to transform E. coli strains, and the resulting transformed
strains were slightly more resistant to arsenite than the un-
transformed strains DH5« and W3110 (Table 3); operons ars/
and ars2 functionally replace the ars mutation of the supersen-
sitive E. coli strain AW3110, which increases the resistance
30-fold (Table 3). These results confirmed the functionality of
the arsl and ars2 operons from C. glutamicum in E. coli.

The theoretical binding site for ArsR overlaps with the pu-
tative —10 and —35 promoter regions of the arsB genes, and
both contain symmetric and nonidentical dyad sequences:
TGTCGATATT-N,,-AATATCGACA for arsBI and ATG
TCCGTCA-Ng-TGACGCcACAT for arsB2. Dyad sequences
have been found in multiple regulatory sites involved in the
binding of ArsR in E. coli (60) and Synechocystis (36). Induc-
tion of ParsB1 in the presence of As(III)/As(V) was demon-
strated when plasmid pGFP-EP was used in the reporter system;
however, antimonite [Sb(III)] was not able to induce pGFP-EP,
although all ArsR repressors so far described do respond to
Sb(I1I).

In conclusion, operons ars! and ars2 are involved in arsenic
resistance in C. glutamicum. Operon ars] seems to be the main
arsenic detoxification system according to different lines of
experimental evidence: (i) C. glutamicum ArsB1 is less resis-
tant to arsenite than mutant C. glutamicum ArsB2; (ii) RNA/
DNA hybridization experiments reveal a higher expression of
arsl than ars2; (iii) the arsenic-supersensitive mutant C. glu-
tamicum ArsB1-B2 transformed with the whole ars! operon
becomes resistant to 60 mM arsenite at five times the level of
resistance of the wild-type strain; and (iv) C. glutamicum
ArsB1-B2 transformed with operon ars2 becomes resistant to
15 mM arsenite at 1.25 times the level of resistance of C.
glutamicum.

ACKNOWLEDGMENTS

E. Ordonez, M. Letek, and N. Valbuena were the recipients of
fellowships from the Junta de Castillay Le6n (E.O.) and Ministerio de
Educacion y Ciencia (M.L. and N.V.). This work was supported by

APPL. ENVIRON. MICROBIOL.

grants from the Junta de Castilla y Le6n (LE 24/01 and LE 14/04) and
the Ministerio de Ciencia y Tecnologia (BIO 2002-03223).

Thanks are due to Barry Rosen (Detroit, Mich.) for providing E. coli
strains W3110 and AW3110 and to N. Skinner for correcting the
English version of the manuscript.

REFERENCES

. Abdrashitova, S. A., G. G. Abdullina, and A. N. Ilialetdinov. 1986. Role of
arsenites in lipid peroxidation in Pseudomonas putida cells oxidizing arsenite.
Mikrobiologiya 55:212-216.

2. Adham, S. A,, S. Rodriguez, A. Ramos, R. I. Santamaria, and J. A. Gil. 2003.
Improved vectors for transcriptional/translational signal screening in coryne-
bacteria using the melC operon from Streptomyces glaucescens as reporter.
Arch. Microbiol. 180:53-59.

3. Bachmann, B. J. 1972. Pedigrees of some mutant strains of Escherichia coli
K-12. Bacteriol. Rev. 36:525-557.

4. Bennett, M. S., Z. Guan, M. Laurberg, and X. D. Su. 2001. Bacillus subtilis
arsenate reductase is structurally and functionally similar to low molecular
weight protein tyrosine phosphatases. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:13577-
13582.

5. Bhattacharjee, H., J. Li, M. Y. Ksenzenko, and B. P. Rosen. 1995. Role of
cysteinyl residues in metalloactivation of the oxyanion-translocating ArsA
ATPase. J. Biol. Chem. 270:11245-11250.

6. Bierman, M., R. Logan, K. O’Brien, E. T. Seno, R. N. Rao, and B. E.
Schoner. 1992. Plasmid cloning vectors for the conjugal transfer of DNA
from Escherichia coli to Streptomyces spp. Gene 116:43-49.

7. Bobrowicz, P., R. Wysocki, G. Owsianik, A. Goffeau, and S. Ulaszewski. 1997.
Isolation of three contiguous genes, ACR1, ACR2 and ACR3, involved in
resistance to arsenic compounds in the yeast Saccharomyces cerevisiae. Yeast
13:819-828.

8. Broer, S., G. Ji, A. Broer, and S. Silver. 1993. Arsenic efflux governed by the
arsenic resistance determinant of Staphylococcus aureus plasmid pI258. J.
Bacteriol. 175:3480-3485.

9. Browning, D. F., C. M. Beatty, A. J. Wolfe, J. A. Cole, and S. J. Busby. 2002.
Independent regulation of the divergent Escherichia coli nrfA and acsP1
promoters by a nucleoprotein assembly at a shared regulatory region. Mol.
Microbiol. 43:687-701.

10. Bruhn, D. F., J. Li, S. Silver, F. Roberto, and B. P. Rosen. 1996. The arsenical
resistance operon of IncN plasmid R46. FEMS Microbiol. Lett. 139:149-153.

11. Butcher, B. G., S. M. Deane, and D. E. Rawlings. 2000. The chromosomal
arsenic resistance genes of Thiobacillus ferrooxidans have an unusual ar-
rangement and confer increased arsenic and antimony resistance to Esche-
richia coli. Appl. Environ. Microbiol. 66:1826-1833.

12. Butcher, B. G., and D. E. Rawlings. 2002. The divergent chromosomal ars
operon of Acidithiobacillus ferrooxidans is regulated by an atypical ArsR
protein. Microbiology 148:3983-3992.

13. Cai, J., K. Salmon, and M. S. DuBow. 1998. A chromosomal ars operon
homologue of Pseudomonas aeruginosa confers increased resistance to ar-
senic and antimony in Escherichia coli. Microbiology 144:2705-2713.

14. Canovas, D, I. Cases, and V. de Lorenzo. 2003. Heavy metal tolerance and
metal homeostasis in Pseudomonas putida as revealed by complete genome
analysis. Environ. Microbiol. 5:1242-1256.

15. Carlin, A., W. Shi, S. Dey, and B. P. Rosen. 1995. The ars operon of
Escherichia coli confers arsenical and antimonial resistance. J. Bacteriol.
177:981-986.

16. Cervantes, C., G. Ji, J. L. Ramirez, and S. Silver. 1994. Resistance to arsenic
compounds in microorganisms. FEMS Microbiol. Rev. 15:355-367.

17. Chen, C. M., T. K. Misra, S. Silver, and B. P. Rosen. 1986. Nucleotide
sequence of the structural genes for an anion pump. The plasmid-encoded
arsenical resistance operon. J. Biol. Chem. 261:15030-15038.

18. Diorio, C., J. Cai, J. Marmor, R. Shinder, and M. S. DuBow. 1995. An
Escherichia coli chromosomal ars operon homolog is functional in arsenic
detoxification and is conserved in gram-negative bacteria. J. Bacteriol. 177:
2050-2056.

19. Durand, P., L. Canard, and J. P. Mornon. 1997. Visual BLAST and visual
FASTA: graphic workbenches for interactive analysis of full BLAST and
FASTA outputs under MICROSOFT WINDOWS 95/NT. Comput. Appl.
Biosci. 13:407-413.

20. Ehrlich, H. L. 2002. Bacterial oxidation of As(III) compounds, p. 313-329. In
W. T. Frankenberger, Jr. (ed.), Environmental chemistry of arsenic. Marcel
Dekker Inc., New York, N.Y.

21. Endo, G., and S. Silver. 1995. CadC, the transcriptional regulatory protein of
the cadmium resistance system of Staphylococcus aureus plasmid pI258. J.
Bacteriol. 177:4437-4441.

22. Franklin, F. C., M. Bagdasarian, M. M. Bagdasarian, and K. N. Timmis.
1981. Molecular and functional analysis of the TOL plasmid pWWO from
Pseudomonas putida and cloning of genes for the entire regulated aromatic
ring meta cleavage pathway. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:7458-7462.

23. Gladysheva, T. B., K. L. Oden, and B. P. Rosen. 1994. Properties of the

arsenate reductase of plasmid R773. Biochemistry 33:7288-7293.

—_



VoL. 71, 2005

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31

32

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Gotz, F., J. Zabielski, L. Philipson, and M. Lindberg. 1983. DNA homology
between the arsenate resistance plasmid pSX267 from Staphylococcus xylosus
and the penicillinase plasmid pI258 from Staphylococcus aureus. Plasmid
9:126-137.

Gourdon, P., and N. D. Lindley. 1999. Metabolic analysis of glutamate
production by Corynebacterium glutamicum. Metab. Eng. 1:224-231.
Hanahan, D. 1983. Studies on transformation of Escherichia coli with plas-
mids. J. Mol. Biol. 166:557-580.

Hingston, J. A., C. D. Collins, R. J. Murphy, and J. N. Lester. 2001. Leaching
of chromated copper arsenate wood preservatives: a review. Environ. Pollut.
111:53-66.

Inoue, H., H. Nojima, and H. Okayama. 1990. High efficiency transformation
of Escherichia coli with plasmids. Gene 96:23-28.

Jackson, C. R., and S. L. Dugas. 2003. Phylogenetic analysis of bacterial and
archaeal arsC gene sequences suggests an ancient, common origin for arsen-
ate reductase. BMC. Evol. Biol. 3:18.

Jager, W., A. Schafer, A. Puhler, G. Labes, and W. Wohlleben. 1992. Ex-
pression of the Bacillus subtilis sacB gene leads to sucrose sensitivity in the
gram-positive bacterium Corynebacterium glutamicum but not in Streptomy-
ces lividans. J. Bacteriol. 174:5462-5465.

Ji, G., and S. Silver. 1992. Regulation and expression of the arsenic resis-
tance operon from Staphylococcus aureus plasmid pI258. J. Bacteriol. 174:
3684-3694.

Kalinowski, J., B. Bathe, D. Bartels, N. Bischoff, M. Bott, A. Burkovski,
N. Dusch, L. Eggeling, B. J. Eikmanns, L. Gaigalat, A. Goesmann, M.
Hartmann, K. Huthmacher, R. Kramer, B. Linke, A. C. McHardy, F. Meyer,
B. Mockel, W. Pfefferle, A. Puhler, D. A. Rey, C. Ruckert, O. Rupp, H. Sahm,
V. F. Wendisch, 1. Wiegrabe, and A. Tauch. 2003. The complete Corynebac-
terium glutamicum ATCC 13032 genome sequence and its impact on the
production of L-aspartate-derived amino acids and vitamins. J. Biotechnol.
104:5-25.

Kaneko, H., and K. Sakaguchi. 1979. Fusion of protoplasts and genetic
recombination of Brevibacterium flavum. Agric. Biol. Chem. 43:1007-1013.
Kieser, T., M. J. Bibb, M. J. Buttner, B. F. Chen, and D. A. Hopwood. 2000.
Practical Streptomyces genetics. The John Innes Foundation, Norwich, Conn.
Kumar, S., K. Tamura, 1. B. Jakobsen, and M. Nei. 2001. MEGA2: molec-
ular evolutionary genetics analysis software. Bioinformatics 17:1244-1245.
Lopez-Maury, L., F. J. Florencio, and J. C. Reyes. 2003. Arsenic sensing and
resistance system in the cyanobacterium Synechocystis sp. strain PCC 6803. J.
Bacteriol. 185:5363-5371.

Maciaszczyk, E., R. Wysocki, P. Golik, J. Lazowska, and S. Ulaszewski. 2004.
Arsenical resistance genes in Saccharomyces douglasii and other yeast species
undergo rapid evolution involving genomic rearrangements and duplica-
tions. FEMS Yeast Res. 4:821-832.

Martin, J. F., R. I. Santamaria, H. Sandoval, G. del Real, L. M. Mateos, J. A.
Gil, and A. Aguilar. 1987. Cloning systems in amino acid-producing coryne-
bacteria. Bio/Technology 5:137-146.

Mateos, L. M., A. Schafer, J. Kalinowski, J. F. Martin, and A. Puhler. 1996.
Integration of narrow-host-range vectors from Escherichia coli into the ge-
nomes of amino acid-producing corynebacteria after intergeneric conjuga-
tion. J. Bacteriol. 178:5768-5775.

Mukhopadhyay, R., and B. P. Rosen. 2002. Arsenate reductases in pro-
karyotes and eukaryotes. Environ. Health Perspect. 110(Suppl. 5):745-748.
Mukhopadhyay, R., B. P. Rosen, 1. T. Phung, and S. Silver. 2002. Microbial
arsenic: from geocycles to genes and enzymes. FEMS Microbiol. Rev. 26:
311-325.

Nakayama, K., K. Araki, and H. Kase. 1978. Microbial production of essen-
tial amino acid with Corynebacterium glutamicum mutants. Adv. Exp. Med.
Biol. 105:649-661.

Ochi, K. 1995. Phylogenetic analysis of mycolic acid-containing wall-chemo-
type IV actinomycetes and allied taxa by partial sequencing of ribosomal
protein AT-L30. Int. J. Syst. Bacteriol. 45:653-660.

ARSENIC DETOXIFICATION IN CORYNEBACTERIA

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

6215

Ohnishi, J., S. Mitsuhashi, M. Hayashi, S. Ando, H. Yokoi, K. Ochiai, and
M. Ikeda. 2002. A novel methodology employing Corynebacterium glutami-
cum genome information to generate a new L-lysine-producing mutant.
Appl. Microbiol. Biotechnol. 58:217-223.

Ramos, A., M. P. Honrubia, D. Vega, J. A. Ayala, A. Bouhss, D. Mengin-
Lecreulx, and J. A. Gil. 2004. Characterization and chromosomal organiza-
tion of the murD-murC-ftsQ region of Corynebacterium glutamicum ATCC
13869. Res. Microbiol. 155:174-184.

Rosen, B. P. 2002. Biochemistry of arsenic detoxification. FEBS Lett. 529:
86-92.

Rosen, B. P., H. Bhattacharjee, and W. Shi. 1995. Mechanisms of metal-
loregulation of an anion-translocating ATPase. J. Bioenerg. Biomembr.
27:85-91.

Rosenstein, R., K. Nikoleit, and F. Gotz. 1994. Binding of ArsR, the repres-
sor of the Staphylococcus xylosus (pSX267) arsenic resistance operon to a
sequence with dyad symmetry within the ars promoter. Mol. Gen. Genet.
242:566-572.

Ryan, D., and E. Colleran. 2002. Arsenical resistance in the IncHI2 plasmids.
Plasmid 47:234-240.

Santamaria, R. L, J. A. Gil, J. M. Mesas, and J. F. Martin. 1984. Charac-
terization of an endogenous plasmid and development of cloning vectors and
a transformation system in Brevibacterium lactofermentum. J. Gen. Micro-
biol. 130:2237-2246.

Santini, J. M., and R. N. vanden Hoven. 2004. Molybdenum-containing
arsenite oxidase of the chemolithoautotrophic arsenite oxidizer NT-26. J.
Bacteriol. 186:1614-1619.

Sato, T., and Y. Kobayashi. 1998. The ars operon in the skin element of
Bacillus subtilis confers resistance to arsenate and arsenite. J. Bacteriol.
180:1655-1661.

Schafer, A., J. Kalinowski, R. Simon, A. H. Seep-Feldhaus, and A. Puhler.
1990. High-frequency conjugal plasmid transfer from gram-negative Esche-
richia coli to various gram-positive coryneform bacteria. J. Bacteriol. 172:
1663-1666.

Schafer, A., A. Tauch, W. Jager, J. Kalinowski, G. Thierbach, and A. Puhler.
1994. Small mobilizable multi-purpose cloning vectors derived from the
Escherichia coli plasmids pK18 and pK19: selection of defined deletions in
the chromosome of Corynebacterium glutamicum. Gene 145:69-73.

Silver, S., and L. T. Phung. 1996. Bacterial heavy metal resistance: new
surprises. Annu. Rev. Microbiol. 50:753-789.

Snapper, S. B., R. E. Melton, S. Mustafa, T. Kieser, and W. R. Jacobs, Jr.
1990. Isolation and characterization of efficient plasmid transformation mu-
tants of Mycobacterium smegmatis. Mol. Microbiol. 4:1911-1919.

Suzuki, K., N. Wakao, T. Kimura, K. Sakka, and K. Ohmiya. 1998. Expres-
sion and regulation of the arsenic resistance operon of Acidiphilium multivo-
rum AIU 301 plasmid pKW301 in Escherichia coli. Appl. Environ. Microbiol.
64:411-418.

Tauch, A., A. Puhler, J. Kalinowski, and G. Thierbach. 2003. Plasmids in
Corynebacterium glutamicum and their molecular classification by compara-
tive genomics. J. Biotechnol. 104:27-40.

Wehmeier, L., O. Brockmann-Gretza, A. Pisabarro, A. Tauch, A. Puhler,
J. F. Martin, and J. Kalinowski. 2001. A Corynebacterium glutamicum mu-
tant with a defined deletion within the rp/K gene is impaired in (p)ppGpp
accumulation upon amino acid starvation. Microbiology 147:691-700.

Wu, J., and B. P. Rosen. 1993. Metalloregulated expression of the ars
operon. J. Biol. Chem. 268:52-58.

Wysocki, R., P. Bobrowicz, and S. Ulaszewski. 1997. The Saccharomyces
cerevisiae ACR3 gene encodes a putative membrane protein involved in
arsenite transport. J. Biol. Chem. 272:30061-30066.

Zegers, 1., J. C. Martins, R. Willem, L. Wyns, and J. Messens. 2001. Arsen-
ate reductase from S. aureus plasmid pI258 is a phosphatase drafted for
redox duty. Nat. Struct. Biol. 8:843-847.



ASBMVB

The Journal of Biological Chemistry

Supplemental Material can be found at:
http://www.jbc.org/cgi/content/full/M803209200/DC1

THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY VOL. 283, NO. 37, pp. 25706-25714, September 12, 2008
© 2008 by The American Society for Biochemistry and Molecular Biology, Inc.  Printed in the U.S.A.

Evolution of Metal(loid) Binding Sites in

Transcriptional Regulators™

Received for publication, April 28, 2008, and in revised form, June 12,2008 Published, JBC Papers in Press, June 30,2008, DOI 10.1074/jbc.M803209200

Efrén Ordéiez'', Saravanamuthu Thiyagarajan®’, Jeremy D. Cook®, Timothy L. Stemmler®, José A. Gil*,

Luis M. Mateos*, and Barry P. Rosen®”

From the *Departamento de Biologia Molecular, Area de Microbiologia, Facultad de Biologia-Ambientales, Universidad de Ledn,
24071 Ledn, Spain and the §Department of Biochemistry and Molecular Biology, Wayne State University, School of Medicine,

Detroit, Michigan 48201

Expression of the genes for resistance to heavy metals and
metalloids is transcriptionally regulated by the toxic ions them-
selves. Members of the ArsR/SmtB family of small metalloregu-
latory proteins respond to transition metals, heavy metals, and
metalloids, including As(III), Sb(III), Cd(II), Pb(II), Zn(II),
Co(II), and Ni(II). These homodimeric repressors bind to DNA
in the absence of inducing metal(loid) ion and dissociate from
the DNA when inducer is bound. The regulatory sites are often
three- or four-coordinate metal binding sites composed of cys-
teine thiolates. Surprisingly, in two different As(III)-responsive
regulators, the metalloid binding sites were in different loca-
tions in the repressor, and the Cd(II) binding sites were in two
different locations in two Cd(II)-responsive regulators. We
hypothesize that ArsR/SmtB repressors have a common back-
bone structure, that of a winged helix DNA-binding protein, but
have considerable plasticity in the location of inducer binding
sites. Here we show that an As(III)-responsive member of the
family, CgArsR1 from Corynebacterium glutamicum, binds
As(III) to a cysteine triad composed of Cys'®, Cys'®, and Cys®®.
This binding site is clearly unrelated to the binding sites of other
characterized ArsR/SmtB family members. This is consistent
with our hypothesis that metal(loid) binding sites in DNA bind-
ing proteins evolve convergently in response to persistent envi-
ronmental pressures.

Arsenic, a toxic metalloid, is currently and has always been
ranked first on the Superfund List of Hazardous Substances
(available on the World Wide Web), in part because of its envi-
ronmental ubiquity. As a consequence, nearly all organisms
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have genes that confer resistance to arsenic. Environmental
arsenic is sensed by members of the ArsR/SmtB family of met-
alloregulatory proteins (1-3). These winged helix repressor
proteins specifically bind to arsenic and other toxic metals.
Consequently, they control expression of genes involved in
arsenic biotransformation and efflux. For example, the ArsR
repressor encoded by Escherichia coli plasmid R773 binds to
the promoter region of its respective ars operon in the
absence of As(III) or Sb(III) (4). This homodimeric repressor
has the sequence Cys*?-Val-Cys®>*-Asp-Leu-Cys®” in the
DNA binding domain of each monomer (5, 6). The three
sulfur thiolates of the cysteine residues form a very specific
three-coordinate binding site for the trivalent metalloids
As(III) and Sb(III). Binding of metalloids to R773 ArsR is
presumed to induce a conformational change, leading to dis-
sociation from the DNA and hence derepression. The Staph-
ylococcus aureus CadC is a Cd(II)/Pb(I1)/Zn(II)-responsive
member of the ArsR/SmtB family that has four cysteine res-
idues in the inducer binding domain (7). Of these four cys-
teine residues, two come from one subunit, whereas the
other two come from the other subunit of the homodimer (8,
9). The position of this metal binding site in CadC is congru-
ent to that of the R773 ArsR but is formed between two
monomers. CadC also has a second type of metal binding site
(DXHX, ,HX,E) for Zn(II) at the dimer interface that is not a
regulatory site. This site, however, is identical to the regula-
tory Zn(II) site of SmtB from Synechococcus PCC 7942 (10).
Another member of the ArsR/SmtB family is the ArsR from
Acidithiobacillus ferrooxidans (AfArsR),® which has three
cysteine residues (Cys®®, Cys®®, and Cys'??) at the dimer
interface rather than in or near the DNA binding domain
(11). These three cysteine residues form a three-coordinate
or S, binding site for trivalent metalloids (12). Although both
the As(III) binding site of AfArsR and the Zn(II) binding site
of SmtB are at the C-terminal dimerization domain, the for-
mer is formed of three cysteine residues within a single sub-
unit (two sites per dimer), whereas the latter is formed by
four residues, two residues from one monomer and two from
the other. Thus, metal(loid) binding sites appear to arise by
convergent evolution, even in homologous proteins.

3 The abbreviations used are: AfArsR, ArsR from A. ferrooxidans; CgArsR, ArsR
from C. glutamicum; XAS, x-ray absorption spectroscopy; EXAFS, extended
x-ray absorption fine structure; bBBR, dibromobimane; o/p, operator/pro-
moter; MOPS, 4-morpholinepropanesulfonic acid.
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In the present study, we focused on two CgArsRs, which
regulate expression of the ars operons of Corynebacterium
glutamicum, and their arsenic binding properties. C. glu-
tamicum is a Gram-positive nonpathogenic rod-shaped soil
bacterium with high intrinsic resistance to arsenic. Analysis
of the arsenic resistance mechanisms in C. glutamicum
revealed the presence of two inducible ars operons (arsI and
ars2) that are located distant from each other in the chromo-
some (13). Expression of both operons is induced by arsenite.
Their repressors, CgArsR1 and CgArsR2, which are 66%
identical, both have three cysteine residues, two N-terminal
residues (Cys'® and Cys'®) that have no counterpart in any of
the other characterized members of the ArsR/SmtB family
and a third cysteine residue (Cys®®) that is near but not
within the putative DNA binding domain of the regulatory
proteins. The positions of these cysteine residues in the two
CgArsRs resemble those of CadC but appear to have arisen
independently. Homology modeling of CgArsR1 suggests
two As(III) binding sites, each of which is formed by Cys'®
and Cys'® from one subunit and Cys®® from the other sub-
unit. The results of in vivo and in vitro studies support this
hypothesis. Thus, CgArsR1 provides a fresh instance of con-
vergent and parallel evolution of metal(loid) binding sites
built on the framework of a common DNA-binding protein.

MATERIALS AND METHODS

Strains, Media, and Reagents—Escherichia coli cells were
grown in LB medium at 37 °C. C. glutamicum was grown in
Tryptone soya broth (or Tryptone soya broth with 2% agar
added) at 30 °C (14). Media were supplemented with 100 ug/ml
ampicillin, 25 pg/ml kanamycin, 12.5 pug/ml tetracycline, or 25
pg/ml chloramphenicol (8 ug/ml for C. glutamicum), as
required. E. coli strain Top 10 (Invitrogen) was used for plasmid
construction and mutagenesis, strain BL21(DE3) (Novagen,
Madison, WI), was used for protein expression analysis and
strain S17-1 (13) as the donor in conjugation assays. Bacterial
growth was monitored as Ay ,,,- All reagents were obtained
from commercial sources.

Construction of Strains and Plasmids and Mutagenesis—For
CgArsR1 and CgArsR2 expression in E. coli, plasmids
pETArsR1 and pETArsR2 were constructed; in both plasmids,
the arsR genes were under control of the T7 promoter and fused
to a C-terminal His tag. Cysteine mutants were constructed
with these plasmids.

For in vivo reporter gene expression, a C. glutamicum host
strain lacking the two chromosomal ars operons, including
arsR1 and arsR2, was constructed. This strain, termed 2Aars,
was made for incorporation of wild type arsRI and seven
mutants in single copy at the original position on the chro-
mosome based on the use of the mobilizable plasmid
pK18mob (15). A bifunctional plasmid containing the origi-
nal regulatory region from the main operator/promoter site
of the arsl operon (o/p) fused in the arsB direction to the
egfp2 reporter gene were used for further in vivo analysis.
The methods for strain and plasmid construction and for
construction of mutants are given in the supplemental
materials.

SEPTEMBER 12, 2008 +VOLUME 283 +NUMBER 37

Purification of Wild Type and Mutant CgArsRs—E. coli
BL21(DE3) bearing pETarsR1, pETarsR2, or the seven arsR1
mutants were cultured and induced with 0.3 mm isopropyl 8-p-
1-thiogalactopyranoside. Cells were harvested, washed once
with a buffer consisting of 50 mm MOPS-KOH, pH 7.5, contain-
ing 20% (v/v) glycerol, 0.5 M NaCl, 20 mm imidazole, and 10 mm
2-mercaptoethanol (buffer A) and suspended in 10 ml of buffer
A/g of cells. The cells were lysed with a French press at 20,000
p.s.i. with the addition of diisopropyl fluorophosphate (2.5 ul/g)
and further centrifugation (150,000 X g for 1 h). The superna-
tant was loaded onto a Ni(II)-nitrilotriacetic acid column pre-
equilibrated with buffer A at a flow rate of 0.5 ml/min. The
column was washed with 150 ml of buffer A, followed by elution
with 60 ml of buffer A containing 0.2 M imidazole. The eluted
protein was concentrated with a 10 kDa cut-off Amicon Ultra-
centrifugal filter (Millipore Corp., Billerica, MA) and further
purified by gel filtration using Superdex 75 (Amersham Bio-
sciences) in a45 X 1.5-cm column with a total bed volume of 80
ml. The protein was eluted with a buffer consisting of 50 mm
MOPS-KOH, pH 7.5, 0.5 M NaCl, 20% (v/v) glycerol, 0.2 mm
EDTA, and 2 mwm dithiothreitol at a flow rate of 0.3 ml/min.
CgArsR1 was identified by SDS-PAGE (16). Fractions contain-
ing wild type and mutant proteins were concentrated by ultra-
filtration centrifugation. Protein concentrations were esti-
mated by the method of Bradford (17) or by determining the
A,eo nm using a calculated extinction coefficient of 1615 cm ™ *
(18).

Cross-linking Assays—Dibromobimane (bBBr) (Invitrogen)
cross-linking was performed as described (8). CgArsR1 was
reduced in the presence of 2 mwm tris(2-carboxyethyl) phos-
phine on ice for 30 min. Reductants were removed by dialysis
prior to the assay. Purified CgArsR1 (30 uM, except for C15S,
which was 100 um) was incubated with a 3-10-fold molar
excess of bBBr. Samples were analyzed by SDS-PAGE using
16% gels. The gels were visualized under UV, ., light and
then stained with Coomassie Blue.

X-ray Absorption Spectroscopy (XAS)—Purified wild type
and mutant CgArsR1 at 4 mm concentration were incubated on
ice for 90 min with 2—-3 mm sodium arsenite in a buffer consist-
ing of 50 mm MOPS-KOH, pH 7.5, and 0.5 m NaCl. Glycerol,
30% (v/v) final concentration, was added, and arsenic-loaded
protein was injected into Lucite cells covered with Kapton tape.
Sample cells were flash-frozen in liquid nitrogen. XAS data
were collected at the Stanford Synchrotron Radiation Labora-
tory on beamline 9-3 in a manner previously described (12).
Data reduction and analysis was performed using the EXAF-
SPAK software suite (available on the World Wide Web). Prior
to data reduction and averaging, each fluorescence channel of
each scan was examined for spectral anomalies. Published XAS
spectra represent the average of five scans. Data reduction
involved fitting the pre-edge spectral region with a second
order polynomial and the EXAFS region with a cubic spline
constructed of three regions. Following spline subtraction,
EXAFS data were converted into k space using an E, at 11,885
eV. The k* weighted EXAFS was truncated at 13.0 A~ (due to
monochromator glitches at higher k), Fourier-transformed,
and simulated. The final published fitting results are from anal-
ysis of the raw unfiltered data. Data were fit using single scat-
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tering amplitude and phase functions generated using the Feff
7.2 for theoretical model generation (19). Single scattering Feff
models were calculated for oxygen, sulfur, and arsenic coordi-
nation to simulate arsenic-nearest neighbor ligand scattering.
Values for the scale factor (Sc) and E,, obtained previously from
fitting crystallographically characterized arsenic models com-
pounds, were equal to 0.98 and —10, respectively (20). During
the fitting analysis, the scale factor and E, were fixed. The coor-
dination number was fixed but manually varied at half-integer
values. Values for the bond length and Debye-Waller factor
were allowed to vary freely. The lowest mean square deviation
between data and fit, corrected for the number of degrees of
freedom (F’), was used to judge best fit EXAFS simulations and
to justify the addition of supplemental interactions within the
simulation.

DNA Footprinting—DNA footprinting was performed as
described (12). Complementary DNA primers in which one was
labeled at the 5'-end with WellRED D3 fluorescence dye (Inte-
grated DNA Technologies, Coralville, IA), as indicated, were
used to amplify the C. glutamicum ars1 o/p) region. Two pairs
of primers were used, one for determining the arsRB direction,
and the other for the arsBR direction. After optimization, a high
molar excess of CgArsR1 was added at room temperature for 30
min. As a negative control, 5 uM bovine serum albumin was
used in place of CgArsR. The samples were loaded into 96-well
plates and assayed with a CEQ 2000XL DNA sequencer (Beck-
man Coulter, Fullerton, CA). The data were analyzed with CEQ
2000 fragment analysis software.

DNA Mobility Shift Assays—DNA mobility shift assays were
performed as described (21). Two probes corresponding to the
arsR-arsB intergenic region from operon arsl (igR1B1) and
ars2 (igR2B2) were PCR-amplified from C. glutamicum
ATCC13032 chromosomal DNA.

DNA Binding by Fluorescence Anisotropy—DNA binding
studies by fluorescence anisotropy were performed as
described (12) using a Photon Technology International spec-
trofluorimeter fitted with polarizers in the L format. Comple-
mentary 30-mer oligonucleotides, one of which was labeled at
the 5'-end with carboxyfluorescein, were synthesized (Inte-
grated DNA Technologies, Inc.) based on the DNA footprint-
ing results. Wild type or mutant CgArsR1s were titrated with
0.4 ml of 30 nMm fluorescein-labeled ars1 o/p DNA. Changes in
anisotropy were calculated after each addition using the sup-
plied Felix32 software. To measure DNA dissociation of
CgArsR1 upon binding to As(III)/Sb(III), 30 nm carboxyfluo-
rescein-labeled DNA was saturated with 10 uMm wild type or
mutant CgArsR1. CgArsR1 was treated with methyl methane-
thiosulfonate to modify the cysteine thiolates to -S-S-CH,. Dis-
sociation of CgArsR1 was induced by the addition of varying
amounts of As(III) or Sb(III).

RESULTS

CgArsR1 and CgArsR2 Have Atypical Metalloid Binding
Sites—A structure-based multiple alignment of CgArsR1 and
CgArsR2 with other ArsR homologues and CadC was per-
formed using the structure of CadC (9) (Fig. 14). CgArsR1 and
CgArsR2 are 66% identical to each other and exhibit high sim-
ilarity to other members of the ArsR/SmtB family. Notably,

25708 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

both CgArsR1 and CgArsR2 lack the typical Cys**-Cys>*-Cys®”
three-coordinate As(III) binding site of the well characterized
R773 ArsR. They also lack the Cys®*-Cys®®-Cys'®> As(III) bind-
ing site of AfArsR (12). CadC binds Cd(II) in a four-coordinate
binding site composed of four cysteine residues. CadC has a
second, nonregulatory four-coordinate Zn(II) binding site
composed of residues Asp'®' and His'*® from one monomer
and His''*" and Glu''”" from the other monomer. The two
CgArsRs lack the acidic and histidine residues of those sites as
well. How do these ArsRs respond to environmental As(III),
and where are the metalloid binding sites? Although they lack
the binding sites identified in homologous metalloregulators,
they have three cysteine residues, Cys'®, Cys'®, and Cys®” that,
from the alignment, do not correspond to metal(loid) ligands of
homologues. From the structure-based alignment with CadC, a
homology model of CgArsR1 was constructed (Fig. 1B). Like
CadC, CgArsR1 has a putative helix-turn-helix DNA binding
domain consisting of a4 and a5. In CadC, the Cd(II) binding
domain is composed of Cys>® and Cys®® in a4 of one subunit
and Cys” and Cys'' from the N-terminal region of the other
subunit. Although CgArsR1 has no corresponding cysteine res-
idues, Cys®® is proposed to be located just before a4, and Cys*®
and Cys'® are in al. Either Cys'® or Cys'® can be positioned
close enough to Cys®® to form a two-coordinate complex with
As(IID). Since the side chains of Cys'® or Cys'® would face in
opposite directions, the a1l helix would have to be unraveled
from the N-terminal end to allow them to form a three-coordi-
nate complex with Cys®® (Fig. 1C). Our working hypothesis,
therefore, is that these three cysteine residues form a three-
coordinate As(Ill) binding site, where Cys'® and Cys'® come
from one subunit and the Cys®> comes from the other. The
experiments below were designed to test that hypothesis.

The As(1ll) Binding Site in CgArsR1 Is Composed of Three
Sulfur Thiolates—Binding of As(IIl) and the geometry of the
binding site was analyzed by XAS. Near edge x-ray absorption
fine structure analysis indicates that arsenic in purified wild
type CgArsR1 is stably bound as As(III) (data not shown). The
observed value for the first inflection point energy is 11,866 eV,
consistent with the observed values for As(III) binding sites
(20). Simulation analysis of the EXAFS data for CgArsR1 was
best fit with a single nearest neighbor ligand environment con-
structed with only three sulfur atoms (Fig. 2, A and B). The
average bond length of arsenic-sulfur was calculated to be 2.25
A. Attempts to simulate these data with a mixed sulfur and
oxygen nearest neighbor environment were unsuccessful.
These results are consistent with an As(III) binding site com-
posed of the sulfur thiolates of Cys*®, Cys*®, and Cys>* (Fig. 2C).

Contribution of CgArsR1 Cysteine Residues to Metalloregula-
tion in Vivo—To examine whether Cys'®, Cys'®, and Cys®® are
involved in As(IIl) sensing in vivo, the double ars operon-de-
leted 2Aars was constructed. In an additional step, wild type and
mutant copies of the arsRI gene were integrated into the
chromosome of C. glutamicum 2Aars at the same position of
the original arsl operon, creating strains encoding wild type
ArsR1 (2Aarswt) and variants C15S, C16S, C55S, C15S/C16S,
C15S/C55S, C16S/C55S, or C15S/C16S/C55S. These strains
were used as host for the bifunctional mobilizable plasmid
pECGEFPars, which contains the original arsl o/p regulatory
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FIGURE 1. Multiple alignment of CgArsR homologues and homology modeling. A, representative ArsR homologues (accession numbers in parentheses) are
from plasmid pl258 CadC (P20047), Synechocystis sp. PCC 7942 SmtB (P30340), plasmid R773 ArsR (P15905), C. glutamicum CgArsR1 (YP_225794) and CgArsR2
(NP_599514), A. ferrooxidans AfArsR (AAF69241), and Mycobacterium tuberculosis H37Rv CmtR (NP_216510). The structure-based multiple alignment was
calculated using 3DCoffee (Pubmed ID 15201059). B, modeling of As(lIl)-free CgArsR was performed with SWISS-MODEL (Pubmed ID 12824332) (26), using the
crystal structure of CadC (9) as template. The two monomers are colored in purple (subnunit a) and green (subunit b), respectively. The cysteines are shown in
ball-and-stick models. The DNA binding domain is a4-turn-a.5. The model was drawn using PyMOL (27). The side chain sulfur atoms of Cys'®, Cys'6, and Cys>®
are shown as yellow spheres. C, binding is proposed to occur in two steps: 1) As(lll) (blue sphere) binds first to the thiolates of Cys® of one subunit and either Cys'®
or Cys'® (shown here for only Cys'®) in a1 of the other subunit, forming a low affinity S,0 site, and 2) the end of a1 unravels to allow the adjacent cysteine
residue to become the third ligand to As(lll), forming a high affinity S; site. The model of the As(lll)-bound form was built by manually adjusting the N termini

so that the geometry of As(lll) coordination derived from the EXAFS results.

region fused in the arsB direction to the reporter gene egfp2 (a
variant of gfp) that has been commonly used for expression
analysis in corynebacteria.

Cells of C. glutamicum lacking the two ars operons had con-
stitutive GFP expression (Fig. 3). Cells with wild type arsRI
expressed egfp2 at repressed levels in the absence of metalloid,
and the addition of either As(III) or Sb(III) induced expression.
As(III) induced well at 10 um. Sb(III) is not taken up very well by
C. glutamicum and is therefore not as effective as an inducer as
As(III). Even so, Sb(IIT) induced more at 30 uM than at 10 um.
All of the C. glutamicum strains containing the single (C15S,
C168S, and C55S), double (C15S/C16S, C15S/C55S, and C16S/
C55S), or triple (C15S/C16S/C55S) arsRI mutants repressed
the egfp2 expression, demonstrating that the mutant ArsR1s
were capable of binding to the arsI o/p. In contrast, no induc-
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tion was observed with any of the mutants, suggesting that they
do not dissociate from the DNA in the presence of As(III) (Fig.
3A) or Sb(III) (Fig. 3B). These results are consistent with the
hypothesis that each of the three cysteine residues contributes
to the inducer binding site.

DNA Binding Properties of CgArsRI and CgArsR2 and Contri-
bution of Cysteine Residues to Metalloregulation in Vitro—To
examine the DNA binding properties of CgArsRs and the con-
tribution of cysteine residues to metalloid-induced dissociation
from the DNA, protein-DNA interactions were analyzed in sev-
eral ways. First, binding was examined by DNA mobility shift
assays. In the two C. glutamicum ars operons, the gene organi-
zation is different from the R773 arsRDABC in that the corre-
sponding arsRs genes are expressed divergently from the other
ars genes. The ability of CgArsR1 and CgArsR2 to bind to their
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FIGURE 2. EXAFS and Fourier transforms of CgArsR1 XAS data. EXAFS spectra of CgArsR1 with bound As(lll) (A) and the corresponding Fourier transform (B)
are shown as dashed lines, with the simulations of EXAFS and FT data shown as solid lines. A schematic representation of the putative coordination environment
in CgArsR1 is shown in C. Sample preparation was as described under “Materials and Methods.”

own ars intergenic regulatory DNA (in cis) and also their ability
to bind to the other ars intergenic DNA (in trans) were deter-
mined. In both cases, bands corresponding to the amplified
intergenic regions from either arsi (igR1B1) (Fig. 4) or ars2
(igR2B2) (data not shown), respectively, were retarded by either
CgArsR1 or CgArsR2. These probes were 150 bp (igR1B1) and
180 bp (igR2B2) and contained a portion of the arsR gene as well
as the sequence past —70. As shown below, this probe has two
sequences that footprint with CgArsR1, but only the upstream
sequence binds with low affinity and should not affect DNA
mobility in this assay. Instead, the slight differences in mobility
can be attributed to increasing concentrations of repressor.
Either repressor bound to either promoter site, despite the fact
that they have different palindromic sequences in their inter-
genic regions. Since both repressors appeared to have similar
binding abilities, subsequent biochemical analysis was per-
formed with only CgArsR1.

Second, to examine DNA binding properties in more detail,
the sequence in the intergenic region between the arsR1 and
arsB1 genes to which CgArsR1 binds was determined by DNase
I footprinting (Fig. 5). CgArsR1 were observed to bind to two
regions of 30 base pairs, from —7 to —37 bp and —47 to —77,
each numbered relative to the start of arsB.

DNA binding was further analyzed by fluorescence anisot-
ropy (Fig. 6) Double-stranded oligonucleotides of 30 bp, each
corresponding to the —7 to —37 and —47 to —77 sequences,
were labeled with carboxyfluorescein for anisotropy measure-
ments. The free probes tumble rapidly in solution and hence
have relatively low optical anisotropy. Binding of CgArsR1 and
hence the emitted light is partially polarized. Dissociation of the
repressor from the DNA reverses the increase in polarization.
CgArsR1 bound strongly to the —7 to —37 probe (Fig. 6A).
Despite the footprinting results, CgArsR1 bound only weakly to
the —47 to —77 probe. It is possible that binding of the repres-
sor to the —7 to —37 region cooperatively increases binding to
the —47 to —77 region. Wild type CgArsR1 bound to the —7 to
—37 probe with an apparent affinity of 0.15 um. Each single,
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double, and triple cysteine mutant bound to the —7 to —37
probe, although with reduced affinity ranging from 0.5 to 2 um.
When the cysteine residues in wild type CgArsR1 were chemi-
cally modified with methyl methanethiosulfonate, the affinity
of the modified repressor was similar to that of the cysteine
mutants. These results demonstrate that none of the cysteine
residues is required for binding to arsI o/p DNA.

The effect of binding of As(III) (Fig. 6B) or Sb(III) (Fig. 6C) on
dissociation of the repressor from the arsl o/p DNA was
assayed by fluorescent anisotropy. Wild type CgArsR1 exhib-
ited half-maximal dissociation at 0.15 mm As(III). The concen-
tration of Sb(III) required for half-maximal dissociation was
~10 pm. For unexplained reasons, the addition of reduced glu-
tathione increased the apparent affinity for As(III) but not
Sb(III). In contrast to the in vivo results (Fig. 3), Sb(III) was
more effective in vitro than As(III). This may represent rela-
tively poor uptake of Sb(II) in vivo compared with As(III).
However, none of the single, double, or triple mutants dissoci-
ated from the DNA with concentration of As(III) or Sb(III) as
high as 1 mM. These data indicate that each of the three cysteine
residues is necessary for dissociation from the DNA and hence
derepression.

Cys'® and Cys*® from One Subunit Are in Proximity of Cys>®
in the Other Subunit—In CadC, the Cd(II) binding site is com-
posed of two cysteine residues from the N-terminal region of
one subunit and two cysteine residues from o4 of the DNA
binding domain of the other subunit of the homodimer (9). In
the homology model of CgArsR1 built on the CadC structure,
the three-coordinate As(III) binding site is proposed to consist
of Cys'® and Cys'® from one subunit and Cys®” from the other
(Fig. 1C). A testable prediction of that model is that the thiolates
of either Cys'® or Cys'® should be close enough to the thiolate of
Cys® to cross-link with a bifunctional thiol reagent, such as
bBBr, which forms a fluorescent adduct following reaction with
two thiolates that are within 3— 6 A of each other (22). If so, then
the homodimer would not dissociate upon SDS-PAGE follow-
ing bBBr treatment. Purified wild type CgArsR1 migrated as a
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FIGURE 3. In vivo regulation of egfp2(gfp) expression from the arsB promoter using CgArsR1 and the
seven Cys mutants in the presence or absence of As(l11) or Sb(lll). Construction of C. glutamicum 2Aars,
further integration of arsR1 derivatives, mobilization of the reporter gene (gfp), sample preparation, and
fluorescence measurements were performed as described under “Materials and Methods.” Strains C.
glutamicum 2Aars (Control), 2Aars containing the arsR1 integrated (2Aarswt; WT), and the single (C15S,
C16S, and C55S), double (C155/C16S, C155/C55S, and C16S/C55S), or triple (C155/C16S/C55S) arsR1
mutant integrated were analyzed in the absence of arsenite (left bars) or the presence of 10 uM (middle
bars) or 30 um (right bars) As(lIll) (A) or in the absence (left bars) or presence of 10 um (middle bars) or 30 um

(right bars) Sb(lll) (B).

monomer on SDS-PAGE (Fig. 7A, lane 2). Following treatment
with bBBr, a portion of the protein migrated as a fluorescent
dimer (Fig. 7, A and B, lanes 1). The band corresponding to the
monomer was also fluorescent, which could result from bimane
adduct formation between Cys'® and Cys'® from the same
monomer or from formation of bimane adducts between cys-
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&2

locations in their respective struc-

6_,9 63% tures (3, 12, 25) (Fig. 8). These

b\"‘ q’\b inducer binding sites can be located
c;\ 43\’\ either near the DNA binding
N domain, such as found in R773 ArsR

¢

or CadC, or near the C-terminal
dimer interface, as in SmtB, CmtR,
or AfArsR. For softer metals and
metalloids, such as As(III), Sb(III),
and Cd(II), the binding sites are
composed of three or four cysteine
residues for As(IIl) or Cd(II). For
harder metals, such as the Zn(II)
binding site of SmtB and CadC, car-
boxylate oxygens and imidazole
nitrogens form the sites. Moreover,
the binding sites are in some repressors composed of residues
within a single subunit (R773 ArsR or AfArsR) or sometimes
between subunits of the homodimer (CadC, SmtB, or CmtR).
Finally, the metal(loid) binding ligands are frequently located at
the beginning or end of helices, where unraveling these helices
may induce dissociation of the repressor from the operator/
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FIGURE 4. Electrophoretic mobility shift assays of CgArsR-DNA bind-
ing. TheigR1B1 PCR-amplified band (150 bp) was assayed in the presence
(+) or absence (—) of CgArsR1 or CgArsR2 at the indicated concentrations
of protein. In each case, a retarded band was observed upon PAGE using a
10% nondenaturating gel when the repressor protein was present.

promoter DNA. Ends are preferred, because it would undoubt-
edly take more energy to break the helix if they were located in
the middle.

However, that reasoning is based on only a small number of
examples from the thousands of homologous sequences in data
bases. For that reason, we characterized two other members of
the ArsR/SmtB family encoded by the two ars operons of C.
glutamicum (13). As(IlI) induces gene expression in cells of C.
glutamicum, justifying their designations as As(III)-responsive
repressors CgArsR1 and CgArsR2. It was clear from the struc-
ture-based alignment that they lack the As(III) binding sites of
the other two known As(III)-responsive repressors from plas-
mid R773, which has an S; site in the DNA binding site, and A.
ferrooxidans, which has an S site in the C-terminal dimeriza-
tion domain.

From the near edge x-ray absorption fine structure results,
CgArsR1 also binds As(III), and the EXAFS shows thatitisan S,
site. Since CgArsR1 has only three cysteine residues, Cys'>,
Cys'®, and Cys®®, these are the logical candidates for the S, site.
Consistent with this idea, mutations in any of the three resulted
in loss of As(III) responsiveness in vivo and loss of dissociation
from the ars operator/promoter DNA in vitro. The CgArsR1
model suggests that the S; site is formed intermolecularly
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FIGURE 5. DNA footprinting. A, DNase | footprinting was performed as described under “Materials and Methods” using WellRED D3 dye-labeled double-
stranded DNA. The sizes of major fragments in nucleotides are shown at the top of the peaks. The sequences bound to CgArsR1 are shown between the arrows.
The positions —7, —37, —47,and —77 indicate nucleotides upstream of the start of the arsB gene. B, the sequence of the double-stranded DNA is shown with
the binding sequences boxed. The highlighted sequences indicate a palindromic repeat in the intervening region between the arsR and arsB genes of the ars1

operon. The start sites of the arsR and arsB genes are indicated.
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FIGURE 6. CgArsR1 binding to DNA assayed by fluorescence anisotropy.
DNA binding assays were performed as described under “Materials and Meth-
ods.” A, fluorescently labeled double-stranded DNA was titrated with the indi-
cated concentrations of wild type CgArsR1 (@), methyl methanethiosulfon-
ate-modified wild type CgArsR1 (A), C15S (O), C16S (V¥), C555(A), C155/C16S
(M), C15S/C55S (), C16S/C55S (), C155/C16S/C55S (#), and wild type
CgArsR1 preincubated with 0.3 mm sodium arsenite (V). B, double-stranded
DNA with bound wild type CgArsR1 was titrated with the indicated concen-
trations of sodium arsenite without GSH in the assay buffer (®) and with 2 mm
GSH (O), C16S (¥), or methyl methanethiosulfonate-modified wild type
CgArsR1 (A) titrated with the indicated concentrations of sodium arsenite.
C, double-stranded DNA with bound wild type CgArsR1 (@), CgArsR1 with 2
mm GSH (O), or C16S (V) titrated with the indicated concentrations of potas-
sium antimonyl tartrate.
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FIGURE 7. Reaction of CgArsR1 with dibromobimane. Wild type CgArsR1
(lanes 1 and 2) and single mutants C15S (lanes 3 and 4), C16S (lanes 5 and 6),
and C55S (lane 7 and 8) were analyzed by SDS-PAGE on 16% polyacrylamide
gels with (lanes 1, 3, 5, and 7) or without (lanes 2, 4, 6, and 8) reaction with
dibromobimane. The gels were stained with Coomassie Blue (A) and visual-
ized on a transilluminator for fluorescence (B). The positions of the 13-kDa
monomer and 26-kDa dimer are indicated by the arrows.

FIGURE 8. Location of metal(loid) binding sites in ArsR/SmtB repressors. Met-
al(loid) binding sites in members of the ArsR/SmtB family of repressor proteins
are shown on a surface model of the CadC aporepressor structure either by col-
oring CadC residues corresponding to each binding site as identified from the
structure-based alignment (Fig. 1A4) or, in the case of CmtR, by overlaying the two
structures. The S5 As(lll) binding site of the R773 ArsR (red) formed within each
monomer overlaps with the corresponding S, Cd(ll) binding site of CadC (yellow)
formed between the N terminus of one subunit and the DNA binding domain of
the other subunit. Zn(ll) binding sites of CadC and SmtB (cyan) formed between
the antiparallel C-terminal a6 helices also overlap. The S; binding sites of CgArsR1
(green), CmtR (blue), and AfArsR (purple) are at a variety of locations distributed
over the surface of the repressor.

between Cys'® and Cys'® in a1 and Cys>®, which is located just
before a4 of the helix-turn-helix DNA binding domain. This is
reminiscent of the S, Cd(II) binding site of CadC, but none of
the cysteine residues in CgArsR1 align with those in CadC.
Thus, it is highly likely that the As(III) binding site in CgArsR1
evolved independently of the As(III) binding sites in R773 ArsR
or AfArsR or the Cd(II) binding sites of CadC or CmtR.

As discussed above, we have noted that the metal(loid) bind-
ing site in each of these repressors has ligands that are located
near the start or end of an « helix and have suggested that
unraveling of a helix from one end is involved in the conforma-

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 25713

6002 ‘0z |udy uo uoa Jo Alun 1e 610°9q MMM WOoJ) papeojuUMod



ASBVB

The Journal of Biological Chemistry

A Novel Arsenic Binding Site in the C. glutamicum ArsR Repressor

tional change that dissociates the repressor from its cognate
DNA sequence. We propose that this is the mechanism of dere-
pression in CgArsR1. Although recognizing that a homology
model is not a structure, it predicts that Cys'®> and Cys'® are
close enough to Cys®® to simultaneously coordinate to As(III),
and the bBBr cross-linking results support that idea. How do
they form a three-coordinate binding site? Cys'® and Cys'® are
a vicinal cysteine pair, which should form one of the strongest
types of As(III) binding sites. However, they are predicted to be
at the beginning of al (Fig. 1C), and their thiolates cannot
approach each other closely enough to bind As(III) two-coor-
dinately. We propose that Cys®* and either Cys'® or Cys'® first
bind As(III) in a weak complex. This is followed by unraveling
the beginning of al, exposing the third thiolate, which then
completes the high affinity As(III) binding site and dissociation
of CgArsR1 from the DNA.

In summary, the identification of a third As(IlI)-responsive
repressor in which the inducer binding site is different from
that of R773 ArsR, AfArsR, CadC, SmtB, or CmtR supports our
hypothesis that the binding sites are the result of independent
and recent evolutionary events. Just as animals have a body plan
of bilateral symmetry, these repressors are built using a preex-
isting scaffold of an ancestral winged helix DNA binding pro-
tein. Just as animals such as birds, bats, flying squirrels, and
flying fish evolved wings convergently, so too have the inducer
binding sites of ArsR/SmtB homologues evolved in diverse
locations on the surface of the protein in response to environ-
mental pressures by spatial positioning of residues to form
three- or four-coordinate metal(loid) binding sites (Fig. 8).
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analysis

We identified the first enzymes, which use
mycothiol and mycoredoxin in a thiol/disulfide
redox cascade. The enzymes are two arsenate
reductases from Corynebacterium glutamicum
(Cg_ArsC1 and Cg_ArsC2), which play a key
role in the defence against arsenate. In vivo
knockouts showed that the genes for Cg_ArsC1
and Cg_ArsC2 and those of the enzymes of the
mycothiol biosynthesis pathway confer arsenate
resistance. With steady-state Kkinetics, arsenite
analysis, and theoretical reactivity analysis, we
unravelled the catalytic mechanism for the
reduction of arsenate to arsenite in C.
glutamicum. The active site thiolate in
Cg_ArsCs facilitates adduct formation between
arsenate and mycothiol. Mycoredoxin - a redox
enzyme for which the function was never shown
before - reduces the thiol-arseno bond, forms
arsenite and a mycothiol-mycoredoxin mixed
disulfide. A second molecule of mycothiol
recycles mycoredoxin and forms mycothione
that on its turn is reduced by the NADPH-
dependent mycothione reductase. Cg_ArsCs
show a low specificity constant of ~5 M's™”,
typically for a thiol/disulfide cascade with
nucleophiles on three different molecules. With
the in vitro reconstitution of this novel electron
transfer pathway, we have paved the way for
the study of redox mechanisms in
actinobacteria.

The frequent abundance of arsenic in the
environment has guided the evolution of enzymes
for the reduction of arsenate [As(V)] (1). Arsenate
reductases (ArsCs) are unusual among well-
studied enzyme classes, because there is not a
single family of evolutionary related sequences.
The structural folds and mechanisms that they are
using, are fundamentally different and arose
independently during evolution (2). Arsenate
reductases are small cytoplasmic redox enzymes
that reduce arsenate to arsenite [As(IIl)] by the
sequential involvement of three different thiolate
nucleophiles that function as a redox cascade. As
such, arsenate reductases from different organisms
often work together with the thiol/disulfide
mechanism in the cell.

The major and most ubiquitous system for
protection against oxidative stress and to maintain
the intracellular thiol homeostasis is the
thioredoxin system that is composed of
thioredoxin (Trx) and thioredoxin reductase
(TrxR) (3). In addition to the thioredoxin system,
most living organisms contain low molecular
weight thiol compounds that serve as a buffer to
avert disulfide stress. In eukaryotes and Gram-
negative bacteria, the redox level is maintained by
redox cycling of glutathione (GSH) with
glutaredoxin (Grx) and glutathione reductase (4).
Gram-positive  bacteria, like Staphylococcus
aureus, produce no glutathione, but millimolar
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quantities of reduced coenzyme A is the
predominant thiol, which is kept reduced with a
NADPH-dependent flavo-enzyme, coenzyme A
disulphide reductase (5). Also actinobacteria, like
Corynebacterium glutamicum, produce no GSH,
but instead they contain millimolar concentrations
of mycothiol (MSH - chemically: 1D-myo-
inosityl-2-[N-acetyl-L-cysteinyl] amido-2-deoxy-
a-D-glucopyranoside), a  pseudodisaccharide
containing a cysteine moiety as a reactive thiol (6).
Its oxidized form is mycothione (MSSM). In
actinobacteria, mycothione reductase (MTR) is the
NADPH-dependent flavo-enzyme that reduces
MSSM in order to maintain the intracellular redox
homeostasis to allow the proper functioning of a
variety of biological functions (7).

Arsenate reductases are part of a defence
mechanism of the cell against toxic arsenate. Their
genes are most of the time found in an operon
together with arsenite sensing and efflux genes (8).
Based on the mechanism used to reduce arsenate
to arsenite, two distinct ArsC classes can be
defined. The first one is the thioredoxin-coupled
ArsC class represented by S. aureus pI258 ArsC
and Bacillus subtilis ArsC (9-11). Both enzymes
use the structural fold of low-molecular-weight
tyrosine phosphatase and need Trx to start a
second catalytic cycle (12-14). The second class is
the GSH/glutaredoxin-coupled class represented
by Escherichia coli plasmid R773 ArsC (15,16),
the  eukaryotic = Acr2p  reductase  from
Saccharomyces cerevisiae (17), and ArsC from
Leishmania major (18). In this second class, two
different structural folds are found; E. coli R773
ArsC partially resembles glutaredoxin (19), while
the eukaryotic ArsCs have a rhodanese-fold like
the Cdc25a cell cycle control phosphatase (20).
Notably, all arsenate reductases have a thiolate
nucleophile at the N-terminal end of an o-helix.
The active site of the ArsCs with a phosphatase-
like scaffold is conserved [root mean square
deviation (r.m.s.d.) 0.54 A] with a catalytic
important Arg on position Cys+6.

In C. glutamicum, there are four arsC genes
located on different places in the chromosome
(21): one orphan arsC gene (arsC4) and three
arsC genes (arsCl-arsC1’ and arsC2) present in
two ars operons. We show here that two of the
encoded proteins, Cg_ArsCl and Cg_ArsC2 (with
66% sequence identity) are members of a new

third class, the mycothiol and mycoredoxin
dependent arsenate reductases. Both the genes of
arsCl1 and arsC2, together with the genes for the
enzymes of the mycothiol biosynthesis pathway
are involved in arsenate resistance in C.
glutamicum. We have reconstituted in vitro a
novel electron transfer network containing next to
Cg ArsCl or Cg ArsC2, mycothiol,
mycoredoxin, and mycothione reductase. As such,
the mechanism for the reduction of arsenate by C.
glutamicum could be unravelled.

Experimental procedures

Knockouts involved in mycothiol biosynthesis—
MshB, MshC and MshD mutant strains from C.
glutamicum were described previously (22).
Mutant strains C. glutamicum MshA and Mtr were
kindly supplied by Dr. Kalinowski (Bielefel,
Germany). In all these mutants the msh/mtr
structural genes were removed by the site specific
gene deletion system based on the plasmid
pK18mobsacB  (23); recombinant plasmids
containing the up and down regions of the msh/mtr
genes were mobilized to the recipient strain
RES167 and integrated into a specific site of the
chromosome, allowing for marker-free deletion of
the target genes when antibiotic pressure and
sucrose was adequate.

As(V) and As(lll) resistance assays—Single
colonies of the C. glutamicum strains were
inoculated into fresh MMC or TSB and grown for
16 h at 30°C in aerobic conditions. Mid
exponential phase cells were diluted 100-fold into
fresh, pre-warmed low phosphate MMC or TSB
containing respectively the indicated
concentrations of As(V) or As(IIl) in the form of
sodium arsenate or sodium arsenite. Cells were
grown at 30°C in aerobic conditions for 48 h.
Growth was monitored (ODgg) after 12, 24, 36
and 48 h. Cell cultures were diluted to be in the
linear OD range and the obtained values
multiplied with the respective dilution factors.

Arsenate reductase activity assay—Cg_ArsCs
were injected on a Superdex75HR column (GE
Healthcare, Uppsala, Sweden) equilibrated in 50
mM Hepes pH 8.0, 150 mM NacCl to obtain a pure
monomeric sample. Mrxl wt, MTR and MSH
were purified as described in the Supplementary
data. NADPH (Sigma) was dissolved in water to a
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stock concentration of 10 mM and stored at 4°C.
Arsenate (Na,HAsO,.7H,0O, Sigma) was freshly
dissolved in water at a concentration of 2 M for
making the dilution series.

The final assay mixture was prepared by diluting
all components, except Cg_ArsC1 (or Cg_ArsC2)
and its substrate arsenate, in the assay buffer
solution to obtain the final concentration of 10 uM
Mrx1 wt, 3 uM MTR, 0.47 mM MSH, and 250
uM NADPH (=component mixture) taking into
account the subsequent addition of arsenate and
the respective Cg_ArsC enzyme.

The component mixture and different dilution
series of substrate were mixed and incubated for
20 minutes at 37°C in a 96-well plate (PolySorb,
Nunc, Denmark) (180 pl/well) in a SPECTRAmax
340PC ~ (Molecular  Devices,  Sunnyvale,
California). The assay was started by the addition
of enzyme (200 nM) 20 pL/well to obtain a final
volume of 200 pL/well. As a background control
for the assay, buffer solution was added.

The arsenate reduction coupled to NADPH
oxidation (Agz4 = 6220 Mm! cm'l) was measured
by following the decrease in absorption at 340 nm.
The path length was measured after each run for
each well with the PathCheck Sensor of the system
and was used for kg, calculations. Initial rates were
calculated with SPECTRAmaxPro (Molecular
Devices). Kinetic plots were made with Prism 4.0
using the Michaelis-Menten (MM) expression to
calculate V.x and k. values. Adding 100 mM
K,SO, and 100 mM sodium phosphate to the assay
buffer solution in the component mixture tested
the influence of oxyanions on the assay.

For the Trx/TrxR pathway, Trx (#rx4), Mrx2 and
TrxR (trxB) were used at the same concentrations
as Mrx1_wt and MTR.

Inhibition and activation of the MrxI/MSH
pathway by respectively arsenite and arsenate—
Arsenate and arsenite (each at 1 mM and 50 mM)
were incubated for 20 min at 37°C with 470 pM
MSH, 3 uM MTR, 250 uM NADPH in 50 mM
Hepes, pH 8.0. The reaction was started with the
addition of 50 mM oxidized Mrx1 and monitored
at 340 nm in function of time. Oxidized Mrx1 was
prepared by the addition of a 10-molar excess of
diamide, followed by size-exclusion
chromatography (SEC) on Superdex75 HR in 50
mM Hepes, pH 8.0, 150 mM NacCl.

Arsenite  analysis—All  components (or an
experimentally designed selection) were mixed in
20 mM Tris/HClI pH 6.5 to obtain 250 uM
NADPH, 3 uM MTR, 10 pM Mrxl1, 0.47 mM
MSH, 200 nM Cg_ArsCs, and 100 mM As(V)
(varying concentrations) incubated for different
times at 37°C. A pH of 6.5 guarantees most
arsenate in its dianionic form and arsenite as
As(OH);. The reaction was stopped by removing
the proteins on a solid phase extraction cartridge
(Waters Oasis HLB). The excess of arsenate was
removed on Dowex 21K/XLT anion exchange
resin (Supelco) pre-treated with NaCl in Tris/HCI
pH 6.5 and thoroughly washed with water. The
flow through fraction was 0.2 um filtered, argon
flushed and injected on a Hamilton PRP-X100
anion exchange column (250 x 4.1 mm) operated
in 20 mM KH,PO4/K,HPO,, pH 6.0 at 1 ml/min.
The HPLC-effluent was mixed with 1.5 M HCI
and 2.5%/0.4% NaBH,/NaOH to form gaseous
arsine (AsH;). The arsines were analyzed and
quantified wusing an atomic fluorescence
spectrometer  (Excalibur, PS Analytical,
Orpington, UK) calibrated with a standard of
arsenite and arsenate.

Softness difference calculation—The ArsC-arseno
adduct is modelled as CH;S-AsO;> and CH;S-
HAsO;5.The geometries of mycothiol (MSH),
glutathione (GSH), HAsO,”, CH;S-AsO;> and
CH;S-HAsO;” were optimized at the B3LYP/6-
314G**  level.  Subsequent single point
calculations were performed in a polarized
continuum (PCM)(24) aqueous solvent model at
the B3LYP/6-31+G** level. All calculations were
performed with the Gaussian package (25).

The preferred reactivity between the attacking
nucleophilic sulphur atom of MSH and GSH and
the accepting electrophilic arsenate or sulphur
atom of HAsO,”, CH;S-AsO;” and CH;S-HAsOy’
can be extracted from the difference in the local
softness between the reacting partners (hard and
soft acids and bases principle, HSAB) (26). The
smaller this difference, the higher the reactivity.

As = |S+(AS/S)electrophile - S-(S)nucleophile|

The local softness was calculated as described
(27).

Supplementary data
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-Strains, plasmids, oligonucleotides and media
-Construction of arsC knockout strains and
plasmids for complementation experiments
-Cloning of arsCl, arsC2, mrxl, mrx] mutated
versions, mrx2, trxA, trxB and mtr genes from C.
glutamicum for E. coli expression.

-Purification of the C. glutamicum mycothiol and
the enzymes ArsCl, ArsC2, Trx, Mrx2, Mrxl,
Mrx1CXXA, MrxlAXXC, MrxlAXXA, TrxR
and MTR.

-Analytical reversed phase chromatography

-Mass spectrometry and concentration
determination

-Selwyn's test of enzyme inactivation

Results

Cg ArsCl and Cg ArsC2 are involved in the
defence against arsenate—Resistance analyses of
C. glutamicum strains showed a high tolerance to
As(V)(28). With single ArsC mutant strains (C.
glutamicum ArsC1 or ArsC2), the same resistance
levels were obtained as for wild type (Fig. 1A).
The double mutant (ArsC1-C2), however, was
very sensitive to arsenate and showed resistance
levels, which were 20 to 30 times lower. This
double disruption mutant strain was further used
as a host for homologous complementation
analyses (Fig. 1B). Bifunctional plasmids
containing the constitutively expressed arsCl,
arsC2, arsCl’ and arsC4 genes from C.
glutamicum (pECars derivatives; Table S1 in
Supplementary data) were transferred to this
double knockout strain. Only strains containing
either the arsCI or the arsC2 gene were able to
complement the arsenate reductase activity. When
the single cysteine in the arsCl and the arsC2
genes was mutated to a serine the
complementation was lost (Fig. 1B). As such, the
single cysteine in Cg ArsCs is involved in the
reaction mechanism.

We also checked the effect of the absence of
Cg ArsCl and Cg_ ArsC2 on As(IIl) resistance.
Removing arsCl, arsC2 or both genes had no
effect on the resistance against As(III) and
equivalent resistance levels as for wild type were
obtained (data not shown). As such, the arsC/ and
arsC2 genes confer only As(V) resistance.

To test whether these four arsC genes could rescue
arsenate reductase activity across different species,
we did a heterologous complementation analyses.

Cloning of the four respective arsC genes from
Cr C utamicum (arsC , Cr, C sand Cr) in a
WC3110 ar c¢ i mutant lacking arsenate
reductase activity (21,29) was successful.
However, none of the arsC genes increased the
survival of the WC3110 strain in arsenate (data
not shown). This might indicate that the genes for
arsenate reductases in C. glutamicum have evolved
to become host-specific enzymes, which depend
on the proper cellular environment. It suggests that
next to Cg ArsCl or Cg ArsC2, there are C.
glutamicum-specific molecules involved in the
enzymatic reduction mechanism of arsenate.

Moycothiol is involved in arsenate defence—As C.
glutamicum produces no glutathione unlike E. coli,
but instead millimolar concentrations of
mycothiol, we tested the influence of removing the
genes of the biosynthesis pathway of MSH on the
arsenate and arsenite resistance of C. glutamicum.
In Mycobacterium species, the genes mshA, mshB,
mshC, and mshD were found to encode for the
enzymes that sequentially catalyze the formation
of MSH starting from UDP-N-Acetyl-glucosamine
and inosytol-P (30). Orthologs of these msh genes
have been located in the genome data of
Corynebacterium glutamicum (31,32).

With mutants from C. glutamicum (mshA, mshB,
mshC, mshD and mtr), the arsenate and arsenite
resistance was tested. In all mutants, clear
differences in resistance to arsenate were observed
(Fig. 1C). Some of the msh/mtr mutants have a
similar susceptibility to As(V) as observed for the
ArsC1-C2 double mutant strain, suggesting a
possible relation between MSH and the arsenate
reductase activities. For arsenite, this was not the
case and only a slight decrease of the resistance
level as compared to wild type was observed (Fig.
1D).

Next to the mycothiol redox system, C.
glutamicum has a transcriptional thioredoxin unit
consisting of #xB-trxA (thioredoxin reductase and
thioredoxin; NCgl2984-2985) (32). In the case of
S. aureus plasmid pI258 ArsC, TrxR and Trx are
the redox enzymes responsible for electron
transport from NADPH (12,33). By the
construction of #rx-gene disruption mutants, we
checked the possible involvement of #xB and frxA
in  As(V) resistance in C. glutamicum.
Unfortunately, the inactivation of the #rx genes
seems to be lethal because no transconjugants
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were obtained after many attempts, suggesting
their importance and essential role for C.
glutamicum. Their involvement in the defence
mechanism against arsenate could not be ruled out
in vivo.

Electron transfer  pathways in vitro
reconstructed—In C. glutamicum, we located two
hypothetical mycoredoxins: Mrx1 (NCgl0808) and
Mrx2 (NCgl2445). The corresponding mirx genes
were identified by homology with the E. coli
glutaredoxin genes (grx) (16). Mrx2 shows 76%
sequence identity (NCBI BLAST program) (34)
with  NrdH-redoxin from  Corynebacterium
ammoniagenes for which the structure shows a
domain-swapped dimer (35). Mycoredoxinl
(Mrx1) is characterized with the same active site
sequence motif as glutaredoxin (Grx), i.e. ‘CPYC’.
Grx is a redox enzyme with a high specificity for
the tripeptide glutathione (GSH) (36). Based on
this knowledge, the in vitro electron transfer
functionality of two pathways was tested, the
Trx/TrxR-pathway and the MSH/Mrx1-pathway
(Fig. 2A and 2B). Whether Mrx2 could accept
electrons from MTR or TrxR was also tested. For
this kinetic study, we used only enzymes of C.
glutamicum, because it is well known that while
the active site cysteines of redox enzymes are
essential for protein reduction, the participation of
the integral structure in the target recognition
process modulates its efficiency in doing so (37).
All enzymes of both pathways were recombinantly
overexpressed in E. coli, and purified to
homogeneity (see Supplementary data).

The redox enzymes Trx, Mrxl and Mrx2 were
oxidized with 10-molar excess of diamide, which
was subsequently removed on a size exclusion
column (SEC). By monitoring the consumption of
NADPH as a function of time in progress curves,
the electron transfer chains for all three enzymes
were tested in both pathways (Fig. 2). Mrx1 was
found to be specific for the MSH/Mrx1 pathway
(Fig. 2B), while the function of Mrx2 and Trx is
restricted to accept electrons from TrxR (Fig. 2A).
We have reconstituted two thiol/didulfide redox
pathways from C. glutamicum and showed for the
first time the functionality of two hypothetical
mycoredoxins: Mrx1 and Mrx2.

Cg ArsCl and Cg ArsC2 receive electrons from
the  mycothiol/mycoredoxinl ~ pathway—The

following objective was to investigate whether
Cg_ ArsCs are reducing arsenate to arsenite with
electrons coming from the Trx/TrxR-pathway or
from the MSH/Mrx1- pathway. Both Cg ArsCl
and Cg_ArsC2 were recombinantly overexpressed
in E. coli (see Supplementary data). With progress
curves using varying concentrations of enzymes,
arsenate, and NADPH, we found that both
Cg_ArsCl and Cg_ArsC2 are only connected with
the MSH/Mrx1-pathway (Fig. 2C). No electron
transfer was observed with the Trx/TrxR-pathway.
Remarkably was that electron transfer was only
possible with a MSH concentration of at least 0.1
mM (Fig. 2B). For the in vivo situation, the
cellular concentration of MSH was published to be
in the millimolar range (6), which might explain
this observation.

The Cg ArsCs kinetics are slow—In order to
correctly interpret the kinetic parameters generated
in an enzymatic assay with several components, it
is of uppermost importance that the enzymes stay
active during the course of the enzymatic assay
(14). Especially for enzymes that contain
oxidation sensitive cysteines and in assays where
products are formed that could react with cysteines
(like arsenite) extra attention is needed (14). We
showed that millimolar concentrations of As(III)
are inhibiting, while As(V) is activating the
MSH/Mrx1-pathway (Fig. 3A). To ensure that
product inhibition by As(IIl) is negligible, initial
velocities were measured.

In the assay the concentration of MSH, Mrx1 and
MTR have to be high enough so that their action is
not rate limiting. Otherwise, the progress curves
will show a lag-phase and the use of initial rates
for calculating kinetic plots will lead to false
cooperativity. We varied the concentrations of
Cg ArsC, MSH, Mrx1 and MTR with a constant
concentration of 250 uM NADPH. After
concentration optimisation, the various
components in the coupled enzyme assay
necessary to yield Michaelis-Menten kinetics (Hill
factor of one) were found to be 200 nM Cg_ArsC,
0.47 mM MSH, 10 uM Mrx1, 3 pM MTR and 250
uM NADPH. As arsenate is already inducing non-
enzymatic background electron transfer in the
MSH/Mrx1-pathway (Fig. 3B), the reaction was
started with the addition of Cg_ ArsC. Removing
the components one-by-one and testing different
combinations resulted in lower initial velocities.
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As such, all components contribute to the electron
transfer pathway.

Thiol/disulfide exchange reactions are pH
dependent. We tested the pH-dependency of the
reaction by comparing the initial rates in the
presence of 10 mM arsenate at various pHs (6.5,
7.0, 7.5 and 8.0). Increasing pH resulted in
increasing initial velocities, with the highest value
at pH 8.0.

Finally, we measured the kinetic parameters of
Cg ArsCl (Fig. 3C) and Cg ArsC2 (Fig. 3D)
under the optimised conditions in the presence and
absence of the oxyanions phosphate and sulphate
(Table 1). Phosphate and sulphate have been
shown to stabilize pI258 ArsC from S. aureus, and
increase its Ky and ke values (14). For
Cg_ArsCs, the stabilizing effect is only marginal
(for Selwyn test see Fig. S2 in Supplementary
data). The Ky drops with a factor of 2 and the
effect on the k¢, is insignificant. All together,
Cg_ArsCs have slow kinetics (ke of 32 min™ and
17 min™'; see Table 1) with a specificity constant
of ~5 M's™.

Cg ArsC and mycoredoxinl show strict specificity
to mycothiol, and mycoredoxinl functions as a
monothiol oxidoreductase—Mycoredoxinl (Mrx1)
seems to function in C. glutamicum as a
glutaredoxin. Therefore, we tested whether
electron transfer is also possible, when mycothiol
is replaced by glutathione. We analysed NADPH
consumption at 340 nm in the presence of MTR,
Mrx1, GSH, Cg ArsC and arsenate (Fig. 4A).
Progress curves showed no electron transfer in the
presence of GSH. The coupled redox cascade
reaction is strictly linked to MSH.

Glutaredoxins are functioning either with one or
two cysteines in the active site (38,39). In the case
of a monothiol, first a mixed disulfide between
glutaredoxin and glutathione is formed. By a
subsequent thiol-disulfide exchange with reduced
glutathione the enzyme is regenerated. In the case
of a dithiol mechanism, a mixed disulfide between
the enzyme and the protein substrate is formed.
This intermediate is released by a nucleophilic
attack by the second cysteine residue in the active
site of Grx.

To check whether Mrx1 is using one or two active
site cysteines in the reaction mechanism related to
Cg ArsCs, we mutated the first, the second and
both cysteines of the ‘CXXC’ motif to alanines.

Their functionality was tested in progress curves
and compared with wild type Mrx1 (Fig. 4B).
Mutant Mrx1 ‘CXXA’ is almost as functional, as
wild type. Its initial velocity dropped less than
10% (Figs. 3B and 4B). On the other hand,
electron transfer was drastically reduced to
background levels when Mrx1l ‘AXXC’ or Mrxl
‘AXXA’ were present. As such, Mrxl is
functioning as a monothiol mixed disulfide
reductase  with an  essential = N-terminal
nucleophilic cysteine.

Cg ArsCl catalyses the MSH/MrxI-dependent
reduction of arsenate to arsenite—In a
comparative study, we analyzed the catalyzed
versus the non-catalyzed formation of arsenite in
function of time wusing the optimized assay
conditions (vide supra) (Fig. 5A). Cg ArsCl is
clearly decreasing the activation energy towards
product  formation during the reaction.
Nevertheless, non-catalyzed As(II) formation is
also observed and this phenomenon is even more
striking during an overnight experiment at 37 °C
(Fig. 5C). Cg_ArsCs incubated with arsenate do
not produce As(II). At least MSH is needed, but
the reaction is more efficient in the presence of
MSH and Mrx1. Under the latter conditions, the
importance of the N-terminal nucleophilic cysteine
of Mrx1 is confirmed.

Both Cg ArsCl and Cg ArsC2 are producing
about the same amount of As(Ill) in a 2h
incubation experiment at 37°C (Fig. 5B).
Increasing the concentration of wild type Mrx1
from 10 pM to 465 pM (equivalent to the
concentration of MSH in the reaction), in the
absence of MTR and NADPH, increases the level
of As(Ill) (Fig. 5B). To produce arsenite, MTR
and NADPH are not explicitly needed, and with a
reaction mixture of Cg_ArsC, arsenate, MSH and
Mrx1 similar high levels of As(IIl) are obtained.
As such, the functional role of MTR and NADPH
is most probably only to recycle the formed
mycothione or the mixed disulfide between
mycothiol and mycoredoxin.

Cg ArsC forms an arseno adduct to facilitate
As(V)-SM formation—To scrutinize the reaction,
MSH was tested as neutral and thiolate entity [pKa
is 8.3 (40)] for its nucleophilic attack towards
arsenate and towards a Cg ArsC arseno-thiol
adduct. We address the question whether MSH is
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performing a nucleophilic attack towards the
sulphur or towards the arsenic atom in the arseno-
thiol adduct.

With a pKa, of 6.9, the majority of arsenate is
present as HAsO,* at pH 8. The protonation state
of the Cg_ArsC arseno-thiol adduct is not known,
but will be mono- or di-anionic, as such both
CH;S-As05> and CH;S-HAsO; ™ are considered as
simplified models for the enzyme arseno-thiol
adduct (Table 2). The reactivity of MSH towards
HAsO,> is compared with the reactivity towards
CH;S-AsO;> and CH;S-HAsO;. We found that
according to the principle of minimal softness
(HSAB), the reactivity to the As atom is larger
(lower difference in softness) than to the S atom in
both CH;S-AsO;> and CH;S-HAsO; (Table 2).
We also observed that the reactivity of MSH
towards the thiol-arseno adduct is higher than
towards arsenate. These data suggest that
Cg ArsCs form an arseno adduct that facilitates
As(V)-SM  formation. Similar results were
obtained with GSH (Table 2).

Discussion

Most of the cellular arsenate resistance is
associated with the presence of cellular arsenate
reductases (ArsC/Acr2p). In C. glutamicum, we
have found a completely new enzymatic
mechanism for the reduction of arsenate in which
the electron transfer is coupled to mycothiol
(MSH) and mycoredoxinl (Mrx1) (Fig. 6). No
link with the Trx/TrxR-pathway was observed.
With MSH-biosynthesis-pathway mutants (22), we
showed a clear link between the production of
mycothiol and the level of arsenate resistance.
Newton and Fahey (41) showed that MshA and
MshC activities are essential for MSH production,
whereas MshB and MshD mutants are still
producing trace amounts of MSH in
Mycobacterium. The arsenate resistance levels
observed for C. glutamicum mutants (MshA,
MshB, MshC and MshD) are consistent with their
findings. MshA and MshC mutants of C.
glutamicum displayed equivalent resistance levels
as observed for the double disruption ArsC1-C2
mutant, whereas in the MshB and MshD mutants
the resistance to As(V) was not so dramatically
decreased (Fig. 1C). In a C. glutamicum Mtr
mutant strain with the MSSM reduction blocked, a

constitutive production of MSH maintains the
arsenate resistance at a basal level of 3 mM.

Even though As(IIl) is a stronger oxidant and
more toxic than As(V), the resistance levels to
As(Ill) for the mutants of the MSH biosynthetic
pathway did not decrease to the same extent as
observed for As(V) (Fig. 1D). In these mutants,
the slight decrease in resistance at higher As(III)
concentration might be associated with the lack of
the redox buffer capacity in the absence of MSH.
In E. coli, a similar gradual decrease of the
resistance to As(III) was observed in the absence
of GSH (42).

We showed that for the arsenate reduction
mechanism, Cg_ ArsCl and Cg_ArsC2 depend not
only on the presence of MSH, but also on the
presence of the N-terminal cysteine in both
Cg ArsC and Mrxl. As such, the reaction
proceeds via a thiol/disulfide  exchange
mechanism. This is also confirmed by the
necessity of the presence of MTR and NADPH to
reduce MSSM or the MSH-Mrx1 mixed disulfide.
In the absence of MTR and NADPH, no electrons
are consumed and the reaction cannot be followed
spectrophotometrically at 340 nm. Adding As(V),
MTR and NADPH to MSH and Mrxl, in the
absence of Cg ArsCs, resulted already in a
background level reaction (Fig. 3B). Arsenate
reacts with MSH and forms arsenite (Fig. 5). For
C. glutamicum, the reaction of arsenate with
millimolar concentrations of MSH in the cell
might even be the first line of defence against
arsenate entering the cell via the phosphate uptake
system (2). Arsenite induces the ars operon, as the
Cg_ArsR repressor can only be released from the
ars operator/promoter region with As(IIl) and not
with As(V) (43). A slightly different model has
been suggested for Desulfovibrio desulfuricans
(44); here, the constitutively expressed orphan
arsC gene is producing arsenite to induce the ars
operon.

In the absence of Cg_ArsCs, MSH is capable of
reducing As(V) to As(IIl). This reaction strongly
suggests the formation of a MS-As(V) adduct (Fig.
6A) that will be reduced by MSH to generate
As(Ill) (Fig. 5) and MSSM. MSH in its thiolate
form seems to be the preferred nucleophile for this
reaction (Table 2). MSSM will be further reduced
by MTR with the consumption of NADPH. The
reduction of MS-As(V) is more efficient in the
presence of Mrx1 and causes the background level
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in the kinetic and the arsenite assays. Mrx1 uses its
N-terminal nucleophilic cysteine to attack the MS-
As(V) adduct with the formation of a Mrx1-S-SM
complex. Subsequently, Mrx1-S-SM enters the
MSH/MTR-pathway (Fig. 6B). Unfortunately, we
do not have experimental evidence for As(V)-SM
adduct and the Mrx1-S-SM mixed disulfide
complex formation, because these transiently
occurring forms are instantly reduced by MSH
and/or Mrx1.

It looks as if Cg ArsCs are not necessary to
reduce As(V) to As(IIl), although its catalytic role
was clearly shown in a short time range, where the
electron transfer and the production of arsenite is
increased in the presence of Cg_ ArsCs (Fig. 5A).
After the formation of an arseno-sulfur complex in
Cg_ArsC, the nucleophilic attack with mycothiol
shows regioselectivity for the As atom. As such,
an As-SM arseno mycothiol complex is formed
(Fig. 6A). We also showed the involvement of
Mrx1. Based on all our analyses, a reaction as
shown in Figure 6 will most likely occur: (i) the
active site thiolate in Cg_ArsC facilitates adduct
formation between arsenate and mycothiol; (ii)
Mrx1 reduces the thiol-arseno bond and forms
arsenite and a mixed disulfide between mycothiol
and Mrx1; (iii) a second molecule of MSH
recycles Mrx1 and forms mycothione (MSSM);
(iv) MSSM on its turn is reduced by the NADPH-
dependent mycothione reductase (MTR). At a first
glance, the mechanism with the formation arseno-
glutathione intermediate looks similar to what has
been proposed for E. coli R773 ArsC, which is
coupled to GSH and Grx (19,45). However, in the
mechanism suggested for E. coli, a monohydroxy
positively charged arsenite intermediate is formed
on R773 ArsC and arsenite is only released from
the enzyme after hydroxylation. In C. glutamicum,
the mechanism is different; the active site thiolate
in Cg_ArsC lowers the energy barrier to facilitate
adduct formation between arsenate and mycothiol.
Here, arsenite is released after a nucleophilic
attack of Mrx1.

Cg ArsCl and Cg_ArsC2 are very slow arsenate
reductases (Table 1). We compared the kinetic
constants of both Cg ArsCs with other small
cytoplasmic arsenate reductases (Table 3). Low

specificity constants are also observed for the
GSH/Grx coupled arsenate reductases. Common is
that arsenate reductases are using the sequential
involvement of three different thiolate
nucleophiles that function as a redox cascade. In
pI258 ArsC from S. aureus (11) with all three
thiolate nucleophiles in a single molecule a higher
catalytic efficiency is obtained; the specificity
constant is several orders of magnitude higher. All
arsenate reductases produce arsenite with
relatively small k., values. Low k.,’s might be
explained because arsenite is more toxic compared
to the substrate arsenate (46). To guarantee an
immediate efflux of the reactive arsenite, the
Acr3p efflux pump (28,47) has to work in concert
with the Cg_ArsCs.

GSH and MSH are low molecular weight redox
buffer components for which evolution might have
selected a similar active site in glutaredoxin and
mycoredoxin. We showed that Cg_ArsC and Mrx1
are not functioning with glutathione, but they have
a strict specificity for mycothiol in the reaction
coupled to MTR and NADPH.

Since its discovery in 1993 (6,48), MSH has been
shown to be involved in many processes. Next to
its role as a storage form of cysteine in
Mycobacterium  smegmatis  (49) and its
detoxification role for alkylating agents (50), there
are only two enzymes described that depend on
MSH for functioning. Formaldehyde
dehydrogenase MscR (51), later identified as
nitrosomycothiol reductase with a role in the
protection against oxidative stress (52) and
maleylpyruvate isomerase (22,53). We present the
first enzymes, arsenate reductase 1 and 2 from C.
glutamicum, which depend for their function on as
well mycothiol as on mycoredoxin with a clear
link to the mycothione reductase pathway. The
postulated role for transferring electrons from
mycothiol to disulfide substrates has only recently
been suggested for an hypothetical mycoredoxin
from Streptomyces ceolicolor (54). With the
thiol/disulfide reaction path used by Cg_ArsC, we
have proven that the postulated electron transfer
mechanism is a reality.
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Figure legends

Figure 1: The arsCl, arsC2 genes and the genes of the MSH pathway confer As(V)
resistance. In all panels the cell density (ODgoonm) Of the culture in function of increasing
concentration of arsenate or arsenite is shown. A. Resistance to arsenate of C. glutamicum strains:
RES167 (wild type), mutant ArsCl (arsCI’), mutant ArsC2 (arsC2’) and mutant ArsC1-C2
(arsCI arsC2"). B. Resistance to arsenate of strain ArsC1-C2 after homologous complementation
analyses using genes arsCI (+pECarsCl1), arsC2 (+pECarsC2), arsC1’ (+pECarsC1’) and arsC4
(+pECarsC4). Also mutant copies of the arsCI and arsC2 genes with the Cys codon replaced by
Ser were used for the complementation analyses (+pECarsC1* and +pECarsC2*) C and D.
Resistance to arsenate (panel C) or arsenite (panel D) of C. glutamicum wild type (RES167) and
mutant strains involved in mycothiol biosynthesis or its regeneration (msh/mtr). See Table S1 for
details.

Figure 2: Cg_ArsC1/2 thiol/disulfide exchange is linked to the MSH/Mrx1-pathway. A.
Oxidized Trx (#rx4) and Mrx2 as substrates for 0.2 uM TrxR (#7xB) were analysed in progress
curves and the consumption of 500 pM NADPH is monitored at ODss .. B. Different
concentrations of oxidized Mrx1 were analysed in the presence of 10 uM (open symbols) and 100
uM MSH (solid symbols) and the consumption of 500 uM NADPH by 2 uM MTR was measured
at 340 nm. C. Progress curves with 200 nM Cg ArsCl1 or Cg_ArsC2, 0.47 mM MSH, 10 pM
Mrx1, 3 uM MTR, 250 uM NADPH and progress curves with 200 nM Cg_ArsCl1 or Cg_ArsC2,
3 uM Trx, 3 uM TrxR, and 500 pM NADPH in the presence of 100 mM As(V) are shown. ox:
oxidized; red: reduced.

Figure 3: The Cg_ArsC Kkinetics are slow. A. Several concentrations of arsenite and arsenate are
tested in the presence of 0.47 mM MSH, 10 uM Mrx1, and 250 uM NADPH. B. Progress curves
in the presence of 3 uM MTR and 250 uM NADPH and in which all possible combinations of
As(V) (100 mM), Cg_ArsC1 (200 nM), MSH (0.47 mM) and Mrx1 (10 uM) were tested, are
shown. C and D. Michaelis-Menten curves with 200 nM Cg_ArsC1 (panel C) and Cg_ArsC2
(panel D), 10 uM Mrx1, 3 pM MTR, 0.47 mM MSH, and 250 pM NADPH in the presence of
varying As(V) concentrations in 50 mM Hepes pH 8 are shown.

Figure 4: For the reduction of arsenate with Cg_ ArsC, mycothiol and the N-terminal
cysteine of Mrx1 are essential for thiol/disulfide exchange. A. MSH cannot be replaced by
GSH. Progress curves are shown for 0.47 mM MSH with and without 200 nM Cg_ArsCl1, and for
0.47 mM GSH with and without 200 nM Cg_ArsCl. B. The N-terminal cysteine of Mrx1 is
essential. Active site mutants of Mrx1 were compared in progress curves. The concentrations of
As(V), Mrx1, MTR and NADPH are the same as in Fig. 3B.

Figure 5: Cg_ArsC1 catalyses the MSH/Mrx1-dependent reduction of arsenate to arsenite.
A. In 20 mM Tris/HCI pH 6.5 as buffer solution, 100 mM As(V), 0.47 mM MSH, 10 uM Mrx1,
3uM MTR and 250 uM NADPH were incubated without (grey) and with 200 nM Cg_ArsCl
(black) at 37 °C during 30°, 60’ and 120°. Relative percentages of the produced As(III) are shown.
B. Relative percentages of the produced As(IIl) after two hours incubation with varying sample
compositions are shown. The same concentrations as in panel A were used, except when
indicated. 200 nM of ArsC2 was used. C. Same as in panel B., but after 16 h of incubation.

Figure 6: The thiol/disulfide linked reaction mehanism of Cg ArsC. A. The gas phase
optimized (hf/6-31G level) mycothiol-arseno structure is shown. MSH is shown in stick, and the
sulphur (S), arsenic (As) and the As(V)-oxygens in ball presentation. The optimized S-As inter-
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atomic distance is 2.5 A. B. Cg ArsC catalyzed mycothiol-arseno adduct formation. Mrx1
reduces the thiol-arseno bond, forms As(IIl) and a mixed mycothiol-mycoredoxin disulfide
(Mrx1-S-SM). A second molecule of MSH recycles Mrx1 and forms MSSM that is reduced by
the NADPH-dependent mycothione reductase (MTR).
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Table 1 Kinetic parameters of Cg_ArsC1 and Cg_ArsC2 under different conditions

Cg ArsC buffer solution (nITI\N/I[) (nlq(iclit"l) 1((&2/15}\; h

Cg ArsCl 50 mM Hepes, pH 8 142+19 32+£23 3.8 1
50 mM Hepes, pH 8, 100 mM phosphate 130+7 3613 4.6 1
50 mM Hepes, pH 8, 100 mM sulfate 46 +3 14+ 0.6 5.1 2.8

Cg ArsC2 50 mM Hepes, pH 8 82+ 13 17£1.2 3.4 1
50 mM Hepes, pH 8, 100 mM phosphate 368 10+ 1.1 4.6 1
50 mM Hepes, pH 8, 100 mM sulfate 38+5 7+0.6 3 1.8
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Table 2: Softness difference calculation

Nucleophiles
electrophiles S atom of GSH Satom of MSH S atom of MS
As (a.u.) As (a.u.) As (a.u.)
As in HAsO4” 1.47 1.37 1.15
As in CH;S-HAsO; 0.002 0.09 2.62
S in CH;S-HAsO, 1.19 1.28 3.81
As in CH;S-AsO,” 0.87 0.78 1.74
S in CH;S-AsO,” 1.35 1.44 3.96
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Table 3: Kinetic parameters of arsenate reductases linked with different thiol nucleophiles

Kwm

kcat kcat/ KM

ArsCs nucleophiles h references

(mM) (min™) M's™
Cg ArsCl MSH/Mrx 142+19 32+£23 3.8 1 This work
Cg ArsC2 MSH/Mrx 82+ 13 17£1.2 34 1 This work
Sc_Acr2p GSH/Grx 35 6 2.8 2.7 Mukhopadhyay et al. (29)
Ec_ArsC R773 GSH/Grx 15 32 35 1 Gladysheva et al. (15)
Os_Acr2 GSH/Grx 12 20 27 1 Duan et al. (55)
Lm_Acr2 GSH/Grx 10 55x10° 107 1 Zhou et al. (18)
Sa_ ArsC pl258 Trx 68 x10° 215 5.2x 10 1 Messens et al. (14)
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Resumen / summary.

3. RESUMEN.

En la presente memoria se ha establecido y analizado la ruta de entrada y los
mecanismos moleculares de destoxificacion de Arsénico (As) en la actinobacteria
Corynebacterium glutamicum. La forma reducida de As [arsenito, As(lll)] entra en las células por
un sistema todavia desconocido, y es expulsado a través de las permeasas de arsenito
(ccAcr3s), canales transmembrana que actian como antiportadores de As(lll). El arseniato
[As(V)], al igual que ocurre en otros organismos, entra en las células a través de los sistemas de
transporte especificos e inespecificos de fosfato (tipo Pst y Pit respectivamente). El As(V) en el
citoplasma es reducido a As(lll) mediante la catalisis realizada por las arseniato reductasas
(ccArsCs), enzimas dependientes de micotiol (MSH) y de micorredoxina (Mrx1). El As(V)

reducido a As(lll) es eliminado por la ruta de expulsion de As(lll) antes indicada.

En C. glutamicum los procesos de destoxificacion de As estan basados en la presencia
de dos operones cromosomales de resistencia a arsénico (arsl y ars2) que contienen genes para
proteinas represoras (ccArsR), para arsenito permeasas (ccAcr3) y para arseniato reductasas
(ccArsC). La expresion de los operones ars es inducible por (Aslll), o por As(V) siempre que éste
sea previamente reducido a As(lll). La presencia de As(lll) en el interior de la célula permite su
interaccién con el sitio de unién a metales del regulador ccArsR (constituido por tres cisteinas).

Esto provoca cambio conformacional del represor, que le permite liberarse de la regién
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operadora de los operones ars. Las regiones promotoras de los operones quedan ahora
accesibles para que las RNA polimerasas inicien la expresion de los sistemas ars. La reduccion
del As(V) citoplasmatico es un proceso enzimatico dependiente de las arseniato reductasas 1y 2
(ccArsCl y ccArsC2) que utilizan un mecanismo de accion hasta ahora desconocido y ligado al
par redox MSH/Mrx1l. Independientemente del mecanismo de reduccién de las arseniato
reductasas, una pequefia proporcion de As(V) es reducido directamente mediante su interaccion
con el MSH. El As(lll) generado sirve de sefal sensorial para inducir la expresiéon de los

operones ars.

SUMMARY.

In the current written paper we have established and analyzed the pathway for the uptake
and detoxification of arsenic in Corynebacterium glutamicum. As(lll) enters the cells by an
unknown mechanism and is directly extruded by the As(lll) permeases (ccAcr3). ccAcr3s are
transmembrane channels acting as antiporters for As(lll). As(V) enters the cells through the
phosphate uptake systems (Pit and Pst). Once in the cytoplasm, As(V) is reduced to As(lll) by the
arsenate reductases (ccArsCs), .These enzymes depend on mycothiol (MSH) and mycoredoxin

(Mrx1) for catalysis. The resulting As(lll) is extruded from cells through the ccAcr3s transporters.

The detoxification system for arsenic in C. glutamicum is based on the presence of two
chromosomal As(lll) inducible operons (arsl and ars2) coding for repressor proteins (ccArsR),
arsenite permeases (ccAcr3) and arsenate reductases (ccArsC). The As(lll) Metal Binding Site at
the ArsR is formed by three cysteins, and undergoes a conformational change when As(lll)
interacts with ArsR, releasing the ArsR from the DNA. As a consequence, the ars promoter
regions become accessible for the RNA polymerases to start the expression of the ars systems.
The reduction of As(V) in the cytoplasm is associated to the arsenate reductases 1 and 2
(ccArsC1l y ccArsC2) which present a novel mechanism of action based on the presence of the
redox pair MSH/Mrx1. In addition, As(V) can be converted to As(lll) by direct interaction with
MSH. This reaction, produced at a very low level, is independent of arsenate reductases and is

considered a sensor mechanism that uses As(lll) for induction of the ars operons.
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4. DISCUSION GENERAL.

Los microorganismos poseen toda una bateria de genes que codifican para sistemas de
resistencia y destoxificacion de un amplio abanico de elementos toxicos (Silver and Phung.,
2005b). Corynebacterium glutamicum, como microorganismo saprofito del suelo cuenta con

muchos de estos sistemas, entre ellos el sistema de resistencia a arsénico.

Las especies del género Corynebacterium (C. glutamicum ATCC 13032 y C. glutamicum
ATCC 13869) y la especie filogenéticamente relacionada Rhodococcus fascians exhiben alta
resistencia a arsénico. De hecho los valores de concentracion minima inhibitoria (CMI) a
arsénico de estos microorganismos con relacion al resto de especies analizadas fue

significativamente superior (Ordofiez et al., 2005) (Figura 4.1).

Para la evaluacion de los niveles de resistencia (CMI) se tuvieron en cuenta dos factores
principales: (i) la refractariedad de las células a la incorporacién del metaloide como
consecuencia de unos sistemas de transporte inexistentes o incapaces de discriminar mas
eficientemente los diferentes sustratos; (ii) la eficiencia de los sistemas de destoxificacion de

arsénico.
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Figura 4.1: Analisis de resistencia a arsénico de diferentes microorganismos. En la parte superior se indican las
concentraciones finales de As(lll) utilizadas. (1) Escherichia coli (2) Pseudomonas fluorescens (3) Bacillus subtilis (4)

Staphylococcus aureus (5) Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 (6) Corynebacterium glutamicum ATCC 13869.

4.1. Sistemas de incorporacibn de arsénico en C.
glutamicum.

4.1.1. La incorporacion de As(V) en C. glutamicum se produce a
través de los transportadores de fosfato.

Los sistemas de incorporacion de arsénico en las células estdan muy conservados en

todos los grupos de microorganismos (Rosen, 2002) (Meng et al., 2004) (Liu et al. 2004a).

En C. glutamicum, al igual que ocurre en la mayoria de los organismos, existen
sistemas homdlogos a los transportadores Pit y Pst. El sistema Pst (Phosphate specific
transporter) de C. glutamicum esta codificado por los ORFs Ncgl2486 (PstS) (componente
secretado del sistema de transporte de fosfato); Ncgl2485 (PstC) (permeasa del sistema de
transporte de fosfato); Ncgl2484 (PstA) (permeasa del sistema de transporte de fosfato) y
Ncgl2483 (PstB ) (ATPasa del sistema de transporte de fosfato) cuya identidad con los genes
PstS, PstC, PstA y PstB del sistema Pst de E. coli es respectivamente del 25.3%, 34.1%, 36.7%
y 53% (Rao and Torriani, 1990) El sistema Pit (Phosphate inespecific transporter) esta codificado
por el ORF Ncgl0445 con un 22% y 22,1% de identidad con PitA y PitB de E. coli (Harris et al.,
2001).
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Figura 4.2: Analisis de incorporacién de As(V) en “células en reposo” de C. glutamicum. Influencia del pH (A)
y de la temperatura (B) en la incorporacion del metaloide al interior de la célula. (C) Velocidad de incorporacion a
concentraciones variables de As(V). (D) Influencia del fosfato (PO,%) en la incorporacion de As(V). Los ensayos fueron
realizados utilizando células de C. glutamicum RES167 en fase exponencial cultivadas en medio minimo de

corinebacterias con limitacién de fosfato (Feo et al., 2007).

Los analisis llevados a cabo en células en reposo (“resting cells”) demostraron que la
entrada de As(V) en C. glutamicum varia en funcion de parametros como el pH y la temperatura
(Figura 4.2A / 4.2B) y su dinamica de entrada se ajusta a un transporte saturable. En esta
cinética la incorporacion de As(V) es proporcional a la concentracion extracelular del mismo a
concentraciones bajas, pero a concentraciones mayores el transportador se satura y la linea de
tendencia se vuelve asintdtica (Figura 4.2C).

Por analogia al resto de microorganismos analizados (Alfasi et al., 1979) se supone que

el As(V) entra en C. glutamicum a través de los sistemas de transporte de fosfato, como
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consecuencia de la similitud estructural entre el oxianion ASO43' y el oxianion PO43'. De hecho las
evidencias experimentales apoyan esta hipoétesis, ya que la presencia de fosfato en el entorno

extracelular inhibe competitivamente la entrada del metaloide (Figura 4.2D).

4.1.2. La incorporacion de As(lll) en C. glutamicum se produce a
través de un mecanismo desconocido.

A pesar de que las “aquaglicerolporinas” son practicamente ubicuas (Meng et al., 2004)
(Liu et al., 2004a) (Liu et al., 2002), no estan presentes en el género Corynebacterium. La Unica
excepcion la constituye la corinebacteria patégena Corynebacterium diphtheriae, en cuyo
cromosoma se ha identificado la Unica “aquaglicerolporina” (GIpF, DIP2236) localizada hasta la
fecha en el género Corynebacterium. La ausencia de genes glpF para “aquaglicerolporinas”
puede ser una de las causas de la elevada resistencia de este grupo microbiano a As(lll)
(Orddriez et al., 2005).

La existencia o no de “aquaglicerolporinas”, la existencia o no de operones ars y el tipo
de ambiente o habitat donde se desarrolla cada microorganismo parecen estar estrechamente
relacionados. En este sentido los actinomicetos patégenos cuyo hospedador va a presentar
habitualmente concentraciones muy bajas de metaloide podrian presentar “aquaglicerolporinas”.
Los no patégenos carecerian de “aquaglicerolporinas” pero en cambio codifican operones ars

complejos como respuesta adaptativa a ambientes con elevadas concentraciones de metaloides.

En Saccharomyces cerevisiae se ha descrito un grupo de permeasas de hexosas
responsables de la incorporacion de hasta un 80% de todo el As(lll) que entra en la célula (Liu et
al., 2004b) relegando la incorporacion a través de las “aquaglicerolporinas” a niveles marginales.
A pesar de que en procariotas existen transportadores de hexosas ortélogos, no se ha descrito
todavia ningun caso de incorporacién de As(lll) por este tipo de sistemas. Uno de los
microorganismos con estas permeasas de hexosas es Streptomyces coelicolor, actinomiceto
filogenéticamente préximo a C. glutamicum que incorpora glucosa por las permeasas codificadas
en los ORFs Sco7153 (GIcP1) y Sco5578 (GIcP2, idéntica en secuencia a GIcP1 pero no
funcional) (van Wezel et al., 2005). EI mecanismo de transporte de estas permeasas es diferente
al de las permeasas de hexosas tipo PTS (Phosphotransferase System), cuya incorporacién

implica una fosforilacién a nivel de sustrato (Yuan et al., 2006).

En el genoma de C. glutamicum se han localizado al menos dos proteinas homologas a
GlIcP1 de S. coelicolor codificadas por los “ORFs” Ncgl0175 y Ncgl2852, con una identidad del
29,4% y 26,9% respectivamente. La interrupcion y la sobreexpresion homoéloga y heteréloga de
estos ORFs no ha modificado significativamente la dinamica de incorporacion de As(lll) ni en C.
glutamicum ni en la cepa OSBR1 de E. coli (mutante para la aquaglicerolporina GlpF) (Sanders
et al., 1997).
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Al contrario de lo que sucede en S. cerevisiae, la presencia de azucares en el medio
extracelular tampoco modifica la cinética de incorporacion de As(lll) (Liu et al., 2004b). Todos
estos datos sugieren que las proteinas codificadas por los ORFs Ncgl0175 y Ncgl2852 de C.

glutamicum no participan en la incorporacion de As(lll).

Incorporacion de As(V) vs As(lll)

35
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Figura 4.3: Analisis comparativo de incorporacién de As(V) y As(lll). En este ensayo se pone de manifiesto que
el As(V) en condiciones limitantes de fosfato entra de manera mas rapida que el As(lll) en C. glutamicum. De hecho el

As(lll) a concentraciones de hasta diez veces superior a las del As(V) se incopora diez veces menos en las células.

La diferencia en la incorporaciéon de As(V) y As(lll) en C. glutamicum es un reflejo de la
refractariedad de las células a determinados metales/metaloides e incluso a distintas especies de
los mismos. El valor absoluto de As(V) incorporado en relacion al de As(lll) a concentraciones
equivalentes de los dos metaloides en el medio extracelular es considerablemente mayor para la
forma pentavalente (Figura 4.3). En este sentido podemos afirmar que C. glutamicum es
altamente refractario a la especie As(lll), pero no a As(V). Desde un punto de vista
medioambiental este aspecto tiene una importancia relevante ya que las corinebacterias, por su

metabolismo aerobio ocupan nichos donde la especie predominante es As(V).
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4.2. Sistemas de resistencia a arsénico en C. glutamicum.

El otro factor que condiciona la resistencia a arsénico en un microorganismo es la
presencia o ausencia de sistemas celulares de resistencia/destoxificacion. C. glutamicum posee
dos operones de resistencia a arsénico con una estructura basica similar (arsRBC), pero con

diferencias evidentes entre ellos (Orddfiez et al., 2005).

El operén arsl esta formado por un regulador (cgArsR1, con una orientaciéon contraria a
la del resto de genes del operdn) una permesa de As(lll) [cgAcr3(1)] y dos reductasas de As(V)
(ccArsC1 y cgArsC1’). Estudios posteriores pusieron de manifiesto la existencia de otro gen, de
funcién desconocida, situado aguas arriba y coexpresado con arsR1. A este gen se le denominé
arsO y a la proteina correspondiente ¢cArsO, que guarda homologia con posibles
monooxigenasas y/o con flavoproteinas implicadas en procesos redox aun no definidos (Wang et
al., 2006). El operdon ars2 mantiene una estructura equivalente a la indicada para arsl pero
carece de los genes para la reductasa ¢gArsC1’ y para ccArsO. La expresién divergente del gen
para el regulador en ambos operones con relaciéon al resto de genes se relacionaria con un

mayor control de la expresiéon (Orddfiez et al., 2005).

Los analisis y estudios llevados a cabo con posterioridad a una de las publicaciones de la
presente memoria (Ordofez et al. 2005) nos ha permitido profundizar en el conocimiento de los
sistemas ars de C. glutamicum, de manera que algunos datos existentes en el trabajo indicado
han sido adaptados para una mejor comprensién de los mismos. Entre estas adaptaciones cabe
destacar: (i) la inclusion del gen arsO dentro de la estructura del operdon arsl (ya indicado
anteriormente); (ii) el cambio de nomenclatura de los genes arsB1, arsB2 y arsB3, que pasan a
denominarse acr3(1), acr3(2) y acr3(3) [ccAcr3(1), ccAcr3(2) y ccAcr3(3) a sus proteinas
correspondientes] para ser fieles a sus relaciones filogenéticas; (iii) los genes arsR1 y arsR2
vieron recortados sus tamafos a consecuencia de los analisis moleculares realizados a

posteriori.

La organizacién génica de los operones, los analisis por “Northern” Blot y los ensayos de
PCR reversa pusieron de manifiesto que la expresion de los genes acr3(l)-arsCl-arsCl’ y
acr3(2)-arsC2 se produce mediante transcritos Unicos y divergentes en relacion a la transcripciéon
de arsR1-arsO (que forman un dicistron) y de arsR2 respectivamente (Ordoéfez et al., 2005). Por
ensayos de PCR cuantitativa (QPCR) o de PCR reversa se sabe que acr3(3) y arsC4 (los dos
genes ars no asociados a los operones) no se inducen en presencia de As(lll). Por ello se
considera que su papel en la resistencia a arsénico es meramente marginal, o simplemente
inexistente. En lo referente a arsO, arsR1, acr3(1), arsC1, arsC1’, arsR2, acr3(2), y arsC2 existe
un incremento en el nimero de transcritos tras su induccién con As(lll), pero este incremento no
se produce en la misma cuantia en todos los genes, de hecho los genes arsR1, arsO y arsR2
mantienen una induccién significativamente menor que la del resto de genes estructurales del

operon.
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Mediante estudios “in vitro” de anisotropia de fluorescencia se determind que el As(lll) y
el Sb(lll) [pero no el As(V)] promueven la liberacidon del represor ccArsR1 de la regién
promotora/operadora de los operones ars y por lo tanto la desrepresion del sistema. Usando
vectores sonda de promotores que utilizan la fluorescencia de la proteina verde (GFP) como
indicador de expresion (“gen reporter”) se determiné “in vivo” que el sistema se induce por As(lll)
[y por As(V) previa conversion a As(lll)] pero no lo hacen otros elementos como el Sb(lll), el
bismuto, fosfato, fosfito, nitratos o nitritos al contrario de lo que sucede en otros microorganismos
(Rosenstein et al.,1992) (Ji and Silver., 1992a).

La razon de la induccion del sistema por parte del Sb(lll) “in vitro” pero no “in vivo” tiene
relacion con la geometria del sitio de unién a metales del represor cgArsR1 y se abordara con
mayor profundidad mas adelante. De hecho el Sb(lll) interacciona muy eficientemente con el sitio
de unién a metales de ccArsR1 y libera el regulador de la regidon operadora (Ordériez et al.,
2008). La ausencia de induccién “in vivo” parece ser consecuencia de la baja permeabilidad de
C. glutamicum al Sb(lll).

El As(V) no induce el sistema “in vitro” por su incapacidad para interaccionar con el sitio
de union a metales del regulador (Orddfiez et al., 2008). La induccion “in vivo” es por lo tanto
consecuencia de su reduccion a As(lll). Inicialmente se creia que una expresién basal de las
reductasas seria la responsable de la reduccién inicial del As(V) a As(lll), pero estudios
empiricos posteriores (Ordofiez et al., 2009) pusieron de manifiesto que el micotiol (MSH) es

capaz por si solo de reducir el As(V) sin necesidad de actividad enzimatica alguna.

Los analisis funcionales de los operones arsl y ars2 realizados mediante deleciones,
interrupciones y sobreexpresiones homadlogas y heterdlogas pusieron de manifiesto que los dos
operones son funcionales y condicionan la resistencia a As(lll) y a As(V) en C. glutamicum. C.
glutamicum 2Aars (Ordéfiez et al., 2008), cepa que carece de los operones arsl y ars2 es
hipersensible tanto a As(lll) como a As(V). Sus valores de CMI para el As(lll) y el As(V) son de
0,5 mM en ambos casos [donde la CMI de la cepa silvestre es de 12 mM para As(lll) y 100 mM
para As(V)]. La expresion en multicopa del operén arsl [arsR1-acr3(1)-arsC2] y ars2 [arsR2-
acr3(2)-arsC2] en C. glutamicum 2Aars o en cualquiera de los mutantes adecuadamente
disefados revirti6 los fenotipos de las cepas receptoras, superandose en todos los casos la CMI
de la cepa silvestre y alcanzando valores de CMI de [hasta 60 mM para As(lll) y 500 mM para
As(V)].

4.2.1. La region intergénica arsR-acr3 dirige y controla la expresion
de los operones con cArsR1y cArsR2 actuando en “trans” sobre ellas.

En las regiones intergénicas arsR1-acr3(1) (80 nt) y arsR2-acr3(2) (81 nt) se localizan las
regiones promotoras/operadoras de ambos operones, secuencias de reconocimiento de RNA

polimerasas y de ccArsRs, de cuya interaccion va a depender la pauta de expresiéon de los 2
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operones ars. La caracterizacion bioinformatica y empirica (ensayos por huella genética y
amplificacion al azar “RACE”) de la region intergénica de arsl revel6 la existencia de una regién
palindromica donde interaccionan los ¢cArsRs. ccArsRs y RNA polimerasas ocupan un espacio
estérico equivalente en el DNA, de manera que la unién del homodimero de ccArsR a la
secuencia palindromica del operador (Ji and Silver, 1992a) (Bose et al., 2006) (Wu and Rosen,
1993) (Lopez-Maury et al., 2003) imposibilita la interaccion de las RNA polimerasas con los
promotores. Sdélo cuando ¢gArsR es liberado del DNA por unidon de los metaloides a su sitio de
unién a metales, la RNA polimerasa es capaz de interaccionar con los promotores e iniciar la
expresion del operén. Los regionas promotoras tienen una orientaciéon enfrentada, y en ambos
casos contienen parte de la secuencia del palindrome del operador. Esto permite una expresién

diferencial de una y otra parte del operdn y un control mas preciso de la expresion.

La homologia existente entre las regiones intergénicas de arsl y ars2 (72,5%) sugiere un
mecanismo de control comun para los dos operones. De hecho ¢cArsR1 y ccArsR2 (reguladores
con una identidad protéica del 63,1%) son capaces de interaccionar con la propia regién
promotora/operadora (en “cis”) y con la regiéon promotora/operadora del otro operon (en “trans”)
(Ordoriez et al., 2008). Es decir, ccArsR1 puede reprimir eficientemente la expresion del operén

ars2 en ausencia de ccArsR2 y viceversa.

4.2.2. Los reguladores de C. glutamicum presentan un sitio de unién
a metales atipico y responden a variaciones ambientales de As(lIl) y Sb(lll).

El arsénico presente en el citoplasma de las células produce una serie de efectos
nocivos, frente a los cuales la célula responde poniendo en marcha una serie de mecanismos de
defensa. Pero jcomo percibe la célula la existencia de metaloides en su citoplasma? Los
miembros de la familia de proteinas metaloreguladores ArsR/SmtB son los responsables de esta
funcién (Bose et al., 2006). Estos metaloreguladores se unen especificamente al arsénico y a
otros metales tdxicos, controlando de esta forma la expresion de los genes implicados en su

transformacion y/o expulsion.

Los reguladores de C. glutamicum (cgArsR1y ¢cArsR2) son los metaloreguladores de
respuesta a As en este microorganismo. En su secuencia protéica se localizan tres residuos de
cisteina, dos de los cuales se encuentran en el extremo N-terminal de la proteina, mientras que
el tercer residuo se encuentra cerca de la regién central de unién al DNA (centro activo), pero no

incluida en la misma.

4.2.2.1. c.cArsR1y ccArsR2 tienen un sitio de unién a metales atipico.

El alineamiento multiple de ccArsR1y ¢cArsR2 con otros homélogos de ArsR y CadC

utilizando como base del mismo la estructura secundaria de estos homélogos (Ordéfiez et al.,
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2008) revela que ccArsR1 y ¢gArsR2 guardan una homologia del 66% entre si y mantienen un
alto grado de conservacion en relacion a otros miembros de la familia de metaloreguladores
ArsR/SmtB. Desde un punto de vista filogenético se observa como los reguladores de C.
glutamicum y los microorganismos de los taxones relacionados (actinomicetos) forman un grupo

propio y claramente diferenciado (Figura 4.4).

o[ C. efficiens

100 C. glutamicum |

— C. glutamicum Il

57

Plasmid pBD2

r M. tuberculosis
40
—l A. ferrooxidans

S. coelicolor

| B. subtilis
3 G—L Synechocystis sp.
Plasmid pSX267

100 |F’Iasmid pl258

100 | S. aureus

Plasmid pKW301

oo [P putidal
|

a P putida i
m - w [ Plasmid R478
’ L Plasmid pYVe227
80 —E.coliK12
o | [ Plasmid R773
nlb—00 Plasmid R46

Figura 4.4: Analisis filogenético obtenido por el método de neighbour-joining mostrando las distancias
evolutivas existentes entre los diferentes represores de arsénico de la familia ArsR/SmtB (Kumar et al., 2004). Los
nimeros representados son porcentajes obtenidos por “bootstrapping” (1000 réplicas). Los represores ArsRs de
actinomicetos se engloban en un grupo comun (resaltado con un marco rojo) que se diferencia con claridad de los

reguladores de bacterias Gram postivas de bajo contenido en G+C y a mayor distancia de las Gram negativas.

Aunque ccArsR1 y cgArsR2 carecen de los sitios de unién identificados en los
metaloreguladores homologos (San Francisco et al., 1990) (Shi et al., 1994) (Quin et al., 2007)
(Yoon et al., 1991), conserva en su secuencia aminoacidica tres residuos de cisteina (Cys'®,
Cys16 y Cys>®). Al igual que ocurre en el metaloregulador CadC de S. aureus, ccArsR1 tiene un
dominio HTH (“Helix Turn Helix”) de union al DNA formado por las hélices 4 y 5 (Ordéfiez et al.,
2008). En el CadC el sitio de unién a Cd(ll) esta formado por los residuos Cys>® y Cys® de la
hélice 4 de una de las subunidades y la Cys’ y Cys'' de la regién N-terminal de la otra

subunidad. Puesto que ccArsR1 no tiene sus residuos de cisteina localizados en esas
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posiciones, se propone que Cys55 esta localizado justo antes de la hélice 4 y que Cys15 y Cys16
estan en la hélice 1. Esos tres residuos de cisteina formarian un triple enlace coordinado con el

As(lll), pero en este caso Cys15 y Cys16 pertenecen a una subunidad y Cys® pertenece a la otra.

4.2.2.2. Los residuos de cisteina de ccArsR1 son esenciales para la
metaloregulacion.

Los ensayos realizados sobre cgArsR1 demostraron la implicacion de estas cisteinas en
la metaloregulacion. En los estudios “In vivo” utilizando una cepa carente de reguladores, los
genes controlados por los promotores ars se expresan de manera constitutiva. La codificacion
cromosomal de cualquiera de las versiones de ¢cArsR1 reprime la expresién de los genes
controlados por los promotores ars, y tan solo la version silvestre de ¢gArsR1 es capaz de
liberarse del operador cuando el As(lll) [y en menor medida el Sb(lll)] esta presente en el

citoplasma (Ordéfiez et al., 2008).

Resultados similares se obtuvieron en los analisis “in vitro” por anisotropia de
fluorescencia. Tanto la versién silvestre de ¢gArsR1 como los diferentes mutantes de cisteina
son capaces de unirse a la regién intergénica aunque con afinidades que varian desde los 0,5
MM hasta los 2 uM. Solamente la version silvestre es capaz de revertir el incremento en la
polarizacion y consecuentemente su interaccion con el operador tras la adicion de As(lll) o Sb(lll)
a la mezcla de reaccidon, obteniendo constantes de disociaciéon de 150 uyM y 10 uM

respectivamente.

Por lo tanto los residuos de cisteina no son necesarios para la unién de ccArsR1 a la
region promotora/operadora de los operones ars, pero si para su disociacion del operador. De
hecho, el triple mutante de cisteinas de cgArsR1 es capaz de reprimir la expresion del gen
indicador “in vivo” y de incrementar “in vitro” la polarizacion de la luz cuando se afiade a la

mezcla de reaccién en los analisis por anisotropia.

Con los ensayos tipo EMSA (Electro Mobility Shift Assays) se demostré que ccArsR1 vy
ccArsR2 interaccionan tanto en “cis”, como en “trans” sobre las sefales reguladoras de los
operones arsl y ars2 y todo ello a pesar de que estas regiones intergénicas poseen secuencias

palindromicas diferentes (Ordéfiez et al., 2008).

Los ensayos de sobrecruzamiento de ccArsR1 pusieron de manifiesto que cgArsR1 se
ajusta al modelo en el que los grupos tiol de los residuos Cys15 y Cys16 de uno de los mondmeros
estan lo suficientemente cerca del tiolato del residuo Cys55 del otro monémero como para
establecerse un sobrecruzamiento/interaccién entre si en presencia de un agente como el
dibromobimano (Ordonez et al., 2008). Los resultados obtenidos indican que los residuos de
cisteina son necesarios para la dimerizacion y la emision de fluorescencia y que los residuos
Cys'® y Cys'® estan a una distancia de 3-6 A del grupo tiol del residuo Cys®. Estos resultados
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son tambien congruentes con la hipétesis de que el sitio de union a As(lll) de cgArsR1 esta
compuesto por dos residuos de cisteina de una subunidad y otro residuo de cisteina de otra

subunidad.

El modelo de ccArsR1 sugiere por lo tanto que el complejo ternario As-S; se forma
intermolecularmente entre las cisteinas Cys'® y Cys'® en la hélice H1 de un monémero y la Cys®”,
localizada justo antes de la hélice H4 del HTH del centro activo del otro mondémero. Esta
situacion se podria considerar una reminiscencia del sitio de unién a Cd(ll) en CadC, el cual esta
formado por cuatro grupos sulfidrilo localizados en dos subunidades diferentes. Sin embargo la
posicion de los residuos de cisteina de ¢cArsR1 no se alinea con lo observado para CadC. Por lo
tanto y en base a estos datos, es bastante probable que el sitio de union a As(lll) de ccArsR1
evolucionase de manera independiente a lo observado para otros reguladores ArsR (R773 de E.

coli o de Acidithiobacillus ferrooxidans), o a los sitios de unién a Cd(ll) de CadC.

Como se ha discutido previamente los residuos para la interaccion con los metaloides se
localizan al inicio o al final de una hélice a, donde el desenrollamiento de la misma a partir de uno
de los extremos provocaria un cambio conformacional que ocasiona su disociacion de la regién

operadora. Este mecanismo es exactamente el mismo que se propone para ccArsR1.

4.2.3. Las arsenito permeasas de C. glutamicum (ccAcr3s) expulsan
eficientemente As(lll) por un mecanismo no acoplado energéticamente al
ATP.

Los sistemas de expulsién de As(lll) en procariotas estan formados por proteinas
transmembrana que presentan dos mecanismos basicos de acoplamiento energético: (i)
acoplamiento con el potencial de membrana (electroquimico), actuando como uniportadores que
expulsan el anion As(lll) en respuesta al potencial positivo del exterior de la membrana; (ii)
acoplamiento energético a una ATPasa (ArsA) que hidroliza el ATP para proporcionar la energia

suficiente como para expulsar el As(lll).

En bacterias, arqueas y hongos se han identificado tres tipos diferentes de canales
transmembrana para la destoxificacion de As(lll) (Ghosh et al., 1999) (Meng, et al., 2004) (Sato
and Kobayashi, 1998), que podemos clasificar en base al nimero de segmentos transmembrana,
el tipo de sustratos que transportan y la familia a la que pertenecen: ArsB en Escherichia coli,
Agps en Sinorhizobium melilotti (Yang et al.,, 2005) y Acr3p en Saccharomyces cerevisiae
(Bobrowicz et al., 1997).

ArsB al igual que otras proteinas de la familia MFS (Major Facilitator Superfamily)
(Abramson et al., 2004) tiene una topologia con 12 segmentos transmembrana y posee
capacidad de transporte dual, tanto para As(lll) como para Sb(lll) (Meng et al., 2004); hasta la
fecha no se ha descrito ninguna proteina ort6loga a ArsB en eucariotas, situacién que no ocurre

con las otras dos familias.
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Figura 4.5: Analisis predictivo de regiones transmembrana mediante al algoritmo TMHMM (Krogh et al., 2001)
de las diferentes ccAcr3s de C. glutamicum. Es destacable en este analisis la existencia de 10 segmentos

transmembrana en ccAcr3(1) y ccAcr3(2) (figuras Ay B) mientras que en ccAcr3(3) (figura C)se reducen a 6-8 segmentos.

Las proteinas de la superfamilia BART (Bile Arsenite Riboflavine Transporter) a la que
pertenecen la Acr3p de S. cerevisiae cuenta con representantes tanto en procariotas como en
eucariotas y poseen una topologia con 10 segmentos transmembrana (Aaltonen and Silow,
2008). La presencia de miembros de la familia de Acr3 en microorganismos es mas frecuente

que los representantes de la familia de ArsB, en contra de lo que inicialmente se pensaba. La

proteina Acr3 esta

fuerza proténica pero no As(V), Sb(lll), telurito, cadmio u 6xido de fenilarsina (Wysocki et al.,
1997). No obstante Sato and Kobayashi, (1998) describieron que la proteina Acr3 de Bacillus
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presente en la membrana plasmatica y expulsa As(lll), acoplado al motivo de
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subtilis (gsAcr3) (denominada ArsB por los autores) expulsa tanto As(lll) como Sb(lll). En este
grupo de proteinas el mecanismo de transporte aun no ha sido establecido con exactitud, pero
parece probable que se trate de un uniportador o bien un antiportador catiénico (Aaltonen and
Silow, 2008).

La aquaglicerolporina AgpS de Sinorhizobium melilotti (Yang et al., 2005) expulsa As(lIl)
a favor de gradiente de concentracion, por lo que la destoxificacion de As(lll) es posible sélo

cuando el As(V) existente en el exterior se reduce citoplasmaticamente a As(lll).

4.2.3.1. Las arsenito permeasas de C. glutamicum pertenecen a la superfamilia
BART.
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Figura 4.6: Alineamiento de gsAcr3 (antes ArsB y denominada en la figura BSAcr3) y cgAcr3(1) de C.

glutamicum [denominada en la figura CGAcr3(1)] realizado mediate el algoritmo T- Coffee (Poirot et al., 2003). En este

alineamiento se pretende resaltar el paralelismo existente entre las dos proteinas a nivel de sus segmentos

transmembrana (color de fuente en azul). Los datos de hidrofobicidad de cgAcr3(1) obtenidos mediante TMHMM (Krogh

et al., 2001) y los obtenidos a partir de la topologia de gsAcr3 (Aaltonen and Silow, 2008) permiten sugerir que estas dos

proteinas son funcionalmente equivalentes.

Las proteinas cgAcr3(1) y cgAcr3(2) poseen un perfil hidrofobico con diez tedricos

segmentos transmembrana (Figura 4.5), aunque el noveno segmento de ccAcr3(1) posee un
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caracter hidrofébico bajo. La permeasa ccAcr3(3) posee tan solo de 6 a 8 segmentos
transmembrana, por lo que posiblemente ¢cAcr3(3) sea un transportador truncado y por lo tanto
no funcional. Si analizamos la topologia de la proteina gsAcr3 y la combinamos con los
resultados de hidrofobicidad de cgAcr3(1) observamos como la posicion relativa de los
segmentos transmembrana de estas proteinas se conservan de manera muy fidedigna (Figura
4.6).
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Figura 4.7: Analisis filogenético obtenido por el método neighbour-joining mostrando las distancias evolutivas
existentes entre los diferentes transportadores de As(lll) (Kumar et al., 2004). Los numeros representados son
porcentajes obtenidos por “bootstrapping” (1000 réplicas). Los transportadores de As(lll) de actinomicetos se engloban en
un grupo comun (resaltado con un marco rojo) que se diferencia con claridad de los transportadores de As(lll) de
bacterias Gram positivas de bajo contenido en G+C y de las Gram negativas. Es de resefar la clara divisién de los
transportadores en dos grupos, uno de los cuales engloba a transportadores de la superfamilia MFS y el otro a los de la

superfamilia BART (parte superior e inferior respetivamente).

En el analisis comparativo de ¢gAcr3(1), ccAcr3(2) y ccAcr3(3) con la Acr3p de S.
cerevisiae (scAcr3p) o con la permeasa gsAcr3 se obtienen identidades del 70,9 %, 31,2 % vy
31,7 % y del 46,5 %, 47 % y 16,7% respectivamente. Mientras que la identidad con proteinas
pertenecientes a la superfamilia MFS (r773ArsB de E. coli) se reduce a niveles del 17,3 %, 16,5%
y 12,9%
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Filogenéticamente cgAcr3(1) y ccAcr3(2) y en menor medida ¢gAcr3(3) forman un grupo
propio que engloba a los tedricos transportadores de As(lll) de los actinomicetos, y un poco mas
alejadas estarian gsAcr3 y la scAcr3p, proteinas pertenecientes al grupo de transportadores de la
superfamila BART (Figura 4.7). Las proteinas de la superfamilia MFS, con representantes tanto
de Gram positivos como de Gram negativos se encuentran en un grupo totalmente independiente

del anterior.

Estas evidencias, sumado a que la expresion heterdloga de las permeasas ccAcr3(1) y
ccAcr3(2) en E. coli (A.F. Villadangos, no publicado) proporciona resistencia a As(lll) pero no a

Sh(lll), permite la asignacion de cgAcr3(1) y ccAcr3(2) dentro de la superfamila BART.

4.2.3.2. Las permeasas cgAcr3(1l) y ccAcr3(2) participan en la destoxificacion de
As(lll) y As(V), y su interrupcidon provoca la acumulaciéon de As en C. glutamicum.

Los transportadores ccAcr3(1) y ccAcr3(2) son imprescindibles para la resistencia tanto a
As(lll) como a As(V) en C. glutamicum, y cooperan de manera coordinada para alcanzar los
niveles de resistencia a As de la cepa silvestre. La permeasa ¢cAcr3(3) no es funcional y no

parece tener papel alguno en la resistencia a As (Ordoéfiez et al., 2005).

La sensibilidad a As(V) observada en los analisis de interrupcion génica de las ¢gAcr3s
(Ordofiez et al., 2005) merece un analisis mas profundo, ya que podria tener un doble origen: (i)
bloqueo de la expresion de las reductasas asociado al efecto polar de la interrupcion de
ccAcr3(1) y ccAcr3(2); (ii) acumulaciéon de As(lll) por reduccion del As(V). En el primer caso la
menor conversién de As(V) a As(lll) provocaria la acumulacién de As(V), pero el patron de
expresion de los operones (Ordéfiez et al., 2005) descarta esta hipétesis, ya que los genes para

las reductasas poseen promotores propios que aseguran su expresion.

En este sentido la interrupcion de acr3(1) y acr3(2) bloquearia los sistemas de
destoxificacién y provocaria una acumulaciéon citoplasmatica de As(lll). Esto se pone de
manifiesto en los analisis de acumulacién realizados con las células de los mutantes
interrumpidos en las permeasas (Ordoéfiez et al., 2005). A pesar de que en estos ensayos se
utilizan células en reposo, la presencia de As(lll) en el citoplasma induce la expresiéon de los
operones ars. Esta pauta es congruente con una acumulacién inicial del metaloide que revierte
tras un periodo de respuesta de las células (establecido en 1 hora) y observado en la cepa
silvestre (RES167) (Figura 4.8), en el mutante para ccAcr3(1) [con el gen acr3(1) interrumpido] y
en el mutante para cgAcr3(2) [con el gen acr3(2) interrumpido]. En la cepa doble mutante
ccAcr3(1)-(2) [donde los genes acr3(1) y acr3(2) estan interrumpidos] los metaloides se
incorporan de una manera analoga a como lo hacen el resto de cepas, pero la ausencia de
ccAcr3s funcionales imposibilita la expulsién del metaloide y no se observa la inflexion en la

curva de concentracion intracelular de As (Figura 4.8).
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Acumulacién de As(V) en C. glutamicum.
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Figura 4.8: Analisis de acumulaciéon de As en “resting cells”. Los ensayos se realizaron del mismo modo a
como se realizan los ensayos de incorporacion variando el tiempo de exposicién al metaloide. En estas condiciones la
cepa doble mutante para las permeasas acumula As(lll) procedente del As(V) que ha entrado y se ha reducido en las
células. La cepa silvestre al contacto con el metaloide expresa los sistemas de resistencia y al cabo de 60 minutos

comienza la expulsién del As(lll) acumulado.

En base a lo descrito para estos transportadores por Aaltonen and Silow, (2008)
ccAcr3(1) y cgAcr3(2) funcionarian tedéricamente como uniportadores o como antiportadores
cationicos, pero la hipotesis de un acoplamiento energético a la hidrélisis de ATP no es en
absoluto descartable. De hecho, aunque en el cromosoma de C. glutamicum no se ha localizado
hasta la fecha ningun gen homodlogo al de la ATPasa ArsA, en los operones ars de bacterias
filogenéticamente relacionadas con C. glutamicum, como es el caso de Rhodococcus erythropolis
(Orddriez et al., 2005) presentan genes que codifican para permeasas homologas a cgAcr3(1) y
ccAcr3(2), asi como para ArsA. Este tema de trabajo estd siendo actualmente desarrollado en
nuestro grupo de investigacion en colaboracion con el grupo del Dr. Barry P. Rosen (A.F.

Villadangos, no publicado).

4.2.4. Las arseniato reductasas de C. glutamicum reducen As(V) a
través de un mecanismo totalmente nuevo.

Un aspecto fundamental de la resistencia a arsénico es la eliminaciéon de As(V) del
citoplasma. Puesto que las células no poseen ningun sistema especifico para su expulsion,
resulta interesante comprobar como éstas han resuelto este problema y la razén por la que lo

han hecho asi y no de otro modo.
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Las células necesitan incorporar PO, para la sintesis de sus bloques estructurales,
para la regulacion y funcionamiento de su metabolismo y como parte esencial de su sistema de
almacenamiento de energia. El oxianion arseniato por su similitud estructural con el PO,>
sustituye a este en todas las reacciones en que el fosfato interviene como sustrato, lo cual

genera téxicidad y provoca la muerte celular.

Esta situaciéon ha obligado a las células a desarrollar mecanismos de defensa frente al
As(V) que no pasan por la impermeabilizacion celular impidiendo su entrada si no por la
transformacion del As(V) en formas mas faciles de eliminar o por la acumulacién en formas mas
inocuas, mecanismos habituales frente al estrés metdlico. La acumulacion en formas mas
inocuas se emplea en los organismos superiores que almacenan As(V) intracelular en forma de
arsenoazucares o arsenobetaina, moléculas mucho menos toxicas que compatibilizan de algun
modo la presencia de arsénico en el citoplasma con el normal desarrollo de las funciones

celulares.

No obstante, la via de eliminacién de As(V) mas extendida dentro del mundo procariota
es sin duda la reduccién de As(V) a As(lll (Gladysheva et al., 1994) (Ji and Silver, 1992) (Ji et
al., 1994) (Oden et al., 1994). En un principio la conversién de una especie del metaloide en otra
que es diez veces mas toxica puede resultar desconcertante e ilogico, pero este incremento en la
toxicidad se compensa por la capacidad de expulsion de As(lll) que en la mayoria de los
microorganismos es muy elevada. Ademas hasta la fecha no se han descrito sistemas de
expulsién para As(V), razén por la cual la solucidn de transformar el As(V) en otra especie para la

cual existe un sistema de destoxificacion eficiente es coherente.

Otra cuestion transcendente es el porque las células no han desarrollado sistemas de
expulsion de As(V). En este sentido se puede hipotetizar con que la misma homologia estructural
que le permite entrar en las células no permite la existencia de sistemas de transporte
especificos para el As(V). Si no existen transportadores lo suficientemente especificos para
discernir AsO,> de PO,%, con la expulsidon de arseniato se correria el riesgo de expulsar también
fosfato, situacion nada ventajosa para la célula. Por lo tanto en los microorganismos la
eliminacion de As(V) se produce casi exclusivamente reduciéndolo a As(lll), proceso catalizado

por las enzimas arseniato reductasas (ArsCs).

Las enzimas ArsCs son pequefias proteinas redox [131 aminoacidos en la ArsC del
plasmido pl258 de S. aureus (spArsC) y 141 de la correspondiente al plasmido R773 de E. coli
(r773ArsC)], monoméricas y citoplasmaticas que reducen As(V) a As(lll). Esta reduccion es
posible gracias a la participacion secuencial de tres tiolatos nucledfilicos diferentes, que
funcionan en cascada con oxidaciones-reducciones sucesivas. (Gladysheva et al., 1994) (Ji and
Silver, 1992) (Ji et al., 1994) (Oden et al., 1994).

Las ArsCs de los diferentes microorganismos se diferencian entre si atendiendo a los

siguientes aspectos: (i) sus secuencias aminoacidicas primarias; (ii) localizacion de los residuos
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de cisteina cataliticos; (iii) mecanismos de reduccién y caracteristicas estructurales. En base a
estos parametros es posible su agrupamiento en las clases ya analizadas con profundidad en la

introduccion de esta memoria.

Las arseniato reductasas codificadas en el cromosoma de C. glutamicum (ccArsC1,
ccArsC2, ccArsC1’ y cgArsC4) pertenecen a diferentes grupos filogenéticos (Figura 4.9), y se
pueden diferenciar hasta tres clases diferentes tomando como base los estudios filogenéticos

(Kumar et al., 2004) y los analisis de homologia (Durand et al., 1997).
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Figura 4.9: Analisis filogenético obtenido por el método neighbour-joining mostrando las distancias evolutivas
existentes entre las diferentes arseniato reductasas (Kumar et al., 2004). Los ndmeros representados son porcentajes
obtenidos por “bootstrapping” (1000 réplicas). Las ArsCs de los actinomicetos con la salvedad de ccArsC4 y sus
homélogas se engloban en un grupo comun (resaltado con un marco rojo) claramente diferenciado del de bacterias Gram
positivas de bajo contenido en G+C y del de las Gram negativas, estas ya mas alejadas filogenéticamente. Es destacable

la relacién mas estrecha de ccArsC1’ con las reductasas de bacterias Gram positivas de bajo contenido en G+C.

Las arseniato reductasas codificadas en el cromosoma de C. glutamicum (ccArsC1,

ccArsC2, cgArsC1’ y ccArsC4) pertenecen a tres grupos filogenéticos diferentes (Figura 4.9).
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Tomando como base los estudios filogenéticos (Kumar et al., 2004) y los analisis de homologia
(Durand et al., 1997). Estas familias se corresponderian con: (i) cgArsC4, (ii) ccArsC1’ y (iii)
ccArsC1/cgArsC2. Esta situacion podria ser considerada excepcional, aunque también se da en
otros representantes de corinebacterias. En Corynebacterium efficiens se han localizado los
mismos tipos de reductasas pero organizadas de forma diferente: un solo operén de resistencia a
arsénico en el que se pueden localizar las reductasas analogas a cgArsC1’ y a ccArsC1/ccArsC2,

y aislada en el cromosoma la homéloga a ¢gArsC4

4.2.4.1 Las reductasas ccArsC4y ccArsC1’ aparentemente no son funcionales en C.
glutamicum.

ccArsC4 es una proteina de codificacion cromosomal no incluida en los operones ars y
relacionada con las ArsCs dependientes de GSH y Grx (idéntica situacion se observa en los

homologos de ccArsC4 de C. efficiens y C. diphtheriae).
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Figura 4.10: Alineamiento de las reductasas ccArsC4 (CGArsC4 en la figura) y r773ArsC (R773ArsC en la figura)
realizado mediate el programa T- Coffee (Poirot et al., 2003). En este alineamiento comparativo se constata la homologia

existente entre las dos enzimas, lo que permite agrupar a ccArsC4 dentro de la familia de g773ArsC.

Analizando detalladamente la secuencia de ¢gArsC4 y el alineamiento de ésta con la
reductasa r773ArsC de E. Coli (Figura 4.10) se comprueba que: (i) cgArsC4 carece de la cisteina
C-terminal presente en r773ArsC, cisteina que por otra parte no interviene en el mecanismo de
reduccion de rr73ArsC; (i) la Cys'" de ¢cArsC4 se corresponde con la Cys'? esencial de gy73ArsC;
(iii) los cinco residuos criticos de r773ArsC identificados por mutagénesis (His®, Ser', Arg® y
Arg®) se conservan en ccArsC4 (Figura 4.10); (iv) los cinco residuos basicos que rodean
estéricamente a la Cys12 de r773ArsC y que disminuyen el valor de pK, del complejo Cys-Sy a 6,4
(His® Arg™ Arg®, Arg™ y Arg') (Gladysheva et al., 1996) (Martin et al., 2001) también se

107
)

conservan en ¢cArsC4 (Figura 4.10). Tres de estos residuos (Arg®, Arg® y Arg'”) interaccionan

directamente con el As(V) y los intermediarios del As(lll) (Martin et al., 2001).
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A pesar de que los analisis anteriores podrian apoyar de manera tedrica la funcionalidad
de ccArsC4, existen una serie de evidencias que la ponen en tela de juicio: (i) ¢cgArsC4 no
presenta la region C-terminal de r773ArsC. La proteina resultante podria ser una versién truncada
con un plegamiento alterado; (ii) arsC4 no es inducible en presencia de As(lll) (Orddfez et al.,
2005) y su expresion constitutiva (a un nivel basal), carece de sentido fisiolégico, pues en
situaciones con estrés por presencia de As las células necesitan desarrollar una respuesta
adaptativa; (iii) cgArsC4 es homodloga a las proteinas dependientes de GSH y Grx, pero en C.
glutamicum no existe el par redox GSH/Grx lo que en sentido estricto imposibilitaria un
mecanismo de reaccion de este tipo. Todo esto sumado a que las interrupciones geénicas,
complementaciones homodlogas y complementaciones heterélogas llevadas a cabo con ¢gArsC4
no aportaron datos concluyentes sobre su funcionalidad, hacen creer que aparentemente
ccArsC4 no es funcional.

El porqué ccArsC4 no participa en la resistencia a As(V) en C. glutamicum, cuando esta
presente en C. diphtheriae y C. efficiens, podria ser la evidencia de que este sistema fuese

relevante en la destoxificacion de As(V) en ancestros comunes donde todavia existiese GSH/Grx.
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Figura 4.11: Alineamiento de ¢cArsC1’ (CGArsC1’ en la figura) y de spArsC (SAArsC en la figura) realizado
mediate T- Coffee (Poirot et al., 2003). En este alineamiento se destaca la homologia existente entre las dos proteinas

comparadas, con la salvedad del extremo N-terminal de ccArsC1’.

A nivel aminoacidico cgArsC1’es la proteina mas relacionada con la reductasa de
Staphylococcus aureus spArsC (Figura 4.9). Analizando la secuencia primaria de ambas se
extraen los siguientes datos (Figura 4.11): (i) En ccArsC1’ existen tres cisteinas (Cys®, Cys'®y
Cys'®) que se corresponden con las tres cisteinas cataliticas esenciales de spArsC (Cys'?, Cys®
y Cys®). Estas cisteinas estarian hipotéticamente implicadas en la reduccion del As(V) y en la
formacion de la cascada redox para la recuperacion de la proteina (Messens et al., 1999); (ii) los

aminoacidos Asn', Ser' y Arg'®, integrantes del P-Loop, y necesarios para la catdlisis de la
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saArsC se mantienen en ccArsC1’; (iii) en el extremo N-terminal de ¢cArsC1’ existen 78
aminoacidos no compartidos con spArsC; (iv) la reductasa cgArsC1’ tiene una identidad del

16,4% con spArsC (25% si se elimina los 78 aminoacidos del extremo N-terminal).

A pesar de que existen genes homdlogos funcionales a los que codifican para
tioredoxina (Trx) y tioredoxina reductasa (TR) en el cromosoma de C. glutamicum (Fanous et al.,
2008) (Ordofiez et al., 2009), los datos experimentales no parecen apoyar la funcionalidad de
ccArsC1’ (Ordofiez et al., 2009).

4.2.4.2. Las reductasas ccArsCly ¢cArsC2 son funcionales en C. glutamicum.

La expresion de ccArsC1 y ccArsC2, al igual que ocurre con ¢gArsC1’, se induce en
presencia de As(lll) (Ordonez et al., 2005). Filogenéticamente ¢gArsC1/cgArsC2 forman un grupo
con entidad propia dentro de las ArsCs, al cual pertenecen todas las reductasas de los operones
de resistencia a arsénico de los actinomicetos, con la salvedad de ¢gArsC1’ y las homdlogas a
ccArsC1’ presentes en los operones ars de C. efficiens (cgArsC1’) y del plasmido lineal pBD2 de
Rhodococcus erythropolis (reArsC1’) (Figura 4.9). La amplia presencia de este tipo de reductasas
en los actinomicetos da una idea de la importancia de las mismas para este grupo de
microorganismos, esencialmente teniendo en cuenta que el nicho habitual de estos
microorganismos es el suelo, donde existen las mayores concentraciones de arsénico de la
biosfera.

Los analisis filogenéticos y la ausencia de GSH/Grx en Gram positivos (Newton et al.,
2006) podrian hacer pensar en un mecanismo de reduccion idéntico al de spArsC, sin embargo
los resultados experimentales apoyan la existencia de una nueva clase de reductasas que

reducen As(V) a As(lll) a través de un nuevo mecanismo de accion hasta ahora no descrito.

ccArsC1 y ¢gArsC2 solo mantienen la cisteina homologa a la Cys10 de gpArsC, (Cys11 en
ccArsC1y Cys8 en ccArsC2) (Figura 4.12). En estas condiciones ¢gArsC1 y ¢cArsC2 sélo serian
capaces de realizar el primer paso del ciclo catalitico descrito para spArsC (Messens et al.,

2002b). En este primer paso, el grupo tiol de la Cys'"® (

completamente reducido) realizaria un
ataque nucledfilico sobre el As(V), liberando un grupo hidroxilo que al protonarse formaria una
molécula de agua. El resultado seria la formacién del intermediario Cys'”®-SAsOH;, de tipo
covalente. Pero una vez que esto hubiese sucedido no se podria iniciar la cascada redox de

recuperacion de la enzima por no existir ninguna cisteina adicional.

A pesar de lo indicado se conservan la mayoria de los aminoacidos esenciales para
dicho mecanismo de reduccion (Figura 4.12): (i) los residuos Asn', Ser'” de ¢cArsC1y Asn'',
Ser'® de ¢cArsC2 llevarian a cabo en C. glutamicum la disminucion de la pKa del grupo tiol de la

11/8

Cys'"® al igual que lo hacen los residuos Asn' y Ser'” sobre la Cys'? de saArsC; (ii) Arg'® de

shArsC, se sustituye por una lisina (Lys' en ccArsC1 y Lys' en ccArsC2), que a efectos
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funcionales es equivalente a la arginina ya que aportan el mismo grupo funcional en la cadena
lateral del aminoacido. En cierto modo podemos considerar que ¢gArsC1y ¢cArsC2 presentan un

P-loop modificado, pero cuya actividad fosfatasa es inexistente (Orddnez et al., 2009).
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Figura 4.12: Alineamiento de ¢cArsC1 (CGArsC1 en la figura), ccArsC2 (CGArsC2 en la figura) y spArsC
(SAArsC en la figura) realizado mediante T- Coffee (Poirot et al., 2003); se pone de manifiesto la existencia de un “P-loop”

modificado y la ausencia de las dos cisteinas en posicién C-terminal.

Por ensayos de interrupcion génica, y complementacién homéloga se sabe que ¢gArsC1
y ccArsC2 son las unicas reductasas funcionales en C. glutamicum (Ordonez et al., 2009) y que
la accion de una de las enzimas complementa a la de la otra. La ausencia de las dos reductasas
genera un fenotipo hipersensible a As(V) pero no a As(lll), lo que confirmaria su papel como

reductasas de As(V).

4.2.4.3. Las reductasas ccArsCl y cgArsC2 no estan ligadas ni a GSH/Grx ni a
Trx/TR en su mecanismo de reduccién.

Filogeneticamente cgArsC1 y ¢gArsC2 estan relacionadas con las ArsC dependientes de
tioredoxina y tioredoxina reductasa (Trx/TR) sistema presente y funcional en C. glutamicum
(Fanous et al., 2008) y ademas conservan la mayoria de los aminoacidos criticos en esta
catalisis. Por esta razon se decidi6é analizar la posibilidad de que cgArsC1 y ccArsC2 utilizasen

dicho mecanismo de reaccion.

En el modelo establecido por Messens et al., (2002a) la enzima saArsC cataliza la
reduccion del As(V) a As(lll), en una reaccion en la que el As(V) actua como aceptor de
electrones y donde el par Trx/TR son intermediarios de una cascada de oxidacion-reduccion,

siendo el NADPH el donador inicial de electrones.

La reproduccion “in vitro” del modelo establecido por Messens et al., (2002a) sobre

ccArsC1y ccArsC2 nos permitié demostrar la funcionalidad del sistema Trx/TR en C. glutamicum.
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ccTR es capaz de reconocer ¢gTrx (oxidada con diamida) y catalizar la reduccion del puente
disulfuro intramolecular utlizando NADPH como fuente de poder reductor. La sustitucion de la
enzima ¢glrx oxidada por la version reducida, afiadiendo a su vez a la mezcla de reaccién
ccArsC1 o cgArsC2 reducidas y As(V) como aceptor final de electrones, permiti6 comprobar que
las reductasas ¢cArsC1 y ccArsC2 no se acoplan con el par Trx/TR de C. glutamicum. Esta
conclusion se reforzé cuando se sustituyeron las reductasas ¢gArsC1 y ccArsC2 por la reductasa
saArsC dando como resultado la viabilidad de la cascada redox descrita por Messens et al.,
(2002a).

4.2.4.4. El sistema MSH/Mrx esta presente en actinomicetos y condiciona la
resistencia a As(V).

En practicamente todos los actinomicetos (Sakuda et al., 1994), al igual que ocurre en
otros microorganismos Gram positivos, no existe capacidad genética para la sintesis de glutatién
(GSH). Alternativamente, este grupo de microorganismos presenta un sistema que sustituye en
muchas de las funciones celulares al GSH, el pseudodisacarido micotiol (MSH). El MSH es una
molécula de N-acetilcisteina (AcCys) unido por un enlace tipo amida a 1-D-myo-inositil 2-amino-
2-deoxy-D-glucopirandésido (GIcN-Ins) (Newton et al., 1995) (Sakuda et al., 1994) (Spies and
Steenkamp, 1994).

AcOH Cys + ATP AMP + PPi

GlcNAc-Ins- P—AGICNAC-lnS —41GICN Ins\—~4 Cys-GlIcN-Ins

MshA2 MshB MshC AdCoh

AcCysR

MshA Mca MshD

CoA

GlcNAc + Ins-P MSR« MSH

¥
X RX

Figura 4.13: Ruta de biosisntesis de MSH en Mycobacterium smegmatis. Adaptada de Newton et al., (2006). La
sintesis de MSH se produce a partir de 1L-Inositol-1-P y N-acetilglucosamina, para formar una serie de intermediarios que
tras reacciones sucesivas catalizadas por las enzimas MshA, MshA2, MshB, MshC y MshD dan lugar a un tiol de

pequeiio tamafio denominado micotiol (MSH).

Las enzimas relacionadas con el metabolismo y la sintesis del MSH, se han considerado
frecuentemente dianas importantes para el diseio de farmacos en la lucha frente a M.
tuberculosis. La ruta de biosintesis del MSH comienza con una reaccion tipo glicosiltransferasa
catalizada por la enzima MshA, donde actdan como sustratos UDP-GIcNAc y 1L-Ins-1-P para
formar GIcNAc-(a1,3)-1L-Ins-1-P, que es posteriormente defosforilado por una fosfatasa no

identificada todavia denominada MshA2 para formar GIcNAc-Ins. MshB es una deacetilasa de
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GIcNAc-Ins que es la responsable de la formacién del pseudodisacarido Glc-Ins necesario para
la tercera reaccion, catalizada por la enzima MshC, una ligasa de Cys:GIcN-Ins ATP-dependiente
que produce Cys-Glc-Ins. El tltimo paso de la ruta de biosintesis se lleva a cabo por MshD cuya
actividad acetiltransferasa produce MSH a partir de CoAS-Ac y el producto de reaccion de MshC.
(Figura 4.13).

Por los ensayos realizados con estas enzimas se sabe que el MSH es esencial para la
viabilidad de M. tuberculosis, pero no para M. smegmatis o Streptomyces coelicolor. Los genes
mshA y el mshC son imprescidibles para la produccion de MSH en M. smegmatis, e
indispensables para la supervivencia de M. tuberculosis (Newton et al., 2006). La inactivacion de
mshB y mshD reduce pero no elimina la produccion de MSH en estas bacterias y por lo tanto no
afecta drasticamente a su viabilidad. En base a lo indicado las dianas mas prometedoras desde
un punto de vista aplicado para el disefio de futuros compuestos antimicrobianos serian MshA y
MshC.

Otra enzima clave en el metabolismo del MSH es la proteina Mca (micotiol conjugado
amidasa). Su funcién basica es la de reciclar el MSH conjugado con determinados radicales,
liberando el sustrato necesario para la ligasa de Cys:GIcN-Ins catalizada por MshC (Figura 4.13).
La proteina Mca es enormemente afin por los conjugados MS-R, e independientemente del
radical conjugado al MSH, es capaz de reconocer la molecula de MSH y realizar su catalisis. Mca
es practicamente inactiva con MSH, con MSSM (micotiona) o con el intermediario Glc-NAc-Ins,
pero tiene una actividad significativa con una amplia variedad de residuos organicos entre los

que se encuentran los antibiéticos.

El MSH se mantiene en estado reducido gracias a una micotiona disulfuro reductasa
(MTR), esta enzima cataliza la reduccién del enlace disulfuro de MSSM obteniendo el poder
reductor del NADPH. MTR tiene un papel fisiolégico similar al de la glutation reductasa (GOR) y
al de la tripanotiona reductasa. La secuencia aminoacidica de MTR guarda un 30% de identidad
con otros miembros de esta familia de enzimas, conservando las cisteinas propias del centro
redox catalitico, asi como el par His-Glu consenso y las regiones de unién a FAD y a NADPH
(Patel and Blanchard, 2001).

A pesar de que la sintesis de MSH en las especies del género Mycobacterium esta bien
establecida, existen otras especies microbianas con capacidad para sintetizar MSH. Dentro del
género Corynebacterium se ha comprobado que C. glutamicum (Feng et al., 2006) sintetiza
micotiol y posee genes ortélogos a los que intervienen en la sintesis de MSH, pero su funcion no

ha sido aun determinada.

Los mutantes de la ruta biosintética del micotiol en C. glutamicum: C. glutamicum
AMshA, C. glutamicum AMshB, C. glutamicum AMshC, y C. glutamicum AMshD, asi como
mutantes para la enzima micotiol conjugado amidasa (C. glutamicum AMca), y la micotiona

reductasa (C. glutamicum AMtr) (Feng et al., 2006), evidenciaron una pérdida notable de
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resistencia a As(lll), pero en ningin modo comparable a la sensibilidad alcanzada para el As(V)
(Orddiiez et al., 2009). Los mutantes C. glutamicum AMshA y C. glutamicum AMshC (enzimas
que en Mycobacterium son esenciales para la sintesis de MSH) manifiestan una sensibilidad
para As(V) comparable a la adquirida en el doble mutante C. glutamicum ArsC1-C2 y en el doble

delecionado C. glutamicum 2Aars (Ordériez et al., 2009).

Por lo tanto y asumiendo que el fenotipo de estos mutantes se asemeja mas a lo descrito
para Mycobacterium (Newton et al., 1995) y no tanto a lo descrito para C. glutamicum (Feng et
al., 2006) se dedujo que el micotiol es esencial y que por lo tanto participaria de algun modo en la
reduccion de As(V). El fenotipo esperado para el resto de mutantes encaja perfectamente con el
nivel de sensibilidad de los mismos a As(V), asi C. glutamicum AMshB y C. glutamicum AMshD,
mutantes con capacidad residual de sintesis de micotiol reflejan una menor sensibilidad asociada

a la sintesis basal de MSH.

El mutante C. glutamicum AMtr no tiene alterada la capacidad de sintesis de micotiol,
pero si su regeneracion a partir del poder reductor del NADPH, por lo que el MSH presente en las
células tendra su origen en la sintesis enzimatica. Como consecuencia de ello, el MSH disponible

en la célula va a ir disminuyendo, y paralelamente lo hara su resistencia a As(V).
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Figura 4.14: Alineamiento de Mrx1 de C. glutamicum (Mrx1 en la figura) y de Grx2 de E. coli (Grx2 en la figura)
realizado mediante el programa T-Coffee (Poirot et al., 2003), poniendo de manifiesto la existencia de un centro activo
comun caracterizado por la presencia de dos cisteinas en posicion N-terminal. Estas dos cisteinas son responsables
tanto en Mrx1 como en Grx2 de la reduccioén de los puentes disulfuro inter e intracatenarios de las proteinas con las que

interactua.

El mutante C. glutamicum AMca, presenta niveles de resistencia frente al As(lll) y sobre

todo frente al As(V) que se acercan en gran medida al de la cepa silvestre. Esto respalda la
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hipotesis de que el MSH debe estar participando de las reacciones de reduccion celulares y no
tanto formando conjugados MSH-As(lIl) o MSH-As(V).

Haciendo un paralelismo entre el mecanismo de reducciéon dependiente de GSH/Grx y el
del MSH, se rastre6 el genoma de C. glutamicum en busca de proteinas que pudiesen
desempefiar la misma funcion que Grx pero en este caso de manera especifica para el MSH.
Como resultado se localizaron tres proteinas denominadas de manera genérica micoredoxinas
(Mrx) codificadas por los ORFs Ncgl0808 (Mrx1), Ncgl2445 (Mrx2) y Ncgl0401 (Mrx3).

Mrx1 (ver alineamiento en la figura 4.14) conserva una identidad con la Grx2 de E. coli de
un 11,4%. Pero a pesar de esta escasa identidad, y de la diferencia de tamafio entre ellas (80
aminoacidos de Mrx1 frente a los 216 de Grx2), presenta en su extremo N-terminal el dominio
catalitico tipico de las glutaredoxinas (“CPYC”), con dos cisteinas cataliticas (Cys12 y Cys15)
(Figura 4.14). Como se ha puesto de manifiesto en los ensayos experimentales, estas cisteinas
participan en la reduccion de los disulfuros intra e intermoleculares (MSH-proteinas),
estableciendose un paralelismo funcional entre las cisteinas de Grx2 y Mrx1 (Orddiez et al.,
2009).

Mrx2 presenta una identidad del 6,3% con Grx2 y al igual que Mrx1 presenta dos
cisteinas en el extremo N-terminal. Mrx2 es una proteina homoéloga a la proteina NrdH de C.
ammoniagenes (Stehr and Lindqvist, 2004). Las NrdH redoxinas son una clase de proteinas
redox que pertenecen a la superfamilia de la Trx. Este tipo de proteinas se han encontrado en E.
coli y también en otros microorganismos, principalmente aquellos que no sintetizan GSH. La
proteina NrdH forma parte del operon nrdHIEF de E. coli, y actia como donador de protones
para la ribonucleétido reductasa NrdEF. Las NrdH-redoxinas son proteinas pequenas (9-10 kDa)
con identidades que oscilan entre 34-99% entre si, y homologas a las Grx. Presentan un
plegamiento caracteristico y un sitio activo conservado (“C-V-Q-C” 6 “C-M-Q-C”) que contiene los
residuos de cisteina cataliticos. El patron de residuos que sirven de union entre las dos cisteinas
cataliticas los diferencia de las Trx y de las Grx (“C-P-G-C” para las thioredoxinas y “C-P-Y-C”
para la mayoria de glutaredoxinas). Estructuralmente son similares a las Grx (especificamente
reducidas por el GSH), aunque las NrdH redoxinas, al igual que ocurre con las Trx, dependen de
la TR para su reduccion. La NrdH de E. coli forma en su estructura un profundo bolsillo
hidrofébico similar al observado en la Trx. En base a esta estructura y a los estudios empiricos
desarrollados por Ordéfiez et al., (2009) se sugiere que la union de la TR con la NrdH se produce

de una manera analoga a como lo hace la TR con la Trx (Stehr and Lindqvist, 2004).

Experimentalmente se ha puesto de manifiesto que Mrx1 y MSH forman parte de la
misma ruta de oxidacién-reduccion, mientras que Mrx2 esta ligada a la ruta de oxidorreduccion
de la Trx y de la TR (Ordéfiez et al., 2009). Del mismo modo se ha demostrado que ¢gArsC1y
ccArsC2 reciben electrones sélamente de la ruta Mrx1/MSH, y que la reduccion de As(V) es

dependiente de la cisteina N-terminal de ¢gArsC1 y ¢cArsC2. Por lo tanto para este mecanismo
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de reaccioén seria necesaria la presencia de MSH, la enzima Mrx1 donde su cisteina N-terminal
resulta imprescindible, la flavoproteina MTR y el donador de electrones NADPH. Todos estos
componentes se acoplan en reacciones de oxidacion reduccidn sucesivas cuyo resultado final es

la reduccién de As(V) a As(lll) y la recuperacion total de todas las proteinas que intervienen.

En base a los analisis “in vivo” e “in vitro” se ha propuesto que el mecanismo de reaccion
es el siguiente: (i) el tiolato activo tanto de ¢gArsC1 como de ¢cArsC2 cataliza la formacion de un
intermediario entre al As(V) y el MSH; (ii) Mrx1 reduce la unién As-SH originando As(lll) y un
puente disulfuro intermolecular entre el MSH y la Mrx1; (iii) una segunda molecula de MSH
recicla la Mrx1 y forma micotiona (MSSM); (iv) que posteriormente es reducida por la enzima
MTR dependiente de NADPH (Ordoéfiez et al., 2009).

La cinética de las enzimas ¢cArsC1 y cgArsC2 en relacion a la enzima de saArsC se
puede considerar lenta, posiblemente debido al hecho de que los tres grupos tiol indispensables
para el mecanismo de reaccion residen en tres moleculas diferentes. Identica situacion se repite
en la reductasa de E. coli (DeMel et al., 2004).

Nuestros resultados ponen de manifiesto la existencia de un tercer grupo de arseniato
reductasas ArsCs y han establecido las bases para el estudio de los sistemas redox en C.
glutamicum. Esto puede ser de gran utilidad en la lucha frente a infecciones causadas por

patdgenos pertenecientes al grupo de las actinobacterias como C.diphtheriae o M. tuberculosis.
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Figura 4. 15: Alineamiento de Mrx2 de C. glutamicum (Mrx2 en la figura) y de Grx2 de E. coli (Grx2 en la
figura) realizado mediate el programa T- Coffee (Poirot et al., 2003). Estas proteinas presentan un centro activo formado
por dos cisteinas pero cuyo entorno y estructura varia lo suficiente como para que los mecanismos redox en los que

intervienen sean diferentes.

[143]






Conclusiones/Conclusions






Conclusiones / conclusions.

5. CONCLUSIONES.

1. Corynebacterium glutamicum es un microorganismo con elevada resistencia a
arsenito [As(lll)] y a arseniato [As(V)] asociada a la expresion de dos operones cromosomales de
resistencia a arsénico (arsl1y ars2) .

2. Los operones arsl y ars2 son inducibles “in vivo” por As(lll) y en menor medida
por Sb(lll). Estos operones contienen genes que codifican para los represores (ccArsR), las

arsenito permeasas (ccAcr3) y las arseniato reductasas (ccArsC).

3. El oxianion As(V) entra en las células de C. glutamicum por los transportadores
de fosfato, compitiendo con el oxianion fosfato. La incorporacion celular del As(lll) se realiza por
un mecanismo todavia desconocido, siendo su eficiencia de entrada mucho menor que el

correspondiente a As(V).

4. Existen dos genes cromosomales huérfanos que codifican para la arsenito
permeasa ccAcr3(3) y la arseniato reductasa ccArsC4 que no parecen participar en la resistencia

a arsénico en C. glutamicum. La expresion de ambos genes es constitutiva pero a un nivel basal.

5. Las proteinas represoras ccArsR1 y ccArsR2 presentan residuos de cisteina que

son imprescindibles para su funcién reguladora pero no para su interaccién con el DNA. Estas
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cisteinas conforman un sitio de unién a metales atipico compuesto por residuos de uno y otro
monomero, que posibilita la interaccién con As(lIl) y/o Sb(lll), pero no con As(V). Esto provoca

cambios conformacionales que desreprimen la expresion de los operones arsl y ars2.

6. Las arsenito permeasas ccAcr3(l) y ccAcr3(2) pertenecen a la superfamilia
BART de transportadores de membrana y participan de forma activa en la destoxificacion de
As(lll), pero no de Sb(lll). Su mecanismo de transporte es independiente del ATP para la
obtencién de energia y la interrupcién de los genes correspondientes provoca la acumulacion de

arsénico en el citoplasma celular.

7. Existen 4 arseniato reductasas en C. glutamicum que pertenecen a tres familias
diferentes. De ellas tan solo ccArsCl y ¢cArsC2 son funcionales y cooperan en la reduccién de
As(V) a As(ll).

8. Las enzimas ccArsCl y ¢cArsC2 presentan un mecanismo de reduccion de As(V)
diferente de los hasta ahora descritos, basado en su acoplamiento con micotiol y micoredoxina
(MSH/Mrx). En este mecanismo participa también la micotiona reductasa (MTR) y el NADPH que

son indispensables para completar su ciclo catalitico.

CONCLUSIONS.

1. Corynebacterium glutamicum is a microorganism highly resistant to As(lll) and
As(V) . This resistance is mainly associated with the presence of two ars resistance operons in

the chromosome, ars1 and ars2.

2. The arsl and ars2 resistance operons are induced “in vivo” by As(lll) and to a
lesser degree by Sb(lll). These operons carry genes encoding for the repressor protein (cgArsR),

the arsenite permease (ccAcr3) and the arsenate reductase (ccArsC).

3. The uptake of the oxyanion As(V) is performed through the phosphate transporter
systems, in competition with the oxyanion phosphate. The uptake mechanism for As(lll) in C.

glutamicum is still unknown, and its efficiency is lower when compared to As(V) uptake.

4, The orphan chromosomal genes for arsenite permease ccAcr3(3) and arsenate
reductase ccArsC4 do not seem to contribute to the As resistance in C. glutamicum being

expressed constitutively and at a basal level.

5. The ccArsR1 and cArsR2 repressors contain essential cysteins for
metalloregulation, but no for the interaction with DNA. These cysteins form an atypical metal
binding site involving residues from both monomers that bind As(l1l) and Sb(lll), but no As(V). The

binding induces a conformational change in ccArsR that releases the repressor from DNA.
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6. The arsenite permeases ccAcr3(1) and cgAcr3(2) belong to the BART superfamily
of membrane transporters and are essential for As(lll) but no for Sb(lll) detoxification. Its transport
mechanism is ATP-independent and the disruption of both the acr3(1) and acr3(2) genes induces

the accumulation of arsenic in the cytoplasm of the cell.

7. There are 4 arsenate reductases in C. glutamicum which belong to three different
protein families. Only the reductases ccArsC1 and ccArsC2 are functional and participate in the
reduction of As(V) to As(lll).

8. The reductases ccArsC1l and ccArsC2 present an action mechanism different to
those described up to now. This mechanism is based on the coupling to mycothiol and
mycoredoxin (MSH/Mrx). This mechanism also involves mycothione reductase (MTR) and

NADPH with and essential role in completing the catalytic cycle.
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