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RESUMEN

La HMG-CoA liasa (EC 4.1.3.4) cataliza la ruptura del HMG-CoA en acetil-
CoA y acetoacetato. En el presente trabajo se determinaron los siguientes parametros de
la HMG-CoA liasa: posee una masa molecular relativa de 33 kDa en condiciones
desnaturalizantes y en condiciones nativas se mostr6 como un homodimero con una
masa molecular relativa de 79 kDa. LiuE presentd dos isoenzimas mayoritarias con
puntos isoeléctricos de 6.8 y 7.0, mostré un pH y una temperatura 6ptima de 7.0 y 37°C,
respectivamente. Mostr6 un comportamiento no Michaeliano de tipo sigmoidal,
sugiriendo una regulacion alostérica, las constantes cinéticas para el HMG-CoA fueron:
una Kgps 740 uM, Vméx de 27.3 U/mg proteina y un coeficiente de Hill de 2.3.
Finalmente se encontr6 que el Acetil-CoA es un inhibidor competitivo de la HMG-CoA
liasa. Las enzimas homologas a LiuE son enzimas especificas para su sustrato, y
muestran constantes de afinidad pequenas denotando la gran afinidad por su sustrato,
ademas poseen un comportamiento enzimatico Michaeliano. LiuE posee una elevada
constante de afinidad por el HMG-CoA con respecto a su homoéloga bacteriana (P.
mevalonii) sugieriendo que podria ser capaz de reconocer mas de un sustrato; estos
datos reforzaron la hipotesis de que la enzima LiuE es una enzima bifuncional que es
capaz de reconocer al 3-hidroxi-3-isohexenilglutaril-CoA (HIHG-CoA) e hidrolizarlo.
Utilizando reacciones acopladas empleando la cis-geranil-CoA carboxilasa (AtuC/AtuF)
y la isohexenil glutaconil-CoA hidratasa (AtuE), purificadas y renaturalizadas, se
observo un consumo pobre de cis-Geranil-CoA (1.59 nmol consumidos) al estar ausente
LiuE en la mezcla de reaccion, mientras que al agregarla a la reaccion, el consumo del
cis-geranil-CoA aumento 11 veces (17.82 nmol de cis-geranil-CoA consumidos). Con
lo anterior se recaba evidencia para sugerir que LiuE tiene participacion en las rutas
catabolicas de la leucina y de los terpenos aciclicos, mediante el reconocimiento y
fragmentacion de los respectivos intermediarios metabolicos (el 3-hidroxi-3-

metilglutaril-CoA y el 3-hidroxi-3-isohexenilglutaril-CoA).
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CARACTERIZACION DE LiuE DE P. aeruginosa, UNA ACIL-CoA LIASA INVOLUCRADA EN EL CATABOLISMO DE
LEUCINA'Y DE TERPENOS ACICLICOS

I INTRODUCCION.

La utilizacién de los alcanos por microorganismos (como fuente de carbono y energia) ha sido
sujeto de muchos estudios, especialmente en relacion al impacto ambiental que estos causan ' La
degadacion de n-alcanos se lleva a cabo principalmente mediante la oxidacion del gupo metil terminal
para producir el acido n-alcandico correspondiente, el cual es entonces degadado mediante la via de

oxidacion de los acidos gasos, la oxidacion '+,

Los alcanos ramificados son generalmente menos susceptibles a la biodegadacion y ciertas
ramificaciones alquilo pueden generar compuestos recalcitrantes debido a que tales ramificaciones
disminuyen la disponibilidad metabdlica. En la mayoria de los casos, si la alquil ramificacion esta
localizada cerca del extremo terminal disminuye la biodegadabilidad, la cual puede ser resulado del
impedimento estérico (generado por dicha ramificacion) de las enzimas oxidantes, en los alcanos [-

metil ramificados esta substitucion previene la oxidacion pU'-7 14 1> 17. 24421,

Los terpenos son compuestos ampliamente distribuidos en la naturaleza y frecuentemente se
encuentran en forma de compuestos aromaticos tales como el citronelol (terpeno lineal) y el canfor
(terpeno aromatico). Los monoterpenos estain conformados por dos subunidades de isopreno y
frecuentemente su funcion se encuentra dada por los extremos de estas moléculas. Los terpenos
representan uno de los varios subgupos de compuestos naturales que contienen estructuras moleculares
metil ramificadas derivadas del isopreno. Ejemplos de otros subgupos son los carotenoides, esteroides
y los poli-isoprenos por ejemplo el caucho '"*. El citronelol (3,7-dimetil-6-octen-1-o0l) y el geraniol
(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-ol) son compuestos modelo para el estudio de la degadacion de
monoterpenos aciclicos y se encuentran naturalmente en las plantas. Ambos compuestos son de interés
industrial debido a su uso comercial como saborizantes en alimentos, como fragancia en los perfumes.
Sin embargo, el citronelol es de uno los pocos repelentes de mosquitos de origen natural. El geraniol
estructuralmente estd relacionado con el citronelol, difiere solamente por la ausencia de un doble
enlace. Recientemente se ha encontrado que el geraniol y compuestos relacionados tienen efectos
significativos sobre células eucariotas y que son capaces de inducir apoptosis in vitro en células de
cancer pancreatico **. La intensidad y la variedad de las actividades biologicas de monoterpenos y
compuestos relacionados no han sido totalmente investigadas, resultando en la fala de informacion de

las rutas bioquimicas de tales compuestos %4,

U.M.S.N.H. 1.1.Q.B MNCA 1



CARACTERIZACION DE LiuE DE P. aeruginosa, UNA ACIL-CoA LIASA INVOLUCRADA EN EL CATABOLISMO DE
LEUCINA'Y DE TERPENOS ACICLICOS

Como se menciono antes, algunos terpenos son dificiles de metabolizar debido a la presencia
de gupos P-metilos que inhiben la oxidacion B. El catabolismo del citronelol por microorganismos
capaces de degadar isoprenoides puede guiar a la degadacion de hidrocarburos recalcitrantes; debido a
la 3-metil ramificacion, presente en ¢l. El catabolismo del citronelol ocurre en ciertas
Pseudomonadaceaes, incluyendo Pseudomonas citronellolis, P. mendocina y P. aeruginosa, algunas
cepas de estas bacterias también son capaces de oxidar n-alcanos. Una induccion de ambas vias
podria, en principio, proveer un mecanismo de degadacion para los alcanos 3-metil ramificados > '*'>
¥l McKenna en 1971 (citado en ") demostré que aunque muchas bacterias hidrocarbonoclasticas son
capaces de degadar alcanos 2-metil ramificados pocas son capaces de atacar los alcanos 3-metil
ramificados. Pirnik demostré que el metabolismo del 2,6-dimetildecano (2,6 DMD)  por
Brevibacterium erytrogenes es ampliamente prevenida por la produccion de metabolitos intermediarios
3-metil-acil-CoA. Dichos intermediarios no son susceptibles a la oxidacion  debido a la presencia del
gupo alquilo en la posicion 3. Estos estudios puntualizaron que la ramificacion 3-metil representa una
caracteristica estructural que previene la biodegadacion bacteriana . P. aeruginosa es capaz de
utilizar una amplia variedad de compuestos organicos como sustratos para crecer, capacidad que le
permite colonizar nichos en los que son escasos los nutrimentos que otros organismos no pueden
asimilar. Este microorganismo es de importancia para el hombre debido a que representa un problema
de sanidad asi como porque puede ser empleado en procesos biotecnoldgicos en el area ambiental
como la bioremediacion. Se sabe que P. aeruginosa es uno de los pocos microorganismos capaces de
degadar alcanos lineales ramificados, que produce biosurfactantes que son importantes para los

procesos de bioremediacion de los suelos contaminados con hidrocarburos o con metales pesados ',

La colonizacion de distintos ambientes por P. aeruginosa y la patogenia de los aislados
ambientales nos plantean interrogantes evolutivas importantes que hacen fascinante el estudio de esta
bacteria. La ala conservacion génica entre cepas de P. aeruginosa aunada a la presencia de genes clona
especificos, podria explicar la capacidad de esta bacteria para colonizar tan diversos nichos y de
utilizar como sustrato una gan variedad de compuestos. En un determinado nicho ecolédgico toda la
poblacion bacteriana puede explotar la informacion genética propia de la especie y, al mismo tiempo,
cada clona tiene secuencias génicas propias que son blanco de una acelerada evolucion genética. Una
de las caracteristicas de las bacterias del género Pseudomonas es su gan capacidad para metabolizar
distintos hidrocarburos aromaticos y alifaticos. Esta caracteristica generalmente estacodificada en los
plasmidos denominados catabolicos, se encuentran en cepas de P. putida y en P. aeruginosa. En el
caso de P. aeruginosa su gan versatilidad metabdlica parece deberse al gran numero de genes

cromosomales que codifican para enzimas con actividades desconocidas !,

U.M.S.N.H. 1.1.Q.B MNCA 2



CARACTERIZACION DE LiuE DE P. aeruginosa, UNA ACIL-CoA LIASA INVOLUCRADA EN EL CATABOLISMO DE
LEUCINA'Y DE TERPENOS ACICLICOS

La leucina y el isovalerato son ejemplos de moléculas saturadas con metil ramificaciones en su
esqueleto carbonado. El marco de lectura abierto (ORF por sus siglas en inglés) PA2011 de P.
aeruginosa, codifica una probable 3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima A (HMG-CoA) liasa, que se ha
propuesto cataliza el paso limitante de la degadacion de la leucina y de los isoprenoides generado por

el impedimento estérico de la metil ramificacion en posicion >,

La enzima HMG-CoA liasa (EC 4.1.3.4) esta implicada en procesos catabdlicos, por ejemplo,
en mamiferos juega un papel vital en la cetogénesis, catalizando la ruptura del HMG-CoA en
acetoacetato y acetil-CoA (Ac-CoA). Ademads de este papel en la formacion de cuerpos cetonicos la
enzima también es crucial en el catabolismo de la leucina ¥ '%'%20-25.27. 34,35, 3% 464991 "Ep plantas participa

en el catabolismo de la leucina y en la biosintesis del mevalonato, ademas se ha sugerido su

[3, 22] [40]

participacion en el catabolismo de isoprenoides En hongos participa en la cetogénesis

y
finalmente en bacterias participa en el catabolismo de la leucina y del mevalonato © * 3,
Recientemente se ha aportado evidencia que sugiere su participacion en el catabolismo de isoprenoides

de la familia del citronelol !> 1314,

La HMG-CoA liasa es un miembro de la familia HMG-CoA LIASA de proteinas que catalizan
reacciones de ruptura o condensacion de enlaces C-C. Miembros de la familia incluyen homocitrato
sintasa, isopropilmalato sintasa, que catalizan la condensacion aldodlica de acetil-CoA con a-
cetoglutarato o a-cetoisovalerato generando homocitrato y a —isopropilmalato, respectivamente % *"
49].

La enzima adopta un plegamiento del tipo TIM-barrel (Ba)8 con 9 laminas § y 12 a-hélices. El
barril se encuentra ocluido por el extremo amino terminal, por lo que el sustrato pasa a través de la

cavidad generada por el extremo carboxilo terminal hacia el sitio activo ' '*'%2,

Se sugiere que la reaccion de la liasa es llevada a cabo mediante el mecanismo de condensacion
alddlica retro-Claisen, en el cual la extraccion de un proton del gupo 3-hidroxilo del HMG-CoA por un
residuo que actia como una base, desencadena la formaciéon de una cetona en el C3 con la
subsecuente ruptura del enlace de los carbonos C2-C3. Una forma carbanionica de acetil-CoA es
transitoriamente formada y estabilizada mediante la deprotonacion de C2 de este producto mediante un
acido. Se ha demostrado que la ruptura del HMG-CoA se efectia con una inversion estereoquimica del
C2. Asi una consecuencia es la observacion general para enzimas que catalizan reacciones de tipo
Claisen sugiriendo la propuesta de que estas enzimas emplean como acidos y bases cataliticos dos

residuos de aminoacidos situados en sitios opuestos de la union del sustrato 22631 3% 47. 481,
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CARACTERIZACION DE LiuE DE P. aeruginosa, UNA ACIL-CoA LIASA INVOLUCRADA EN EL CATABOLISMO DE
LEUCINA'Y DE TERPENOS ACICLICOS

La HMG-CoA liasa requiere un cation divalente para llevar a cabo su actividad, tales como
Mg o Mn". Experimentos previos han sugerido que el catién divalente y el sustrato forman un
complejo ternario con la enzima. Se ha propuesto que el metal se liga a los atomos de oxigeno del
gupo carboxilo y del gupo hidroxilo del HMG-CoA, facilitando la enolizaciéon y por tanto la
estabilizacion de un intermediario carbanionico. Se espera que dos o mas residuos de aminoacidos

funcionen directa o indirectamente en la coordinacidn octaédrica del cation activador 1203135 47. 481
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CARACTERIZACION DE LiuE DE P. aeruginosa, UNA ACIL-CoA LIASA INVOLUCRADA EN EL CATABOLISMO DE
LEUCINA'Y DE TERPENOS ACICLICOS

Il ANTECEDENTES

En 1964 Seubert et al. (citado en ™), aislaron e identificaron microorganismos capaces de
degadar isoprenoides, entre ellos se encontrd que P. citronellolis fue capaz de emplear citronelol como
unica fuente de carbono y energia; también fue capaz de utilizar otros isoprenoides aciclicos tales
como geraniol y farnesol. Muchos de los detalles de la via catabdlica del citronelol fueron dilucidados
por Seubert et al. (Figura 1), sin embargo las reacciones intermedias quedaron sin resolver. La via
involucra al menos dos enzimas Unicas: la geranil-CoA carboxilasa, una enzima analoga a la 3-
metilcrotonil-CoA carboxilasa (la cual participa en el catabolismo de la leucina) actuando como un
activador del gupo metilo de la posicion B del sustrato via carboxilacion, y la 3-hidroxi-3-
isohexenilglutaril-CoA (HIHG-CoA) liasa la cual catalizaria la remocion del gupo B-carboximetilo

activado, generandose un sustrato viable para la oxidacion I,

oo — e —e Moy —— KL _coscoa
CITRONELOL ACIDO
CITRONELICO

ViA
A ViIiA
B
A Ao —e —o A Ao —a _Ia_Jcoscoa
GERANIOL ACIDO
ViA

TRANS-GERANICO

NEROL ACIDO CIS-GERANIL-CoA

CIS-GERANICO
CARBOXILASA

CTHZO0H HIDRATASA
——— -—
SCod.  |IASA L

Fig.1 Via para la degadacion de isoprenoides aciclicos con Cq en P. citronellolis. Las vias muestran los pasos enzimaticos
representativos, basados en el trabajo de Seubert et al. 1964 y Cantwell et al. 1978. Los pasos marcados como via A y B

representan incertidumbres en dichas vias catabdlicas. Modificado de Cantwell et al. 1978.

Cantwell et al., en 1978, emplearon once especies diferentes de Pseudomonas con el objetivo
de establecer si la secuencia de B-descarboximetilacion ocurria en estos microorganismos, encontrando
que tres especies de la subdivision fluorescentes tal como P. aeruginosa, P. citronellolis y P.
mendocina fueron capaces de crecer en geraniol. Estos datos sugirieron que la secuencia de f-
descarboximetilacion es caracteristica solamente de ciertas especies del subgupo fluorescentes y no se

encuentra ampliamente distribuida en la familia Pseudomonadaceae *'.
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La via catabolica para la degadacion de isoprenoides aciclicos habia sido reportada solamente
en P. citronellolis, e involucra la oxidacion del alcohol del isoprenoide hacia su forma aldehidica y de
ésta hacia la formacion de acido citronélico (llamada via superior). Estudios bioquimicos sugieren que
la degadacion de isoprenoides aciclicos en plantas y microorganismos involucran al menos tres
enzimas Unicas que conforman la via inferior, constituida por la geranil-CoA carboxilasa la cual esta
encargada de llevar a cabo la activacion del gupo 3-metilo del sustrato fijando una molécula de CO,,
una enoil-CoA hidratasa, que introduce una molécula de agua y finalmente una enzima homologa a la
3-hidroxi-y-carboxigeranil-CoA liasa la cual cataliza la remocion del gupo PB-carboximetilo como
acetil-CoA, produciendo un compuesto viable hacia la oxidacion B (3-oxo-7-metiloctenoato). Sin
embargo, las enzimas y sus genes codificantes estaban aun sin identificar hasta que Diaz-Pérez et al.
(2004) identificaron un gupo de genes en P. aeruginosa denominado operén gny (debido a la
asimilacion del acido geranico), conformado por siete genes, ubicados en los marcos de lectura
abiertos (OFR’s) PA2010 al PA2016. Los genes fueron nombrados como gnyR (PA2016), gnyD
(PA2015), gnyB (PA2014), gnyH (PA2013), gnyA (PA2012), gnyL (PA2011) y gnyS (PA2010), estos
genes codifican las enzimas involucradas en la via inferior de la degadacion de isoprenoides aciclicos
y el operdn fue posteriormente renombrado como operon liu (utilizacion de leucina e isovalerato por

sus siglas en inglés) (Figura 2) ",

1 kb PAA447 PAESO

L g2 T

192 |48 122 12 -4
liuA IluB liuC liuD _|
PA2016 ‘PA2015 PA2014 PA2013 PA2012 ‘ APAZOll PA2010
FeoRY
PAMIiUA PAMIiuB PAMIiuD PAMIIUE
Hin:lllll 742 kb

Fig. 2 Representacion esquematica del arreglo genético del operon gny de P. aeruginosa PAOI. La localizacion de las
inserciones por transposicion y mutaciones por interrupcion se indican con cabezas de flechas abiertas y soélidas,
respectivamente. En el arreglo de los genes del operdn liu, la direccion transcripcional se muestra por las flechas abiertas.
Los ntimeros de los marcos de lectura abiertos (ORF) correspondientes a las designaciones Pseudomonas Genome Proyect
(PGP) [PA2016 a PA2010] se muestran abajo. Las probables regiones promotoras P1 y P2 son mostradas como cabezas de
flecha en negita. Un probable terminador transcripcional es indicado con una horquilla. Los numeros entre las flechas del
arreglo génico indican la distancia en pares de bases entre genes adyacentes, un nimero negativo indica que los genes se
encuentran sobrepuestos. Un fragmento de restriccion HindIII-ECORV (7.42kb) subclonado en el plasmido pAL-22 es

mostrado abajo Modificado de M.
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LEUCINA'Y DE TERPENOS ACICLICOS

Debido a la similitud estructural del citronelol y del geraniol, se asumio que la oxidacion de
ambos es catalizada por las mismas enzimas. Datos recientes sugieren que la oxidacion del geraniol
y/o geranial es dependiente de molibdeno y que la oxidacion del citronelol es independiente de

molibdeno .

Citronelil-CoA puede ser convertido a geranil-CoA mediante un paso de
deshidrogenacion y todas las subsecuentes reacciones son idénticas para el catabolismo del citronelol y
geraniol. Geranil-CoA es dificil de metabolizar debido a la presencia de gupos metilos en posicion beta
los cuales pueden inhibir la oxidacion B. Una de las enzimas clave de la via catabolica del
citronelol/geraniol es la Geranil-CoA carboxilasa (GCasa), la cual convierte el gupo metilo B de la
cadena ramificada del Geranil-CoA en acetoacetato, el cual puede ser removido con mayor facilidad
comparado con el gupo metilo. El producto final de la via inferior del catabolismo de isoprenoides (7-
metil-3-ox0-6-octenoil-CoA) puede ser degadado mediante dos vuelas de oxidacion P, sin el
impedimento estérico generado por los gupos metilos en posicion beta. El metabolito resulante (3-
metilcrotonil-CoA) es degadado en la via del catabolismo de la leucina, que involucra otra carboxilasa

(metilcrotonil-CoA carboxilasa) > ',

Muliples alineamientos de las secuencias nucleotidicas de los productos de los genes
constitutivos del operéon liu obtuvieron una elevada similitud con enzimas bioquimicamente

caracterizadas, las cuales se muestran en la Tabla 1 !4,

En 2004 Diaz-Pérez et al., obtuvieron mutantes afectadas en los genes liuA, liuB, liuD y liuE,
los cuales mostraron incapacidad de crecer en isoprenoides como Unica fuente de carbono y energia;
sin embargo, estas mutantes no fueron afectadas para crecer sobre 6-metil-5-hepten-2-ona, un alcano
3-metil ramificado que tedricamente concurre en 3-metilcrotonil-CoA, por lo que se asumi6 que el

operdn liu estaba involucrado en el catabolismo de isoprenoides 4.,

Sin embargo, en el 2005 Hoschle et al., encontraron un operéon homologo en P. aeruginosa, al
operon liu, el cual esta implicado en el catabolismo de terpenos aciclicos denominado operon atu
(acyclic terpenoids utilization) por sus siglas en inglés, el cual comparte una elevada similitud al
operén liu. Un analisis de la secuencia nucleotidica del operon atu mostré que esta constituido por
ocho probables genes estructurales localizados en los ORFs PA2886 a PA2893. Este gupo secuencio
las proteinas carboxilasas codificadas en ambos operones mediante la técnica de tripsinizacion, la cual
origin6 13 polipéptidos como resulado de la digestion enzimatica. Posteriormente mediante un analisis

comparativo de tales polipéptidos con las base de datos de P. aeruginosa se determin6 que el operon
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LEUCINA'Y DE TERPENOS ACICLICOS

gny poseia un alo indice de similitud al operon del catabolismo de la leucina e isovalerato por lo que se

renombr6 al operon gny como operén liu (leucine and isovalerate utilization) (Figura 3).

PROTEINAS QUE MUESTRAN IDENTIDAD DE AMINOACIDOS SIGNIFICATIVA CON LOS PRODUCTOS DEL OPERON
liu
- Representante homologo : No. De accesion del | No. De aminodcidos (%
Proteina : Organismo b -~
heterofuncional GenBank e identidad)
e I
s P Staphylococcus aureus. P2874* 135(26)
a mercurio
LivA (PA2015) Probable acyl-CoA deshidrogenasa. P. syringae pv tomato DC3000. AA056240 47(87)
(387 aa) Isovaleril-CoA deshidrogenasa. Arabidopsis thaliana. AAD45605° 409 (63)
Probable acil-CoA deshidrogenasa. P. aeruginosa PAO1. PA2889 386 (34)
LiuB Sub-unidad f de la 3-.metllcrotoml-CoA P puida KT2440 AANGYESS 535 8
(PA2014) carboxilasa ;
. ) . Myxacoccus xanthus BAB16296 538 (50)
(535 aa) Acetil-CoA carboxilasa carboxiltransferasa. P aeruinosa PAO! PASESS 38 45
Probable carboxilasa dependiente de biotina -2
LiuC Probable enoil-CoA hidratasa. P. putida KT2440 AAN69656 271(67)
(PA2013) Probable enoil-CoA hidratasa / isomerasa. P. agruginosa PAOI PA28908 264 (38)
(265 aa) p-hidroxicinamoil-CoA hidratasa / liasa. P. fluorescens Y13067° 276 (33)
LiuD Probable biotin carboxilasa, acetil-CoA
(PAL012) carboxilasa. P. putida KT2440 AANG9657 650 (76)
(655 aa) Subunidad o de la biotin carboxilasa acetil- Myxococcus xanthus BAB16297" 573(56)
CoA carboxilasa. P. aeruginosa PAO! PA2891 661 (55)
Probable carboxilasa biotinilada.
LiE e .
(A Hidroximetilglutaril-CoA liasa. P. putida KT2440 AAN69141 299(78)
W a) 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA liasa, mvaB P. mevalonii AAA25895° 301 (59)

Tabla 1. Proteinas que muestran identidad de aminoacidos significativa con los productos del operén liu. * Nombre de las
proteinas, en paréntesis se indican los correspondientes ORF del PGP. Seguido de los nombres de las proteinas se muestra
en niimero de aminoécidos (aa). Las proteinas fueron ordenadas de mayor a menor porcentaje de identidad. ** Proteinas
involucradas en algunas funciones descritas; S, ORF descrito en PAO1 del PGP que puede estar involucrado en el

catabolismo del 3-metilcrotonil-CoA. Modificado de .
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(A) Opero6n atu de P. aeruginosa

atuR? atuA atuB atuC atuD atuk, atuF atuG atuH

- — ) . ) = — =) —

PA2885  PA2886 PA2887 PA2888 PA2889 PA2890 PA2891 PA2892 PA2893

Probable regulador transcripcional

1

Probable Acil-CoA deshidrogenasa
PM: 22057

PM: 42714  Probable Enoil-CoA hidratasa/isomerasa
Proteina hipotética

. PM: 27718
PM: 64438 Probable deshidrogenasa de cadena corta Cadena alfa de la Geranil-CoA carboxilasa
PM: 30751 (contiene biotina)  pqpap 0 deshidrogenasa de
Cadena beta de la Geranil-CoA carboxilasa EE——]
PM: 71748 cadenﬁ corta
PM: 57328 PM: 29631
Probable Acil-CoA sintasa
de cadena Iarga
(B) Operon liu de P. aeruginosa PM: 57648
liuE liuD liuC liuB liuA liuR
PA2011 PA2012 PA2013 PA2014 PA2015 PA2016
Hidroximetilglutaril-CoA liasa Cadena beta de la Metilcrotonil-CoA carboxilasa
<4
) —
PM: 31837 cadena alfa de la Metilcrotonil-CoA PM: 57434

carboxilasa (contiene biotina)

|

Probable Enoil-CoA deshidrogenasa

PM: 71283 PM: 42207

Probable Enoil-CoA hidratasa/isomerasa oo
Probable regulador transcripcional

PM: 26947

PM: 42207
(C) Probable operdn liu de P. putida
liuA/fvd liuB liu liuD ?
PP4064 PP4065 PP4066 PP4067 !P4068
Isovaleril-CoA deshidrogenasa Probable biotin carboxilasa, Acetil-CoA carboxilasa
>
PM: 47797 PM: 69729

Probable subunidad beta de la 3-metilcrtonil-CoA carboxilasa

PM: 57505 Probable Enoil-CoA hidratasa

PM: 30015

Regulador transcripcional de la
familia Cro/ClI

PM: 26361

Fig. 3 Gupos de genes de P. aeruginosa PAOI1 (A, B) (atu y liu respectivamente), y probable operon liu de P.

putida (C) (datos y anotaciones provienen de http://www.pseudomonas.com y http://www.tig.org). Note que la inclusion

del PA2885 (atuR) en Atu es hipotética, y no ésta es apoyada por datos experimentales. Se muestran los pesos moleculares

deducidos (PM) de los productos de cada gene en Da. Modificado de %!,
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Aguilar et al., en el 2006 propusieron que los operones atu y liu codifican enzimas
involucradas en la utilizacion de terpenos aciclicos y de leucina. Los ORFs PA2888 (atuC) y PA2891
(atuF) mostraron similitud con las subunidades o y B de la familia de las acil-CoA carboxilasas.
Asimismo, Aguilar et al., sugieren que el operén atu se encuentra conformado por 4 genes
estructurales (atuCDEF) los cuales podrian codificar genes homologos a los genes liIUABCD. Este
gupo de trabajo realizé un analisis de la secuencia de los aminodcidos de las proteinas codificadas por
los genes del operon atu correspondientes a varias Pseudomonadaceaes mediante alineamientos
muliples. Solamente se encontré un operéon homologo en tales Pseudomonadaceaes, que tienen mayor

indice de similitud al operon liu que al operdn atu (Figura 4) .

A)

atuC aluD aluE atul PA2893
3"\” PASSS rmn
P. aeruginosa ‘ @ l::)-
PAO1 E:) ..... ! I
P. putida Q_@*
KT2440
93% Lo91% 78% b 82%
B fiscnmnns ﬂ- @-ﬂ-@
PO-1 !
79% 92% ;: 89% 80% L ome
Ehpeegt ""QH" @@@-ﬂ-@
tomato D3000
1% N\ S91% L 94% 85% 85%
P. syringae pv. m’mr’w @u- = :'w - = <:|
syringae B728a sl | /

."87%:":
liuR i i luB

PA016 [

P. aeruginosa PAMISY/ [ PANL el !
PAO! Q@-d
B)

% Similaridad

Pflu 79.5
Pput 79.5
I p———=Dst0 77.2

fps sy 775
—— P aiuD 100
PaatuF 415

0.1

Fig. 4 Analisis bioinformatica de las secuencias de los productos codificados por los operones atu y liu. (A) Arreglos

genéticos de los operones homologos atu/liu de especies Pseudomonadaceaes. Las especies y los nombres de las cepas son
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mostradas a la izquierda. El arreglo de los ORF’s y la direccion transcripcional son mostradas por flechas. Las
localizaciones de las inserciones transposicionales en las mutantes de P. aeruginosa son mostrados con cabezas de flecha
sombreadas. Los niimeros arriba de las flechas muestran el numero del ORF asignado por el PGP. Los genes identificados
también son mostrados. El nimero de aa de los ORF’s son indicados debajo de las flechas. Las proteinas ortdlogas
correspondientes son indicadas por el mismo color. Los porcentajes de identidad de los aa entre los ORF’s superior e
inferior son indicados. (B) Arbol filogenético de las proteinas homologas Atu/Liu de las especies Pseudomonadaceaes. Las
secuencias de los aa de LiuABCD y AtuDCEF fueron colocadas juntas como una secuencia y alineadas con secuencias
homologas de las cepas indicadas. Los niimeros indican el porcentaje de similitud entre las secuencias de los aa alineadas.
Pflu, P. fluorescens PfO-1; Pput, P. putida KT2440; Psto, P. syringae pv tomato D3000; Pssy, P. syringae pv. Syringae
B728a; PaatuF, P. aeruginosa PAO1 operdn atu; PaliuD, P. aeruginosa PAO1 operdn liu. La escala de distancia evolutiva

es mostrada en el fondo de la imagen. Modificado de ',

Interesantemente, no se encontr6 un gen homologo a liuE en el operén atu ni en otro sitio del

genoma de P. aeruginosa PAO1 (Figura 4), sugiriendo que LiuE podria tener una funcién dual

participando en las rutas catabdlicas de la leucina y del citronelol (Figura 5) ™

Una cepa mutante de P. aeruginosa PAOlen liuE fue incapaz de crecer en citronelol y leucina
(Tabla 2), pero recupero el fenotipo (capacidad de crecer sobre citronelol y leucina) al complementarse
con el cosmido pMOO013850 (el cual contiene clonado el operon liu) pero no por el cosmido
pMOO011609 (que contiene clonado el operon atu) confirmando que LiuE esta localizado en el operon

liu en P. aeruginosa y que es necesario para la degadacion de leucina y de terpenos aciclicos .
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Crecimiento en2: Tiempo de

Cepas duplicacion
Citronelol I-Leucina I-Isoleucina (h)e
P. aeruginosa PAO1SM +4++ +++ +++ 8.2
P. fluorescens L1 - +++ +++ NDf
P. putida - +++ +++ ND
PAO2893bP 4+ 4+ ++ 8.0
PAO atuDP - 4+ F+ 75
PAO atuEP - 4+ ++ 11.2
PAO atuCP - ++ F+ 13.1
PAO atuF® - + i+ 135
PAO atuF (pAL-22) - ++ et 6.5
PAO atuF (pAL-23)P +++ +++ +++ 7.0
PAM1529 (mutante en atuF)° - +++ +++ 131
PAM1529 (pAL-22)c - . i 65
PAM1529 (pAL-23)¢ +++ +++ +++ 6.5
PAESO0 (mutante en liuD)¢ - - +++ ND
PAES80 (pAL-22)° +++ +++ +++ 9.0
PAESO (pAL-23)° - - e+ ND
PAM liuD¢ - ; i+ ND
PAM liuD (pAL-22)d +++ +++ +++ 9.7
PAM liuD (pAL-23)¢ - - — ND
PAO liuDP - 4+ +H+ ND
PAM liuAd - ; i+ ND
PAM liuB? - - . ND
PAM liuEd - . P ND
PAO atuF liuD - - 4+ ND
PAO atuF liuB - - 4+ ND
PAO atuF liuE - - + ND
PAO atuC liue - - + ND

Tabla. 2 Fenotipos del crecimiento de las cepas de Pseudomonas. * Las cepas fueron inoculadas en placas con
medio minimo M9 con los compuestos indicados como fuente de carbono e incubadas por 48 h a 30 °C. +++ Buen
crecimiento, ++ crecimiento medio, + poco crecimiento; - sin crecimiento. ® Mutante obtenida por Jacobs et al., (sin efectos
polares rio abajo de la expresion del gene). © Mutantes obtenidas por Diaz-Pérez et al. 2004 (con efectos polares rio abajo
de la expresion del gene). ¢ Una mutante obtenida por recombinacion homoéloga (con efectos polares rio abajo de la
expresion del gene). © Tiempos de incubacion dobles de los culivos crecidos en medio minimo liquido M9 adicionado con
leucina (0.2 % p/v) como unica fuente de carbono, incubadas a 30 °C con agitacion constante a 150 rpm. El crecimiento fue
medido por la densidad 6ptica medida a 600 nm y calculada en la fase de crecimiento logaritmica. "ND, no determinado

Modificado de M.
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Fig. 5 Vias catabolicas y funciones propuestas de los productos codificados por los operones atu y liu de P. aeruginosa
PAOI. (A) Via inferior del catabolismo de la Leucina, (B) Via inferior del catabolismo de los terpenos aciclicos. LiuA,
isovaleril-CoA deshidrogenasa; LiuB/LiuD, 3-metilcrotonil-CoA carboxilasa; LiuC, 3-metilglutaconil-CoA hidratasa.
LiuE, 3-hidro-3-metilglutaril-CoA liasa y 3-hidroxi-y-carboxigeranil-CoA liasa; AtuD, citronelil-CoA deshidrogenasa,
AtuC/AtuF, geranil-CoA carboxilasa; AtuE, y-carboxigeranil-CoA hidratasa. Modificado de Aguilar et al., 2006.

Forster y Jendrossek en el 2006 identificaron un operén homologo al operon atu de P.
citronellolis el cual esta conformado por nueve ORFs (atuRABCDEFGH) y los productos codificados
en dichos mostraron hasta un 91 % de similitud a las proteinas codificadas en el operdon

atuRABCDEFGH de P. aeruginosa mostrando también una organizacion estructural idéntica ''*.

Hoschle et al., en el 2005, mediante electroforesis bidimensional, observaron algunos de los
productos codificados en los operones atu y liu, encontrando que solamente 5 de los 8 productos
codificados en los genes del operdn atu (AtuA, AtuB, AtuE, AtuF y AtuG), fueron identificados en
células crecidas en citronelol y citronelato, pero no estaban presentes en las células crecidas en

isovalerato o succinato P*.
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Este gupo de trabajo observo en el analisis bidimensional a la enzimas involucradas en la via
inferior del catabolismo del citronelol (la deshidrogenasa, la carboxilasa y la hidratasa), ademas de
otras cuatro proteinas que presentaron un alo indice de similitud a un transportador ABC y proponen la
funcion de 3-hidroxi-3-isohexenilglutaril-CoA:acetato-liasa al producto codificado en el gen atuA, a
pesar de que el andlisis de la secuencia de aminoacidos de la proteina AtuA sugiere su participacion

en el transporte de isoprenoides (Figura 6) **1.

Diaz-Pérez et al., en el 2007 proponen la via de la oxidacion completa del catabolismo de los
isoprenoides, y la dividieron en 5 etapas: la primera involucra la oxidacion del citronelol y geraniol a
su correspondiente aldehido llevada a cabo mediante enzimas andlogas a alcanos hidroxilasas y
posteriormente a sus acidos correspondientes (4cido geranico y citronélico); la segunda consiste en la
produccion de los correspondientes terpenoil-CoA llevado a cabo por acil-CoA sintasas; la tercera
consiste en una carboxilacion seguida de una descarboximetilacion del acil-CoA originando 3-
metilcrotonil-CoA (MC-CoA); la cuarta consiste el rompimiento de la molécula de MC-CoA
generandose dos productos el acetoacetato y acetil-CoA y, por tlimo, la quinta etapa se refiere a la
canalizacion de los productos a otras vias metabolicas para producir energia y componentes celulares

como el ciclo de los acidos tricarboxilicos y el ciclo del glioxilato.
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Fig. 6 Vias de utilizacion de los terpenos aciclicos (Atu) y de leucina (Liu) de acuerdo a Seubert y Fass modificada por
Hoschle et al. 2005. Funciones propuestas basadas sobre el analisis fenotipico, determinacion de la actividad, Western-Blot
y/o alineamientos de los aa de los productos de los genes identificados. Los marcados con el signo de interrogacion son

asignamientos especulativos. Modificado de 2%,
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111 JUSTIFICACION

Se ha propuesto que una de las etapas importantes en las rutas catabdlicas de la leucina y de
los terpenos aciclicos es realizada por una acil-CoA liasa. La caracterizacion bioquimica de la HMG-

CoA liasa (LiuE) contribuird a mejorar el entendimiento del mecanismo bioquimico en ambas rutas.

IV HIPOTESIS

El gen liuE (ORF PA2011) de P. aeruginosa codifica una 3-hidroxi-3-metil glutaril-CoA liasa

(HMG-CoA liasa) que participa en las rutas catabolicas de la leucina y de los terpenos aciclicos.

V OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la funcion de la proteina LiuE de P. aeruginosa en el catabolismo de la leucina y de

los terpenos aciclicos.
5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Obtener la proteina LiuE de P. aeruginosa.

2. Determinar los parametros bioquimicos de LiuE con los sustratos de ambas rutas

catabdlicas, HMG-CoA y HIHG-CoA.
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VI MATERIALES Y METODOS

6.1 CEPAS Y PLASMIDOS

Tabla 3. Cepas y plasmidos empleados en el presente trabajo.

Referencias

Cepas Caracteristicas
Pseudomonas aeruginosa ) , o Wong y Mekalanos,
P. aeruginosa PAOI1 resistente a estreptomicina
PAOISR 2000
PAOISM gnyL::Gm', mutante obtenida por Diaz-Pérez et al.,
PAMgnyL o
recombinacion. 2004

Escherichia coli JIM101

Cepa estandar de laboratorio supE, thi, A(lac-proAB),
[F’, traD36, proAB, lacl’Z AM15]

Yanish-Perron et al.,
1985

E.coli-liuEa

IJM101 transformada con el plasmido pGLE24

Este trabajo

E.coli-liuEb

JM101 transformada con el plasmido pTLE2011

Este trabajo

E. coli pTrAtuE

TOP10 transformada con el plasmido pTrcHis2A
(contiene un fragmento BamHI-HindIII de 0.759 kb
correspondiente al ORF PA2890).

Diaz-Pérez 2006

E. coli pHPc

TOP10 transformada con el plasmido pHPc
(pTrcHis2C con el fragmento BamHI-HindIII de 1.6

Pacheco-Lamas

2006
kb de pGEM-atuC)
TOP10 transformada con el plasmido pHPf
] Pacheco-Lamas H.
pHPf (pTrcHis2C con el fragmento BamHI-HindIII de 1.98 R 2006
kb de pGEM-atuF) ‘
Plasmidos Caracteristicas Referencias
Cosmido pLA2917 mas 25 kb del genoma PAOL, Pseudomonas
pMO013850 ) )
incluyendo el operon gny. Genetic Stock Center
Plasmido empleado para la clonacion de productos de
pGEM-T Easy R Promega
PCR; Ap
) Plasmido empleado para la sobreexpresion de )
pTrcHis2A ) . Invitrogen
proteinas recombinantes en E. coli.
pGLE24 pGEM-T Easy mas el ORF PA2011 de P. aeruginosa. Este trabajo
pTrcHis2A mas un inserto de 0.9 kb del ORF PA2011 )
pTLE2011 Este trabajo

de P. aeruginosa.

U.M.S.N.H.
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6.2 MEDIOS DE CULIVO

Los medios de culivo empleados fueron preparados de la siguiente manera:

e Caldo Luria-Bertani (CLB) (Ausubel et al., 1999).
Peptona de caseina 10 gamos por litro (g/1).
NaCl 5 g/l.
Extracto de Levadura 5 g/l.

e Agar Luria-Bertani (ALB)
CLB adicionado con 15 g/l de agar bacteriologico.

e Medio Minimo M9 adicionado con Glucosa (M9G).
K;HPO, 120 g/1, KH,PO4 60 g/1, NaCl 10 g/1, NH4C1 20 g/1, 0.0001 M CaCl,, 0.002 M MgSOs,
0.2 % Glucosa.
Nota: El medio minimo fue complementado con 0.5 ml/l de disolucion de trazas de metales [2 g/l

MHSO4‘H20, 0.8 g/l FC(NH4)2(SO4)2, 0.2 g/l COC126H20, 0.2 g/l ZnSO4'7H20, 0.02 g/l CuC122H20,
0.02 g/1 NiCl,-6H,0, 0.02 g/l Na;M00O4-2H,0, 0.02 g/l NaSeOy4, 0.02 g/l NaWOy].

6.3 METODOS

6.3.1 AISLAMIENTO DE PLASMIDOS

El aislamiento de ADN plasmidico se realizé por el método de lisis alcalina de acuerdo al

siguiente protocolo adaptado de Sambrook et al., 1989.

6.3.1.1 Aislamiento de plasmidos por lisis alcalina

a) 3 ml de un culivo crecido en CLB durante toda la noche a 30 °C con agitacion constante,
fueron centrifugados a 12,000 rpm en una microcentrifuga durante 2 minutos, para sedimentar

las células.
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b)

g)

h)

LEUCINA Y DE TERPENOS ACICLICOS

Se desecho el sobrenadante y se resuspendié la pastilla en 150 pl del amortiguador STE
[sacarosa 50 mM, Tris 25 mM, Acido etilen-diamino-tetracético (EDTA) 10 mM, pH 8], se
adicionaron 20 pl de lisozima (20 mg/ ml) se mezcld suavemente y se incubo6 a 37 °C durante
un periodo de tiempo de 5-10 minutos.

Se adicionaron 150 pl de una solucion recién preparada de NaOH 0.2 N y dodecil-sulfato de
sodio (SDS) al 10 % mezclando suavemente y se incub6 en hielo durante 10 minutos.

Se agegaron 150 pl de una solucion 3 M de acetato de sodio (pH 4.8), se incub6 10 minutos en
hielo y posteriormente se centrifugé a 13,000 rpm durante 2 minutos.

Se adicionaron 150 pl de una solucion fenol-cloroformo (1:1), se agitd suavemente durante 40
segundos y se centrifugd durante 7 minutos a 13,000 rpm.

El sobrenadante se transfirid a otro tubo y se adicionaron 500 pl de una solucion de etanol
(EtOH)-isopropanol (60:40 % v/v) y se incubd en hielo hasta precipitar el ADN. Se centrifugd
durante 2 minutos a 13,000 rpm.

Se decanto el sobrenadante y la pastilla fue lavada 2 veces con 500 pl de EtOH al 70 % y se
centrifugd durante 2 minutos a 13,000 rpm, posteriormente fue secada a 37 °C y resuspendida
con 50 pl de agua destilada estéril. Se agegaron 3 pl de RNAsa (5 pl/ ml).

Las muestras se almacenaron a -20 °C o fueron sometidas a corrimiento electroforético en geles

de agarosa.

6.3.2. ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

Al ADN plasmidico se le realizd corrimiento electroforético en geles de agarosa de la manera

siguiente:

1)

2)

3)

La agarosa se prepard al 1 % disuela en el amortiguador TAE (Tris-acetato 0.04 M y EDTA
0.001 M, pH 8.5).

Los geles se colocaron en una camara de electroforesis con el amortiguador TAE. Las Muestras
de ADN (3 pl) se mezclaron con amortiguador de carga (2 pl) (azul de bromofenol 0.25 % y
xilene cianol FF 0.25 % en solucién de glicerol al 30 %) y se colocaron en los pozos del gel, asi
como un marcador de tamafio molecular de ADN lineal (ADN del fago lambda digerido con
la(s) endonucleasa HindIIl o ECoRI, Promega).

La camara de electroforesis se conectd a una fuente de poder y el corrimiento electroforético se

realizo aplicando de 90 a 130 volios durante media hora.
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4) Posteriormente los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio durante 10 minutos y los geles

se observaron en el transiluminador de luz UV de onda corta (Vilber Lourmat).

5) Los geles fueron fotogafiados por medio de un fotodocumentador BioCaptMw Vilbert

Lourmat.

6.3.3 PURIFICACION DE LOS FRAGMENTOS DE ADN DE GELES DE AGAROSA

La recuperacion de los fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa se realizo empleando el

kit Gel and PCR Clean-Up System (Promega) siguiendo las indicaciones:

a)

b)

Se cortd la banda de interés del gel de agarosa con un bisturi y se colocé en un tubo
eppendorf.

Se adicionaron 30 pl de amortiguador L1 (amortiguador para la solubilizacion del gel) por
cada 10 mg de gel.

Se incubd a 50 °C por 3 minutos, mezclando cada 30 segundos hasta que se disolvio la
agarosa.

Se coloco una columna en un tubo de lavado de 2 ml. La columna se carg6 con la mezcla
del paso anterior y se centrifugd a 13,000 rpm por 1 minuto.

Se adicionaron 700 pl de amortiguador L2 (amortiguador de lavado conteniendo etanol) en
la columna, se centrifugd durante 5 minutos a 13,000 rpm.

La columna se introdujo en un tubo eppendorf y se adicionaron 50 pl de agua destilada
estéril en el centro de la columna, se incub6 a temperatura ambiente por 1 minuto y para

recuperar el filrado se centrifugé a 13,000 rpm durante 2 minutos.

6.3.4 TRANSFORMACION

6.3.4.1 Preparacion de células competentes de E. coli

a) La cepa E. coli IM101se crecio en 3 ml de CLB con agitacion constante a 30 °C durante toda

la noche.

b) Se transfirio el culivo a 250 ml de CLB contenido en un matraz bafleado de 1 litro. Se incub6

a 37 °C a 200 rpm durante 2-3 h hasta obtener una densidad optica entre 0.6 y 0.8 a 600 nm
(D.0.600nm=0.6-0.8).

U.M.S.N.H.
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c) El culivo fue colocado en hielo durante 10 min con agitacion ocasional y después se centrifugd

a 5,000 rpm durante 10 min a 4 °C con un rotor Eppendorf F34-6-38.

d) Las células obtenidas fueron lavadas dos veces con 50 ml de agua destilada estéril fria y

fueron centrifugadas a 5,000 rpm durante 10 min a 4 °C.

e) Las células obtenidas fueron lavadas dos veces con 50 ml de una solucion de glicerol al 10 %

(v/v) estéril fria y fueron centrifugadas a 5,000 rpm durante 10 min a 4 °C.

f) Las células fueron resuspendidas en 700 pl de glicerol al 20 % (v/v) estéril, fria.

g) Se repartieron las células en alicuotas de 200 pl y fueron almacenadas a -70 °C.

6.3.4.2 Transformacion de células competentes de E. coli

a)

b)

d)

A 100 pl de células competentes se les adicion6 1 pl de la mezcla de ligacion de DNA
plasmidico (50 ng), la mezcla se coloco entre los electrodos de una celda en la camara del
electroporador (Power N Pac 300, BioRad) y se le di6 un pulso de 1.8 a 2.2 kV durante 5
milisegundos.

Inmediatamente después las células fueron transferidas a un tubo con 1 ml de CLB y se
incubaron a 30 °C durante 2 h con agitacion constante.

Posteriormente 100 pl del culivo del culivo de las células electroporadas fueron distribuidas
en una placa ALB adicionada con ampicilina (Ap) 100 pg/ ml (para los plasmidos
recombinantes provenientes de pUCP20) o con Ap 100 pg/ ml, 25 pg/ ml de Xgal (5-
bromo-4-cloro-3-indol-B-tiogalactdsido) (USB) y 50 pg/ ml de IPTG (Isopropil-tio-f-
galactésido) (USB) para las construcciones provenientes del vector pGEM®™ -TEasy que
contenia el gen liuE.

Las colonias seleccionadas (en el primer caso clonas resistentes a Ap y clonas blancas
resistentes a Ap en el segundo caso) se crecieron en tubos con 3 ml de CLB para realizar el

aislamiento del ADN plasmidico y caracterizarlo.

6.4 PROCESOS ENZIMATICOS

6.4.1 RESTRICCION DE ADN CON ENDONUCLEASAS

El ADN fue digerido empleando una unidad de endonucleasa por pg de ADN en la solucion

amortiguadora conveniente e incubando minimo una hora a 37 °C, trascurrido el tiempo de reaccion se

inactivo la enzima a 60 °C durante 10 minutos. Después se llevd a cabo la electroforesis de la mezcla

U.M.S.N.H.
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de restriccion en gel de agar al 1 % con la finalidad de observar el tamafio de los fragmentos

generados.

6.4.2 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

6.4.2.1 Amplificacion del gen liuE

La amplificacion del ORF PA2011 (gen liuE) fue hecha empleando ADN del césmido
pMOO013850 como molde. El oligonucledtido LIB
(5"GGGATCCCATGAACTGCCGAAGAAGGTCCGC3’) fue usado para generar un sitio de
restriccion BamHI (subrayado) y el L2H (5" AAGCTTGGCCTTGGCCAGCAACGCTTT3") fue usado

para generar un sitio de restriccion HindIII (subrayado), originando un fragmento de 900 pb.

La reaccion de amplificacion se realizd con la siguiente mezcla de reaccion: se realizo el
aislamiento del cosmido pMOO013850 (cosmido pLA2917 mas 25 kb del genoma de PAO1, incluyendo
el operdn liu) empleado como molde (10-200 ng), oligonucleotidos (30 picomoles), amortiguador de
reaccion 10X (5 ul), ANTP (0.25 mM), MgSO4 1 mM y 1 unidad de ADN polimerasa Platinum Pfx
(Invitrogen). Esta mezcla se llevo a un volumen final de 50 pl, posteriormente se sometio a un ciclo de
94 °C/5 minutos, después a 35 ciclos de amplificacion bajo las siguientes condiciones: 94 °C/35 seg
(desnaturalizacion), 56 °C/40 seg (alineamiento), 68 °C/1 min (polimerizacion) y un ciclo final de 68
°C/5 min. Los ciclos de amplificacion se realizaron en el termociclador Perkin Elmer modelo PCR
System/2400. Se corrid una electroforesis del ADN obtenido por PCR para verificar la pureza del gen
liuE, se procedio a realizar adenilacion del producto de PCR para posteriormente ser ligado con el
respectivo vector linearizado en una proporcion 3:1(DNA-vector pGEM® -T Easy), utilizando la
enzima ADN ligasa incluida en el kit del vector pGEM™ -T Easy, llevando la reaccion de ligacién a 25

°C durante 1 hora o a 4 °C durante toda la noche.

6.4.3. ADENILACION DE ADN

Debido a que en la PCR se empleo la polimerasa de ala fidelidad Platinum Pfx para llevar a
cabo la PCR, la cual a diferencia de la Taq polimerasa no adiciona adeninas en los extremos del
producto de PCR, el ADN fue adenilado para generar extremos cohesivos con respecto al vector de
clonacion. La reaccion de adenilacion se llevo a 70 °C durante un periodo de 30 minutos. La mezcla de

reaccion de adenilacion se realizd de la siguiente manera: se emplearon 100-500 ng de ADN del
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producto de PCR, 1 pl amortiguador 10X para la Taq polimerasa, 5 U de Taq polimerasa, 0.6 ul de
MgCl, 25 mM, 0.2 pl ANATPs 2.5 mM y agua destilada estéril c.b.p. 10 pl.

6.4.4. CLONACION DE liuE EN EL VECTOR pGEM-T Easy

6.4.4.1. Ligacion de ADN

Los fragmentos de ADN fueron ligados manteniendo una proporcion 2:1 (inserto-vector ng),
utilizando 3 U de la enzima ADN ligasa del fago T4 (Promega), 5 pl del amortiguador 2X y agua
destilada estéril c.b.p. 10 pl. La reaccion de ligacion se realizo a temperatura ambiente por un periodo

de 1 h y se procedio a transformar las cepas correspondientes.

6.4.5. SUBCLONACION EN EL VECTOR DE EXPRESION pTrcHis2A

La subclonacion de liuE se realizd bajo las siguientes condiciones: 150 ng del fragmento de
ADN (liuE), 30 ng del vector pTrcHis2A, 2 pul del amortiguador 10X, 1 U de la ADN ligasa del fago
T4 y agua destilada estéril ¢.b.p. 10 pl. La reaccion de ligacion se llevd a cabo a temperatura ambiente

durante un periodo de 16 h. Se procedid a transformar la cepa correspondiente.

6.5 PROCEDIMIENTOS CON PROTEINAS

6.5.1 OBTENCION DE EXTRACTOS CELULARES

A partir de culivos crecidos en tubo toda la noche se inocularon matraces con medio LB
ampicilina 50 pg/ ml. Se incubaron a 37 °C con agitacion a 150 rpm hasta alcanzar una densidad
optica a 600 nm de 0.6 (DO ¢y nm=0.6), en este punto se les adiciond isopropil tio-B-galactdsido
(IPTG) a una concentracion final 0.1 mM se incub6 durante 18 horas para llevar a cabo la induccion de
la expresion de la proteina. Se realizd un monitoreo del crecimiento bacteriano con la finalidad de
determinar el tiempo oOptimo de la expresion de la proteina LiuE. Cada uno de los puntos
monitoreados fueron analizados mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones

desnaturalizantes (SDS-PAGE).
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6.5.2 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA POR EL METODO DE
BRADFORD

Se realiz6 una curva estandar de determinacion de proteina usando albumina sérica bovina (BSA)
preparada de un stock de 1 mg/ml. Para llevar a cabo la determinacion de la proteina purificada, se

realizo una dilucion 1:10 con NaCl 0.15 M.

6.5.3 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN CONDICIONES
DESNATURALIZANTES (SDS-PAGE)

Se elabor6 un gel desnaturalizante al 10 %, se llend la cédmara de electroforesis con el
amortiguador de corrida Tris-Glicina, se cargo el gel con las proteinas en cada carril, se conecto la
camara a la fuente de poder y se corrido a un amperaje constante de 30 mA por gel, se dejo correr
durante 2 h y 15 minutos. Después de que se corrid el gel por el tiempo indicado se apago la fuente de

poder, se desensamblé la camara, se removio6 el gel y éste fue tefiido con azul de Coomassie.

654 PURIFICACION DE LA ENZIMA 3-HIDROXI-3-METILGLUTARIL-CoA LIASA
(LiuE)

La cepa de E. coli-pTLE2011b fue crecida en medio LB (200 ml), al alcanzar una densidad
optica a 600 nm de 0.6 se indujo el culivo con 0.1 mM de IPTG y se incub6 durante 24 h a 30°C con
agitacion a 150 rpm. Las células fueron cosechadas por centrifugacion a 13,000 rpm durante 15
minutos a 4°C, la pastilla celular se lavo y resuspendio en el amortiguador de equilibrio 1X pH 8.0. A
la suspension bacteriana se le adiciono el inhibidor de proteasas Fluoruro fenilmetilsulfonil (PMSF) a
una concentracion final de 1 mM, se lis6 mediante sonicacion y se centrifug6 a 13,000 rpm durante 15
minutos a 4°C, la fraccion soluble se aplico en 300 ul de la resina de afinidad metalica TALON™ (DB
Biosciences) previamente equilibrada con el amortiguador de equilibrio 1X pH 8.0. La suspension se
agitd suavemente por una hora a 4°C y centrifugada a 13,000 rpm a 4°C, el sobrenadante se removid y
desecho. El complejo resina-proteina se lavo con el amortiguador de lavado con imidazol 15 mM pH
8.0. Para eluir la proteina se adicionaron 500 ul del amortiguador de elucién con imidazol 500 mM pH
7.0 y se agitd suavemente durante 20 minutos a 4°C, la muestra se centrifugd a 13,000 rpm a 4°C, se

recuperd la fraccion soluble.
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6.55 RENATURALIZACION DE LiuE

La proteina purificada se dializo (en el amortiguador 25 mM de fosfatos pH 6.7, adicionado
con una concentracion final de 31.25 mM de ditiotreitol (DTT), la mezcla se incub6 durante 1 h a4 °C
y concentrada en un dispositivo Amicon Ulra-4 con un filro de 30 kDa MWCO (Milipore), la
disolucion se centrifugd dos veces 5 minutos a 5,000 rpm a 4°C, la actividad se midio como se
describe mas adelante. Finalmente la concentracion de la proteina se determind mediante el método de

Bradford (Sambrook et al., 1989).

6.5.6 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN CONDICIONES
NATIVAS (BLUE NATIVE PAGE)

La electroforesis en condiciones nativas azul es un método de cambio de carga desarrollado
para el aislamiento de complejos proteinicos de membrana que también es 1til para separar proteinas
hidrosolubles tanto acidas como basicas a un pH fijo de 7.5, ademas este método analitico sirve para
determinar la masa molecular y el estado de oligomerizacion de complejos no disociados,
determinacion de la composicion de subunidades, determinacion de interacciones proteina-proteina;
asi como para la determinacion del gado de pureza. El colorante es suficientemente soluble en agua,
pero éste también se puede unir a las proteinas debido a sus propiedades hidrofobicas. La unioén de un
gan numero de moléculas del colorante impone un cambio de carga a las proteinas que causa que aun
las proteinas bdsicas migen hacia el dnodo a un pH 7.5 durante la BN-PAGE. Sin embargo, las
proteinas no son separadas de acuerdo a la relacion masa/carga pero si de acuerdo al tamafio, en los
geles con gadientes de poliacrilamida. La migacion de las proteinas gadualmente desacelera con la
distancia de corrimiento y con la disminucion del tamafio de poro en un gel con gadiente de
poliacrilamida. Proteinas individuales deben de parar casi completamente cuando se aproximan al
limite del tamafio del poro especifico dependiendo de su tamano. Debido a que la superficie de las
proteinas esta cargada negativamente, éstas se repelen unas a otras, por lo que la tendencia de

formacion de agegados proteicos es considerablemente reducida > #->%,

6.5.6.1 Condiciones del corrimiento electroforético

Se dejo a temperatura ambiente el gel prefabricado (BioRad) durante 10 min, una vez pasado el
periddo de tiempo, se extrajo el cassette de plastico con el gel de poliacrilamida Tris-HCI, 4-20 % y se

armo el equipo de electroforesis empleando el cassette del gel prefabricado y el “dique plastico”
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complementario del equipo para formar el tanque superior de la camara de electroforesis, se adicion6
el amortiguador de corrida para geles nativos, se colocaron las muestras asi como los marcadores de
estado de oligomerizacion, se conectd la camara de electroforesis a la fuente de poder y se corrid la
electroforesis a un amperaje constante de 10-20 mA (empleando un amperaje contaste de 10 mA se
desarrolla un volaje de 35 V al inicio y 68 V al final del corrimiento electroforético) hasta la salida del
colorante. Se apagé la fuente de poder y se desconecto la cadmara de electroforesis, se extrajo el gel
nativo y se le realizo la tincion de azul de Coomassie empleando el protocolo rapido de la casa

comercial Fermentas.

6.5.6.2 Tincion de azul de Coomassie (protocolo rapido FERMENTAS)

Se lavo el gel en 100 ml de agua desionizada o destilada y se calent6 en un recipiente abierto
durante 1 min en microondas (esta operacion se repitio tres veces), se agegaron 20 ml (o el volumen
necesario para cubrir el gel) de la solucion de tefiido para proteinas PAGEBLUE, y se calent6 durante
30 segundos en microondas (cuidando que la solucion no hierva), se agitdé suavemente (esta operacion
se repitid cuatro veces), se lavo el gel con agua desionizada o destilada caliente (o se calent6 el

recipiente en microondas durante 30 segundos) hasta desteiiir el gel.

6.5.7 ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL

La electroforesis bidimensional (2D), separa proteinas de acuerdo a dos parametros
independientes, el punto isoeléctrico (pI) en la primera dimension isoelectroenfoque (IEF) y la masa
molecular relativa (Mr) en la segunda dimension en geles de poliacrilamida en condiciones

desnaturalizantes (SDS-PAGE).

Las proteinas son moléculas anfotéricas que contienen gupos acidos y bdasicos. Estos pueden
llegar a ser protonados o deprotonados dependiendo del pH del microambiente donde se localizan. En
ambientes basicos, los gupos acidicos llegan a ser cargados negativamente, en ambientes acidicos los
gupos basicos son cargados positivamente. La carga neta de las proteinas es la suma de todas las
cargas positivas y negativas, de las cadenas laterales de los aminoacidos. Cuando un campo eléctrico
es aplicado, las proteinas pueden migar hacia el extremo opuesto de su carga neta. Al alcanzar el punto

isoeléctrico la proteina no posee carga y deja de migar 27,
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6.5.7.1 Preparacién de la muestra

Se precipitaron 40 pg de LiuE purificada y renaturalizada en 500 ul de acetona fria, se incubo
durante 2 horas a -20 °C, se centrifugdé 15 minutos a 13,000 rpm, el sobrenadante se elimind y la
proteina precipitada se incub6 a 37 °C durante 15 minutos con la finalidad de eliminar el remanente de

acetona volatilizandola.

6.5.7.2. Primera dimensién o isoelectroenfoque (1EF)

La preparacion de los geles para el IEF se realizo con el protocolo de O Farrel modificado de la
siguiente manera: para 10 ml de gel se mezclaron 0.9 ml de acrilamida al 30 % (acrilamida 28.38 %,
N,N-metilen-bis-acrilamida 1.62 %), 5.5g de urea, 200ul de Nonidet-P 40 (NP-40), 200 ul de anfolitas
pH 3-10, 200 pl de anfolitas pH 5-8, 10 ul de TEMED y 20 pl de PSA al 10 %. Previo a su
polimerizacion, el gel se cargd en unos capilares de vidrio de (14X0.2 cm), bloqueados por un extremo
con Parafilm®, los capilares fueron llenados hasta 11 cm con el gel y el resto con agua desionizada.
Una vez polimerizado el gel, se retird el Parafilm®, se elimino el agua de los capilares y se montaron
en el equipo de electroforesis en capilar (Biorad). En la parte superior del capilar se adicionaron 30 pl
del amortiguador de lisis y 30 pl del amortiguador K el resto del capilar fue llenado con el
amortiguador del anodo. Se adiciond el amortiguador del catodo en el tanque inferior del equipo de
electroforesis en capilar (hasta cubrir aproximadamente 1 cm de la parte inferior de los capilares) y al
amortiguador del anodo en el tanque superior del equipo hasta cubrir la parte superior de los capilares
evitando la formacion de burbujas en ambos extremos de los capilares. El equipo se conecto6 a la fuente
de poder y se realizé una pre-corrida de los geles con la finalidad de generar el gadiente de pH, las
condiciones del corrimiento electroforético fueron las siguientes 200 V (30 min), 300 V (30 min) y
400 V (60 min). Al finalizar la corrida, se retiré el amortiguador del anodo sin desmontar el equipo de
electroforesis y se lavo la parte superior de los capilares con agua desionizada tres veces. La muestra
previamente tratada se resolubilizdo mediante la adicion de 30 ul del amortiguador de lisis, una vez
solubilizada la muestra, se cargo en la superficie del capilar y se afiadieron 30 pl del amortiguador K,
el resto del capilar fue llenado con el amortiguador del 4&nodo. Se adicioné el amortiguador del anodo
en el tanque superior del equipo hasta cubrir la parte superior de los capilares evitando la formacion de
burbujas. El equipo se conectdé nuevamente a la fuente de poder y se corre a 400 V durante un periodo
de 20 horas. Una vez que se terminé el periodo de corrimiento electroforético, se desmont6 el equipo

de electroforesis, se extrajeron los geles de los capilares y se pusieron a equilibrar en el amortiguador
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“O” por lo menos durante un periodo de dos horas a -20 °C. Las proteinas separadas mediante el IEF

se resolvieron posteriormente mediante SDS-PAGE al 12 % de poliacrilamida.

6.5.7.3 Segunda dimension: SDS-PAGE al 12 %

Se obtuvieron los geles del IEF y se colocaron acostados en los soportes de los geles para la
SDS-PAGE al 12 %, y se fijaron con 5 ml de agarosa al 1 % disuela en el amortiguador “O”, una vez
gelificada la agarosa se resolvio la segunda dimension. Se adiciond el amortiguador de corrida para
SDS-PAGE en la camara de electroforesis, ésta se conectd a la fuente de poder y se realizd el

corrimiento electroforético a 100 V hasta que salio el colorante.

6.5.7.4 Tincién con plata

Después de la 2D-PAGE, las proteinas separadas deben de ser visualizadas mediante métodos
de tincion generales o especificos. Para el presente estudio se emple6 el método de tincion con plata

debido a que es mas sensible que los métodos del Azul brillante de Coomassie o la tincion de Zinc.

Los iones plata se unen a las proteinas, los cuales pueden ser reducidos bajo condiciones
apropiadas, para obtener una imagen visible. Todos los protocolos para la tincion de plata constan de

las siguientes etapas:

I. Fijacion con la finalidad de eliminar compuestos que pudiesen interferir con la tincion.

II. Sensibilizacion y lavado para aumentar la sensibilidad y contraste de la tincion.

III. Impregnacion de los geles con plata (solucion de nitrato de plata o solucion de un complejo de
plata-amonio).

IV. Lavado y revelado.

V. Paro de reaccion y lavado de la reaccion, con la finalidad de eliminar el exceso de iones plata.

El protocolo que se empled en el presente trabajo fue el siguiente:

Se realizaron 5 lavados de 30 minutos con agua desionizada con agitacion constante (con la
finalidad de eliminar las anfolitas y evitar falsos positivos), se adicion6 la solucion fijadora y las
proteinas se fijaron durante 15 minutos, se lavaron dos veces con agua desionizada por un periodo de 5

minutos, se incubaron durante 1 minuto con solucion de sensibilizacion; se hicieron dos lavados con

U.M.S.N.H. 1.1.Q.B MNCA 28



CARACTERIZACION DE LiuE DE P. aeruginosa, UNA ACIL-CoA LIASA INVOLUCRADA EN EL CATABOLISMO DE
LEUCINA'Y DE TERPENOS ACICLICOS

agua desionizada durante 20 segundos, se incubaron durante 15 minutos con nitrato de plata 0.1 % ftia,
se lavo un minuto con agua desionizada, se revelaron y se incubaron hasta que aparecieron las
manchas (spots). La reaccion fue detenida afiadiendo una solucion de acido acético glacial gado

analitico al 1 % !,

6.5.8 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA HMG-CoA LIASA DE P. aeruginosa.

La determinacion de la actividad de la HMG-CoA liasa se realizé mediante el método descrito
por Wanders et al., (1988) con variaciones ™. La mezcla de reaccion contiene 50 mM (para las
determinaciones de la concentracion optima de proteina, determinacion del tiempo 6ptimo) 6 20 mM
(para el resto de las determinaciones) amortiguador de fosfatos pH 6.7, 10 mM MgCl,, HMG-CoA
liasa, la reaccion se inicid mediante la adicion del sustrato (3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA) en un
volumen final de 100 pl. La suspension se incubd a 37°C durante 5 minutos, la reaccion se pard
adicionando 3 pl de HCI al 25 %. La proteina desnaturalizada se precipité mediante centrifugacion, el
sobrenadante fue colectado y neutralizado con 15 pl del amortiguador fosfatos de potasio 2 M pH 9.1.
El pH final de la mezcla fue de 6.1. La muestra se analiz6 mediante HPLC ProStar (Varian Mod 240)
con una columna Microsorb-MV 100-5 C-18, 150 X 4.6 (Varian) previamente equilibrada con

amortiguador de fosfatos 50 mM pH 6.7 durante 35 minutos.

6.5.9 DETERMINACION DEL COMPORTAMIENTO BIFUNCIONAL DE LiuE

6.5.9.1Condiciones del crecimiento de las cepas P. aeruginosa PAO1 y PAMIIUE

Las cepas se crecieron en 200 ml de medio minimo M9 con 0.02 % de peptona de caseina y
0.2 % de glucosa durante un periodo de 24 h a 30 °C con agitacion constante a 175 rpm a este punto de
crecimiento se adiciond citronelol al 0.075 %, el culivo se incubd por un periodo de 24 h a 30 °C con
agitacion constante. Las células se cosecharon a 4 °C y la pastilla celular se lavd dos veces con una
solucion amortiguadora de equilibrio 1X pH 8.0. Las células se resuspendieron en 0.5 ml de la
solucion amortiguadora mencionada anteriormente y a la suspension bacteriana se le adicion6 PMSF a
una concentracion final 1 mM. La suspension se lisé mediante sonicacion y centrifugada a 13,000 rpm
durante 20 min, la fraccion soluble se separ6 y centrifugd a 13,000 rpm durante 5 min. El extracto
crudo obtenido se empled para realizar la determinacion de la actividad de la HMG-CoA liasa en el

catabolismo de los terpenos aciclicos.

U.M.S.N.H. 1.1.Q.B MNCA 29



CARACTERIZACION DE LiuE DE P. aeruginosa, UNA ACIL-CoA LIASA INVOLUCRADA EN EL CATABOLISMO DE
LEUCINA'Y DE TERPENOS ACICLICOS

6.5.9.2 Purificacion de las proteinas AtuF, AtuC, AtuE, LiuE

La purificacion de las enzimas implicadas en la via catabdlica de los terpenos aciclicos se

realiz6é como se describe en el apartado 6.6.4.

6.5.9.3 Renaturalizacion de las proteinas AtuF, AtuC, AtuE, LiuE

La renaturalizacion de AtuE y LiuE procedié como se describe en el apartado 6.6.5. El proceso
de renaturalizacion de la Geranil-CoA carboxilasa (AtuC-AtuF) se realizo de la siguiendo el método

reportado por Aguilar et al., 2008 .

Una vez purificadas las subunidades de la Geranil-CoA carboxilasa (AtuC y AtuF) se
mezclaron en una relacion 1:1, y se les adiciond urea 7 M hasta alcanzar un volumen de 5 ml, se
dejaron desnaturalizando un periodo de 10 horas, cumplido este periodo se sometio a dialisis con el
amortiguador de renaturalizacién cuya composicion es la siguiente: 20 mM K,HPOy, 0.75 mM DTT y
glicerol al 20 % pH 8.0. Para la dialisis se empled una membrana de celulosa con un tamafio de 12.4
kDa MWCO (SIGMA-ALDRICH), se hizo recambio del amortiguador de renaturalizacion a las tres
horas. Cumplido este tiempo se concentrd la proteina en un dispositivo Amicon Ulra-4 con un filro de
30 kba MWCO (Milipore). La disolucion se centrifugd dos veces 5 minutos a 5,000 rpm a 4°C, la
actividad se midi6 como se describe mas adelante. Finalmente la concentracion de la proteina se

determiné mediante el método de Bradford (Sambrook et al., 1989 1),

6.5.9.4 Reconstruccion de la via catabolica de los terpenos aciclicos empleando extractos celulares

de P. aeruginosa PAO1 o PAMIIUE y HMG-CoA liasa purificada y renaturalizada

La evaluacion del papel de la actividad de la HMG-CoA liasa en el catabolismo de los terpenos
aciclicos se llevo a cabo mediante el método descrito por Aguilar et al., 2008 con ligeras variaciones
. La mezcla de reaccion control contiene 5 mM ATP, 10 mM MgCl,, 10 mM NaHCOs, 100 mM
amortiguador de fosfatos de potasio pH 7.6, extracto crudo de PAO1 o extracto crudo de PAMIIUE, en
un volumen final de 100 pl. La reaccion se inicid con la adicion de 10 pl de cis-Geranil-CoA 10 mM
(sintetizado como describe Aguilar et al., 2008), se incubd durante 15 6 30 min a 37 °C. La reaccion se
par6d mediante la adicion de 10 pl de HCI 25 %, la mezcla se centrifugd a 13,000rpm durante 5 min, la
fraccion soluble se separd y analizd6 mediante HPLC ProStar (Varian Mod 240) con una columna

Microsorb—MV 100-5 C-18, 150 X 4.6 (Varian) previamente equilibrada con buffer de fosfatos 50 mM

U.M.S.N.H. 1.1.Q.B MNCA 30



CARACTERIZACION DE LiuE DE P. aeruginosa, UNA ACIL-CoA LIASA INVOLUCRADA EN EL CATABOLISMO DE
LEUCINA'Y DE TERPENOS ACICLICOS

pH 6.7 durante 30 minutos. Para determinar el papel de la HMG-CoA liasa, ésta se adiciono a la
mezcla de reaccion a una concentracion de 0.01 pg/pl en las mismas condiciones de la reaccion

control.

6.5.9.5 Determinacion de la actividad de 3-hidroxi-3-isohexenilglutaril-CoA (HIHG-CoA) liasa de
LiuE

Para determinar la bifuncionalidad de LiuE se emplearon reacciones enzimaticas acopladas con
Geranil-CoA carboxilasa (AtuC-AtuF), y isohexenillglutaril-CoA hidratasa (AtuE) purificadas y

renaturalizadas, empleando como sustrato el Cis-Geranil-CoA.

La primera mezcla de reaccion control contiene 5 mM ATP, 10 mM MgCl, 10 mM NaHCOs,
100 mM amortiguador de fosfatos de potasio pH 7.6, en un volumen final de 100 pl, a la segunda
mezcla de reaccion control se le adicionaron 30 pg de la Geranil-CoA carboxilasa, 30 pg de la
isohexenillglutaril-CoA hidratasa, y para determinar la actividad de HIHG-CoA liasa de LiuE, esta se
adiciono a la mezcla en una concentracion final de 0.01 pg; las reacciones se iniciaron con la adicion

de 10 ul de cis-Geranil-CoA 10 mM, se incubaron durante 20 min a 37 °C.

Las reacciones se pararon mediante la adicion de 5 pl de HCI 25 %, la mezcla se centrifugé a
13,000 rpm durante 5 min, la fraccion soluble se separd y analizé mediante HPLC ProStar (Varian
Mod 240) con una columna Microsorb—-MV 100-5 C-18, 150 X 4.6 (Varian) previamente equilibrada
con buffer de fosfatos 50 mM pH 6.7 durante 30 minutos.
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VII RESULADOS

7.1 AMPLIFICACION DEL ORF PA2011 DE P. aeruginosa PAO1

Con la finalidad de realizar la caracterizacion bioquimica de la probable HMG-CoA liasa
codificada en el ORF PA2011 de P. aeruginosa fue necesario obtener una proteina recombinante en la
cepa de E. coli JIM101. Para llevar a cabo este objetivo se realizo la amplificacion del gen liuE de P.
aeruginosa partiendo del ADN cosmidico pMOO013850 (Figura 7), mediante PCR. De acuerdo a la

secuencia nucleotidica reportada en http://www.pseudomonas.com., se disefiaron oligonucleotidos

especificos delimitando al ORF PA2011 en un fragmento de 0.9 kb.

pMOO013850 EcoRV

46 kb

Km  ;uRrRABCDE

Hindlll

Fig. 7 Mapa del cosmido pMO013850, empleado para amplificar el ORF PA2011 de P. aeruginosa. Contiene clonado un
fragmento de aproximadamente 20 kb correspondiente al operén lIURABCDE flanqueado por los sitios de restriccion

EcoRV y HindIIl. Tc¢, gen de resistencia a Tetraciclina; Km gen de resistencia a Kanamicina; c, sitios cos.

Se comprobo electroforéticamente la amplificacion del ORF PA2011 el cual correspondié al

tamafio esperado (0.9 kb) (Figura 8).
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Fig. 8 Amplificacion y purificacion del ORF PA2011 de P. aeruginosa PAO1. Fotogafia del corrimiento electroforético en
gel de agarosa del fragmento amplificado con los oligonucledtidos LIB y L2H. A) Carril No. 1, marcador de tamafio
molecular ADN del fago A (HindIII/EcoRI); Carril No. 2, fragmento amplificado a partir del césmido pMO013850, B)
Carril No. 1, fragmento purificado de liuE, Carril No. 2, marcador de tamafio molecular ADN del fago A (HindIII/EcoRI).

7.2 CLONACION DEL ORF PA2011 DE P. aeruginosa PAO1

El producto amplificado mediante PCR de 0.9 kb correspondiente al ORF PA2011 se clon6 en
el vector pGEM"-T Easy disefiado para clonar productos de PCR (Promega). Células competentes de
E. coli IM101 se transformaron con la mezcla de ligacion pGEM-T Easy-PA2011 en las condiciones
descritas en materiales y métodos. Las clonas transformadas se seleccionaron mediante
complementacion alfa. Una vez obtenidas estas clonas se les realizo aislamiento de ADN plasmidico y
mediante un analisis de digestion enzimatica empleando las endonucleasas BamHI y HindIIl se
comprobo la presencia de la construccion mediante un corrimiento electroforético en gel de agarosa
observandose los fragmentos de 3 y 0.9 kb correspondientes al vector pGEM®-T Easy y al gen liuE

respectivamente. A este plasmido recombinante se le denominé pGLE24 (Figura 9).
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Fig. 9 Construccion y analisis de restriccion del plasmido pGLE24. A) Estrategia de clonacion del fragmento amplificado
del ORF PA2011. LA region PA2011 amplificada mediante PCR adenilada en sus extremos 5° se clond en el vector
pGEM"-T Easy que posee timinas en sus extremos. B) Fotogafia del gel de agarosa mostrando el corrimiento
electroforético del marcador de tamafo molecular ADN del fago A (HindIIl) (carril 1), restriccion del pGLE24 con las

endonucleasas BamHI y Hindlll (carril 2,3) y restriccion parcial del vector pGLE24 (carril 4).
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7.3 SUBCLONACION DEL ORF PA2011 DE P. aeruginosa PAO1

Con el proposito de obtener la proteina expresada para llevar a cabo la purificacion de la HMG-
CoA liasa y su posterior caracterizacion bioquimica, se procedié a subclonar el ORF PA2011 de P.
aeruginosa en el vector de expresion para proteinas recombinantes expresadas en E. coli el
pTrcHis2A. Para cumplir este objetivo el plasmido pGLE24 se digirid con las endonucleasas BamHI y
HindIII para liberar el fragmento de 0.9kb que fue purifico y posteriormente ligado en el vector
pTrcHis2A se linearizo con la endonucleasa ECORI para obtener los extremos complementarios (Figura
10). La mezcla de ligacion se empled para transformar células competentes de E. coli IM101 y las
clonas transformadas se seleccionaron mediante un marcador de seleccion (resistencia a ampicilina
100 pg/ ml), de estas se obtuvo el ADN plasmidico, el cual se someti6 a un analisis de restriccion con
las endonucleasas BamHI y HindIII generando los fragmentos de 4.4 y 0.9 kb correspondientes al
vector pTrcHis2A y a liuE respectivamente (Figura 11). El plasmido obtenido de la mezcla de ligacion

se nombré pTLE2011.
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Fig. 10 Estrategia de subclonacion del ORF PA2011 de P. aeruginosa PAOI en el vector de expresion de proteinas
recombinantes pTrcHis2A. A) El plasmido pGLE24 se digirid con las endonucleasas BamHI y Hindlll para liberar el
fragmento de 0.9 kb (ORF PA2011). B) El fragmento liberado se ligo6 al vector pTrcHis2A linearizado con EcoRI. El

plasmido generado se nombré pTLE2011.
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Fig. 11 Analisis de restriccion del plasmido pTLE2011. Fotogafia del corrimiento electroforético en gel de agarosa. Carril

No. 1 marcador de tamafio molecular ADN del fago A (HindIII)-EcoRI; carril No. 2 doble digestion del pTLE2011.

7.4 MONITOREO DEL TIEMPO DE INDUCCION DE LiuE

Con la finalidad de determinar el tiempo al cual la expresion de LiuE es la maxima se mont6
una prueba piloto en la que se monitore6 la expresion cada 4 horas, dando como resulado una mayor

expresion en un periodo comprendido entre las 20 y 24 h post-induccion (Figura 12).

116
66.2
45
35 LiuE
33 kDa
25

Fig. 12 Monitoreo de la induccion de LiuE. Fotogafia del corrimiento electroforético en gel de poliacrilamida en

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), MPM marcador de peso molecular (BioRad), carril 1 extractos celulares de la
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cepa E.coli pTLE2011b previo a la induccion, carriles 2, 4, 6, y 8 extractos celulares de la cepa pTLE2011b post-induccion;

carriles 3, 5, 7 y 9 extractos celulares de la cepa pTLE2011b no inducida, a los tiempos 4, 8, 20 y 24 h, respectivamente.

7.5 PURIFICACION DE LiuE

Con la finalidad de realizar la determinacion de la actividad enzimatica se procedio a realizar
la purificacion de la proteina mediante el empleo de la resina IMAC con centro de Co™ como se
describe en Materiales y Métodos. Se comprobd mediante electroforesis en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) el gado de pureza de la proteina obtenida, mostrando un

enriquecimiento de la banda de interés.
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Fig. 13 Purificacion de LiuE. Fotogafia del corrimiento electroforético en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE). Carril 1 Marcador de peso molecular (Fermentas), carril 2 extractos celulares de la cepa E.
coli JIM101, carril 3 extractos celulares de la cepa E. coli pTLE2011b no inducida, carril 4 extractos celulares de la cepa E.
coli pTLE2011b inducida, carriles 5 LiuE purificada 10 pg.

7.6 CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA HMG-CoA LIASA DE P. aeruginosa
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7.6.1 ENSAYO ENZIMATICO ACOPLADO

Para poder determinar la actividad enzimatica mediante un ensayo acoplado a HPLC, se montd
el gadiente de elucion reportado por Frieddman et al. 2006, con variaciones para determinar los
tiempos de retencion de los estdndares del HMG-CoA y Acetil-CoA, asi como una prueba de control
negativo en la que se desnaturalizé previamente la enzima antes de adicionar el sustrato a 95 °C. La
mezcla de reaccion se analizo mediante HPLC como se describe en materiales y métodos, los tiempos
de retencion observados fueron de 13.9 min y 16.4 min para el HMG-CoA y el Acetil-CoA

respectivamente (Figura 14).
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Fig. 14 A) Cromatogama de la determinacion de los estandares de HMG-CoA y Acetil-CoA, se inyectaron en el HPLC
concentraciones concocidas de los estandares y B) control negativo, se incubd LiuE previamente desnaturalizada por calor

(95 °C), y la fraccion soluble de la muestra se inyect6 en el HPLC.
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Fig.15 Determinacion de la actividad de la HMG-CoA liasa. En el cromatogama se observa en color azul el estandar del
HMG-CoA, en rojo el estandar del Acetil-CoA y en lila el analisis del producto de la reaccion observandose un pico con un
tiempo de retecion de 13.7 min correspondiente al sustrato (HMG-CoA) y otro pico con un tiempo de retencion de 16.3 min

correspondiente al producto el Acetil-CoA.

El andlsis de la reaccion enzimatica se observa en la figura 15, en la que se aprecia el consumo
del HMG-CoA asi como la aparicion de uno de los productos de la reaccion enzimatica, el acetil-CoA
(cromatogama de color morado), con tiempos de retencion de 13.7 y 16.3 minutos, respectivamente.
Asimismo, se observan los cromatogamas de los estandares del HMG-CoA (azul) y Acetil-CoA (rojo).

Corroborando de esta manera la actividad enzimatica.

7.6.2 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS OPTIMOS PARA LA CINETICA
ENZIMATICA

7.6.2.1 Determinacion del tiempo éptimo de reaccién

La actividad de la HMG-CoA liasa fue ensayada en periodos de incubacion de 5, 10 y 15 min.

Donde el tiempo 6ptimo de reaccion correspondio a los 5 min ya que la velocidad es proporcional al
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tiempo (relacion lineal). Por ello se eligio para la realizacion de las determinaciones enzimaticas un

periodo de incubacion de 5 min (Figura 16).
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Fig. 16 Efecto del tiempo de reaccion en la actividad relativa de la HMG-CoA liasa de P. aeruginosa. Se incubaron las
mezclas de reaccion a diferentes periodos de tiempo, se analizaron las fracciones solubles de cada determinacion y se

analizaron mediante HPLC.

7.6.2.2 Determinacion de la concentracion 6ptima de proteina

Para establecer la concentracion Optima de la proteina purificada de HMG-CoA liasa en el
medio de reaccion, las condiciones utilizadas fueron 0.157-10 pg de proteina. La concentracion 6ptima
de proteina fue 1 pg, ya que la velocidad de reaccion es proporcional a la concentracion de proteina

(Figura 17). Por lo que las subsecuentes determinaciones fueron realizadas con esta concentracion.
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Fig. 17 Efecto de la concentracion de la proteina sobre la actividad de la HMG-CoA liasa de P. aeruginosa. Se incubaron la
mezclas de reaccion durante cinco minutos con diferentes concetraciones de proteina, se analizaron las fracciones solubles

de cada determinacion y se analizaron mediante HPLC.
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7.6.2.3 Determinacién de la temperatura 6ptima

La determinacion de la temperatura dptima se realizo en un rango de 20-45 °C. La temperatura
optima encontrada fue 37 °C, ya que a esta temperatura la enzima desarroll6 la actividad mas elevada

(Figura 18).
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Fig. 18 Efecto de la temperatura sobre la actividad relativa de la HMG-CoA liasa de P. aeruginosa. Se incubaron las
mezclas de reaccion a diferentes temperaturas con 1pg de proteina y se incubd durante cinco minutos, se analizaron las

fracciones solubles de cada determinacion y se analizaron mediante HPLC.

7.6.2.4 Determinacion del pH 6ptimo

La determinacion del pH 6ptimo se realizé en un rango de 6.0-8.0. El pH optimo para el ensayo
enzimatico de la HMG-CoA liasa fue 7.0, empleando amortiguador de fosfatos 20 mM (Figura 19). En
este analisis se observo que a pH's por debajo de 6.0 y por arriba de 8.0 la actividad enzimatica es baja

con respecto a la desarrollada con las condiciones Optimas.
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Fig. 19 Efecto del pH sobre la actividad de la HMG-CoA liasa de P. aeruginosa. Se incubaron las mezclas de reaccion a

diferentes pH's con 1ug de proteina y se incub6 durante cinco minutos a 37 °C, se analizaron las fracciones solubles de

cada determinacion y se analizaron mediante HPLC.

7.6.2.5 Efecto de cationes divalentes vy de los agentes reductores sobre la actividad de la HMG-CoA

liasa

Se ha reportado que la actividad de la HMG-CoA liasa homologas es dependiente de un cation
divalente, por lo que se emplearon al MgCl, o al MnCl, como posibles cofactores para saber si la de P.
aeruginosa es una metaloenzima, observandose una actividad ligeramente mayor empleando al MgCl..
Al utilizar MnCl, se observo un 18 % menos de actividad con respecto a la obtenida con MgCly, sin
embargo, cuando a la mezcla de reaccion no se le adiciond el cation divalente se observo la ausencia
de actividad enzimatica. Asimismo, al adicionar a la mezcla de reaccion un agente quelante como el
EDTA a concentraciones de 4 mM, 8 mM, la actividad enzimatica se vid afectada drasticamente en un
68 % de la actividad alcanzada en la reaccion control. Sin embargo, cuando se us6 una concentracion
40 mM de EDTA se aprecio6 ausencia de la actividad enzimatica (Figura 20). Por lo que se determind

que la HMG-CoA liasa de P. aeruginosa es una metaloenzima.
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Fig. 20 Efecto de los cationes divalentes sobre la actividad enzimatica de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA. En la figura se
observan las diferentes condiciones a las cuales fue sometida la determinacion de la actividad enzimatica. En presencia de
MgCl, y MnCl, la actividad enzimatica desarrolla una velocidad de 15.3 y 12.8 umol/min*mg de proteina respectivamente,
al adicionar un agente quelante se observa una disminucion de la actividad enzimatica y en ausencia de cofactor no se

observa actividad enzimatica.

Al someter a la reaccion a un agente tiol exdgeno como el ditiotreitol (DTT), no se observo un
efecto sobre la actividad de la HMG-CoA liasa (datos no mostrados), por lo que la enzima no es

sensible a regulacion por agentes reductores.

7.6.3 EFECTO DE LA VARIACION DE LA CONCENTRACION DEL SUSTRATO SOBRE
LA VELOCIDAD

La determinacion del efecto de la variacidn en la concentracion del sustrato HMG-CoA se

realiz6 en el rango de 0.125-5 mM con el propdsito de determinar el comportamiento enzimatico, el

cual resul6 ser no Michaeliano como se puede observar en las figuras 21 y 22.
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Fig. 21 Determinacion del efecto de la concentracion del sustrato sobre la velocidad de reaccion de la HMG-CoA liasa de
P. aeruginosa. Se incubaron las mezclas de reaccion a diferentes concentraciones del HMG-CoA con 1ug de proteina y se
incubd durante cinco minutos a 37 °C a pH 7.0, se analizaron las fracciones solubles de cada determinacion y se analizaron

mediante HPLC. Los datos observados presentaron un coeficiente de correlacion con la ecuacion de Michaelis-Menten (R?)
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Fig. 22 Analisis de Lineweaver-Burk del efecto de la concentracion del sustrato sobre la velocidad de reaccion de la HMG-
CoA liasa de P. aeruginosa. Se incubaron las mezclas de reaccion a diferentes concentraciones del HMG-CoA con 1pug de
proteina y se incub6 durante cinco minutos a 37 °C a pH 7.0, se analizaron las fracciones solubles de cada determinacion y
se analizaron mediante HPLC. Los datos observados presentaron un coeficiente de correlacion con la ecuacion de
Michaelis-Menten (R?) 0.86. n=3.
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Como se oberva en la figura 22, al realizar el andlisis de Lineweaver-Burk se aprecia una
curvatura en el trazo de la recta, a concentraciones elevadas del sustrato, sugiriendo que el
comportamiento enzimatico es no Michaeliano debido a que estos puntos se desvian de la linearidad,

formando una hipérbola, mostrando un coeficiente de correlacion lineal de 0.86.

7.6.3.1 Analisis de Hill

Debido a que el comportamiento de la enzima no se ajust6 a la ecuacion de Michaelis-Menten
(R’=0.9) y por ende a la de Lineweaver-Burk (R’=0.86), se emple otro modelo matematico que
explicard el comportamiento enzimatico por lo cual se realiz6 el analisis de Hill con la finalidad de

determinar los parametros cinéticos Vmax y Km aparente.

En la figura 23, se observa un trazo sigmoidal caracteristico de una enzima alostérica, que
correlaciona con el modelo matematico de Hill presentando un coeficiente de correlacion de R*=0.958.
Con la cual se puede determinar el numero de sitios activos (niumero de Hill), los cuales son
determinados por el punto de infleccion de la curva. Los datos de los parametros cinéticos obtenidos
con el modelo de Hill sugieren que la enzima es al menos un homodimero debido a que la n calculada
fue de 2.37, una Vmax de 26.26 umol/min*mg de proteina, y posee una constante de afinidad aparente
Kos=0.79 mM.
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Fig. 23 Analisis de los datos cinéticos de la HMG-CoA liasa de P. aeruginosa con el modelo de Hill. En el grafico se puede

observar un trazo sigmoide caracteristico de una cinética alostérica cooperativa.
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Como parte del refinamiento de los pardmetros cinéticos obtenidos mediante el analisis de Hill
se procedio a realizar la determinacion de la constante aparente (Ko s), para lo cual se realizo el analisis
de Lineweaver-Burk para enzimas alostéricas, en este analisis primero se eleva a la n (nimero de sitios
activos) las concentraciones del sustrato. Se obtuvo un valor de 0.74 mM para la Ko5 y una Vmax de
27.32 pumol/min*mg de proteina (Figura 24), la Kos se empled posteriormente para la determinacion
del ntimero de subunidades que conforman a la enzima activa, bajo este modelo se obtuvo un
coeficiente de correlacion lineal de R*= 0.9796, lo que nos confirma que la enzima posee un

comportamiento alostérico.
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Fig. 24 Analisis de la HMG-CoA liasa de P. aeruginosa mediante el modelo de Lineweaver-Burk para enzimas alostéricas.
En este modelo matematico indirectamente se determina el nimero de subunidades que posee la holoenzima, si se mejora

el grado de correlacion con el modelo matematico se infieren el nimero de subunidades de la misma.

7.6.3.1.1 Analisis de Hill en su forma logaritmica para la HMG-CoA liasa de P. aeruginosa

Con datos experimentales, el gafico de Hill usualmente deriva de la linearidad a velocidades
especificas bajas, en donde los complejos contienen menos moléculas de sustrato que el numero de
subunidades contribuyendo significativamente a la velocidad inicial. La pendiente limitante a bajas
concentraciones es 1.0. Sin embargo, si la enzima contiene sitios regulatorios no cataliticos los cuales
deben de ser ocupados antes de que el sustrato pueda unirse al sitio catalitico, la pendiente del gafico
de Hill podria incrementarse conforme la concentracion del sustrato disminuye. A concentraciones
muy bajas de sustrato, la pendiente podria aproximarse al nimero de sitios que deben de ser

ocupados antes de que cualquier reaccion ocurra. Derivaciones de la linearidad a alas
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concentraciones de sustrato también son comunes, principalmente debido a la dificulad en la deteccion
de cambios pequefios en la velocidad conforme la concentracion del sustrato va incrementado, pero
también si los sitios cataliticos de diferentes afinidades contribuyen a la velocidad observada (Figura

25) ¥, El nimero de subunidades que integan a la holoenzima fué de 2.15.
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Fig. 25 Analisis de Hill en su forma logaritmica (determinacion del niimero de subunidades) para la HMG-CoA liasa de P.
aeruginosa. Se grafico el logaritmo de base diez de la concentracion del sustrato en el eje de las abscisas contra el
logaritmo de base diez del cociente de la velocidad sobre la diferencia de la velocidad maxima menos la velocidad inicial

en el eje de las ordenadas, para cada uno de los puntos de determinacion de la actividad enzimatica.

7.7 RENATURALIZACION DE LiuE

Con la finalidad de determinar de manera experimental el estado de oligomerizacion obtenido
con el protocolo de renaturalizacion descrito en Materiales y Métodos, y para corroborar la
informacion obtenidad de los modelos matematicos se empled la herramienta del Blue Native PAGE

(BN-PAGE) para determinar la estructura cuaternaria de la enzima purificada y renaturalizada (Figura

26).
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Fig. 26 Panel A: Curva de calibracion de la masa molecular. La distancia de migracion de las bandas de las proteinas
relativas al frente de corrida (Rf) fueron gaficadas contra el log de las masas moleculares delas mismas R*=0.953. Panel B:
fotogafia del corrimiento electroforético de un gel BN-PAGE. Carril 1 Marcador de estado de oligomerizacion, Ureasa de
Jack Bean (trimero 272 kDa, hexamero 545 kDa), carril 2 Albumina Sérica Bovina (monoémero 66 kDa, dimero 132 kDa),
carril 3 LiuE (79 kDa).

Una curva de calibracion de peso molecular para un gel BN-PAGE del 4-20 % fue deducida de
las distancias de migacion y los pesos moleculares conocidos de las proteinas empleadas como
marcadores de estado de oligomerizacion. En la Figura 26 panel A se observa claramente que casi
todos los polipéptidos empleados tienen una relacion logaritmica-lineal entre el peso molecular y la
movilidad electroforética, y por lo tanto todas las proteinas son adecuadamente separadas en base al
peso molecular. En la Figura 26 panel B se determind una masa molecular relativa de 79 kDa para
LiuE, aunque este resulado no corresponde con precision a la masa molecular calculada para la
conformacion homodimérica (79 kDa vs 70 kDa) este dato experimental sugiere que la enzima existe
como un dimero. Sin embargo, en el carril 3 se observd un corrimiento difuso de la proteina, se
desarrolld un patrén de bandeo que posiblemente sea debido a la presencia de isoenzimas de la

proteina con una conformacion distinta o con modificaciones en su estructura.
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7.8 DETERMINACION DEL pl de LiuE MEDIANTE ELECTROFORESIS
BIDIMENSIONAL

Con el objetivo de terminar si el corrimiento electroforético difuso observado en el BN-PAGE
fue debido a la presencia de isoformas de la enzima o modificaciones en su estructura se realizo
electroforesis bidimensional. Con la finalidad de determinar el pl de las isoformas de la HMG-CoA
liasa observadas en el analisis bidimensional, se realizd una curva de calibracion del pl con los
marcadores empleados (Figura 28), en el cual se observa que existe una relacion lineal entre el pl de

las proteinas y la movilidad electroforética (Rf).
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Fig. 27 Curva de calibracion para la determinacion del pl. Se gafico el pI de los marcadores estandar contra el corrimiento
electroforético (cm). Los estandares empleados para la determinacion fueron la B-lactoglobulina A (pI=6.1) anhidrasa
carbonica I y I (pI= 5.9 y 6.6, respectivamente) y la lectina (la cual posee tres isoenzimas con pl=8.2, 8.6 y 8.8,

respectivamente) R?=0.956.

En el analisis bidimensional de la enzima HMG-CoA liasa de P. aeruginosa PAO1 se observo
que esta posee al menos cinco isoenzimas con puntos isoeléctricos de 5.9, 6.2, 6.5, 6.8 y 7.0
respectivamente. Una de las manchas corresponde al pl tedrico de la proteina recombinante, el cual es
de 5.9 (Figura 28). Con esto se comprueba que el corrimiento difuso de la proteina en condiciones
nativas se debe a modificaciones quimicas o post-traduccionales en su estructura, originandose

isoenzimas.
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Fig. 28 Determinacién del punto isoeléctrico de la HMG-CoA liasa de P. aeruginosa (LiuE). Fotogafia de un gel de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes al 12 %. Se observan los marcadores de pl, P-lactoglobulina A (pI=6.1),
anhidrasa carbonica 1 y I (pI= 5.9 y 6.6, respectivamente) y la lectina (la cual posee tres isoenzimas con pl=8.2, 8.6 y 8.8,
respectivamente). La enzima HMG-CoA liasa (LiuE) se indica en un 6valo. La flecha punteada indica la direccion en la

cual fue sometido el IEF. MPM, marcador de peso molecular.

7.9 EFECTO DE LOS PRODUCTOS DE LA REACCION ENZIMATICA DE LA HMG-CoA
LIASA SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Debido a que se observé disminucion de la actividad enzimatica de la HMG-CoA liasa en la
determinacion del comportamiento enzimatico, al usar concentraciones elevadas del sustrato (4 mM de
HMG-CoA) y observando un comportamiento enzimatico del tipo alostérico, se procedi6 a determinar
si el efecto de inhibicion encontrado fue causado por inhibicion por producto. Se determiné el efecto

de los productos de la reaccion enzimatica, acetil-CoA y acetoacetato. Las concentraciones probadas
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fueron 1, 5 y 7.5 mM de acetil-CoA y 1 y 10 mM de acetoacetato. Se realizaron pruebas de inhibicién
de la enzima a diferentes concentraciones tanto del sustrato como del inhibidor. Se encontré que el
acetoacetato a una concentracion de 10 mM causo6 una inhibicion de la actividad enzimatica menor al
2 % con respecto al control. Mientras que el acetil-CoA mostrd un efecto bifasico sobre la actividad
enzimadtica, es decir, a bajas concentraciones se incrementd la actividad enzimatica comportandose
como un agente activador y a elevadas concentraciones de acetil-CoA disminuye la actividad
enzimatica actiando como un agente inhibidor, mostrando una inhibicion de hasta el 100 % como se
observa en la fig. 29. Se realiz6 el andlisis del efecto inhibitorio del acetil-CoA empleando el modelo
matematico de Lineweaver-Burk para enzimas alostéricas (Figura 30) donde se observa que la
tendencia de las rectas es interceptarse en el eje de las “X” tipo de intercepto tipico para un inhibidor

competitivo.

25Y@@ Control @@ Control
EZ Ac-CoA (1 mM)

204E@ Ac-CoA (5 mM)
Ac-CoA (7.5 mM)

B3 Acetoacetato (1 mM)
B Acetoacetato (10 mM)

)

na

v(pmol/min*mg prote

HMG-CoA HMG-CoA HMG-CoA HMG-CoA
(0.5mM) (ImM) (2mM) (ImM)

Fig. 29 Efecto del acetil-CoA y del acetoacetato sobre la actividad enzimatica de la HMG-CoA liasa de P. aeruginosa. Se
realizaron analisis de la actividad enzimatica en ausencia y en presencia del Acetil-CoA o Acetoacetato a concentraciones
del HMG-CoA 2 0.5, 1y2mMcon 0, 1, 5y 7.5 de Acetil-CoA o 1 mM de HMG-CoA con 1 y 10 mM de Acetoacetato; se

incubaron las mezclas de reaccion con las condiciones anteriormente citadas.

U.M.S.N.H. 1.1.Q.B MNCA 52



CARACTERIZACION DE LiuE DE P. aeruginosa, UNA ACIL-CoA LIASA INVOLUCRADA EN EL CATABOLISMO DE
LEUCINA'Y DE TERPENOS ACICLICOS

© © © ©
N w NS (63}
x x x ]

1/v pmol-1*min*mg de proteina
o
e

o
o

0.5 1.0 15 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5
1/[HMG-CoA] mM?

o
o

Fig. 30 Analisis del efecto del acetil-CoA sobre la actividad enzimatica de la HMG-CoA de P. aeruginosa liasa con el
modelo matematico de Lineweaver-Burk para enzimas alostéricas. m Reaccion control, ¢ reaccion adicionada con 1 mM de

Acetil-CoA e reaccion adicionada con 5 mM de Acetil-CoA y A reaccion adicionada con 7.5 mM de acetil-CoA.
7.10 COMPORTAMIENTO BIFUNCIONAL DE LA PROTEINA LiuE

Para determinar la participacion de la 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA liasa en la via catabdlica
de los terpenos aciclicos se planteo sintetizar el probable sustrato (3-hidroxi-isohexenil-glutaril-CoA).
Sin embargo, dicha sintesis no pudo llevarse a cabo, se disefiaron dos experimentos para evaluar el

papel de la HMG-CoA liasa en el catabolismo de los terpenos aciclicos como se describe en Materiales

y Métodos.
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7.10.1 Determinacion de la actividad de 3-hidroxi-3-isohexenilglutaril-CoA liasa en extractos de

P. aeruginosa

Se ha descrito que P. aeruginosa al ser crecidas en glucosa con citronelol como fuente de
carbono y energia es capaz de expresar las proteinas codificadas en los operones atu y liu (Aguilar et
al., 2006), por lo que se llevo a cabo la determinacion de la actividad de HIHG-CoA liasa de LiuE
mediante reacciones acolpladas siguiendo las reacciones de la figura 31, para lo cual se emplearon

extractos celulares de la cepa silvestre (PAO1) asi como la cepa mutante en el gen liUE (PAMIIUE).

acetato
CHa-COO"
Geranil-CoA (t_iag)a’l) +
Carboxilasa oo Hidratasa COO iuE)?
atuC/F atuk H )\/\/'\
M ﬁ—} — CO-SCoA
CO-SCoA
COSCoA (o, COSCoA ©
cis-geranil-CoA Isohexenil- 3-hidroxi-3- 7-metil-3-0xo0-
glutaconil-CoA isohexenilglutaril-CoA 6-octenil-CoA

Fig. 31. Diagama de las reaciones acopladas para la determinacion de la actividad 3-hidroxi-3-isohexenilglutaril-CoA liasa.
En la figura se muestra el catabolismo de los terpenos aciclicos apartir del paso de carboxilacion del cis-geranil-CoA
llevado por la geranil carboxilasa codificada en los genes atuC/atuF, el cual puede ser hidratado por la hidratasa codificada
en el gen atuE generando 3-hidroxi-3-isohexenilglutaril-CoA, sustrato que posiblemente es reconocido por LiuE y

fragmentado en acetato y 7-metil-3-0x0-6-octenoil-CoA.

Como se observa en la figura 32, cuando a la mezcla de reaccion se le adicionaron los
extractos celulares de la cepa P. aeruginosa PAO1 wt se consumieron 34 nmol de Cis-Geranil-CoA;
sin embargo, al adicionarse a la mezcla de reaccion los extractos celulares de P. aeruginosa PAO1 wt
mas la proteina LiuE purificada se consumieron 54 nmol de cis-Geranil-CoA aumentando un 58.8 % el
consumo del sustrato. Al emplearse los extractos celulares de la P. aeruginosa PAMIIUE el consumo
de cis-Geranil-CoA disminuyé un 63 % (12.5 nmol), sin embargo, al adicionarse a la mezcla de
reaccion los extractos celulares de la P. aeruginosa PAMIIUE mas la proteina LiuE purificada el
consumo del cis-Geranil-CoA aument6 un 180 % (35 nmol) con respecto al consumo con los extractos
celulares de la P. aeruginosa PAMIIUE. Estos resulados nos sugieren que LiuE tiene una implicacion
en el catabolismo de los terpenos aciclicos siendo probable su participacion en la fragmentacion del 3-

hidroxi-3-isohexenilglutaril-CoA.
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Fig. 32 Determinacion de la actividad de HIHG-CoA liasa en extractos celulares de P. aeruginosa. PAO1, cepa silvestre;
PAMIIUE, mutante en liIUE procedente de PAO1 (Diaz-Pérez et al., 2004). n=2. Se determind el consumo del cis-Geranil-
CoA empleando los extractos celulares antes mencionados en ausencia o en presencia de LiuE, mediante el analisis de las

fracciones solubles de cada una de las determinaciones mediante HPLC.

7.10.2 Determinaciéon de la actividad de 3-hidroxi-3-isohexenilglutaril-CoA liasa empleando
reacciones acopladas con las enzimas recombinantes geranil-CoA carboxilasa e isohexenil
glutaconil-CoA hidratasa

Debido a los datos obtenidos en el experimento con los extractos celulares de las Pseudomonas
silvestre y mutante (Figura 32), se purificaron las proteinas involucradas en la degadacion de los
terpenos aciclicos (Figura 33), para posteriormente llevar a cabo la renaturalizacion de las mismas

como se describe en materiales y métodos.
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Fig. 33 Purificacién de las proteinas usadas en la reaccion acoplada de HIHG-CoA liasa. Fotogafia del corrimiento
electroforético en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). MPM marcador de peso molecular

(Fermentas), carriles 1) LiuE purificada, 2) AtuE purificada; 3) AtuC purificada y 4) AtuF purificada.

Una vez obtenidas las proteinas purificadas y renaturalizadas se llevo a cabo la determinacion
de la actividad de 3-hidroxi-3-isohexenilglutaril-CoA liasa, empleando reacciones acopladas, las
determinaciones fueron realizadas como se describe en materiales y Métodos, las reacciones acopladas
son ilustradas en la figura 31. Observandose que cuando en la mezcla de reaccion se adicionaron la
geranil-CoA carboxilasa (AtuC/AtuF), la isohexenil glutaconil-CoA hidratasa (AtuE) sin la proteina
LiuE se consumieron 1.59 nmol de cis-geranil-CoA. Mientras que cuando a la mezcla de reaccion es
adicionada LiuE ademas de la geranil-CoA carboxilasa y la isohexenil glutaconil-CoA hidratasa el
consumo del sustrato aumentdé a 17.82 nmol (datos no mostrados). Estos resulados sugieren la

participacion de LiuE en la ruta catabdlica de los terpenos aciclicos.
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V111 DISCUSION

Para llevar a cabo el presente estudio y con la finalidad de realizar la caracterizacion
bioquimica de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA liasa (LiuE) de P. aeruginosa fue necesario purificar la
proteina, para lo cual se planted la estrategia de amplificar, clonar y subclonar el gen liUE, en el vector
de expresion pTrcHis-2A. Como caracteristica principal, el vector pTrcHis-2A adiciona un epitope
denominado myc, el cual es util para inmunodetectar la proteina recombinante, y un hexapéptido de
seis histidinas a la proteina recombinante para su posterior purificacion mediante cromatogafia de
afinidad (resina metalica). Otra de las caracteristicas del vector es que posee un promotor inducible
(regulado por el operador de lactosa), el cual permite la expresion de la proteina fusionada en

cantidades suficientes para llevar a cabo su posterior purificacion y caracterizacion.

Al obtenerse el vector recombinante pTLE2011, con el gen de interés en el vector de expresion
pTrcHis-2A, se transformo con ¢él la cepa E. coli IM101 y se determind el periodo de induccion de la
cepa recombinante. Se observo que a partir de las 20 h post-induccion la proteina recombinante LiuE
fué sobre-expresada en los extractos celulares, indicando que el periodo mayor a 20 h es el Optimo para

llevar a cabo la purificacion.

El método de purificacion que se empled fue el sistema en lote, el cual a diferencia del sistema
en columna, permite manipular la interaccion del complejo resina-proteina, ya que al mantenerse en
agitacion constante, se le imprime energia cinética a las moléculas interactuantes, facilitando de esta
manera el rompimiento de las interacciones inespecificas y al mismo tiempo facilitando la interaccion
con la proteina recombinante, la cual desplaza a las proteinas que se unen a la resina de forma
inespecifica. La forma en la cual se realiz6 la purificacion de LiuE fue empleando condiciones nativas,
para obtener la proteina funcional, es decir, con actividad catalitica. Fue necesario determinar la
concentracion de la sal del imidazol necesaria para llevar a cabo los lavados o remocion de las
proteinas inespecificas del complejo resina-proteina sin afectar la interaccion de la proteina de interés;
para lo cual se realizé un gadiente de imidazol empleando concentraciones de 10 mM, 15 mM y 20
mM y se determin6 que la concentracion adecuada de la sal para realizar dichos lavados fue 15 mM.
De la misma manera se realizé un gadiente de la sal para determinar la concentracion adecuada para
eluir la proteina LiuE, las concentraciones probadas de imidazol fueron 100 mM, 150 mM y 200 mM,

obteniéndose la mayor parte de la proteina empleando la concentracion de 150 mM de imidazol.
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Una vez obtenida la proteina purificada fue necesario implementar un método para evaluar la
actividad enzimatica de la probable HMG-CoA liasa midiendo el consumo del sustrato o la aparicion
del (los) producto(s), por lo que se determinaron por cromatogafia liquida de ala resolucion (HPLC) de
fase reversa los tiempos de retencion de los estandares tanto del sustrato (HMG-CoA) como de uno de
los productos (Acetil-CoA). Para poder evaluar la actividad enzimdtica, se montd6 un método
empleando como solvente acetonitrilo del 10-80 % en amortiguador de acetato de amonio 25 mM/
acido acético 0.5 %; sin embargo, el area del acetato del amortiguador empleado fue muy gande, y
debido a que éste pudiese estar enmascarando los productos de la reaccion enzimatica se cambi6 al
amortiguador de fosfatos 50 mM pH 6.7, con un flujo de 1 ml/min. Los ésteres de CoA fueron
detectados a 260 nm, obteniendo tiempos de retencion para el HMG-CoA y el Acetil-CoA de 13.9 min
y 16.4 min, respectivamente. El intervalo de tiempo de retencion entre cada uno de los analitos es
suficiente para poder cuantificar la desaparicion del HMG-CoA (sin que uno afecte al otro) y de esta

forma evaluar la actividad enzimatica de LiuE.

El rompimiento del HMG-CoA puede seguirse espectrofotométricamente empleando ensayos
enzimaticos acoplados que miden la produccion de uno de los dos productos de la reaccion, acetil-CoA
(ensayo enzimatico acoplado a citrato sintasa) ** *! o acetoacetato (ensayo enzimatico acoplado a [3-
hidroxibutirato), mientras que el método directo para la determinacion de la actividad de la HMG-CoA
liasa consiste en marcar con carbono radioactivo (**C) al HMG-CoA con la finalidad de aumentar la
sensibilidad del método para el estudio (estimando el rompimiento del sustrato midiendo la conversion
de la radioactividad acido-estable). Para la determinacion de la actividad de la proteina recombinante
de la isoforma mitocondrial de humanos y para la enzima de Pseudomonas mevalonii, el ensayo
espectrofotométrico acoplado a citrato sintasa se ha empleado rutinariamente *”. Sin embargo, en el
presente trabajo se implementé un nuevo método de determinacion directo, el cual es alamente
sensible para evaluar la actividad catalitica de la HMG-CoA liasa de Pseudomonas aeruginosa PAO1.
En éste método se determina la cantidad de sustrato consumido durante la reaccién enzimatica
empleando cromatogafia liquida de ala resolucion (HPLC). Haciendo mas sensible y precisa la

determinacion de la actividad catalitica de la enzima.
Dentro de los parametros que se determinaron para llevar a cabo la caracterizacion de LiuE se

encuentran la concentracion de proteina, el tiempo de reaccion, el pH, la temperatura y la dependencia

de cofactores.
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Con respecto a la concentracion de proteina se determind que una concentracion de 1pg de
proteina desarrolla una relacion lineal con respecto a la actividad enzimatica, relacion que se encontro
al incubar la mezcla de reaccion durante cinco minutos, por lo que se emplearon estos valores para la

determinacion del pH y la temperatura 6ptima.

La temperatura imparte energia cinética a las moléculas reactantes generando colisiones mas
productivas por unidad de tiempo. Si las moléculas absorben demasiada energia la estructura terciaria
podria afectarse y la enzima podria ser desnaturalizada, perdiendo la actividad catalitica !, En los
ensayos realizados con LiuE se determiné que la temperatura 6ptima fué de 37 °C, dato que concuerda

con la clasificacion de P. aeruginosa como un microorganismo mesofilico.

Los sitios activos de las enzimas son frecuentemente conformados de gupos ionizables, los
cuales deben estar en la forma i6nica correcta para mantener la conformacion del sitio activo, la unién
del sustrato o la catalisis de la reaccion enzimatica. ! Por lo que se determiné este pardmetro para
LiuE de P. aeruginosa. Stegink y Coon 1968, han sugerido que un pH alcalino podria facilitar la
pérdida de un protéon de un residuo cisteinil o tirosil o de un gupo amonio presente en el sitio activo,
formando un nucleofilo capaz de iniciar el rompimiento del HMG-CoA. Sin embargo, en el caso de la
HMG-CoA liasa de P. aeruginosa PAO1, se determind que el pH optimo fue de 7.0. Los perfiles del
pH contra actividad de la enzima aviar y bacteriana (P. mevalonii) mostraron que la maxima actividad
enzimatica ocurre en un rango de pH entre 8.5-9.0, y que a pH por debajo de 7 no muestra actividad
significativa; este dato sugiere que se necesita la deprotonacion de una base para que se lleve a cabo la
catalisis, proponiéndose que un residuo cisteinil tiolato podria realizar dicho papel. Sin embargo, la
posibilidad de cambios significativos en los valores de pK de los aminoacidos como resulado del
microambiente en el sitio activo tiene que ser interpretado con mucha precaucion. Este es el primer
reporte en el que se encontrd que el pH optimo para el desarrollo de la actividad enzimatica es neutro y
no alcalino, sugiriendo propiedades diferentes de la HMG-CoA liasa de P. aeruginosa PAOI con

respecto a las proteinas homologas a LiuE.

Los iones metalicos juegan un papel esencial en un tercio de las enzimas. Estos iones pueden
modificar el flujo de electrones en el sustrato o en la enzima controlando la reaccion enzimatica.
Ademas pueden servir para enlazar y orientar al sustrato con respecto a los gupos funcionales en el
sitio activo y de esta manera proveer un sitio para la actividad redox si el metal tiene varios estados de
oxidacion ' *Y, Kramer y Miziorko anticiparon que la HMG-CoA liasa es una metaloenzima; se ha

propuesto que el rompimiento del HMG-CoA ocurre mediante una catalisis acido-base y requiere la
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presencia de cationes divalentes tal como magnesio y manganeso. Con respecto al requerimiento de
cationes divalentes, se determind que la HMG-CoA liasa de P. aeruginosa PAO1 desarrolla casi el
mismo gado de actividad empleando como cofactor al Mg™* 0 al Mn"? (un 18 % menos actividad con
respecto al Mg ™) a concentraciones de 1 mM. Este dato no es sorpresivo, debido a que el Mg™ tiene
mayor preferencia que el Mn™ de interactuar con residuos de aminoacidos que contienen oxigeno,
como gupos carbonilos o hidroxilos, dato que concuerda con el mecanismo de accidon propuesto para
dicha enzima (en el que se plantea que el cation divalente interactiia con el oxigeno de un gupo
carbonilo de la enzima y con el oxigeno del gupo hidroxilo del sustrato) 2", Sin embargo, el Mn >
se comporta de manera similar excepto que no tiene una afinidad tan marcada por ligandos que
contienen nitrégeno como el Mg ™. Tuinstra et al., en el 2003 determinaron que el cambio del acido
glutdmico por alanina en la enzima homoéloga humana mitocondrial, tuvo como resulado el aumento de
la constante de afinidad por el Mg+2 y el Mn*?, 26 y mas de 200 veces mayor, con respecto a la

proteina WT, reforzandose asi la afinidad de la enzima por el Mg como cofactor preferencial.

Se presume que el cation divalente se liga a un atomo de oxigeno del gupo carboxilo y al gupo
3-hidroxilo del HMG-CoA enlazando a la enzima con el sustrato; formandose asi un complejo
ternario, facilitando la enolizacion y por lo tanto la estabilizacion de un carbanion intermediario. Un
posible mecanismo de reaccion involucra la deprotonacion del gupo hidroxilo del C3 llevada a cabo
por una base, seguido de la ruptura del enlace C-C y una enolizacion del acetil-CoA asistida por un
cation divalente para estabilizar la carga negativa que podria desarrollarse sobre el C2, después de la
ruptura del enlace C-C. La reaccion es complementada por la protonacion del C2 por un acido
proponiéndose que se emplean residuos de aminoacidos basicos y acidos situados en lados opuestos de

la union al sustrato.

La presencia de secuencias conservadas (-HXH y CXXXC-) en las HMG-CoA liasas, sugieren
que estos residuos potencialmente actian como ligandos al cation. En humanos, se ha propuesto que
los residuos H235, D42 y E72 permiten la union del cation con la proteina, mediante estudios de
densidad electrénica se encontr6 un sitio de union a un cation divalente en la proteina, determinandose
que el cation interactuante mas probable es el Mg™. El sitio de union al ligando muestra una

coordinacion octaédrica utilizando cuatro residuos y dos moléculas de agua.

En P. mevalonii; se encontrd que la enzima en presencia de 1| mM de EDTA es inactiva,
mientras que a concentraciones bajas de Mn"? posee baja actividad y a concentraciones saturantes

(arriba de 1 mM) de Mg™ o Mn"? desarrollaron la misma velocidad. A concentraciones mayores de 50
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mM de Ca™ tiene bajo nivel de actividad y en presencia de Zn™ y Cu™ la enzima no mostr6 actividad
significativa *, Narasimhan et al. (1992), demostraron que la enzima de P. mevalonii, empleando el
Mn*? como cofactor desarrolla solamente el 40 % de la actividad enzimatica con respecto a la

actividad que alcanza empleando al Mg ™.

En la HMG-CoA liasa de P. mevalonii se realizaron estudios de la dependencia de la
concentracion de estos cationes divalentes (Mg™ y Mn'?) para determinar las constantes de activacion
(Ka), las cuales fueron de 2 pM y 6.8 mM respectivamente. También se observo que concentraciones
de Mn"? tan alas como 100 uM inhibieron la actividad enzimética, mientras que a concentraciones

menores de 300 uM de Mg no sé estimulo la actividad enzimatica.

Si se mantiene una concentracién constante de la enzima y se varia la concentracién del
sustrato se podra determinar el comportamiento de la enzima con respecto a sus parametros cinéticos.
Un aumento en la concentracion de sustrato, puede producir un aumento rapido de la velocidad de
reaccion, al aumentar la concentracion del sustrato, la velocidad de reaccion comenzara a disminuir, a

este punto se dice que los centros activos de la enzima se encuentran saturados.

Las propiedades cataliticas de la HMG-CoA liasa han sido estudiadas de manera directa e
indirecta en fuentes procarioticas (P. mevalonii) y eucaridticas (isoformas mitocondrial y peroxisomal

de humanos y aves).

Scher et al., (1988) determinaron que la Km para la enzima recombinante de P. mevalonii fue
de 100 uM para el (S)-HMG-CoA, de 10 a 30 veces mayor que las de origen animal. Sin embargo,
Chakravarthy et al., (1992) demostraron la dependencia de la actividad de la enzima recombinante de
P. mevalonii por la concentracion del sustrato indicando una constante de Michaelis-Menten Km=20

uM.

Roberts et al., (1996) determinaron que la Km para la enzima recombinante de humano fué de
24 uM para el sustrato, este dato es 4 veces menor que la homoéloga de P. mevalonii. En el 2003,
Tuinstra et al., determinaron que la actividad especifica de la HMG-CoA liasa de humanos es de 160
U/mg con una Km de 48 uM. Carrasco et al., (2007) determinaron que la Km para la HMG-CoA fue de
70 uM con una actividad especifica de 168 U/mg, las diferencias en los datos encontrados por ambos
autores posiblemente son debidos al cofactor empleado en cada uno de los ensayos enzimaticos;

. 2. +2
Tuinstra empleo como cofactor al Mn °, mientras que Carrasco uso Mg ~.
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Como anteriormente se habia comentado se puede alcanzar la misma Vmax empleando a
cualquiera de los cationes divalentes (magnesio o manganeso), sin embargo, se obtiene una constante
de Michaelis diferente debido a las implicaciones estructurales que se originan en la formacion del
complejo ternario al emplear diferentes cofactores, por lo que nuevamente se demuestra que el

. . +2
cofactor de preferencia para la enzima es el Mg ~.

La enzima HMG-CoA liasa de P. aeruginosa PAOI, a diferencia de las enzimas homologas,
posee una actividad catalitica de caracter alostérico regulada negativamente (inhibicion competitiva
por uno de los productos, el Acetil-CoA), y posee las siguientes propiedades cataliticas: Kgs 855 uM,
Vmax 30.33 U/mg proteina y un valor de n=2 (estado de oligomerizacién). Sin embargo, se requieren
concentraciones mayores de Acetil-CoA para apreciar con mayor claridad el efecto bifasico del
inhibidor competitivo, es decir, se espera que el agente inhibidor competitivo a bajas concentraciones
actué como un activador y a elevadas concentraciones como un inhibidor. Por lo que se requieren
obtener mas datos experimentales con concentraciones mayores del inhibidor (arriba de 4 mM) a las
empleadas en el presente estudio para obtener las constantes de inhibicion y realizar un analisis mas

preciso de los pardmetros cinéticos.

Como se mencion6 con anterioridad, las datos cinéticos experimentales sugieren que la HMG-
CoA liasa de P. aeruginosa es una enzima mulimérica (homodimero) y siendo el estado de
oligomerizacioén uno de los factores determinantes en el comportamiento enzimatico, se determiné el
numero de subunidades o protomeros que conforman a la holoenzima. Mediante una analisis en BN-
PAGE se determindé que la holoenzima HMG-CoA liasa de P. aeruginosa PAOI en condiciones

nativas probablemente es un homodimero.

En el caso de las HMG-CoA liasas homologas de humano, Fu et al., en el 2006 reportaron que
la isoforma mitocondrial en solucion, genera homodimeros y que también se pueden llegar a formar
homotetrameros, siendo la forma homodimérica la mas estable en condiciones fisiologicas. Tuinstra et
al., en el 2002 reportaron que la isoforma peroxisomal es homodimérica. En la homologa aviar se

determind mediante cromatogafia de filracion en gel que la enzima existe como un homodimero.

Forouhar et al., 2006 cristalizaron las enzimas homologas de Brucella melitensis y Bacillus

subtilis, encontrando que la liasa de B. subtilis en solucion existe en dos formas, una homodimérica
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(90 %) y una homotetramérica (10 %), siendo la forma homodimérica la mas estable en condiciones

fisiologicas; la de B. melitensis existe en una forma homodimérica.

Con relacion al mecanismo de oligomerizacion de las enzimas homologas a LiuE, se han
realizado andlisis de las secuencias de los aminoacidos que la conforman. Las HMG-CoA liasas
animales tienen en el extremo carboxilo una secuencia C323-K/R324-1.325. El entrecruzamiento de
proteinas y mediciones de la actividad sugieren que la actividad enzimatica es regulada por enlaces
inter-subunidades mediadas por las C323 de las subunidades adyacentes de la isoforma mitocondrial.
En este intercambio reversible de gupos tioles por puentes disulfuro, solamente la forma reducida de la
enzima muestra actividad catalitica substancial. En la enzima homologa aviar se demostro que la
actividad enzimatica es estimulada por la adicion de agentes tioles exdgenos. Datos cristalogéficos de
la HMG-CoA liasa de la isoforma mitocondrial no muestran la formacion de puentes disulfuro por lo
que la generacion de oligdbmeros de la isoforma mitocondrial no esta mediada por la formacion de
dichos puentes. Las HMG-CoA liasas bacterianas no contienen una cisteina en la region carboxilo
terminal y parecen no ser sensibles a la regulacion por intercambio de gupos tioles a puentes disulfuro.
Scher et al., (1988) determinaron que la HMG-CoA liasa de P. mevalonii fue sensible a
concentraciones de 0.1-5.0 mM de DTT, alcanzando una actividad en ausencia del agente reductor
menor al 1 % de la actividad alcanzada en presencia del agente reductor. Sin embargo, Narasimhan et
al., (1992) determinaron que la HMG-CoA liasa de P. mevalonii aislada en amortiguadores que
contienen gupos tioles enddgenos, mostré un incremento en la actividad cerca de dos veces en

presencia de 5 mM de DTT.

En el analisis de BN-PAGE de la HMG-CoA liasa de P. aeruginosa se determind que la
enzima probablemente es homodimérica, sin embargo, en el analisis electroforético se observd un
corrimiento electroforético difuso, sugiriendo que la enzima podia presentar alteraciones en su
estructura (modificaciones quimicas o post-traduccionales), por lo que se realiz6 un analisis
bidimensional para elucidar esta conjetura. Se encontr6 que la HMG-CoA liasa de P. aeruginosa
codificada en el gen liUE posee al menos cinco isoenzimas, de las cuales, una corresponde al pl
teorico. La enzima posee dos isoenzimas mayoritarias cuyos puntos isoeléctricos son 6.8 y 7.0,
sugiriendo que estas isoenzimas pudieran ser el resulado de modificaciones quimicas originadas
durante el analisis bidimensional, o bien, ser producto de una modificacion post-traduccional,
sugiriendo este tlimo que la HMG-CoA liasa de P. aeruginosa pudiera desarrollarse como un punto de
regulacion metabolica, mediada por fosforilaciones o defosforilaciones ya que se encontraron 10 sitios

probables de fosforilacion (dato no mostrado).
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Las enzimas homologas a LiuE son especificas para su sustrato, es decir, catalizan la ruptura de
un solo sustrato, y muestran constantes de afinidad pequenas denotando la gan afinidad por su
sustrato, ademas poseen un comportamiento enzimatico Michaeliano. A diferencia la HMG-CoA liasa
de P. aeruginosa PAO1, mostrdé un comportamiento enzimatico alostérico al interactuar con el HMG-
CoA. LiuE posee una elevada constante de afinidad por el HMG-CoA con respecto a su homoéloga
bacteriana (P. mevalonii) sugiere que podria ser capaz de reconocer mas de un sustrato; estos datos
reforzaron la hipotesis de que la enzima LiuE es una enzima bifuncional que es capaz de reconocer al
3-hidroxi-3-isohexenilglutaril-CoA (HIHG-CoA) e hidrolizarlo. Utilizando reacciones acopladas
empleando extractos celulares de la P. aeruginosa PAO1 WT y de la P. aeruginosa PA mliuE, y con
la adicion de LiuE a la mezcla de reaccion, se observo que la adicion de la HMG-CoA liasa aumento
la cantidad de cis-geranil-CoA consumido con respecto a su control (reaccion llevada a cabo con los
extractos celulares de la cepa silvestre y la mutante) un 58.8 % y 180 % en extractos celulares de la
cepa silvestre y mutante respectivamente. Lo anterior arroj6 mas evidencia acerca de la actividad
bifuncional de la enzima, misma que se comprobo al realizar reacciones acopladas empleando la cis-
geranil-CoA carboxilasa (AtuC/AtuF) y la isohexenil glutaconil-CoA hidratasa (AtuE), purificadas y
renaturalizadas, observando un consumo pobre de cis-geranil-CoA (1.59 nmol consumidos) al estar
ausente LiuE en la mezcla de reaccion, mientras que al agegar a la reaccion la proteina LiuE activa el
consumo del cis-geranil-CoA aumento 11 veces (17.82 nmol de cis-geranil-CoA consumidos). Con lo
anterior se recaba evidencia para sugerir que LiuE tiene participacion en las rutas catabolicas de la
leucina y de los terpenos aciclicos, mediante el reconociendo y fragmentacion de los respectivos
intermediarios metabdlicos (el 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA y el 3-hidroxi-3-isohexenilglutaril-CoA)

de ambas rutas, respectivamente.
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IX CONCLUSIONES

» El gen liuE (ORF PA2011) de P. aeruginosa PAOI1 codifica para la 3-hidroxi-3-metilglutaril-
CoA liasa (E.C. 4.2.3.4) con actividad adicional de 3-hidroxi-3-isohexenilglutaril-CoA liasa
(E.C. 4.1.2.26).

» LiuE es una enzima bifuncional que participa en el catabolismo de Leucina y de los Terpenos

Aciclicos.

X PERSPECTIVAS

» Sintetizar y purificar el 3-hidroxi-3-isohexenilglutaril-CoA para llevar a cabo la determinacion
de los parametros bioquimicos de la funcion dual de LiuE como HIHG-CoA liasa (E. C.

4.2.1.2.26).
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X1 ANEXO
11.1 PREPARACION DE LOS AMORTIGUADORES EMPLEADOS EN LA
DETERMINACION DEL pH OPTIMO

11.1.1 AMORTIGUADOR DE ACETATOS DE POTASIO (20 mM)

Para preparar los amortiguadores de acetatos se pesaron 0.01963 gy se disolvieron en 10 ml de

agua desionizada estéril y se ajustaron los pH's con acido acético glacial concentrado (99.9 %).
11.1.2 AMORTIGUADOR TRIS-HCI (20 mM)

Para preparar los amortiguadores de Tris-HCI se pesaron 0.0242 g de tris base y se disolvieron

en 10 ml de agua desionizada estéril y se ajustaron los pH’s con acido clorhidrico (HCI) 1 N.
11.1.3 AMORTIGUADOR DE FOSFATOS DE POTASIO (20 mM)

Para preparar los amortiguadores de fosfato de potasio se pesaron las sales monobdsicas y

dibasicas de acuerdo al pH deseado, y éste se ajustd con una disolucion de HCI 1 N.

11.1.3.1 Amortiquador de fosfatos de potasio (20 mM) pH 6.0

Para preparar el amortiguador de fosfatos de potasio pH 6.0 se pesaron 0.0236 gy 0.0046 g de

las sales mono y dibasicas respectivamente, y se disolvieron en 10 ml de agua desionizada estéril.

11.1.3.2 Amortiguador de fosfatos de potasio (20 mM) pH 6.5

Para preparar el amortiguador de fosfatos de potasio pH 6.0 se pesaron 0.0182 g y 0.0115 g de

las sales mono y dibasicas respectivamente, y se disolvieron en 10 ml de agua desionizada estéril.
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11.1.3.3 Amortiguador de fosfatos de potasio (20 mM) pH 7.0

Para preparar el amortiguador de fosfatos de potasio pH 6.0 se pesaron 0.0105 g y 0.0214 g de

las sales mono y dibasicas respectivamente, y se disolvieron en 10 ml de agua desionizada estéril.

11.1.3.4 Amortiguador de fosfatos de potasio (20 mM) pH 7.5

Para preparar el amortiguador de fosfatos de potasio pH 6.0 se pesaron 0.0045 g y 0.0029 g de

las sales mono y dibasicas respectivamente, y se disolvieron en 10 ml de agua desionizada estéril.

11.2 PROTOCOLO PARA LA CUANTIFICACION DE PROTEINA POR EL METODO DE
BRADFORD

a)

b)

c)

d)

En tubos eppendorf se realizé la adicion de alicuotas de 0, 5, 10, 15 y 20 pl de BSA (Sigma) y
10 pl de la proteina purificada, las cuales se llevaron a un volumen final de 100 pl con NaCl.

Se les adicion6 1 ml de azul brillante de Coomassie, se agito y se incubd durante 2 minutos a
temperatura ambiente.

Se determiné la absorbencia a 595 nm. La lectura se realizé en el espectrofotdometro Jenway
6405 UV/Vis.

Se emple¢ la curva estandar para la determinacion de la concentracion de proteina purificada.

11.2.1 Preparacion del azul brillante de Coomassie

a)
b)
©)
d)
e)

Se disolvieron 100 mg de azul brillante de Coomassie G250 en 50 ml de EtOH al 95 %.
Se adicionaron 100 ml de acido fosforico (H;PO,) al 85 %.

Se aforo a 1 1 con agua.

Posteriormente se filro a través de un papel filro Whatman No. 1.

El azul brillante de Coomassie se almaceno a 4 °C.

Para elaborar un gel desnaturalizante al 10 % se ensamblaron las placas de vidrio, seguido de

eso, se preparo el gel con las siguientes disoluciones:
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11.3 ELABORACION DE UN GEL DE POLIACRILAMIDA EN CONDICIONES
DESNATURALIZANTES AL 10 %

11.3.1 Gel separador al 10 %

Se prepard una disolucion mezclando las siguientes soluciones: 2.2 ml de agua destilada, 1.66
ml de mezcla de acrilamida-bisacrilamida al 30 %, 1.26 ml de 1.5 M Tris-HCI pH 8.8, 50.4 ul de SDS
al 10 %, 25.6 pl de persulfato de amonio (PSA) al 10 % y 4.5 pL de N,N,N,N-Tetrametil-
Etilendiamina (TEMED). Se mezcl6 vigorosamente cada vez que se agego6 cada disolucion, se vacio en
las placas de vidrio y se agegd una capa de agua con la finalidad de obtener un gel plano en su

superficie, dejandolo polimerizar por aproximadamente 30 minutos.

11.3.2 Gel concentrador al 4 %

Se prepar6 una disolucion mezclando las siguientes soluciones: 1.22 ml de agua destilada, 0.27
ml de mezcla de acrilamida-bisacrilamida al 30 %, 0.5 ml de 1 M Tris-HCI pH 6.8, 19.8 ul SDS al 10
%, 10.8 ul de PSA al 10 % y 2.7 ul de TEMED. Se mezcld cada vez que se agegd cada reactivo, se

vacié en los vidrios, se coloco el peine de teflon y se dejo polimerizar aproximadamente 20 minutos.

11.3.3 Preparacion de la muestra vy de los marcadores de peso molecular

Se mezcld en una relacion 1:4 (v/v) el amortiguador de carga para geles desnaturalizantes con
la muestra a analizar (2-10 pg), asi como los marcadores de peso molecular (Fermentas) y calentarlos

en bafo Maria a 95 °C durante 10 minutos.

11.3.4 Tincion de azul de Coomassie

1.- Se agegaron 20 ml (o el volumen necesario para cubrir el gel) de la solucion de tefiido para
proteinas azul de Coomassie, y se agitd constantemente durante 30 minutos.
2.- Se recupero el colorante y se lavo con agua destilada.

3.- Se adiciond la solucion de destefiido, y se dejo destefiir el gel durante aproximadamente 3 h.
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11.3.5 Amortiguador de corrida (tris-glicina) desnaturalizante

Se prepara 1litro del amortiguador a una concentracion final de 25 mM Tris base (3.0285 g),

192 mM Glicina (14.4113 g) y 3.46 mM SDS (1 g) homogenizar la disolucion y almacenar a 4 °C.

11.3.6 Amortiguador reductor de SDS (carga de muestra)

Para preparar 8§ ml de amortiguador de carga mezclar: 3.8 ml de H,O destilada, 0.5 ml del
amortiguador Tris HCI pH 6.8 0.5 M, 0.8 ml de Glicerol, 1.6 ml SDS 10 % (p/v), 0.4 ml de 2-f-
mercaptoetanol y 0.4 ml de azul de bromofenol 0.005 % (p/v). Alicuotear en tubos eppendorf y

almacenar a -20 °C.

11.3.7 Solucidén de destefiido

Para preparar 11 de disolucion mezclar 400 ml de MeOH, 1000 ml de acido acético glacial y

500 ml agua destilada.

11.4 PREPARACION DE LOS ELEMENTOS DE UN BN-PAGE

11.4.1 Preparacion de la muestra y de los marcadores de estado de oligomerizacién

Mezclar en una relacion 1:1 el amortiguador de carga no reductor con la muestra a analizar (2-
10 ng), asi como los marcadores de estado de oligomerizacion, 2.5 ug de Albtiimina sérica bovina, 5 pg

de Ureasa Jack-Bean (Sigma).

11.4.2 Amortiguador de corrida (tris-glicina) nativo

Se prepara 1 1 del amortiguador a una concentracion final de 25 mM Tris base (3.03 g) y 192
mM Glicina (14.41 g), se homogeniz6 la disolucion y se ajusto el pH del amortiguador a 8.3. Se

almaceno a 4 °C.
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11.4.3 Amortiguador de Carga No reductor

Se prepard el amortiguador con la siguiente composicion: 62.5 mM Tris-HCI pH 6.8, 40 %
Glicerol y 0.01 % azul de Bromofenol.

11.4.4 Solucion de destenido

Para preparar 1 1 de disolucion se mezclaron 400 ml de MeOH, 70 ml de acido acético glacial

y 530 ml agua desionizada.

11.5 PREPARACION DE LAS SOLUCIONES EMPLEADAS EN LA ELECROFORESIS
BIDIMENSIONAL

11.5.1 Preparacion del amortiguador “O” (EQUILIBRIO)

Para preparar 200 ml del amortiguador “O” se mezclaron 1.45 g de Tris Base (concentracion

final 0.06 M pH 6.5), 4 g de SDS (2 %), 10 ml de B-mercaptoetanol (5 %), 20 ml de Glicerol (10 %).

11.5.2 Preparacion del amortiguador “L” (LISIS)

Para preparar 1 ml del amortiguador “L” se mezclaron 730 pl Urea 9.5 M, 20 pl NP-40 (2 %),
100 pl anfolitas [3-10 y 5-8] (20 %) y 50 pl B-mercaptoetanol (5 %).

La funcioén del buffer de lisis es convertir todas las proteinas a una sola conformacion, prevenir

diferentes estados de oxidacion y agegados proteicos, obtener proteina de caracter hidrofobico en

solucion, desactivar proteasas, romper puentes disulfuro y puentes de hidrogeno ",

11.5.3 Preparacion del amortiguador “K” (CUBIERTA)

Para preparar 1 ml del amortiguador “K” se mezclaron 631 pl de Urea 9.5 M (Concentracion

final de Urea 8 M), anfolitas [3-10 y 5-8] (20 %) y aforar a I ml con agua desionizada.
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11.5.4 Preparacion de los amortiguadores de corrida

11.5.4.1 Amortiguador del &nodo

Para preparar 11 de disolucion 0.001 M de H3PO4 se mezclaron 680 pl de H3PO4 al 85.5 % en
999.32 ml de agua desionizada.

11.5.4.2. Amortiguador del catodo

Para preparar 11 de disolucion 0.002 M de NaOH se pesar 0.8 g de NaOH y se disolveron en agua

desionizada.

11.6 ELABORACION DE UN GEL DE POLIACRILAMIDA EN CONDICIONES
DESNATURALIZANTES AL 12 %

11.6.1 Preparacion de los geles en condiciones desnaturalizantes al 12 %

11.61.2 Gel separador 12 %

Para preparar 150 ml del gel separador al 12 % se mezclaron las siguientes soluciones: 59.85
ml de acrilamida al 30 % (acrilamida 29 %, N,N-metilen-bis-acrilamida 1 %), 28.5 ml de Tris-HCI
2M pH 8.8, 1.5 ml de SDS al 10 %, 675 ul de PSA al 10 %, 75 ul de TEMED y 59.4 ml de agua

desionizada.

11.6.1.2 Gel concentrador 4 %

Para preparar 50 ml del gel concentrador al 4 % se mezclaron las siguientes soluciones: 6.5 ml
de acrilamida al 30 % (acrilamida 29 %, N,N-metilen-bis-acrilamida 1 %), 3.125 ml de Tris-HCI 2M

pH 6.8, 500 ul de SDS al 10 %, 325 pl de PSA al 10 %, 25 pl de TEMED y 39.525 ml de agua

desionizada.

U.M.S.N.H. 1.1.Q.B MNCA 71



CARACTERIZACION DE LiuE DE P. aeruginosa, UNA ACIL-CoA LIASA INVOLUCRADA EN EL CATABOLISMO DE
LEUCINA'Y DE TERPENOS ACICLICOS

11.7 PREPARACION DE LAS SOLUCIONES EMPLEADAS EN LA TINCION DE PLATA

11.7.1 Preparacion de la solucion fijadora

Se prepard la solucion a una concentracion final del 40 % de MeOH, 59.95 % de agua

desionizada y 0.05 %de formaldehido al 37 %.

11.7.2 Preparacion de la solucion de sensibilizaciéon

Se preparo una solucion al 2 % de tiosulfato de sodio 50X (1 g de tiosulfato de sodio en 100

ml de agua desionizada).

11.7.3 Preparacion de la solucion de nitrato de plata al 0.1 %

Se disolvieron 0.15 g de AgNO; en 150 ml de agua desionizada y se puso a enfriar hasta el

momento de su uso

11.7.4 Preparacion de la solucion reveladora

Para preparar la solucion reveladora se mezclaron 18 ml de Carbonato de Sodio (Na,COs) al
25 %, 1.5 ml de tiosulfato de sodio 100X (2 g de tiosulfato de sodio en 100 ml de agua desionizada),
162 pl de formaldehido al 37 % y se aford a 150 ml con agua desionizada.

11.7.5 Preparacion de la solucién de paro de reaccion.

Para preparar 150 ml de la solucion de paro de reaccion se mezclaron 1.5 ml de 4cido acético

glacial gado analitico con 148.5 ml de agua desionizada.
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