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Resumen

Algunos compuestos de origen natural, como los isoprenoides aciclicos citronelol y
geraniol, poseen una ramificacion en la posicién 3 de la cadena principal que previene
la degradacion bacteriana. En Pseudomonas aeruginosa éstos se han utilizado como
modelo para el estudio de la degradacién de compuestos 3-metil ramificados. La ruta
degradativa de isoprenoides aciclicos comprende a la via central (codificada por el
operon atu) y a la via de leucina/isovalerato (codificada por el operdn liu); en ambas
vias hay reacciones anélogas y entre sus operones se encuentran genes paralogos,
excepto para el gen liuE, que es el Unico encontrado en el genoma de P. aeruginosa.
Lo anterior sugiere que el producto de liuE participa en ambas vias metabdlicas. La
enzima LiuE es una 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) liasa que también pre-
senta actividad de 3-hidroxi-3-isohexenilglutaril-CoA (HIHG-CoA) liasa. En el presen-
te estudio, la proteina LiuE fue expresada en un organismo heterélogo y purificada a
homogeneidad. Bajo condiciones éptimas de reaccion la enzima muestra preferencia
por el catién divalente Mg®* y es inhibida por uno de sus productos, acetil-CoA. Por
otro lado, la secuencia de aminoacidos de la proteina LiuE presentd 7 sitios probables
de fosforilacion, sugiriendo que éstos podrian estar relacionados con la regulacion de
la actividad enzimatica. Los resultados indican que LiuE es una enzima regulada me-
tabolicamente a nivel de producto y con capacidad de utilizar HMG-CoA y HIHG-CoA
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como substratos, propiedad que juega un papel clave en las vias degradativas de leu-
cina e isoprenoides aciclicos.

Palabras clave: isoprenoides aciclicos, leucina, LiuE, regulaciéon metabdlica.

Abstract

Some naturally occurring compounds such as acyclic isoprenoids citronellol and gera-
niol, have a branch at the 3 position of the backbone, which prevents bacterial degra-
dation. These compounds in Pseudomonas aeruginosa have been used as model for
studies of degradation of 3-methyl branched compounds. The acyclic isoprenoid de-
gradation pathway comprises central pathway (encoded by atu operon) and leuci-
nelisovalerate pathway (encoded by liu operon), in both pathways there occur
analogous reactions encoded on their operons where paralogous genes are located,
except for the liuE gene, which was found only in the genome of P. aeruginosa, sug-
gesting that the product of liuE gene participates in both degradative pathways. The
LiuE protein is a 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lyase (HMG-CoA lyase), that also
has activity of 3-hydroxy-3-isohexenylgluratyl-CoA (HIHG) lyase. In the present study,
the LiuE protein was heterologously expressed and purified to homogeneity. Under
optimal reaction conditions it shows preference for the divalent cation Mg?* and it was
inhibited by one of its products, acetyl-CoA. On the other hand, the sequence of amino
acids of the LiuE protein shows 7 putative sites of phosphorylation, suggesting that
these sites could be related with its enzymatic activity regulation. Results indicate that
LiuE is metabolically regulated at product level and having the capability to use
HMG-CoA and HIHG-CoA as substrates, playing an important role in the degradation
pathways of leucine and acyclic isoprenoids.

Keywords: acyclic isoprenoids pathway, LiuE, metabolic regulation.

Introduccion

La utilizacién de alcanos por microorganismos como fuente de carbono y energia ha
sido sujeta de estudio, debido al impacto ambiental que éstos causan (Diaz-Pérez et al.,
2004). Los alcanos ramificados son generalmente menos susceptibles a la biodegradacion,
ya que la ramificacion disminuye la disponibilidad metabélica del compuesto. Un ejemplo de
esto se refiere a que una ramificacién en la posicién 3 de la cadena principal del alcano re-
presenta un impedimento estructural que evita la degradacion del compuesto, resultando en
un impedimento estérico para las enzimas oxidantes. Lo anterior ocurre con los alcanos
3-metil ramificados, también llamados p ramificados, cuya sustitucion evita a la oxidacion f3
(Pirniketal., 1974; Fall et al., 1979; Schaeffer etal., 1979). Estructuras moleculares metil ra-
mificadas se encuentran en compuestos de origen natural, tales como los isoprenoides.
Algunos de ellos como el citronelol (3, 7-dimetil-octen-1-ol) y el geraniol (3, 7-dimetilocta-2, 6
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dien-1-ol) se han utilizado como compuestos modelo para el estudio de la degradacién de
compuestos 3-metil ramificados en Pseudomonas citronellolis y P. aeruginosa (Cantwell et
al., 1978; Hostle et al., 2005; Féster-Fromme et al., 2006; Diaz-Pérez y Campos-Garcia.,
2012). Esta via de degradacién consta de 4 etapas: (i) via superior de oxidacién-activacion,
(i) via central de terpenos aciclicos (ATU), (iii) acoplamiento a la oxidacion By (iv) conver-
gencia con laviade leucina/isovalerato (LIU). Se ha observado que las reacciones de deshi-
drogenacion, carboxilacién, hidratacion y tiélisis son analogas entre la via ATU (codificada
por el operén atu) y lavia LIU (codificada por el operén liu) (Fig. 1). Sin embargo, aunque en-
tre los operones que codifican a ambas vias estan contenidos genes paralogos, solo se ha
encontrado un Unico gen liuE en el genoma de P. aeruginosa, sugiriendo que el producto del
gen liuE tiene una funcién dual, participando en las vias ATU y LIU (Chavez-Avilés et al.,
2010; Campos-Garcia, 2010).

Figura 1. Via central de utiliza-
cion de isoprenoides/terpenos
aciclicos (ATU) y la via de leu-
cina/isovalerato (LIU). Las fun-
ciones propuestas se basaron en
el andlisis fenotipico, determi-
nacion de la actividad, y/o ana-
lisis informético de las
secuencias de las proteinas co-
dificadas de los genes identifi-
cados. En circulos se indican
las etapas en las que participa la
enzima codificada por el gen
liuE (Modificado de Cha-
vez-Avilés et al., 2009; Cam-
pos-Garcia, 2010; Diaz-Pérez y
Campos-Garcia, 2012).
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Recientemente se hareportado que el gen liuE codifica para la enzima LiuE, la cual es
una HMG-CoA liasa que participa en la via LIU y que cataliza el rompimiento del HMG-CoA
en acetil-CoAy acetoacetato (Fig. 1). Esta enzima se conforma como un homodimero protéi-
€0, con un comportamiento cinético de tipo Michaeliano, con temperatura y pH éptimos de
37°Cy 7.0, respectivamente; teniendo constantes cinéticas de Ky, de 100 uM y Vpnax de 21
pumol-min™-mg™ de proteina, y una dependencia por cofactores metalicos divalentes como
el Mg®" y Mn®* (Chavez-Avilés et al., 2009). Se ha sugerido que la enzima LiuE participa en
lasvias LIUy ATU, debido a que lamutante de P. aeruginosa en el gen liuE es incapaz de asi-
milar leucina e isoprenoides aciclicos del tipo del citronelol (Aguilar et al., 2006; 2008). En la
via ATU la proteina LiuE llevaria a cabo la transformacién del HIHG-CoA a
7-metil-3-ox0-6-octenil-CoA (Fig. 1). Esta propuesta se ve fortalecida, ya que la via ATU ha
sido reconstituida in vitro y se demostré que la enzima LiuE también tiene actividad de
HIHG-CoAliasa (Chavez-Avilés et al., 2010). Debido a su funcién dual, LiuE podria conside-
rarse como una enzima clave en la via de degradacion de isoprenoides aciclicos. Este tipo
de enzimas estan sujetas a una regulacién precisa para ajustar la degradacion de metaboli-
tos a los requerimientos fisioldgicos y pueden estar reguladas a diferentes niveles: control
transcripcional, control funcional por interconversién y modulacién por ligandos (Koolman y
Roehm, 2005). Por lo que en el presente estudio se explora el mecanismo de regulacion de
la actividad enzimatica de LiuE, con la finalidad de profundizar el entendimiento de la via de
degradacion de isoprenoides aciclicos en P. aeruginosa.

Materiales y Métodos

Cepas, plasmidos y condiciones de cultivo.

Las cepas y los plasmidos utilizados en éste trabajo se enlistan en la Tabla 1. Las ce-
pas crecieron a 37°C 0 30°C en caldo Luria-Bertani (CL), agar Luria-Bertani (AL) o medio mi-
nimo M9 suplementado con 0.2% glucosa, 0.02% peptona de caseina y 0.5 ml/l de una
solucion de trazas de metales (Sambrook etal., 1989). Los antibiéticos se adicionaron al me-
dio AL en concentraciones de ug/ml: para E. coli, ampicilina (Ap), 100; P. aeruginosa, genta-
micina (Gm), 100 y estreptomicina (Sm), 200.

Manipulacion del DNA.

La preparacion de plasmidos, restricciones y el corrimiento de proteinas en geles des-
naturalizantes de poliacrilamida al 10% (SDS-PAGE) se hicieron por métodos estandar
(Sambrook et al., 1989).
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TABLA 1
Cepas y plasmidos empleados en este trabajo.

Cepa estandar de laboratorio supE,
Escherichia coli IM101 thi, A(lac-proAB), [F’, traD36, Yanish-Perron et al., 1985.
proAB, lacl?Z AM15].

Pseudomonas aeruginosa P. aeruginosa PAOL1 resistente a

PAO1SR estreptomicina. Wong y Mekalanos, 2000.

PAO1SR liuE::Gm®, mutante obte-

PAMIIUE . . L
nida por recombinacion.

Diaz-Pérez et al., 2004.

Plasmidos Caracteristicas Referencia

PTrcHis2A con un fragmento de 0.9
pTLE2011 kb correpondiente al ORF Chéavez-Avilés et al., 2009.
PA2011de P. aeruginosa.

Expresion y purificacion de la proteina recombinante LiuE.

LacepadeE. coliJM101 transformada con el plasmido pTLE2011 se crecié en CL con
agitacion constante (150 rpm a 30°C) a una D.O.gp0,m=0.6, adicionando 0.1 mM de IPTG
para la induccion del gen liuE. El cultivo crecido bajo las condiciones de induccion se cose-
ché por centrifugacion a 10,000 rpm durante 15 minutos a 4°C. La pastilla bacteriana se lavé
y resuspendié en amortiguador de equilibrio 1X (50 mM Na,HPO,4, 500 mM NaCl, pH 8.0)
adicionado con 1 mM de inhibidor de proteasas PMSF (Sigma). Se lisaron las células por so-
nicacion y se eliminaron células y restos celulares por centrifugacion bajo las condiciones
antes mencionadas. La fraccion soluble se aplico a 300 pl de la resina de cobalto TALON
(BD Biosciences) previamente equilibrada. La suspension se agitd suavemente por una
hora a 4°Cy se centrifugd a 7,500 rpm durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se desechd y
el complejo resina-proteina se lavo, agitandolo suavemente durante 10 min a 4°C con amor-
tiguador de lavado (50 mM Na,HPO,, 500 mM NaCl, 15 mM de imidazol, pH 8.0), posterior-
mente se centrifugé a 7,500 rpm, 10 min a 4°C, este paso se repitié 7 veces. La proteina se
eluy6 con 500 pl del amortiguador de elucién (50 mM Na;HPO,, 500 mM NaCl, 500 mM de
imidazol, pH 7.0), agitando suavemente durante 20 minutos a 4°C. La muestra se centrifug6
y lafraccion soluble se recuperé para dializarla en 25 mM Na,HPO,4y 31.25 mM DTT, pH 6.7
durante 1 h a 4°C, posteriormente fue concentrada por ultrafiltracion (Amicon Ultra- 4, filtro
de 30 kDa MWCO; Millipore).

Determinacion de la actividad de HMG-CoA liasa.

La actividad enzimatica se determind por el método reportado por Wanders et al.,
(1988) con algunas modificaciones. La mezcla de reaccion se prepard en un volumen final
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de 100 pl con amortiguador de fosfatos (20 mM KH,POQOy,, pH 6.7), 10 mM MgCl, y extracto
protéico o proteina purificada. La reaccion se inicié con la adicién del substrato,
3-HMG-CoA, seincubé a 37°C por 5 miny se detuvo con la adicion de 3 pl de HCl al 25%. La
mezcla fue centrifugada y el sobrenadante se recuperé y se neutralizé con 15 ul de amorti-
guador de fosfatos (2 M KH,POy,, pH 9.1). La reaccion se analiz6 por cromatografia liquida
de alta resolucién (HPLC, Varian Mod 240), con una columna Microsorb-MV 100-5 C-18,
150 X 4.6 (Varian) equilibrada con amortiguador de fosfatos (50 mM KH,PO,, pH 6.7). La se-
paracion de los compuestos se realizé6 mediante la fase mavil constituida por un gradiente
de acetonitrilo (10-80%) en amortiguador de fosfatos 50 mM, con un flujo de 1 ml/min. La de-
teccién de los compuestos se realiz6 mediante un detector de arreglo de diodos a una longi-
tud de onda de 455 nm (Chavez-Avilés et al., 2009). La determinacién de la concentracion
de proteina se realizé por el método de Bradford (Sambrook et al., 1989).

Determinacioén de la actividad de HIHG-CoA liasa.

La determinacion de la actividad de HIHG-CoA liasa se realiz6 en extractos crudos li-
bres de células de P. aeruginosa PAO1 o de la mutante PAMIIUE obtenidos a partir de culti-
vos de 200 ml de medio minimo M9 suplementado con 0.2% glucosa, 0.02% peptona de
caseinay 0.5 ml/l de una solucion de trazas de metales, crecidos a 30°C con agitacion cons-
tante, a las 24 h se adiciond citronelol al 0.075%, y se incubé 24 h adicionales. La mezcla de
reaccion se prepar6 con 5mM ATP, 10 mM MgCl,, 10 mM NaHCO3, 100 mM amortiguador de
fosfatos de potasio, pH 7.6, extracto crudo de PAOL o extracto crudo de PAMIIUE con o sin
0.01 pg/pl de LiuE, en un volumen final de 100 pl. La reaccién se inicio con la adicion de 10 pl
de cis-geranil-CoA 10 mM (Aguilar et al., 2008), se incubaron 15 o0 30 min a 37°C y se detu-
vieron con la adicién de 5 pl de HCI al 25%. Las mezclas de reaccién se centrifugaron a
13,000 rpm durante 5 min y la fraccion soluble se analizé por HPLC.

Anadlisis de la secuencia de la enzima LiuE.

La secuencia de amino&cidos de la enzima LiuE fue obtenida en formato Fasta en la
pagina web Pseudomonas genome database (www.pseudomonas.com; ID=PA2011) y para
la busqueda de sitios de fosforilacion, la secuencia de LiuE fue analizada en el servidor
NetPhosBac 1.0 Server (Miller et al., 2009) en la pagina web del Center for biological se-
guence analysis (www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosBac-1.0).

Resultados y Discusion

Expresion y purificacion de la proteina recombinante LiuE de P. aeruginosa

Para la caracterizacion del mecanismo de regulacion de una enzima se sugiere prefe-
rentemente utilizar a la enzima purificada. Con la finalidad de profundizar en el mecanismo
de regulacién de la HMG-CoA liasa, codificada por el gen liuE de P. aeruginosa, se procedio
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alaexpresiény purificacién de la enzima. Se decidio etiquetar a la proteina LiuE en su extre-
mo carboxilo con el epitope de 6-Histidinas, el cual permitird su purificacion mediante cro-
matografia de afinidad, ademas, esta estrategia hace posible la identificacién de la proteina
expresada mediante inmunodeteccion, usando anticuerpos especificos anti-etiqueta (Ter-
pe, 2006). Para llevar a cabo esta estrategia se dispuso del plasmido pTLE2011 (Cha-
vez-Avilés et al., 2009), el cual tiene clonado al gen liuE en el vector para expresion de
proteinas pTrCHis2A, que adiciona al gen clonado una secuencia de nucleétidos que codifi-
ca para 6 histidinas, etiqueta que se fusiona en el extremo carboxilo de la proteina (Fig. 2A).
Con el plasmido pTLE2011 se transformd a E. coli JIM101y a las clonas seleccionadas por el
gen reportero se les realiz6 la purificacion del plasmido pTLE2011, el cual fue analizado por
restriccion con las endonucleasas BamHI y Hindlll, obteniéndose el patrén de restriccion es-
perado, dos fragmentos de 0.9 kb y 4.4 kb, correspondientes al gen liuE y al plasmido
pTrCHis2A, respectivamente (Fig. 2B). Con el objetivo de obtener una mayor cantidad de la
enzima LiuE, se determiné el tiempo de expresién maxima de la proteina recombinante enla
cepa transformada con pTLE2011. Alicuotas de extractos celulares tomados del cultivo de
E. coli transformada con el plasmido pTLE2011 a diferentes tiempos de induccion, fueron
separados electroforéticamente en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), se observo una
banda diferencial correspondiente al peso molecular esperado de 33 kDa a partir de las 8
horas posterior a la induccidn. Los resultados indican que la maxima expresién de la protei-
na fue en el periodo comprendido entre 20 y 24 horas de induccién (Fig. 3A). Con éste resul-
tado se procedid a la purificacion de la proteina LiuE a partir de los extractos celulares

Figura 2. Esquema y anélisis del
plasmido pTLE2011. A) Plasmido
de expresion pTLE2011, el cual
contiene el gen liuE de P. aerugino-
sa que codifica para la enzima
HMG-CoA liasa. Se indican los si-
tios de restriccién de las endonu-
cleasas usadas para escindir el gen
laclg Mz [ liuE, mismos que fueron utilizados

ﬁ} BamHI H}

E para la subclonacion en el vector
476z [ pTrcHis2A. Se sefiala la etiqueta
1153% e < PTrcHis 24 que se anexa (poli-histidina) al gen
pTLE2011 Hindlll liuE fusionado, el gen regulador
5269 bp 1804 (lacl), el marcador de resistencia a
ly Histidine 1275 ampicilina (Amp) y el origen de re-
a7 . plicacién del plasmido pBR322. B)
831 < liuE Fotografia del corrimiento electro-
pBR3I2 64 (200 phb) forético en gel de agarosa de los
productos de la reaccién de restric-
Amp’ cion del plasmido pTLE2011. Carril

1) marcador de tamafio molecular,
DNA del fago A (HindlIl); carril 2)
restriccion del plasmido pTLE2011
(BamHI/HindlIl).
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obtenidos a las 24 horas de induccién (Materiales y Métodos). La purificacion de la proteina
LiuE se corroboré mediante el corrimiento electroforético en geles SDS-PAGE, en donde se
observo un enriquecimiento de la banda de interés, cuyo peso molecular calculado corres-
pondi6 a 33 kDay se estim6 una purificacion mayor al 95% (Fig. 3B), lo cualindica que la pro-
teina fue expresada eficientemente y purificada a homogeneidad.
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Figura 3. Expresion y purificacion de la proteina recombinante LiuE. A) Monitoreo de la induccién de la proteina LiuE en
extractos de E. coli. Fotografia del corrimiento electroforético SDS-PAGE. Carril 1) marcador de peso molecular; carril 2)
extracto celular del cultivo de E. coil (pTLE2011) previo a la induccion; carriles 3, 5, 7 y 9) extractos celulares de cultivos
de E. coli (pTLE2011) inducidos y tomados a los tiempos 4, 8, 20y 24 h, respectivamente; carriles 4, 6, 8 y 10) extractos
celulares de E .coli (pTLE2011) no inducidos tomados a los mismos tiempos. B) Anlisis de la purificacion de la proteina
recombinante LiuE. Fotografia del corrimiento electroforético del gel SDS-PAGE. Carril 1) marcador de peso molecular
(kDa); carril 2) extracto celular del cultivo de E. coli JIM101; carril 3) extracto celular del cultivo de E. coli (pTLE2011) no
inducido; carril 4) extracto celular del cultivo de E. coli (pTLE2011) inducido por 24 h; carril 5) proteina purificada LiuE.

Modulacién de la HMG-CoA liasa de P. aeruginosa por ligandos metalicos

La actividad enzimética de la proteina purificada LIUE se determiné cuantificando los
productos de la reaccion mediante la separacion y deteccion por HPLC (Materiales y Méto-
dos). Para la reaccién enzimética de la HMG-CoA liasa se utilizaron los parametros 6ptimos
de temperatura y pH reportados previamente (Chavez-Avilés et al., 2009), y se determina-
ron el tiempo éptimo de reaccién y la concentracién 6ptima de proteina (donde la velocidad
de reaccion presenta un comportamiento lineal). Los resultados mostraron que los parame-
tros 6ptimos de reaccién fueron 5 minutos y 1 ug de proteinatotal, respectivamente. Unavez
obtenidas las condiciones de reaccién y en funcién de que el cofactor es un elemento que in-
fluye en la catalisis enzimatica, se procedio a la determinacion del efecto del cofactor metali-
co sobre la actividad de la enzima. Se ha descrito que otras HMG-CoA liasas presentes en
otros organismos son dependientes de Mg?* (Chavez-Avilés et al., 2009); sin embargo, para
la enzimaencontrada en P. aeruginosa no se ha explorado si algin otro cation divalente pue-
de ser usado como cofactor, por lo que se determing el efecto de los cofactores Mg?* y Mn?*
sobre la actividad de la enzima LiuE de P. aeruginosa. Cuando se utilizé6 MnCl, se observo
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una disminucion en la actividad enzimatica del 13% con respecto a la observada con el
MgCl,, mientras que en ausencia de éstos cationes divalente la enzima fue inactiva (Fig. 4).
Cuando se adicion6 a la mezcla de reaccion en concentracion creciente el agente quelante
EDTA, la actividad enziméatica se afecté drasticamente, disminuyendo en un 68% (Fig. 4).
Estos resultados indican que la enzima LiuE de P. aeruginosa es una metaloenzima, con
preferencia por el i6n Mg?*. Se ha reportado que hay preferencia por el Mg** en comparacion
al Mn*? para interactuar con residuos de aminoacidos que contienen oxigeno (grupos carbo-
nilos o hidroxilos), por lo que este resultado es congruente al mecanismo de reaccién pro-
puesto para éste tipo de enzimas, el cual plantea que un cation divalente interactia con el
oxigeno de un grupo carbonilo de un residuo de la enzimay el oxigeno del grupo hidroxilo del
substrato (Tuinstra y Miziorko, 2003; Forouhar et al., 2006).

Figura 4. Efecto de la adicién de ca-
tiones divalentes sobre la actividad
enzimética de HMG-CoA liasa de P.
aeruginosa. La actividad enzimatica
fue determinada en la fraccion purifi-
cada de la proteina recombinante LiuE
en presencia de MnCl, y MgCl,, asi
como en presencia del agente quelante
EDTA utilizando las condiciones des-
critas en Material y Métodos.

Frecuentemente las enzimas clave en las rutas metabdlicas son inhibidas por alguno
de sus productos de reaccion (inhibicion por retro-alimentacion) (Koolmany Roehm, 2005);
por lo que se estudi6 si la enzima HMG-CoA liasa (LUiE) es inhibida por sus productos de
reaccion, el acetoacetato y el acetil-CoA (Fig. 1). Para lo anterior, se realizaron pruebas de
inhibicion de la actividad enzimatica a diferentes concentraciones tanto del substrato como
de los compuestos a probar como inhibidores. El acetil-CoA causé inhibicion de la actividad
enzimatica de la HMG-CoA liasa (alcanzando entre 65% al 95 % de inhibicién con concen-
traciones de 5 y 10 mM de inhibidor). Por el contrario, a las concentraciones probadas, el
acetoacetato no produjo inhibicion en la actividad de la enzima (Fig. 5). Los resultados ante-
riores sugieren que uno de los productos de la reaccion, el acetil-CoA, es capaz de producir
inhibicién de la actividad de la HMG-CoA liasa, muy probablemente por un mecanismo de in-
hibicién por producto y no asi para el segundo de éstos, el acetoacetato.
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Figura 5. Efecto de los productos
de reaccion acetil-CoA y acetoace-
tato sobre la actividad enzimética
de la HMG-CoA liasa de P. aerugi-
nosa. Actividad de HMG-CoA lia-
sa de la proteina purificada LiuE en
presencia de acetil-CoA o acetoace-
tato usando concentraciones de 0.5
y 1 mM del substrato HMG-CoA.

Para determinar el tipo o mecanismo de inhibicién causado por el acetil-CoA sobre la
HMG-CoA liasa, se realiz6 el andlisis del efecto inhibitorio del acetil-CoA sobre la actividad
enzimatica, empleando el modelo matematico de Lineweaver-Burk (datos no mostrados).
Los resultados preliminares obtenidos presentaron una tendencia de las rectas a intercep-
tarse en el eje de las “X" del cuadrante | del plano cartesiano, éste tipo de intercepto es clasi-
co para un inhibidor competitivo, por lo que se sugiere que el acetil-CoA se comporta como
un inhibidor competitivo para la enzima HMG-CoA liasa.

Actividad de hidroxi-isohexenil-glutaril-CoA liasa por la proteina LiuE

La determinacion de la actividad de HIHG-CoA liasa de la proteina LiuE se realiz6 en
extractos crudos libres de células de P. aeruginosa PAO1 y de la mutante en el gen liuE,
PAMIIUE (Materiales y Métodos). Se observo que lareaccidn con el extracto celular de lamu-
tante PAMIIUE presenté un remanente del 40% en la actividad de HIHG-CoA liasa con res-
pecto a la reaccién con el extracto celular de la cepa control, P. aeruginosa PAOL1 (Fig. 6).
Cuando alareaccion con el extracto celular de la mutante PAMIIUE se le adicioné la proteina
recombinante LiuE, la actividad de HIHG-CoA liasa se restablecio a un 110%. Adicionalmen-
te, se observo un incremento en la actividad de HIHG-CoA liasa de 160% en el extracto celu-
lar de la cepa silvestre, P. aeruginosa PAO1, cuando se adicioné a la reaccion la proteina
recombinante LiuE (Fig. 6). Estos resultados sugieren que la proteina recombinante LiuE
expresada en un organismo heterélogo y purificada a homogeneidad, posee actividad adi-
cional de HIHG-CoA liasa, participando en la catélisis del cis-geranil-CoA, metabolito de la
ruta degradativa de isoprenoides aciclicos (Fig. 1).
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Figura 6. Determinacion de la activi-
dad de HIHG-COoA liasa en extractos
celulares de P. aeruginosa. Extractos
celulares obtenidos de cultivos de las
cepas fueron utilizados con o sin la
adicion de una fraccion de proteina
LiuE purificada, para la determinacion
de la actividad enzimatica de
HIHG-CoA liasa como se describe en
Material y Métodos. PAO1, cepa sil-
vestre, WT; PAMIIUE, cepa mutante
enel gen liuE. PAO1+LIiuE y
PAMIiuE+ LiuE, extractos crudos de
cepas adicionadas con la proteina pu-
rificada LiuE.

Analisis de sitios de fosforilacion en la proteina LiuE de P. aeruginosa

Durante la caracterizacion de la proteina LiUE de P. aeruginosa se encontrd experi-
mentalmente mediante electroforesis de isoelectroenfoque, que la enzima presenta al me-
nos 5 isoformas con puntos isoeléctricos de 5.9, 6.2, 6.5, 6.8, y 7.0 (Chavez-Avilés et al.
2009). El punto isoeléctrico de 5.9 corresponde al reportado teéricamente, mientras que los
puntos isoeléctricos de 6.8y 7.0 fueron las dos isoformas que mayoritariamente se observa-
ron en los geles de isoelectroenfoque—-SDS-PAGE. La presencia de éstas isoformas de la
proteina LiuE podrian ser el resultado de modificaciones post-traduccionales, como la fosfo-
rilacion, ya que la interconversion de algunas enzimas de una forma activa a una inactiva, o
viceversa, es un mecanismo de regulacion metabdélica mediado principalmente por el grado
de fosforilacién de sus residuos, el cual es dependiente del estado energético de la célula.
Por lo anterior, se analiz6 in silico la secuencia de aminoacidos de la proteina LiuE de P. ae-
ruginosa en la bisqueda de probables sitios de fosforilacion (Materiales y Métodos).

Mediante el programa informatico NetPhosBac1.0 se encontraron en la secuencia de
la proteina LiuE, 7 sitios probables de fosforilacién (Tabla 2). Los residuos indicados como
sitios de posible fosforilacion recaen en 6 residuos de serina y una treonina, éstos dos resi-
duos (serinay treonina) son los mas frecuentes de ser fosforilados en las proteinas que son
reguladas por éste mecanismo (Lau et al., 1989). De los datos obtenidos, de acuerdo al pro-
grama informatico usado, los residuos Ser'?’ y Ser**® presentaron los mayores valores de
probabilidad (score), lo que nos indica que éstos residuos en la proteina LIUE podrian ser
blanco de eventos de fosforilacion. El proceso de interconversion (fosforilacién/defosforila-
cion) representaria para la enzima HMG-CoA liasa un punto de regulacién metabdlica, pa-
sando entre un estado activo e inactivo. Este sistema de regulaciéon postraduccional
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requiere de un menor gasto energético que el control a nivel transcripcional-traduccional,
debido a que la enzima inactiva es convertida a la forma cataliticamente activa solamente
por una modificacién quimica mediada por los niveles de energia (ATP/AMPC).

TABLA 2
Sitios probables de fosforilacion de la proteina LiuE de P. aeruginosa.
| Amnosdo | Posicon | Comexo | s
Serina 49 IEVGSFVSP 0.546
Serina 116 NINCSIKDS 0.550
Serina 120 SIKDSLERF 0.679
Serina 143 RGYISCVLG 0.774
Treonina 184 IGVGTAGAT 0.615
Serina 232 AVFDSSVAG 0.515
Serina 287 VLGKSNGRS 0.672

Conclusiones

La enzima codificada por el gen liuE de P. aeruginosa es una
3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA liasa capaz de usar como substratos el HMG-CoA vy el
HIHG-CoA, mostrando que el Mg®* es el i6n metalico preferencial para la actividad enzimati-
ca. La actividad enzimatica de la HMG-CoA liasa de P. aeruginosa muestra inhibicion por
uno de sus productos (acetil-CoA). La HMG-CoA liasa presenta diversas isoformas y se
identificaron probables sitios de fosforilacion en su secuencia aminoacidica. Adicional al he-
cho de que esta enzima mostr6 bifuncionalidad, siendo capaz de reconocer los substratos
de lavia de asimilacion de la leucina y de la via catabdlica de isoprenoides aciclicos y al pre-
sentar posibles sitios de fosforilacién sugiriere que la HMG-CoA liasa es una enzima que
puede estar jugando un papel esencial como punto de regulacién a nivel metabdlico en las
vias en las que participa.
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