UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas

ESTUDIO SOBRE EL EFECTO DE LA ACTIVIDAD DE PIRUVATO CINASA EN
LA DISTRIBUCION DE FLUJOS EN EL METABOLISMO CENTRAL DE UNA
CEPA DE Escherichia coli QUE CARECE DEL SISTEMA DE
FOSFOTRANSFERASA

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
Doctor en Ciencias

PRESENTA:
Eugenio Arturo Meza Mora

TUTOR PRINCIPAL:
Dr. Guillermo Gosset Lagarda, Instituto de Biotecnologia

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR
Dra. Guadalupe Espin Ocampo, Instituto de Biotecnologia
Dr. Edmundo Calva Mercado, Instituto de Biotecnologia
Dr. Michael F. Dunn, Centro de Ciencias Genomicas

MEXICO, D. F. Octubre, 2013



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



A Santi, Gerar y Chema.
... y alos que vienen.



Este trabajo se realiz6 bajo la direccién del Dr. Guillermo Gosset Lagarda
en el Departamento de Ingenieria Celular y Biocatalisis del Instituto de

Biotecnologia de la Universidad Nacional Autonoma de México.

Durante la realizacion de los estudios de doctorado se cont6 con una beca
del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia con nimero de registro

161613.

Para la realizacion de este trabajo se conté con el apoyo econémico de los

proyectos de CONACYT numero 83039y 126793.



AGRADECIMIENTOS

A mi tutor Dr. Guillermo Gosset Lagarda, Instituto de Biotecnologia,
UNAM.

A mi comité tutoral:

Dra. Guadalupe Espin Ocampo, Instituto de Biotecnologia, UNAM.
Dr. Edmundo Calva Mercado, Instituto de Biotecnologia, UNAM.
Dr. Michael F. Dunn, Centro de Ciencias Gendmicas, UNAM.

Al personal académico del Institute of Biochemical Engineering,
Technische Universitat Braunschweig, por la estrecha colaboracion en
este proyecto:

Dr. Christoph Wittmann.

Dra. Judith Becker.

A los miembros del jurado:

Dr. Edmundo Calva Mercado, Instituto de Biotecnologia, UNAM.

Dr. Miguel Angel Cevallos Gaos, Centro de Ciencias Genomicas, UNAM.
Dra. Clara Olvera Carranza, Instituto de Biotecnologia, UNAM.

Dr. Lorenzo Segovia, Instituto de Biotecnologia, UNAM.

Dr. Mario Soberdn Chavez, Instituto de Biotecnologia, UNAM.

Al personal académico del laboratorio Bolivar-Gosset del IBT-UNAM:
Dr. Francisco Bolivar Zapata.

M.C. Ramén de Anda Herrera.

C.D. Mercedez Enzaldo Cruz.

Dr. Adelfo Escalante Lozada.

Dra. Noemi Flores Mejia.

M.C. Georgina Hernandez Chavez.

Dr. Alfredo Martinez Jiménez.

Q.I. Luz Maria Martinez Mejia.

Ala unidad de biblioteca del IBT-UNAM:
Sr. Omar Arriaga.
B.A. Dip. Lib. A. L. A. Shirley Ainsworth.

Ala unidad de sintesis y secuenciacién del IBT-UNAM:
Q.L. Santiago Becerra Ramirez.



Dr. Rubén Paul Gaytan Colin.
M.C. Eugenio Lopez Bustos.
M.C. Jorge Arturo Yanez Ponce de Leon.

Ala unidad de docencia del IBT-UNAM:
Lic. ]. Antonio Bolanos Guillen.

Ing. Jalil Saab Hassanille.

Gloria Villa Herrera.

A las personas que brindaron apoyo a este proyecto en forma de ideas y
apoyo técnico:

Dra. Maria Inés Chavez Béjar.

Dr. Gerardo Huerta Beristain.

Dr. Juan Carlos Sigala Alanis.



Gracias a todos los que me consideraron lo suficientemente valioso como
para darme un consejo, apoyo, su amistad y carifio. Me llevo su ejemplo
como el objetivo a seguir para tratar de ser un hominido integral y
funcional en este mundo cada vez mas y mas complicado.

Angela Avila Fernandez.
Judith Becker.

Edmundo Calva Mercado.
Ramon de Anda Herrera.
Mercedez Enzaldo Cruz.
Adelfo Escalante Lozada.
Noemi Flores Mejia.
Guillermo Gosset.
Georgina Herndndez Chavez.
Alfredo Martinez Jimenez.
Luz Maria Martinez Mejia.
Ana Joyce Munoz Arellano.
Maria Ortiz Soto.

Jalil Saab Hassanille.
Andrea Sabido Ramos.
Juan Carlos Sigala Alanis.
Raunel Tinoco Valencia.
Silvia Velazquez.

Irma Vichido Baez.
Christoph Wittmann



Cuando no hay suficientes palabras para agradecer:
Gracias Anita.

Gracias Esthelita.

Gracias Luci.

Gracias Mau.

Gracias Luis.

GRACIAS DIOS.



CONTENIDO.
RESUMEN.

ABSTRACT.
INTRODUCCION.

1. Escherichia coli en su nicho ecoldgico.

1.1. Relacion huésped - hospedero.
2. Transporte de glucosa en E. coli.

2.1. Transporte en la membrana externa.

2.2, Sistema de fosfotransferasa.

2.3. Otros transportadores de glucosa.

2.4. Termodinamica del transporte de glucosa.
3. Metabolismo de glucosa.

3.1. Viadelas pentosas.

3.2. Metabolismo central de carbono.

3.3. Regulacion transcriptional.

4. Regulacidn alostérica y transcripcional del nodo PEP.

4.1. Regulaciéon de pykAy pykF.

4.2. PEP carboxilasa (Ppc) y PEP carboxicinasa (Pck).

4.3. Efecto de PEP en el metabolismo.
5. Biosintesis de aminoacidos aromaticos.
5.1. Viadel shikimato.

5.2. Biosintesis de fenilalanina (PHE).

5.3. Usos industriales de los aminoacidos aromaticos.

6. Disponibilidad de PEP.
6.1. CepasPTS glc+.
7. Determinacion de flujos de carbono.
7.1. Matriz estequiométrica.
7.2. Distribucion isotdpica.
7.3. Abundancia isotopomérica y flujos de carbono.
7.4. Flujos metabdlicos.

8. Flujos de carbono en el nodo PEP.

JUSTIFICACION.

OBJETIVO GENERAL.

O© O VW 0 & W N B

NN NN DN N NN NN B B R s o m s 1) ) | | s )
0 O N Ul WN NN O O OV OO N0 W NN N R O



HIPOTESIS.

MATERIALES Y METODOS.

9. Cepas.
9.1. CepaPTS-galP+.
9.2. Cepas PTS- galP+ pyk-.
9.3. Cepas PTS- galP+ pyk- pck-.
9.4. Cepas productoras de aminoacidos aromaticos.
10. Perfiles cinéticos.
10.1. Preparacion del cultivo.
10.2. Tratamiento de muestra.
10.3. Determinacion de glucosa y acidos organicos.
10.4. Calculo de perfiles de fermentacion.
11. Determinacion de flujos de carbono.
11.1.  Preparacion del cultivo
11.2. Obtencion del hidrolizado.
11.3.  Analisis por espectrometria de masas de los hidrolizados.
11.4. Modelamiento metabdlico y estimacién de parametros.
12. Produccién de aminoacidos aromaticos.
12.1. Células en reposo.
12.2. Tratamiento de muestra.
12.3. Determinacion de glucosa y acidos organicos.
12.4.  Calculo de perfiles de produccion de aminoacidos aromaticos.
13. Determinacion de la actividad total de piruvato cinasa.
RESULTADOS.
14. Comprobacion por PCR.

15.
16.
17.

17.1.
17.2.
17.3.
17.4.

18.

Parametros cinéticos.

Actividad de la Pyk.

Determinacion de flujos de carbono relativos.
El nodo de la G6P.

El nodo del PEP y del PYR.

El nodo de la AcCoA.

Produccion de la biomasa.

Produccion de los aminoacidos aromaticos.

28
29
29
29
30
30
31
33
33
33
33
34
36
36
36
36
37
38
38
38
39
39
40
41
41
43
46
47
47
47
50
50
52



18.1.  Células en reposo.
18.2. Rendimiento de DHS, SHIK y PHE.
19. Generacidny caracterizacion de las cepas Pck-.
DISCUSION.
CONCLUSION.

BIBLIOGRAFIA.

52
54
56
57
62
63



FIGURAS.

FIGURA 1. FILOS BACTERIANOS EN LA MICROBIOTA DEL INTESTINO Y POSIBLE RELACION SIMBIOTICA ENTRE BIFIDOBACTERIACEAE
BIFIDUM — ESCHERICHIA COLI. EN LA FIGURA SE MUESTRA EL EPITELIO INTESTINAL EN COLOR PURPURA, DEL CUAL LA MUCOSA
SE ENCUENTRA FORMADA DE LA GLICOPROTEINA MUCINA. EL ENLACE GLICOPROTEICO SE DA ENTRE REGIONES RICAS EN
CISTEINAS Y UN HIDROXILO DE LA GLUCOSA. EL ORGANISMO B. BIFIDUM (COLOR MARRON) ES CAPAZ DE DEGRADAR DICHO
ENLACE Y LIBERAR AZUCARES SIMPLES QUE PUEDE UTILIZAR PARA INCREMENTAR SU BIOMASA. LA INHIBICION DEBIDO A LA
PRESENCIA DE OXiGENO SE MUESTRA COMO UNA LINEA ROJA. E. COLI (COLOR VERDE) AL SER AEROBIO FACULTATIVO
CONSUME EL OXIGENO MIENTRAS ASIMILA LOS AZUCARES SIMPLES PARA GENERAR BIOMASA. ....cecvveertreeiireenreeesseeenseeenens 7
FIGURA 2. A) CAMBIOS EN EL NUMERO DE ESPECIES ENCONTRADAS EN LA MICROBIOTA DEL INTESTINO EN INDIVIDUOS JOVENES Y
ANCIANOS. SE MARCA EL GRUPO AL QUE PERTENECEN B. BIFIDUM Y E COLI. PORCENTAJE DE CASOS QUE PRESENTAN
DEFECTOS EN EL METABOLISMO CONFORME AUMENTA LA EDAD: B) SINDROME METABOLICO, C) DIABETES. [9, 10].......... 8
FIGURA 3. SISTEMA DE FOSFOTRANSFERASA. EN LA FIGURA SE MUESTRA LOS COMPONENTES DE PTS PARA EL TRANSPORTE DE
GLUCOSA. EL GRUPO FOSFATO INVOLUCRADO EN LA CASCADA DE FOSFORILACION ESTA EN COLOR ROJO. TAMBIEN SE
MUESTRA EL TRANSPORTE DEBIDO A LA GALACTOSA PERMEASA GALP.......uviiiuieiitieesireeiteeesteeesiteesieeesseeesaeesnsaeensaeennns 10
FIGURA 4. PROPIEDADES CINETICAS Y TERMODINAMICAS DE LOS DIFERENTES TRANSPORTES DE GLUCOSA. A) AFINIDAD DE LOS
TRASPORTADORES DE GLUCOSA. B) VELOCIDAD MAXIMA DEL TRANSPORTE DE GLUCOSA. C) ENERGIA LIBRE DE GIBBS DEL
TRANSPORTE DE GLUCOSA POR PTS Y GALP-GLK Y DE LOS INTERMEDIARIOS GLUCOLITICOS. LA GRAFICA DE ENERGIA LIBRE DE
GIBBS SE HIZO UTILIZANDO LOS DATOS REPORTADOS EN LI, X., ETAL. 2010, ..eveiiiieeieecieeeieecieeeieeeveeeveesvne e 11
FIGURA 5. A) METABOLISMO CENTRAL DE CARBONO. EN LA FIGURA SE MUESTRAN LAS VIAS DE LA GLUCOLISIS, PENTOSAS Y TCA,
TAMBIEN SE MUESTRA EL SISTEMA PTS. SE DESCRIBE PARTE DE LA REGULACION TRANSCRIPCIONAL DE PTS, GLUCOLISIS Y
PARTE DE TCA DEBIDO AL COMPLEJIO CRPappc Y CRA (ROJO ACTIVACION Y VERDE INHIBICION). TAMBIEN SE MUESTRA LA
REGULACION ALOSTERICA DEBIDO A PEP (AZUL ACTIVACION Y ANARANJADO INHIBICION). B) EL EFECTO CRPappc VS CRA. EN
LA FIGURA SE MUESTRAN LOS TERMINOS GO DE LOS GENES REPORTADOS EN [32, 33] ANALIZADOS EN GO TERM FINDER
(HTTP://GO.PRINCETON.EDU/CGI-BIN/GOTERMFINDER) [36] CON UN P-VALUE € 0.01.....uvviiriiereecree e eree v 15
FIGURA 6. METODO DE SELECCION POR QUIMIOSTATO DE CEPAS PTS™ CON FENOTIPO GLC". EL TIEMPO DE RESIDENCIA ES EL TIEMPO
PROMEDIO QUE UNA CELULA PERMANECE EN EL CULTIVO ANTES DE SER LAVADA POR EL FLUJO DE MEDIO DE CULTIVO....... 21
FIGURA 7. PROPIEDADES DE CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE AMINO ACIDOS AROMATICOS DE LAS CEPAS SILVESTRE, PTS’, PTS
GLc". A) VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO (HR). B) VELOCIDAD ESPECIFICA DE CONSUMO DE GLUCOSA. C)
ACTIVIDAD DE GLUCOCINASA. D) RENDIMIENTO DE AMINO ACIDOS AROMATICOS TOTALES. DATOS OBTENIDOS DE [39, 60,
B2, B4, ettt st h e st e e bt st e et e e s b e e e bt e sa bt e e bt e sa bt e eateesabeeeabeesabeeeareesbeeeneena 21
FIGURA 8. CONSTRUCCION DE MATRIZ ESTEQUIOMETRICA Y DESCRIPCION DEL HIPERPLANO DE SOLUCIONES. .....eeeruveeeenuveeeennns 23
FIGURA 9. GENERACION DE MATRIZ DE ISOTOPOMEROS POSICIONALES. LA ALANINA SE DERIVATIZA CON DIMETHILFORMAMIDE
DIMETHILACETAL (DMF-DMA) Y DESPUES SE FRACCIONA EN UN ESPECTROMETRO DE MASAS. LOS IONES MOLECULARES

FORMADOS CONTIENEN DOS Y TRES CARBONOS DE LA ALANINA (EN GRIS Y NEGRO RESPECTIVAMENTE). ...ceeveeevreeneennnes 24
FIGURA 10. DETERMINACION DE DISTRIBUCION DE FLUJOS METABOLICOS. EN LA PARTE IZQUIERDA SE MUESTRA EL PROCEDIMIENTO
EXPERIMENTALY EN LA PARTE DERECHA EL MODELAMIENTO MATEMATICO. ..eveverurereraireeeriireeeesreeeesnneeesnneeessneeesanns 26

FIGURA 11. ARBOL FILOGENETICO EN DONDE SE MUESTRA LA LINEA DE LAS CEPAS UTILIZADAS EN ESTE TRABAJO (ULTIMO ANCESTRO
COMUN EN C{RCULO ROJO). ADAPTADA DE HTTP://BACPATHGENOMICS.WORDPRESS.COM/2011/06/15/SNP-BASE-
PHYLOGENY-CONFIRMS-SIMILARITY-OF-E-COLI-OUTBREAK-TO-EAEC-EC55989/. ..ooiiiiviiiiiieee ettt 30

FIGURA 12. DETERMINACION DE PERFILES CINETICOS. «.veeuveeeureerureenuneessreesseesseessseesssessseesnsesssseesnsesssseesssesssseessseessseesns 35

FIGURA 13. A) COMPARACION ENTRE LA REGION CROMOSOMAL DEL GEN PYKA EN LA CEPA VH33 CON LA CEPA VH34 QUE TIENE
INTERRUMPIDO EL GEN POR EL CASETE DE RESISTENCIA A CLORANFENICOL. SE MUESTRA TAMBIEN A LOS OLIGOS UTILIZADOS
PARA AMPLIFICAR DICHAS REGIONES. COMPARACION ENTRE LA REGION CROMOSOMAL DEL GEN PYKF EN LA CEPA VH33 CON
LA CEPA VH35 QUE TIENE INTERRUMPIDO EL GEN POR EL CASSETTE DE RESISTENCIA A GENTAMICINA. SE MUESTRA TAMBIEN



A LOS OLIGOS UTILIZADOS PARA AMPLIFICAR DICHAS REGIONES. C) FOTOGRAFIA DE LA SEPARACION DE LOS PRODUCTOS DE
PCR DE LOS OLIGOS P,ya(FW), Ppyea(REV), Poyer(FW)Y Pgey(REV) POR ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA 1%............. 42
FIGURA 14. CURVAS DE CRECIMIENTO, CONSUMO DE GLUCOSA Y PRODUCCION DE ACETICO DE LAS CEPAS W3110 (PTS'), VH33
(PTS GALP"), VH34 (PTS GALP® PYKA') Y VH35 (PTS GALP" PYKF') EN MEDIO MINIMO SUPLEMENTADO CON GLUCOSA
10 G/L. TODOS LOS EXPERIMENTOS FUERON REALIZADOS POR TRIPLICADO. EN LA FIGURA SE MUESTRA UNA CURVA
REPRESENTATIVA. 1euvttetveesseeessreansesessasansseessseasssessssensesasssssnsssasssssnsssssssesnsssasssssnsssessessssessssessssesensessnsessnsessnses 43
FIGURA 15. ACTIVIDAD TOTAL DE PIRUVATO CINASA EN LAS CEPAS W3110, VH33, VH34 Y VH35. LA ACTIVIDAD SE DETERMING
EN CELULAS EN FASE EXPONENCIAL. LOS RESULTADOS MOSTRADOS SON EL PROMEDIO DE TRES EXPERIMENTOS
INDEPENDIENTES CON UNA DESVIACION ESTANDAR MENOR AL 10%......ceevieeieseeesieeieeiesseseeseesseesseesesssesnsessaessnens 46
FIGURA 16. DISTRIBUCION RELATIVA DE FLUJOS DE CARBONO DE LAS CEPAS W3110 (PTS'), VH33 (PTS GALP'), VH34 (PTS,
GALP®, PYKA') Y VH35 (PTS GALP®, PYKF'). LOS VALORES PARA CADA CEPA SE MUESTRAN EN DIFERENTES TONOS DE AZUL.
TAMBIEN SE MUESTRAN LOS VALORES DE VELOCIDAD ESPECIFICA DE CONSUMO DE GLUCOSA (Qs) EN MMOL / G / H. EN EL
NODO DEL PEP SE INCLUYERON LOS VALORES DE LA ACTIVIDAD DE LA PIRUVATO CINASA, ASi COMO LA(S) PROTEINA(S)

RESPONSABLE(S) DE DICHA ACTIVIDAD. ..veeuvvtestreeseeessresssesasssesasssasssesssssesssssssssesssesssssensessssessssessssessnsessssssensessses 49
FIGURA 17. CURVA DE CRECIMIENTO Y DE PRODUCCION DEL DHS, SHIK Y DE LA PHE CON RESPECTO A LA GLUCOSA CONSUMIDA
DE LAS CEPAS W3110 (PTS"), VH33 (PTS GALP"), VH34 (PTS GALP', PYKA') Y VH35 (PTS GALP®, PYKF)............. 53

FIGURA 18. RENDIMIENTO DEL DHS, SHIK, PHE Y AROMATICOS TOTALES DE LAS CEPAS W3110 (PTS'), VH33 (PTS GALP"),
VH34 (PTS GALP', PYkA) Y VH35 (PTS GALP®, PYKF') TRANSFORMADAS CON LOS PLASMIDOS PJLBAROG ™ TKTA Y
PTRCPHEA™, QUE PERMITEN DIRIGIR EL FLUJO DE CARBONO A LA ViA COMUN DE SHIK Y LA ViA DEL PRODUCTO FINAL PHE.

................................................................................................................................................................. 54
TABLAS
TABLA 1: CEPAS DE ESCHERICHIA COLI Y PLASMIDOS UTILIZADOS EN ESTE PROYECTO....ccvvevteeeeeeeneeeneeeieenieeseseesnnes 32
TABLA 2: OLIGOS UTILIZADOS EN ESTE PROYECTO. c.uuttiiuteeiuiteniieesieeeseeeseeessesssseessesssesssesssessssessssessssessssessns 41
TABLA 3: PARAMETROS CINETICOS DE LAS CEPAS UTILIZADAS EN ESTE TRABAJO. ..c.vvevuterieeeeeeeseeeseeeneeesseesseensessesnnes 44

TABLA 4: PARAMETROS CINETICOS DE CELULAS EN REPOSO....uuvvvvieieiiiiirirreeeeeeiiiiureeeeeeeiessnseeeseessesssssesseesssssnseseees 52



ABREVIATURAS.

1 Velocidad especifica de crecimiento
AcCoA Acetil coenzima A

AceB malato sintasa

Ack Acetato cinasa

ACP Acetil fosfato

Acs Acetil CoA sintasa

AroA 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa
AroF DAHP sintasa

AroG DAHP sintasa

AroH DAHP sintasa

CHO Corismato

CIT Citrato

Cra Represor catabdlico

Crp Proteina receptora de AMP ciclico
DAHP D-Arabino-heptulosonato 7 fosfato
dDW Gramos de peso seco

DHAP di-hidroacetona 1-fosfato

DHS Dehidroshikimato

E4P eritrosa 4-fosfato

EMP Embden-Meyerhof-Parnas

Eno enolasa

F16P fructosa 1,6-difosfato

FbaB F16P aldolasa

Fbp fructosa 1,6-difosfato sintasa

G6P Glucosa 6 fosfato

GalP Galactosa Permeasa

GAP gliceraldehido 3-fosfato

GLC Glucosa

GItA citrato sintasa

ICIT Isocitrato

IPTG isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside
KGT alfa ceto glutarato

MAL Malato

Mlc Proteina reguladora del PTS

OAA Oxaloacetato

Pck Fosfoenolpiruvato cinasa

PEP Fosfoenolpiruvato

Pfk fosfofructocinasa

Pgi Fosfoglucoisomerasa

PHE Fenilalanina



Ppc
Pps
Pta

PTS
Pyk
PYR

qs
SHIK
succ
TCA
Tkt
Tpi
Trc
TRP
TYR

Zwf

Cya

Fosfoenolpiruvato carboxilasa

Fosfoenolpiruvato sintasa

Fosfato acetil transferasa

sistema de fosfotransferencia fosfoenol piruvato (PEP):azicar (PTS)
Piruvato cinasa

Piruvato

productividad

Velocidad especifica de consumo de glucosa

Shikimato

Succinato

ciclo de los &cidos tricarboxilicos

Transcetolasa

triosa fosfato isomerasa

Promotor sintético resultado de la fusion de los promotores para los genes Trp y lac
Triptofano

Tirosina

Rendimiento

Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa

adenilato ciclasa



RESUMEN.

En Escherichia coli, el fosfoenol piruvato (PEP) es un metabolito intermediario
clave que participa en el transporte de glucosa, como precursor de varias vias
biosintéticas y regula alostéricamente varias enzimas del metabolismo central de

carbono.

En este trabajo se utilizé una cepa PTS- con la capacidad de crecer en glucosa,
mediante la sustitucion del promotor silvestre del gen galP por el promotor sintético
fuerte trc. A esta cepa se le deletaron los genes pykA y pykF para poder determinar la
distribucién de flujos de carbono del metabolismo central en cepas en donde el flujo
entre el PEP y el PYR es debido Uinicamente a una o ambas actividades de Pyk. Aun
mas, las cepas generadas se modificaron para producir amino acidos aromaticos como
una manera de medir la disponibilidad del PEP. Los resultados que se obtuvieron
muestran que la distribuciéon de flujos de carbono alrededor del nodo del PEP,
principalmente entre el PEP y el OAA debidos a la Ppc (PEP—0AA) y la Pck
(OAA—PEP), presentan los cambios mas significativos. En la cepa PTS- pykF, el flujo
entre el PEP y el OAA es alto, lo que genera un mayor flujo por el ciclo de los acidos
tricarboxilicos (TCA) y una mayor disponibilidad del PEP para la biosintesis de
aminoacidos aromaticos. Por el contrario en la cepa PTS- pykA-, se observo un bajo
flujo entre el PEP y el OAA, que se refleja en un bajo flujo por el TCA. Esta cepa tiene
un fenotipo de alto rendimiento de biomasa, lo que hace que la disponibilidad del PEP
para la biosintesis de aminoacidos aromaticos esté reducida. Los resultados obtenidos
muestran que las isoenzimas PykA y PykF tienen papeles distintos en el metabolismo
central de carbono de E. coli y que la presencia de una u otra actividad genera cambios

en la disponibilidad del PEP para la generacion de biomasa y amino acidos aromaticos.



ABSTRACT.

In Escherichia coli, the phosphoenolpyruvate (PEP) is a key metabolite that is
part of glucose transport, as precursor of several metabolic pathways and can exerts

allosteric regulation on various enzymes of the central carbon metabolism.

In this work a PTS- strain with the capacity to grow in glucose was used. This
phenotype is due to the substitution of the wild type promoter of galP by the strong
synthetic promoter trc. In this genetic background, the genes pykA and pykF were
deleted with the aim to determine the carbon flux distribution of the central carbon
metabolism where the flux between PEP and PYR is due to the activity of only one of
the Pyk activities. Furthermore, the generated strains were modified to produce
aromatic amino acids, as a manner to assess the PEP availability. The results show
that the changes in the carbon flux distribution around PEP node are significant,
mainly between PEP and OAA due to the activities of Ppc and Pck. In the PTS- pykF-
strain, the flux between PEP and OAA had the highest value among the evaluated
strains; this generates a high carbon flux through TCA cycle and a high PEP availability
for aromatic amino acids production. Contrary to these observations, PTS- pykA- strain
displayed the lowest flux between PEP and OAA among the tested evaluated strains;
this had as consequence a diminished carbon flux through TCA. This strain had a high
biomass yield, therefore the PEP availability for aromatic amino acids production was
the lowest observed in this work. The results show that PykA and PykF activities have
different roles in E. coli’s metabolism and that the presence of one of the activities
generates changes in PEP availability for biomass and aromatic amino acids

generation.



INTRODUCCION.

Escherichia coli es una bacteria Gram negativa que se ha utilizado ampliamente
para la descripcién de diversos procesos celulares que tienen su contraparte en otros
organismos. Esta bacteria forma parte activa de la microbiota del ser humano y otros
mamiferos, con implicaciones metabdlicas. Este microorganismo se ha empleado
como modelo en diversos procesos biotecnolégicos para generar cepas de uso
industrial debido a que su velocidad de crecimiento en medio definido es alta, ademas
de que se dispone de una amplia gama de herramientas moleculares que permiten su

manipulacién genética para inducir fenotipos especificos.

El metabolismo de carbono es la manera en que un microorganismo asimila y
distribuye los esqueletos de carbono que obtiene de diversos sustratos, con el objetivo
de maximizar su produccién de biomasa. La forma en que distribuye estos esqueletos
de carbono le da un comportamiento fisiolégico particular que depende de las
condiciones en que se encuentra creciendo. Cuando E. coli crece en un medio que
contiene glucosa (GLC) como Unica fuente de carbono, el metabolismo central de
carbono se encuentra constituido por las vias Embden-Meyerhof-Parnas (EMP),
pentosas (PP) y ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA). Estas tres vias suplen de
energia (ATP, GTP), poder reductor (NADH, NADPH, FADH:) y precursores de

biomasa al organismo (Figura 1.1).

El sistema de fosfotransferencia fosfoenol piruvato (PEP):azucar (PTS) lleva a
cabo el transporte de glucosa y regula su entrada al organismo. Este proceso ocurre
mediante la transferencia del grupo fosfato del PEP a una cascada de fosforilacién que
involucra a las enzimas EI, HPr, EIIAGlc y EIIBCClc, las primeras tres presentes en el
citosol y la ultima transmembranal ademas de especifica para la glucosa. El dltimo
receptor del grupo fosfato es la glucosa, que en esta accién se introduce a la célula
como glucosa 6 fosfato (G6P) y el PEP, al perder el grupo fosfato, se convierte en
piruvato (PYR). Esta actividad es la principal responsable del consumo del PEP y

produccion del PYR en E. coli.



El PEP es un metabolito en el cual convergen y emergen diferentes vias
metabdlicas, a lo cual se le define como el nodo PEP. En este nodo, la regulacion
alostérica de las enzimas que producen o consumen el metabolito hace de esta zona
un punto de control metabdlico. Ademas de su participacion en el transporte de
glucosa y como precursor de biomasa, el nodo PEP se encuentra en un punto central
entre el metabolismo glucolitico y el gluconeogénico mediante la accion de PTS y las
piruvato cinasas (PykA y PykF) y fosfoenolpiruvato sintasa (Pps), respectivamente. El
PEP nutre de carbono al TCA de manera directa en el nodo de oxaloacetato (OAA) via
la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (Ppc) y de manera indirecta mediante la
accion de la piruvato deshidrogenasa (Pdh) y de la citrato sintasa (GItA). También el
PEP es precursor en la via del shikimato (SHIK) debido a la accién de las isoenzimas 3
deoxi-D-arabino heptulosonato 6-fosfato (DAHP) sintasa (AroF, AroG y AroH). Esta via
genera los productos finales tirosina (TYR), fenilalanina (PHE) y tript6fano (TRP), con
valor comercial en la industria farmacéutica y alimentaria. Asi mismo, la via del SHIK
genera una gran variedad de intermediarios y derivados de los productos finales que
tienen alto valor comercial como el SHIK que es precursor del antiviral osetalmivir
utilizado en el tratamiento de la influenza, o la dopamina (derivada de TYR) utilizado

para el tratamiento de la enfermedad neurodegenerativa mal de Parkinson.

Debido al alto valor comercial de estos productos y a la necesidad de entender
de manera mas detallada la funcién del nodo PEP en la fisiologia de E. coli, se han
desarrollado trabajos enfocados a estudiar dicho nodo. Algunos de estos trabajos se
han centrado en entender los cambios en el crecimiento y en los flujos de carbono en
el metabolismo central debidos a la ausencia de PTS o a la ausencia de una o ambas
Pyk. Con base en estos estudios se han disefiado y construido cepas productoras de
aminodcidos aromaticos. Si bien estos trabajos han permitido un mejor entendimiento
del metabolismo central de carbono y del nodo PEP, no se ha determinado de manera
precisa el papel que juegan las isoenzimas de piruvato cinasa en E. coli. En este trabajo
nos enfocamos en hacer una caracterizacion de los efectos en el metabolismo central

de carbono asociados a la presencia de una o ambas piruvato cinasas en un fondo PTS-



. Para lograr esto se generaron dos cepas con los fondos genéticos PTS- pykA-y PTS-
pykF-. En este fondo genético el consumo del PEP y la produccién del PYR se deben
unicamente a la actividad de PykA o PykF, lo cual permite una descripcion de los
efectos reales de dichas actividades en el metabolismo. Se determind la velocidad
especifica de crecimiento, la velocidad especifica de consumo de glucosa, el
rendimiento de biomasa, la produccién de acetato y la actividad total de piruvato
cinasa en las cepas W3110 (silvestre), VH33 (PTS-), VH34 (PTS- pykA-) y VH35 (PTS-
pykE-). Con el objetivo de seguir a detalle el efecto de estas deleciones en la
distribucién de los flujos de carbono se calculé las fracciones isotépicas de los
hidrolizados de cultivos con glucosa marcada en el carbono 1 (glucosa 13Cy). Ademas
de la caracterizaciéon de la fisiologia de estas cepas se evalud el impacto que dichas
modificaciones tienen en la sobre produccién y el rendimiento de los aminoacidos

aromaticos totales.

Los resultados muestran una clara diferencia en la fisiologia de E. coli cuando
s6lo una de las piruvato cinasas es la responsable del flujo entre el PEP y el PYR. Esto
se refleja en una gran plasticidad del metabolismo para adaptarse a los cambios
debido a las deleciones de las Pyk en el fondo PTS-. Cuando estas cepas se modificaron
para producir amino acidos aromaticos, mostraron diferencias asociadas a la

actividad responsable del flujo entre el PEP y el PYR.



1. Escherichia coli en su nicho ecolégico.

E. coli es parte de la microbiota del intestino de los animales de sangre caliente
y de los reptiles. Este organismo puede encontrarse en cualquier parte del colon y
formando parte de las heces fecales [1, 2]. En este ecosistema, E. coli forma parte de
una flora bacteriana constituida de alrededor de 396 filogenias, de las cuales las
gamma proteobacterias representan un 0.25% (Figura 1). Este valor es ain mas bajo
(0.007%) cuando se compara el nimero de secuencias de E. coli con el nimero total
de secuencias encontradas mediante amplificacién de 16S DNA ribosomal [2, 3]. Lo
anterior muestra que este organismo es comun en la flora bacteriana del intestino en
humanos, sin embargo, se encuentra en una baja proporciéon [4]. Segun la teoria de
Freter los numerosos nichos ecoldgicos del intestino se definen de acuerdo a la
disponibilidad de nutrientes. Esto significa que la baja concentracion de E. coli estaria

relacionada a una baja disponibilidad de su fuente de carbono preferida, la glucosa [5].

La gran mayoria de azucares simples ingeridos en nuestra dieta se absorben en
el intestino delgado. El bolo alimenticio lleva al intestino grueso a los azlcares mas
complejos (polisacaridos), a los restos de las células microbianas y epiteliales, y parte
de la mucosa que cubre el epitelio [6]. En este lugar los polisacaridos provenientes del
alimento y de las mucosas (mucinas) se degradan a azlcares mas simples por
organismos como Ruminocaccus torques y Bifidobacterium bifidum, entre otros [7]. Los
distintos organismos en el ecosistema compiten por las fuentes de carbono
fermentables como son los oligosacaridos, los disacaridos y los monosacaridos; esta
competencia en cierta medida depende de la velocidad en que transportan y asimilan
estas fuentes de carbono [4, 6]. E. coli es un organismo aerobio facultativo, lo cual
significa que puede combinar la fermentacion con la respiracion. Esta caracteristica le
permite maximizar su crecimiento en comparacién con el resto de la flora, sin
embargo, se ha demostrado que su crecimiento depende de los organismos que
pueblan el nicho en que se encuentra (Figura 1) [2]. Aun cuando las concentraciones
del oxigeno en el intestino son bajas, tienen la concentracion suficiente para inhibir el

crecimiento de los organismos anaerobios estrictos [8]. Se especula que el
6



metabolismo respiratorio de E. coli es el responsable de consumir el oxigeno que
pudiera inhibir el crecimiento y consecuentemente la funcioén de las cepas anaerobias

responsables de degradar los polisacaridos [2, 4] (Figura 1).
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1.1. Relacion huésped - hospedero.

Si la relacion que E. coli mantiene con otros organismos dentro del intestino es
compleja, la relaciéon que tiene con su hospedero lo es ain mas. En el humano se ha
demostrado que la microbiota es cambiante de acuerdo a diversos factores como la
alimentacién, el fondo genético, la salud y la edad del hospedero, entre otros.
Particularmente la presencia de E. coli y de aerobios facultativos en el intestino
humano disminuye conforme aumenta la edad del individuo, coincidentemente las
enfermedades asociadas con el metabolismo de glucosa aumentan también [9, 10]
(Figura 2). Esto no significa que los cambios en las concentraciones de estos
microrganismos en el intestino sea la causa de dichos padecimientos, sin embargo

permiten especular acerca del papel que juegan en la disponibilidad de glucosa.

ﬁ Adaptada de Woodmasey, E. J. et al. 2004

Bifidobacteriaceae bifidum
=

019-35 afios

3 W >65 afos

Escherichia coli

Numero de especies
~N

Bacteroides
Prevotella
Bifidobacteria
Lactobacilli
Clostridia
Fusobacteria
Propionibacteria
Eubacteria
Enterobacteria
Enterococci
Streptococci
Staphylococci
Canidia

O

B 50, Sindrome metabdlico 30, Diabetes

—e—Hombre

3\6 —e—Mujer

\

20

N
o
@)

% de frecuencia
w
S
@)
% de frecuencia

10

-
o

0
40-49 50-59 60-69 >70 afos 20-44  45-64 65-74 >75afios

Adaptada de Morley, J. E., 2008

Figura 2. A) cambios en el nimero de especies encontradas en la microbiota del intestino en individuos
jévenes y ancianos. Se marca el grupo al que pertenecen B. bifidum y E coli. Porcentaje de casos que
presentan defectos en el metabolismo conforme aumenta la edad: B) Sindrome metabélico, C) Diabetes.
[9,10]



2. Transporte de glucosa en E. coli.

Con la discusion anterior se busca poner en contexto la importancia que tiene
el consumo de azudcares simples en E. coli. La velocidad con que los azicares simples
se consumen tiene impacto en la presencia de este organismo en su nicho (biomasa),
en la presencia de otros organismos dentro del nicho y muy probablemente en el
metabolismo del hospedero. Por lo anterior, E. coli necesita de una gran plasticidad
respecto a su capacidad para censar y a la velocidad con la que transporta y asimila

diversas fuentes de carbono simples.
2.1. Transporte en la membrana externa.

E. coli estd rodeado por una doble membrana, por lo que toda fuente de
carbono tiene que pasar dos barreras para poder ser consumida. La membrana
externa tiene tres porinas: OmpC, OmpF y LamB, que pueden introducir la glucosa al
periplasma de manera pasiva [11, 12]. Las porinas OmpC y OmpF se encuentran en
mayor proporcion cuando E. coli crece en medios con una concentracion de glucosa
mayor a 0.2 mM [13]. Se ha demostrado que OmpF tiene el doble de capacidad de
difusiéon de glucosa que OmpC en liposomas reconstituidos [14]. En lo que respecta a
LamB, cuando la célula crece en glucosa a concentraciones micromolares, LamB ejerce
el 70% del transporte de glucosa y otros azucares simples [15]. La velocidad con la
que la glucosa se introduce al periplasma depende de la velocidad con la que se
transporta al citosol y, puesto que la membrana interna es impermeable a glucosa,

dicho transporte depende de transportadores no pasivos [11] (Figura 3).
2.2. Sistema de fosfotransferasa.

El sistema de transporte de fosfotransferasa fosfoenol piruvato : monosacarido
o PTS (por sus siglas en inglés) es el principal sistema con el que E. coli detecta y
transporta una gran variedad de fuentes de carbono (azucares PTS). De manera
general, este sistema puede transportar alrededor de 20 carbohidratos diferentes y se

encuentra constituido por tres enzimas: EI, HPr y el complejo EIL Se han identificado 5



diferentes tipos de la enzima EI, 6 de la enzima HPr y 22 de la EIl [16-19].
Particularmente para la glucosa, EIIGc consta de una region citosolica (IIAS) y una
transmembranal (IIBGc y [ICGc), de las cuales IIASc y [IBGlc son especificas para
glucosa. Durante el transporte de glucosa se utiliza una molécula de fosfoenol piruvato
(PEP, por sus siglas en inglés) que transfiere su grupo fosfato a través de una cascada

de fosforilacion que involucra a todas las proteinas del PTS (Figura 3).
2.3. Otros transportadores de glucosa.

Ademas del sistema PTS hay por lo menos otros tres transportadores que
pueden introducir a la glucosa a la célula [11]: el transportador PTS de manosa ([1Man)
[20], el transportador (MglABC) (que acopla el transporte a la hidrolisis de una
molécula de ATP) [21] y el transpotador de galactosa (GalP) [22] (Figura 3). Aun
cuando las afinidades por la glucosa de las proteinas IIGl, [[Man y GalP son muy
parecidas (Figura 4A), la velocidad con la que el transportador PTS para glucosa lleva
a cabo la reaccién es 1.75 y 8 veces las velocidades [IMan y GalP, respectivamente
(Figura 4B). Ademas, cuando el medio contiene glucosa a una concentracion > 0.2 mM
se reprime la expresion de los genes que codifican para Mgl, [IMan y GalP se encuentra

reprimida.
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2.4. Termodinamica del transporte de glucosa.

Termodinamicamente, el cambio de la energia libre de Gibbs asociado al grupo
fosfato del PEP permite acoplar su transferencia al sistema PTS haciendo del PTS un
proceso altamente favorable [23]. Puesto que la glucosa para ser metabolizada debe
de estar fosforilada, el transporte de glucosa debido a GalP debe de combinarse con la
actividad de la glucocinasa (Glk), que utiliza un ATP para dicho propésito [24]. Cuando
se comparan las energias libres de Gibbs de estos dos procesos (PTS y Glk), el valor de
-49 KJ mol-! del PTS es menor que el -20 K] mol-1 de la Glk [25, 26] lo que hace que el
transporte PTS especifico para glucosa sea no solo mas rapido sino mas favorable

termodinamicamente (Figura 4C).
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3. Metabolismo de glucosa.

3.1. Viade las pentosas.

En la parte alta de la glucdlisis, el nodo de la G6P es el punto de particion entre
glucolisis y la via de las pentosas (PP). La via de las pentosas lleva a cabo una fase
oxidativa y una no oxidativa; la fase oxidativa la inicia la G6P deshidrogenasa (Zwf)
(Figura 5A). La accién conjunta de la Zwf y la fosfogluconolactona (Pgl) generan 2
moléculas de NADPH y esta via se considera la principal fuente de NADPH en la célula
[27]. En la parte no oxidativa de esta via, se generan metabolitos de importancia para
la biosintesis de nucledtidos como la ribosa y de la via de aminoacidos aromaticos
como la eritrosa 4-fosfato (E4P). El PP no solo se conecta a la glucélisis via la Zwf;
también lo puede hacer mediante la accion de las transcetolasas (TktA,B) y de la

transaldolasa (Tal) que producen F6P y GAP (Figura 16).
3.2. Metabolismo central de carbono.

Una vez que E. coli ha transportado y fosforilado a la glucosa, ésta se cataboliza
a través del metabolismo central de carbono [27-29] (Figura 5A). De manera general,
la G6P se transforma en fructosa-6-fosfato (F6P) por la fosfoglucoisomerasa (Pgi). F6P
se fosforila en el carbono 6 mediante la accién de la fosfofructocinasa (Pfk), que
acopla una molécula de ATP para llevar a cabo la reaccién que produce a la fructosa
1,6-difosfato (F16P). La F16P se fracciona por la acciéon de la F16P aldolasa (FbaA,B)
para generar di-hidroacetona 1-fosfato (DHAP) y gliceraldehido 3-fosfato (GAP); estas
dos moléculas mantienen un equilibrio regulado por la triosa fosfato isomerasa (Tpi).
El GAP recibe un grupo fosfato para generar gliceraldehido 1,3-fosfato (G13P): esta
reaccion la cataliza la GAP deshidrogenasa (GapA). El fosfato en el carbono 1 del G13P
se transfiere a una molécula de ADP mediante la acciéon de la fosfoglicerato cinasa
(Pgk), generando una molécula de ATP y 3-fosfoglicerato (3PG). La enzima
fosfoglicerato mutasa (GpmA,M) transloca el grupo fosfato del carbono 3 al carbono 2
generando 2-fosfoglicerato (2PG). Este compuesto contiene un grupo hidroxilo en el

carbono 3, el cual se reduce a un doble enlace para formar fosfoenolpiruvato (PEP):

12



esta reaccion la cataliza la enzima enolasa (Eno). Finalmente, el grupo fosfato en el
carbono 2 del PEP se transfiere a una molécula de ADP generando ATP y PYR: esta
reaccion la catalizan dos enzimas con actividad de piruvato cinasa, la PykA y la PykF)

[30].

Las actividades de la citrato sintasa (GItA) y de la fosfato acetiltransferasa (Pta)
compiten por la acetil-CoA (AcCoA) hacia el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) o
a la produccién de acetato, respectivamente. La actividad de la malato sintasa (AceB)

también consume al AcCoA y es parte del “shunt” de glioxilato.
3.3. Regulacion transcriptional.

La regulacion transcripcional de los genes de la glucélisis la gobiernan
esencialmente tres proteinas: Mlc, Crpampe) y Cra [12]. Esta regulacién puede ser por
la induccion o la represion de los genes del sistema PTS y de los genes glucoliticos
(Figura 5A). Mlc inhibe los genes que codifican para los complejos del PTS para el
transporte de la glucosa y la maltosa. Cuando hay glucosa en el medio de cultivo, ésta
se fosforila y se introduce a la célula. Esta accién constante de fosforilacion mantiene a
los miembros de PTS en un estado no fosforilado. La proteina IIB¢ en el estado no
fosforilado forma un complejo con Mlc, que evita que inhiba la transcripcién de los
genes PTS especificos para glucosa [31]. La regulacion que ejercen Crpampe y Cra es
mas compleja e involucra a varios genes glucoliticos, gluconeogénicos, del TCA, del
ciclo de las pentosas y de la respiracion [31-33]. Cuando la disponibilidad de glucosa
es baja, las proteinas PTS estan fosforiladas. La proteina IIAGc fosforilada forma un
complejo con la enzima adenilato ciclasa Cya cuya actividad transforma una molécula
de ATP en AMP ciclico (AMPc), en donde el grupo fosfato de la ribosa hace un enlace
con el hidroxilo en el carbono 3. Esta molécula forma un complejo con la proteina Crp,
el cual es un factor de transcripcion que activa genes que codifican para las proteinas
involucradas en el transporte y la asimilacion de otras fuentes de carbono y de otros
procesos celulares (genes bajo represion catabdlica). Es muy importante hacer notar

que uno de los genes que se encuentran reprimidos por este complejo es rpoS, el cual
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codifica para la subunidad de la RNA polimerasa o5 o 038, que es especifica para
algunos genes glucoliticos y de estrés, entre otros [34]. Otra proteina reguladora del
metabolismo central de carbono es el represor catabélico Cra [35]. Este represor se
identifico primero como represor del operdn fru, pero eventualmente fue asociado
como represor de los genes glucoliticos e inductor de los gluconeogénicos. La proteina
Cra se encuentra activa cuando hay bajas concentraciones de F16P. Cuando el
organismo consume glucosa las pozas de los intermediarios metabdlicos aumentan,
entre ellos la F16P. Este metabolito puede formar un complejo con la proteina Cra
inactivando la actividad como represor de Cra y como consecuencia se activan los
genes glucoliticos y se inhiben los genes gluconeogénicos. En la Figura 5B se
muestran los procesos de los genes reportados en [32, 33] que se encuentran
regulados por estas dos proteinas (términos GO). De manera general, Crp induce el
transporte y el catabolismo de fuentes de carbono, mientras que Cra inhibe la
glucolisis e induce la gluconeogénesis. El antagonismo entre estas dos proteinas
genera un balance estricto entre la glucélisis y la gluconeogenesis, lo que permite al
organismo adaptarse rapidamente a cambios en la disponibilidad de fuentes de

carbono.

3.4. Regulacion post transcripcional.

Se ha observado que existe regulacion post transcripcional del gen ptsG del
PTS. En condiciones de estrés debido a la acumulacion de G6P [36], el regulador
transcripcional SgrR forma un complejo con este compuesto. Dicho complejo actia
como inductor transcripcional del SRNA SgrS. Esta molécula interacciona con el RNA
mensajero »ptsG inhibiendo su traduccion e induciendo su degradacién mediada por

la RNAsaP [37-39] (Figura 5A).

14



ATP AMP,
@ | 4 Amino acidos
AMP, & FbaB T
¢ aromaticos
DHAP Py AP« AroF T
P N ADH ~AroG» —-
;I AroH
ATP
PEP — A
ATP< |
‘ PYR Pta_
co, * I > ACP
\4 CATP NADHo—i

ATP o—iAck +
CO5~ P
z ‘? [—AcCoA < T—Acs— Acetate

GiiA »CIT ATP
»OAA |aceB
NADH AceA
&-‘ NAPDH
FADH, O—T
<x KGT
GTP NADH

co,

Cra

B AMP,

Transporte IR
Catabolismo de monosacaridos il

Transporte de compuestos organicos|

Catabolismo=

Catabolismo de compuestos organicos |
Metabolismo de monosacaridos [l

Metabolismo de carbohidratos (célula individual)|

Transporte de carbohidratos|

Catabolismo de carbohidratos (célula individual)
Catabolismo de carbohidratos Il
Metabolismo de carbohidralos;

50
# genes

Regulacion de RNA asociado a proceso metabélico Il
Regulacion de RNA asociado a proceso biosintético -
Regulacion de la transcripcion, dependiente de DNA Il
Regulacién de proceso metabdlico primario -
Proceso biosintético asociado a RNA Il
Transcripcion, dependiente de DNA Il
Proceso celular biosintético _
Proceso biosintético de hexosas |
Gluconeogénesis L
Regulacion de proceso celular blosmletlco
R

1 de proceso
Regulacion de proceso celular de biosintesis de macromoléculas Il

Regulacion de proceso de biosintesis de macromoléculas [l
Proceso de metabolismo de glucosa .
Proceso biosintético de sustancias organicas |
Proceso biosintético | N N

Proceso celular metabélico N
Proceso metabdlico primario

Proceso metabdlico de sustancia organica _
Proceso metabélico | NN

Proceso celular |
0 50 100
# genes

Figura 5. A) Metabolismo central de carbono. En la figura se muestran las vias de la glucélisis, pentosas

y TCA, también se muestra el sistema PTS. Se describe parte de la regulacién transcripcional de PTS,
glucdlisis y parte de TCA debido al complejo Crpawmec ¥ Cra (Rojo activacion y verde inhibicién). También

se muestra la regulacion alostérica debido a PEP (Azul activacién y anaranjado inhibicién). B) El efecto
Crpawmpc Vs Cra. En la figura se muestran los términos GO de los genes reportados en [32, 33] analizados
i h

en GO term finder (http://go.princeton.edu/cgi-bin/GOTermFinder) [40] con un p-value < 0.01
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4. Regulacion alostérica y transcripcional del nodo PEP.

El nodo PEP puede estudiarse como la regién del metabolismo central de
carbono en dénde convergen el metabolismo glucolitico y el gluconeogénico. Este
también guarda una estrecha relacién con el nodo de la F6P, por lo que tiene
influencia en el transporte de glucosa. Aun mas, las enzimas relacionadas de manera
directa con este nodo son sensibles al estado energético del organismo, ya que pueden
censar el AMP (PykA), el ATP (PykF, Pck) y el GTP (Ppc), estableciendo con esto una
relacion estrecha entre la glucolisis y el TCA. En el caso de la PykA, se regula de
manera positiva por pentosas fosfatadas, esto hace que este nodo también sea

sensible a los niveles de los metabolitos de la via de las pentosas.
4.1. Regulacion de pykA y pykF.

Las isoenzimas de la piruvato cinasa se encuentran codificadas por los genes
pykA y pykF. La regulacion del gen pykF la media la proteina reguladora Cra y
recientemente se ha identificado también al gen pykA como un blanco de este
regulador [33, 35]. La regulacion alostérica es diferente en estas dos enzimas: PykF se
regula de manera positiva por la F16P y de manera negativa por el ATP, el guanosin
trifosfato (GTP) y la succinil coenzima A (SUCC CoA) [41]. Por otro lado, la PykA se
activa por el adenosin monofosfato (AMP), el 6-fosfo-D-gluconato (6PGL), la D-
ribulosa-5-fosfato (RU5P), la D-xilulosa-5-fosfato (XU5P), la D-ribosa-5-fosfato (R5P)
y la D-sedoheptulosa-7-fosfato (S7P) y se inactiva por la SUCC CoA [42]. Se ha
observado que la actividad de piruvato cinasa debida a PykF es 1.6 y 6 veces mayor
que la debida a PykA, tanto en un fondo silvestre como en una cepa PTS- evolucionada
para poder crecer en glucosa como unica fuente de carbono (PTS- glc* ) [43, 44].
Basado en esta observacion, a la PykF se le considera como la enzima que tiene la

actividad mas importante de piruvato cinasa en E. coli [45-47].

4.2. PEP carboxilasa (Ppc) y PEP carboxicinasa (Pck).
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La enzima anaplerotica Ppc (codificada en el gen ppc) se activa por la F6P, el
GTP y la AcCoA, mientras que se inactiva por varios intermediarios del ciclo del TCA:
el citrato (CIT), el malato (MAL), el fumarato (FUM) y el succinato (SUCC). El
aminodacido aspartato (ASP) también tiene un efecto negativo en la actividad de la Ppc
[48]. Por otra parte, la regulacion alostérica de la enzima gluconeogénica Pck se lleva
acabo de manera negativa por el PEP y el ATP [49]; mientras que a nivel genético la

proteina Cra activa la transcripcién del gen que la codifica.
4.3. Efecto del PEP en el metabolismo.

La regulacion del nodo PEP puede tener un fuerte impacto en la regulaciéon de
la glucdlisis. Se ha reportado que el metabolito PEP inhibe alostéricamente a las
enzimas Glk, Pfk, Pgi, y FbaA (Figura 5A) [50, 51]. Esto tiene como consecuencia una
acumulacion de la F6P y la G6P, los cuales activan de manera indirecta a la RNAsaP la
cual a su vez degrada al mensajero del gen ptsG (I11A8), el cual al ser componente del
PTS, tiene como consecuencia que se interrumpa el transporte de glucosa (Figura 5A)
[37-39, 52]. El PEP también puede activar a las enzimas fosfo acetiltransferasa (Pta) y

acetato cinasa (Ack) [53].
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5. Biosintesis de aminoacidos aromaticos.

Como ya se ha mencionado anteriormente, el PEP es el precursor de la via del
shikimato. Esta via consta de 7 reacciones, cuyo producto final es el corismato (CHO).
Del nodo del CHO se desprenden tres vias, que llevan a los productos finales de la
biosintesis de aminoacidos aromaticos: tirosina (TYR), fenilalanina (PHE) y triptéfano

(TRP).
5.1. Via del shikimato.

La primera reaccién de la via del shikimato la cataliza la enzima 3-deoxi-D-
arabino heptulosonato 7-fosfato sintasa, la cual estd codificada por los genes aroF,
aroG y aroH. Estas isoenzimas utilizan una molécula de PEP y de E4P, las cuales se
condensan para generar el 3-deoxi-D-arabino heptulosonato 7-fosfato (DAHP) (Figura
5Ay 18) [54]. La primera reaccion que hace uso del NADPH como poder reductor es la
catalizada por la SHIK deshidrogenasa (AroE) que utiliza el dehidroshikimato (DHS)
para generar el SHIK. Esta molécula se fosforila por la SHIK cinasa (AroK, AroL), que
acopla una molécula de ATP para generar el shikimato-3-fosfato (S3P). Una molécula
adicional de PEP es utilizada para condensarse con el S3P por la 5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (AroA), generando el 5-enolpiruvilshikimato-3-
fosfato (EPSP) [55]. Finalmente, el producto final de la via, el CHO se sintetiza a partir
del 5-enol-piruvil shikimato-3-fosfato (EPSP) por la actividad de la CHO sintasa
(AroC).

5.2. Biosintesis de fenilalanina (PHE).

Una vez que se ha alcanzado el producto final de la via (CHO), éste puede
canalizarse a tres vias: la que genera la PHE y la TYR, a través del prefenato (PPH), y la
que genera el TRP, a través del antranilato (ANTH) [56]. Particularmente la via que
genera la PHE comienza con la transformacién del CHO a fenilpiruvato (PPY) por la
accion de la enzima bifuncional corismato mutasa-prefenato dehidratasa (PheA); esta

reaccion tiene como intermediario el PPH. Finalmente, el grupo amino de una
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molécula de glutamato (GLU) se transfiere al PPY para generar la PHE y el alfa
cetoglutarato (a-KGT): esta reacciéon la lleva a cabo la amino transferasa (TyrB)

(Figura 18).
5.3. Usos industriales de los aminoacidos aromaticos.

Los amino acidos aromaticos, asi como intermediarios de la via del shikimato
son compuestos que tienen aplicaciones industriales [11, 57-61]. Entre estos se
encuentra el DHS, que es precursor de la hidroquinona que es utilizada en la industria
del hule como agente oxidante [62], la PHE, que es precursor del edulcorante
aspartame y de la L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) [63], y el SHIK como
precursor del antiviral osetalmivir [58]. Diversos trabajos en el area han demostrado
que la disponibilidad del PEP es un factor de suma importancia para el disefio de

estrategias experimentales para la produccion de estos metabolitos [64, 65].
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6. Disponibilidad de PEP.

Debido a que en E. coli la principal actividad que consume el PEP es el PTS,
seguida de las piruvato cinasas PykA y PykF, estas enzimas han sido objetivo de
diversos estudios que buscan discernir el papel que sus actividades juegan en la
fisiologia de este organismo. El transporte PTS de una molécula de glucosa utiliza una
molécula de PEP (generando una de PYR): esto causa un 100% de intercambio entre
el PEP y el PYR por molécula de glucosa introducida (Figura 5A y 16) [16-19]. Debido
a lo anterior, el PTS ha sido blanco de inactivaciéon para generar cepas con mayor
disponibilidad de PEP [11]. Sin embargo, la inactivacién de PTS causa una reduccion
en la velocidad especifica de crecimiento debido que en la cepa mutante participan
sistemas de transporte de menor velocidad (Figura 4B). Aun mas, algunas de las
estrategias utilizadas en la ingenieria de vias metabélicas implican la delecién de uno
o de todos los genes del sistema PTS, lo que resulta en alteraciones en la regulacion

transcripcional de genes de glucélisis y otros sistemas del microorganismo.
6.1. Cepas PTS- glc+.

Para fines industriales, el mayor problema asociado a la inactivacién del PTS
es la baja velocidad especifica de crecimiento, que afecta esencialmente la
productividad del compuesto de interés. Para solucionar esto se seleccion6 una cepa
PTS:- en cultivo continuo con glucosa como unica fuente de carbono, la cual adquiri6 la
capacidad de crecer a una velocidad especifica de crecimiento cercana a la de la cepa

silvestre (PTS- glc*) (Figura 6) [43].

Cuando esta cepa se caracterizé se encontré que el transporte y la fosforilacion
de glucosa se llevaba a cabo por la accién conjunta de la GalP y la Glk, respectivamente
[66, 67] (Figura 7C). Esta cepa fue probada para determinar la disponibilidad del PEP
y se encontr6é que podia producir niveles de aminoacidos aromaticos mayores a los
observados para la cepa silvestre (PTS*) (Figura 7D) [43, 64, 68]. Puesto que los
cambios fenotipicos de esta cepa PTS- glc* no pueden ser asociados a un cambio

especifico en el genoma, sino a varias mutaciones [69], dicho fondo genético no
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permite una descripcién “limpia” de los cambios determinados en el microorganismo.
Esto llevé a la generacidn de una cepa PTS- a la que se le sustituy6 el promotor nativo

del gen galP por el promotor fuerte Trc, lo que permiti6 a esta cepa adquirir un
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Figura 6. Método de seleccién por quimiostato de cepas PTS- con fenotipo glc*. El tiempo de residencia
es el tiempo promedio que una célula permanece en el cultivo antes de ser lavada por el flujo de medio

de cultivo
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Figura 7. Propiedades de crecimiento y produccién de amino acidos aromaticos de las cepas silvestre,
PTS:, PTS- glc*. A) Velocidad especifica de crecimiento (hr-1). B) Velocidad especifica de consumo de
glucosa. C) Actividad de glucocinasa. D) Rendimiento de amino acidos aromadticos totales. Datos
obtenidos de [43, 64, 66, 68].
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7. Determinacion de flujos de carbono.

El flujo de carbono se define como la cantidad de moles de sustrato que se
procesan por unidad de tiempo, por una actividad enzimatica especifica. La
determinacion de los flujos de carbono es una manera de describir in vivo las

actividades en el metabolismo de un organismo.
7.1. Matriz estequiométrica.

Para poder determinar la distribucién de los flujos de carbono, es importante
conocer las reacciones del metabolismo central de carbono, en este caso de E. coli. Es
fundamental hacer la suposicién de que el comportamiento del sistema con el que se
trabaja es cercano al equilibrio, en donde el cambio de la concentracion de las pozas
de metabolitos con respecto al tiempo es cero. Con esta informacidn se construye una
matriz estequiométrica, la cual agrupa en los renglones las reacciones de la via
metabdlica (m) y en las columnas los coeficientes estequiométricos de los

metabolitos involucrados en dichas reacciones (n). Esto genera una matriz de
dimensiéon M x N con M — N grados de libertad (Figura 8). Generalmente hay mas

metabolitos que reacciones, lo que significa que los grados de libertad tienen un valor
positivo y por lo tanto la matriz no tiene una solucién tnica, sino un hiperplano de

soluciones [71] (Figura 8).
7.2. Distribucion isotdpica.

Si se asume que la via metabdlica descrita en la seccién anterior se alimenta
con glucosa marcada con un isétopo 13C de carbdn, cuyo peso por mol es 1 gr mayor al
is6topo natural 12C, entonces ;cémo se distribuye el is6topo 13C en los esqueletos de
carbono en el metabolismo central de carbono? Si consideramos que el producto final
del metabolismo central son los aminoacidos, entonces cuando la glucosa se
encuentra marcada dichos productos finales tendran diferentes isotopémeros. Pueden
existir dos tipos de isotopomeros, aquellos que tienen el mismo peso molecular pero

diferente posicion del (los) isotopo(s) y aquellos con diferente peso y distribucién del
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(los) isétopo(s). Los isotopdémeros se generan cuando en la via metabdlica de interés
se integran o desprenden carbonos. Si tomamos el ejemplo de la alanina que es una
molécula de tres carbonos, se pueden generar 23 (8) isotopémeros, los cuales pueden
representarse en la matriz de la Figura 9 [72, 73]. Si se multiplica esta matriz por el
vector que contiene la proporcion de los isotopdmeros (I,) se obtienen los valores mj
de abundancia isotopomérica (obtenida de un analisis de espectrometria de masas).
Es importante mencionar que con la abundancia isotopomérica no se puede discernir
entre isotopémeros con el mismo peso pero diferente distribucién de 13C. Entonces,
con esta ecuacion es posible asociar datos experimentales de espectrometria de masas

con abundancia de isotopomeros y viceversa [74].
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Figura 8. Construccién de matriz estequiométrica y descripcion del hiperplano de soluciones.

7.3. Abundancia isotopomérica y flujos de carbono.

Una vez que se han encontrado los isotopémeros responsables (I,) de la

distribucién de masas obtenidas de datos experimentales, ;como se pueden asociar
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éstos con un flujo en particular? El flujo de carbono es una propiedad del metabolismo
que esta asociada al tiempo y a los cambios en la composicion del esqueleto de

carbono analizado.
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Figura 9. Generacién de matriz de isotopémeros posicionales. La alanina se derivatiza con
dimethilformamide dimethilacetal (DMF-DMA) y después se fracciona en un espectrémetro de masas.
Los iones moleculares formados contienen dos y tres carbonos de la alanina (en gris y negro
respectivamente).
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El uso de matrices de mapeo de isotopémeros (IMM por sus siglas en inglés)
permite seguir los cambios en el esqueleto de carbono conforme se transforma

durante el metabolismo [75]. Si se tiene una reaccién:

A+B3C+D

, en donde A y B son los reactivos y C y D son los productos de la reaccién con un flujo
vi. Si se sabe la abundancia I4 e Iz de los isotopémeros que conforman a los reactivos A
y B, entonces es posible determinar la abundancia I¢c e Ip de los isotopémeros que

conforman a los productos C y D mediante las ecuaciones:
Ic = (IMMp>c 1)) ®(IMMpsclp)
Ip = (IMMy5p1,))®(IMMpsplg)

, en donde el operador ® denota a la multiplicacién entre matrices. Si estos se
multiplican por la velocidad de produccién (flujo) de los isotopémeros Ic e Ip se

obtiene las féormulas:

di,
E = Tc(IMMA>CIA)®(IMMB>CIB)
di,
o= o (IMM s 1) @(UMMgsp1g)

, la solucion de este sistema de ecuaciones diferenciales da como resultado el valor de
la produccion de los compuestos C y D, que es el flujo de carbono que transcurre en la

reaccion i [73].
7.4. Flujos metabdlicos.

Encontrar los flujos de las reacciones que componen el metabolismo central de
carbono y de sintesis de aminoacidos, implica resolver las ecuaciones diferenciales de
las matrices de mapeo isopoméricas de cada metabolito de la via. La solucién de cada
sistema de ecuaciones diferenciales (la matriz es un sistema de ecuaciones) es

computacionalmente un proceso complejo, por lo que al tratar de determinar la
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solucion de cada metabolito es, en términos computacionales imposible. Para

encontrar la distribucion de flujos del metabolismo central de carbono, es necesario

recurrir a la matriz estequiométrica, en donde las abundancias isotopoméricas de

cada aminoacido (datos experimentales) se comparan con las abundancias

isotopomérica de cada aminoacido obtenidas de “una” de las soluciones (vértice) del

hiperplano (minimos cuadrados) (Figura 8). La comparaciéon se basa en un error

minimo establecido: si la comparacién no es menor a este error entonces se hace otra

ronda para encontrar “una” nueva soluciéon de la matriz estequiométrica, la cual se

establece como la distribucién de flujos de carbono teéricos que mejor describe los

valores obtenidos experimentalmente [73, 76] (Figura 10).
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Figura 10. Determinacién de distribuciéon de flujos metabdlicos. En la parte izquierda se muestra el
procedimiento experimental y en la parte derecha el modelamiento matematico.
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8. Flujos de carbono en el nodo PEP.

E. coli, al ser el organismo modelo por excelencia, ha sido objeto de un gran
numero de estudios relacionados al nodo del PEP. Estos estudios utilizan diversas
estrategias experimentales para describir los cambios en este nodo. Particularmente
la determinacién de flujos de relativos carbono (fluxoma) permite describir la
plasticidad que este organismo tiene para adaptarse a diversas condiciones. Flores S.
et al,, [66] determinaron las distribuciones de flujos de carbono relativos en cultivos-
lote con glucosa mediante NMR en una cepa silvestre y en dos cepas PTS- glc*.
Emmerling M. et al., [46] determinaron flujos de carbono, mediante NMR, de una cepa
que carecia de la actividad de la pyk; esto se hizo en quimiostato con limitacién de
glucosa o limitaciéon de amonio. Finalmente, Siddiquee, K. A. et al., [47] hicieron un
trabajo en donde relacionaban la expresion genética, la actividad enzimatica y los
flujos de carbono de una cepa pykF -. Estos trabajos describen que en nodo del PEP, las
actividades de la Ppc y la Pck tienen un papel importante en la capacidad del

organismo a adaptarse a cambios en el flujo de carbono entre el PEP y el PYR.
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JUSTIFICACION.

Si bien los trabajos anteriores han sido de importancia en el entendimiento del
metabolismo central de carbono de E. coli, debido a que han sido hechos en fondos
PTS*, éstos no permiten describir los cambios del metabolismo asociados al flujo de
carbono entre el PEP y el PYR debido tnicamente a las piruvato cinasas. Este trabajo
permitira una mejor descripcion del papel que juegan las isoenzimas piruvato cinasa
en el metabolismo central de carbono y en la produccidon de aminoacidos aromaticos

de E. coli.

OBJETIVO GENERAL.

Estudiar la relacién entre el flujo PEP-PYR y su efecto en la capacidad de
crecimiento y distribucion de flujos de carbono en una cepa PTS- galP+, asi como su

posible aplicacion para la producciéon amino acidos aromaticos.

HIPOTESIS.

Si el flujo de carbono entre el PEP y el PYR depende solo de una de las piruvato
cinasas PykA 6 PykF, los efectos en el metabolismo central de carbono y produccién
de aminoacidos aromaticos dependeran no solo del flujo entre estos dos metabolitos,
sino de la regulacién transcripcional y alostérica a las que los genes pyk y las

isoenzimas Pyk estan sujetos(as).
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MATERIALES Y METODOS.
9. Cepas.

Los organismos utilizados en este trabajo se encuentran descritos en la Tabla 1.
De manera general se generaron tres grupos: el grupo de estudio, el grupo productor
de aminodacidos aromaticos (A) y el grupo pck. Cada grupo estd compuesto de los

fondos genéticos PTS-, PTS- galP*, PTS- galP* pykA-y PTS- galP* pykF- (Tabla 1).
9.1. CepaPTS galP+.

Las cepas generadas en este trabajo se derivan de la cepa VH32 galP+, la cual
proviene de la cepa silvestre K-12 (F- A- que utiliza galactosa) [77] (Figura 11). La cepa
VH32 galP* carece de los tres componentes del transporte de glucosa del PTS (Aptsi,
ptsH, crr::kan) dejando el gen kan que confiere resistencia al antibidtico kanamicina
[78]. También el gen que codifica para el represor Lacl del operon lac esta ausente.
Como estrategia para aumentar el transporte de glucosa, a este organismo se le
sustituy6 el promotor silvestre del gen galP por el promotor fuerte trc, lo que le da un
fenotipo PTS- glc* (PTS- galP*). Teniendo en cuenta que Lacl reprime al promotor Tcr
y que el gene de este represor no esta presente en este organismo, galP tiene
expresion constitutiva [70]. EIl método mediante el cual se introdujo el promotor trc
deja un cassette de resistencia a cloranfenicol (cat) flanqueado por los sitios de
reconocimiento (FRT) de la A Red recombinasa (FLP) [79]. En este trabajo, el cassette
de resistencia cat se removi6 tranformando a la cepa VH32 galP* con el plasmido
pCP20 que expresa a la FLP [80]. La cepa obtenida se nombr6 VH33 (PTS- galP*), y
puede ser sujeta a mas modificaciones que hagan uso del gen de resistencia a

cloranfenicol como marcador de seleccion.
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Figura 11. Arbol filogenético en dénde se muestra la linea de las cepas utilizadas en este trabajo (tltimo
ancestro comun en circulo rojo). Adaptada de:
http://bacpathgenomics.wordpress.com/2011/06/15/snp-base-phylogeny-confirms-

similarity-of-e-coli-outbreak-to-eaec-ec55989/.

9.2. Cepas PTS- galP+ pyk.

Utilizando la cepa VH33 (PTS- galP*), en este estudio los genes pykA y pykF se
deletaron para generar las cepas PTS- galP* pykA- y PTS- galP* pykF-, las cuales se
nombraron como VH34 y VH35, respectivamente. La deleciéon se hizo mediante
transduccion utilizando el fago P1: la cepa donadora fue la PB28 (Aptsl, ptsH, crr::kan,
pykA::cat, pykF::aacC1), la cual tiene interrumpidos los genes pykA y pykF por los
casetes de resistencia a cloranfenicol (cat) y a gentamicina (aacC1), respectivamente.
Las cepas VH34 y VH35 se seleccionaron en medio selectivo con cloranfenicol
(10mg/ml) para el fondo PTS- galP+ pykA- y gentamicina (5ug/ml) para el fondo PTS-
galP* pykA-, respectivamente.

9.3. Cepas PTS- galP* pyk pck-.
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En este trabajo se generaron también versiones de las cepas W3110, VH33,
VH34 y VH35 que carecen de la actividad de Pck (pck’). Las versiones pck- de las cepas
W3110, VH33 y VH35 se construyeron mediante transduccién con el fago P1
utilizando como cepa donadora a la JM101 pck- (supE, thi, A(lac-proAB), F’, pck::cat)
[81]. En esta cepa el gen pck se sustituy6 por el cassette de resistencia a cloranfenicol
cat: el método mediante el cual fue generada esta cepa deja sitios FRT los cuales, como
ya se habia mencionado previamente, pueden removerse por la accion de la A-Red
recombinasa. Puesto que la cepa VH34 tiene integrado el casete de resistencia a
cloranfenicol cat, la version VH34 pck- de esta cepa no puede generarse a partir del
lisado del fago P1 derivado de la cepa JM101 pck-. Para resolver esto, a la cepa VH33
pck- se le removio el casete cat y luego se transdujo con el fago P1 utilizando como
cepa donadora a PB28 (Aptsl, ptsH, crr::kan, pykA::cat, pykF::aacC1). La cepa VH34 pck

se selecciond en medio con cloranfenicol.

9.4. Cepas productoras de aminoacidos aromaticos.

Con la finalidad de evaluar la disponibilidad del PEP para la produccién de
aminodacidos aromaticos, las cepas W3110, VH33, VH34 y VH35 se transformaron con
los plasmidos pJLBaroG™rtktA y pTrcpheAev? [68, 82]. pJLBaroG™rtktA contiene una
version del gen aroG resistente a inhibicidon por la PHE. Ademas se encuentra bajo el
promotor fuerte lacUV5 inducible por isopropyl-f3-D-thiogalactopyranoside (IPTG). En
este plasmido también se encuentra clonado, bajo su promotor nativo, el gen tktA
(transcetolasa A), puesto que el primer paso de la via comin del SHIK es la
condensacion de PEP con la E4P, y puesto que estas cepas tienen un mayor flujo de
PEP, el flujo de E4P debe de incrementarse aumentando el nimero de copias de TktA
presentes. El plasmido pTrcpheAe'? contiene una copia de una versién del gen pheA
resistente a inhibiciéon por la PHE, con esto se busca aumentar el flujo de carbono
hacia el producto final PHE. Con estas modificaciones se asegura un aumento en el

flujo de carbono hacia aminoacidos aromaticos.
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Tabla 1: Cepas de Escherichia coli y plasmidos utilizados en este proyecto.

Cepa Descripcion Referencia
PB28 Aptsl, ptsH, crr::kan, pykA::cat, pykF::aacC1 [44]
JM101 pck Supk, thi, A(lac-proAB), F’, pck::cat [81]
W3110 F- A INV(rrnD - rrnE)1 [77]
VH32 galP* W3110 AptsH, pts], crr::Km, Alacl, lacZ::1oxP [70]
APgaip::cat,Prrc
VH33 VH32 galP* APgaip:: Prre Este trabajo
VH34 VH33 pykA::cat Este trabajo
VH35 VH33 pykF::aacC1 Este trabajo
W3110 pck W3110 pck::cat Este trabajo
VH33 pck VH33 pck::cat Este trabajo
VH34 pck VH34 pck::cat Este trabajo
VH35 pck VH35 pck::cat Este trabajo
W3110A W3110/]JLBaroG™tktA, pTrcpheAev? Este trabajo
VH33A VH33/]JLBaroG®rtktA, pTrcpheAev? Este trabajo
VH34A VH34/]LBaroG™tktA, pTrcpheAev? Este trabajo
VH35A VH35/]LBaroG™rtktA, pTrcpheAev? Este trabajo
Plasmidos
pCP20 FLP+, Aci857+, A prRep®s, ApR, CmR [80]
pJLBaroG™rtktA  aroG™r bajo el control del promotor lacUV5; y tktA [82]

bajo su promotor nativo, lleva el repressor laclq y el
marcador tet que confiere Resistencia al antibiotic
tetraciclina. Origen de replicacion pACYC184
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10. Perfiles cinéticos.

10.1. Preparacion del cultivo.

Se hicieron cinéticas de cultivos lote en medio minimo suplementado con
glucosa como unica fuente de carbono a una concentracién de 10 g/1. La composicion
del medio minimo fue: K2HPO4 90 mM, KH2PO4 10 mM, (NH4)2SO4 40 mM, NaCl 20
mM, MgS042H20 1.6 mM, CaCl; 0.05 mM, FeSO47H20 0.072 mM y vitamina B1 0.05
mM. Todos los cultivos stock se guardaron a -70°C en medio LB con glicerol 25%
(v/v). Se prepar6 un preindculo en 5ml de medio rico LB; se dejé durante la noche a
300rpm y 37°C; se lavo el preinéculo dos veces con medio minimo frio y se utilizé
para inocular 50ml de medio minimo con glucosa 5g/1 comenzando con una densidad
optica de 0.1. El cultivo se incub6é durante 12 horas a 300rpm y 37°C en una
incubadora con rotacién (G25, New Brunswick Scientific, Inc.,, New Brunswick, NJ). El
in6culo Se lavé con medio minimo frio y se utilizé para inocular 30ml de medio
minimo con glucosa 10g/l a una densidad 6ptica (DOsoo) de 0.01, se tomaron
muestras a distintos intervalos de tiempo durante 24 horas. En el preinoculo e inéculo
se utilizaron los antibidticos Km (10 pg/pl), Cm (10 pg/ul) y Gm (5 pg/ul) para las
cepas VH33, VH34 y VH35 respectivamente.

10.2. Tratamiento de la muestra.

A las muestras recolectadas se les midi6 densidad optica utilizando un
espectrometro Biomate 5, ThermoSpectronic. Las células se centrifugaron y el
sobrenadante se filtr¢ utilizando un filtro de 0.45um e inmediatamente se guardaron a
-20°C para su posterior caracterizacion por HPLC. La determinacion de gramos de
peso seco se realizé multiplicando la densidad 6ptica por un factor de 0.45 el cual se
comprobé para la cepa W3110 (esto se hizo por triplicado, el valor tiene una

desviacién estandar menor al 10%).

10.3. Determinacion de glucosa y acidos organicos.
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Se determind la concentracion de glucosa y de acido acético mediante HPLC
utilizando una columna Aminex HPX-87H (300 X 7.8 mm; 9 Am Bio-Rad, Hercules,
CA). Las condiciones de corrida fueron: fase movil, 5mM H2SO4; flujo, 0.5 ml/min y
temperatura 50°C. Bajo estas condiciones la glucosa se determiné utilizando indice de
refraccidon, mientras que los productos de fermentacién como el acido acético se
determinaron utilizando arreglo de diodos a 210 nm. Estas mediciones se hicieron en
un sistema Waters HPLC; bomba cuaternaria 600E, inyector automatico 717, indice de

refraccion 2410 y arreglo de diodos 996.
10.4. Calculo de perfiles de fermentacion.

Con los datos obtenidos del analisis anterior se calcularon los valores de la
velocidad especifica de crecimiento (p), el rendimiento de biomasa (Yx), la velocidad
especifica de consumo de glucosa (qs), el rendimiento de acido acético (Yac) y la
velocidad especifica de produccién de acido acético (qac) (Figura 12). La p se obtuvo
de la pendiente de la recta que se obtiene de graficar el logaritmo base 10 de los
gramos de biomasa contra el tiempo. El rendimiento de biomasa se obtiene de la
pendiente de la recta que se forma al graficar los gramos de biomasa producidos
contra los gramos de glucosa consumidos. La velocidad especifica de consumo de
glucosa se obtiene al dividir p entre Yx. El rendimiento de acético se determina de la

misma forma que se Yx, La productividad de acético se calcula multiplicando p por Yac.
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11. Determinacion de flujos de carbono.

11.1. Preparacion del cultivo

Se prepar6 un preindculo en 5ml de medio rico LB y se dejo durante la noche a
300rpm y 37°C. Se lavo el preinéculo dos veces con medio minimo frio y se utiliz6
para inocular 50ml de medio minimo con glucosa 5g/1 comenzando con una densidad
optica de 0.1, se incub6 durante 12 horas a 300rpm y 37°C en una incubadora con
rotacion (G25, New Brunswick Scientific, Inc.,, New Brunswick, NJ). Se lavé el in6culo
una vez con medio minimo frio y se utilizé para inocular, a una densidad éptica de
0.01, 10ml de medio minimo que contiene glucosa marcada en el carbono 1 con el
is6topo de peso 13 (13Cy glucosa) a una concentracién de 10g/l. En el prein6culo e
indculo se utilizé antibiético. Km (10pg/ul), Cm (10pg/ul) y Gm (5pg/ul) para las
cepas VH33, VH34 y VH35 respectivamente. Se recolect6 todo el cultivo (10ml) en
fase exponencial, 9 horas (DOsoonm=3.72) para la cepa W3110, 15 horas
(DO600nm=6.68) para la cepa VH33 y 16 horas para las cepas VH34 y VH35
(DO600nm=7.68 y DOeoonm=5.1 respectivamente). Las células fueron centrifigadas
(9000rpm, 10 minutos) y se guardo el sobrenadante a -20°C para su posterior analisis

por HPLC.
11.2. Obtencion del hidrolizado.

La pastilla celular se sec6 (Eppendorf 5301 VacuFuge Centrifugal Vacuum
Concentrator) y posteriormente se hidrolizé con 50 ul de HCl 6 M por cada miligramo
de peso seco. La hidroélisis se llevdo a cabo durante 24 horas a 110°C, una vez
transcurridas las 24 horas se neutralizé el hidrolizado con NaOH 6 M y se filtr6 para
separar los restos celulares (Titan 2 HPLC filter purple, 0.2um nylon membrane), se

secO y se guardo a -20°C.
11.3. Analisis por espectrometria de masas de los hidrolizados.

La determinacion de las fracciones isotopoméricas de los aminoacidos de las

proteinas celulares se determin6 por cromatografia de gases acoplada a
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espectrometria de masas (GC-MS) [83, 84]. El andlisis de los aminoacidos se hizo
después de derivatizar con t-butil-dimetilsilil [85, 86]. Todas las muestras se midieron
en modo “scan” para comprobar que no hubiera interferencia isobarica entre los
aminoacidos y otros componentes del hidrolizado. Hecho esto, el patréon de
aminodacidos se determiné por triplicado via monitoreo del ion seleccionado de un
grupo de iones, que representa la fraccion [M-57] la cual contiene el esqueleto de

carbono completo de los aminoacidos.
11.4. Modelamiento metabdlico y estimacion de parametros.

Todas las simulaciones metabdlicas se llevaron a cabo en una computadora
personal utilizando Mathlab 7.0 (Mathworks Inc.) Los detalles de las herramientas
computacionales estan reportadas en varias fuentes [86-88]. La red metabdlica
modelada incluye a las vias EMP, PP, TCA, las reacciones anapleréticas (Ppc y Pck), las
enzimas malicas (Mae), el shunt de glioxalato (AceA y AceB). El calculo de la demanda
anabdlica de precursores se bas6 en la composicién de la biomasa de E coli. Los datos
de marcaje de los aminoacidos proteinicos y los datos estequiométricos de tres
experimentos independientes se combinaron para el calculo de los flujos metabdlicos.
Los flujos metabdlicos que dan una desviacibn minima entre las fracciones
isotopoméricas simuladas y las experimentales se tomaron como la distribucidon de
flujos de la red metabdlica. Puesto que el nimero de reacciones (ecuaciones) es mayor
que el nimero de metabolitos (incégnitas), la red estaba sobre determinada, es decir,
tenfa un numero finito de soluciones. Esto permiti6 realizar un tratamiento de
minimos cuadrados, con la finalidad de encontrar la mejor solucién del sistema. El
analisis estadistico de los flujos determinados se hizo mediante el método de Monte
Carlo [86]. La presentacién de la distribucion de flujos se hace relativos a la glucosa,
esto es, se considera el transporte de glucosa como un flujo de 100% y los otros flujos

se presentan relativos a este valor.
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12. Produccion de aminoacidos aromaticos.

12.1. Células en reposo.

Para determinar la disponibilidad del PEP se generaron cepas productoras de
aminodacidos aromaticos (W3110A, VH33A, VH34A y VH35A). La capacidad de estas
cepas para canalizar carbono hacia la via comun del SHIK fue evaluada mediante
células en reposo. El objetivo de esta técnica de cultivo es que el organismo utilice el
carbono que introduce Unicamente en el metabolismo central, esto es, que el carbono
no sea dirigido hacia la produccién de biomasa. Para ello se hicieron cinéticas de
cultivos lote en medio minimo suplementado con glucosa como unica fuente de
carbono, a una concentraciéon de 10 g/l adicionando el antibiético cloranfenicol con el
objetivo de detener el crecimiento celular. Se preparé un preindculo en 5ml de medio
rico LB y se dejé durante la noche a 300rpm y 37°C. Se lavé el preindéculo dos veces
con medio minimo con 10 g/l de extracto de levadura (MM+YE) frio y se utiliz6é para
inocular 50ml de MM+YE con glucosa 5g/l comenzando con una densidad dptica de
0.1, se incubd durante 12 horas a 300rpm y 37°C en una incubadora con rotacidn. Se
lavo el in6culo con medio minimo frio y se utilizé para inocular 50ml de medio
minimo con glucosa 10g/l a una densidad oOptica (DOeoo) de 0.1. Se adiciond
cloranfenicol (50 pg/ml) e IPTG (100uM) para detener el crecimiento e inducir los
genes aroG™ y pheAev2. Es importante mencionar que aun cuando la cepa VH34
contiene el cassette de resistencia para cloranfenicol, después de los lavados con
medio minimo el crecimiento de esta cepa es reducido, esto mimetiza el efecto de la
adicion de cloranfenicol por lo que el fenotipo es el de las células en reposo (Figura
17). Los cultivos se incubaron a 37°C y 300 rpm durante 10 horas tomando muestras

cada hora.
12.2. Tratamiento de muestra.

A las muestras recolectadas se les midié la densidad dptica utilizando un

espectrometro Biomate 5, ThermoSpectronic. Las células fueron centrifugadas y el
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sobrenadante fue filtrado utilizando un filtro de 0.45pm e inmediatamente se

guardaron a -20°C para su posterior caracterizaciéon por HPLC.
12.3. Determinacion de glucosa y acidos organicos.

Se determind la concentracion de la glucosa y el acido acético mediante HPLC
utilizando una columna Aminex HPX-87H (300 X 7.8 mm; 9 Am Bio-Rad, Hercules,
CA). Las condiciones de corrida fueron: fase movil, 5mM H2SO4; flujo, 0.5 ml/min y
temperatura 50°C. Bajo estas condiciones la glucosa se determin6 utilizando indice de
refraccion, mientras que el acido acético, el DHS y el SHIK se determinaron utilizando
arreglo de diodos a 210 nm. Estas mediciones se hicieron un sistema Waters HPLC;
bomba cuaternaria 600E, inyector automatico 717, indice de refracciéon 2410 y arreglo
de diodos 996. La determinaciéon de la concentraciéon de la PHE se hizo con una
columna Phenomenex Synergy Hydro RP18 (150x4.6 mm; 4m) conectada a un
sistema Agilent 1100 HPLC (Agilent technologies, Palo Alto, CA). Las condiciones de
corrida fueron: fase movil, 0.2% TFA en metanol 40%; flujo, 0.5 ml/min. La deteccién

se llevé a cabo con un arreglo de diodos a 280 nm.
12.4. Calculo de perfiles de produccion de aminoacidos aromaticos.

Con los datos obtenidos del analisis anterior se calcularon los valores de la
velocidad especifica de crecimiento (i), el rendimiento de biomasa (Yx), la velocidad
especifica de consumo de glucosa (qgs), el rendimiento y la velocidad especifica de

produccion del acido acético, el DHS, el SHIK y la PHE. La velocidad especifica de

AlG

consumo de glucosa se obtuvo mediante la férmula: g, = 5 (t])

en dénde A[GLC] e

el cambio en la concentracién de la glucosa, X es la biomasa promedio y A(t) es el
cambio en el tiempo. La misma féormula se utilizé para el calculo de las velocidades
especificas de produccion del acido acético, el DHS, el SHIK y 1a PHE. Los rendimientos

se calculan como se mencion6 en la secciéon 10.4.
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13. Determinacion de la actividad total de piruvato cinasa.

Durante las fermentaciones en medio minimo con glucosa 10g/l, en fase
exponencial, se recolectaron las células mediante centrifugaciéon (10,000 g por 10
minutos), se lavaron dos veces con buffer de fosfato de sodio (pH 7.2 a 4°C) 50 mM, se
resuspendieron en el mismo buffer y se sonicaron (Ultrasonic Disrupter, Soniprep
150) para romperlas usando cuatro pulsos de 15 segundos en bafio frio (0°C). Los
restos celulares se separaron por centrifugaciéon (10,000 g por 10 minutos a 4°C) y el
extracto resultante se utilizé para determinar la actividad enzimatica. Las actividades
enzimaticas se determinaron de manera espectroscopica a 340nm y 30°C (Biomate 5,
ThermoSpectronic) usando 1 U de lactato deshidrogenasa (Ldh) acoplando la reaccién
a la reduccion del NADH [89]. La mezcla de reaccién contiene KCI 50 mM, MgCl2 5
mM, ADP 2 mM, NADH 0.2 mM, PEP 100 mM, fructosa-1,6 biphosphate (FBP) 1 mM,
AMP 1 mM and ribose-5-phosphate (R5P) 1 mM. Los valores de actividad estan
reportados en unidades internacionales (IU) de actividad especifica enzimatica los
cuales se definen como la cantidad de enzima requerida para convertir 1 mmol de
sustrato en el producto por minuto por miligramo de proteina a 30°C. La
concentracion de proteina se midi6 usando el método de Lowry [90]. Las actividades
enzimaticas se reportan como el promedio de tres experimentos independiente, con lo

que se obtuvo una desviacién estandar menor al 10%.
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RESULTADOS.

14. Comprobacion por PCR.

Se comprob6 mediante PCR la inactivacion de los genes, utilizando los oligos
descritos en la Tabla 2. En la Figura 13A se muestran las regiones cromosomales en
donde se encuentran los genes pykA y pykF, asi como dichas regiones después de la
interrupcion con los casetes cat y gen, respectivamente. En la figura 13B se presenta el
gel de agarosa en el que se separd el DNA producto de la reaccion de PCR, utilizando
los oligos para amplificar la regiéon del gen pykA y del gen pykF. En la reaccién que
utiliza los oligos para el gen pykA, se observa un producto de 1.5 kb aproximadamente
en la cepa silvestre; mientras que cuando el gen se interrumpe por el gen cat, el
producto de la amplificacidn es de 2.5 kb. De manera mas sencilla para la region del
gen pykF, el oligo “reverso” alinea en la region del gen aacCI por lo que solo habra

producto (2 kb) en la region interrumpida.

Tabla 2: Oligos utilizados en este proyecto.

Nombre Secuencia Referencia
Ppyka(fw) TGA AGG AAT CGC GTT TTG ATA Este trabajo
Ppyka(rv) GTA TTA GTA GAA CCC ACG GTA Este trabajo
Ppykr(fw) CGT AACCTT TTC CCT GGA ACG Este trabajo
Paacc1(rv) GAG TCC GGC TGA TGT TGG GAG TAG GTG GCT Este trabajo
Ppck(fw) AATTATCGCATCCGGGCAG [91]
Ppek(rev) CAGGGCACGACAAAAGAAG [91]
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VH33 VH34 VH35 VH33 VH34 VH35

Figura 13. A) Comparacioén entre la regién cromosomal del gen pykA en la cepa VH33 con la cepa VH34
que tiene interrumpido el gen por el casete de resistencia a cloranfenicol. Se muestra también a los
oligos utilizados para amplificar dichas regiones. Comparacién entre la regién cromosomal del gen pykF
en la cepa VH33 con la cepa VH35 que tiene interrumpido el gen por el cassette de resistencia a
gentamicina. Se muestra también a los oligos utilizados para amplificar dichas regiones. C) Fotografia
de la separacién de los productos de PCR de los oligos Pura(fw), Pyyra(rev), Pprr(fw)y Pgen(rev) por
electroforesis en gel de agarosa 1%.
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15. Parametros cinéticos.

Las curvas de produccién de biomasa, consumo de glucosa y produccién de

acido acético se muestran a continuacion en la figura 14.
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Figura 14. Curvas de crecimiento, consumo de glucosa y produccién de acético de las cepas W3110
(PTS"), VH33 (PTS- galP+), VH34 (PTS- galP+ pykA’) y VH35 (PTS- galP* pykF-) en medio minimo
suplementado con glucosa 10 g/L. Todos los experimentos fueron realizados por triplicado. En la figura
se muestra una curva representativa.
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De estas curvas se calcularon los parametros cinéticos velocidad especifica de
crecimiento (u), rendimiento de biomasa (Yx), velocidad especifica de consumo de

glucosa (qs), rendimiento de acético (Yac) y velocidad especifica de producciéon de

acético (gac), que se muestran en la tabla 3.

Tabla 3: Parametros cinéticos de las cepas utilizadas en este trabajo.

Cepa 1 Yx/s gs Yac/cic JAc
(b)) (g/ mol) (mmol /g/h) _ (mol /mol) _ (mmol/g/h)
W3110 (WT) 069+0.01 5244+442 161+033 12001 4.31:0.12
VH33 (PTS) 045£0.00 63+3.60 69:0.61 0.09£0.00 0.23£0.00
VH34 (PTS PykA)  0.44+0.00 104.4+1620 4.2+0.61 - -
VH35 (PTS PykF)  0.36+0.01 84.6+9.00  4.2+0.41 - -
W3110 Pck- 064004 51.76+1.93 12.44+023 0.32+0.03 1.14+0.01
VH33 pck (PTS Pck) 0.37+0.00 80.47+0.86 4.61£0.09 001+0.01 0.03%0.00
VH34 pcl;c(lgI'S' PYKA™ 334002 101.00£287 3.35:0.13 - -
VH35 pc';Cg)TS' PYKE" 994000 7332£206 3.96+0.13 - -

La cepa silvestre W3110 mostro los valores de la , 1a gs, la qac y el Yac mas altos
entre las cepas estudiadas en este trabajo (Tabla 3). Se observé un comportamiento
decreciente conforme el numero de actividades responsables del flujo entre el PEP y
el PYR disminuye (PTS*>PTS->PTS-pykA- 6 PTS- PykF-). Es importante hacer notar que
mientras que la cepa W3110 alcanza la fase estacionaria en alrededor de 10 horas,
para las cepas con fondo PTS- (VH33, VH34 y VH35) esto sucede alrededor de las 16
horas (Figura 14). De acuerdo a lo anterior es el hecho de que la velocidad especifica
de glucosa es dos y cuatro veces mayor en la cepa W3110 comparado con los fondos
PTS- (VH33) y PTS- PykA o PTS- PykF- (VH34 y VH35) respectivamente. Respecto a la
produccion y rendimiento del acético, W3110 present6 los valdres mas altos entre las
cepas evaloradas. La delecion del sistema PTS en la cepa VH33 causé una caida del
97% en la magnitud del Yac/ci, y cuando alguno de los genes pyk se deleta en el fondo

PTS, no se detect6 produccion de acético.
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En lo que respecta al rendimiento de biomasa, el comportamiento es al
contrario del observado para los otros parametros (PTS*<PTS-< PTS-pykA- 6 PTS-
PykF-), en donde el valor minimo se observa en W3110 y el maximo en VH34 con una

relaciéon 1:2.
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16. Actividad de la piruvato cinasa.

Las actividades de piruvato cinasa se determinaron en las cepas estudiadas
(Figura 15). Las cepas W3110 y VH33 tienen presentes las dos isoenzimas de piruvato
cinasa, por lo que el valor reportado es la suma de ambas actividades. En las cepas

VH34 y VH35 la actividad reportada es debido a la PykF 6 la PykA respectivamente.

0.25
0.2
0.15
0.1
0.05
0

U/mg protein

= A
= e

PTS- pykA-
PTS- pykF-

Figura 15. Actividad total de piruvato cinasa en las cepas W3110, VH33, VH34 y VH35. La actividad se
determiné en células en fase exponencial. Los resultados mostrados son el promedio de tres
experimentos independientes con una desviacién estandar menor al 10%.

En las cepas W3110 y VH33 la actividad reportada es similar. Interesantemente
la actividad de la PykF en VH34 es la maxima observada en las cepas evaluadas. Por
otra parte este valor es bajo en la cepa VH35, el cual corresponde a la PykA y es una

cuarta parte de la actividad de la PykF en VH34.
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17. Determinacion de flujos de carbono relativos.

Los flujos de carbono calculados para las cepas estudiadas se muestran en la
Figura 16, donde se ven los valores relativos con respecto a la glucosa (100%), de tal
forma que cuando se observa un valor sobre la reaccién que genera un metabolito en
particular este es la proporcion, con respecto a la glucosa, de moles que transcurren
por dicha reaccién. Tomemos como ejemplo el nodo de la G6P para la cepa W3110. El
transporte de glucosa en esta cepa se debe al PTS, por ello el valor de 100% se
encuentra al lado de la representacion de la reaccion debida al PTS. En este nodo hay
dos actividades que consumen a la G6P, Pgi y Zwf, de acuerdo a los datos obtenidos de
la distribucién de flujos de carbono, 83% de las moléculas de la G6P van hacia la

glucolisis via la Pgi, mientras que 16% van hacia la PP via la Zwf.
17.1. Elnodo de la G6P.

Analizando la distribucién de flujos de carbono, comenzando con el nodo de la
G6P, se observa que la cepa W3110 canaliza la mayor proporcion de esqueletos de
carbono hacia glucélisis via la Pgi. Las cepas con el fondo PTS- (VH33, VH34 y VH35)
muestran una disminucién de 15% en este valor. Como consecuencia, las cepas VH33,

VH34 y VH35 duplican el flujo de carbono hacia la PP.
17.2. Elnodo del PEP y del PYR.

Los flujos de carbono hacia el nodo del PEP, debido la actividad de enolasa
(Eno) en las cepas VH33, VH34 y VH35 mostraron una disminucién en donde la cepa
VH34 tuvo el valor mas bajo entre estas cepas. Sin embargo, si se toma en cuenta las
actividades responsables de la reaccion entre y el PEP y el PYR (PTS, PykA y PykF), se
tiene que la cepa W3110 tiene las tres actividades, VH33 sdlo las actividades de las
Pyk, y VH34 y VH35 una de las actividades de las Pyk. W3110, por el hecho de tener
activo el PTS asegura un flujo de 100% entre el PEP y el PYR, lo que deja un 63% de
flujo de carbono debido a las actividades de las Pyk, lo que en suma da un total de

163%. En VH33, al no tener el PTS, el valor calculado de flujo corresponde a las dos
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actividades de las Pyk (142%), mientras que el flujo de 126 y 127% calculado en las
cepas VH34 y VH35 se debe a la PykA y la PykF, respectivamente. Lo anterior muestra
que el flujo de carbono relativo entre el PEP y el PYR debido a la(s) actividad(es) de
la(s) Pyk en realidad aumenta en los fondos PTS- con respecto a la cepa silvestre

W3110.
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Figura 16. Distribucién relativa de flujos de carbono de las cepas W3110 (PTS+*), VH33 (PTS- galP*),
VH34 (PTS:, galP+, pykA) y VH35 (PTS- galP*, pykF-). Los valores para cada cepa se muestran en
diferentes tonos de azul. También se muestran los valores de velocidad especifica de consumo de

glucosa (gs) en mmol / g / h. En el nodo del PEP se incluyeron los valores de la actividad de la piruvato
cinasa, asi como la(s) proteina(s) responsable(s) de dicha actividad.
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Se observo un ciclo entre el PEP y el OAA que se lleva a cabo por la reaccion
anapleurdtica catalizada por la Ppc y la gluconeogénica catalizada por la Pck. El flujo
neto de este ciclo es hacia el OAA y su magnitud es diferente en las cepas evaluadas.
En W3110 el valor del flujo neto es de 11%, este valor aumenta a 19%, 17%y 26% en
las cepas VH33, VH34 y VH35, respectivamente.

17.3. Elnodo de la AcCoA.

La distribucién de flujos de carbono alrededor de este nodo son los que
muestran las diferencias mas pronunciadas en los valores calculados en este trabajo.
En el modelo utilizado, este nodo se nutre tinicamente de la actividad del complejo de
la piruvato deshidrogenasa. La cepa W3110 canaliza el 76% del carbono que llega a la
AcCoA (152%) hacia la produccion del acetato (fermentacion) el flujo restante es
canalizado a el TCA via la citrato sintasa (GItA) y una muy pequefia proporcion al
shunt del glioxalato via la malato sintasa (AceB). La distribucion de flujos es diferente
en las cepas PTS-, en dénde la cepa VH33 canaliza solo 7% a la produccién de acetato
mientras que las VH34 y VH35 no lo hacen. Por otra parte, la cepa VH33 canaliza 77%
de los esqueletos de carbono hacia el TCA, seguida de las cepas VH34 con un 64% y
VH35 un 50%. Ademas, las cepas W3110 y VH35 presentaron flujo de carbono por el
shunt del glioxalato de 1.8% y 15%, respectivamente, mientras que en las cepas VH33

y VH35 no se observo flujo de carbono a través de esta via.
17.4. Produccion de la biomasa.

Dentro de los cambios observados entre las cepas estudiadas, se encuentra el
flujo destinado a la produccién de la biomasa. Mientras que la cepa W3110 presenté
los valores de flujo de carbono hacia la biomasa mas bajos, las cepas VH33, VH34 y
VH35 tuvieron altos flujos, siendo la cepa VH34 la que canaliz6 mayor flujo de
carbono. Es particularmente ilustrativo el nodo de la AcCoA en donde la cepa W3110
canaliza un alto flujo de carbono hacia la produccién del acético; sin embargo las
cepas VH33, VH34 y VH35 reducen o no producen del todo el acético, pero utilizan de
maneras distintas el flujo de carbono que llega a la AcCoA. La cepa VH33 canaliza 95%
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del AcCoA hacia el TCA siendo el flujo de carbono hacia la biomasa de 19%, apenas
30% mayor que el de la cepa W3110. La cepa VH34 por el contrario canaliza 31% de
la AcCoA hacia la produccion de la biomasa a expensas de un flujo de 47% hacia el
TCA. Finalmente, en la cepa VH35, la distribucién de la AcCoA hacia el TCA y la

biomasa fue de 74% y 25% respectivamente.

51



18. Produccion de los aminoacidos aromaticos.

Puesto que el PEP es un precursor de la via del SHIK de la cual se generan los
aminodacidos aromaticos PHE, TYR y TRP, una manera de medir la disponibilidad del
PEP es modificar las cepas a evaluar para que puedan canalizar el PEP hacia la
biosintesis de los aminoacidos previamente mencionados. Dichas modificaciones se

describieron en la seccién 9.4.
18.1. Células en reposo.

El objetivo de probar las cepas modificadas, para producir aminoacidos
aromaticos en condiciones de células en reposo, radica en que dicho tratamiento
permite que las células no utilicen la glucosa para la produccién de la biomasa
(gracias al efecto inhibitorio de la sintesis de proteinas del antibidtico cloranfenicol).
Esto permite que la glucosa pueda ser dirigida al producto de interés, en este caso la
PHE. En la Figura 17 se muestra la curva de crecimiento de las cepas evaluadas en este
trabajo. De esta figura es claro que no se observa crecimiento significativo en las

cuatro cepas evaluadas.

Tabla 4: Parametros cinéticos de células en reposo.

qa YrHE / YDHS+SHIK+PHE /
C
gs (mmol/g/ YDHS /Glc  YSHIK/Glc Glc Glc
Cepa (mmol / g/ h) h) (mol / mol) (mol / mol) (mol / mol) (mol / mol)
W3110A 2.51+0.10 7.52+0.4 0.01+0.00 0.00£0.00 0.04+0.01 0.05+0.01
VH33A 0.70+0.04 -- 0.13+0.03 0.06+0.01 0.25%0.03 0.44+0.06
VH34A 1.96%0.02 -- 0.05%0.01 0.04+0.00 0.08%0.00 0.17+0.01
VH35A 0.91+0.04 -- 0.24+0.01 0.06+0.00 0.03%+0.01 0.33+£0.02
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Figura 17. Curva de crecimiento y de produccién del DHS, SHIK y de la PHE con respecto a la glucosa
consumida de las cepas W3110 (PTS+), VH33 (PTS- galP*), VH34 (PTS- galP+, pykA-) y VH35 (PTS- galP+,

PYKF).
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18.2. Rendimiento del DHS, el SHIK y la PHE.

Puesto que el PEP es un metabolito precursor de la via del SHIK, y de acuerdo a
los resultados anteriores que muestran cambios importantes alrededor de este nodo,
se decidi6 evaluar la capacidad de las cepas estudiadas para producir intermediarios
aromaticos y el producto final PHE. En la figura 18 se muestran los rendimientos de

los intermediarios DHS y SHIK y del aminoacido aromatico PHE.

Yarom (Mol / mol)
o o o
N w By

IS4
N

" ol ol

W3110A VH33A VH34A VH35A
[(JDHS SHIK H PHE Il AROMATICOS TOTALES
TYR TRP

NAPDH NAPD* ® x
PPP EaP %{gg A8 AroD AroE AroK \ /
" » DAHP ——p " 2p[DHS| ¢ L'.sl-uK-r’ﬂf»ssp“‘“”‘ ArCy cho
r‘ YdiB ATP ADP PheA
TCA PEP
1

NADH NAD*

U

PPY

e

Figura 18. Rendimiento del DHS, el SHIK, la PHE y aromaticos totales de las cepas W3110 (PTS+), VH33
(PTS- galP*), VH34 (PTS- galP+, pykA’) y VH35 (PTS- galP+, pykF-) transformadas con los plasmidos

pJLBaroG™rtktA y pTrcpheAev?, que permiten dirigir el flujo de carbono a la via comun del SHIK y la via
del producto final PHE.

Los resultados obtenidos indican que las cepas evaluadas muestran fenotipos
distintos en los rendimientos del DHS, el SHIK y de la PHE. La cepa VH35A produce
DHS con mayor rendimiento (0.24), este valor es 24, 1.8 y 4.8 veces mayor que los
valores observados en las cepas W3110A, VH33A y VH34A, respectivamente. El SHIK
no se observo en los sobrenadantes de la cepa W3110A, mientras que las cepas con

fondo PTS- tuvieron valores similares de rendimiento de este metabolito (0.06, 0.04 y
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0.06 para las cepas VH33, VH34A y VH35A, respectivamente). Al respecto de los
rendimiento reportados de la PHE, la cepa VH33A es la que tuvo el maximo
rendimiento con un valor de 0.25 mol / mol GLC, este valor es 4.8, 3 y 8.3 veces mayor
que el observado para las cepas W3110A, VH34A y VH35A. La cepa W3110A fue la
que presentd los menores valores de rendimiento en los tres metabolitos evaluados
DHS, SHIK y PHE. Cuando los rendimientos de cada metabolito se sumaron para
evaluar la capacidad de la cepa para producir aminoacidos aromaticos totales, la cepa
VH33A presenté el valor mas alto (0.44). Las cepas VH35A, VH34A y W3110A
presentaron rendimientos totales que fueron del 75%, 38% y 11% del observado en la

cepa VH33A.
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19. Generacion y caracterizacion de las cepas Pck-.

En los resultados de flujos relativos se observo un ciclo entre los nodos del PEP
y del OAA: éste tenia valores de flujo neto del 11%, 19%, 17% y 26% para las cepas
W3110 Pck;, VH33 Pck;, VH34 Pck- y VH35 Pck;, respectivamente. Para tratar de
entender el papel que este ciclo juega en la fisiologia de las cepas evaluadas, se deleto
el gen que codifica para la proteina responsable de la actividad de la PEP
carboxicinasa (pck). Elegimos esta proteina y no la PEP carboxilasa (ppc) porque la
Pck es una enzima gluconeogénica, que no deberia estar activa en las condiciones

estudiadas. Los parametros cinéticos de las cepas Pck- se muestran en la Tabla 3.

La inactivacién de la Pck generé una disminucién en la p en todas las cepas
evaluadas, siendo mas pronunciado este efecto en la cepa VH34 pck.
Interesantemente, el rendimiento de la biomasa de la cepa VH33 pck- tuvo un
aumento del 30% con respecto a la cepa VH33. Los consumos de glucosa fueron
menores en todas las cepas evaluadas, en donde la cepa VH35 pck fue la menos
afectada. Finalmente, la produccion del acético disminuyé en las cepas W3110 pck- y

VH33 pck, pasando de 1.2 a 0.32y 0.09 a 0.01 mol / mol, respectivamente.
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DISCUSION.

El objetivo de este trabajo fue hacer una evaluaciéon detallada acerca de la
fisiologia de Escherichia coli, cuando tiene modificaciones en las actividades
responsables del flujo de carbono entre el PEP y el PYR. Existen tres actividades
responsables de este flujo: el sistema PTS y las actividades de PykA y de PykF. Se
gener6 una cepa derivada del fondo W3110 con el sistema PTS ausente, pero con la
capacidad de crecer en glucosa como unica fuente de carbono (VH33). A esta cepa se
le inactivaron una de las piruvato cinasas PykA o PykF para generar las cepas VH34 y

VH35.

En la cepa de referencia W3110, cuando crece en glucosa como Unica fuente de
carbono, el consumo de glucosa debido al PTS causa un 100% de flujo de carbono
entre el PEP y el PYR. Esto hace que los niveles del PEP sean bajos, lo que genera poca
disponibilidad de este metabolito, esto lo confirma el hecho de que esta cepa es la que
tiene el menor rendimiento de aromaticos totales. Los bajos niveles del PEP evitan la
inhibicién alostérica de las enzimas Glk, Pgi, Pfk, FbaB y del transporte de glucosa via
la RNAsaP, lo que tendria como efecto un aumento en las pozas de intermediarios
glucoliticos [50-52]. Particularmente, una mayor disponibilidad de la F1,6P inactivaria
a la proteina represora Cra induciendo los genes glucoliticos y generando un flujo alto
en la glucdlisis. El alto flujo entre el PEP y el PYR (163%) podria generar altos niveles
de PYR, los cuales a su vez inducirian la accion de la Pta, la cual adiciona un fosfato a la
AcCoA comprometiendo el flujo de carbono hacia la produccion de acetato [53]. Ha
sido demostrado que la accidon de la acetil CoA sintasa (Acs) se inhibe debido al alto
consumo de glucosa, lo que en este caso haria que el acetato se acumule. Este
metabolismo fermentativo explica por qué, en la cepa W3110, el flujo en el TCA se
encuentra reducido. En esta cepa se determind que hay flujo de carbono a través del
shunt de glioxalato, aunque este valor es muy pequefio: esto se podria deber a que el
acetato generado comienza a ser consumido. El resultado de la produccion de acetato

es una disminucién en el pH (datos no mostrados) y la pérdida de carbono via
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produccion de acetato, siendo ambos un problema en cepas industriales en donde un

mayor rendimiento de biomasa y utilizacién de carbono son requeridas.

La delecion del sistema PTS en esta cepa tiene dos tipos de efectos: uno debido
a la actividad del PTS (disminucién en el consumo de glucosa) y otro debido a las
propiedades regulatorias del PTS (ausencia del complejo Crp-AMP.). En esta cepa la
fosforilacion de GLC no depende del PEP; en lugar de éste, el ATP es el donador de
fosfato en la reaccion catalizada por la Glk. La cepa progenitora VH30 (PTS-) tiene una
n de 0.03 hr-l; y este valor aumenta a 0.45 hr! en la cepa VH33 (PTS- glc*) debido a la

sustitucion del promotor silvestre de la galP por el promotor fuerte trc [70].

En este estudio, la qs de la cepa VH33 es 43% de la determinada en la cepa
W3110 (16.2 mmol / g * h). Una consecuencia de la disminucién en este valor es la
reduccidn del flujo glucolitico. Con la determinacion de flujos relativos de carbono fue
posible determinar que el cambio mdas importante observado en esta cepa, con
respecto a la cepa W3110, es un cambio en la distribucion de flujos en el nodo de la
AcCoA, que resulta en una alta reduccion en la qac. La AcCoA no se dirige a la
produccion de acetato sino al TCA; esto tiene como consecuencia un incremento en la
biosintesis de los metabolitos precursores de la biomasa, el a-cetoglutarato (a-KGT) y
el OAA, asi como el poder reductor en la forma del NADH y del FADH2, que puede
generar moléculas de ATP mediante la fosforilacién oxidativa. La inactivaciéon de
cualquiera de las isoenzimas piruvato cinasas (PykA, PykF) en el fondo PTS- glc* causa
una reduccién adicional del 50% en la gs y en el flujo entre los metabolitos PEP y PYR,
con respecto a la cepa W3110. Esto significa que ambas enzimas son necesarias para
mantener el flujo en esta parte de la glucolisis cuando E. coli crece en glucosa como
Unica fuente de carbono. Sin embargo, es interesante el hecho que el flujo entre el PEP
y el PYR, debido inicamente a las isoenzimas piruvato cinasas es mayor en las cepas
VH33, VH35 y VH34 comparadas con la cepa W3110 (142%, 127%, 126% y 63%,
respectivamente). Particularmente para la PykA, lo anterior muestra que, a pesar de
tener una actividad que es alrededor de 25% de la observada para la PykF, esta
isoenzima es capaz de generar el mismo flujo entre el PEP y el PYR. En estas cepas no
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se observé produccidn de acetato y el flujo dirigido al TCA fue mayor comparado con
la cepa W3110 pero menor cuando se compar6 con la cepa VH33. Otra respuesta
observada en la cepa PTS- glct y en las cepas PTS- PykA,F- fue un aumento en la
distribuciéon de flujos en el metabolismo central que generan la biomasa. El
rendimiento de la biomasa es alrededor de dos veces mayor en las cepas VH34 y
VH35, cuando se compararan con la cepa VH33. Esta respuesta pudiera tener el efecto
de conservar la reducida cantidad de metabolitos debido a la reduccién en la qs y
capacidad catabodlica de las cepas con fondo PTS- glc* y PTS- PykA,F-. Como era de
esperarse, los valores de flujos de carbono que llevan a la produccién de la biomasa,
muestran una correlacion positiva con el rendimiento de la biomasa en todas las cepas

estudiadas.

En las cuatro cepas se observa un ciclo entre el PEP y el OAA debido a la accién
de la enzima anapleurética Ppc y la gluconeogénica Pck. Este ciclo ya habia sido
reportado por otros autores en cepas silvestres de E. coli [46, 66]. Una comparacion
entre las cepas generadas en este trabajo provee la oportunidad de estudiar el papel
de este ciclo en este organismo. El andlisis de flujo revela que la inactivacion del PTS
genera un aumento en este ciclo, cuyo flujo neto hacia el OAA también aumenta. Una
respuesta similar, pero mayor en magnitud es observada cuando la PykF se inactiva
en el fondo PTS- glc* (VH35). En contraste, el valor mas pequefio de este ciclo se
observa en la cepa VH34 (PTS- glc* PykA-). Estos resultados sugieren una correlacion
inversa entre la gs y el flujo neto en este ciclo metabdlico cuando se comparan las
cepas W3110, VH33 y VH35. No es claro porqué esta correlaciéon no aplica para la cepa
VH34. Esto puede estar relacionado a los diferentes efectos en la distribucion de

flujos, alrededor del nodo del PEP, obtenidos de la inactivacion de la PykA o la PykF.

El cociente entre el ATP / ADP es un importante parametro fisiolégico que
modula varias funciones celulares. Se ha observado que una reduccién de este
cociente, debido a un aumento en la hidrdlisis del ATP, estimula el flujo por el EMP
[92]. Cada ciclo que involucra a la Ppc y la Pck implica el consumo de una molécula de
ATP (gracias a la actividad de cinasa de la Pck). Entonces, una reduccion en el cociente
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entre el ATP / ADP es de esperarse en cepas con altos flujos en el ciclo de la Ppcy la
Pck, y esto podria estimular el flujo por el EMP. La correlacion inversa entre las cepas
W3110, VH33 y VH35 sugiere este efecto que en las cepas mutantes y
consecuentemente un aumento en la capacidad de crecimiento en las cepas VH33 y
VH35. Para comprobar esta hipdtesis, se generaron y caracterizaron (parametros
cinéticos) cepas derivadas de W3110, VH33, VH34 y VH35 con la actividad de la Pck
inactivada (pck). Se observé una reduccion en la gs y la p en todas las cepas Pck;, lo
que sugiere que la funcién del ciclo Ppc - Pck es la de estimular el flujo por el EMP. Es
muy interesante el hecho que la inactivaciéon de la Pck en la cepa VH33 genera un
aumento en el Yy, lo que sugiere que un bajo flujo a través de la Pck en la cepa VH34

podria tener un papel importante en el alto valor del Yx observado en esta cepa.

Algunas de las respuestas metabolicas discutidas previamente, que incluyen la
reduccion de la gs y la redistribucién de flujos de carbono en varios puntos en el
metabolismo central, pueden ser explicadas parcialmente considerando la regulaciéon
alostérica que el PEP ejerce sobre varias enzimas del EMP. Ain mas, se ha reportado
que el PEP puede inhibir la actividad de la Glk [51]. Considerando las modificaciones
geneticas hechas a las cepas estudiadas, podria esperarse un aumento en la poza del
PEP en las cepas VH33, VH34 y VH35, cuando se comparan con la cepa W3110. Lo
anterior se ha demostrado al observarse una mayor disponibilidad del PEP para la

produccion de aminoacidos aromaticos en los fondos PTS- glc* y PTS- glc* PykAF-.

Las cepas W3110A, VH33A, VH34A y VH35A se modificaron con los pldsmidos
pJLBaroG™rtktA y pTrcpheAevZ, para poder incrementar el flujo de carbono hacia la via
del SHIK y la biosintesis de la PHE (Tabla 2). Cuando se calcula el rendimiento total de
los aromaticos Ypus+suik+pHg, €n experimentos de células en reposo en medio minimo
con glucosa se observa que, como se esperaba, la inactivaciéon del PTS causa un
aumento en este parametro. Debido a la subsecuente inactivacion de la PykA o la
PykF, se esperaria un incremento en la disponibilidad del PEP para la produccion de
los aminoacidos aromaticos. Sin embargo, el valor del Ypus+suik+pHE €S menor que el
determinado para la cepa VH33. Esto puede ser entendido considerando que las cepas
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VH34 y VH35 canalizan mas carbono para la produccion de la biomasa comparadas
con la cepa VH33. En las cepas VH34 y VH35 se observa una relacion inversa entre el
Yx y el Ypus+suik+pre- Lo anterior indica que, en medio minimo con glucosa, un estado de
limitacion de carbono reduce la disponibilidad del PEP para la produccion de
aminodacidos aromaticos en las cepas VH34 y VH35, como resultado de la competencia
por precursores del metabolismo central de carbono, incluido el PEP, entre las
reacciones que generan la biomasa y la via modificada de aminoacidos aromaticos en
las cepas VH34A y VH35A. El consumo de estos precursores de biomasa puede
reducirse, si se adicionan al medio de cultivo. Para esto se realizaron experimentos de
células en reposo en medio minimo, suplementado con extracto de levadura, en donde
se determin6é un aumento de 19, 14 y 25 veces en el Ypus:suik:pHg para las cepas
VH33A, VH34A y VH35A comparadas con la cepa W3110A. Otros dos trabajos han
reportado que cepas con los fenotipo PTS- glc* PykA- o PTS- glct PykF- muestran
mayor capacidad para producir aminoacidos aromaticos en medio rico comparadas

con una cepa isogénica PTS- glc* [58, 93].

Se ha mostrado que una cepa con el mismo fenotipo que la cepa VH33 tiene una
mayor produccion de proteina recombinante cuando se compara con la cepa W3110
[70]. Esto se explica por la reduccion de la qac y el aumento del Yx observados en la
cepa PTS- glc* comparados con la cepa silvestre. Al respecto, es notable el hecho que la
subsecuente inactivacion de la PykA o la PykF en la cepa VH33 causa una reduccion
adicional en la gac a tal grado que este acido organico no se puede observar mediante
HPLC. Interesantemente, la cepa VH34 no produce acetato y presenta un incremento
del 66% en el Yx con el mismo valor de la p comparada con la cepa VH33. En un
reporte reciente, la cepa VH34 transformada con un plasmido que contiene una
vacuna de DNA (pDNA) y creciendo en medio rico con glucosa produce 50% menos
acetato y cerca de 4 veces mas pDNA cuando se compara con la cepa VH33 / pDNA
[94]. Estos datos muestran que la cepa VH34 tiene caracteristicas que le permiten ser

un mejor organismo de produccion de pDNA o proteina recombinante.
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CONCLUSION.

En este trabajo, la contribucion que el PTS y de cada una de las isoenzimas de
piruvato cinasa tiene en el flujo entre PEP — PYR, asi como las consecuencias en el
metabolismo central de carbono que tiene la inactivaciéon de estas actividades, fue
valorado mediante la determinacion de flujos de carbono. Este analisis reveld que la
presencia de una o ambas isoenzimas de la Pyk genera diferentes escenarios
fisiologicos y respuestas en la distribucion de flujos de carbono. La respuesta general
observada a la inactivacién del PTS o la Pyk es consistente con una redireccién de los
flujos de carbono en el metabolismo central de carbono, para compensar la reduccion
en el flujo del EMP observada en estas cepas. La caracterizacion detallada presentada
en este trabajo genera una mayor descripcion de la flexibilidad del metabolismo
central de carbono en E. coli. Esto sera de utilidad para el disefio de estrategias de
ingenierfa de vias metabdlicas para la generaciéon de cepas productoras de

aminodacidos aromaticos, pDNA o proteina recombinante.

Este trabajo se public6 en la revista Microbial Cell Factories con el nombre
“Consequences of phosphoenolpyruvate:sugar phosphotranferase system and
pyruvate kinase isozymes inactivation in central carbon metabolism flux distribution

in Escherichia coli”. http://www.microbialcellfactories.com/content/11/1/127.
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Abstract

Background: In Escherichia coli phosphoenolpyruvate (PEP) is a key central metabolism intermediate that
participates in glucose transport, as precursor in several biosynthetic pathways and it is involved in allosteric
regulation of glycolytic enzymes. In this work we generated W3110 derivative strains that lack the main PEP
consumers PEP:sugar phosphotransferase system (PTS) and pyruvate kinase isozymes PykA and PykF

(PTS” pykA™ and PTS™ pykF ). To characterize the effects of these modifications on cell physiology, carbon flux
distribution and aromatics production capacity were determined.

Results: When compared to reference strain W3110, strain VH33 (PTS') displayed lower specific rates for growth,
glucose consumption and acetate production as well as a higher biomass yield from glucose. These phenotypic
effects were even more pronounced by the additional inactivation of PykA or PykF. Carbon flux analysis revealed
that PTS inactivation causes a redirection of metabolic flux towards biomass formation. A cycle involving PEP
carboxylase (Ppc) and PEP carboxykinase (Pck) was detected in all strains. In strains W3110, VH33 (PTS) and VH35
(PTS’, pykF), the net flux in this cycle was inversely correlated with the specific rate of glucose consumption and
inactivation of Pck in these strains caused a reduction in growth rate. In the PTS™ background, inactivation of PykA
caused a reduction in Ppc and Pck cycling as well as a reduction in flux to TCA, whereas inactivation of PykF
caused an increase in anaplerotic flux from PEP to OAA and an increased flux to TCA. The wild-type and mutant
strains were modified to overproduce L-phenylalanine. In resting cells experiments, compared to reference strain,
a 10, 4 and 7-fold higher aromatics yields from glucose were observed as consequence of PTS, PTS PykA and PTS
PykF inactivation.

Conclusions: Metabolic flux analysis performed on strains lacking the main activities generating pyruvate from PEP
revealed the high degree of flexibility to perturbations of the central metabolic network in £ coli. The observed
responses to reduced glucose uptake and PEP to pyruvate rate of conversion caused by PTS, PykA and PykF
inactivation included flux rerouting in several central metabolism nodes towards anabolic biosynthetic reactions,
thus compensating for carbon limitation in these mutant strains. The detected cycle involving Ppc and Pck was
found to be required for maintaining the specific growth and glucose consumption rates in all studied strains.
Strains VH33 (PTS), VH34 (PTS pykA) and VH35 (PTS pykF) have useful properties for biotechnological processes,
such as increased PEP availability and high biomass vields from glucose, making them useful for the production of
aromatic compounds or recombinant proteins.
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Background

Escherichia coli is a fast growing microorganism that
can be modified by a wide variety of molecular tools,
thus enabling the generation of industrial strains for the
production of metabolites and recombinant proteins.
This bacterium can grow in defined media using glucose
as sole carbon source, and under this condition, central
metabolism is mainly constituted by the Embden-
Meyerhof-Parnas (EMP) pathway, the pentose phosphate
pathway (PPP) and the tricarboxylic acid (TCA) cycle.
Together, these three pathways provide energy (ATP,
GTP), reducing power (NADH, NADPH, FADH,) and
biomass precursors for the cell [1]. When E. coli grows
on glucose as carbon source, this sugar is imported by
the phosphoenolpyruvate (PEP):sugar phosphotransfer-
ase system (PTS) that couples the transfer of the phos-
phate group from PEP to this sugar, thus generating as
products glucose 6-phosphate (G6P) and pyruvate (PYR)
[2-4] (Figure 1). In E. coli, PEP also participates as sub-
strate in the reaction catalyzed by the pyruvate kinase
(Pyk) isozymes (PykA and PykF), yielding PYR and ATP
[5]. Furthermore, PEP connects the EMP pathway and
the TCA cycle via an anaplerotic reaction catalyzed by
PEP carboxylase (Ppc) that generates oxaloacetate
(OAA) [6,7]. During gluconeogenic metabolism PEP syn-
thase (Pps) converts PYR to PEP and PEP carboxykinase
(Pck) forms PEP from OAA [7,8]. In addition to its par-
ticipation in metabolic reactions, PEP also plays a regu-
latory role. An inhibitory effect of PEP has been
described on the EMP pathway enzymes glucokinase
(Glk), phosphoglucoisomerase (Pgi), phosphofructoki-
nase (Pfk) and aldolase (FbaA) [9] whereas an activation
effect has been described in the enzymes phosphate
acetyltransferase (Pta) and acetate kinase (Aks) [10]
(Figure 1).

The first step in the common aromatic pathway or shi-
kimate (SHIK) pathway consists in the condensation of
PEP and erythrose 4 phosphate (E4P) to yield 3-deoxy-
D-arabinoheptulosonate 7 phosphate (DAHP). In E. coli,
this reaction is catalyzed by the DAHP synthase isozymes
(AroF, AroG and AroH) [11] (Figures 1 and 2b). Within
this pathway, the synthesis of dehydroshikimate (DHS) to
yield SHIK, a reaction catalyzed by the enzyme SHIK de-
hydrogenase (ArokL), is a step that requires reducing power
in the form of NADPH. An additional PEP molecule is
required to condense with SHIK-3-phosphate (S3P) to yield
5-enol-pyruvylshikimate-3-phosphate (EPSP) by the en-
zyme EPSP synthase (AroA) [12]. The final product of the
SHIK pathway is chorismate (CHO), a precursor molecule
for the synthesis of the aromatic amino acids tryptophan
(TRP), tyrosine (TYR) and phenylalanine (PHE) [13]
(Figure 2b). The PHE biosynthetic pathway starts with the
conversion of CHO to prephenate and subsequently to
phenylpyruvate (PPY) by the bifunctional enzyme CHO
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mutase-prephenate dehydratase (CM-PDT), encoded by
gene pheA. In the last step of this pathway, the enzyme
PHE aminotransferase (TyrB) transfers an amino group
from glutamate to PPY to yield PHE (Figure 2b).

The aromatic amino acids and some intermediates of
the SHIK pathway are metabolites having industrial
applications [14-19]. These include the aromatic amino
acid PHE as precursor of the low-calorie sweetener as-
partame, L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) used
for treatment of Parkinson's disease [20] and the inter-
mediate SHIK as precursor of the antiviral osetalmivir
[21,22]. Several reports indicate that PEP availability is
one of the main factors to be considered when designing
a strategy to generate aromatics production strains
[19,23,24]. In this regard, PTS, PykA and PykF, as the
main PEP consuming reactions in E. coli, have been the
subject of several studies to understand their role on the
cell’s physiology [25-29]. In E. coli, PTS is the main PEP-
consuming activity during growth on glucose [2-4]. For
this reason, PTS can be considered the most promising
cellular target to inactivate in order to increase PEP
availability and therefore, aromatics yield from glucose
[15]. A mutant strain lacking PTS activity (PTS") dis-
plays poor growth on glucose (PTS glc” phenotype)
which is clearly an undesirable trait in the context of an in-
dustrial production process. To improve the characteristics
of a PTS™ glc strain, a chemostat selection method was
employed, thereby it was possible to isolate mutants that
display rapid growth on glucose (PTS glc" phenotype) [30].
Characterization of one of such mutants revealed that glu-
cose import and phosphorylation are dependent on the
GalP symporter and glucokinase (Glk), respectively [27,31]
(Figure 1). This mutant was modified for aromatics produc-
tion and it was determined that it can produce PHE with a
higher yield from glucose when compared to an isogenic
PTS* strain [23,30,32].

In E. coli the total Pyk activity is dependent on the PykA
and PykF isozymes which constitute the second main PEP-
consuming activity in the cell [5,33-35]. These isozymes are
encoded by genes pykA and pykE, whereby pykF is regulated
by the catabolite repressor/activator protein (Cra) [36,37].
1t has recently been demonstrated that pykA might also be
regulated by Cra [38]. Both Pyk isozymes are subject to
metabolic control of enzyme activity. The enzyme PykF is
activated by fructose-1, 6-bisphosphate (FBP), whereas
ATP, GTP and succinyl coenzyme A (SUCC CoA) are
negative effectors [36,39-44]. The enzyme PykA is activated
by adenosine monophosphate (AMP) and sugars from the
PPP (gluconate 6-phosphate, ribose 5-phosphate, ribu-
lose 5-phosphate, heptulosonate 7-phosphate and xylulose
5-phosphate) whereas SUCC CoA is a negative effector
[45,46]. 1t has been observed in E. coli that PykF displays
the highest enzyme activity when compared to PykA in
wild type as well as the P'TS™ background during growth on
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glucose as sole carbon source [28]. Based on these data,
PykF is considered the main Pyk activity in E. coli [25,26,29].

Both PykA and PykF are well characterized proteins,
however, their specific roles in central carbon metabolism
are still not completely clear. Carbon flux studies in Pyk de-
ficient £. coli strains have been performed in a genetic back-
ground where PTS is active, therefore, PTS-dependent

synthesis of PYR from PEP is still occurring by this activity
in the mutant strains [25,26,29]. An E. coli strain lacking
PTS activity provides a background where the PEP to PYR
reaction is dependent only on Pyk activity, thus enabling a
study designed to provide further insight into the roles of
PTS, PykA and PykF on central metabolism. The use of
several “omics” tools to unravel E. coli's cellular responses
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has allowed a better understanding of the physiology of this
important industrial microorganism [25,26,29]. In this work
we used a fluxome [47] approach to describe the pheno-
typic response (carbon fluxes) to the absence of PTS and
also to a condition when the PYR to PEP reaction is
dependent only on PykA or PykF activity.

Methods

Strains and plasmids

The strains used in this work are described in Table 1.
The reference strain E. coli W3110 is an F X galactose
fermenting derivative of E. coli K-12 [48]. Strain VH32 is a
Aptsl, ptsH, crrzkan Alacl, lacZ:loxP (PTS) derivative of
W3110 displaying a PTS glc phenotype [49]. Strain
VH32 galP' is a derivative of VH32 that was constructed
by replacing the native galactose permease gene (galP)
promoter by the fr¢ promoter [50]. The method employed
for this purpose leaves a stable chloramphenicol (Cm) re-
sistance cassette (cat) flanked by phage A Red recombinase

(FLP) recognition target (FRT) sites [51]. In this strain,
glucose import is dependent on GalP and glucose phos-
phorylation on glucokinase (Glk) activity encoded by the
chromosomal glk gene. Since the lacl gene was deleted in
strain VH32 galP', expression of galP from the #rc pro-
moter is constitutive. To generate strain VH33, the cat re-
sistance cassette was removed from VH32 galP® by
transforming it with plasmid pCP20 that expresses FLP
[52]. Strains VH34 (Aptsl, ptsH, crrakan, pykA:cat) and
VH35 (Aptsl, ptsH, crr:kan, pykF:aacCl) were generated
by P1 transduction of VH33 using PB28 strain (Aptsl,
ptsH, crrzkan, pykA:cat, pykFiaacCl) (28] lysate as a
donor and selecting with the corresponding antibiotic:
chloramphenicol (Cm) or gentamicin (Gen). Verification
of the desired genotype was made by PCR; in the case of
pykA interruption by cat the 5’ primer was TGA AGG
AAT CGC GTT TTG ATA and the 3’ primer: GTA TTA
GTA GAA CCC ACG GTA. For verification of pykF inter-
ruption with aacCl the PCR reaction included the 5
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Table 1 Escherichia coli strains and plasmids used

Strain Description Reference

PB28 Apts), ptsH, crrekan, pykA:cat, pykF:gen [28]

JM101 pck’ Supk, thi, Allac-proAB), F', pck:cat [53]

w3110 F A INV(rmD - rrnE)1 [48]

VH32 galP* W3110 AptsH, ptsl, crrzKm, Alacl, [50]

lacZ:loxP APgapicatPrc
VH33 VH32 galP™ AP yupi: Pre This work
VH34 VH33 pykA:zcar This work
VH35 VH33 pykF:gen This work
W3110 pck” W3110 pck:cat This work
VH33 pck VH33 pck:cat This work
VH34 pck VH34 pck:cat This work
VH35 pck VH35 pck:cat This work
W3110A W3110/JLBaroG™ tktA, pTrepheA®™” This work
VH33A VH33/JLBaroG™ tktA pTrcpheA™ This work
VH34A VH34/JLBaroG™"tktA, pTrepheA™” This work
VH35A VH35/JLBaroG™ tktA pTrcpheA™? This work
Plasmids
pCP20 FLP*, Aci857", h paRep®, Ap®R, Cm?® [52]
pJLBaronb'rkrA aroG™" under control of the lacUV5 [55]
promoter; and tktA under its native
promoter, carries laclg and tet genes,
Replication origin from pACYC184
pTrcpheA™*? Evolved pheA®” under the control of [32]

lacUV5 promoter. Ev2 superscript means
2nd version of evolved pheA™" gene.

primer: CGT AAC CTT TTC CCT GGA ACG and the 3’
primer: GAG TCC GGC TGA TGT TGG GAG TAG
GTG GCT. pck derivatives were generated by P1 trans-
duction in W3110, VH33, and VH35 using a JM101 pck
strain [53] (supk, thi, A(lac-proAB), F, pck:cat) lysate as
donor and selecting with Cm. In these pck™ strains the cat
cassette is flanked by FRT sites, so in order to generate
strain VH34 pck’, the cat resistance cassette was removed
from VH33 pck strain by transforming it with plasmid
pCP20, and then performing P1 transduction in the result-
ing strain using a lysate from PB28 (Aptsl, ptsH, crr:kan,
pykA:cat, pykF:gen) as a donor. Resulting strain VH33
peck pykA” (VH34 pck’) strain was selected using medium
with Cm. Verification of the pck:cat mutation in deriva-
tive strains was done by PCR using primers reported else-
were [54] (data not shown). Two plasmids were used in
this work (Table 1). pJLBaroG™tktA [55] is a pACYC184
derivative that harbors gene aroG™ encoding a feedback
resistance version of DAHP synthase. This plasmid also
contains a copy of the gene thktA that encodes transketo-
lase, an enzyme that catalyzes the reversible conversion of
D-fructose-6-phosphate (F6P) and D-glyceraldehyde-5-
phosphate (G5P) into D-xylulose-5-phosphate (XU5P)
and E4P. The aroG™" gene is under transcriptional control
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of the lacUV5 strong promoter that is inducible by iso-
propyl-p-D-thiogalactopyranoside (IPTG), whereas the
tktA gene is under control of its native promoter. Plasmid
pTrepheA™ contains a second evolved version of a mu-
tant version of chorismate mutase-prephenate dehydratase
enzyme (PheA) [32]. This gene is under transcriptional
control of the the tr¢ promoter. Strains W3110, VH33,
VH34 and VH35 were sequentially transformed with plas-
mids pJLBaroG™tktA and pTrepheA™” to generate strains
W3110A, VH33A, VH34A and VH35A, respectively.

Growth media and cultivation conditions

The medium used during mutant strains construction and
selection was Luria-Bertani (LB) with the corresponding
antibiotic: Cm 10 pg/ml, Km 10 pg/ml and Gm 5 pg/ml
(Table 1). In shake flask cultures and labeling experiment,
minimal medium was used. It contained glucose as the
sole carbon source at a concentration of 10 g/l, K,HPO,
90 mM, KH,PO, 10 mM, (NH4),SO; 40 mM,
NaCl 20 mM, MgSO,-2H,O 1.6 mM, CaCl, 0.05 mM,
FeSO,-7H->0 0.072 mM and vitamin B1 0.05 mM. Glucose
and salts solution were sterilized separately at 121°C
during 20 minutes and vitamin B1 was sterilized by filtra-
tion. All stock cultures were stored at -70°C in LB
medium containing glycerol (25% v/v). For fermentation
profiles, 5 ml of LB overnight cultures were used as inocu-
lum, washed twice with minimal medium and then sub-
cultured in shake flask containing 30 ml of minimal
medium with 5 g/I glucose starting with an ODggpnm = 0.1
and incubated at 37°C, 300 rpm during 12 hours in an or-
bital shaker (G25, New Brunswick Scientific, Inc., New
Brunswick, NJ). These cultures were used to inoculate
30 ml of minimal medium with 10 g/l glucose at an
ODgoonm = 0.01 and then incubated at 37°C, 300 rpm dur-
ing 24 hours. Every 2 hours 1 ml of culture was harvested,
OD was determined (Biomate 5, ThermoSpectronic), cells
were centrifuged (10,000 g for 10 min) and the super-
natant used for metabolite determination by HPLC. For
labeling experiments, the naturally labeled glucose was sub-
stituted by 99% [1- *C] labeled glucose (Cambridge Isotope
Laboratories, Andover, USA). Cells were harvested during
the exponential growth phase at 9 hours (ODgyonm =3.72)
for W3110, 15 hours (ODgoonm = 6.68) for VH33, 16 hours
for VH34 (ODgyonm=7-68) and 16 hours for VH35
(ODgoonm =5.1). Cultures for determining the correlation
between optical density (600 nm) and cell dry mass
(CDM) were started with 5 ml of LB overnight cultures
that were used as inoculum, washed twice with minimal
medium and then used to inoculate a shake flask con-
taining 50 ml of minimal medium with glucose 5 g/l
starting at an ODggonm =0.1 and incubated at 37°C,
300 rpm for 12 hours in an orbital shaker. To determine
the correlation between optical density and CDM, 10 ml
of cells grown in minimal medium were harvested and
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filtered at different optical densities, washed twice with
water and dried at 80°C until constant weight. The cor-
relation between ODgpon,, and CDM [g/L] was deter-
mined as CDM = 0.45 x OD¢o0nm-

Sample preparation for labeling analysis and estimation
of metabolic flux

The total volume of cultures grown with [1- 13C] labeled
glucose (10 ml) was centrifuged and the pellet (about 1 mg
dry cell mass) was washed twice with cold water (4°C).
Hydrolysis was performed with 50 pL of HCl 6 N at 110°C
for 24 hours. The insoluble debris was separated by filtra-
tion (Titan 2 HPLC filter purple, 0.2 pm nylon membrane,
Sun-Sri), neutralized with NaOH 6 N and lyophilized.
Derivatization with  (trimethylsilyl) trifluoroacetamide
(BSTFA) of the lyophilized cell protein was performed to
determine "°C labeling pattern of proteinogenic amino
acids by GC-MS as previously described [56]. The meta-
bolic network for simulation was comprised of the EMP
pathway, the PPP, the TCA cycle and the Ender Duodoroff
pathway. Glyoxylate shunt, anaplerotic reactions and malic
enzyme were included. The simulation was done as previ-
ously described [56].

Resting cells experiments

To determine PHE production and yield in W3110A,
VH33A, VH34A and VH35A strains, a resting cells method
was used. 5 ml of LB overnight cultures were used as in-
oculum, washed twice with minimal medium supplemented
with 10 g/l of yeast extract (MM +YE) and then sub-
cultured in shake flask containing 50 ml of MM + YE with
5 g/l glucose starting with an ODgponm = 0.1 and incubated
at 37°C, 300 rpm until optic density of 2.0. At this point,
cells were harvested, washed twice with minimal medium
and suspended in 50 ml of minimal medium with 10 g/l
glucose. To arrest cellular growth 50 pg/ml of chloram-
phenicol was added as well as 100 uM IPTG for aroG™
and pheA™? transcriptional induction. Cell cultures were
incubated during 12 hours in an orbital shaker. Every hour,
1 ml of culture was harvested, ODgpnm Was determined,
cells were centrifuged (10,000 g for 10 min) and the super-
natant used for metabolite determination by HPLC.

Determination of glucose, organic acids, DHS, SHIK and
PHE

For determination concentrations of D-glucose and or-
ganic acids, an Aminex HPX-87 H column (300 X
7.8 mm; 9 Am Bio-Rad, Hercules, CA) was used. Separ-
ation was carried out isocratically with 5 mM H,SO, at a
flow rate of 0.5 ml/min and a temperature of 50°C. Under
these conditions glucose was detected by refraction index
and acetic acid, DHS and SHIK by photodiode array at
210 nm. For these measurements a Waters HPLC system
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was used: 600E quaternary pump, 717 automatic injector,
2410 refraction index, and 996 photodiode array.

PHE concentration in culture supernatants was quan-
tified with a Phenomenex Synergy Hydro RP18 column
(150 by 4.6 mm; 4 m) attached to an Agilent 1100 HPLC
system (Agilent Technologies, Palo Alto, CA). Running
conditions were: mobile phase, 0.2% TFA in 40% metha-
nol; flow, 0.5 ml/min. Detection was performed with a
photodiode array at 280 nm.

Determination of Pyk enzyme activity

Cells in exponential growth phase were harvested by cen-
trifugation (10,000 g for 10 min), washed twice with
50 mM sodium phosphate buffer (pH 7.2 at 4°C), sus-
pended in the same buffer, and disrupted by sonication
using four 15-second, A=10 pm, pulses in a cold bath
(Ultrasonic Disrupter, Soniprep 150). The cell debris was
removed by centrifugation (10,000 g, 10 min, 4°C), and
the resulting crude cell extracts were immediately used to
determine enzyme activities. Pyk enzyme activities were
determined spectrophotometrically (Biomate 5, Thermo-
Spectronic) using 1 U of lactate dehydrogenase (LDH) as
coupling enzyme [57]. The reaction mix contained KCl
50 mM, MgCl, 5 mM, ADP 2 mM, NADH 0.2 mM, PEP
100 mM, fructose-1,6 biphosphate (FBP) 1 mM, AMP
1 mM and ribose-5-phosphate (R5P) 1 mM. One unit of
specific enzyme activity was defined as the amount of en-
zyme required to convert 1 pmol of substrate into the
specific product per minute per milligram of protein at
30°C. Protein concentrations were measured using the
Lowry method. Enzyme activities reported are the average
of three independent experiments.

Results

Pyk mutant strains verification

Strain VH33 is a W3110 mutant derivative lacking PTS ac-
tivity as a result of deleting genes ptsl, ptsH and crr. This
strain was also modified in order to increase its glucose im-
port capacity by replacing the native promoter of gene galP
by the strong frc¢ promoter and inactivating the lac/ gene.
As a result of these modifications VH33 displays a constitu-
tive PTS glc' phenotype. In this work, strain VH33 was
further modified by inactivating either pykA or pykF to gen-
erate strains VH34 and VH35, respectively.

Figure 3a depicts the genomic regions of pykA and pykF
and the resulting modifications after interruption with cat
(VH34) or aacCl (VH35) antibiotic resistance genes. The
forward primer for verification of pykA interruption anneals
outside of the pykA region while the reverse primer binds
at the end of the gene. PCR amplification using genomic
DNA from VH33, VH34 and VH35 as template showed
two expected bands: one of 1.6 kb for VH33 and VH35 and
one of 2.3 kb for VH34 due to the insertion of the cat gene
in the pykA gene (Figure 3b). For verifying strain VH35, the
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forward primer employed anneals outside of the pykF cod-
ing region while the reverse primer binds to the aacCl
gene. When using genomic DNA from VH33, VH34 and
VH35 as template, no PCR product was observed for
VH33 or VH34 while the expected 2 kb band was observed
for VH35 (Figure 3b). These results, together with the
expected antibiotic resistance phenoptypes, indicated that
interruptions of pykA by cat and pykF by aacCl were
present in VH34 and VH35.

Measurement of Pyk enzyme activity

In the wild type strain W3110 the activities that deter-
mine the PEP — PYR flux are PTS, PykA and PykF, while
in strain VH33 this reaction is catalyzed only by both Pyk
isozymes. In strains VH34 and VH35, the PEP — PYR
reaction is dependent only on PykF or PykA, respectively.
The measured total Pyk enzyme activity (PykA + PykF) in
strain W3110 was 0.18 + 0.03 U/mg and a similar value
was observed in strain VH33 (Figure 4). In strain VH34,
where only the PykF isozyme is active, the Pyk specific

activity was 0.21 + 0.01 U/mg, whereas in the VH35
strain the Pyk activity, dependent only on PykA, was
0.05 + 0.01 U/mg (Figure 4).

Batch culture profiles

To determine the effects on kinetic and stoichiometric
parameters caused by PTS, PTS pykA and PTS pykF inac-
tivations, batch cultures in minimal medium with 10 g/l of
glucose as sole carbon source were performed (Table 2).
Under these conditions, reference strain W3110 displayed
apof 069 h' and a qge of 16.1 mmol/g/h; both values
were the highest among the tested strains. A high qa. of
4.31 mmol/g/h was determined and no other by-products
were observed. The biomass yield from glucose (Yy) was
52.44 g/ mol, the lowest value observed among strains in
this study. Strain VH33 displayed a p of 045 h™ and a
specific glucose uptake rate (qg) of 6.9 mmol/g/h. The
specific acetate production rate (qs.) was 5% of the value
observed in W3110. When compared to the wild type
strain, the Y, in VH33 increased 20%. Deletion of pykA
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Table 2 Growth kinetic parameters in minimal media
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Strain p(h Ys (g / mol) ds (mmol / g / h) Yacraic (mol / mol) dac (mmol / g/ h)

W3110 (WT) 0.69+0.01 5244 +4.42 16.1+033 12+001 431+£012

VH33 (PTS) 045+0.00 63+ 360 6.9+ 061 0.09+0.00 023+0.00
VH34 (PTS pykA) 044000 1044 £16.20 42+061 — =
VH35 (PTS™ pykF) 036+0.01 846+900 4.2+£041 - -

W3110 pck 0.64+0.04 5176193 1244 +023 032+003 1.14+0.01

VH33 pck” (PTS” pck’) 0.37+0.00 8047 £0.86 461009 0.01£0.01 0.03+£0.00
VH34 pck” (PTS pykA™ pck) 033+002 101.00+2.87 335+013 = =
VH35 pck” (PTS™ pykF™ pck) 0.29+0.00 7332+2.06 3.96+0.13 - -~

(VH34) had no significant effect on the p (0.44 i
whereas deletion of pykF (VH35) had a negative effect
(036 h'"). Both strains showed the same Qe Value
(4.2 mmol/g/h) and no acetate production was detected.
The highest Y, value among all tested strains was
observed for strain VH34 (Table 2).

Metabolic flux responses to PTS inactivation

To determine in fine detail the consequences of PTS
and PykA or PykF inactivation on central carbon metab-
olism, *C metabolic flux analysis was performed. In
reference strain W3110, the EMP pathway was identified
as the main metabolic route involved in glucose catabol-
ism, the PPP had a minor role and the Entner-
Duodoroff pathway (EDP) was hardly active. The TCA
cycle displayed a low carbon flux value and the glyoxy-
late shunt was slightly active (Figure 4). It is noteworthy
that a low level of carbon exchange was detected be-
tween PEP and OAA (catalyzed by Ppc and Pck), form-
ing a cycle where one ATP molecule is hydrolyzed.

PTS inactivation had a strong effect on the metabolic
flux distribution throughout the whole central metabolic
network. The EMP pathway relative flux was reduced
while PPP and TCA cycle fluxes were increased. When
compared to data from strain W3110, an increase in the
exchange rate between PEP and OAA, involving Ppc and
Pck, was observed. Also, strain VH33 displayed higher
carbon flux to biomass when compared to the wild-type
strain. At the lower part of the EMP pathway, the total
PEP — PYR flux decreased from 163% in W3110 to 142%
in VH33; however, the flux dependent only on Pyk iso-
zymes activity increased from 63.8% in W3110 to 142.2%
in the PTS glc" strain. The flux from acetyl coenzyme A
(AcCoA) to acetate was reduced from 116% in W3110 to
9% in VH33. When compared to W3110, a 4 fold higher
flux into the TCA was observed in strain VH33.

Metabolic flux responses to Pyk isozyme inactivation in
the PTS™ glc* background.

Inactivation of either Pyk isozyme in the PTS glc* back-
ground caused a similar level of reduction in g5 and qq,

and the magnitude of the flux from PEP to PYR was similar
in both strains. However, values for p, Yx/s and Pyk activity,
differed between strains VH34 and VH35. Compared to
strain VH34, the anaplerotic flux from PEP to OAA was 3
fold higher in VH35, and the flux directed to the TCA cycle
via GItA was also higher (Figure 4). Flux from AcCoA to
acetate was absent in both strains and the glyoxylate shunt
was found to be active only in VH34. A high carbon ex-
change flux between PEP and OAA was found in VH35,
whereas for VH34 the exchange flux value was the lowest
of all studied strains. When compared to strain VH33, it
was observed that inactivation of either Pyk isozyme caused
an increase in carbon flux directed to biomass formation.

Physiological responses to Pck inactivation

The flux analysis data revealed the existence of a metabolic
cycle involving Ppc and Pck in all studied strains. In order
to gain more insight into the role of this cycle, we generated
pck mutant derivatives of W3110, VH33, VH34 and VH35.
When these derivative strains were cultured in minimal
medium with glucose as sole carbon source, a reduction in
p and gs was observed. Also, a 75% and 87% reduction in
the rate of acetate production was observed in strains
W3110 and VH33, respectively (Table 2).

Aromatic amino acids production

The effects of PTS and Pyk inactivation on aromatics
production capacity, was determined on strains W3110A,
VH33A, VH34A and VH35A that carry plasmids
pILBaroG™ tktA and pTrcpheA®” having genes encoding
enzymes that increase carbon flow from central metabol-
ism to the common aromatic and PHE biosynthetic path-
ways. These modifications cause an increase in PHE
production capacity. However, accumulation and secretion
of pathway intermediates such as DHS and SHIK also
occurs as consequence of pathway bottlenecks in the
common aromatic pathway.

Metabolites DHS and SHIK as well as PHE, were
quantified from supernatants of resting cells cultures.
Figure 2a and Table 3 show the calculated yields from
glucose for DHS, SHIK and PHE, as well as the sum of
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Table 3 Batch profiles and common shikimate pathway intermediaries and phenylalanine yields from glucose of
W3110A, VH33A, VH34A and VH35A resting cells in minimal media

Strain Qs Jac YoHs / Gl Yshik / Gle YpHE / Glc Y DHS+SHIK+PHE / Glc
(mmol /g /h) (mmol / g/ h) (mol / mol) (mol / mol) (mol / mol) (mol / mol)
W3110A 251+0.10 752046 0.01+0.00 0.00+0.00 0.04+0.01 0.05+0.01
VH33A 0.70 £ 004 - 0.13£0.03 0.06£0.01 025+003 044+0.06
VH34A 196+ 002 - 0.05+0.01 0.04 +£0.00 0.08+0.00 0.17+0.01
VH35A 0.91 £ 004 - 0.24+0.01 0.06 +0.00 0.03+001 033+0.02

these three compounds (Ypus,siuxipnecle). A vield
value that includes the sum of the amounts detected for
DHS, SHIK and PHE is the best indicator of aromatics
production capacity, which itself is directly related to
PEP biosynthetic availability. Inactivation of PTS caused
a near 10-fold increase in Ypyis, siipre/gle When com-
pared to wild-type strain W3110. This is the result of
replacing PEP-dependent glucose transport in the wild-
type strain by an ATP-dependent mechanism in strain
VH33 [23,30]. In the PTS glc¢" background, inactivation
of PykA (VH34) or PykF (VH35) caused 3.4 and 6.6-fold

increases in  Ypus,siikspre/gle When compared to
W3110.
Discussion

The objective of the present work consisted on deter-
mining the effects of PTS and Pyk isozymes inactivation
on cell physiology, metabolic flux distribution and PEP
availability for aromatics biosynthesis. The inactivation
of PTS in E. coli abolishes PEP-dependent glucose trans-
port; therefore PYR production from PEP is dependent
only on Pyk isozyme activities. In this study, by inactivat-
ing each Pyk isozyme in a PTS glc" background, strains
were generated where the PEP to PYR reaction was
dependent only on PykA or PykF activity. These strains
were characterized by flux analysis, thus providing the
first quantitative description of the metabolic conse-
quences of the sequential elimination of activities cata-
lyzing the PEP to PYR reaction.

The inactivation of PTS in E. coli causes a strong re-
duction in qg. and , therefore, such mutant strains dis-
play a PTS glc phenotype. To improve qg,. and g,
strain  VH33 has a chromosomal modification that
increases its capacity for non PTS-dependent glucose
transport and thus displays a PTS glc” phenotype. In
strain VH33 glucose phosphorylation is not dependent
on PEP; instead, ATP is the phosphate donor in a reac-
tion catalyzed by glucokinase. The p of the PTS™ glc
progenitor strain VH32 is 0.03 h™, whereas this value
increased to 0.45 h™' in VH33 as a result of replacing the
native promoter of gene galP with the strong promoter
trc [50]. In this study, the qg. of strain VH33 was deter-
mined and it corresponded to 43% of that measured in
wild-type W3110. An expected consequence of the lower

qale In VH33 is a decreased flux in the EMP pathway.
The flux analyses performed in this report revealed that
the main observed response to PTS inactivation was flux
rerouting at the AcCoA node, resulting in a highly
reduced qa.. This metabolic response is expected to
compensate for the reduced glycolytic flux in strain
VH33, diverting the AcCoA not consumed for acetate
production mainly into the TCA cycle. The net result is
an augmented flux into the TCA cycle with an expected
increase in the synthesis rate of biomass precursors
oaKGT and OAA, as well as reduced cofactors that can
lead to ATP synthesis by oxidative phosphorylation. In-
activation of either PykA or PykF in the PTS™ glc" back-
ground caused an approximately further 50% reduction
in g and flux in the PEP to PYR reaction when com-
pared to data from VH33. These results indicate that
both isozymes should be active to sustain the high flux
level in this part of the EMP pathway when E. coli grows
on glucose. Acetate production was not detected in
strains VH34 and VH35. In these strains, the relative
flux to the TCA cycle was higher than that observed for
W3110 but lower than the value for VH33. A second
observed response to PTS or PTS and Pyk inactivation
consisted in flux rerouting in the central metabolic network
leading to increased flux to biomass generation. The flux
value to biomass was nearly twofold higher in strains VH34
and VH35, when compared to VH33. This metabolic re-
sponse can be expected to have the effect of conserving the
reduced amount of intermediate metabolites resulting from
the diminished glucose import and catabolism capacity in
the PTS™ and Pyk’ mutant strains. As expected, the flux
values leading from the central metabolic pathways to bio-
mass formation showed a positive correlation with the
observed Y, in all studied strains.

Evidence of cycling via Ppc and Pck was detected in
the wild-type strain W3110. This metabolic cycle has
also been reported by other authors in wild-type E. coli
[26,27]. A comparison among the mutant strains gener-
ated in this study provides the opportunity to explore
the role of this cycle in E. coli. Flux analysis revealed that
PTS inactivation causes an increase in the cycle net flux.
A similar response is observed by simultaneous PTS and
PykF inactivation (strain VH35). In contrast, the lowest
net flux value was observed in strain VH34 that lacks
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PTS and PykA activities. These results suggest a partial in-
verse correlation between g, and the net flux in this meta-
bolic cycle, which can be observed when comparing strains
W3110, VH33 and VH35. It is not clear why this correl-
ation does not apply for strain VH34. This might be related
to the differential effects of PykA or PykF inactivation on
the metabolic flux distribution around the PEP node. In a
previous report, when comparing a wild-type strain and a
derivative lacking both PykA and PykF activities, the Pyk
double mutant displayed a higher cycle net flux [26]. How-
ever, in this case, the qgj. of the strains were similar, so the
observed effect must be mainly related to the reduced flux
in the PEP to PYR reaction.

The ATP/ADP ratio is an important physiologic param-
eter that modulates several cellular functions. It has been
observed that a reduction in the ATP/ADP ratio, caused by
increasing ATP hydrolysis activities, stimulates flux in the
EMP pathway [58]. Each cycle involving Ppc and Pck activ-
ities consumes one ATP molecule. Thus, a reduction in the
cellular ATP/ADP ratio could be expected at high Ppc-Pck
cycle flux values, and this could stimulate EMP pathway
flux. The observed inverse correlation between qg. and the
net cycle flux in strains W3110, VH33 and VH35 suggests
this cycle might be contributing to increasing EMP pathway
flux and thus, growth capacity in the mutant strains. To test
this hypothesis, mutant derivatives of strains W3110,
VH33, VH34 and VH35 lacking Pck activity were con-
structed and characterized. A reduction in qgj. and p was
observed in all derivative Pck’ strains, suggesting that the
Ppc-Pck cycle's function is related to stimulating flux in the
EMP pathway.

Some of the metabolic responses discussed above, that
include qg reduction and flux rerouting at several
points in central metabolism can be partially explained
considering that PEP has a role in the allosteric regula-
tion of several enzymes of the EMP pathway. In
addition, inhibition of glucokinase by PEP has been
reported [9]. Considering the genetic modifications per-
formed, a larger PEP pool would be expected in strains
VH33, VH34 and VH35 when compared to W3110. This
assumption is consistent with the higher metabolic PEP
availability demonstrated in PTS™ glc' strains that have
been shown to produce aromatic compounds with a
higher yield from glucose and with data from PTS- Pyk-
mutats that will be discussed below [23,30].

Strains W3110A, VH33A, VH34A and VH35A carry
plasmids with genes encoding enzymes that increase car-
bon flow into the common aromatic and the PHE bio-
synthetic pathways (Figure 2a and Table 3). When
considering the Ypps,siuicipre/gle from resting cells
experiments in minimal medium with glucose, it can be
observed, as expected, that PTS inactivation causes an
increase in this parameter. In the PTS glc' background,
inactivation of PykA (VH34A) or PykF (VH35A), would
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be expected to further increase PEP availability for aro-
matics biosynthesis. However, the Ypus,siikipe/clc
value was lower in these two strains when compared to
VH33A. These results can be explained considering that
in strains VH34 and VH35 a higher flux value is directed
from central metabolism to biomass formation when
compared to VH33. In strains VH34 and VH35, an in-
verse correlation was observed between Y, g and Ypig
LsHiKspHE/Glee Lhese data indicates that a carbon-
limitation state in minimal medium with glucose reduces
PEP availability for aromatics production in strains
VH34 and VH35 as a result of competition for central
metabolic precursors, including PEP, between biomass
formation reactions and the modified aromatic pathways
in stains VH34A and VH35A. Consumption of precur-
sors for biomass synthesis from central metabolism
could be reduced in these two strains if they are
provided in the culture medium. When resting cells
experiments were performed in minimal medium sup-
plemented with yeast extract (10 g/l), a 19, 14 and 25-
fold increase was observed in VH33A, VH34A and
VH35A in Ypus.sumc:pue/cle values when compared
with W3110 (data not shown). In addition, two reports
have shown that strains with PTS™ glc¢' PykA™ or PTS
gle” PykF™ phenotypes display higher production cap-
acity for aromatic compounds in complex media when
compared to an isogenic PTS™ glc'strain [17,22].

It has been shown that a strain having the same pheno-
type as VH33 displays a better production performance
for recombinant protein production when compared to
W3110 [50]. This result can be explained by the lower
qac and higher Y, . displayed by the PTS™ glc' mutant,
when compared to the wild-type strain. In this regard, it
is noteworthy that inactivation of either Pyk isozyme in
VH33 caused a further reduction in Y, to the point
where this organic acid was not detected by HPLC. Inter-
estingly, strain VH34 displayed no acetate production, a
66% increase in Y,;; over VH33 and the same 1. In a recent
report, strain VH34 transformed with a plasmid DNA vac-
cine (pDNA) and grown in complex medium supplemented
with glucose produced 50% less acetate and nearly 4-fold
more pDNA when compared to strain VH33/pDNA [59].
These data shows that strain VH34 has advantageous char-
acteristics for a microbial host that could be employed for
the development of fermentative process for plasmid DNA
or recombinant protein production.

Conclusions

In this study, the contribution of PTS and each of the Pyk
isozymes to the PEP to PYR flux as well as the conse-
quences of their inactivation on central metabolism were
determined by metabolic flux analysis. This work showed
that the presence of either one of the two Pyk isozymes
generates quite different physiological and central carbon
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metabolism flux responses. The general observed response
to PTS or Pyk inactivation is consistent with central metab-
olism flux rerouting to compensate for the lower EMP
flux observed in these mutant strains. The detailed
characterization presented here provides further insight
into the flexibility of the central metabolic network in E
coli and will be useful in the design of strategies for generat-
ing strains for the production of aromatic metabolites, plas-
mid DNA or recombinant proteins.
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