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I. Resumen
e

El antibidtico eritromicina A (ErA) es producido por el microorganismo
Gram positivo Saccharopolyspora erythraea CA340. Dicho microorganismo ha
sido sujeto a estudios genéticos y bioquimicos con la finalidad de incrementar
la produccién del antibiético.

Uno de los compuestos mas importantes para la biosintesis del
antibidtico ErA es el metilmalonil-CoA (MM-CoA), el cual se origina por la
reaccidon catalizada por la metilmalonil-CoA mutasa (MCM), una enzima
heterodimerica dependiente de la coenzima B;,. En este trabajo, se llevo a
cabo la clonacidén y secuencia parcial de los genes que codifican para la MCM a
partir de una sub-bliblioteca del genoma de S. erythraea CA340. La clona de
Escherichia coli que contenia los genes que codifican para la MCM fue
encontrada con ayuda de una sonda obtenida mediante la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), usando oligonucledtidos provenientes de secuencias
altamente conservadas de la subunidad mayor de MCM. Un fragmento de
5,500 pb contenido en un fragmento mayor de 16,000 pb BamHI del genoma
de S. erythraea CA340, fue analizado con el programa FramePlot para |la
busqueda de marcos de lectura abiertos (ORF) de microorganismos con un alto
contenido de GC (>70%) en su genoma. Dicho fragmento mostrd contener 3
posibles ORF (ORF2, ORF3 y ORF4) completos aunque parciaimente
secuenciados.

E! anadlisis mediante la comparacion de la secuencia traducida en la base
de datos (NCBI) utilizando el programa BLASTX demostrd contener los ORF
(ORF1 y ORF2) que codifican para la subunidad menor MutA de 64.5 KDa y la
subunidad mayor MutB de 81.2 KDa de la MCM, mientras que el ORF4
inmediatamente rio abajo de estos genes mostré un alto porcentaje de
identidad con el ORF5 encontrado inmediatamente rio abajo de los genes que
codifican para la MCM de Amycolatopsis mediterraneii U32 y de Mycobacterium
tuberculosis respectivamente. Los genes mutA y mutB se translapan por un
nucledtido lo que puede permitir un acoplamiento traduccional y por tanto la
produccién de cantidades estequiométricas de los respectivos polipéptidos. La
subunidad menor de MCM mostré un 23% de identidad con su propia
subunidad mayor, sugiriendo que el gen mutA podria ser el resultado de un
evento de duplicacién. La gran identidad entre los residuos de la subunidad
mayor de MCM de S. erythraea CA340 y la subunidad o de Propionibacterium
shermanii que participan en la unién con el substrato asi como de la coenzima
Bz ¥ qué ademds se encuentran en una gran variedad de otras enzimas
dependientes de coenzima B;;, puede reflejar un mecanismo catalitico muy
similar. Por otro lado, el anadlisis de la secuencia de aminodacidos de la
subunidad mayor de MCM y de otras MCMs previamente reportadas sugiere
que la MCM se encuentra altamente conservada durante la evolucion.
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II. Introduccion
. |}

La eritromicina A (ErA) es un antibidtico macrdlido (antibidticos que
contienen un anillo de lactona, al cual se unen una o mas moléculas de
dosoxiazucares) utilizado extensamente en el tratamiento de enfermedades
infecciosas causadas por bacterias tanto Gram positivas como negativas. Este
antibidtico representa una alternativa clinica para pacientes que presentan
alergia a las penicilinas, ademas del interés constante que existe en sus
derivados semisintéticos de segunda y tercera dgeneracidn ya que han
demostrado contener una gran eficacia terapéutica y seguridad en su uso
[Agouridas et al., 1998].

Una de las cepas productoras de ErA es la bacteria Gram positiva
Saccharopolyspora erythraea CA340, la cual ha sido sujeto de estudios
genéticos y bioquimicos encaminados a identificar y caracterizar a las enzimas
y los genes involucrados en la biosintesis del antibidtico, con la finalidad de
incrementar su produccién. La biosintesis de eritromicina se divide en dos
etapas. En la primera etapa, la policétido sintetasa (PKS) cataliza la
condensacién de una unidad de propionil-CoA (P-CoA) y seis unidades de
metilmalonil-CoA (MM-CoA) para dar 6-desoxieritrondlido B (6-DEB), el
intermediario mas importante de la via. En la segunda etapa, el 6-DEB es
modificado por una serie de reacciones catalizadas por enzimas hidroxilasas,
glucosiltransferasas y metiltranferasas lo que proporciona la actividad biolégica
a la molécula. Desde el punto de vista biosintético, la clave de la biosintesis se
encuentra enfocada en las reacciones realizadas por la PKS, particularmente en
la suficiente disponibilidad de precursores tales como P-CoA y MM-CoA.

Tanto el P-CoA como el MM-CoA tienen distintos origenes metabdlicos.
En actinomicetos el P-CoA puede generarse a partir de la descarboxilacion del
R-metilmalonil-CoA a través de una reacciéon catalizada por la enzima
metilmalonil-CoA descarboxilasa, la cual previamente a sido purificada a partir
de S. erythraea [Hunaiti y Kolattukudy, 1984b].
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Otras rutas para la formacion de P-CoA descritas en actinomicetos
incluyen el catabolismo de aminoacidos tales corho: la valina, la isoluecina, la
metionina y la treonina; ademas de las rutas de degradacion de acidos grasos
de nimero impar o de cadena ramificada [Vancura et al., 1988; Tang et al.,
1994].

Por otro lado, existen tres rutas principales que dan origen al MM-CoA,
la primera es por isomerizacion de succinil-CoA catatalizada por la
metilmalonil-CoA mutasa (MCM), una enzima dependiente de la coenzima Bi2;
la segunda por carboxilacidon de P-CoA, catalizada ya sea por la propionil-CoA
carboxilasa (PCC) o por la metilmalonil-CoA transcarboxilasa (MMT); vy
finalmente la tercera es una oxidacion de isobutiril-CoA [Huinati y Kolattukudy
1982; Hunaiti y Kolattukudy 1984a; Liu y Reynoids, 2001]. Tanto la MMT como
la derivacién de MM-CoA a partir de isobutiril-CoA no han sido demostradas en
S. erythraea CA340.

Estudios anteriores donde se llevd a cabo una interrupcion génica de la
subunidad g de PCC han demostrado que en S. erythraea CA340, la sintesis del
MM-CoA procede principalmente de la reaccién catalizada por la MCM [Donadio
et al., 1996]. Por otro lado, la sobre expresion génica de MCM en
Streptomyces cinnamonensis un productor de monensina A, resultd en un
incremento de la produccion del 32% comparado con la cepa silvestre [Zhang
et al., 1999]. Finalmente, el analisis metabdlico de la produccion de rifampicina
en Amycolatopsis mediterraneii U32, demostré que la MCM es la principal
enzima responsable de la formacion de MM-CoA [Zhang et a/., 1999].

A la fecha no se han reportado los genes que codifican para la MCM de
Saccharopolyspora erythraea CA340 y por tanto el objetivo de este trabajo es
llevar a cabo la clonaciéon de dichos genes mediante la construccién de una
biblioteca gendmica de S. erythraea CA340. Nuestra hipdtesis radica en que la
clona que contenga el gen de MCM sera identificada con una sonda obtenida
mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando
oligonucledtidos de sitios altamente conservados de la subunidad mayor de
MCMs previamente reportadas. Los resultados obtenidos permitiran llevar a
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cabo manipulaciones genéticas en un futuro, lo que podria incrementar la
produccién de ErA.
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I1II. Antecedentes

III.1 Eritromicina A

La eritromicina A (ErA) es un antibidtico macrdlido no poliénico
clasificado dentro de un grupo numeroso de compuestos que contienen un
anillo lacténico de 12 a 16 atomos de carbono. Este antibidtico fue aislado por
primera vez en 1952 por McGuire y col. a partir de cultivos de
Saccharopolyspora erythraea (antes Streptomyces erythreus) [McGuire et al.,
1952; Labeda, 1987]. Ademas, su estructura fue identificada en 1957 y el
analisis estereoquimico fue realizado por cristalografia de rayos X en 1965.

La estructura quimica de la eritromicina consiste de un anillo lacténico
macrociclico constituido por 13 atomos de carbono, al cual se unen dos
moléculas de carbohidratos mediante uniones glicosidicas [Wolfgang, 1994]. S.
erythraea CA340 ademadas de sintetizar ErA, produce una serie de analogos
(B,C,D,E y F) cuya diferencia estructural radica en los substituyentes del anillo
lacténico y en los azucares unidos a éste (figura 1). A pesar de las similitudes
estructurales de dichos andlogos su actividad bidlogica como antibiético difiere.
Sin embargo, la ErA resulta ser la mas importante desde el punto de vista
comercial y clinico [Staunton y Wilkinson, 1997].

La ErA tiene gran importancia ya que se utiliza en el tratamiento de
enfermedades causadas por bacterias tanto Gram positivas como negativas, de
infecciones pulmonares tales legionelosis causada por Legionella pneumoniae,
las cual presenta sintomas tales como fiebre y neumonia, por otro lado la ErA
representa una alternativa clinica para pacientes que presentan alergia a las
penicilinas.
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Fig. 1: Estructura quimica de la
eritromicina A y sus andlogos. A:
Eritromicina A. Sus caracteristicas
estructurales incluyen un anillo
lacténico macrociclico constituido por
13 3atomos de carbono, al cual se
encuentran unldas dos moléculas de
monosacaridos (C-3) micarosa y (C-
S) desosamina. B: Andlogos de
eritromicina A. [HIigashide, 1984;
Neuzil y Hostalek, 1986].

Desosamina

Micarosa

N(CH3),

MOLECULA SUBSTITUYENTES

Ry R R; R4
Eritromicina B H CH3 CH3 H
Eritromicina C OH H CH; H
Eritromicina D H H CH; H
Eritromicina E OH CH3; CH3; -0
Eritromicina F OH CH4 CH.OH H
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S. erythraea CA340 es un actinomiceto Gram positivo con un alto
contenido de G y C en su genoma (>70%), este microorganismo es el principal
productor de ErA y por tanto ha recibido una considerable atencién como
modelo de estudio para la biosintesis de policétidos [Donadio et al., 1991;
Donadio y Katz, 1992]. Los estudios moleculares y manipulaciones genéticas
de S. erythraea han permitido el entendimiento de sistemas enzimaticos
complejos que permiten la formacion de numerosos compuestos macrélidos
[Hershberger, 1996; Katz y Donadio, 1993]. El uso industrial de S. erythraea
para la producciéon fermentativa de ErA se ha incrementado en los afios
recientes, ésto ultimo debido al aumento en la demanda para la produccion
semisintética de una variedad de moléculas de eritromicina de segunda
generacidn entre las que se incluyen: claritromicina, azitromicina,

roxitromicina y diritromicina (figura 2) [Agouridas et al., 1998].
N Ny

vy HO N(c H 3)2
?CHG

Roxitromicina Diritromicina

Fig. 2: Antibiéticos de segunda generacién derivados de la eritromicina.
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IIX.2 Actividad bioldgica de ErA y su importancia clinica

La ErA tiene un espectro de accidn que abarca cocos y bacilos, tanto
Gram positivos como negativos, aunque su actividad parece ser bacteriostatica
posee capacidad bactericida a concentraciones altas contra microorganismos
muy sensibles. Experimentos /n vitro muestran que la concentracién minima
inhibitoria (MIC) sobre cepas sensibles de Streptococcus pyogenes vy
Streptococcus pneumoniae poseen limites de 0.015 a 1.0 mg/ml. Los
estreptococos del grupo viridans son inhibidos a concentraciones de 0.06 a 3.1
mg/ml. Los bacilos Gram positivos también son sensibles a eritromicina y los
valores de MIC son de 1ug/ml para Clostridium perfringens, de 0.2 a 3 pg/mi
para Corynebacterium diphtheriae, vy de 0.25 a 4 ug/ml para Listeria
monocytogenes [Steigbigel, 1995].

También la ErA presenta actividad contra bacilos Gram negativos que
incluyen a Haemophilus influenzae (MIC, 1 a 32 ng/ml) y Nejsseria meningitidis
(MIC, 0.4 a 1.6 ng/ml), y una excelente actividad contra casi todas las cepas
de Nejsseria gonorrhoeae (MIC, 0.12 a 2.0 pg/ml). Se observa también accidn
antibacteriana contra especies de Borrelia y Bordetella pertussis. La ErA
presenta también actividad contra Campylobacter jejuni (MIC, 0.5 a 4 ug /m/)
y dicho antibiético es eficaz contra Mycobacterium pneumoniae (MIC, 0.004 a
0.02 pug/ml) [Gregory, 1997].

En los ualtimos 10 afios ha existido un considerable interés en la
interaccién entre los antibidticos macrdlidos y el sistema inmune,
particularmente en la accién anti-inflamatoria de eritromicina y sus derivados,
ademas del tratamiento de sinusitis crénica [Cervin, 2001; Rubin y Tamaoki,
2000]. Existen numerosos estudios que muestran una accién inhibitoria de la
ErA sobre la expresion génica de la interleucina 6 e interleucina 8 y también
una inhibicién de la expresion de moléculas de adhesién intracelular esenciales
para el reclutamiento de células involucradas en el mecanismo de inflamacién
[Cervin, 2001; Rubin y Tamaoki, 2000]. Existe también evidencia de estudios
in vitro asi como casos clinicos, que muestran que los macrodlidos reducen la
virulencia y dafio al tejido causado por una colonizacién bacteriana crénica sin
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erradicacion de los agentes causales. Los mecanismos involucrados en la
respuesta anti-inflamatoria de ErA no se encuentran del todo estudiados, sin
embargo podria estar involucrada una desregulacion en la produccién de
citocinas por fagocitos y otros blancos como factores de virulencia bacterianos
[Labro y Abdelghaffar, 2001].

I11.3 Mecanismo de accion de la ErA

El mecanismo de accién de la ErA consiste en inhibir la sintesis de
proteinas al ligarse en forma reversible a subunidades ribosémicas 50 S de los
microorganismos sensibles (figura 3) [Brisson-Noél et al., 1988]. Se ha
demostrado que la ErA interfiere en la unidon del cloranfenicol que también
actia en dicho sitio. Ademads, se piensa que la resistencia que presentan
algunos microorganismos es debida a cambios mutacionales en dicha
subunidad ribosdmica [Corcoran, 1981]. Se ha postulado que la ErA no inhibe
de manera directa la formacion de los enlaces peptidicos, si no mas bien
bloquea la fase de translocacién, y con ello la cadena de péptido recién
formada, que temporalmente se encuentra en el sitio A de la reaccién de
transferasa, no se desplaza al sitio P o sitio donador. Otra posibilidad de accion
es que pueda unirse al ribosoma y generar un cambio conformacional que
termine la sintesis de proteina al interferir de modo indirecto en la
transpeptidacion y translocacién [Weisblum, 1995].

II1.4 Biosintesis de ErA

La biosintesis de ErA puede ser dividida en dos etapas. En la primera
etapa la policétido sintasa (PKS) cataliza la condensacion de una unidad de
propionil-CoA (P-CoA) (1) y seis unidades de metiimalonil-CoA (MM-CoA) (2)
para dar 6-desoxieritrondlido B (6-DEB) (3), el intermediario mas importante
de la ruta biosintética (figura 4) [Staunton y Wilkinson, 1997].

En la segunda etapa, el 6-DEB es modificado por una serie de reacciones
catalizadas por hidroxilasas, glucosil transferasas y metil transferasas. Desde
el punto de vista biosintético la clave de la biosintesis se encuentra enfocada
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en las operaciones realizadas por la PKS en la primera etapa y por la
disponibilidad de precursores provenientes del metabolismo primario. Sin
embargo, las reacciones posteriores en la segunda etapa resultan importantes
para proporcionar la actividad antimicrobiana a la molécula (figura 5).

SITIO'DE
Subunidad | ACCION DE

A Direcccion de
ribosomal |LA ERITROMICINA| o0 o ccion del RNAM

308
RNAM g & , .
Sitio P ABCCGIWAUGRUCUU ! AR CCGlUAU UcCuuu
o 3G G C : : AUA. A
{(peptidil) ity P Codén de
Ngt - " E elelk: término de la
Subunidad N 7" Sitio A . BE g traduccién
ribosomal acepto N
508 (Pro) ‘Vf'( ceptor) \ Tyr)-
Met - (pro

Cadena de péptido
recien formada.

Fig. 3: Mecanismo de accién de la eritromicina A. El RNA mensajero (RNAmM)
se une a la subunidad 30S del RNA ribosdmico bacteriano. El sitio P (peptidil) de ia
subunidad 50S del RNA ribosémico contiene la cadena de polipéptidos recién
formada; en circunstancias normales, el aminoacil RNAt cargado con el siguiente
aminodcido por agregar a la cadena se desplaza al sitio aceptor (A) con la
presencia de una par de bases complementarias entre la secuencia del anticoddn
de RNAt y la secuencia del coddn de RNAmM. La ErA inhibe la sintesis de proteinas al
ligarse de forma reversible a las subunidades ribosémicas 50S y con ello bloquea la
fase de translocacidon, por lo tanto la cadena de péptido recién formada, que
temporalmente se encuentra en el sitio A de la reaccién de transferasa, no se
desplaza al sitio P o sitio donador [Corcoran, 1981; Weisblum, 1995 ].
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PRIMERA ETAPA
Ensamblado de la "
) SCoA  cadena por la PKS “r
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COH
z 6-desoxieritrondlido B (3)

(2)
/ SEGUNDA ETAPA

Elaboracion de la
estructura periférica

HiC_ _-CHs

HO
(0]
CH, CHs
CHj
OH
CHj
Fig. q: Biosintesis de eritromicina A por

Saccharopolyspora erythraea.

Primera etapa: la sintesis del anillo macrélido de 14 atomos

de carbono (6-DEB) (3), ocurre mediante una secuencia de

reacciones de condensaclon de una unidad de P-CoA (1) y seis

unidades de MM-CoA (2).

Segunda etapa: el 6-DEB es modificado mediante enzimas

hidroxilasas, glucosiltransferasas, metilasas, etc. para
. proporcionar ErA como el producto bloactivo de mayor
: importancia [Stauton y Wilklinson, 1997].

Muchas de las investigaciones llevadas a cabo en las etapas posteriores
a la formacion del 6-DEB han sido realizadas utilizando mutantes, las cuales
son incapaces de producir una de las enzimas que catalizan la conversién de
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los intermediarios de la ruta biosintética [Weber et al., 1985]. Esto permitid Ia
acumulacion de tales compuestos en cantidades suficientes para ser aislados e
identificados (figura 5).

La hidroxilacion en C-6 de 6-DEB se lleva a cabo con retencién de la
configuracion. La enzima responsable EryF, es una citocromo P450 hidroxilasa
la cual ha sido sobreproducida en Escherichia coli {Andersen y Hutchinson,
1992]. En la siguiente etapa el monosacarido L-micarosa se une al grupo
hidroxilo del C-3 mediante una TDP-micarosa glicosiltransferasa. El
aminosacarido D-desosamina es adicionado al grupo hidroxilo de C-5 mediante
la enzima TDP-desosamina glicosiltransferasa [Vara et al/., 1989]. El
intermediario resultante, ErD es el primero en mostrar una actividad
antimicrobiana. La etapa siguiente puede continuar ya sea por una
hidroxilacién en C-12 con retencién de la configuracién para producir ErC, o
una O-metilaciéon en el hidroxilo de C-3" de la micarosa, catalizada por la O-
metiltransferasa para producir ErB. Finalmente la ErA puede ser generada va
sea mediante una O-metilacion de ErC, catalizada por O-metiltransferasa o una
hidroxilacion de C-12 por una hidroxilasa sobre la ErB [Satassi et al., 1993]. El
analisis posterior sobre la actividad de hidroxilacion en C-12 por EryK
mostraron que existe una afinidad de 1200 a 1900 veces mayor sobre ErD en
comparacion al substrato alternativo ErB, tales resultados indicaron que la ErA
se deriva principalmente de ErD [Lambalot et a/., 1995].

A la fecha se han identificado una O-metiltransferasa y una citocromo
P450 hidroxilasa implicadas en la ruta [Paulus et al., 1990; Andersen y
Hutchinson, 1992].




Fig. 5: Compuestos intermediarios en la elaboracién periférica de la eritromicina. 1, C-6
eritrondlido hidroxilasa; 2, TDP-micarosa glicosiltransferasa; 3, TDP-desosamina glicoslitransferasa 4, C-12
hidroxilasa; 5, (O)-metiltransferasa. {Stauton y Wilklinson, 1997]

SEGUNDA ETAPA
Elaboracién periférica
de la estructura.

Eritromicina B Eritromicina A




Los azlcares timidina difosfo-L-micarosa vy timidina difosfo-D-
desosamina son sintetizados a partir de difosfo-D-glucosa y unidos enseguida
al 6-DEB. La enzima timidina difosfo-D-glucosa 4,6 dehidratasa ha sido
purificada y la epimerizacidon de timidina difosfo-4-ceto-6-desoxi-D-glucosa es
asumida por analogia con las otras L-hexosas [Summers et a/., 1997].

I11.5 Formacion del 6-DEB

Estudios utilizando mutantes en la formacién del 6-DEB revelaron que no
existen intermediarios que antecedan a la formacién de dicho compuesto y por
tanto tales compuestos se encontraban unidos a una enzima. En otros estudios
adicionando precursores marcados a un cultivo de S. erythraea con la finalidad
de detectar su incorporacidén en el 6-DEB, dieron la primera evidencia de que el
esqueleto lactonico de la eritromicina se encuentra constituido a partir de siete
unidades de tres carbonos. A la fecha se sabe que tales unidades son
derivadas de una unidad de P-CoA y seis unidades de MM-CoA [Katz y
Donadio, 1993] (figura 6).

Estudios posteriores alimentando a S. erythraea con ['®0]propionato,
revelaron que todos los oxigenos unidos a carbonos derivados de carboxilo en
el macrdlido fueron retenidos a partir del precursor propionato y no fueron
derivados de oxigeno molecular o agua. Estos resultados son consistentes con
un mecanismo en el cual cada condensacién de metilmalonil es seguida por
una reduccidn para dar el estado de oxidacién y estequiometria adecuados
antes de la adicidon de la siguiente unidad.

o]

6-DEB Fig. 6: Unidades precursoras de Ila

formacién del DEB. Ei 6-DEB es un anillo

lacténico macrociclico al cual se unen dos

azucares, L-micarosa y D-desosamina en el C-3

OH y C-5 respectivamente. La molécula de 6-DEB

CO.H se deriva de seis condensaciones sucesivas de

una unidad de P-CoA (unidad iniciadora) y seis

N - > (o} OH unidades de (25)-MM-CoA  (unidad
extendedora). El 6-DEB representa el

intermediario limitante de la via de formacion

o] OH de ErA.
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II1.6 Estructura y funcion de la PKS de ErA

Después de 1990 se realizaron muchos intentos encaminados a purificar
la PKS a partir de extractos libres ceiulares de S. erythraea. Sin embargo, tales
estudios no tuvieron éxito. No obstante, se reconoci®é que existe una
considerable similitud de la biosintesis del 6-DEB con la ruta biosintética de
acidos grasos, la cual ha sido extensamente estudiada y que sirvidé como
modelo de estudio para la PKS [Hopwood y Sherman, 1990]. £n la sintesis de
acidos grasos (FAS) forma éstos a través de una serie de reacciones, las cuales
comienzan con la condensacion de una unidad iniciadora (acetato) con una
unidad extendedora (malonato). El B-ceto éster resultante es entonces
totalmente procesado (reducido, rehidratado y reducido una vez mas) para dar
una cadena de acido graso saturada y elongada. Para llevar a cabo tales
operaciones, FAS requiere de un grupo de actividades cataliticas, donde cada
actividad llega a ser responsable de una etapa en un ciclo de reacciones. Por
tanto, malonilacetiltransferasa (MAT) lleva a cabo la transferencia tanto de Ia
unidad iniciadora (acetil) asi como de las unidades extension de la cadena
{malonil), de sus respectivos derivados de coenzima A a tioles especificos de la
sintasa; g-cetoacil sintasa (KS) y la proteina acarreadora de acilo (ACP) para la
elongacién de la cadena; #cetoreductasa, dehidratasa (DH), y enoil reductasa
(ER) para el procesamiento reductivo de grupo f-ceto; y tioesterasa (TE) para
la liberacién de la cadena total.

Las proteinas que constituyen FAS se encuentran organizadas de
diferentes maneras, dependiendo del organismo. En un extremo de su
complejidad, encontrada en bacterias, las actividades individuales
denominadas dominios pueden ser libremente disociadas y aisladas de forma
separada. Por el otro extremo, en animales o levaduras, los dominios se
encuentran unidos estrechamente por pequefios péptidos lo cual forma
proteinas multidominios no disociables.

Las sintasas disociables son designadas “tipo II” y las proteinas
multidominio son designadas “tipo I”, tal nomenclatura utilizada en las FAS ha
sido adoptada en la actualidad para las PKS.
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La secuencia de dominios del extremo amino al carboxilo terminal de
FAS (tipo I) es KS, MAT, DH, ER, KR, ACP y TE. Existe también una serie de
aminoacidos entre los dominios DH y ER, los cuales no parecen tener una
actividad catalitica especifica y por tanto sdlo se les ha designado un papel
estructural (figura 7) [Stauton y Wilklinson, 1997].

Fig. 7: Modelo lineal “cabeza cola” para la sintetasa de
acidos grasos (FAS). KS, cetoacil sintasa; MAT, malonil acetil
transferasa; DH, dehidratasa; ER, enoil reductasa; KR,
cetoreductasa; ACP, proteina acarreadora de acilo; TE,
tloesterasa. Entre los dominios DH y ER existen una cantidad de
aminoacidos los cuales parecen no tener una actividad catalitica y
por tanto proporcionan las caracteristicas estructurales,
topolégicas y de cooperacién al complejo multienzimatico
[Stauton v Wilklinson, 19971,

II1.7 Genes que codifican para la PKS de ErA

Los primeros estudios para determinar la estructura de la PKS
comenzaron a partir de la secuencia de los genes correspondientes por medio
de la interrupcién de los mismos. Esta estrategia fue primeramente descrita
por Hopwood y col, 1997; quienes localizaron y secuenciaron los genes
responsables de la PKS para la formaciéon del antibidtico actinorodina. Esta
misma tecnologia fue adoptada por muchos grupos interesados en el estudio
de las PKS. De esta manera, 1os genes que codifican para la ruta biosintética
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de la ErA fueron localizados muy cerca del gen que codifica para la resistencia
a la misma, ermE (figura 8) [Bibb et al., 1985; Caffrey et al. 1992; Bibb et al.,
1995]. A cada lado de ermE existen regiones de DNA que contienen marcos de
lectura abierta (ORFs) que codifican para proteinas no PKS, responsables de la
segunda etapa de la biosintesis [Gaisser et al., 1997] (figura 4). Tales genes
han sido confirmados mediante disrupcion genética obteniendo mutantes que
generan so6lo los compuestos intermediarios (figura 5).

LOKb l 15kb |30kb ,45Kb 60Kb l

| [« —

L e T ——— |

- =P (" Genes era_ i o e b

para la

eryCl ery8! eryBlI ORFS eryG eryCl1t eryCli erydiv eryCv? eryCiv :1%14 eryK ORF21
ermE eryF ery8il ery8v ery8v? eryCv
Genes no PKS Genes no PKS

Fig. 8: Organizacién gendmica de las regiones que contienen los genes
asocliados con las etapas tardias en la biosintesis de ErA. Los genes eryA que
codifican para PKS del tipo I responsable de la formacién del anillo macrélido, el gen
ermE que codifica para la determinante de resistencia Er, el gen eryG que codifica
para EryG, la micarosil 3" -O-metiltransferasa [Paulus et al., 1990}, eryFy eryK que
codifican para P-450 hidroxilasas (EryF y EryK) [Andersen y Hutchinson, 1992;
Gaisser et al., 1997; Lambalot et al., 1995; Satassi et al., 1993] las cuales actian en
las posiciones de C-6 y C-12 del anillo macrélido respectivamente. También se
encuentran en este grupo los genes eryB responsables de la sintesis y unién de L-
micarosa y D-desosamina [Martin y Liras, 1989; Summers et al.,, 1997; Gaisser et
al., 1998].

El anadlisis de las secuencias rio arriba de ermE reveld tres grandes ORFs
(eryAl, eryAlIl y eryAIIl) de los cuales cada uno codifica para una proteina
multifuncional de un gran tamarfio ( >3000 aminodcidos). Estos ORFs fueron
denominados DEBS 1, DEBS 2 y DEBS 3, respectivamente y codifican para la
PKS de eritromicina [Cortés et al., 1990; Donadio et al.,, 1990; Katz y
Donadio., 1993; Tuan et al., 1990; Donadio y Katz, 1992].

En representaciones lineales de la secuencia primaria de las proteinas,
se ha observado mediante un analisis por homologia que existen dominios con
actividades cataliticas especificas. Tales dominios se encuentran unidos por
cadenas cortas de aminoacidos, los cuales proporcionan las caracteristicas
estructurales, topoldgicas y de cooperacién al complejo multienzimatico (figura
7). Tomando las tres proteinas juntas, el nimero de dominios de cetosintasas
(KS) es seis, lo cual permite una KS independiente para cada ciclo de
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extension de la cadena. A continuacion de cada KS existe un grupo de
dominios adicionales para un ciclo de extensién de la cadena, tal grupo se
encuentra constituido por dos dominios esencia|es,vaciltransferasa (AT) vy
proteina acarreadora de acilo (ACP) , ademas de un grupo de dominios
opcionales, cetoreductasa (KR), dehidratasa (DH) y enoilreductasa (ER), para
la modificacion de un nuevo grupo ceto. Se ha observado que las actividades
se encuentran organizadas en seis “*moédulos” (dos por proteina), cada uno de
los cuales es capaz de llevar a cabo una etapa de condensacién utilizando tres
dominios esenciales seguido de una apropiada modificacion del grupo ceto en
el ceto éster recién formado. El dltimo mddulo (DEBS 3) se encuentra seguido
por una actividad tioesterasa la cual cataliza la lactonizacidn de la cadena de
policétido y libera el macrdlido de la enzima. A! inicio de la primera proteina,
DEBS 1, existe un mddulo de carga constituido por los dominios aciltransferasa
(AT-L) y proteina acarreadora de acilo (ACP-L) para la unidad iniciadora
(propionato). Utilizando tecnologia de DNA recombinante se construyeron
varias mutantes de S. erythraea deficientes en la actividad de AT-L, ACP-L o
ambas. Las cepas resultantes fueron capaces de producir eritromicina, aunque
en niveles mucho mas bajos que la cepa silvestre. Estos hallazgos indicaron
que ni el dominio inicial AT-L ni el dominio ACP-L son requeridos para iniciar la
biosintesis de eritromicina; sin embargo en ausencia de estos dominios la
eficiencia de la biosintesis disminuye significativamente [Pereda et al., 1998].

El modulo 4, contiene el grupo completo de dominios reductivos
requeridos para formar un grupo metileno. De acuerdo al analisis modular,
cada proteina cataliza dos ciclos de extensién de la cadena. El termino
“cassette” ha sido propuesto para proteinas gigantes, de tal manera que los
tres cassettes presentes en la produccién de eritromicina son bimodulares, sin
embargo, en otros sistemas, tales como las PKS’s de rifampicina y tilosina, el
tamafo del cassette puede variar de uno a seis mddulos de extensién de ia
cadena. Los tres cassettes cooperan de alguna manera formando una linea de
ensamblado molecular extraordinariamente complejo (figura 9).
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Fig. 9: Organizacién modular de las tres proteinas codificadas por los
genes eryA. Cada modulo contiene las funciones enzimaticas, como dominios
separados, para cada uno de los ciclos de elongacion requeridos en la formacién
del 6-DEB. Estos incluyen el dominio p-cetoacil-ACP sintasa (KS), el dominio
aciltransferasa (AT) y el dominio de la proteina acarreadora de acil (ACP). También
se pueden encontrar g-cetoreductasa (KR), dehidratasa (DH) y los dominios enoil
reductasa (ER), responsables de los diferentes grados de reduccién de los grupos
B-carbonilo, formados después de cada etapa de condensacién. En suma, los DEBS
comprenden 28 actividades enzimdticas, cada una dedicada a un Unico evento
catalitico [Donadio et al., 1990; Donadio y Katz, 1992]
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I11.8 Rutas de formacion de P-CoA y MM-CoA

El metabolismo primario de los microorganismos involucra reacciones
catabdlicas y anabdlicas lo que resulta en un incremento de la biomasa; es
decir, las reacciones que permiten la produccion de energia y poder reductor,
necesario para sintetizar los bloques de construccién de proteinas, &acidos
nucléicos, lipidos y polisacaridos estructurales, ademas de materiales de
almacenamiento. El metabolismo secundario por otro lado, resulta en la
sintesis de metabolitos que parecen tener una funcién posterior en el
metabolismo. Debido a ésto los actinomicetos han sido extensamente
estudiados principalmente por la importancia biotecnoldgica de sus productos
de metabolismo secundario.

Existe mucha informacién disponible en el estudio de la accion de PKS
[Staunton y Wilkinson,1997; Hopwood, 1997], sin embargo no se ha logrado
aumentar la producciéon del antibidtico llevando a cabo una manipulacidon de
genes individuales. Estudios anteriores han demostrado que la formacidn del
anillo lactonico de la ErA se encuentra limitada por la disponibilidad de los
precursores provenientes del metabolismo primario tales como MM-CoA y P-
CoA, a pesar de ésto, los procesos que operan durante la transicidn de
metabolismo primario al metabolismo secundario no han sido del todo
descritos. En actinomicetos, el P-CoA y el MM-CoA tienen diversos origenes
metabdlicos como son: el catabolismo de acidos grasos de nimero impar, el
rearreglo del succinil-CoA y el catabolismo de los aminodcidos metionina,
treonina o valina [Tang et al., 1994; Vrijbloed et al., 1999; Wallace et al.,
1995] (figura 10).

En S. erythraea, las evidencias indican que la principal forma de generar
P-CoA es mediante la descarboxilacion de MM-CoA mediante una reaccidon
catalizada por la enzima metilmalonil-CoA descarboxilasa [Hunaiti vy
Kolattukudy, 1984b]. Por otro lado, el MM-CoA puede ser obtenido ya sea,
mediante isomerizacion de succinil-CeoA, un intermediario del ciclo de Krebs,
por medio de una enzima dependiente de adenosilcobalamina, la metilmalonil-
CoA mutasa (MCM) o por carboxilacién de P-CoA por medio de la propionil-CoA
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carboxilasa (PCC), [Hunaiti y Kolattukudy, 1984a; Hunaiti y Kolattukudy, 1982,
Donadio et al., 1996].

Otros estudios han demostrado que solamente el enantiomero (2-S) de
MM-CoA es reconocido por la PKS que interviene en la formaciéon de la
eritromicina [Marsden et al., 1994]. Ademas, varias rutas han sido establecidas
para la produccién de MM-CoA, por ejemplo, el enantidmero (2-R) es un
producto del catabolismo de valina, o puede ser derivado de succinil-CoA,
mientras que el enantiomero (2-S) puede resultar de la carboxilacidén dei P-CoA
lo cual apoyaria la formacion de MM-CoA a través de la accién de la propionil-
CoA carboxilasa (figura 10). Sin embargo, se ha observado la incorporacién de
acetato y piruvato a través de succinil-CoA en MM-CoA y finalmente dentro de
la eritromicina. También la incorporacién directa de succinato ha sido
demostrada [Fiedman et al., 1964].

Por otro lado, el aislamiento de mutantes afectadas en el gen pccB que
codifica para la cadena gde propionil CoA carboxilasa demostraron que ésta no
fue requerida para la produccidn de eritromicina en un medio complejo
[Donadio et al., 1996]; mientras que se observd una inhibicién de la sintesis
de eritromicina por interrupciéon del gen eryM que codifica para metilmalonil-
CoA descarboxilasa [Hsieh y Kolattukudy, 1994]. Tales resultados sugieren que
la metilmalonil-CoA mutasa y metilmalonil-CoA descarboxilasa parecen ser las
enzimas clave para la produccién de los precursores para la biosintesis del
antibidtico eritromicina.

E! estudio de otras rutas metabdlicas que permiten la formacién del MM-
CoA y etilmalonil-CoA en actinomicetos han demostrado que el catabolismo de
valina y el metabolismo del butirato juegan un papel importante en proveer los
precursores para la biosintesis de antibidticos policétidos [Liu y Reynolds,
1999; Tang et al., 1994, Vrijbloed et al., 1999].

El catabolismo de valina en mamiferos procede a través de isobutiril-
CoA, acido ghidroxibutirico y acido semialdehido metilmalénico para después
ser convertido en MM-CoA por medio de la propionil-CoA carboxilasa (Ruta A
en la figura 10) que previamente ha sido demostrada en S. erythraea
[Kamoun, 1992, Donadio et al., 1996]. En actinomicetos la operacion de esta
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ruta se ha sugerido debido a la clonacidn reciente del gen (msdA) que codifica
para la &acido semialdehido metilmaldénico deshidrogenasa de Streptomyces
coelicolor [Zhang et at., 1996], sin embargo no existen reportes de la
presencia o ausencia de dicho gen en otras especies de microorganismos
productores de antibidticos incluyendo S. erythraea.

El etilmalonil-CoA, el cual es utilizado como una unidad de extensidn
para la biosintesis de antibidticos policétidos tales como monensina A vy
tilosina, parece ser derivado Unicamente de la carboxilacidon del butiril-CoA [Liu
Yy Reynods, 1999; Vrijbloed et al., 1999]. Al menos dos rutas han sido
encontradas en actonimicetos que permiten la formacion del butiril-CoA y por
tanto de etilmalonil-CoA. Una ruta involucra la isomerizacidon del catabolito de
valina, isobutiril-CoA, en butiril-CoA por una reaccién catalizada por la
isobutiril-CoA mutasa (ICM) [Ratnatilleke et al., 1999]. La segunda ruta inicia
con la condensacién de dos unidades de acetato para producir el crotonil-CoA
que después es transformado en butiril-CoA por medio de una reaccidn
catalizada por la crotonil-CoA reductasa [Liu y Reynolds, 1999]. La
interconversion de butiril-CoA e isobutiril-CoA se cree que juega un papel clave
en conectar el catabolismo de valina con el metabolismo de butirato y que por
tanto derivado de ambas rutas se puede generar el MM-CoA mediante una ruta
semejante a la encontrada en mamiferos (figura 10).

Recientemente se clondé el gen (ccr) que codifica para la crotonil-CoA
reductasa (CCR) a partir de Streptomyces cinnanmonensis, un producter de
monensina A [Liu y Reynolds, 1999]. El papel de CCR en proveer etilmalonil-
CoA un precursor para la biosintesis de monensina A, fué establecido mediante
el analisis de una mutante interrumpida en el gen ccr, dicha mutante mostré
que el catabolismo de valina es mas significativo en proveer de butiril-CoA que
el papel de la crotonil-CoA reductasa.

lLa CCR fue inicialmente purificada de S. collinus y el gen
correspondiente fue encontrado dentro de un grupo de genes implicados en la
asimilacién de acetato. Un grupo similar de genes ha sido recientemente
identificado en S. cinnamonensis y S. coelicolor [Liu y Reynolds, 1999,
Redenbach et al.,, 1996]. Sin embargo, experimentos de hibridacidén tipo
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Southern encaminados a encontrar el gen ccr en S. erythraea no mostrarén la
presencia de dicho gen, lo que sugiere que el MM-CoA no se genera a partir de
unidades de acetato via CCR [Stassi et al., 1998].

Por otro lado, experimentos de incorporacién de !3C-acetato de la cepa
de S. cinnamonensis interrumpida en el gen de ccr, indicaron la presencia de
una enzima adiciona! dependiente de vitamina B,> que codifica para una nueva
mutasa [Liu y Reynolds, 2001]. Mas tarde, el gen meaA de S. cinnamonensis
fue clonado y se encontrdé que codifica para una mutasa dependiente de
vitamina B;; de 74KDa con un 40% de homologia a la MCM del mismo
microorganismo [Zhang y Reynolds, 2001]. Hasta la fecha se desconoce si
dicha enzima se encuentra presente en S. erythraea.

Estudios experimentales en S. erythraea han demostrado que la
produccién de eritromicina se afecta tanto por parametros fisioldgicos como
nutricionales, tales como la fuente de carbono, nitrogeno, fosfatos y la
temperatura [Bermudez et al., 1998; Flores y Sanchez, 1985]. A pesar de que
ha existido un rapido incremento en el conocimiento de la genética molecular
del metabolismo secundario, incluyendo muchos sistemas y la caracterizacién
de genes regulatorios y sus productos, poco se ha investigado acerca de la
disponibilidad de precursores suficientes para producir el antibidtico. En este
sentido, se sabe que los iones amonio disminuyen la biosintesis de tilosin y de
espiramicina, por interferencia con el catabolismo de aminoacidos tales como
valina, treonina, leucina e isoleucina [Vu-Trong y Gray, 1987; Shapiro vy
Vining, 1983; Untrau, et al., 1994]. Bajo estas condiciones estos aminoacidos
no producen suficientes precursores tales como acetato, propionato e
isobutirato para ser utilizados en la formacion del anillo aglicona. Por otro lado,
estudios previos en S, erythraea CA340 mostraron que no se utilizan la valina,
la metionina ni el triptofano, como fuentes de nitrégeno para crecimiento y por
lo tanto el P-CoA no puede generarse a partir de valina o metionina,
comprobando asi que la descarboxilacion de MM-CoA es la Unica via de
formacién de P-CoA [Bermudez et. al 1998 1.
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Fig. 10: Rutas de formacién del P-CoA y MM-CoA en actinomicetos. Las rutas
involucradas son: catabolismo de valina, catabolismo de los acidos grasos de nimero
par e impar, formaciéon de butiril-CoA a partir de dos unidades de acetato y rearreglo
del succinil-CoA proveniente del ciclo de Krebs. El n-butiril-CoA puede ser
isomerizado a isobutiril-CoA por una reaccidn catalizada por la enzima dependiente
de vitamina B,2, Isobutiril-CoA mutasa (ICM). Una posibliidad consistente con el
marcaje con '’C, es la oxidacién directa de isobutiril-CoA en varias etapas
enzimaticas (RUTA A) para dar MM-CoA. Otra posibilildad es que el n-butiril-CoA
pueda ser oxidado en C4 (oxldacién ») después de varias etapas sin fragmentacion
para dar succinii-CoA, el cual entonces puede ser convertido en MM-CoA por la
metilmalonll-CoA mutasa (MCM) (RUTA B). Las rutas conocidas para formar MM-CoA
incluyen la carboxilacion de P-CoA, catalizada por la proplonil-CoA carboxilasa (P-
CoA carboxilasa) y la Isomerizacion de succinil-CoA a MM-CoA por la MCM. A su vez
el P-CoA puede ser obtenido del catabolismo de los dcidos grasos de nimero Impar o
por descarboxliaciéon del MM-CoA por medio de la enzima MM-CoA descarboxilasa.
Finalmente el 6-DEB es obtenido a partir de la condensacién de 6 unidades de MM-
CoA y una unidad de P-CoA mediante el complejo PKS codificado por el grupo de
genes eryAl, eryAll y eryAlll.

——en———
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II1.9 Metilmalonil-CoA mutasa

Uno de los principales bloques de construccién utilizados con mas
frecuencia por las PKS tipo I es el MM-CoA, cuya incorporacion permite la
formacion del 6-DEB en la ruta biosintética de eritromicina (figuras 4, 5y 11).
Debido a que varias moléculas de MM-CoA son necesarias para la construccion
de una sola molécula de eritromicina, la produccion de MM-CoA parece
representar un elemento clave del metabolismo intermediario para la
produccién del antibidtico [Huniatti y Kolattukudy, 1984a}l

La conversién de succinil-CoA a 2(R)-MM-CoA es catalizada por una
enzima dependiente de adenosilcobalamina (AdoCbl) denominada metilmalonil-
CoA mutasa (MCM, EC 5.4.99.2) (figura 11).

Succinil-CoA Metilmalonii-CoA

HO

Fig. 11: Reaccién catalizada por la MCM y estructura de la
adenosilcobalamina. A. El rearreglo involucra un cambio en las
posiciones del hidrégeno asi como al grupo -COSCoA. El carbono del
carbonilo migra al pro-(S) grupo metilo y es reemplazado por un atomo de
hidrégeno reteniéndose la configuracidn durante la reaccion, B. Estructura
del cofactor vitamina B,; o adenosiicobalamina (AdCbl). El atomo de
cobaito se encuentra coordinado en forma planar con cuatro atomos de
nitrégeno provenientes de una estructura en forma de anillo de tetrapirrol
reducido; este macrocicio se encuentra ramificado por grupos metilo y con
grupos laterales acetamida (arriba) y grupos laterales propionamida
(abajo) [Ludwing y Matthews, 1997].
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Los genes que codifican para MCM de Propionibacterium shermanii
[Marsh y Leadlay, 1989], de humanos [Jansen et al., 1989], de ratdn
[Wilkemeyer et al., 1990], de Escherichia coli [Roy y Ladlay, 1992], de
Porphyromonas gingivalis W50 [Jackson et al., 1995], Nocardia corallina
[Valentin y Dennis, 19961, Euglena gracilis Z [Watanabe et al., 1996] y
Sinorhizobium meliloti [Trevor y Punita, 1999] se han clonado y secuenciado.
Sin embargo, a la fecha los Unicos genes que codifican para la MCM de
microorganismos productores de antibidticos que han sido clonados son de S.
cinnamonensis, un productor de monensina A [Birch et al., 1993] y de
Amycolaptosis mediterranei U32 un productor de rifampicina [Weiwen et al.,
1999].

El andlisis de la secuencia los aminoacidos de las MCMs muestra una
considerable similitud entre diferentes organismos. En mamiferos, la MCM se .
encuentra formada por un homodimero de aproximadamente 80KDa codificado
por un unico gen. En S. cinnamonensis, la MCM es una proteina heterodimeérica
formada por una subunidad menor de 616 aminodcidos y 65 KDa y una
subunidad mayor de 733 aminoacidos y 79 KDa. Tales subunidades son
codificadas por los genes mutA vy mutB respectivamente. En este mismo
microorganismo, adyacentes a los genes mutA y mutB se encontraron dos
ORF ‘s incompletos, (ORFC y ORFD), en donde el ORFC inmediatamente rio
abajo del gen mutB, mostré una secuencia tipica de unidn a ribosoma, sin
embargo la secuencia no presentd una similitud consistente con alguna
proteina en el banco genético de datos (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Mas
tarde, la secuencia de un gen de 0.8Kb en E. coli designado orf2, adyacente al
gen sbm que codifica para la MCM, mostré un 75% de similitud en aminoacidos
al ORFC encontrado en S. cinnamonensis. [Roy y Ladlay, 1992] (figura 12).
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Fig. 12: Organizacién genémica y mapa de restriccién de la regién que
codifica para la MCM de S. cinnamonensis. Se muestran las posiciones y
orientaciones de los cuatro ORFs identificados a partir de la secuencia de
nucledtidos [Birch et a/., 1993].

La MCM de S. erythraea ha sido parcialmente purificada a partir de
extractos libres celulares de este microorganismo y mostré una banda principal
con un peso molecular de 63 KDa en geles de poliacrilamida y dodecilsulfato de
sodio (SDS-PAGE), sin embargo no se describid la composicién de subunidades
debido a su inestabilidad [Hunaiti et a/., 1984a]. Actualmente no se encuentra
reportada la secuencia del gen o los genes que codifican para MCM de S.
erythraea CA340. Por tanto, la clonacidén y secuencia de tales genes permitiria
llevar a cabo estudios posteriores de inactivacién génica mediante insercién y
de sobreexpresion con la finalidad de determinar la influencia de MCM en
proveer de los precursores suficientes para la biosintesis del antibidtico
eritromicina A.
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IV. Hipétesis

Debido a que existen secuencias altamente conservadas
en los genes que codifican para la metilmalonil-CoA
mutasa (MCM) de diferentes organismos, es posible
obtener una sonda gendémica de S. erythraea CA340
mediante la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR),
usando oligonucledtidos para la subunidad mayor (mutB).
Esta sonda nos permitira llevar a cabo la busqueda e
identificaciéon de los genes de la MCM en una biblioteca
parcial del genoma de S. erythraea en Escherichia coli
IM1009.
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V. Objetivo

Clonar, secuenciar y caracterizar los genes que
codifican para la metilmalonil-CoA mutasa de
Saccharopolyspora erythraea CA340, asi como
comparar la secuencia de aminodcidos deducida con
las secuencias previamente reportadas de otros
organismos.

it ——
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VI. Materiales y métodos
VI.1 Cepas y condiciones de cultivo

Las cepas utilizadas en este trabajo fueron: Saccharopolyspora
erythraea CA340, la cual fue obtenida de los laboratorios Abbott y fue
mantenida en cajas con agar YEMES que contenian por litro: 4g de extracto de
levadura, 10g de extracto de malta, 4g de sacarosa y 15g de agar. Escherichia
coli JM109 (recAl endAl girA96 thi hsdR17(rK° mK*) supE44 A(lac-proAB)
relAl [F traD36 proAB* lacIqZ4AM15] x") y E. coli DHSa (F AlacU169
(#80/acZAM15) endAl hsdR17 deoR supE44 thi-1 gyrA96 relAl 1) ambas
cepas fueron mantenidas en medio LB y agar LB y fueron utilizadas para los
experimentos de clonacion y propagacidon de los plasmidos de acuerdo a los
protocolos estandar [Sambrook et al.,1989].

VI.2 Purificacion del DNA gendémico de S. erythraea CA340

Para aislar y purificar el DNA gendmico se prepard un matraz con 100 ml
de medio YEMEG que contenia por litro: 4g de extracto de levadura, 10g de
extracto de malta y 4g de glucosa. Posteriormente se le adiciond glicina al
0.5% vy se inoculo con esporas de S, erythraea CA340. El medio inoculado se
incubd a 29°C con agitacidén a 200 rpm durante 48h [Hopwood et al., 1995]. El
cultivo fue recuperado por centrifugacion a 10000 rpm durante 10 min a 4°C
en una centrifuga Sorvall RC5B y un rotor SS34. E! micelio se lavd dos veces
con 25 m! de sacarosa al 10.3% estéril y se resuspendido en 10 ml de
amortiguador TE (Tris-HCl| 10mM pH 8.0, EDTA 1mM) con lisozima (1mg/ml).
Se incubé durante 1h a 30°C vy finalmente se afadidé iml de SDS
(dodecilsuifato de sodio) al 20%. La solucidon anterior se agité suavemente e
inmediatamente se realizaron dos extracciones con 10 ml de fenol saturado
con TE y dos mas con cloroformo. A la fase acuosa se le afiadié un volumen
equivalente de isopropanol y se recuperd el DNA de la interfase con ayuda de
una pipeta pasteur estéril.
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El DNA se disolvié en un volumen minimo de TE y se traté con RNAasa A
libre de DNAasa a una concentracion final de 20 ug/mi durante 1h a 30°C, al
final de este tiempo se afiadid proteinasa K a una concentracion 100 pug/ml y
se incubd durante 1h a 379C. Posteriormente se realizaron dos extracciones
con fenol saturado de TE y dos mas con cloroformo y el DNA se precipitdé con
2.5 volumenes de etanol absoluto y 0.1 volumenes de acetato de sodio 3M. El
DNA se disolvié en un volumen minimo de TE y se determind su pureza y
cantidad mediante la relacién de lecturas de absorbancia a 260 y 280nm,
utilizando un espectrofotdmetro Shimadzu UV 1201. La solucion de DNA
gendémico se almacend a 4°C. Los procedimientos de electroforesis del DNA en
agarosa fueron realizados de acuerdo a los protocolos estandar usando TAE 1X
como amortiguador de corrida [SambrooK et a/.,1989]. La lisozima, proteinasa
K y RNAasa A fueron obtenenidas de Roche Molecular Biochemicals. El
isopropanol, fenol saturado de TE y cloroformo fueron obtenidos de Sigma
Chemical Co.

VI.3 Amplificacion de la secuencia parcial del gen mutB

Para obtener fa sonda, parte del gen de la subunidad mayor de MCM
(mutB) fue amplificado mediante la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR)
usando el DNA gendmico previamente purificado de S. erythraea CA340 como
templado. La amplificacién se realizd durante 30 ciclos en un termociclador MJ
Research Inc. PTC-100, usando los oligonucledtidos (mutl y mut2),
previamente reportados para amplificar el gen mutB de Nocardia corallina que
corresponden a las secuencias altamente conservadas en diferentes bacterias.
[Valentin y Dennis, 1996].

mutl: 5‘'-gagtccaacgccttctacgc-3’

mut2: 5’'-acgagcttcecgcccagagcag-3’

Los oligonucledtidos fueron obtenidos de GIBCO BRL. Los ciclos de
amplificacion consistieron de: 1 min a 95°C para la desnaturalizacién, 2 min a
550C para el alineamiento y 3 minutos a 72 °C para extensién. Las mezclas de
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reaccion fueron preparadas usando un kit de PCR para secuencias con alto
contenido en GC (GC-RICH PCR System®, Roche Molecular Biochemicals) de
acuerdo a las condiciones siguientes: dNTP’s, 200 uM; oligonucledtido mut 1,
200 nM; oligonucleotido mut 2, 200 nM; DNA gendmico, 500 ng; solucién de
resolucién GC-RICH, 1M; amortiguador de PCR 5X / DMSO, 10ul; mezcla de
enzimas, 1 pl, (2 Unidades) y H,O grado PCR para completar 50 ul de la mezcla
de reaccién total. Una vez que finalizaron los ciclos, se tomd una alicuota de
10ul y se realizé un andlisis por electroforesis en gel de agarosa al 0.7%,
incluyendo el marcador de peso molecular XVII de 500 pb (Roche Molecular
Biochemicals).

VI.4 Purificacion, clonacion y secuencia del fragmento amplificado

El fragmento amplificado por PCR fue analizado mediante electroforesis
y posteriormente éste se purificd a partir de un gel de agarosa al 0.75% en
amortiguador TAE, usando un kit de purificacién de fragmentos de PCR
(QIAquick Gel Extraction Kit, QIAGEN Inc., Chatsword. Calif.).
Aproximadamente 100 ng del fragmento purificado fue clonado en el plasmido
pMOSBI/ue, (Amersham Biotech), previamente digerido con EcoRV de acuerdo
al protocolo proporcionado por esta compafiia. Finalmente se transformaron E.
coli IM109 competentes de con 10ul de la mezcla de ligacién, la cual contenia:
20 ng del fragmento previamente tratado con el fragmento Klenow de la DNA
polimerasa I, S0 ng de vector pMOSBlue y 4 unidades de ligasa de T4. Las E.
coli transformadas de fueron plaqueadas en agar LB que contenia: ampicilina,
150 pg/ml; IPTG (isopropil p-D-tiogalactopiranosido), 10 mM; y X-gal (5-
bromo-4-cloro-3-indol-p-galactosido), 20 ug/mi. Las cajas se incubaron a 37°C
durante 16h. Se seleccionaron al azar cinco clonas positivas y se inoculé' cada
una de ellas en 5ml de medio LB con ampicilina (150pg/mti). Los plasmidos
recombinantes correspondientes a cada clona se purificaron usando un kit de
purificacion de DNA plasmidico (QIAGEN. Mini plasmid purification kit) vy
posteriormente se realizé un analisis de restriccion de estos plasmidos con las
enzimas Ndel y BamH]I.
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El fragmento de DNA clonado en pMOSB/ue para generar pMUT2 fue
secuenciado en ambas direcciones por el método de dideoxiterminacién de la
cadena [Sanger et al., 1977] usando los oligonucleétidos: T7-promoter (5’ -
ctaatacgactcactataggg-3') y U-20 (5’ -gttttcccagtcacgacgtt-3'),
provenientes de las secuencias que flanquean el sitio multiple de clonacién
(MCS) de pMOSB/ue. La secuencia se realizd en un secuenciador ABI PRISM
310 (Perkin Elmer, Branchburg, N]) de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante.

E! analisis de la secuencia obtenida se realizé con ayuda de! software de
la base de datos del Centro de Informacion Biotecnoldgica (NCBI World Wide
Web) disponibie en http://www.ncbi.nlm.nih.gov [Altschul et a/., 1997].

V1.5 Purificacion y marca de la sonda

El plasmido pMUT2 fue digerido con las enzimas Ndel y BamHl para
liberar un fragmento de aproximadamente 640pb, el cual se purificd a partir de
un gel de agarosa al 0.75% de acuerdo al procedimiento antes descrito.
Aproximadamente 50 ng del fragmento Ndel-BamHI fueron marcados
utilizando un mddulo de marcaje, Gene images random prime labelling module
(Amersham Biotech.) con dUTP conjugado con fluoresceina. EI DNA fue
desnaturalizado durante 5 minutos a 100°C y puesto inmediatamente en hielo.
La mezcla de reaccidon y las condiciones de incubacién se llevaron a cabo de
acuerdo al protocolo de manufactura proporcionado por el frabricante.
Posteriormente la reaccidn se detuvo por la adicion de EDTA con una
concentracion final de 20 mM. Finalmente la sonda marcada fue almacenada a
—-20°C protegida de la luz hasta que se utilizé en los experimentos de
hibridacién.
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VI.6 Hibridacion Southern

El DNA gendémico de S. erythraea CA340 fue sujeto a digestion con las
enzimas: BamHlI, Hindlll, Sa'cl, EcoRl! y Bglll, todas ellas obtenidas de Roche
Molecular Biochemicals y GIBCO BRL. Las mezclas de restriccidn consistieron
de DNA gendémico, 5 ug; amortiguador de restriccion 10X de la enzima
correspondiente, 2 ul; Enzima 5 U y H,0 desionizada estéril para dar un
volumen final de 20 ul. Todas las reacciones se llevaron a cabo a 37°C durante
1h,

Las restricciones fueron analizadas mediante electroforesis en gel de
agarosa al 0.7% utilizando TAE 1X como amortiguador de corrida. Antes de
llevar a cabo la transferencia, el gel fue procesado como sigue: 10 min, en HC!
250mM; 25 min, en NaCl 1.5M/NaOH 0.5M y 30 min en NaCl 1.5M/Tris-HCI
0.5M, pH 7.5. La transferencia se realizd por capilaridad a membranas de
nylon Hybond-N+ (Amersham Biotech.) durante toda la noche usando 10xSSC
como amortiguador de transferencia (1X SSC consiste de citrato de sodio
0.015M y NacCl 0.15M) [SambrooK et a/.,1989]. Al final de la transferencia el
DNA fue fijado en las membranas usando un entrecruzador de DNA, UV
Stratalinker 1800 (Stratagene) en modo automatico a 1200 joules.

La hibridacion se realizé durante toda la noche a 65°C, utilizando 50 ng
de la sonda previamente marcada. La solucién de pre-hibridacién y de
hibridacién consistié de amortiguador de fosfatos 0.25M pH 7.2 y los lavados
de astringencia consistieron de: 2 veces por 5min a temperatura ambiente con
2XSSC/1% SDS, 2 veces por 15min a 65°C con 2XSSC/0.1%SDS y 2 veces a
temperatura ambiente con 1XSSC. Las bandas fueron reveladas con ayuda de
un moédulo de deteccion Gene Images CDP-Star (Amersham Biotech.) de
acuerdo al protocolo de manufactura proporcionado, con la diferencia de que
se utilizé 3% de albumina sérica bovina en lugar del reactivo bloqueante.
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VI.7 Produccion de una biblioteca gendmica parcial en puUC18

Los fragmentos de restriccion de entre 11 y 20 Kb provenientes de la
digestion de! DNA gendmico con BamHI fueron seleccionados y purificados a
partir de un gel de agarosa al 0.75%. Estos fragmentos fueron clonados en el
plasmido pUC18 digerido y desfosforilado (Amersham Biotech, Num. Acceso
L09136) [Yanisch-Perron et al., 1985; Veira y Messing, 1982]. Las reacciones
de ligacién contenian: fragmentos de DNA de 11 a 20 Kb, 50 ng; plasmido
pUC18 digerido con BamHl y desfosforilado, 0.7 ng; amortiguador de ligacién
5X, 4 ul; ligasa de T4, 2 U y H,O desionizada estéril para dar un volumen final
de 20 pl. Todas las reacciones de ligacién se llevaron a cabo durante 16 horas
a 16°C. Posteriormente, E. coli IM109 competentes fueron transformadas con
10 ul de la mezcla de ligacion y fueron plaqueadas en agar LB que contenia:
ampicilina, 150 pg/ml; IPTG, 10 mM y X-gal, 20 pg/ml. Finalmente las placas
fueron incubadas durante toda la noche a 37°C.

VI.8 Experimentos de hibridacién de colonias

La transferencia y la lisis de las colonias obtenidas de la sub-biblioteca
gendmica de S. erythraea CA340 fueron llevadas a cabo por los métodos
estandar [SambrooK et a/.,1989]. Dicha transferencia se realizé a membranas
de nylon Hybond-N+ (Amersham Biotech) y posteriormente la hibridacidn se
realizé durante toda la noche a 65°C, utilizando 50 ng de la sonda previamente
marcada. La solucion de pre-hibridacion y de hibridaciéon fué amortiguador de
fosfatos 0.25M pH 7.2 y los lavados de astringencia consistieron de: 2 veces
por 15min a temperatura ambiente con 0.55SC/0.1%SDS, 2 veces por 15min
a 65°C con 2XSSC/O.1%SDS y 2 veces a temperatura ambiente con 1XSSC.
Las clonas positivas fueron reveladas con ayuda de un mddulo de deteccion
Gene Images CDP-Star (Amersham Biotech.), de acuerdo al protocolo de
manufactura proporcionado, con la diferencia de que se utilizé 3% de albimina
sérica bovina en lugar del reactivo bloqueante.
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VII. Resultados y discusion

Los actinomicetos producen una gran cantidad de antibidticos de interés
médico con caracteristicas estructurales muy diversas, tales antibidticos son
construidos mediante la condensacién de unidades repetidas de manera similar
a la condensacion de los acidos grasos. En la sintesis de eritromicina, uno de
los principales bloques de construccion utilizados por la policétido sintetasa
(PKS) es el metilmalonil-CoA (MMCoA), cuya incorporacidn permite la
formacién del compuesto intermediario 6-desoxieritrondlido B (6-DEB), el
intermediario mas importante de la ruta biosintética. En este sentido, el
estudio sobre la disponibilidad de suficientes precursores (i.e MMCoA) para la
construccién de dicho compuesto puede representar un punto clave para la
sintesis y sobreproduccién de eritromicina.

La conversion de succinil-CoA en MMCoA es catalizada por la enzima
dependiente de adenosilcobalamina (AdCbl) metilmalonil CoA mutasa (MCM).
Estudios previos de anadlisis metabdlico realizados en el laboratorio de la Dra.
Ma. Elena Flores del Instituto de Investigaciones Biomédicas, mostraron que en
S. erythraea CA340 la formacién de MMCoA procede principalmente a través
de la accion de la MCM y por accién de la propionil-CoA carboxilasa en etapas
tardias de crecimiento [Bermuldez et al., 1998].

A la fecha no se encuentran reportadas las secuencias de los genes que
codifican para la MCM de S. erythraea CA340 y por tanto poco se sabe sobre
su regulacion a nivel transcripcional. Es por eso que el objetivo principal de
este trabajo fue clonar y secuenciar los genes que codifican para la MCM
ademas de comparar la secuencia de aminoacidos deducida con la de otras
metilmalonil-CoA mutasas previamente reportadas tanto de procariontes como
de eucariontes y de esta manera discutir las implicaciones de estos hallazgos
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VII1.1 Purificaciéon del DNA genémico de S. erythraea CA340

La primera etapa del desarrollo experimental de este trabajo fue obtener
puro e integro el DNA gendmico de S. erythraea CA340 y determinar su
concentracidon y pureza. La integridad del DNA gendmico se observé mediante
electroforesis en gel de agarosa indicando que no hubo degradacion del mismo
en el proceso de purificacion (figura 13). La pureza del DNA obtenido fue
buena ya que la relacion de absorbancias 260/280 fue de 1.8, lo que indica

una baja cantidad de proteinas.

A/Hind 1II DNA genomico

5.0 Kb
9.4 Kb
4.3 Kb

564 pb

Fig. 13: Electroforesis en gel de agarosa del DNA genémico
de S. erythraea CA340.
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VII.2 Amplificacion de la secuencia parcial de mutB mediante la
reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR)

Para amplificar un fragmento del gen de la subunidad mayor de MCM de
S. erythraea y obtener una sonda para la busqueda de los genes de MCM en
una sub-biblioteca gendmica, se utilizaron los oligonucliedtidos que
previamente fueron utilizados para amplificar parte de la secuencia de mutB de
Nocardia corallina [Valentin y Dennis, 1996]. Dichos oligonucleétidos
designados mut 1 y mut 2 (ver materiales y métodos) se encuentran
flanqueando una regidén altamente conservada de aminoacidos entre las
subunidades mayores de las MCMs de diferentes organismos y comprenden un
fragmento de 648 pb, dentro del gen mutB de S. cinnamonensis entre los
nucledtidos 3,464 y 4,111 (Numero de acceso en el GenBank L10064) [Birch et
al., 1993] (figura 14).

350
VEE HLIEKMFQPK
VEE HLIEKMFQPK
AEE KLV .KQFDPK
AEE KLV .KGFDPS
AAD ELV.AQFAPK
AKE KLV .HQFGPK
AEE KIV.KSFGAK
AKE EAV . SGFGAQ

AAE ETAQERYGIT

Fig. 14: Alineamliento miltiple de Jla secuencia parcial de MutB. Se muestran las
secuenclas de las regiones altamente conservadas (marcadas con recuadros y los aminodcidos
numerados en la parte superior) de MCM de varios microorganismos y de MCM de humano y
ratén. S.c, S. cinnamonensis (No. de acceso en GenBank L10064); A.m, Amycolatopsis
mediterranel U32 (AF117980), M.t, Mycobacterium tuberculosis (279701); P.s, Propionibacterium
shermanil (X14965); P.g, Porphyromonas gingivalis W50 (L30136); E.c, Escherichia coli gen sbm
(X66836); M.e, Methylobacterium extorquens (U28335). Los secuencia traducida de los
oligonucledtidos utilizados para amplificar parte de la secuencia del gen mutB de S. erythraea se
encuentran subrayados.
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La amplificacion de l|la secuencia parcial del gen mutB se realizd
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando el DNA
genomico de S. erythraea CA340 como templado. Los resultados
proporcionaron un fragmento principal de aproximadamente 640 pb de
acuerdo a lo esperado (figura 15). Dicho fragmento fue purificado a parir de un
gel agarosa y posteriormente tratado con el fragmento Klenow de la DNA
polimerasa para generar extremos rasos. Finalmente fue ligado en un sitio
EcoRV del plasmido pMOSB/ue para generar el pladasmido recombinante
designado como pMUT2, que fue usado para transformar E. coli DH5a
competentes.

Se seleccionaron al azar 5 clonas positivas y se purificaron los pldsmidos
para realizar un analisis mediante restriccion utilizando los sitios adyacentes
Ndel y BamHI, los cuales liberan el fragmento clonado dentro del sitio EcoRV
de pMUT2 y de la misma manera limitar parte de la secuencia proveniente del
vector, asi mismo se realizé la amplificaciéon del fragmento en pMUT2 utilizando
los oligonucledtidos mut 1 y mut 2 con la finalidad de confirmar la existencia
del fragmento en el plasmido recombinante. Todas las clonas seleccionadas
resultaron positivas al contener el pldasmido pMUT2 asi como el fragmento

clonado en éste (datos no mostrados).

1 2

2000 pb
1500

1000

640 pb ——
° 500

Fig. 15: Amplificacién de la secuencia parcial de
mutB de S. erythraea CA340. Electroforesis en gel de
agarosa al 0.75% 1: fragmento de 640 pb que resulté
de la amplificacion del DNA gendmico utilizando los
oligonucleétidos mut 1 y mut 2, 2: Marcador de peso
molecular de 500 pb (XVII) de Roche Molecular
Bichemicals
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Para asegurar que el fragmento de 640pb dentro de pMUT2
efectivamente formara parte de la secuencia de mutB y pudiera ser utilizado
como sonda para la busqueda de los genes de la MCM en una sub-blibioteca
gendmica, éste fue secuenciado en su totalidad y analizado con ayuda de un
software de la base de datos del Centro de Informacion Biotecnoldgica (NCBI
world wide web) disponible en http://www.ncbi.nlm.nih.gov [Altschul et al.,
1997] asi mismo se realizé un analisis de la secuencia para la busqueda de
sitios de restriccién utilizando el programa Webcutter disponible en
http/www.firstmarket.com/cutter.

La secuencia se llevd a cabo mediante el método de dideoxiterminacion
de la cadena [Sanger et al.,1977] en ambas direcciones, utilizando los
oligonucledtidos que flanquean el sitio multiple de clonacién de pMOSBlue
ademas de cuatro oligonucledtidos obtenidos de la secuencia interna del
fragmento (Ci1, Ci2, Csl y Cs2) con la finalidad de confirmar la secuencia de
los oligunocledtidos mut 1 y mut 2.

A 1 T % : ;
o
: 23 3 3 %
Primer T7 g @ v
— 1 ] | |
. n . _ 5 BamHI
648 pb
/ P 4
NdeI
primer -20
B ..
cagtccaacgccttctaccgccgcaacctcgccgccgggcagaagggcctatcggtggcctt 2
gacctggccaccecaccgeg ccgegegteggecggtgacgteggcatgg

cgggcgtggcgatcgactccatctatgacatgegeocggctecttecgacggcatececgetggacag
gatgagcgtgtcgatgacgatgaacggecgecgtgetgccecggtgatggcgetctacategtegcee
gccgaggaacagggcgtggcocgccggagaagcetggeocgggaccatccagaacgacatecctcaagg
agttcatggtccgcaacacctacatctaccecgececgecagecgtegatgeggatcatctecgacat
cttcgcctacgecctcgeggceggatgecgaagttcaactcgatctecatctceggetaccacate
caggaggccggggegaccgccgacctggagctggectacaccctegeggacggegtggagtace
tgcgcgccgggcggcaggcgggccwmmm;gccccgcggctgtcgt:tctt:ct:g
gggcatcgggatgaactt:cgcgatggagqtcgccaa ctgcgcgcggcccgg
apSERIEIEEES mat2

Fig. 16: A. Mapa de restriccién y secuencia del fragmento clonado en
pMOSBl/ue (i.e pMUT2) B. El fragmento de 648 pb fue secuenciado en su
totalidad en ambos sentidos utilizando los oligonucledtidos Cit, Ci2 y Csti,
Cs2 asi como los oligonucledtidos que flanquean el sitio multiple de
clonacién de pMOSBlue. En la secuencia se muestran los oligonucleétidos
mut 1 y mut 2 utilizados en la amplificacién (marcados en recuadros).
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VII.3 Anadlisis de la secuencia del fragmento amplificado

El analisis de la secuencia de nucledtidos del fragmento amplificado
mostré un contenido de G/C del 74%, lo cual es tipico para las secuencias de
nucledtidos de S. erythraea CA340 previamente reportadas [Bibb et al., 1984].
La secuencia de aminodcidos mostré un 88% de identidad con la subunidad
mayor MutB de S. cinnamonesis [Birch et al., 1993], 87% con MutB de
Mycobacterium tuberculosis H37RV [Cole et al., 1998] y 82 % con MutB de
Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii [Marsh y Leadlay, 1989],
por tanto estos resultados demostraron que el fragmento de 648 pb clonado en
pMUT2 efectivamente forma parte de la secuencia de la subunidad mayor de
MCM de S. erythraea CA340 y que puede ser utilizado como sonda para la
bisqueda de los genes que codifican para la MCM en una sub-biblioteca
gendmica

VII.4. Hibridacion tipo Southern

Para estimar el nimero de genes de MCM presentes S. erythraea CA340,
asi como para identificar los fragmentos necesarios para construir una sub-
biblioteca gendmica, el DNA fue cortado con varias enzimas de restriccion y
sujeto a un analisis por hibridacidn tipo Southern. El fragmento Ndel/BamH]1 de
648 pb proveniente de pMUT2 fue marcado con dUTP conjugado con
fluoresceina y fue utilizado para los experimentos de hibridacion, el revelado se
llevdé a cabo como lo describe materiales y meétodos. La hibridacion con los
fragmentos de restriccion generados con BamHl, Hindlll, Sacl, EcoRl y Bglll
proporcionaron una sola banda positiva entre 16 y 23 Kb, lo que sugieren la
existencia de una copia del gen mutB en S. erythraea CA340 Por otro lado, los
fragmentos de restriccion con BamHl entre 11 y 20 Kb fueron seleccionados
para construir una sub-biblioteca genémica en pUC18 (figura 17).
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23 Kb
18 Kb

9.4 Kb

Fig. 17: Andlisis por hibridacion tipo Southern del DNA
genémico de S. erythraea CA340. (A) 1, marcador XVII
(ROCHE); 2, BamHl; 3, Bglli; 4, EcoRl; S, Hindlll; 6, Sal; 7,
DNA sin cortar; 8, marcador II (ROCHE). (B) Hibridacion tipo
Southern, 1, BamHI,; 2, Bg/l; 3, EcoRI; 4, HindIll y 5, Sall.

VII.5. Construccion de una sub-biblioteca genémica de S. erythraea
CA340

Para construir una sub-biblioteca gendmica para la bisqueda de los
genes que codifican para la MCM de S. erythraea CA340, se seleccionaron los
fragmentos de restriccion BamHI (11 a 20 Kb) que dieron hibridacion positiva
para mutB. Tales fragmentos fueron purificados y ligados en un sitio BamH]I del
plasmido pUC18 previamente digerido y desfosforilado (Amersham Biotech,
NUim. Acceso L09136) [Yanisch-Perron et al., 1985]. Los plasmidos
recombinantes obtenidos se utilizaron para transformar bacterias competentes
de la cepa E. coli JM109 de acuerdo a los protocolos estandar [Sambrook et
al., 1989]. De aproximadamente 1000 clonas obtenidas sdélo 4 dieron una
sefial fuerte de hibridacion usando como sonda el fragmento BamHI/Ndel
proveniente de pMUT2 (figura 18).




Fig. 18. Andlisis mediante hibridacién en placa de
bacterias transformadas con pucis llevando
fragmentos de 11 a 20 Kb BamHI. El andlisis se realizd
usando como sonda un fragmento BamHI1/Ndel proveniente
de pMUT2 que previamente fue utilizado en el andlisis por
hibridacion tipo Southern.

Las clonas que dieron senal positiva de hibridaciéon fueron seleccionadas
y los plasmidos correspondientes fueron purificados y sujetos a un analisis
mediante PCR usando los oligonucledtidos mut 1 y mut 2, que fueron
previamente usados para amplificar parte de la secuencia del gen mutB, esto
ultimo con la finalidad de confirmar la existencia de los genes que codifican
para la MCM dentro de los plasmidos. Las clonas que dieron una fuerte banda
de amplificacion de 648pb fueron designadas pMCM3* y pMCM8* (figura 19).
Estos mismos plasmidos fueron analizados mediante restriccion para examinar
la existencia del mismo fragmento BamHI en ambas clonas. Las enzimas
utilizadas para llevar a cabo el analisis fueron: BamHI, Pstl, Xhol y Xmal. El
analisis de restriccion usando BamHI proporcioné un fragmento comun para
ambas clonas de aproximadamente 16.5 Kb. Estas mismas clonas presentaron
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patrones de restriccion iguales por lo que se concluyd que se trataba del
mismo fragmento BamHI clonado en ambos pldsmidos. Posteriormente se llevd
a cabo Ila secuencia de ambos extremos del fragmento usando los
oligonucleétidos que flanquean el sitio multiple de clonacién de puUC18 (T7
gtaaaacgacggccagt Yy reverso gtcctttgtcgatactg). Una vez obtenida la
secuencia de nucledtidos se realizé un andlisis de la secuencia de aminoacidos
en el banco de datos, lo que mostré la existencia de un posible ORF incompleto
con un 45% de identidad a un regulador trascripcional de la familia gntR de S.
coelicolor A3 (2) [Redenbach et al.,1996] (NUum. acceso CAB50943) adyacente
al oligonucledtido reverso. Por otro lado, la secuencia de aminoacidos
adyacente al oligonucleétido T7, no mostré ninguna similitud con las
secuencias disponibles en la base de datos. Tales resultados sugirieron que el
fragmento de 16.5 Kb clonado en pUC18 (i.e. pMCMS8") contenia en la parte
interna los genes que codifican para la MCM,

Fig. 19: Analisis mediante PCR
usando los oligonucleétidos mutil
y mut2 de las clonas positivas
provenientes de la sub-biblioteca 5.0 Kb
genémica de S. erythraea CA340 >
en pUC18. A, marcador de peso

molecular XVII (ROCHE); B, MCM8*; 2.0 Kb —Pp
C, MCM3*; D, clona 3; E, clona 6y F, 1.5 Kb )
DNA gendémico.
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VII1.6. Diseiio de sub-clonacién y analisis de la secuencia de los genes
de MCM

Para localizar los genes que codifican para la MCM, se realizaron sub-
clonaciones del fragmento de 16.5Kb contenido en pMCMS8*. Las sub-
clonaciones se llevaron a cabo en el plasmido pBluescript SK* (Num. acceso
52325 [SK+]) para generar los plasmidos pBK2, pXX11, pBX4, pKX2, pKB3 y
pPK1 (figura 20). Los fragmentos de DNA subclonados en estos plasmidos
fueron secuenciados y el analisis por comparacion de la secuencia obtenida con
la base de datos, mostré contener al menos cuatro ORF. ElI ORF1
aproximadamente 8.5 Kb rio arriba del ORF2, el cual se transcribe en direcciéon
opuesta al ORF2, ORF3 y ORF4 mostrdo un 68% de identidad a una helicasa de
S. coelicolor A3(2) [Redenbach et al.,, 1996]. Un fragmento de
aproximadamente 5.5Kb fue analizado utilizando el programa FramePlot
disponible en http://www.nih.go.jp/~jun/research/frameplot para la busqueda
de ORFs provenientes de bacterias con un alto contenido de G/C en su genoma
y un uso de codones con preferencia de G o C en la tercera posicién, tales
como Streptomyces [Ishikawa y Hotta, 1999]. Dicho fragmento mostrod
contener 3 posibles ORFs completos aunque parcialmente secuenciados (ORF1,
ORF2 y ORF3) (figura 20). Los ORFs revelaron un contenido total de G/C del
74.9% vy un uso de G/C en la tercera posicion de los codones del 94.7%, lo
cual es tipico para S. erythraea CA340 [Bibb et al., 1984]. La comparacién de
la secuencia de aminoacidos del ORF1 y ORF2 con la base de datos del Centro
de Informacién Biotecnolégica (NCBI) demostrd contener los genes mutA y
mutB, mientras que el ORF4 inmediatarnente rio abajo de éstos, mostrd un
porcentaje de identidad del 73% con el ORF5 de Amycolatopsis mediterranei
U32, una cepa productora de rifampicina [Zhang et a/.,1999], 71% con el
ORF5 de Mycobacterium tuberculosis [Cole et al., 1998] y 60% con el ORF2 de
0.8Kb rio abajo del gen sbm que codifica para la MCM de E. coli [Roy y Ladlay,
1992]. E! orden conservado de los genes (mutAB mas el ORF de 0.9Kb),
ademas de la secuencia de las proteinas puede reflejar una funcién bioquimica
de los productos de tales genes y por tanto en el metabolismo del MM-CoA en
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los microorganismos antes mencionados. Por tanto, serd necesario realizar
experimentos posteriores con el objeto de determinar si mutAB y el ORF4 se
encuentran organizados en un operén.
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Fig. 20: Diseiio de subclonacién y andlisis para la busqueda de
ORFs del fragmento de 5.5Kb A: Mapa de la regién del! DNA
gendédmico clonado de S. erythraea CA340., El ORF1l representa una
posible helicasa. El ORF2 y ORF3 dentro de un fragmento de 5.5Kb
representan los genes mutA y mutB analizados con el programa
Frameplot, rio abajo de estos genes se encuentra el ORF4 y un ORF
que codifica para un posible regulador transcripcional de la familia
gntR. B: Pldsmidos generados de la sub-clonacion del fragmento de
16.5Kb en pBluescript SK. C: Andlisis de ORFs utilizando el sofware
FramePlot [Ishikawa y Hotta, 1999]. El analisis mostré un porcentaje
de G/C contra A/T del 94.7% en la tercera posicion de los codones
para todos los frames. El ORF2 representa mutA y el ORF3 representa
mutB y su direccién de transcripcion es indicada con las flechas.
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El anadlisis de la secuencia del fragmento de 5.5 Kb mostrd contener a
mutA y mutB, ORF2 y ORF3 respectivamente (figura 21). La secuencia que
codifica para el gen mutA muestra un codén de término de la transcripcion
(TGA) en el nucleétido 1810, dicha secuencia contiene un porcentaje de G/C
del 74.9% vy codifica para la subunidad menor de MCM de aproximadamente
603 aminoacidos con peso molecular de 64.5 KDa, es posible que tal secuencia
sea extendida hasta 613 aminodcidos a partir de un analisis de prediccidon
comparando las secuencias previamente reportadas para MutA. El gen mutB
comienza en el nucledtido 1809 (GTG), pero su coddn de terminacion hasta
este momento no ha sido secuenciado. Dicha secuencia contiene un porcetaje
de G/C del 71.1% vy codifica para la subunidad mayor de MCM de
aproximadamente 748 aminoacidos con un peso molecular de 81.2 Kda. Tal
secuencia de aminoacidos podria extenderse hasta 751 al completar la
secuencia de nlucledtidos. Estos dos ORFs se sobreponen por sus codones de
término y de inicio en los nucledtidos 1809-1810 (GTGA), esto permite un
acoplamiento traduccional y por tanto Jla produccidbn de cantidades
estequiométricas de los respectivos polipéptidos, tal como se encontré en
mutAB de A. mediterranei y S. cinnamonensis [Zhang et al.,1999; Birch et al.,
1993]. La subunidad menor de MCM de S. erythraea CA340 mostrd 23.0% de
similitud con su propia subunidad mayor principalmente en las regiones medias
de cada una, esto sugiere que tales genes podrian ser el resultado de un
evento de duplicacién, lo cual ha sido previamente sugerido para las MCMs
heterodimeéricas de P. shermanii y S. cinnamonensis [Marsh et al., 1989; Birch
et al., 1993].

El gen mutB se encuentra precedido por un sitio de unién a ribosoma
(RBS) tipico de Streptomyces (GGAG) en los nucleétidos 1797-1801 con base a
la secuencia complementaria 3’ terminal del RNAr 16S [Bibb y Cohen, 1982].
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gccgagttccecccgageccocgcecccggecagcagtggcggcaacaggtggagaaggtocctgege
A E F P E P A R Q Q W R Q Q V E K V L R
aggtcgggtctgctgecccgagggcaggceccgcgceccggageceggt cgaggacgtgectegec
R 8 6 L L P E G R P A P E P V E D V L A
agcgccacctacgacggcatcaccgtgcacccgetctacacegagggtcocccgecateccage
s A T Y D G I T VvV H P L Y T E G P A 8§ s
ggcgtcccgggectggecgcocctacgtgecgeggcagecgggcgcagggetgecgtcagegag
G VvV P G L. A P Y V R G S R A Q G C V s E
ggctgggacgtcoccgcecagcaccacgeccaceccocgacgecctcggagaccaaccgecgagate
G W D V R Q H H A H P D A S E T N R E I
ctggceccgacctctacaacggecacgacctegectgtggctggagectcgggecgacecgggectg
L A D L Y N G T T 8§ L W L E L G P T G L
ccggtggactcecgectggeccgacgccctecgaaggegtccacctggacatgatcggegtegtg
P VvV D $S L. A D AL E G V H L D M I G V V
ctcgacgceccggtgacgaggcecggcgegggcecgcgtecggegttgectggagctcgegegggag
L D A G D E A A R A A S A L L E L A R E
cagggggtgcggcccagegcgctgecgegecaacctgggegeegaceccgctgagcacctgg
Q G VvV R P §S A L R AN L G A D P L S T W
gctegcaccgggecaggaacgcgacctgggectocgecgeccgaggtcgeccgegecactgegeg
A R T G Q E R D L GG L A A E V A A H C A
tcgcaccecgggectgegcgegatcaccgtecgacggectgecoectaccacgaggcgggegge
S H P G L. R A I T VvV D G L P Y H E A G G
tcecgacgecgaggagctcoggetgctcgategcecgegggegtecacctacctgecgggtgetg
s D A E E L G €C s I A A G V T Y L. R V L
gcecggtgagctecggtgeccgaggcecgecgagegggetgectggagttcegeoctacgeccgecace
A G E L G A E A A s G L L E F R Y A A T
gccgaccagttccectgaccatcgeccaagctgegecgeggcocegcaggctgtgggagegggtyg
A D Q F L T I A K L R A A R R L W E R V
acgcgggagatcggcgtcocgceccgagcegcgcgcagectecagecacgeggtcacctecteggeg
T R E I G VvV A E R A Q L Q H A V T S S A
atgctgacgcgccgcgaccecgtgggtgaacatgcectgcgeaccacgatcgoccacgttegee
M L T R R D P W V N M L R T T I A T F A
gcaggcgtgggcggcecgegeggtecggtcaccgtgegecegttegacgecgecgatecgggetyg
A G V 6 G A R 8§ V. T V R P F D A A I G L
ccggacceccttecteceggcgecatcgecececgecaacaccecagtegetgectgetggaggagteg
P D P F S R R I A R N T Q 8 L L. L E E S
cacctggcgcaggtgatcgacccggecgggeggttectggtacgtcgagacgctgaccgac
H L A Q VvV 1 D P A G G S W Y V E T L T D

Fig. 21: Secuencia de nucleétidos de un fragmento clonado de 4,055 pb del DNA
genémico de S. erythraea CA340, Dos posibles ORFs (ORF1 y ORF2) fueron identificados
con ayuda del programa FramePlot ademds su secuencia de aminoacidos deducida a partir
de su secuencia de nucleétidos (en la parte de abajo). La secuencia parcial del ORF1
representa mutA y contiene un codén de terminaciéon (TGA, subrayado) en el nucledtido
1810, El ORF2 contiene un posible sitio de unién a ribosoma (RBS) en los nucledtidos 1797-
1801, ademas de un codon de inicio (GTG) en el nucledtido 1809. Estos dos ORFs se
sobreponen por sus codones de termino y de inicio en los nucledtidos 1809-1810 (GTGA).
Los oligonucledtidos mutl y mut2 utilizados para amplificar parte de la secuencia de mutB

son indicados por las flechas.
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gaactggcgcacaaggcgtgggagtggt tccggegcatcgaggoccgagggegggeotgeeo
E L A H K A W E W F R R I E A E G G L P
gccgegctgcgetegggtetggtggecgacecggetocgecgagacctggcageggcgeecgyg
A A L R S G L VvV A D R L A E T W Q¢ R R R
gacgcecgtcgcccacecgcaccgacccgatcaccggocgtcaccgagtteccgaacctecgaa
D A V A H R T D P I T G v T E F P N L E
gaacccgecgctgcgacgegaceccgegococcgagecgaetgtegggecggecctgecocaccgecac
E P A L R R D P A P E p L S G G L P R H
cgctacgccgaggacttcegageggetgegcgacgcctccgacgeccacctecgacgaaace
R Y A E D F E R L R D A S D A H L A E T
ggtgecgecgecegaaggtcttcctcgecacgctcggt tegetcgeccgagecacaacgeccge
G A R P K V F L A T L G S Lh A E H N A R
gcgtegttegcoccgcaacctctteggegegggcgggctggaaaccecggacgaecgggecc
A S F A R N LL F G A G G L E T P D A G P
acggagtccacagaggacgtggtgaaggcgttcegeccggetegggcacgecggtggectge
T BE §8§ T BE D V V K A F A G S5 G T P V A C
ctgtgctegggtgaccggatctacggtgagcacgecggaggaaacegcecoccgegogeteegg
L c s G D R I Y G E H A E E T A R A L R
gaggcgggggccgaccaggtgctgctggccggctcgctcgaggtgcccggcgtcgacggc
E A D Q VvV L L A G S L E V P G V D G

cgggtgttcggcgggtgcaacgccctcgaagtcttgcaggacgtccaccgcaggttggg_Bs

R V F G G C N A L E VvV L Q D V H R R L G
gtgcagca

mutB

1809

1869

1929

1989

2049

2109

2169

2229

2289

2349

24089

2469

2529

2589

gtgaccgcccacgagcacgaaccgatccceccagecttecgeecggegtggagectgggegagecc
v T A H E H E P I P 8 F A G V E L G E P
gececccgogectgoccgggcggtggaacgacgecgetgoctggeccgagaccggcaaggaggoco
A P A P A G R W N DA L L A E T G K E A
gacgccctggtgtgggaggcgecccgagggcatcggegtcaagcecgetctacaccgaggec
b A L VW E A P E G I G V K P L Y T E A
gacacccgegggetggactteoctgegcacctacccgggaatecgegecgttcctgegegge
D T R 66 L D F L R T Y P 6 I A P F L R G
ccgtacccgacgatgtatgtcaaccagcegtggacggtgegecagtacgeggggttctece
P Y P T M VvV N O P W T V R Q Y A G F S
accgccgagcagtccaacgecttctaccgecgecaacctecgeccgecgggcagaagggectg
T A E R N L A A G Q K G L
tcggtggecttocgacectggecaccecaccgeggectacgacteccgaccaccegegegtecgge
S v A F D L. AT H R G Y D S D H P R V G
ggtgacgtcggcatggcgggcgtggecgatcgactccatctatgacatgegececggcetcttce
G D VvV 6 M A G vV A I D s I ¥ b M R R L F
gacggcatcccgcectggacaggatgagegtgtcgatgacgatgaacggegecgtgectgecyg
p 6 I P L DR M S V s M TMN G A V L P
gtgatggcgctctacatcgtcecgeoegececgaggaacagggcgtggcgecggagaagetggec
v M A L Y I VvV A A E E Q G VvV A P E K L A
gggaccatccagaacgacatcctcaaggagttcatggtecgcaacacctacatctacecg
G T I Q@ N D I L K E F M V R N T Y I Y P
ccgcagccecgtcecgatgcecggatcatctecgacatcttegectacgecctegecggeggatgeceg
P Q P s M R I I 8§ D I F A Y A S R R M P
aagttcaactcgatctccatctccocggectaccacatccaggaggcecggggcgaccgecgac
K F N 8 I 8 I 8 G Y H I Q E A G A T A D
ctggagctggcecctacaccctecgcggacggcgtggagtacctgecgegecgggcggcaggeeg
L E L A ¥ T L A D G V E Y L R A G R Q A

Fig. 21
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2649

2709

2769

2829

2889

2949

3009

3069

3129

3189

3249

3309

3369

3429

3489

3549

3609

3669

3729

3789

3849

3909

3969

4029

ggcctggacatcgactccttocgececcgecggectgtegttecttectggggcatcgggatgaac
¢ L bp I DS F A P RUL S F F _ W, G I G M N
ttcgcgatggaggtcgccaagctgcgcgcggcccggQCQctgtgggccaggctggtcaag
F A vV A A R L L W L Vv K
cgcttcgagccgtcggacccgaagtcgctgccgctgcgcacccactcgcagacctcgggc
R F E P S D P K 8§ L §$ L R T H S8 Q T sS8 G
tggtcgctgaccgcccaggacgtctacaacaacgtecgtgcgecacgtgecgtggaggecgatg
W S L T A Q D V ¥ N N V V R T c v E A M
gccgccaccecagggccacacccagtcgctgecacaccaacgcecctggacgaggegcectggeg
A A T Q G H T Q@ 8 L H T N A L D E A L A
ctgccgaccgacttctccgecgecgeatecgececcgcaacaccecagctggtgctecagecaggag
L P T D F 8 A R I A R N T Q L V L Q Q E
tccggcaccacccgegtcatecgaccegtggggecggetecgcactacatcgagecggetgace
s 6 T T R VvV I D P W G G S H Y I E R L T
caggacctcgccgaacgcegecgtgggeccacatcaccgaggtegaggacgeccggeggeatg
Q D L A E R A W A H I T E V E D A G G M
gcccaggecatcgacgeccggtatcecgaagatgecgecatecgaggaggeccgecgegeggacg
A Q A I D A G I P K M R I E E A A A R T
caggcgecgcatcgactceggcecgecagecgectcatecggegtcaacaagtaccgetacgac
Q A R I D S G R Q P L I G V N K ¥ R Y D
ggcgacgagcagatcgaggtcctcaaggtcgacaacgeccecggegtgecgggecccagcagetg
G b E Q I E VvV L K V D N A G V R A Q Q L
gacaagctgcggcggctgocgecgaggaacgcgacteccgaggecgtgegagaccgecactgege
D K L R R L R E E R D s E A C E T A L R
aggctgaccggcgccgcocgaggccgcgctggaggacaaccggccecgacgacctecgecgeac
R L T 6 A A E A A L E D N R P D D L A H
aacctgctgacgctggecocgtggacgeccgegecggcacaaggccecacegtcggegagatctee
N L L T L A V D A A R H K A T V G E I s
gacgcgctggagaaggtcttcggeccgecactocecggeccagatcegtacgattteceggegtg
D A L E K VvV F G R H 8 G Q I R T I S8 G V
taccgggaggagtcgggtacctcggagtcgctggagcgcgcccgccgcaaggtcgaggag
Y R E E 8 G T 8 E 8 L E R A R R K V E
ttcgacgaggcagagggcaggcgcccgcgcatcctggtggccaagatgggccaggacggc
F D E A E G R R P R I L V A K M G Q D G
cacgaccgcggccagaaggtcatcgeccacegecttegeccgacatcggecttcgacgtcgac
H D R G Q K v I A T™ A F A D I G F D V D
gtgggcccgetgttcocecagacccecggecaegaggtegececgecaggeggtcgagteccgacgtg
vV 6 P L F Q T P A E V A R Q A V E S§ D V
cacgtcgtcggggtgtcgtcgetggecgegggecacctgacgectggtgeccegegectgege
H VvV v G vs s L A A G H L T L V P A L R
gacgagctggccgggctoeggccgctececgacatcatgategttgteggeggegtgatceecg
D E L A G L G R S D I M I V V G G V I P
cccgecgactteocgacgecgctgegeccagggeggagecagegegatctteccegocecgggaace
P A D F DA L R Q GG A 8 A I F P P G T
gtgatcccecgacgcecgecgetcocggactgectcgaccaagcecttecgegeggtgectcgacecace
v 1 P D A AL G L L D Q A S A R C s T T
ccgcgcccggcgaagcctgccggcgag 4055
P P A K P A G E

Fig. 21
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Las secuencias de aminoacidos para la subunidad mayor de MCMs
disponibles en la base de datos fueron comparadas con la secuencia de
aminoacidos de la subunidad mayor de MCM de S. erythraea CA340. El analisis
mostré un alto porcentaje de identidad con la subunidad mayor de S.
cinnamonensis, 84%; A. mediterranei, 85%; subunidad o de P. freuderechii
subsp. shermanii, 79%; subunidad o de M. tuberculosis, 78%; Caulobacter
crescentus, 77%; Mesorhizobium loti, 79%; Bacilllus halodurands, 77%; ratén,
74%; humano, 74%; P. gingivalis, 74%; Caenorhabditis elegans, 73% E. coli,
72%; S. coliecolor, 62%. La gran identidad de la subunidad mayor de MCM
tanto de eucariontes como de procariontes sugiere que MCM se ha conservado
eficientemente durante la evolucién.

VII.7. Identificacion de los posibles sitios de unién al substrato y de la
coenzima Bis

Con la finalidad de identificar aquellos residuos que juegan un papel
funcional en la actividad de la MCM, se realizaron alineamientos multiples con
las secuencias de la subunidad mayor de las MCMs previamente reportadas y
disponibles en la base de datos (figura 22). El anadlisis de los residuos
conservados mostré una alta identidad particularmente en dos regiones, la
primera entre los aminoacidos 91 al 393 y la segunda entre los aminoacidos
610 al 724. Previamente se ha identificado un motivo (D-X-H-X-X-G, S-X-L y
GG) de unién a la coenzima B,; con base a la similitud en la secuencia con
otras enzimas dependientes de B,; [Marsh y Holloway, 1992; Drennan et al.,
1994a,b; Ludwing et al., 1996; Ludwing y Matthews, 1997; Neil y Marsh,
2000]. En la subunidad mayor de la MCM de S. erythraea CA340 este motivo
se identificd en DS°GHS2!DRG®%4, S8655L%67 y G59GS°7 que se encuentra en la
segunda region conservada. La carencia de este motivo en la subunidad menor
de MCM de S. erythraea CA340 proporciona evidencia de la posibilidad de unir
solamente 1 mol de coenzima B;2> por heterodimero tal como se encontré en la
MCM de A. mediterranei U32 y el gen bhb A de Sinorhizobium meliloti [Zhang
et al., 1999; Trevor y Punita, 1999].
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Existe otra secuencia altamente conservada (RIARNT) en todas las MCM
secuenciadas a la fecha, sin embargo dicha secuencia no ha mostrado alguna
relacion con la actividad de la MCM [Bairoch et al., 1997]. En la MCM de S.
erythraea CA340 esta secuencia fue identificada entre fos aminoacidos 388 vy
393 de la primera regidén conservada.

Recientemente la estructura cristalina de la MCM de P. freuderechii
subsp. shermanii ha sido publicada. Esta consiste de un dominio carboxilo
terminal (B/a)s, en el cual se han identificado los residuos conservados D-X-H-
X-X-G (donde X representa cualquier aminoacido); este motivo proporciona
una estructura cerrada entre las cadenas ol hélice y B2 plegada [Mancia et al.,
1999]. El residuo de histidina interacciona intimamente con el atomo de
cobalto proveniente de la coenzima B;; a través del nitrégeno ¢ del anillo de
imidazol, formando una red estabilizada por puentes de hidrégeno entre los
residuos His®%-Asp®%8-Lis®®*, Estos mismos residuos fueron identificados en la
isobutiril-CoA mutasa, una enzima dependiente de la coenzima B;, de S.
cinnamonensis, lo que sugiriéo que dichos residuos podrian ser responsables en
la unién con la coenzima B,; [Ratnatilieke, et al., 1999] (figura 22). En la
subunidad mayor de MCM de P. shermanii los residuos Tre®’, Ser!!4, Ser!¢?,
Serl®, Trel®s, Tre!?, Ser?®®, Ser?®® y Ser®?, crean un centro activo mediante el
cual la CoA puede ser unida formando puentes de hidrogeno con el grupo
amida de CoA. La His*** se encuentra en una posicién que permite la unién al
oxigeno del carbonilo en la reaccion de rearreglo del succinil-CoA vy
posiblemente sea el principal residuo catalitico (figura 11). Todos estos
aminoacidos se encuentran identificados en la primera regidén conservada de la
subunidad mayor de MCM de S. erythraea CA340.

Un residuo, Tir®?® de la subunidad mayor de P. shermanii se encuentra
altamente conservado en todas las secuencias de las subunidades mayores de
MCMs y éste se encuentra localizado muy cerca del centro de unién con la
coenzima B,,. Estudios recientes por cristalografia de rayos X y cinética
enzimatica demostraron que una mutante producida por el intercambio del
residuo Tir®® por el de fen® (Y89F) de MCM de P. shermanii, no afectd
significativamente la K, para succinil-CoA. Sin embargo, 1a K. de la mutante
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fue 580 veces menor que la del tipo silvestre. Por tanto, se ha sugerido que la
Tir® juega un papel clave en la reaccién catalizada por la MCM [Thomas et al.,
1998]. En la secuencia de la subunidad mayor de MCM de S. erythraea CA340
la Tir®® puede tener una funcién similar a la Tir®® encontrada en la subunidad
mayor de MCM de P. shemanii.

Recientemente la estructura cristalina de MCM de P. shermanii junto con

el substrato reveldé una interaccién entre la Arg?®’

y el grupo carboxilo del MM-
CoA [Mancia et al., 1999], dicho residuo se encuentra presente en Arg?!® de la
subunidad mayor de la MCM de S. erythraea CA340. Es posible que los
residuos altamente conservados entre las MCM puedan resultar en mecanismos
cataliticos muy similares si no es que idénticos.

A la fecha no es claro si la subunidad menor encontrada en las enzimas
heterodiméricas es requerida para la actividad de MCM, ya que no se han
encontrado evidencias que indiquen que esta subunidad participa en la unidon
tanto del substrato como de la coenzima B,, [Mancia et al/ 1996]. Se ha
sugerido que la subunidad menor resultd de un evento de duplicacién durante
la evolucidn lo que dié lugar a las dos subunidades y que las enzimas
monomeéricas encontradas en bacterias son ejemplo de eventos de delecién
subsecuente [Jackson et al., 1995]. Los estudios comparativos estructurales y
genéticos de las MCMs heterodiméricas y homodiméricas podrian proporcionar
evidencias que permitan determinar la relacién funcional entre las subunidades
de la enzima y finalmente esclarecer el origen de la subunidad menor.
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ery 101 TAEQS| RRN

S.ery 161

Humano 175

S.ery 221 FOPSMRIISHWIFAYASRR

Humano 235 JFEPSMKIIAMIFEYTAKH

S.ery 45 WEAPEGIGVKP --EADTRGLDFLRT—-YPE T AMFIePYPT)
S0 WNTPEGIPIKPLRMLR-SDRDCDAQ-~-RSVELPEOFIJFTIEPYPT
Humano 61 WHTPEGISIKPI}SK~RD--~-TMD—-LPEEL 114

33 WRTPEQIMVKP - -KDDLEGME -—HLDY VST, PigF

100
106

50 WHTPEGIDVTPVMIAADRAAAEAEGYPLHSFPEE PiIF 109

27 HQTAEGIAIKP - -EADLDNLE—-VTGTLP{eL Pi4
25 FKTSSGIVVDR P-EDVEIDYEN—-KLGYP
27 FTTLSGDPVDP PRPGDTYDGFE—-RIGW

SGLSVAFDLIAT
Q GLSVAFDLHT

107 TVEES KENI

K D
Humano 115 TVEESHK KDNI .GLSVAFDLRT GEVGI A
89 TAEES RRNLAS 1GLSVAFDLRT GIVGmGVD K
110 TAADS RRN ‘GLSVAFDLRT HVG 2 R
83 TAKES RRN D K
82 TAEETRIRRMRYLLE EI
85 NAEQTRJERPKMI E

RMS NGAVLPVMALYIVAAEE
EKMS NGAVVPVLAMYVVARAEE
EKMS NGAVIPVLANFIVTGEE
SKMS NGAVLPILAFYINAGLE
STVS NGAVLPILALYVVAAEE
KMS GAVLPVLAFYIVARAEE
KVS INSTCAQILSMYVAVAEK!

DVT ISGPAVPVFCMYLVARER
* X x

167

149
170
143
142
145

227 PJEPSMRIIGWIFAYTSRE

209 JZEFSMRIIAIFEYTSQN
230 IPKPSMRIISWMIFAYTSA
203 IKPSMRIIAMIIAWCSGN
202 EPSLRLATIIMFCAKE

FMVRNTYIYP 220
FMVRNTYIYP 226
FMVRNTYIFP 234
FMVRNTYIYP 208
FMVRNTYIYP 229
LCRNTYIYP 202
IARGTYIFP 201
IAQKEWLFQ 204

LRAGRQA 280
CETGLNA 286
SRTGLQA 294
LKAGIDA 268
IRAGLNA 289
IKAAISA 262
EKVIER 261

205 YEPHLRLIGSMLMEHCARDI)Z ELGLSR 264

Fig 22: Alineamiento multiple de la subunidad mayor de MCM de S. erythraea CA340 y otras
MCM y MCM relacionadas de diferentes organismos. El alineamiento fue generado con ayuda de
un software disponible en el banco de datos del Centro de Informacién Biotecnolégica (NCBI). Los
aminodcldos conservados en todas las proteinas son marcados con negritas. Los sitios posibles de
unién con el substrato son marcados con asteriscos y los sitios posibles de unién a la coenzima B;; son
subrayados. La secuencia consenso RIARNT encontrada en todas las MCMs se encuentra marcada con
cruces. S. ery, S. erythraea CA340; C.e, Caenorhabditis elegans (No. de acceso Q23381); Humano,
(P22033); P.g, Porphyromonas gingivalis (Q59677); M.t, Mycobacterium tuberculosis (P71774); E.c,
gen sbm de Escherichia coli (P27253) A.f, subunidad a de Archaeoglobus fulgidus (AAB89037); Icm,
isobutiril-CoA mutasa de Streptomyces cinnamonensis (AAC08713).
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S.ery 281 KLVKR-FEPSDPKSLSISITHS[edYS 339

C.e 287 346
Humano 295 354
P.g 269 327
M.t 290 348
E.c 263 321
A. £ 262 321
Icm 265 324
S.ery 340 399
C.e 347 406
Humano 355 414
P.g 328 387
M.t 349 408
E.c 322 381
A. £ 322 381
Icm 325 384
S.exry 400 HYI WWAHITEVEDA® - - - === = -=-m-= - QA 443
C.e 407 YM DEIYEKL\LAVIKEIDEL[®-~----=c=cee—-=-= KA 450
Humano 415 YM INLKLINEIEEMg- -~ - = - =~ - - e m == KA 458
P.g 388 Y ELVHKEWTLIKEVQEMg- - - == = = = - = = =~ =~ KA 431
M.t 409 Y'Y FISNRAHIAEVAEHY- - - = - = e e e — = - - QA 452
E.c 382 QIVKOIIRATIIQQIDEAME- -~ - - o oo oo e e — - - KA 425
ALf 382 YYI DRIEEELEWMKYIEKIDEM[g---------------- IKA 425
Icm 385 DRIEADMNEKIFEQIRE RRACPDGQHPIGPITS[EHILRG 444

S.exy 444 IDAEIPKMRMEEAAARTIPARIDSGRQPLI KYRYDGDEQIEVMKVDNAGVRAQILD S03
C.e 451 VASEMTKLKMEEAAAKKIARIDAGKDVI KYRLDHEQQVEVIKIDNAKVREECA 510
Humano 459 VAEMIPKLRJSEECAAR ARIDSGSEVI KYQLEKEDAVE IDNTSVRNRWIIE 518

P.g 432 IETIGLPKLRMEEAAART[MARIDSHQQVI KYRLPKEDPIDIEIDNTAVRKQIIE 491
M.t 453 ISDEIPKLRMEEAAARTSARIDSGQQP KYQVPEDHEIEV)IKVENSRVRAEMILA 512
E.c 426 IEAELPKRMMEEASAREESLIDQGKRVI KYKLDHEDETDVIAEIDNVMVRNE[IIAS)® 485
A.f 426 IESEYVQOREMOKSAYEKEKAIDEGEILIT KYQIEEEIQIELJRVDKAVVE-K{] TR 484
Icm 445 IEDEWFTGEMAESAFQY[$IRSLEKGDKR CLEGSVTGDLEIMRVSHEVER-E[®JVRE}] 503

S.ery 504 554
C.e 511 551
Humano 519 560
P.g 492 533
M.t 513 562
E.c 486 526
A.£f 485 526
Icm 504 544
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S.ery 555 ISDALEKVFGRH- - - - PRI LVEYS A 649
C.e 552 ISDAMEKVFNRH- - - - PI{TMVE:N 646
Humano561 ITDALKKVFGEH - - - - PILLVEN S 655
P.g 534 ISDACEKVVGRY———-PRIMIAK* 628
M.t 563 ISEALEKVYGRH----PRILIAK*GQDGHDRGOKV 657
E.c 527 ISDALEVAFDRY - -~ - PIJTL IEN 625
A.£ 527 TDALRDVFGEF - - - < TIVI VENYP[e]] jolejzen) e 642
Icm 545 —_—— —

S.ery 649 L) PALRDEMAGI{&RS - - ~|)]TMI IPPADFDA 707
C.e 647 L IPQLIGE}®K RP- -~ -)JILVV, IPPQDYKE 707
Humano 656 K PELIKEMNS RP- - -IJTLVM IPPQDYEF 716
P.g 629 KTIAI PQVIAEMEKI{ERP - - ~IJTTLVT IPAQDYDF 689
M.t 658 L PALRD. QVI&RP - - -|sJITMI IPPGDFDE 718
E.c 726 KNAI PELVEAMKKWERE - - -l ICVV IPPQDYAF 786
A.£ 643 LE| PMVIEEIMR LEPNRISIVLVI IVPEEDVPK 703
S.exy 708 }RQ SATIFP)g- IPDAALGLLDQASARCSTTPRPAKPAG

C.e 708 )#YD ALVFG)g- RLPACANQILEKLEANLPEAPGKAASR

Humano 717 MFE SNVFGjd- RIPKAAVQVLDDIEKCLEKKQQSV.
g 690 AYQ AAIFGig-~ PVAYSAAKVELEILLEE
.t 719 8y TAIFPig- IADAAIDLLHRLAERLGYTLD.
c
£

787 ¥QE AATYGly~ PMLDSVRDVLNLISQHHD,
704 AKEMEIVAKVFEGYy- PLNEIIDF (2648305)

Fig. 22
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VIII. Conclusiones
. ]

1.

Los genes que codifican para la subunidad menor y mayor de MCM, mutA y
mutB respectivamente han sido clonados a partir de una sub-biblioteca
gendmica de S. erythraea CA340.

El gen mutA se encuentra en fragmento de 1810 pb, el cual contiene un
ORF que codifica para un polipéptido de 603 aminoacidos con una masa
molecular de 64.5 KDa.

El gen mutB se encuentra en un fragmento de 2244 pb y contiene un ORF
que codifica para un polipéptido de 748 aminoacidos con una masa
molecular de 81.2 KDa.

Los ORF que codifican para mutA y mutB se translapan por sus codones de
término y de inicio de la transcripcion respectivamente, lo que permite un
acoplamiento traduccional y por tanto la produccion de cantidades
estequiométricas de los respectivos polipéptidos.

La secuencia RIARNT, la cual se encuentra altamente conservada en todas
las MCM secuenciadas a la fecha fue indentificada dentro de la secuencia de
aminoacidos de MutB.

El gen mutB que codifica para la subunidad mayor de la MCM mostré un
alto porcentaje de identidad con las subunidades mayores de otras MCM
encontradas tanto en procariontes como en eucariontes, lo que sugiere que
la MCM se ha conservado eficientemente a lo largo de la evolucion.
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