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Resumen

Para poder crecer en sustratos no gluconeogénicos, la isocitrato liasa, la primera enzima del ciclo del glioxilato,
redirecciona al isocitrato alejandolo del ciclo de los acidos tricarboxilicos (CAT) y dirigiéndolo hacia el ciclo del glioxilato.
La ICL de Pseudomonas aeruginosa (PalCL) es considerada como un factor de virulencia debido a su funcién en la
asimilacién de carbono durante la infeccidon. El extremo carboxilo (C-terminal) de las ICLs de la subfamilia 1 esta
relacionado con la funcién enzimatica, por lo que propusimos determinar la funcidn del C-terminal en la funcién de la
PalCL y si esta involucrado en la virulencia de P. aeruginosa PAO1. El C-terminal de la PalCL se modificé por la adicién
de una etiqueta de histidinas, generando a la CILC. También se generd a la NICL, que corresponde a la PalCL con una
etiqueta de histidinas en el extremo amino. La CICL fue menos eficiente que la NICL; sin embargo, no se reflejé en el
crecimiento de la mutante A39 complementada con la CICL, ya que crecid en acetato en la misma proporcion que PAO1.
Se determind que las interacciones idnicas son criticas para la estabilizacién del homotetramero de la PalCL. Ademas,
el homotetramero de la CICL fue menos estable, sugiriendo que el C-terminal es importante para la conformacion
cuaternaria de la enzima. La mutante A39 complementada con las variantes de la PalCL fue mas virulenta que la cepa
PAO1. Estos resultados confirman que en P. eruginosa la ICL es esencial para la asimilacién de acetato y virulencia.

Abstract

To be able to grow on non-gluconeogenic substrates, isocitrate lyase, the first enzyme of the glyoxylate cycle, redirects
isocitrate away from the tricarboxylic acid cycle (TCA) and towards the glyoxylate cycle. The isocitrate lyase from
Pseudomonas aeruginosa (PalCL) is considered a virulence factor due to its role in carbon assimilation during infection.
The carboxyl terminus (C-terminal) of ICLs from subfamily 1 is related to enzymatic function, so we proposed to
determine the role of the C-terminal in PalCL function and whether it is involved in the virulence of P. aeruginosa PAO1.
The C-terminal of PalCL was modified by adding a histidine tag, generating CILC. NICL was also generated, cthat is a
PalCL with a histidine tag at the amino terminus. CICL was less efficient than NICL; however, this was not reflected in
the growth of the A39 mutant complemented with CICL, as it grew on acetate at the same rate as PAO1L. It was
determined that ionic interactions are critical for the stabilization of the PalCL homotetramer. Furthermore, the CICL
homotetramer was less stable, suggesting that the C-terminal is important for the quaternary conformation of the
enzyme. The A39 mutant complemented with PalCL variants was more virulent than the PAO1 strain. These results
confirm that in P. aeruginosa, ICL is essential for acetate assimilation and virulence.

Palabras clave: isocitrato liasa, extremo carboxilo, homotetramero, virulencia.
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Introduccion

La capacidad de adquirir y asimilar nutrientes es clave para la exitosa colonizacidn microbiana, dado que, todos los
microorganismos requieren de una fuente de carbono y energia para crecer y multiplicarse, permitiendo que
microorganismos puedan sobrevivir en la mayoria de los nichos ambientales, incluyendo nichos especificos dentro de
organismos hospederos, por lo que también puede contribuir con la patogenicidad de las bacterias (Somerville y
Proctor, 2009; Campilongo et al. 2017).

Los carbohidratos son de las principales fuentes de carbono y energia y se metabolizan hacia piruvato, el cual puede
seguir dos vias. La primera genera energia mediante el intermediario acetil-CoA, que al entrar al ciclo de los acidos
tricarboxilicos (CAT) se oxida completamente a CO; generando NADH;, y FADH, (Figura 1) En el CAT, el carbono del
acetil-CoA se pierde como CO; en las dos reacciones de descarboxilacion del ciclo, por lo que en esta ruta no hay
asimilacién neta de carbono para generar biomasa (Dolan et al. 2018). La segunda via que sigue el piruvato va dirigida
hacia la conservacidon de carbono para la generacidn de biomasa, ya que el piruvato al ser un intermediario
gluconeogénico contribuye para la sintesis de glucosa via el oxalacetato (Murima et al. 2016). Las fuentes de carbono
no gluconeogénicas, como acidos grasos y el aminoacido (AA) cetogénico leucina, producen principalmente como
intermediario metabdlico al acetil-CoA, como ya se mencioné anteriormente, a partir de este intermediario no se
genera biomasa para el crecimiento (Dunn et al. 2009. Este problema de asimilacion de carbono es resuelto por
Pseudomonas aeruginosa, entre otras bacterias, mediante la activacidn del ciclo del glioxilato (Figura 1).

El ciclo del glioxilato consiste en cinco reacciones, tres de las cuales se comparten con el CAT (evitando las reacciones
de perdida de carbono del CAT). Las dos reacciones restantes son exclusivas de este ciclo y forman parte de la derivacion
del glioxilato, que hace referencia a la bifurcacién que sufre el isocitrato, alejandolo del CAT vy llevandolo hacia la
produccién de malato y succinato (Dunn et al. 2009; Campilongo et al. 2017; Dolan et al. 2018). En la primera de estas
reacciones, la isocitrato liasa (ICL) cataliza el rompimiento del isocitrato a glioxilato (Figura 1) (Dunn et al. 2009; Dolan
etal. 2018).
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Figura 1. Ciclo del glioxilato en Pseudomonas aeruginosa PAO1. El ciclo del glioxilato se activa bajo fuentes de carbono no gluconeogénicas como los
dcidos grasos y la leucina y contribuye a la conservacion de carbono para la generacién de biomasa para el crecimiento. El ciclo consta de cinco
reacciones, tres son compartidas con el ciclo de los dcidos tricarboxilicos y dos reacciones son exclusivas del ciclo del glioxilato. CS, citrato sintasa;
IDH, isocitrato deshidrogenasa insensible a AceK; ICD, isocitrato deshidrogenasa sensible a AceK; ICL, isocitrato liasa; MS, malato sintasa, MDH,
malato deshidrogenasa. Elaboracién propia.

La ICL, debido a la funcién que desempefia en el metabolismo del carbono, participa en la patogenicidad bacteriana. La
ICL de P. aeruginosa es esencial para el establecimiento de infecciones crénicas, ya que la mutacién en el gen que
codifica a la ICL de P. aeruginosa (PalCL) generalmente lleva a la incapacidad para mantener la infeccidn, sobre todo en
el modelo de infeccién pulmonar (Hoboth et al. 2009). El ambiente pulmonar contiene lipidos provenientes de la
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fosfatidilcolina (Fahnoe et al. 2012), de modo que el microorganismo debe redireccionar su metabolismo para utilizar
estos nutrientes, por lo que la ICL es necesaria para la adaptacion al hospedero (Hagins et al. 2011; Fahnoe et al. 2012).
La ICL de P. aeruginosa es considerada como un factor de virulencia y sumado al hecho de que no se encuentran
ortélogos de la ICL en mamiferos, hacen de esta enzima un blanco para el desarrollo de nuevas vacunas e inhibidores
especificos (Thomas et al. 2000; Dolan et al. 2018), por lo que es importante conocer a profundidad la estructura de la
enzima, con la finalidad de contribuir en el desarrollo de nuevas de terapias antimicrobianas.

La familia AceA/ICL se compone de cinco subfamilias que albergan a las ICLs pertenecientes a nematodos, hongos,
plantas, arqueas y a diversas clases bacterianas. La subfamilia 1 se integra principalmente por las ICLs pequefias
provenientes de bacterias. A esta subfamilia pertenece la ICL de Escherichia coli (EcICL) y las ICLs de la mayoria de los
miembros del género Pseudomonas. La subfamilia 2 comprende a ICLs de eucariontes de los reinos Fungiy Plantae. La
subfamilia 3 se integra por las ICLs de mas de 550 AA provenientes de bacterias, a esta familia pertenece la PalCL. La
subfamilia 4 incluye a las ICLs de Archea y un pequeiio grupo de ICLs principalmente de Mycobacterium dan origen a la
subfamilia 5 (Campos-Garcia et al. 2013).

La funcion del extremo carboxilo de la ICL se ha estudiado en miembros de la subfamilia 1, encontrando que puede
tener relacion con la funcién enzimatica. En la EcICL, el extremo carboxilo (C-terminal) tiene relacion con la actividad
enzimatica, ya que la delecién de la H429 del C-terminal origind la pérdida de la funcién enzimatica, al igual que la
insercion de un heptapéptido (Gly-Met-Pro-Ala-Gly-Arg-Leu). En la ICL de P. indigofera, esta region también presentd
relacion con la actividad enzimatica, ya que la delecidn de los AA Phe e His, localizados en el C-terminal ocasionaron la
pérdida de la funcion (Matsuoka et al. 1988). En la ICL de Mycobacterium tuberculosis, la delecion de las hélices a12,
al3 y ald, que conforman la region del extremo carboxilo, afecté la funcién de ICL, pero no su estado de
oligomerizacidn. Estos resultados indican que la regién del extremo carboxilo de la PalCL probablemente se relaciona
con la funcién de la enzima.

Los extremos amino y carboxilo en el protdmero de la PalCL se localizan alejados del sitio catalitico; sin embargo, en el
homotetramero, el C-terminal de una subunidad se localiza cerca del sitio catalitico de la subunidad vecina, por lo que
es probable que cualquier insercidn en el C-terminal ocasione una alteracion en la funcién de la PalCL, ya que puede
obstruir el sitio catalitico, o bien, el motivo adicionado se estaria localizando en una zona de amplio contacto entre
subunidades, lo que podria ocasionar la desestabilizacion del homotetramero, llevando a la perdida de la funcién.

En P. aeruginosa el gen que codifica a la ICL se identificd en la mutante A39, la cual fue incapaz de crecer en acetato. La
region mutada en la mutante A39 correspondié al ORF PA2634, el presentd similitud de secuencia con genes aceA que
codifican para la ICL involucrada en el ciclo del glioxilato (Diaz-Pérez et al. 2007). El ORF PA2634 se nombrd como gen
aceA, el cual codifica para una proteina de 531 AA con un peso molecular (PM) tedrico de 58.8 kDa y cuyo estado
oligomérico corresponde a un homotetramero de 231 kDa (Diaz-Pérez et al. 2007; Crousilles et al. 2018).

Metodologia

Clonacion, complementacién y purificacion de proteinas

Para llevar a cabo este trabajo ya se contaba con los plasmidos pCDICL, pTICL y pRR2634, el primero origina a la PalCL
con una etiqueta de histidinas (E-Hisg) en el extremo amino terminal (N-terminal) para facilitar la purificacion de la
proteina; esta proteina se nombrd NICL (Figura 2). El segundo plasmido origina la PalCL etiquetada en el C-termina; esta
proteina se nombro CICL. El plasmido pR2634 corresponde al pldsmido pUCP20 con un fragmento de 2 kb que contiene
al gen aceA con su regidn promotora, el cual se replica en P. aeruginosa y se utilizé para la complementacion de la
mutante A39. La NICL y la CICL se subclonaron en el plasmido pUCP20 para la complementacién de la mutante A39.

Las proteinas se purificaron mediante cromatografia de afinidad y los pardmetros cinéticos se determinaron de acuerdo
con lo reportado por Diaz-Pérez et al. (2013). El estado oligomérico de las proteinas se determiné mediante Blue Native-
PAGE (BN-PAGE) sin gradiente (Witting et al., 2006).

Division de Ciencias de la

Campus Celaya-Salvatierra | gy ii'C ingenerias

128



Roxana Yughadi Gaona-Garcia et. al.
Efecto de la mutacién en el carboxilo-terminal de la isocitrato liasa (ICL) de Pseudomonas aeruginosa sobre patogenicidad de la bacteria | 126-134

Determinacion de los factores de virulencia

La determinacidn de los factores de virulencia se realizé en caldo LB y en medio M9 con acetato de sodio al 0.3% y
0.02% de peptona de caseina. La densidad celular se determind a 600 nm vy se utilizé para reportar los factores de
virulencia por la densidad celular. Los factores que se determinaron fueron la movilidad tipo swimming, piocianina
(Essar et al., 1990), pioverdina (Hoegy et al., 2014), pioquelina (Hoegy et al., 2014) y ramnolipidos (Behrens et al., 2016).

Determinacion de la virulencia in vivo

Los ensayos de supervivencia del nematodo Caenorhabditis elegans se realizaron con la cepa Bristol N2. Los nematodos
se sincronizaron con el método de hipoclorito alcalino (Porta-de-la-Riva et al., 2012). Los nematodos en estado L4 se
colocaron en placas de 20 pozos que contenian células bacterianas a una DOgoo de ~0.3 en medio de muerte liquida
(Kirienko et al., 2014). Las células bacterianas se crecieron durante 12 h o 24 h en LB o medio M9 con acetato al 0.3%.
Las placas se incubaron y se registré el numero de nematodos vivos por conteo directo. Los nematodos se consideraron
muertos cuando permanecieron inmdviles incluso después de agitar la placa (Park et al., 2017).

Resultados y discusion

Funcién del C-terminal en la funcidn de la PalCL

Para estudiar la funcidn del C-terminal de la PalCL se propuso que la adicién de un polipéptido en el C-terminal de la
enzima podria ocasionar la pérdida de su funcién, como se reporto para la EcICL (Matsuoka et al. 1988). El gen aceA
clonado en el vector pTRCHis2A origina a la PalCL con una E-Hisg en el C-terminal, a esta enzima se le denominé CICL.
La CICL purificada mostré un PM mayor al esperado (Figura 2), esto puede deberse a las histidinas de la etiqueta, ya
que pueden retardar la movilidad de las proteinas de fusidon en el SDS-PAGE ocasionando una variacién en el peso
molecular (Gou et al., 2013).
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Figura 2. Enzimas isocitrato liasas recombinantes. A). Los pldsmidos pCDICL y pTICL generan a las enzimas isocitrato liasas (ICL) con una etiqueta en
el extremo amino (NICL) y en el extremo carboxilo (CICL), respectivamente. B). Purificacién de las isocitrato liasas recombinantes. La NICL y CICL se
purificaron mediante cromatografia de afinidad y mediante SDS-PAGE se verificé la purificacion de las enzimas. Tomado de: Study of peripheral
domains in structure-function of isocitrate lyase (ICL) from Pseudomonas aeruginosa https://doi.org/10.1007/s11274-023-03768-0.

La influencia de la E-Hisg en el C-terminal de la CICL se evalué mediante los pardmetros cinéticos de la CICL, usando NICL
como control. Ambas enzimas mostraron una cinética de tipo Michaelis-Menten, la cual se confirmé mediante la grafica
de Linerweaver-Burk. La CICL mostré una menor afinidad por el sustrato, debido a que su K, fue mayor a la de la NICL,
mientras que |a Vimax, Keat Y Km/keat fueron menores para la CICL, indicando que esta enzima es menos eficiente para
realizar la catalisis. Los parametros éptimos de temperatura y pH fueron similares para ambas enzimas. La estabilidad
de las enzimas se determind mediante el tiempo de vida medio (t1/2) a 45°C, el cual fue similar para ambas enzimas.
Estos resultados indican que la E-Hisg adicionada en el C-terminal afectd la funciéon de la PalCL, pero no la
termoestabilidad de la PalCL. Para determinar si la menor eficiencia de la CICL podria afectar el crecimiento de la
bacteria en acetato, se complementd la mutante A39 con el pldsmido pRCICL. La mutante complementada crecid al
mismo nivel que la mutante complementada con la NICL (A39/pRNICL) o con el gen silvestre (A39/pRR2634).
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Mediante BN-PAGE se probd si la E-Hisg en el C-terminal podria afectar el estado de oligomerizacién de la CICL. La CICL
mostré un PM ~220 kDa, indicando que es un homotetrdmero al igual que la NICL, lo que concuerda con la estructura
cuaternaria para las ICLs reportadas (Eprintsev et al., 2014). Diferentes fuerzas pueden contribuir para estabilizar la
estructura cuaternaria de las proteinas, incluyendo interacciones electrostaticas, interacciones hidrofébicas y puentes
disulfuro (Walden et al., 2001). Para probar si E-Hiss en el C-terminal podria desestabilizar a las interacciones que
mantienen al homotetrdmero unido, las enzimas se incubaron con compuestos que rompen diferentes interacciones.
Su utilizaron Tritén X-100 y digitonina para probar las interacciones hidrofébicas y DTT y el detergente SDS para probar
los puentes disulfuro e interacciones idnicas, respectivamente. La desestabilizacién del homotetramero de la NICL Yy la
CICL se observé solo con SDS, manifestandose como la disminucion en la intensidad de las bandas correspondientes a
los homotetrameros en el gel BN-PAGE. Este efecto ocurrié a todas las concentraciones probadas de SDS y fue mas
pronunciado para la CICL (Figura 3). Ademads, se observé la aparicion de dos bandas adicionales cercanas al PM tedrico
del monémero y del dimero de la PalCL, 58.9 kDa y 119.6 kDa, respectivamente (Figura 2). Estos resultados indican que
las interacciones idnicas son esenciales en la estabilizacion del homotetramero de la PalCL y que la CICL es una enzima
menos estable que la NICL.
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Figura 3. Desestabilizacién de la estructura cuaternaria de las isocitrato liasas recombinantes. A). Determinacion de interacciones electrostdticas. La
NICL y la CICL se incubaron con concentraciones crecientes de SDS, el cual desestabiliza interacciones electrostdticas entre protémeros.
Posteriormente las enzimas se resolvieron mediante BN-PAGE. B). Densitometria de las bandas observadas en el BN-PAGE. C) Desestabilizacién de
la NICL mediante SDS. Después de incubar a la NICL con SDS, se resolvié en un gel BN-PGAGE y se determiné el peso molecular de las bandas
resultantes del proceso de desnaturalizacién. Los valores representan la media +SEM de n=3. ANOVA una via, seguido de un test de Bonferroni. ***P
<0.001. Tomado de: Study of peripheral domains in structure-function of isocitrate lyase (ICL) from Pseudomonas aeruginosa
https://doi.org/10.1007/s11274-023-03768-0.

Efecto del C-terminal de la PalCL sobre la virulencia de la bacteria

Se propuso determinar si la E-Hisg en el C-terminal y en el N-terminal de la PalCL podria afectar la virulencia de P.
aeruginosa, debido a la funcidon que desempefia la enzima en el metabolismo del carbono. La virulencia se determind
en la mutante A39 complementada, la cual sobreexpresa a las diferentes variantes de la PalCL (Figura 4).
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Figura 4. Complementacién de la mutante A39. A). Pldsmidos con las diferentes variantes de la isocitrato liasa utilizados para la complementacién
de la mutante A39. El pldsmido pRR2634 genera a la ICL de P.aeruginosa PAO1, los pldsmidos pRNICL y pRCICL generan a la NICL y CICL,
respectivamente. B). Expresion de las isocitrato liasas recombinantes. La NICL y la ICL se detectaron en la fase soluble de extractos crudos de la
mutante A39 complementada con el correspondiente pldsmido. La deteccion se realizé mediante western blot utilizando un anticuerpo contra la
etiqueta de histidinas (E-Hiss). Tomado de: Study of peripheral domains in structure-function of isocitrate lyase (ICL) from Pseudomonas aeruginosa
https://doi.org/10.1007/s11274-023-03768-0.

La virulencia se probd in vitro mediante la produccion de los factores de virulencia en LB y en medio M9 suplementado
con acetato, en la fase estacionaria temprana y tardia. Los resultados indican que, aunque la PalCL, NICL y CICL fueron
esenciales para el crecimiento de mutante A39 en acetato, estas no afectan la produccion de los factores de virulencia
probados, ya que no se observd ninguna diferencia entre P. aeruginosa PAO1 y la mutante A39 complementada con las
diferentes variantes de la PalCL en ninguno de los factores de virulencia probados. Estos resultados concuerdan a lo
observado con la mutante aceA derivada de P. aeruginosa FRD1, la cual en LB produjo piocianina y pioverdina al mismo
nivel que FRD1 (Lindsey et al., 2008). Estos resultados también son consistentes con lo reportado por Bartell et al.
(2017), quien realizé una reconstruccion de la red metabdlica a escala del genoma de P. aeruginosa P14 para elucidar
la interconectividad entre la sintesis de factores de virulencia y el crecimiento, encontrando que la ICL no afecta la
sintesis de factores de crecimiento. La virulencia de la mutante A39 que sobreexpresa a las variantes de la PalCL también
se determiné mediante ensayos de supervivencia de C. elegans usando células bacterianas vivas obtenidas de cultivos
crecidos en LB durante 12 y 24 h (Figura 5). Se observé que la mutante A39 no fue capaz de matar nematodos, indicando
que no fue virulenta. Este fenotipo de la mutante A39 concuerda con lo reportado para varios modelos in vivo (Lindsey
et al., 2008; Fahnoe et al., 2012; Depke et al., 2020). En las cinéticas de supervivencia se observd que la mutante A39
que sobreexpresa a la NICL, a la CICL o la PalCL presentaron un menor porcentaje de supervivencia de los nematodos,
indicando que fueron mas virulentas en comparacion a PAO1, este efecto fue mas pronunciado con células bacterianas
provenientes de cultivos crecidos durante 24 h, ya que las 72 h ~10% de los nematodos sobrevivieron, mientras que
con PAO1 sobrevivieron ~40% (Figura 5). Estos resultados sugieren que la sobreexpresidn de la NICL, la CICL y la PalCL
aumento la virulencia de PAO1 y que el C-terminal no altera la virulencia de la bacteria en el modelo de C. elegans. Se
ha observado que la expresion constitutiva de la PalCL es comun en aislados de P. aeruginosa provenientes de infeccién
crdnica de pacientes con fibrosis quistica (Fahnoe et al., 2012).
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Figura 5. Cinéticas de sobrevivencia de C. elegans frente a células de la mutante A39 complementada. Los nemdtodos fueron confrontados con
células vivas de la mutante A39 complementada con las diferentes variantes de la ICL. A). Cinética de sobrevivencia con cultivos de 12 h. B)
Cinéticas de sobrevivencia con cultivos de 24 h. Los valores son la media+SEM of a n=4. Tomado de: Study of peripheral domains in structure-
function of isocitrate lyase (ICL) from Pseudomonas aeruginosa https://doi.org/10.1007/s11274-023-03768-0.

Conclusiones

El extremo carboxilico de la PalCL modificé la eficiencia de la enzima, volviéndola menos eficiente para realizar la
catalisis enzimatica; ademas, este extremo contribuye en la estabilizacién del homotetramero de la PalCL y la hace mas
estable en presencia de agentes que rompen interacciones idnicas pues las interacciones idnicas son criticas para
mantener la estructura cuaternaria de la PalCL. La adicion de la etiqueta de histidinas en el extremo carboxilo de la
PalCL no afectd la produccién de los factores de virulencia evaluados en este trabajo, sin embargo, hace falta evaluar
la produccién de otros factores de virulencia. Por otra parte, no afecta el desempefio de la enzima en un modelo in
vivo, debido a que la virulencia no se ve aumentada en las mutantes complementadas.
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