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Resumen

En todos los organismos el NADPH sirve como equivalente de reduccién en
numerosas reacciones, particularmente en la generacién de biomasa. En
organismos heterétrofos como FEscherichia coli, el NADPH es producido por
deshidrogenasas en las vias centrales, principalmente en la via de las pentosas
fosfato (PPP), asi como por la transhidrogenasa de membrana PntAB. En este
trabajo se generaron cepas de FE. coli con alteraciones en la produccién de NADPH
a nivel de estas vias.

Con el objetivo de reducir el flujo a través de la rama oxidativa de PPP,
generamos la cepa AtktA, que carece de una de las isoenzimas transcetolasa de la
rama no o;cidativa de PPP. Ademds, se generaron las cepas ApntdB, doble
mutante AtktA ApntAB y se expresé de manera episomal el gen de la NADH
oxidasa en la cepa la cepa AtktA. En el dltimo caso, se espera disminuir la
disponibilidad de NADH intracelular, sustrato de PntAB. Nuestro objetivo
principal es cuantificar la redistribucién de flujo metabdlico en las particiones

asociadas a la produccién de NADPH, luego de disminuir el flujo de carbono por

la rama no oxidativa de PPP.




En condiciones de crecimiento méximo (cultivo batch) la mayor alteracién
fisiolégica, fueron las tasas de produccién de acetato con respecto a la cepa
silvestre. Los parametros fisiol6gicos obtenidos se usaron en simulaciones de
Analisis de Balance de Flujos (FBA, siglas en inglés), concluyéndose que con el
uso del ATP de mantencién como funcién objetivo, se logra una mejor
aproximaciéon de los datos experimentales. Ademds, se midieron los flujos
metabdlicos intracelulares en tasa de crecimiento fija (cultivo continuo a 0,2 h-1)
usando el anélisis de isotopémeros de **C en aminodcidos proteogénicos mediante
GC-MS. Se calcularon 4 cocientes de flujo mediante el programa FiatFlux (Fischer
y Sauer 2003), que fueron incorporados directamente como restricciones en la
matriz estequiométrica, mediante el método FBrAtio (Choi y col. 2007; McAnulty
y col. 2012). Se realiz6 un muestreo del espacio de soluciones mediante el algoritmo
Monte Carlo por cadenas de Markov (Haverkorn, 2012). Se destaca como novedosa,
la combinacién estas metodologias para obtener distribuciones de flujos
metabolicos.

La respuesta principal en la cepa AtktA es una disminucién en el flujo de
carbono en la reaccién 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH) de la rama

oxidativa de PPP junto a una activacién significativa del flujo a través de la via

xi




Entner-Doudoroff, de 7% a 25% del flujo de entrada de glucosa. Ademsds, se
observa que la principal respuesta compensatoria es la produccién de NADPH por
la transhidrogenasa PntAB. Sin embargo, en ausencia de PntAB o cuando se
disminuye la disponibilidad de su sustrato NADH, la compensacién de la

produccién de NADPH es a nivel de ICDH.
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Abstract

In all living organisms NADPH serves as a reduction equivalent in
numerous reactions, particularly in the generation of biomass. In heterotrophic
organisms as FEscherichia coli, NADPH is produced by dehydrogenases at the
central pathways, primarily the pentose phosphate pathway (PPP) and the
membrane-bound transhydrogenase PntAB. In this work we generated E. coli
strains with impaired NADPH production at these sources.

With the aim to reduce the flux in the oxidative branch of PPP, we
generated the strain AtktA, which lacks one of the transketolase isoenzymes
participating in reactions of the non-oxidative branch of PPP. Also, the strains
ApntAB, the double knockout AtktA ApntAB, and the AtktA expressing
episomally the NADH oxidase gene (AtktA NADHox strain), were generated. In
the last case, we expected to reduce the availability of intracellular NADH,
substrate of PntAB. The main goal, is to quantified the effect in all the NADPH
producing branch points upon diminishing the carbon flux through the non
oxidative branch of the PPP.

Under batch conditions, the comparison between the AtktA with the wild

type strain shows that the mayor physiological alteration was the acetate

xiii




production rate. The physiological parameters obtained were utilized for Flux
Balance Analysis (FBA), concluding that the better approximation of the
experimental data is achieved using the ATP maintenance as objective function.
Futhermore, intracellular metabolic fluxes were measured at a fixed growth rate
(0.2 h-1), using GC-MS analysis of the 13C isotopomers from the proteogenic
aminoacids. We calculated four flux ratios by using FiatFlux (Fischer and Sauer
2003), which were directly incorporated in the stoichiometric matrix using the
FBrAtio method (Choi et al 2007; McAnulty et al 2012). Sampling of the solution
space was performed using the Monte Carlo algorithm with Markov chains
(Haverkorn, 2012). It is emphasized the novelty of the combination of both
methodologies to obtain metabolic flux distributions.

The primary response we observed in the strain AtktA is a decrease in the
carbon flux of the 6-phosphogluconate dehydrogenase reaction (6PGDH) of the
oxidative branch of the PPP, along with a significant activation of the Entner-
Doudoroff pathway (ED), from 7% to 25% of the glucose uptake. In addition, the
main compensatory response is the production of NADPH by the

transhydrogenase PntAB. However, when PntAB is absent or NADH substrate

xiv




availability is decreased, we observed that the compensation of the NADPH

production occurs in the reaction ICDH.
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A M e

1. INTRODUCCION

1. Introduccion

En Escherichia coli, la generaciéon de NADPH y NADH ocurre en diferentes
vias del metabolismo central, debido a las especificidades o preferencias que
presentan las deshidrogenasas por estos NAD y NADP, respectivamente (figura 1).

Viascatabolicas
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\
N,

Viasanabdlicas

|
.
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= =
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Figura 1. Relacion de los principales cofactores organicos con las vias catabdlicas y
anabodlicas en el metabolismo heterotrofico. Para cada cofactor el tamano de letra se

relaciona con su concentraciéon intracelular.

Los atomos de carbono pueden fluir a través de vias catabolicas para la
produccion de energia y poder reductor, o a través del anabolismo para la
generacion de precursores de la biosintesis. NAD(H) participa exclusivamente en
las primeras, relacionandose con el anabolismo a través de la cadena respiratoria.

Mientras que la energia liberada por la hidrélisis del ATP hace posible el




1. INTRODUCCION

anabolismo, formandose desde la cadena respiratoria y/o el catabolismo
(fosforilacién a nivel de sustrato). Finalmente, NADP(H) es el cofactor redox que
relaciona de manera directa la transferencia de electrones desde el catabolismo al
anabolismo (figura 1).

A pesar de que NADH y NADPH son moléculas muy similares y poseen el
mismo potencial estdndar de oxido-reduccién, éstas cumplen funciones diferentes.
NADH esté relacionada con la generacién de energia, al transferir equivalentes de
reduccién a la cadena transportadora de electrones, para la produccién de ATP,
y también con procesos de fermentacién. Mientras que NADPH participa en las
reacciones de biosintesis, lo que lo hace un cofactor que vincula el catabolismo con
el anabolismo (Fuhrer y Sauer 2009), y ademss, participa en la defensa
antioxidante (Gird y col. 2006). Dichas funciones son posibles porque en la célula
las concentraciones de estado estacionario de las especies oxidada y reducida de
estos cofactores se encuentran desplazado del equilibrio qufmico, permitiendo que
NAD acepte electrones desde las vias catabdlicas y NADPH done electrones a las
anabdlicas. )

Los electrones provenientes de NADH pueden salir del sistema. (a través del

aceptor final en la respiracién, o de los metabolitos de fermentacién), mientras que




1. INTRODUCCION

en el caso de NADPH, los electrones permanecen en la célula, formando parte de

la biomasa (aminoécidos, nuclestidos, etc.) (figura 1).

1.1 Vias de produccién de NADPH: importancia de la via
de las pentosas fosfato

El sistema de produccién de NADPH en E. coli en las vias metabolicas
centrales, estd dado por: las dos deshidrogenasas de la rama oxidativa de la via de
las pentosas fosfato (oxPPP), glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) y 6-
fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH); la isocitrato deshidrogenasa (ICDH)
ubicada en el ciclo de Krebs y la enzima malica NADP-dependiente que es parte
de las reacciones anapleroticas de este ciclo.

Una mirada cuidadosa en la arquitectura de las vias centrales de E. coli, nos
muestra que todas las deshidrogenasas productoras de NADPH comparten la
caracteristica de estar ubicadas en una de las ramas de bifurcaciones de las vias
metabdlicas (figura 2). Por lo cual, en la célula el porcentaje de particién de flujo
de carbono en esas bifurcaciones, determina la cantidad de NADPH con que una
deshidrogenasa particular esté contribuyendo al pool total. Cuando se usa glucosa
como tUnica fuente de carbono y la tasa de crecimiento es méxima (Hua), las

principales contribuyentes son la GGPDH y 6PGDH (oxPPP) que producen entre
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un 35%-45% y la ICDH con un 20%-25% (Sauer y col. 2004). Por otro lado, E.
coli posee la transhidrogenasa PntAB, que transfiere directamente los equivalentes
de reduccién desde NADH a NADPH contribuye con el porcentaje restante. Asi,
tomando en su conjunto las reacciones de produccion de NADPH, podemos
distinguir aquellas asociadas directamente al flujo de carbono (deshidrogenasas) y

la no asociada (transhidrogenasa).

G6P el 6PG
G6PDH

NADP NADPH

FeP

6PG === R 5P
6PGDH

NADP NADPH

KDPG

ICT e A KG
ICDH

NADP NADPH

Glioxilato

MAL ===l PR

Mae

NADP NADPH

OAA

Figura 2. Particion de flujo en metabolitos de la vias centrales de E. coli donde una de
las ramas esté asociada a la produccion de NADPH. Glucosa 6-fostato (G6P); fructosa 6-
fosfato (F6P); 6-fosfogluconato (6PG); 2-dehidro 3-deoxi 6-fosfato gluconato (KDPG);
Ribosa 5-fosfato (R5P); Isocitrato (ICT); a-cetoglutarato (AKG); malato (MAL);
oxaloacetato (OAA); Piruvato (PIR); Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH); 6-
fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH); Isocitrato deshidrogenasa (ICDH); Enzima
malica NADP dependiente (MaeB).

La red metabdlica, ademas de poder reductor, produce diversos

intermediarios que son ocupados para la generacion de biomasa. Estos son
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producidos a nivel de las vias centrales en las tasas requeridas para la demanda
anabolica. Se sabe especificamente cuanto de cada uno de estos intermediarios se

necesita para producir un gramo de biomasa en E. coli (figura 3).

R5P
1%

Figura 3. Requerimientos porcentuales de los 15 intermediarios metaboélicos para generar
un gramo de biomasa en E. coli (Ingraham y col. 1983) de acuerdo con el modelo iAF1260,
indicados en distintos colores. Ver anexo figura S5.

La productividad de oxPPP, esta dada por la generacion de NADPH y de
ribosa 5-fosfato' (R5P). Sin embargo, el requerimiento porcentual de NADPH para
generar biomasa en FE. coli es de un 14%, siendo el segundo metabolito mas
demandado, luego del ATP. En cambio, para R5P es alrededor de 1% (figura 3).
Se ha reportado que la cantidad procesada de glucosa por oxPPP siempre es arriba
de un 20% del total de glucosa consumida (Leighty y Antoniewicz 2013; Chen y
col. 2011; Sauer y col. 2004), se deduce que la magnitud del flujo a través de

oxPPP es muy superior a los requerimientos de R5P. En otras palabras, existe un

! precursor de nucledtidos de piridina y purinas
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exceso relativo de R5P con respecto a la demanda anabdlica. En un contexto de
estado estacionario como no existe acumulacién de metabolitos, la produccién de
biomasa consume la cantidad necesaria del intermediario R5P y el resto es
transformado en metabolitos de la via glicolitica a través de la rama no oxidativa
de PPP (noxPPP).

Las reacciones que componen la via noxPPP tienen la caracteristica de ser
reversibles® y producir intermediarios necesarios para la biosintesis: eritrosa 4-
fosfato (E4P) y sedoheptulosa-7-fosfato (S7P) (figura 4), el primero es precursor
de los aminodcidos aromaticos y el segundo es usado como intermediario de la
produccién de lipopolisacéridos (Valvano y col. 2002). La reaccién transcetolasa
(EC 2.2.1.1) cataliza la transferencia de un fragmento de 2 carbonos desde un
dador cetona hacia un aceptor aldosa y viceversa, la cual estd presente en dos

reacciones de noxPPP:

F6P + CAP €= ©/p | x5p

R5P + X5p @ o Ap 4 g7p

? Esta caracteristica de las enzimas transcetolasas y transaldolasas, permite la viabilidad de cepas que carecen
del gen zuf (codifica la primera enzima de oxPPP, G6PDH) o gnd (codifica la segunda enzima de oxPPP,
6PGDH). En otras palabras, permite que el flujo a través de oxPPP sea cero y la célula pueda producir R5P.
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Figura 4. Mapa metabdlico de las vias centrales de E. coli ®. Los distintos colores
representan las vias presentes, en verde la glicolisis, en azul la via de las pentosas fosfato,
en naranjo la via de Entner Doudoroff y en amarillo el ciclo de Krebs. En azul oscuro se
representa las reacciones de las transhidrogenasas PntAB y UdhA. Con las letras A hasta
D se muestran las enzimas que producen NADPH. A. glucosa 6-fosfato deshidrogenasa;
B. 6-fosfogluconato deshidrogenasa; C. isocitrato deshidrogenasa; D. enzima maélica
NADP dependiente. G6P, glucosa 6-fosfato; F6P, fructosa 6-fosfato; GAP, gliceraldehido
3-fosfato; PEP, fosfoenolpiruvato; OAA, oxaloacetato; 6PG, 6-Fosfogluconato; P5P,
pentosas 5-fosfato; E4P, eritrosa 4-fosfato; STP, sedoheptulosa 7 fosfato; KDPG, 2-ceto-
3-desoxi-6-fosfogluconato; MAL, Malato; Gliox, glioxilato; SUCC, succinato; OGA, alfa-
cetoglutarato.

En E. coli estas reacciones estan catalizadas por dos isoenzimas TktA y
TktB, de las cuales la TktA contribuye entre un 70%-90% de la actividad total

transcetolasa (lida y col. 1993; Josephson y Fraenkel 1974). Es importante notar

% Las abreviaturas fueron extraidas desde el sitio web http://ecocyc.org/
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que la cepa doble mutante para los genes tktA y tktB es auxébtrofa para compuestos
aromaticos, por la incapacidad de la célula de producir el intermediario E4P (Zhao
y Winkler, 1994). Sin embargo, en estudios del mutante del gen tktA, se observa
la actividad transcetolasa dada por el gen tkiB, es suficiente para evitar la

auxotroffa (Josephson y Fraenkel 1969).

1.2 Flujo a través de oxPPP y su efecto sobre la produccién
de NADPH en E. coli.

Cuando la glucosa es la fuente de carbono la particién de flujo en el
metabolito G6P es muy importante ya que afecta el balance entre produccién y
consumo de NADPH con consecuencias directas sobre el crecimiento. Un caso
extremo ocurre cuando G6P es procesada en su totalidad a través de oxPPP
catalizada por las enzimas G6PDH y 6PGDH debido a la eliminacién del gen pgi
(que codifica para la enzima fosfoglucosa isomerasa). Esto resulta en la produccién
de 2 moles de NADPH por mol de glucosa consumida. Esto conduce a un
desbalance con respecto de lo que se necesita para generar biomasa. Se identificé
que este desbalance de NADPH seria el responsable de disminuir en casi un 80%

la tasa de crecimiento de esta cepa (Canonaco y col. 2001).
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Si a la cepa Apgi se le afiade la mutacién AudhA (transhidrogenasa soluble,
que interconvierte NADPH a NADH), la cepa doble mutante es inviable cuando
la glucosa es la tinica fuente de carbono. Por el contrario, si se afiade a la cepa
Apgi la sobreexpresién de la enzima UdhA se mejora la tasa de crecimiento desde
0,22 h! hasta 0,27 h! (Canonaco y col. 2001). El alivio de la sobrecarga de NADPH
también ha sido observado en una cepa de E. coli (AudhA, Apgi, Agort, Aedd).
Esta cepa exhibié originalmente una muy baja tasa de crecimiento (0,04 h') y de
consumo de glucosa (0,9 mmol*peso seco g*h?') comparado con la cepa, silvestre,
pero fue sometida a evolucién en el laboratorio, seleccionando aquellas mutantes
que restablecen la tasa de crecimiento y el consumo de glucosa. Interesantemente,
al secuenciar el genoma de la cepa evolucionada, se observé el reemplazo E183A
en la enzima de NuoF?®, que se vuelve capaz de ocupar tanto NADH y NADPH
como donantes de electrones para la sintesis de ATP (Auriol y col. 2011). En otras
palabras, esta cepa es capaz de respirar NADPH.

Finalmente, en nuestro laboratorio, hemos observado una recuperacién de

un 60% de la tasa de crecimiento en la cepa Apgi al expresar una G6PDH

* Quinona oxidoreductasa
5 NuoPF es el fragmento soluble de la enzima NADH deshidrogenasa, que cumple la funcién de entrada de
los electrones a la enzima. En la cepa silvestre de E. coli es NADH especifica.
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productora de NADH, en lugar de la enzima nativa productora de NADPH
(Olavarria y col. 2014).

En conclusién, estas evidencias muestran que si la célula presenta un exceso
de NADPH se vera reflejado en un detrimento en el crecimiento méximo de E.
coli, ya que su Unico sumidero es la generacién de biomasa.

Por otra parte, se ha estudiado el efecto de los niveles de expresién de la
enzima G6PDH sobre el flujo de carbono a través de la oxPPP mostrando un bajo
control de flujo. Se observa que el flujo de carbono aumenta solo un 40% en una
cepa que sobre-expresa 10 veces GGBPDH (Orthner y Pizer 1974). En otro estudio,
se observd que sobre-expresando poco mas de 15 veces G6PDH conlleva a sélo un
12% de aumento en el flujo por la PPP (Nicolas y col. 2007). Por lo tanto, en
cultivos en batch y con glucosa como tnica fuente de carbono estas perturbaciones
no afectan mayoritariamente la particién en el nodo G6P y tampoco la tasa de
crecimiento méxima comparado con la cepa silvestre. Sin embargo, la enzima
G6PDH si tiene un rol en situaciones relacionadas con una alta demanda por el
cofactor NADPH. Por ejemplo, su expresién aumenta aproximadamente unas 10
veces cuando la célula esté sometida a estrés oxidativo (Fawcett y Wolf 1995; Gird

y col. 2006). Ademds se sabe que su expresién cambia a distintas tasas de
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1

crecimiento y por la fuente de carbono ocupada (Rowley y col. 1991; Farrish y col.
1982).

La eliminacién del gen zwf, que codifica para la enzima G6PDH, no es letal
para la bacteria y ain maés, no se observan cambios importantes en la tasa de
crecimiento méaxima con glucosa como tnica fuente de carbono (Fraenkel, 1968;
Zhao y col. 2004; Nicolas y col. 2007). En la publicacién de Sauer del afio 2004, se
estudio6 la cepa Azwf/A(edd/eda), la cual presenta un detrimento en su tasa de
crecimiento respecto de la cepa silvestre, desde 0,67h a 0,52h (Sauer y col. 2004),
disminuyendo en aproximadamente un 20%. Mediante experimentos de *C (ver
seccién métodos 2.3) se observa una redistribucién de flujos a nivel de las vias
centrales como respuesta a la eliminacién del flujo de carbono y la produccién de
NADPH a través de oxPPP. En esta cepa el flujo a través de noxPPP ocurre en
la direccién de produccién de los metabolitos E4P y R5P, supliendo la ausencia
de abastecimiento por la rama oxidativa. Por otra parte, se observa un incremento
en el flujo a través de la ICDH en el ciclo de Krebs, como respuesta del sistema

para lograr abastecer de NADPH el consumo anabdlico’ (Zhao y col. 2004).

b edd y eda son los genes que codifican para las enzimas de la via de Entner-Doudoroff.
7 En un apartado posterior se veré la participacién de la transhidrogenasas en esta respuesta.
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Se ha estudiado también, el efecto fisiolégico de eliminar el gen de la
segunda enzima de oxPPP, gnd, que codifica para la enzima 6PGDH, mediante
experimentos de *C. Se hace notar que la cepa ocupada en este estudio es
BW25113, presenta una particién del flujo por G6P de 80% hacia glicolisis y 20%
hacia oxPPP. Lo primero que se observa en esta mutante, es que el porcentaje de
flujo en G6PDH baja hasta un 10%. Lo que podria implicar una cierta dependencia
entre ambas enzimas productoras de NADPH en oxPPP. De hecho, cuando se
mide los flujos intracelulares en oxPPP en distintos contextos genéticos, ambas
enzimas, G6PDH y 6PGDH, tienden a aumentar o disminuir en forma conjunta
(Holm y col., 2010; Martinez y col., 2008; Zhao y col., 2004). Por otro lado, la
principal respuesta que nos parece interesante destacar, fue que en esta mutante
se abri6 el flujo a través de la via Entner-Doudorofff desde cero hasta un 10%,
comparando con respecto a la cepa silvestre (Jiao y col. 2003). Esta activacién es
interesante de destacar, ya que parte de los resultados de este trabajo tienen que
ver con el aumento de flujo a través de esta via.

La via de Entner-Doudoroff (ED) es considerada como la via més antigua

del catabolismo de aztcares, esté distribuida ampliamente en el arbol filogenético,

& A pesar de que el sustrato utilizado es glucosa como tinica fuente de carbono.
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incluyendo arqueas (Conway 1992:; Romano y Conway 1996). Sin embargo, los
modelos actuales y mds estudiados, asociados a microorganismos industriales (por
ejemplo, S. cerevisiae, B. subtilis, C. glutamicum) carecen de esta via metabolica.
Adn mas, en E. coli se considera principalmente que permite el crecimiento en
gluconato (Eisenbergy Dobrogosz 1967) vy generalmente es omitida en los modelos
de las vias centrales, ya que se ha observado que permanece inactiva en
crecimiento en glucosa como unica fuente de carbono (San y col. 2002; Zhao y col.
2004).

En sintesis, como con Apgi, la forma de estudio de las redes metabdlicas
generalmente ha sido eliminando los genes y observando las consecuencias
fisiologicas que esto representa para la célula. Sin embargo, esta aproximacién
cuando se aplica en una bifurcacién del flujo de carbono, lo que se genera en
términos estrictos, es que el flujo sea un 100% a través de la via metabdlica que
sigue activa (en otras palabras, linealiza el flujo). Por lo cual, se desprende que no
es posible observar el efecto de distintas particiones del flujo de carbono aplicando
esta aproximacion experimental. Entonces, con el propdsito de disminuir la
contribucién de oxPPP al pool de NADPH seria posible hacerlo a través de la

disminucién de la velocidad de noxPPP. Se usé como estrategia la eliminacién de
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una de las isoenzimas que son responsables dé las reacciones de transcetolacion en
noxPPP, el gen tktA. Por lo mencionado en parrafos anteriores, se asume que una
restriccién al flujo en noxPPP, afectard directamente la magnitud del flujo en
oxPPP. En estas condiciones se espera una redistribucién de flujos metabdlicos,
particularmente en las bifurcaciones mostradas en la figura 2,Figura en funcién de
mantener el balance de NADPH en E. coli.

En otras palabras, este trabajo propone disminuir el aporte de NADPH a
través de oxPPP, restringiendo el flujo, sin llevarlo a cero, y observar que puntos
de produccién de NADPH se activan de manera compensatoria frente a este
contexto fisiolégico. En este punto es conveniente ahondar en el concepto de
compensacion. Se realizaron cultivos continuos, que tienen como objetivo principal
mantener constante la demanda anabdlica del NADPH y los metabolitos
intermediarios, consecuencia de mantener una velocidad fija de crecimiento. En
esta condicién particular, es donde se puede afirmar que un punto de produccién
es compensado por otro y que los cambios que ocurren en cada uno de los
contribuyentes al pool suceden por efecto de la restriccién impuesta y no se debe
a cambios en la demanda anabdlica. Se hace hincapié que, en la mayoria de los

casos, las cepas con modificaciones genéticas sufren un detrimento en su capacidad
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de crecer, cambiando sus requerimientos por intermediarios, y ain més, este

cambio va aparejado con una variacién en el consumo de la fuente de carbono.

1.3 Produccibn de NADPH dependiente de NADH:
transhidrogenasa PntAB

En E. coli existen dos transhidrogenasas: PntAB y UdhA. PntAB es una
enzima que esta codificada por dos genes: pntA y pntB, estd asociada a membrana
y transfiere el equivalente de reducciéon del NADH hacia el NADP de manera
acoplada a la disipacién del gradiente de protones. Al contrario, UdhA es una
transhidrogenasa soluble que toma el hidruro del NADPH y lo transfiere al NAD
lo que ocurre independiente del gradiente de protones. Las enterobacterias son la
unica excepcién conocida que contiene ambas transhidrogenasas: PntAB (Clarke
y col. 1986) y UdhA (Boonstra y col. 1999), los demds microorganismos tienen
una u la otra.

Las transhidrogenasas en F. coli responden de forma, diferencial, en terminos
de patrones de expresién, dependiendo del estado redox de la célula (Sauer y col.
2004). Concomitante con el aumento de NADPH en la cepa Apgi se observé una
reduccién en la expresién de PntAB. Por otro lado, cuando se hace crecer en

glicerol como tnica fuente de carbono, donde se ha visto que existe una
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disminucién en la produccién de NADPH, se observa una transcripcién més baja
de UdhA. Adicionalmente, se ha visto que ambas transhidrogenasas son reguladas
de manera opuesta. Por ejemplo, el factor de transcripcién Lrp activa la
transcripcién de pntAB y reprime la de udhA. Bajo la misma légica actia el factor
de transcripcién Crp, activando a udhA, pero reprimiendo a pntAB (Haverkorn,
2012). Asi, la accién de estas transhidrogenasas estaria segregada segiin el contexto
metabdlico, estando activa una y reprimida la otra, ante determinadas condiciones
de crecimiento. Mas atn, para la enzima homologa a UdhA de Pseudomonas
aeruginosa se vio una activacién alostérica por NADPH y una inactivacién
mediante NADP (Widmer y Kaplan 1977). Esto podria sugerir un mecanismo de
control para ambas transhidrogenasas dependiente del NADP(H) (Sauer y col.
2004).

En relacién con la magnitud del aporte de las transhidrogenasas al pool de
NADPH y NADH, existen reportes contradictorios’. Por un lado, se ha observado
que existe un aporte de la transhidrogenasa PntAB es de un 35-45%, cuando se
usa glucosa como Unica fuente de carbono en modo de crecimiento batch (Sauer y

col. 2004). Por otro lado, €l grupo de Vemuri, en estas mismas condiciones

Y Ambas publicaciones ocupan la misma cepa silvestre K-12 MG1655 y realizan los cultivos por lotes en
condiciones similares.
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fisiolégicas, muestra que no existe aporte de PntAB, y més bien la
transhidrogenasa UdhA consumiria NADPH en un 7% (con respecto al consumo
de glucosa), cuando se usa glucosa como tnica fuente de carbono (Holm y col.
2010). Esta discrepancia no es facil de aclarar. Sin embargo, es importante tener
en cuenta que la Unica forma de cuantificar el aporte de la transhidrogenasa
PntAB, es calcular la diferencia entre el flujo a través de las reacciones en vias
centrales que producen NADPH y el consumo de NADPH para generar biomasa.
Este valor, del requerimiento de NADPH por gramo de biomasa puede variar. De
hecho, en la publicacién del grupo de Sauer, se informa dos valores distintos para
este requerimiento, comentando que el uso depende de la rapidez de crecimiento
de la cepa, sin aclarar o discutir en que cepa se ocupa qué valor. Por otro lado, el
trabajo del grupo de Vemuri no reporta el valor utilizado.

Esta es una razén para usar cultivos continuos fijando para todas las cepas
el mismo requerimiento de NADPH, ya que todas estin generando biomasa a la
misma tasa de crecimiento. Asi, nos independizamos de este pardmetro a la hora
de comparar entre las distintas cepas y sus modificaciones particulares.

Dado que NADH es el sustrato de la transhidrogenasa PntAB, es importante

su disponibilidad intracelular. En el contexto de cultivos continuos, donde existe
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una demanda fija por NADPH y ATP para generar biomasa, se evalué modificar
la disponibilidad de NADH expresando heterélogamente la enzima NADH oxidasa
(NADHox) de Streptococcus pneumoniae, la cual cataliza la reduccién del oxigeno
transformandolo en agua, ocupando para ello NADH. Esta enzima le permite a
este organismo anaerobio facultativo, enfrentar ambientes donde el oxigeno estd
presente (Yu y col. 2001). Esta enzima ha sido usada para alterar el cociente redox
NAD/NADH. En un estudio de metabolic overflow en E. coli se ocupé esta
enzima para establecer un sumidero alternativo de NADH. La tasa de crecimiento
fue controlada mediante cultivos continuos, encontrandose que la produccién de
acetato ocurria a tasas de asimilacién de glucosa més elevadas que en la cepa
silvestre. Ademas, se establecié que existia una alta correlacién entre la aparicién
de acetato y el aumento de la fraccién redox NAD/NADH. También, se encontrd
que el factor de transcripcién ArcA es sensible a este cuociente y controla la

expresion de enzimas del ciclo de Krebs (Vemuri y col. 2006).

10 El efecto “overflow metabdlico” ocurre cuando hay un alto consumo de glucosa alcanzandose la capacidad
de flujo maxima para el ciclo de Krebs y la célula comienza a excretar acetato, incluso en la presencia de
oxigeno (66). En E. coli la produccién de acetato estd asociada a la produccién de ATP por fosforilacién a
nivel de sustrato.
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Se utilizé la enzima NADH oxidasa para disminuir la disponibilidad de
NADH, con el propésito de alterar la contribucién potencial de NADPH mediante
la transhidrogenasa PntAB. Asi, cambios en la productividlad de NADPH
mediante PntAB se pueden relacionar directamente con la disponibilidad del

NADH.

1.4 Determinacién de los flujos intracelulares

Para estudiar la produccién de NADPH y la particién del flujo de carbono en
los distintos nodos de interés, es necesario estimar los flujos intracelulares. Esto es
realizado actualmente de dos formas alternativas y complementarias: Anélisis de
Balance de Flujos (FBA, siglas en inglés) y Analisis de Flujos Metabdlicos (MFA,
siglas en inglés).

El Anélisis de Balance de Flujos es una aproximacién matematica que permite
calcular las velocidades de reaccién dentro de una red metabélica completa de un
organismo. En otras palabras, es un anélisis in silico para predecir los flujos
metabdlicos, la tasa de crecimiento, y la tasa de consumo y/o de produccién de
metabolitos (Orth y col. 2010) (ver métodos 2.4 para mayor detalles). Ya que este
andlisis corresponde a un problema lineal no determinado, el cual genera un

espacio de soluciones, es necesario optimizar una funcién objetivo usando
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programacién lineal para obtener una solucién tnica. En literatura existe
actualmente una evaluacién y discusién més detallada acerca de cusl es la funcién
objetivo que el metabolismo ests, optimizando (Schuetz y col. 2012; Schuetz y col.
2007). Entre las cuales est4 la generacién de biomasa, disminucién de la entrada
de glucosa, disminuir el flujo total del metabolismo, minimizar el ATP de
mantencién, entre otras. Se ocup6 la minimizacién del ATP de mantencién como
la funcién objetivo, debido a razones expuestas en los resultados (seccién 3.3).
Considerando que el FBA necesita de la optimizacién de una funcién objetivo,
se ha criticado que el método implica la premisa sesgada de que los organismos
evolucionaron hacia la optimizacién de las propiedades de su metabolismo
(Bordbar y col. 2014). Sin embargo, a partir de la informacién experimental de 44
casos analizados por MFA, se concluy6 que la mejor representacién del
comportamiento metabélico serfa una superficie de Pareto definida por la
combinacién de tres objetivos: maximizar la generacién de biomasa, maximizar el
rendimiento de ATP y minimizar el flujo neto a través de la red metabélica. Los
autores observan que los organismos presentan un crecimiento sub-éptimo
respecto a dicha superficie, lo que les permitiria una répida adaptacién a las

perturbaciones ambientales (Schuetz y col. 2012). Para evitar esta problemética,
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ademds del FBA mencionado anteriormente, se ocupé el algoritmo Monte Carlo
por cadenas de Markov (ver métodos 2.4.3) que no requiere uso de una funcién
objetivo y que realiza un muestreo del espacio de soluciones obteniéndose
histogramas para cada reaccién en la red cuyo valor de la moda es el flujo mas
probable.

Por otra parte, MFA es una herramienta que combina la informacién
experimental obtenida desde el marcado isotépico con el andlisis matematico. En
los tltimos afios ha mostrado ser bastante precisa en la determinacién de flujos
intracelulares (Crown y Antoniewicz 2013). Sin embargo, el niimero de reacciones
que se pueden analizar es bajo (entre 20 y 30, las que generalmente corresponden
a las vias centrales) en comparacién con el total presente en la red metabdlica.

En términos experimentales, se alimenta la célula en cultivo con una fuente
de carbono marcada isotépicamente y debido a la dependencia que existe entre las
vias de carbono ocupadas en el procesamiento catabdlico y el marcaje producido
en los aminoécidos, es posible dilucidar los flujos intracelulares. Esta técnica suele
llamarse “determinacién por BC”, y se realiza mediante la medicién de las
poblaciones de moléculas marcadas isotépicamente en distintas posiciones de su

esqueleto carbonado. Estas poblaciones se denominan isotopémeros y se
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cuantifican por cromatografia de gases y espectroscopia de masas (GC-MS) o
resonancia magnética nuclear (NMR). Existe una amplia literatura que trata sobre
las distintas formas de hacer uso de esta técnica (Fischer y col. 2004; Fischer y
Sauer 2003; Wittmann 2007; Wittmann y Heinzle 1999) y una amplia gama de
softwares, entre los cuales los méas importantes son: “13C-Flux*'”, “OpenFlux'?” y
FiatFlux (Zamboni y col. 2005), este tltimo se ocupé para calcular los cocientes
de flujo.

En este contexto, el grupo de Sauer ha presentado un procedimiento para
estimar los flujos llamado: andlisis de cociente de flujos (metabolic fluz ratio
analysis, en inglés) (Fischer y Sauer 2003). Est4 aproximacién matematica se basa
en el estudio local de las proporciones de los flujos de produccién de un metabolito,
separado del resto de la red. Se generan una serie de ecuaciones que relacionan la
distribucién de masas en los aminoédcidos, provenientes de la cuantificacién de
isotopdmeros, con la actividad de las vias metabdlicas que lo producen, y cuantifica
la contribucién relativa de vias convergentes o reacciones de los intermediarios
metabélicos. Se cuantificaron los cocientes de flujo para las cepas silvestre y

mutantes en cultivos continuos y se incorporaron al modelo (ver métodos 2.4.2)

1 hitp:/ /www.13ctlux.net/index.jsp
2 hitp:/ /openflux.sourceforge.net/
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mediante un método llamado “fluz balance analysis with fluz ratios” (FBrAtio)
(Choi y col. 2007; McAnulty y col. 2012), que se basa en modificar a la matriz
estequiométrica y luego, con el modelo modificado, se realizan los cilculos para
obtener una distribucién de flujos, los cuales pueden ser mediante programacién
lineal o el algoritmo Monte Carlo por cadenas de Markov.

Se destaca que este es el primer trabajo, del cual se conozca, que se haya
ocupado FBrAtio y Monte Carlo por cadenas de Markov combinados para obtener

una distribucién de flujos metabdlicos.
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1.5 Hipbtesis

La disminucién del flujo en noxPPP, como consecuencia de la delecién de
tktA, afectara las particiones del flujo metabélico presentes en oxPPP, activando
la via de Entner-Doudoroff en presencia de glucosa y conllevard a una
redistribucién de flujos en las vias centrales como respuesta compensatoria a
cambios en la produccién de NADPH, siendo la reaccién transhidrogenasa la

respuesta primaria.
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1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo general

Determinar el flujo de carbono a través de las deshidrogenasas del

metabolismo central de Escherichia coli, como consecuencia de la disminucién de

la actividad transcetolasa y la produccién de NADPH por PntAB.

1.6.2 Objetivos especificos

4.

Ut

Generar una cepa de E. coli con actividad transcetolasa disminuida (AtktA).
Disminuir la disponibilidad de NADH intracelular en la cepa de E. coli AtktA,
mediante la expresion de NADH oxidasa.

Eliminar la produccién de NADPH desde pntAB en la cepa de E. coli AtktA.
Observar pardmetros fisiolégicos (tasa de crecimiento, consumo de glucosa y
produccién de metabolitos de fermentacién) en fase de crecimiento exponencial
en batch, usando glucosa como Unica fuente de carbono en las cepas
mencionadas.

Modelar el efecto metabdlico de la delecién de thtA, pntAB y la expresién de
NADH oxidasa mediante Flux Balance Analysis usando los datos generados en

el objetivo 4.

25




1. INTRODUCCION

6.

=~

Implementar cultivos continuos a una tasa de crecimiento de 0,2 h* usando
como Tumnico sustrato glucosa marcado isotépicamente 1-C¥ y U-C¥.
Obteniendo los isotopémeros de aminodcidos mediante hidrolisis,
derivatizacién y medicién por cromatografia de gases y espectroscopia de masas

(GC-MS).

Anélisis de las distribuciones de isotopdémeros de los aminoécidos proteogénicos

para la obtencién de los cocientes de flujo usando el software FiatFlux.

Determinar los cambios en la distribucién de flujos metabdlicos en las cepas
mencionadas mediante el uso de los cocientes de flujo como restricciones en
FBA y en el muestreo del espacio de soluciones mediante Monte Carlo con

cadenas de Markov.
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2. Materiales y Métodos

2.1 Construccién de cepas

Para la construccién de las cepas con eliminacién de genes, se utilizé la cepa
silvestre de FEscherichia coli MG1655 (ATCC 47076) a la cual se realizé el
protocolo Datsenko-Wanner (Datsenko y Wanner 2000). Este método se basa en
la transformacién de la cepa con un fragmento de DNA que contiene el gen de la
resistencia a kanamicina, secuencias que permiten la recombinacién homdloga y
sitios FR'T, los cuales permiten una escisién posterior de la resistencia al
antibi6tico. La cepa a ser modificada estd transformada con el plasmido pKD46 el
cual expresa el sistema de recombinacién del bacteriéfago A Red. El éxito del
procedimiento fue verificado mediante secuenciaciones de los locus objetivos tktA
y putAB. En un paso posterior cada una de estas cepas se transformaron con el
plasmido pcp20 (contiene el gen de resistencia a ampicilina), el cual expresa la
recombinasa de levadura Flp, que reconoce los sitios FRT y genera una “secuencia
remanente” en el genoma, elimindndose la resistencia a kanamicina. Estas tiltimas
cepas, sirven como parentales para una segunda ronda del mismo protocolo de

Datsenko-Wanner.
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Se verificé la sensibilidad de estas cepas el antibidtico ampicilina y
kanamicina para observar que los plasmidos utilizados en el proceso hayan sido
eliminados en las cepas resultantes.

Se construyeron las cepas MG1655 NADHox y AtktA NADHox que
expresan de forma heterdloga episomal la enzima NADH oxidasa (NADHox) de
Streptococcus preumonice. El plasmido que contiene el gen de la NADH oxidasa
(pTrc99A-NADHox) fue donado gentilmente por el profesor Mark A. Eiteman de
la Universidad de Georgia. Las transformantes fueron seleccionadas mediante uso
de ampicilina, y su anélisis mediante electroforesis en gel de agarosa, comprobando
su presencia en las cepas.

Los plasmidos ocupados estdn listados en el anexo 7.1 junto a sus
caracteristicas genéticas mas relevantes.

Los andlisis de las secuenciaciones y las imdgenes se realizaron con el

programa Geneious 6.1.5.

2.2 Condiciones de cultivo
Las condiciones de cultivo fueron 37°C, aerdbico, con glucosa como tnica
fuente de carbono y la mantencién del pH en 7, agregando voliimenes necesarios

de una solucién 1M de NaOH.
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La composicién del medio M9 por cada litro de cultivo es la siguiente:

e Solucién M9 Base: 0,8 g NH4Cl, 0,5 g NaCl, 5.98 g NaxHPOy, 3 g KHsPOu.

« Solucién de elementos traza: 0,18 g ZnSOy, 0,12 g CuCls, 0,14 g MnCl,,

0,21 g CoSO4 y 1 g FeCls.

o Ademaés, fueron esterilizados por filtracién, separadamente y agregados

para completar el litro: 1 mL de MgSO, 2M, 1 mL de CaCly0,1M, 3 uL de

Tiamina 30mM y dependiendo del cultivo, D-glucosa 150 g/L.

Las cepas fueron almacenadas en LB 50% glicerol a -80°C hasta su uso.
Luego para realizar los cultivos se domenzé siempre con un pre-inoculo de 30 mL
en el mismo medio en que se realizaria el cultivo. Generalmente este pre-inoculo
necesitaba de 12-17 horas para estar en fase exponencial. Para que cada
crecimiento de la cepa silvestre y de las cepas mutantes en el biorreactor, tuviera
el minimo tiempo en fase lag, se realizaron cultivos en matraces para conocer el
tiempo particular de entrada en fase exponencial del pre-inoculo (datos no

mostrados).

2.2.1 Cultivos en modo batch.

Para los cultivos realizados en modo batch se usé un biorreactor con un

volumen de trabajo de 1,5 L, con un rotor a una velocidad de 800 rpm. La
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concentracion de oxigeno disuelto se mantuvo en todo tiempo més arriba de 30%
de saturacién de aire. La cantidad de glucosa ocupada fue de 4 g/L.

Se tomaron muestras aproximadamente cada 15-30 minutos, para realizar
las siguientes mediciones: i) la densidad éptica a 600 nm; ii) la concentracién de
glucosa y metabolitos de fermentacién (se obtiene el medio extracelular mediante
filtracién con membranas de poro de 0,2 um de didmetro, estas muestras se
guardan hasta su medicién por HPLC a -80°C), iii) el peso seco (se agrega un
volumen a un recipiente de aluminio de peso conocido y se seca a 100-125 °C por
24-48 horas hasta que el peso del tacho sea constante).

El factor de conversién (f) de la absorbancia en peso seco, se calcula como la
pendiente de la recta que relaciona estas dos variables. Para la cepa silvestre y la
cepa AtktA, el factor de conversién calculado fue de 0,44 gramos / litro de cultivo

* unidad de absorbancia.

2.2.2 Cultivos en modo continuo

Los cultivos realizados en modo continuo fueron realizados en un biorreactor
de 1 L, con un volumen de trabajo de 600 mL, con un rotor a una velocidad de
400 rpm. La cantidad de glucosa ocupada fue de 2 g/L. Para cada una de las

cepas, se realizaron dos cultivos independientes, donde se ocupan dos formas

4
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distintas de glucosa marcada isotépicamente, D-Glucosa-1-¥C (Sigma, N° cat.
297046-10G, 99%) y D-Glucosa-U-¥C (Sigma, N° cat. 660663-2G, 99%). La
glucosa marcada isotépicamente solo se usa en el tltimo tiempo de residencia,
cuando ya se ha alcanzado estado estacionario. Para observar la llegada a estado
estacionario, se monitore6 la estabilidad de la absorbancia a 600 nm y del oxigeno
disuelto en el medio, en todos los casos, se requirié al menos 5 tiempos de
residencia. Una vez llegado el cultivo a estado estacionario se realizé el reemplazo
del medio que contiene glucosa sin marcar, con un medio idéntico, excepto, la
mezcla de i) 20% D-Glucosa-U-C y 80% D-Glucosa sin marcar o ii) 100 % D-
Glucosa-1-*C. La decisién de qué marca isotépica usar y en qué proporciones se
usarfa la glucosa, se basé en un estudio donde se observan la resolucién de los
flujos metabdlicos y su dependencia de la marca isotépica usada (Fischer y col.
2004). Alcanzando el estado estacionario, se obtuvieron muestras de células para

medir los aminodcidos mediante GC-MS.

2.2.3 Concentracién de metabolitos en el medio extracelular
Las muestras de medio extracelular fueron analizadas por cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC, por sus siglas en inglés). Las concentraciones de

glucosa y de metabolitos de fermentacién fueron cuantificadas por comparacién
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mediante una curva de calibracién realizada en las mismas condiciones (Anexo
7.3)

Se usaron dos equipos y protocolos distintos. En el Laboratorio de
Bioquimica y Biologia Molecular, para las muestras de los cultivos modo batch, se
usé un equipo HPLC Waters 1525, que estaba equipado con una columna de
intercambio iénico para carbohidratos y écidos orgénicos Aminex HPX-87H
(BioRad) operando a 0,3 mL/ min, 40°C y con una fase mévil de 5mM H»SO4. El
perfil de separacién se observé a 210 nm con un detector UV (Waters, 2487) y un
detector de indice de refraccién (RI) (Waters 2414). La curva de calibracién de
glucosa fue realizada agregando cantidades en el orden de los microlitros desde
una solucion altamente concentrada de glucosa (1.6 M), hacia una solucién con 40
mL de medio M9, preparada segin especificaciones de los cultivos. Para la curva
de acetato, se ocupé una solucién de acido acético a 17.49 M y se realizé un
procedimiento idéntico al de la curva de glucosa. Ademss, se repitié esta curva
mediante otro stock, preparado desde acetato de sodio, resultando ambas con una
pendiente que no presentan diferencias significativas (Ancova P<0.05). En ambos
casos, se realizaron correcciones en los célculos seglin la dilucién y los voldmenes

tomados en cada inyeccién.
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En el laboratorio “Metabolic Engineering and Systems Biotechnology”, a
cargo del Dr. Ka Yiu San, en Rice University, para las muestras de los cultivos en
modo continuo, se usé un equipo de HPLC Shimadzu-10A que estaba equipado
con una columna de intercambio iénico para carbohidratos y 4cidos orgénicos
Aminex HPX-87TH (BioRad) operando a 0,5 mL/ min, 55°C y con una fase mévil
de 2.5mM H,SO.. El andlisis de la separacién se realizé a 210 nm con un detector
UV (Shimadzu SPD-10A), y un detector de indice de refraccién (RI) (Shimadzu
RID-10A). En este caso, las curvas de calibracién estaban incorporadas al
software del HPLC y se realizaban pruebas de forma continua para observar
cualquier variacién en ellas.

La variacién en la concentracién se usé junto con el cambio en la biomasa
para calcular las tasas de captacién de glucosa y las tasas de excrecién de acetato,
utilizando el factor de conversién medido experimentalmente (anexo 7.3). En el
caso de los cultivos en modo batch otros compuestos orgdnicos (como lactato,
formato, etanol, succinato y malato) no fueron detectados en cantidades
apreciables, comparado contra un estdndar (ndmero de catdlogo Aminex: 125-
0234). En el caso de los cultivos en modo continuo, cuando se habia establecido

estado estacionario, no se detecté ningtin metabolito de fermentacién, ni tampoco
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el sustrato glucosa, en el medio extracelular. Esto es concordante con la condicién
de que el carbono es limitante, consumiéndose inmediatamente una vez que se

mezcla la gota del medio fresco con el medio en el biorreactor.

2.3 Analisis por GCMS y obtencién de los cocientes de
flujos metabdlicos

2.3.1 Preparacién de muestra: hidrolisis y derivatizacién

El experimento para obtener la distribucién de la marca isot6pica, comienza
una vez que el cultivo continuo ha alcanzado el estado estacionario, luego de 5
tiempos de residencia. Una vez finalizado el dltimo tiempo de residencia, se
tomaron 50 mL de cultivo y se centrifugaron a 5000G, durante 15 min a 4°C. El
sedimento celular se lavé tres veces con 26 mM Tris-HCI (pH 7,6) y se guardé a -
20°C para futuros andlisis. Luego, este sedimento celular se resuspende en 1,5 mL
de HCI 6M. La mezcla se hidroliza en tubos de vidrio durante 12 horas a 105°C!3,
Luego de la hidrolisis se observa la formacién de un sedimento de color oscuro, el
cual serd filtrado con una membrana de polietersulfona (PES) (resistente a pH

bajos) de 0,2 pm filiro de tamaiio de poro, obteniéndose un liquido de color

" El dcido genera mucha presién, por lo que se recomienda el cierre hermético de los tubos para evitar
evaporacion.




2. MATERIALES Y METODOS

amarillento. Esta mezcla se secé durante 12-24 horas bajo una corriente de
nitrégeno (N2)™. En ese momento, hay 16 aminodcidos en el hidrolizado, ya que
la cisteina y el triptéfano son destruidos en la hidrolisis, y la asparraguina y la
glutamina son desaminados hasta acido aspértico y acido glutdmico,
respectivamente (Szyperski, 1995). El hidrolizado (sélido de color café) se
disuelve' en 300 pL tetrahidrofurano (TF) (Sigma, N° cat. 270385-2L, 99,9%,
grado de pureza). Luego, se adiciona 300 pL N-ter-butildimetilsilil-N-
metiltrifluoroacetamida (MTBSTFA) (Sigma, N° cat. 394882-5mL, 97%, grado de
pureza) como agente derivatizador de la muestra. La derivatizacién ocurre a 85°C

por 1 hora'C.

2.3.2 Métodos de coleccién de datos del GCMS

Se corrieron las muestran en el GC-MS basados en dos protocolos (Dauner
y Sauer, 2000; Zhao y Shimizu, 2003). Se aplicaron ambos métodos para discernir
cual era mds idéneo, dadas las condiciones del equipo disponible. El equipo de

GCMS (GCMS-QP2010, Shimadzu) estaba equipado con una columna DB-5MS

H Se realiza porque el paso de la derivatizacién es impedida por la presencia de agua. Por lo cual, el secado
de la muestra es crucial.

15 No se puede disolver todo el sedimento, es suficiente obtener un color café-marrén en el liquido.

' Si se observan deshechos de células en la muestra derivatizada, centrifugar brevemente para evitar la
translerencia de cualguier particula en los viales GCMS. Las muestras se deben analizar pronto porque la
degradacién ocurre dentro de pocos dias.
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(Agilent) y con un inyector automéatico (AOC-20i, Shimadzu). Se realizaron
pruebas para establecer una buena separacion de los distintos aminodcidos'” y la
mejor resolucion de las distribuciones de isotopomeros. Las condiciones definitivas
fueron, un volumen de inyeccion de 1 puL con una fase movil de helio 1 mL/min
con un cociente de corte (“split ratio™) de 1:20. La temperatura inicial del horno
GC fue de 150°C manteniéndose por dos minutos, para luego aumentar con una
rampa de 3°C/min hasta llegar a los 280°C. Otras condiciones fueron: 250°C de
temmperatura de la interface, 200°C la temperatura de la fuente de iones v 70eV la
energla de ionizacién por impacto de electrones. El andlisis de los espectros
generados fue analizado primero en el rango de 100-525 unidades de masa atémica,
para conocer el tiempo de elucién de cada aminodcido y luego ocupar el modo
SIM. Este modo, se basa en que, en un determinado tiempo, el equipo escanea
solamente el tamainio de masa atémica pedido™, esto logra aumentar la resolucion

de los picos de aminodcidos.

T Para la leucina y la isoleucina, debido a que tienen la misia masa, se debe tener una rampa de temperatura
en el GC que permita que ambos eliyan en forma diferencial. Bl tiempo de retencion de lencina sienpre es
menor que la isolevcina.

™ Por ejemplo, la alanina tiene un tiempo de retencién de alrededor de 17 minutos, por lo cual, el método se
configura para escanear alrededor de 16,5 v 17,5 minutos las siguientes masas: 260, 261, 262, 263, 264, 232,
233, 234, 235. En este caso se miden los jones para los fragmentos de alanina M-57 ¢ v M-85 |-,

(3
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233 Obtencién de cocientes de flujo

Los datos obtenidos del GCMS fueron analizados mediante el software
MestReNova (versién 9.0.1-13254, Mestrelab Research S.L.), que permiti6 la
visualizacién e identificacién de los picos de los fragmentos de los aminoécidos
mediante librerias y el toolbox de MatLab “FiatFlux” (versién 1.67) (Zamboni y
col. 2005), que permite obtener los cocientes de flujo metabélico.

Brevemente descrito, directamente de la data cruda del GCMS se obtienen
los vectores de distribucién de masa para cada fragmento a (MDV.) de los

aminoéacidos:

My
m
MDVa=| . |con) mi=1 (1)

My

El protocolo que ejecuta el programa FiatFlux es:

1) Correccién por abundancia natural de isotopos, obteniéndose el vector MDV,*

2) Correccién por biomasa no marcada obteniéndose los vectores de distribucién
de masa de los aminodcidos (MDVaa)

3) A partir de combinaciones lineales de los MDVaa se obtienen los vectores de

distribucién de masa de los metabolitos (MDVy)
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4) Los MDVy y los MDVaa se usan para obtener los cocientes de flujos
metabdlicos.

Los cocientes de flujo obtenidos en esta tesis se muestran en el siguiente

diagrama. Los cocientes de flujo representan una fraccion de un metabolito que

proviene de distintas vias aferentes.

| Glucose co,
| NADPH NADPH o . - , .
S 'f‘ g— 'f’ pentose-s.p  Fraccion de la serina originada a través de glicolisis
| | v 1
vd
| l 4 2 * (v6 —v8 — 1v9)
| chtose—&P\ ‘ s7P A =
,s/(\ X v5+2*v6 +v7 + v9

f //lwz\

Tricse-3-p ~— jp Fraccion de piruvato originado a través de Entner-Doudoroff
vio
NADH’l ve

| 3-P-glycerate @ B vs
| =

vil
| o i v5+v12 +v19
‘ { PEP NADPH —— NADH » )
i v20 ,,u* V24 Fraccion del fosfoenolpiruvato desde oxaloacetato
| co CO, O, + 2NADH —\’Z. ATP
‘ ,
1 NADH| [~ Pymuvate v20
| vi3| co. Precursors o Biomass -
‘ vig, v21 NADH = —
; Acety;-CoA o Acetate vll + UZO
i /—\ Fraccion del fosfoenolpiruvato originado a través de PPP
| Oxaloacetate . e .
x Isocitrate (limite superior)
‘ NADH

vie / ayontaie/" 15\ co, v7 + 3 *v8 + 2 x v9)
Malate va RADPH D 2
- (:});etog::rale v5+ 2 *v6 + v7 + v9
,
NADH Succinate NADH

Fischer y col. 2004

Figura 5. Cocientes de flujo determinados experimentalmente para las cepas de E. coli
generadas. Los cocientes de flujo dependen de ciertos flujos metabdlicos de las vias
centrales. Los flujos metabdlicos estan representados como v1 hasta v26 de acuerdo con
el mapa mostrado a la izquierda. Los cocientes de flujo estdn representados como letras
(A-D) y los colores coinciden con los de los flujos metabélicos representados como circulos

llenos.
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2.34 Distribuciones de isotopémeros de aminoicidos proteogénicos y
calculos realizados por FiatFlux

En esta seccién se exponen ejemplos de cada paso de los protocolos
implementados. Los valores mostrados fueron obtenidos de forma experimental.

Primero, la muestra de aminodcidos provenientes de la fraccién proteica
(proteogénicos) derivatizada por MTBSTFA, es separada por GC, luego de la
ionizacién en el MS se obtienen fragmentos (figura 6).

La derivatizacion bloquea por sililacién los hidrégenos de los sitios de
aminodcidos OH-, NH-, y grupos SH para reducir interacciones dipolo-dipolo y
para aumentar la volatilidad en la separacién por GC.

Un tipico gréfico de corriente iénica total (TIC) se obtiene mediante GC,
ampliado se observa el patrén de fragmentacién en el espectro de masas del pico
de la alanina (el primer aminodcido en aparecer en cualquier corrida de GC). Con
el valor masa/carga 260-263 se construye el vector de distribucién de masa para

el fragmento M-57 de la alanina (figura 7).
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Fragmento Nombre del fragmento Caracteristicas
a (M-15)* perdida de un grupo metil
b (M-57)*+ perdida de un grupo terbutil
¢ (M-159)*+ perdida de un ion G(O)O-TBDMS
fragmento doble sililado sin cadena
d (£302)~
lateral (R)
. reordenamiento molecular, grupo C=0
e (M-85)*

y grupo terbutil

Figura 6. Fragmentos de aminodcidos detectados en GC-MS. A) Esquema de los fragmentos
de aminoécidos detectados en la derivatizacién por MTBSTFA luego de ser ionizados. El
rectdngulo gris es la parte comin a todos los aminodcidos. La fragmentacién ocurre en las
posiciones definidas por letras (a-d). La figura fue tomada de la publicacién de Dauner y

Sauer 2000. B) Caracterfsticas de cada uno de los fragmentos obtenidos. Las letras refieren
donde ocurre la fragmentacién indicada en la figura.
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Figura 7. El vector de distribucién de masa para el fragmento M-57 de la alanina. Imagen
generada con el programa MestReNova.
Para corregir por ocurrencia natural de isotopos se requiere usar matrices

de correccién para cada uno de los dtomos del fragmento. La férmula general

ocupada para realizar los cdlculos de correccién es:

N N - VL
Abundancia = (E (VIR - H (%1{) (2)

23] k=1
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'
1

Por ejemplo, para el carbono, la ocurrencia natural de C*2 es de un 98,93%
y de C¥ de 1,07% (Bluck y Volmer 2009; Rosman y Taylor 1998), con esta

informacién se construyen matrices®:

20
2¢Cys 0 0 0 0,917 0 0 0
o |2t BG 0 0 | _[0,0794 0,9175 0 0
eTTRGBey PoLBey 120y 0 | {0,0030 0,0794 0,9175 0
20 Boy 120680, 120 By, 20 0,0000 0,0030 0,0794 0,9175

El préximo ejemplo es sobre el calculo del MDVi. Si asumimos que el
esqueleto carbonado de un aminodcido se genera directamente desde un metabolito
tinico, el MDVy de ese metabolito es igual al MDVas del aminoécido. En el caso
de dos o mas metabolitos, entonces el MDVaa del amino4cido es la combinacién
lineal de los dos MDVy de los metabolitos en cuestién. Esto sucede en el caso del
oxaloacetators y de piruvatoss a partir del MDDV, del fragmento M-15 de la

isoleucina (figura 8).

. . p 0,98937 001071
¥ Como ejemplo, el valor para Cr ®Cy se calcula, 81~ 228237, L1077 0,0794
] ? ? 7! 1

* Estas correcciones son realizadas automiticamente por el software FiatFlu,
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Figura 8. Representacién del origen del esqueleto carbonado de la isoleucina con respecto
a los metabolitos intermediarios piruvato y oxaloacetato. Las lineas gruesas denotan que
esos enlaces entre carbonos no se rompen cuando se forma el aminodcido. Las lineas
delgadas indican nuevos enlace C-C y la linea punteada indica que esos carbonos derivan
del mismo metabolito aunque no estén juntas en el aminoécido. En el anexo 7.5 se muestra
la figura S1 donde estdn representadas todas las dependencias de los aminoécidos y los
intermediarios metabdlicos de los cuales derivan.

A continuacién se presentan las matrices y el resultado del calculo® para

obtener los MDVy del oxaloacetators y de piruvatoss.

Dado los vectores: ( mO\ / g, 4()7\
ml 0,194
m2 0,210
ﬂJDV:.@A’[LE =lm3| = 0, 104
md 0, 060
md 0,018
\m6 / \0,007 /
Oc)\
O P
MDVyroasia= | Os | MDVyspyro-s | Py
O3 Py
04/

21 Se resuelve un sistema de ecuaciones lineales con la condicion de que Ja suma del vector sea 1.
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Combinando:
(0,407 CoFy \
0,194 Oy + OBy
0,210 OpPs + O P + O Py
MDVygrp= 10,104 | = | O+ OyP + 035
0,060 OoPs + O3 Py + Oy Py
0,018 O3Fs + O4P,
\01 007 / \ Q4P /

Se resuelve obteniéndose el MDVy del oxaloacetators v de piruvatos.s.

0,561

0,188 0,725
MDVypasi-a= | 0,129 | MDVy pyro-s | 0,102

0,080 0,172

0,040

Tanto los MDVaa como los MDVy son ocupados para calcular los cocientes
de flujo. En el préximo ejemplo, se calcula la fraccién de la serina originada a
través de glicolisis. Como se deduce de la conectividad de las vias metabdlicas de
E. coli el MDV44 de la serina, que proviene de 3-fosfoglicerato, depende de la
contribucién de tres vias: glicolisis, PPP y ED. Se representa esta dependencia en
la siguiente formula:
MDVp1-3 = f-MDVgrr+ (1 — f)- MDVgp ppp

Reordenando

f = MDVier1-3 — MDVgp ppp

MDVarr — MDVgp ppp
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Esta férmula se interpreta de la siguiente forma, el MDV,u13 es igual a la
contribucién fraccional f de la via metabdlica (en este caso glicolisis) y la
contribucién fraccional (1-f) de los otras vias metabélicas® (ED y PPP).

Todos los calculos mostrados los realiza FiatFlux* de forma interna,
mostrando como resultado final los cocientes de flujo més un error obtenido desde
los datos redundantes que contienen los MDVaa.

Estos cocientes metabdlicos fueron a su vez ocupados como restricciones

adicionales en los célculos realizados por el toolbox Cobra (Becker y col. 2007).

2.4 Metodologias para el Analisis de Balance de Flujos

La red metabdlica de un organismo puede ser representada matematicamente
en su totalidad mediante la matriz estequiométrica (S). Esta posee m filas y n
columnas, representando respectivamente el ndimero de metabolitos y de
reacciones en el sistema. Cada celda de esta matriz contiene el coeficiente

estequiométrico con el que un determinado metabolito participa en cada reacciémn.

Se asigna un valor negativo para aquellos metabolitos que son consumidos, cero

* ED y PPP, en el caso de crecimiento en glucosa marcada en el carbono 1, pueden ser considerados juntos
como un solo pool que contribuye al MD V..
# Lamentablemente los ¢édigos en este toolbox, vienen encriptados, lo que impide revisarlos detalladamente.
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para los que no participan y positivo para los que son producidos en la respectiva
reaccion.

Por otro lado, tedos los flujos metabdlicos de la red pueden ser representados
por un vector v, de dimensién igual al ndmero de reacciones del sistema (o al
ntmero de columnas de la matriz S). Mientras que el cambio de las
concentraciones en el tiempo, de todos los metabolitos, se encuentra contenido en
un vector %, de dimensién igual al niimero de metabolitos del sistema (o al

ntmero de filas de la matriz S). Este cambio puede ser representado mediante

ecuaciones de balance de masa, utilizando la matriz S y el vector v:

d:'c’__ . '
—C-E——S-v (4

Sin embargo, este sistema de ecuaciones presenta un espacio de solucién
indeterminado. En otras palabras, contiene todas las combinaciones de flujos que
hacen posible la igualdad de la Ecuacién (3), por lo que para generar un espacio

de soluciones acotado, FBA considera la condicién en que la tasa de cambio de

concentracion de todo metabolito debe ser igual a cero (estado estacionario):

S B=0 (5)
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Esto significa que las concentraciones se mantienen constantes en el tiempo,
es decir, que la velocidad de produccién de los distintos intermediarios es igual a
la velocidad de su consumo debido al crecimiento.

Con esto es posible encontrar distintos vectores ¥ que son solucién del
sistema de ecuaciones. Ademds se facilita el andlisis, pues al no trabajar con las
concentraciones de los metabolitos, no serfa necesario conocer pardmetros
cinéticos. Para encontrar un tnico vector, FBA emplea métodos de programacién
lineal para optimizar una funcién objetivo. Esto frecuentemente corresponde a la
maximizacién de la velocidad de produccién de biomasa (tasa de crecimiento).
Para hacer més preciso este calculo, y el resultado consistente con las tasas de
crecimiento registradas experimentalmente, se suelen utilizar datos experimentales
de flujos metabdlicos externos para restringir el modelo, poniéndole limites
minimos y méaximos, como por ejemplo a la tasa de consumo de fuente de carbono,
consumo de oxigeno, produccién de metabolitos de fermentacién, etc.

Generalmente, la reaccién de biomasa corresponde a la funcién objetivo,
puesto es la funcién que el proceso de optimizacién busca maximizar. Existen
varias funciones objetivo que permiten obtener resultados biolégicamente

coherentes, y esto es de hecho una de las principales debilidades de éste método
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puesto supone introducir arbitrariamente una funcién objetivo, lo que limita el
anélisis al sesgo que el investigador tenga a la hora de elegir. Otras funciones
objetivo utilizadas son por ejemplo: maximizar el crecimiento al mismo tiempo
que se minimiza la suma de todos los flujos activos del metabolismo o maximizar
la. produccién de ATP al mismo tiempo que se minimiza la suma de todos los
flujos activos. Esta dltima, fue la aproximacién ocupada.

El grupo del Dr. Palsson lleva varios afios desarrollando este método y
actualmente tienen un toolboz gratuito desarrollado en el software MatLab (The
MathWorks, Inc.), que permite realizar los calculos de optimizacién
(Schellenberger y col. 2011). La tltima versién de este toolbox es: COBRA 2.0.5,
que es la que se ocupd en este estudio.

En términos de modelo de E. coli, se ocuparon tres. El modelo iJO1366 (Orth
y col. 2011), iAF1260 (Feist y col. 2007) y el modelo CORE, que es un subconjunto
de reacciones de vias centrales y otras relevantes del modelo iAF1260. Cada uno
de estos modelos tiene diferencias sustanciales que generan espacios de soluciones
distintos. Una de las diferencias mas remarcables entre el modelo iJO1366 e

iAF1260 es el valor del ATP de mantencién fijado por cada modelo, en el primer
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caso es de 3.15 mmol *peso seco g! * Irl, mientras que en el segundo es de 8.39

mmol*peso seco g * hl,

24.1 Calculo del ATP de mantencién

Aparte del ATP necesario para la generacién de macromoléculas, existe una,
demanda energética basal que no estd asociada al crecimiento (ATP de
mantencién). Ejemplos de esta demanda es el costo asociado a la polimerizacién
de protefnas y al reciclaje de la membrana (Feist y col., 2007). En el modelo, el
valor de ATP de mantencién se expresa como el lmite inferior del flujo de la
reaccién ATPM, la cual tiene la siguiente férmula:

ATP+H,0 - ADP+Pi+H?*

El valor del ATP de mantencién se puede obtener experimentalmente desde
cultivos continuos (Russell y Cook 1995) o también se puede estimar con FBA.
En este caso corresponde a una maximizacién del flujo a través de la reaccién
ATPM presente en el modelo, lo que también corresponde a optimizar el
rendimiento de ATP. Se utilizé esta aproximacién, luego de fijar la tasa de
crecimiento y el consumo de glucosa a los valores experimentales. Una vez

obtenido mediante optimizacién el flujo méximo de ATPM, este valor se utiliza
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como restriccion. Esta aproximacién ya ha sido utilizada exitosamente en nuestro

grupo de investigacién (Olavarria y col. 2014).

2.4.2 Incorporar los cocientes de flujo derivado de isotopémeros como
restriccion en el andlisis de balance de flujos

Este método se basa incorporar directamente los cocientes de flujo a la matriz
estequiométrica. Una ventaja de este enfoque es que permite incluir muiltiples
cocientes de flujo simultdneamente y el problema de optimizacién es resuelto con
programacién lineal. Esta incorporacién a la matriz estequiométrica se realiza
mediante la reformulacién de las ecuaciones estequiometrias ocupando metabolitos
artificiales. Se tomard como ejemplo, el cociente de flujo “A” para la serina

producida a través de la glicolisis®:

2% (w6 —v8—v9)
T US+ 2% 06+ v7 + v9

Reemplazando los flujos con el nombre de las reacciones:

2% (FBA—TKT2—TALA)
" EDD + 2+ FBA+TKT1 + TALA

# Se hace hincapié en que el cociente de flujo “A™ es conocido, calculado a partir de los datos extraidos de GC-MS.
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Para construir la restriccién de flujo en la matriz estequiométrica, primero

la ecuacién anterior se reordena de la siguiente forma:

A A A
0=(A—1)FBA+ (—2—) TKT1 + (54— 1) TALA + (-2—) EDD + (1)TKT2

A continuacién, se aflade una nueva fila a la matriz estequiometria
(metabolito artificial “A”). En esta nueva fila, se afiaden cinco valores (todos los
demés valores en la fila son cero). En la columna que representa la reaccién
catalizada por FBA, el coeficiente afiadido a la matriz es “(A-1)”. En la columna
que representa la reaccién catalizada por el TKT1, se afiade el coeficiente de
“(A/2)”, y asi sucesivamente, se agrega todos los coeficientes de la ecuacién
asociados a las reacciones correspondientes. Con estas adiciones, cuando la
ecuacion de balance de flujos se resuelve, la relacién de flujos para las reacciones
serd el valor del cociente A. Si el valor del cociente de flujo elegido no conduce a
un estado estacionario, ninguna solucién serd encontrada. Tanto individualmente,
como en conjunto, los cocientes de flujo ocupados llevaron a encontrar estado

estacionario, es decir, solucién 6ptima que satisface las restricciones afiadidas.
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2.43 Muestreo del espacio de soluciones usando Monte Carlo por
cadenas de Markov

De acuerdo con Schuetz y colaboradores (2012), la mejor representacién del
comportamiento metabélico seria una superficie de Pareto donde los organismos
presentan un crecimiento sub-6ptimo respecto a dicha superficie. A la luz de esta
informacién, se usé el muestreo del espacio de soluciones usando Monte Carlo por
cadenas de Markov luego de actualizar el modelo usando los cocientes de flujo
calculados anteriormente.

El muestreo del espacio de soluciones se usé para evaluar la aplicacién de los
cocientes de flujo en el modelo: 1) se observé cuan restringido resulta el espacio
de soluciones y 2) se determiné el flujo particular de cada reaccién en el modelo a
partir de la distribucién de flujos méas probable.

El muestreo usando el algoritmo Monte Carlo por cadenas de Markov
(también conocido como “hit and run sampler”) ha sido implementado en COBRA
con la funcién llamada “gpSampler” (Schellenberger, 2010). Brevemente, se inicia
el analisis tomando las coordenadas de algin punto al azar dentro del espacio de
soluciones y luego este punto se desplaza en alguna direccién azarosa dentro de
ese mismo espacio, registrdndose las coordenadas de los destinos. Cada

componente de las coordenadas de un punto corresponde al valor de flujo de una

w
(9]
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reaccion en ese punto, se construyen histogramas de la cantidad de veces que algiin
punto fue muestreado dentro de una subdivisién del rango de cada componente
(reaccién). Generalmente cada reaccién tendrd una distribucién normal, el valor
medio de la gaussiana indicaré el valor de flujo que fue muestreado més veces y
por lo tanto el flujo més probable de ocurrir. En otras palabras, el valor de flujo
estimado por este método corresponde al flujo més probable de acuerdo a la
distribucién normal del histograma de puntos muestreados respecto de la
geometria del espacio de soluciones. O dicho de otro modo, el flujo estimado
corresponde al flujo que el sistema, en este caso la célula, tiene més formas de

propiciar (figura 9).
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| O Flux-balance analysis
) Flux variability analysis

® MCMC sampling

Figura 9. Determinacién de los flujos metabdlicos mediante distintos métodos de
simulacién. Se representa el espacio de soluciones simplificado a dos reacciones (Vyy Vs)
y la tercera reaccion es la funciéon objetivo. El circulo verde representa la aproximacién
generalmente usada en el andlisis de balance de flujos que minimiza o maximiza una
funcién objetivo dada por el investigador. Los circulos amarillos representan el enfoque
del anélisis de la variabilidad del flujo (FVA, siglas en inglés), en el que los flujos maximos
y minimos a través de cada reaccioén se calculan iterativamente cuando el flujo del objetivo
funcién estd limitado a su valor maximo. Por tltimo, los circulos rojos representan un
muestreo de distribuciones de flujo mediante Monte Carlo por cadenas de Markov que
proporciona una distribucién de probabilidad para los flujos. Este tiltimo enfoque no tiene
sesgo, ya que no se requiere el presupuesto de una funcion objetivo. Esta figura fue tomada
de Bordbar y col. 2014.
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3. Resultados

3.1 Construccién de cepas con alteraciones en la produccién

de NADPH.

Este estudio tiene como objetivo medir la redistribucién de flujos
metabolicos frente a una disminucién del flujo de carbono a través de oxPPP y
observar cambios en el aporte al pool de NADPH desde otros puntos de
produccién. Para lograr esto, se construyé una cepa cuya caracteristica principal
es tener alterado los aportes de NADPH en oxPPP a través del knock-out del gen
de la transcetolasa tktA (AtktA). Ademds, se realizaron dos modificaciones
adicionales paralelas, tomando como cepa parental AtktA, se afecté la produccién
de NADPH dependiente de NADH, eliminando la transhidrogenasa PntAB
(delecién de los genes pntA y pntB), y se expresé de forma heterdloga la enzima
NADH oxidasa (NADHox). Las cepas generadas y sus propiedades genéticas
distintivas se enumeran en la tabla 1.

Para construir las cepas knock-out, se reemplazaron los genes objetivo con
el gen de resistencia al antibiético kanamicina mediante recombinacién homéloga

por el método de Datsenko-Wanner (43) (ver seccién materiales y métodos 2.1).
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La secuenciacién de los locus genémicos de interés confirmé el éxito del
procedimiento (figura 10). Para generar la doble mutante, primero se eliminé el
gen de resistencia, dejando una secuencia remanente en el genoma, para luego
repetir el proceso en el segundo gen objetivo. A ambas mutantes se les logrd
remover el gen de resistencia a kanamicina. A esta knock-out doble se sometié a
secuenciaciones para comprobar el reemplazo (figura 10 C).

Tabla 1. Cepas con alteraciones metabdlicas y sus principales caracteristicas genéticas

Nombre de la cepa Caracteristicas genéticas Origen

Donado por el laboratorio

P 1
MG1655 arenta. del Dr. Palsson

Knock-out del gen tktA de la

AtktA isoenzima, transcetolasa A. Este estudio
tktA::FRT
Knock-out de los genes pntAd y
ApntAB pntB, de la transhidrogenasa de Este estudio

membrana. pntA y pntB=:FRT.
Knock-out de los genes tktA, pntd

AtktA ApntAB y pntB. thtA:FRT y pntA y Bste estudio
pntB:FRT.
Expresién heterdloga. de la enzima
MG1655 NADHox NADH oxidasa en el pldsmido Este estudio

PTrc99A regulable mediante IPTG
Expresién heterdloga de la enzima

NADH oxidasa en el plasmido
AtktA NADHox PTrcI9A regulable por IPTG, en Este estudio
un contexto genético knock-out del
gen thtA. thtA=:FRT

Ver anexo tabla S1 para cepas intermediarias del proceso
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3. RESULTADOS

Para la expresién heterdloga episomal de la enzima NADH oxidasa
(NADHox), se usé el pldsmido pTrc99A-NADHox que contiene el gen de la NADH
oxidasa. El plésmido fue totalmente secuenciado, comprobandose la presencia de la
NADH oxidasa y de la secuencia de resistencia a ampicilina. El plasmido fue ocupado
para transformar la cepa silvestre MG1655 y la cepa knock-out AtktA. Estas
transformantes fueron seleccionadas mediante uso de ampicilina, y su anélisis
mediante electroforesis en gel de agarosa, comprobando su presencia en las cepas.

La expresion de NADH oxidasa apunta a disminuir la disponibilidad de NADH
intracelular. En este sentido, se ha observado que la disponibilidad de NADH tiene
una correlacién proporcional a la excrecién de acetato (Vemuri y col. 2006; Holm y
col. 2010). Si se compara la produccién de acetato de la cepa AtktA expresando
NADH oxidasa, con respecto a la cepa parental AtktA, se observa una disminucién
de aproximadamente un 75%, lo que serfa coherente con la disminucién de la
disponibilidad de NADH en la cepa que expresa NADH oxidasa. Ademas, si se
compara la tasa méxima de crecimiento de la cepa silvestre que expresa NADH
oxidasa con respecto a lo informado en literatura, se encuentra solamente un 8% de

diferencia entre ambas (Vemuri y col. 2006).
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3.2 Determinacién de los parametros fisioldgicos de cultivos

en tasa de crecimiento maxima.

Los parametros fisiolégicos de los cultivos por batch se determinaron mediante
crecimiento en biorreactor. Se realizé un seguimiento a la densidad 6ptica a 600 nm,
el peso seco y la cantidad de glucosa y metabolitos de fermentacién en muestras
obtenidas a distintos tiempos. Con estos datos se calculd la tasa de crecimiento
méxima en cultivos por batch, el factor de conversién “f” de absorbancia a peso seco,
el consumo de glucosa y la producciéon de metabolitos de fermentacién. Se calculd el
factor “f” de conversién de absorbancia a peso seco de 0,44 gramos de peso seco por
litro por unidad de absorbancia (figura 11). El experimento de factor de conversién
se replicé para la cepa AtktA, en cultivos por batch, obteniéndose el mismo valor.

El efecto en la tasa de crecimiento de la delecién del gen tktA sobre distintos
contextos genéticos muestra que todas las modificaciones genéticas que alteran la
homeostasis redox disminuyen su crecimiento en medio minimo M9 aerébico con
glucosa como tnica fuente de carbono (figura 12). En la cepa AtktA, la tasa maxima
de crecimiento baja en aproximadamente un 10% con respecto a la cepa silvestre.
Las modificaciones genéticas que se generan sobre la cepa AtktA, presentan un mayor

efecto sobre la tasa de crecimiento, tal como se observa para las cepas AtktA ApntAB
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y AtktA NADHox, que disminuyen su tasa de crecimiento en un 10% y un 30%

comparado con la cepa AtktA*, respectivamente.
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Figura 11. Curva de crecimiento de la cepa silvestre en modo batch. En el recuadro se observa
el factor “f” de conversién absorbancia a peso seco calculada. *Representa el promedio y la
desviacién estandar de al menos 3 cultivos independientes.

A continuacién se midieron la tasa de consumo de glucosa y produccién de
metabolitos de fermentacién en cada una de las cepas. Para calcular la tasa de
consumo de glucosa se construyen curvas que relacionan el peso seco de las bacterias

con el consumo de glucosa remanente en el cultivo por batch (figura 13).

% A lo largo de este trabajo se comparara las cepas AtktA ApniABy AtktA NADHox contra la cepa AtktA, es
decir, su cepa parental desde la cual fueron generadas.

60




19

"RIDUDYE]
op 9sej B[ 9p uj [0 ‘0190 odwer} OWOd OPUBUIO} ‘QZI[EULION 98 SBAIND Se}se op odwel} [f 'SIj0 9P SBUN SeJUIISIP OjUSUIRAIIROGIUSIS
SEpO} 108 UBIISONUI ‘GO'()>J UN UOD ‘So[eaUl] SOUOISAIZRI SeIsd op BAOOUR SIS[[RUR [ ‘SBAINO SBISH op un eped op ijaed e sepenores
TepuR}se UQIORIASAD NS A SBUIIXPUI OJUSIUIIINIO O SeSe) SB[ OIPRIIOLI [0 US BIJSANUI 9G "Sojuarpuadopur SOAII[ND $81} SOULW [@ uejusseIdor
sojund 9p ojunfuod epey) 's0d[}PULT SOIXAJU0D SOJUNSIP 81GOS 77y} UeS [op UQIS[SP B OP OJUSIUIINSID P ©Se} B[ US 0300 ‘gl @InSIq

(4) remusuodxe osej e[ op omIul [@ apsep odwoL,

mmomvmmeowmmmvmm—owNomvmmvo

n ‘lw 1 1 1
I00F¥0  XoHAVN Vv O ; S0FTG0 AVrAY VT .. (). % g00F 250 vy —Y—
200 7 LK'0  XOHAVN SSOIOWN Y . w0 7950 qvmdy —— BE 900°0 7 £9°0  GYIION —@—
g

&

N\

3
b

wuQQg sqy ug

SOAVLTINSHY ‘¢




29

:mmOUﬂ;w U9 wseruIoq
9P O)ULTWIPULI [ UOS SRAIND SB)SS ap muSmﬂuEQQ B[ 9p OUO&Q_Umu IO[RA [ "O)ULIUIIIAID 9D BSB) B] SNOQHOUEM omwmsuod ap BSBY BISO 9p O[NI[RD [3 anb Ieqou 20rY a8 9

"SRIJO 9P SBUN SBIUIISIP
9JUSUIRAIIROYIUSIS SLPOY 198 UBISINUI ‘G()'()> ] UN UOD ‘SO[BOUI[ SOUOISITI S8)Se 9D BAOOUR SISI[RUR [ ‘SBAIND SB1S0 B 0300dsed U0 [eaul]
ojusrurelrodurod un ususly ou onb & opiqep /8 9‘p enb 00es osed 1ouew op sojund wersENUI BS ON ‘SAFUSIPULIPUI SOAI}NO ¢ SOUSUT [B
op soprua}qo uos sojund sojsy “IepuR)se UQIBIASOD ] £ . , .8 000s 0sed , [OWW US BPIPAU ,,LSOON[S OP OWINSUOD S BSB} B[ BIJSONUIL
98 OIPEBNOAI [9 U ‘SOJI}QULS SOJX0JU0D SOJUISIP 9IGOS 4y} USS [9p UQIOS[Op ] Op BSOON[S op OWNSUOD 9P BSE) B[ US 03997 '€ BINJI]

('1/8) ooag osa
gL 91 ¥I 21 1L 80 90 gL 91 ¢vL 21 L 80 90 81 9L ¥1 21 | 80 90

’/0 VOFE gyds vy —--Q--- £'0F9s Venvw — Lz
/,OO L0302 fdyuds — FOF1'9  SS9IDN —@— -

%

LOTCL  XO[VN VIIT /N g/

G0F I8 XO[(JVN S99IDWN  —F— .%

SOdVLINSHY "¢

JYU BSOON[K)




3. RESULTADOS

Al igual que lo ocurrido en la tasa de crecimiento, los cambios genémicos
en las cepas conllevan una variacién en el consumo de glucosa. El dato més
relevante de esta medicién es la disminucién, de la tasa de consumo de glucosa de
la cepa AtktA, lo cual podria indicar un mecanismo de respuesta en el control del
consumo de glucosa a variaciones del flujo metabdlico a través de oxPPP.

La cepa AtktA ApntAB disminuye su incorporacién de glucosa
compardndola con su cepa “parental” ApntAB en un 10%. En cambio, con
respecto a la otra cepa “parental” AtktA, esta aumenta el consumo en un 12%.

La cepa AtktA NADHox disminuye su incorporacién de glucosa un 8%
comparandola con su cepa “parental”, es decir, la cepa expresando la NADH
oxidasa en un contexto genémico silvestre. En cambio, con respecto a la cepa
AtktA, esta aumenta el consumo en un 25%.

Con respecto a la produccién de metabolitos de fermentacién en cultivos
por batch se detect6 en todos los casos solo la presencia de acetato (figura 14).

Los cambios genémicos en las cepas conllevan una variacién en la
produccién de acetato, como se mencioné en la introduccién esta variacién es un

indicativo del metabolic overflow.
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Figura 14. Tasa de produccion de acetato en cultivo por batch. En el recuadro se muestra
la tasa de produccién de acetato? medida en mmol * peso seco g'* h'. Estos puntos son
obtenidos de al menos 3 cultivos independientes. No se muestran puntos de mayor peso
seco que 1,6 g/L, debido a que no tienen un comportamiento lineal con respecto a estas
curvas. El andlisis ancova de estas regresiones lineales, con un P<0,05, muestran ser todas
significativamente distintas unas de otras.

Al comparar la produccién de acetato de la cepa silvestre con respecto a la
cepa AtktA se observa un aumento de alrededor de un 60% en la mutante.
Concordante con este aumento, el rendimiento de la produccién acetato por el
consumo de glucosa, aumenta desde 0,27 g/g hasta 0,45 g/g. Esto podria
interpretarse como un indicativo, dado el fenémeno de metabolic overflow, que la

actividad del ciclo de Krebs disminuye en esta mutante, ya que se estaria

T Se hace notar que el célculo de esta tasa de produccién incorpora la tasa de crecimiento. El valor reciproco
de la pendiente de estas curvas son el rendimiento de acetato en glucosa.
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3. RESULTADOS

desviando una mayor parte del piruvato hacia la produccién de acetato en la cepa
AtktA.

En el caso de la produccién de acetato la cepa AtktA ApntAB presenta una
disminucién de casi un 80% con respecto a la cepa AtktA. En términos de
rendimiento, se calculé 0,45 g/g para AtktA y 0,7 g/g la cepa AtktA ApntAB.
Esta gran diferencia entre ambas, es un indicativo de la activacién del ciclo de
Krebs, en respuesta a la falta de actividad transhidrogenasa en la cepa AtktA
ApntAB.

En el caso de la cepa AtktA NADHox ésta disminuye su produccién de
acetato alrededor de un 75% con respecto a AtktA. Como se menciond en la
introduccién, la expresién de NADHox aumenta el flujo glicolitico en E. coli. Por
lo cual, una menor produccién de acetato indicaria una actividad del ciclo de Krebs
aumentada en la cepa AtktA NADHox comparada con AtktA.

Comparada con la cepa silvestre, todas las cepas con alteraciones en la
homeostasis redox disminuyen su rendimiento de biomasa generada por glucosa
consumida. Esto podria indicar que la capacidad de producir NADPH en estas
cepas estd impedida, al no alcanzar la misma productividad que en la cepa

silvestre. Esto conllevaria a decir, que la compensacién en la produccién de
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3. RESULTADOS

NADPH (la redistribucién de flujos) sucede en cierta medida, por lo cual, las
reacciones de produccién de NADPH no son totalmente intercambiables (tabla 2).

Tabla 2. Pardmetros fisiolégicos de la cepa silvestre y las cepas mutantes

Cepa n Qs Y x/s Q« Y ace/s
MG1655 0,63 + 0,006 6,1 £04 0,57 2,8+ 0,2 0,27
AtktA 0,57 &£ 0,003 5,6 £0,3 0,56 44 +0,3 0,45
ApntAB 0,56 £ 0,02 7,0 £ 03 0,43 n.r. n.r.
AtEtA ApntAB 0,52 4 0,03 6,3+ 04 0,42 0,6 = 0,2 0,07
MG1655 NADHox 0,47 £+ 0,02 81+09 0,32 n.r. n.r.
AtktA NADHox 0,4 £ 0,01 7,5+ 0,7 0,29 1,2 £ 0,1 0,14

Todas las mediciones son al menos en triplicado. p, tasa de crecimiento (h?); Q,, tasa de
consumo de glucosa (mmol *peso seco g* * h'); Q,, tasa de produccién de acetato (mmol
*peso seco g' * h'); Y x/s rendimiento de biomasa a partir del sustrato (g * g); Y ace/s
(g * g peso seco?). n.r. = no realizado

Se encuentran publicadas las tasas de crecimiento de las cepas ApntAB y
MG1655 NADHox. Los resultados obtenidos presentaron diferencias con estos
datos. Con respecto a la cepa ApntAB (0,45 h, tabla 2) hay una diferencia de un

20% (Sauer y col. 2004) y con respecto a la cepa MG1655 NADHox (0,51 h, tabla

2) se observa una diferencia de un 8% (Vemuri y col. 2006).
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3. RESULTADOS

3.3 Condiciones para lograr el estado estacionario en el
analisis de balance de flujos ocupando parametros fisiolégicos.
Relevancia del ATP de mantencidn.

Los datos experimentales fueron usados para realizar anélisis de balance de
flujos, tanto los obtenidos mediante cultivos por batch, como los recolectados en
cultivos continuos. Como se dijo en la seccién de materiales y métodos, este
analisis realiza una estimacién de los flujos intracelulares, ocupando un conjunto
de restricciones experimentales y una funcién objetivo, la cual generalmente es
biomasa.

Por otra parte, en el analisis del balance de flujos metabdlicos, el estado
estacionario significa que la optimizacién del modelo encontré una solucién posible
dentro de las restricciones impuestas y la funcién objetivo usada. La primera
aproximacion que tomé este trabajo es averiguar si los datos obtenidos
experimentalmente son concordantes con la obtencién del estado estacionario.

La funcién objetivo que se ocupa mayoritariamente en las publicaciones es
la maximizacion de biomasa. Por lo cual, la cantidad de glucosa consumida es un
valor critico para los célculos de optimizacién por FBA. El limite superior del
valor del consumo de glucosa que uno imponga como restriccion al modelo, sera

siempre el que el modelo ocupe. En otras palabras, es légico que, si uno est4
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optimizando la cantidad de biomasa producida, el consumo de la fuente de carbono
serd siempre la mas alta posible.

Por otro lado, es posible fijar la tasa de crecimiento al valor obtenido
experimentalmente y preguntarle al modelo cual es la minima cantidad de glucosa
requerida para cumplir ese valor. Si ese valor calculado es mayor, que el medido
experimentalmente para la tasa de consumo de glucosa, se concluye que no existird
estado estacionario usando ambos valores experimentales como restricciones.

El caso contrario, es que la tasa de consumo de glucosa sea sobreestimada
por el modelo, es decir, la tasa de consumo de glucosa medida experimentalmente
es mayor que la tasa minima predicha por el modelo, en cuyo caso, usando ambos
valores experimentales como restricciones, se encontrard un estado estacionario.
Sin embargo, este estado estacionario calcula que existe una parte de glucosa extra,
que se consume en ciclos futiles o generacién de metabolitos de fermentacién. Hay
que recordar que no puede ser acetato, ya que es otra de las restricciones
experimentales de estas simulaciones.

El dltimo caso, el ideal, seria que la cantidad de glucosa minima, predicha

sea exactamente el valor experimental, con lo cual, los tres valores obtenidos
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experimentalmente (biomasa, glucosa y acetato) puedan ser ocupados en conjunto
para dilucidar la distribucién de flujos metabdlicos.

Ocupando los datos experimentales obtenidos (tabla 2), ademés de datos
extraidos de literatura, se realizaron célculos de optimizacién ocupando como
restricciones la tasa de produccién de acetato y la tasa de crecimiento especifica,
donde la funcién objetivo es la minimizacién de la cantidad de glucosa consumida,
(tabla 3). Los modelos ocupados son: iJO1366 (Orth y col. 2011), iAF1260 (Feist
y col. 2007) y el modelo CORE, que es un subconjunto de reacciones de vias
centrales y otras relevantes del modelo iAF1260.

Si se compara las tasas de consumo minimas de glucosa calculados con cada
modelo, comparado con el valor experimental, este tiltimo es menor, es decir, no
se alcanza estado estacionario. Como se observa, la mayor cantidad de casos
representan mediciones del consumo de glucosa que son menores a las minimas
requeridas segin los célculos de los modelos. Al contrario, cuando se alcanza
estado estacionario, el valor obtenido para la glucosa experimentalmente,
sobrepasa lo calculado por el modelo, por lo tanto, el modelo predice una mayor

biomasa generada.
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Tabla 3. Comparacién de las tasas de consumo minimo predichas de glucosa segiin
distintos modelos y datos experimentales

Prediccién de Tasa de Tasa de
la tasa de

Modelo produccion consumo Referencia
consumo de

.. de acetato de glucosa

glucosa minima

o -~ Este estudi
iAF1260 6.89 25 6,1 S e estudio,
cultivo por batch
iJO1366 6,43
o ™ Este estudi 1ti
iAF1260 ﬁ 0 2,52 Ste estu 3’-0, culiivo
continuo
1JO1366 2,13
CORE 8.24 / 8,T*x
I 1. 2011
iAF1260 7.94 / 8,3% 5.8 8.7 Clefx y col. 2011,
cultivo por batch
iJO1366 7,53 / 8,08%
e 2 S 1. 2004
iAF1260 8,16 3,15 75 aue:r y col. X
cultivo por batch
iJO1366 7,68
wis I K 1. 2005
iAF1260 4,49 0,08 4,0 a,YS?I‘ y col. . ,
cultivo continuo
iJO1366 4,12

Los valores con subrayado simple, corresponde cuando no se alcanza estado estacionario.
Los valores subrayado doble corresponde cuando se alcanza estado estacionario. Los
valores con asteriscos se obtienen una vez que se usa el valor de ATP de mantencién de
17,2 mmol*peso seco g™*h? (Chen y col. 2011). El doble asterisco indica el tnico
modelamiento donde se obtiene concordancia entre lo calculado y lo medido
experimentalmente. Las unidades del consumo de glucosa y de produccién de acetato son
mmol*peso seco g*h,

Por otro lado, existen casos donde se obtiene lo contrario. Esto se
ejemplifica para los datos de la cepa silvestre publicados (Chen y col. 201 1), para

alcanzar la tasa de crecimiento de 0,58 observada experimentalmente, se necesita
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solamente 8,24-7,5 mmol*peso seco g*h?, por lo cual, si uno impone el valor
experimental de 8,7 mmol*peso seco g'*h1 en todos los casos, se calcularia una
tasa de crecimiento mayor.

Ahora bien, se realizé un estudio sistemético de la capacidad predictiva de
varias funciones objetivos, entre ellas, la optimizacién de la cantidad de ATP
producida, concluyéndose que bajo la escasez de nutrientes en cultivos continuos,
la maximizacién lineal de los ATP alcanza la méas alta precisién predictiva
(Schuetz y col. 2007). Atin més, en un caso presentado en la tabla 3, se observa
que el ATP de mantencién es un factor importante en la correlacién entre las
simulaciones y los datos experimentales. Se informé que la cantidad de ATP que
participa en la mantencién de los procesos celulares, es un tercio del ATP
producido: 17,2 mmol*peso seco g*h™* (Chen y col. 2011). Este valor es critico,
ya que en los modelos CORE e iAF1260, el ATP de mantencién que viene por
defecto en el modelo es de 8,39 mmol*peso seco g'*h! y en el modelo iJO1366 es
de 3,15 mmol*peso seco g'*h. Esta discrepancia es muy importante, ya. que si
uno modifica el valor del ATP de mantencién hasta el valor informado, la cantidad

de glucosa requerida por el modelo CORE, es igual a la cantidad informada en la
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publicacién. En el caso de los otros dos modelos, la cantidad de glucosa minima
se asemeja mas a lo medido experimentalmente.

En conclusién, se muestra la relevancia del ATP de mantencién como
funcién objetivo, destacando ademds, que el uso de esta funcién, permite la
optimizacién con 3 restricciones experimentales (tasa de crecimiento, consumo de
glucosa y produccién de acetato), comparado con las otras funciones objetivo, que
requieren, o la tasa de crecimiento o el consumo de glucosa y que, ademés, sean
susceptibles de variar. En el mismo sentido, se hace hincapié en que se han
informado en literatura distintos valores para el ATP de mantencién, lo que
sugiere que no es un valor fijo, sino més bien depende de las condiciones genéticas
de la cepa y/o ambientales del cultivo. Adicionalmente, en literatura se encuentra
que el uso de esta funcién objetivo se ha probado en otros organismos como
Saccharomyces cerevisiae y Candida utilis (van Gulik y Heijnen 1995).

Por otro lado, se decidié ocupar el modelo iJO1366 para las simulaciones
que se mostraran en los préximo acépites, por dos razones, 1) los resultados de la

optimizacién muestran una cercania mayor con los resultados experimentales v 2)
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es el modelo estequiometrico més actual de E. coli y que abarca todas las

reacciones conocidas de E. coli hasta la fecha?.

3.4 La disminucién del consumo de glucosa como respuesta
a la restriccién en el flujo de carbono en noxPPP

Uno de los rasgos fisioldgicos que caracteriza a la cepa AtktA es mostrar una
disminucién en el consumo de glucosa comparado con la cepa silvestre. Para
entender esta disminucién se realizaron variadas simulaciones ocupando FBA

(figura 15).
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Figura 15. Simulacién de la variacién de la particién en el metabolito G6P y consumo
minimo de glucosa predicho por el modelo cuando se varfa el flujo de las reacciones de
transcetolacién. Con los valores de 20%,10% y 0%, no se encuentra estado estacionario.
Se usaron los datos experimentales de la AtktA, buscando el minimo consumo de glucosa,

predicho por el modelo. Las unidades del consumo de glucosa son mmol*peso seco g*h-
1

* Los modelos usados en literatura, especialmente en experimentos de HC, carecen de ciertas vias, cuya
presencia depende, en la mayoria de los casos, a razones de simplificacién de calculos. Ejemplos: 1) No se
considera la via. Entner-Doudoroff (Holm y col. 2010); 2} No se considera la via del glioxilato (Jiao y col.
2003); 3) No se considera las transhidrogenasas (Martinez y col. 2008)
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El consumo minimo de glucosa predicho por el modelo, no cambia
sustancialmente a medida que se disminuye el flujo en las reacciones de
transcetolacién en noxPPP. La respuesta que se observa, es mas bien variar la
particion del flujo en el nodo G6P disminuyendo desde un 30% hacia oxPPP,
hasta un 10% aproximadamente (figura 15). Como las observaciones
experimentales y de calculo de estado estacionario no se condicen entre si, se
dedujo que el consumo de glucosa, como respuesta a la disminucién del flujo en

oxPPP, podria deberse a que la particién en el nodo del metabolito G6P no sea,

libre de variar (figura 15).

3.5 Determinacién de los parametros fisiolégicos de cultivos
en tasa de crecimiento fija.

Los pardmetros fisioldgicos se determinaron a una tasa fija de
crecimiento de 0,2 h?' mediante cultivo continuo en biorreactor. Se realizé un
seguimiento a la densidad éptica a 600 nm, el peso seco y la cantidad de glucosa
y metabolitos de fermentacién en muestras obtenidas a distintos tiempos.

Los cultivos continuos se separan en dos fases, la primera es donde se
obtiene suficiente biomasa por el modo batch, para luego comenzar el recambio de

medio a la tasa de dilucién deseada. Para asegurar el estado estacionario del
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sistema, se monitorea la absorbancia del cultivo y la cantidad de oxigeno disuelto
esperando que estos valores se estabilicen a medida que ocurran los tiempos de
residencia (figura 16). Se realizaron los cultivos de las cepas: silvestre, AtktA, AtktA
ApntABy AtktA NADHox. En todos estos cultivos realizados se observé la cinética
que se muestra en la figura 16, cuando se alcanza el estado exponencial tardio, se
da inicio a la fase del cultivo continuo. Se observan oscilaciones de la absorbancia,
hasta que se alcanza un valor estable alrededor de 2,2 ODgoomn. En el caso del
oxigeno disuelto, la estabilizacién ocurre alrededor del 75-80%. Nétese que en esta
curva, se observan dos picos, uno a las 22 horas y otro a las 38 horas. Estos
corresponden a los tiempos cuando el cultivo dejaba de recibir glucosa por un par
de minutos (al intercambiar las botellas de los medios). Para todas las cepas, las
muestras sacadas a partir de cultivos desde la hora 10 en adelante, no se observéd
glucosa en el medio, indicando un consumo total del sustrato. Adem4s, no se logré
detectar metabolitos de fermentacién pasadas las 15 horas de cultivo. Al igual que
en cultivos por batch, se obtuvo un factor de conversién “f” de absorbancia a peso

seco de 0,44, para las cuatro cepas evaluadas.
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Figura 16. Curva de crecimiento de la cepa silvestre en modo continuo. En circulos se
observa la absorbancia y en linea continua el porcentaje de oxigeno disuelto. La linea
punteada marca el tiempo en el cual se cambia al modo de cultivo continuo, alrededor de
las 6 horas. La flecha indica cuando ocurre el recambio al medio con la glucosa marcada,
isotopicamente, luego de aproximadamente 5 tiempos de residencia.

Luego de aproximadamente 5 tiempos de residencia, donde se observan
valores estables de los pardmetros de cultivo, se realiza un recambio de medio con
la, glucosa marcada isotopicamente, en una condicién se suplementa con 100% 1-
BC-glucosa y en otro caso con U-B¥C-glucosa. Se espera un tiempo de residencia
para extraer las muestras para la medicién de distribucién de proporciones de

isotopémeros en los aminoécidos proteogénicos.
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3.6 Obtencion de los cocientes de flujo a partir del patrén
de marcacién isotépica de los aminoéacidos proteogénicos

Para dilucidar la redistribuciones de flujos que ocurren en las cepas con la
homeostasis redox perturbada, se us6é el andlisis de los cocientes de flujos
metabélicos (Fischer y Sauer 2003; Fischer y col. 2004). Como se explicé en la
seccién métodos 2.3, a partir de los vectores de distribucién de masas de los
distintos aminoécidos se puede calcular los vectores de distribucién de masas de
los metabolitos intermediarios y a partir de estos, calcular los cocientes de flujos
(Emmerling y col. 2002; Yang y col. 2003). Se ejemplifica la obtencién de uno de
ellos, serina a través de glicolisis (tabla 4). Se muestran la resolucién por la
izquierda de la divisién matricial en el recuadro “command window” (MatLab)
basandonos en la férmula nimero 3 de la seccién 2.3.4. Este resultado corresponde
al obtenido para la cepa silvestre. Para las demés cepas, el valor de la matriz B y
C son iguales, lo que cambia es el vector de distribucién de masas de la serina 1-
3. El resultado se puede expresar como la fraccién de un intermediario
origindndose desde alguna via especifica para las cepas de E. coli estudiadas (figura
17). Estos valores y sus errores estandar son obtenidos por el software FiatFlux

(Zamboni y col. 2005).
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Tabla 4. Obtencién del Cociente de flujo serina a través de glicolisis para la cepa silvestre.

Vector de Contribucién | Contribucién Resolucién en MatLab
distribucién | de la glicolisis | de 3 4tomos | Command¥Mindow . : .\ oioen oz b
de masas de a]. pOOl de de Ca.rbono >> SER1IZ=[0.6%6 0.286 0.018 0.001]3:

>> 3=f0.489 0.500 8.011 0.000};
serina serina sin marcar >> C=[0.968 0.031 8.000 0.000};
MDVaaseris MDVeu MDVgp pep L P> RS EERS-O /18-6)
0,696 0,489 0,968 RE =
0,286 B= 0,500 C= 0,031 8
0,018 10,011 1 0,000 9.5563
0,001 0,000 0,000

El vector MD Ve corresponde a la contribucién de la glicolisis al pool de la
serina, es la combinacién entre un 50% de 3 4tomos de carbono con la marca,
isotépica en el carbono 1 y un 50% de 3 dtomos de carbono sin marcar. El vector
MDVep,rer es igual a 3 4tomos de carbono sin marcar. Si se supone una pureza
del sustrato del 99%, ambos MDYV presentan idénticos valores en todos los casos.
Como se observa, el valor obtenido es de 0.5563, que es representado en forma
porcentual en la figura 17 como la primera columna del gréfico bajo el rétulo
“serina a través de glicolisis” de la cepa silvestre.

Se logré determinar 4 cocientes de flujo, tres de los cuales provienen de
experimentos con 100% de glucosa marcada en 1-*C y uno (el limite superior de
la cantidad de PEP a través de PPP) que proviene de experimentos con 20%

glucosa marcada uniformemente y 80% de glucosa sin marcar (figura 17).
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Figura 17. Origen de los intermediarios metabdlicos en las cepas de E. coli estudiadas.
Los célculos se realizaron a partir del “toolbox” FiatFlux para Matlab. El error
experimental se estimé a partir de distribuciones de masas redundantes, distintas formas
de preparacién de la muestra derivatizada y distintos métodos de obtencién de datos a
partir del GCMS. Los asteriscos indican los resultados obtenidos a partir de experimentos
con 100% [1-**C] de glucosa. PEP a través de PPP (ub o limite superior) se obtuvo a
partir de experimentos con 20% [U-**C] y 80% glucosa sin marcar. La estrella sobre las
barras indica una diferencia estadisticamente significativa (prueba tukey, P < 0,01) entre
la cepa silvestre y cada una de las modificaciones realizadas a las demas cepas.

Si se compara la fraccién de serina producida a través de la glicolisis para la
cepa silvestre con respecto a la cepa AtktA no se observa una diferencia
significativa. En cambio, la cepa AtktA ApntAB y AtktA NADHox aumenta un

19% y un 13% respectivamente con respecto a la cepa silvestre. Esto es una
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evidencia experimental de que: 1) la restricciéon del flujo a través noxPPP no
afectaria de forma significativa la particién en el metabolito G6P, 2) en la cepa
AtktA ApntAB la glicolisis presentaria un mayor flujo, y probablemente un ciclo
de Krebs més activo 3) La cepa AtktA NADHox aumenta su flujo glicolitico,
coherente con el hecho de que la actividad NADH oxidasa compite directamente
con la disipaciéon del gradiente de protones en la membrana, pudiendo evaluar
como esa disminucién afecta la disponibilidad de NADH para la actividad de
PntAB.

Si se compara la fraccién del piruvato producido a través de la via Entner-
Doudoroff para la cepa silvestre, con respecto a la cepa AtktA, se observa una
diferencia significativa de mas de 3 veces de aumento en la cepa AtktA. Si se
observan las otras cepas estudiadas, AtktA ApntAB y AtktA NADHox, también
se observa un aumento, aunque en menor medida, con 2 veces de variacién en
ambos casos. Este aumento representa evidencia experimental de un mayor flujo
a través de via Entner-Doudoroff en las cepas que presentan una restriccién al
flujo a través de noxPPP.

En el caso de la cantidad de fosfoenolpiruvato que es producido desde

oxaloacetato se observa que entre la cepa silvestre y la cepa AtktA no existen
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variaciones significativas. Sin embargo, las otras dos cepas estudiadas, AtktAd
ApntAB y AtktA NADHox, presentan aumentos significativos de un 7% y un 5%,
respectivamente. Este aumento podria indicar una evidencia de mayor actividad
del ciclo de Krebs.

En el caso del fosfoenolpiruvato producido a través de PPP, es importante
notar que este cociente de flujo es un limite superior (ver métodos), es decir, que
cualquier valor que tome por debajo de este limite, est4 permitido como solucién
de la optimizacién. En términos practicos, este cociente no fue usado directamente
como restriccién, sino como un valor a comparar luego de la optimizacién. En
todos los célculos realizados, se obtuvieron valores menores a este cociente.

Con la informacién de los cocientes de flujo se realizaron nuevas simulaciones
(tabla 5), usando la maximizacién del ATP de mantencién® como una de las
funciones objetivo, realizando una comparacién entre los valores obtenidos sin y

con el uso del cociente de flujo.

2 Reaccion del ATP de mantencién. ATP + H20 --> ADP + H + Pi
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Tabla 5. Simulaciones en la cepa silvestre optimizando tres funciones objetivo con los
datos experimentales de los cultivos continuos.

Minimizar la Maximizar la Maximizar el
tasa de consumo tasa de ATP de
de glucosa* crecimiento® mantencion®
Sin CF* 2,13 0,24 12,4
Con CF 2,38 0,21 6,2

*CF (cociente de flujo)
A Varma y col. 1993
By C Schuetz y col. 2007

Al comparar la optimizacién realizada cuando se minimiza la tasa de
consumo de glucosa, con y sin presencia del cociente de flujo, se observa que el
consumo de glucosa aumenta en el caso de usar las restricciones adicionales. Se
remarca que el valor de 2,38 mmol*peso seco g'*h' se aproxima més al valor
experimental obtenido de 2,52 mmol*peso seco g*h!. En el caso de la tasa de
crecimiento, sucede algo similar, donde el valor de 0,21 h' se asemeja maés a la
tasa de crecimiento fijada en el cultivo continuo 0,2 h'. En el caso de la
optimizacién usando como funcién objetivo el ATP de mantencién, se observa que
existe una menor cantidad de ATP producido en el caso del uso del cociente de
flujo. El valor de 6,2 mmol*peso seco g'*h! est4 mucho més cercano del valor que

fija el modelo iJO1366 por defecto (3,15 mmol*peso seco g*h).
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3.7 Distribuciones de flujos metabdlicos mediante el uso de
cocientes de flujo y muestreo con Monte Carlo por cadenas
de Markov.

Para obtener distribuciones de flujos metabdlicos en las cepas estudiadas se
realizé un muestreo del espacio de soluciones mediante el método de Monte Carlo
por cadenas de Markov usando los cocientes de flujo provenientes de experimentos
BC como restricciones adicionales ademés de la tasa de crecimiento, consumo de
glucosa y produccién de acetato. De forma relevante cabe destacar que este método
no tiene sesgo, ya que no necesita la eleccién de una funcién objetivo, ademds, es
capaz de explorar el espacio de soluciones sub-6ptimo. Se hace recordar que al
comparar los valores experimentales con la superficie de Pareto (simulados), se
obtiene que la bacteria est4 en una estado sub-optimo (Schuetz y col. 2012).

En una simulacién realizada se observa la reaccién ICDH en la cepa silvestre
con una tasa de crecimiento de 0,2 h en dos condiciones, donde se usa solamente
las restricciones de intercambio con el medio y la tasa de crecimiento, y otra,

donde ademés de lo anterior, se modifica la matriz estequiométrica con los valores

de cociente de flujo extraidos desde los experimentos de BC (figura 18, figura 19).
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1000 . B
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Flujo metabdlico
(mmol * g peso seco! * h!)

Figura 18. Histogramas del flujo de la reaccién ICDH en la cepa silvestre mediante el
método Monte Carlo por cadenas de Markov. Sin uso de cocientes de flujo (azul). Con
uso de cociente de flujo (rojo). Las lineas punteadas son las soluciones optimas calculadas
usando la maximizaciéon del ATP como funcién objetivo. En el cuadro se muestra el
coeficiente de variacion (CV). Primero se realiza una prueba chi-cuadrado de bondad de
ajuste para conocer si la distribucién del histograma, corresponde a una normal. El
coeficiente de variacion muestra cuan dispersos estan los valores en torno al promedio.
Un valor alto indica mayor dispersién y, al revés, un valor méas bajo indica una menor
dispersion del histograma frente al promedio.

Este analisis tiene varias implicaciones, el uso de los cocientes de flujo: 1)
restringe el espacio de soluciones, 2) cambia el valor del 6ptimo calculado, 3)
cambia el valor medio de la gaussiana que indica el valor de flujo que fue
muestreado més veces y 4) cambia la forma del histograma presentando una menor

dispersién de los datos en torno al promedio, en otras palabras, su CV tiene un
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valor menor 0,08, comparado con 0,14. El valor de flujo que fue muestreado més
veces, en otras palabras, la media del histograma, fue ocupado como el valor en
los mapas de flujo metabdlico (figura 18).

Los flujos metabdlicos medidos son afectados al usar los cocientes de flujo si
se observan los resultados para un conjunto de las reacciones presentes en el
modelo. En algunos casos, el espacio de soluciones resulta restringido al punto de
que solo existe una solucién. En otros, el histograma cambia de forma y/o sus
limites inferior y superior, resultando otro flujo metabélico més probable (figura
19).

Los resultados muestran que lo primero a considerar es que la eliminacién
del gen tktA afecta el flujo a través de oxPPP. Aunque, no de la forma que
esperabamos, ya que se ha visto en varias publicaciones, ademés de simulaciones,
las enzimas G6PDH y 6PGDH tienden a aumentar o disminuir en forma conjunta
(Holm y col., 2010; Martinez y col., 2008; Zhao y col., 2004). En este caso, el flujo
a través de G6PDH no es mayormente afectado, e incluso contra lo esperado,
aumenta ligeramente de un 47% a un 50%, si se compara con la cepa silvestre.
Por otro lado, el flujo a través de 6PGDH se ve disminuido notoriamente, de un

40% hasta un 25%. Asi, si se compara la cepa silvestre con la cepa AtktA se

85




3. RESULTADOS

observa inmediatamente, que el principal efecto de restringir el flujo a través de
noxPPP es el aumento del flujo a través de la via de ED, aumentando de un 7%
hasta un 25%. Este efecto se observa en las otras dos cepas, AtktA ApntAB y
AtktA NADHox, con 15% y 17% respectivamente. Los efectos sobre la produccién
de NADPH se analizaran a la luz de las bifurcaciones (figura 20).

Como se menciond, las reacciones de producciéon de NADPH se encuentran
en una de las ramas de bifurcaciones de las vias metabdlicas. En estos términos,
el efecto fisiolégico de mutar la transcetolasa A (tktA), tiene una claro impacto en
la, particién del metabolito 6PG (la produccién de NADPH baja de un 85% a un
50% con respecto a la cepa silvestre) e ICT (la produccién de NADPH baja de un
64% a un 51% con respecto a la cepa silvestre), sin embargo, es casi nula sobre
G6P que se mantiene alrededor de un 50% en ambos casos. Esta disminucién en
la produccién de NADPH en 6PGDH e ICDH tiene una compensacién directa en
la produccién de NADPH mediante la transhidrogenasa, que sube desde un 13%
hasta un 38%, como se observa en la figura 19. Por otro lado, la bifurcacién en el

metabolito malato, en términos de porcentaje no presenta ninguna diferencia

(tabla 6).
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3. RESULTADOS

Tabla 6. Porcentaje de particién de bifurcaciones asociada a la produccion de NADPH en
E. coli.

Particiones de flujo Silvestre AtktA AtktA/ApntAB  AtktA/NADHox
G6P e GPG
G6PDH
NADP NADPH 52%/48% 49%/51% 66%/34% 59%/41%
F6P
6P G s=======0>R5P
6PGDH
NADP  NADPH 15%/85% 50%/50% 45%/55% 42%/58%
KDPG
MA L s> DTR
MaeB
NADP NADPH 100%/0(% 100%/()(/; 100%/()‘/{‘ 100%/()‘;’(
OAA
ICT =P AKG
ICDH
NADP  NADPH 36%/64% 49%/51% 4%/96% 28%/72%
Glioxilato

Los porcentajes de flujo estan normalizados con respecto a la bifurcacién en particular.
El porcentaje asociado a la deshidrogenasa productora de NADPH se muestra en azul.

Cuando se estudia la particion con respecto a las modificaciones realizadas
sobre la cepa AtktA, es decir, las cepas AtktA ApntABy AtktA NADHox, se observa
que en ambas existe un impacto en la bifurcacién del metabolito G6P, donde se
observa un mayor flujo glicolitico. A pesar de esta disminucién del flujo a través
de oxPPP, el efecto observado en la bifurcacion de 6PG, se mantiene cercano a

un 50%. La principal diferencia entre estas dos cepas, es en el flujo a través de la
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bifurcacién en ICT. Como se observa en la cepa AtktA ApntAB existe una caida
del flujo desde un 49% hasta un 4%. Esta caida del flujo tiene que ver directamente
en que la produccién de NADPH a través de la trasnhidrogenasa no es posible y
para cumplir los requerimientos se necesita producir el NADPH por la ICDH, que

sube su aporte porcentual desde un 51% hasta un 96%.
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4. Discusién

En todos los organismos vivos las vias metabdlicas poseen bifurcaciones del
flujo de carbono que permiten distribuirlo en distintos intermediarios necesarios
para la biosintesis. En organismos heterétrofos como Escherichia coli, la oxidacién
de glucosa a piruvato puede ocurrir mediante la via de Embden-Meyerhoff
(glicolisis), via de las pentosas fosfato (PPP) o la via de Entner-Doudoroff (ED).
Los mecanismos que determinan los porcentajes de particién en estas
bifurcaciones, atin no se encuentran totalmente explicados, y més aun, la
predicci6n certera de cudl serd la particién luego de alguna modificacién genética,
del nutriente, o ambiental, esta lejos del estado del arte. Actualmente, el impacto
en la fisiologia de cada uno de los cambios debe ser aparejado con datos
experimentales que muestren el efecto sobre la redistribucién de los flujos

metabdlicos.

4.1 Determinacién de la redistribucién de flujos metabélicos
en tasa de crecimiento fija y maxima

Este trabajo trata principalmente de la redistribucién de flujos dado por

cambios genéticos que afectan la produccién de NADPH a nivel de las vias
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centrales. En una primera aproximacién al impacto de los cambios, se
cuantificaron los pardmetros fisiolégicos de las cepas estudiadas en condiciones de
cultivos por batch. Estos resultados mostraban diferencias significativas en la tasa
de crecimiento maxima (pm.) entre las distintas cepas. Determinando la
distribucién de flujos metabdlicos en esas condiciones, no solo se observa el efecto
de la perturbacién genética, sino ademsés, la diferencia en la demanda para
biosintesis de los distintos intermediarios, que es dependiente de la velocidad de
crecimiento.

Por otro lado, en cultivos continuos, se fijé la tasa de crecimiento a un mismo
valor de 0.2 hr?, logrando asf mantener el mismo requerimiento de intermediarios
para biosintesis. En este mismo sentido, se us6 una concentracién de 2 g/L de
glucosa, la cual es consumida en su totalidad en todos los experimentos realizados.
Esto fue verificado mediante la medicién de la concentracién de glucosa por HPLC
en el medio de cultivo, que fue cero en todos los casos una vez alcanzado la fase
estable del crecimiento continuo en el 5to recambio del medio de cultivo. Por lo
cual, se puede decir, que dos pardmetros muy relevantes a la hora de evaluar la
redistribucién de flujos metabélicos en las cepas mutantes, fueron fijados por el

experimentador y en conclusién, se puede afirmar que los cambios observados en
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la redistribucién de flujo metabdlico son solo consecuencia directa de las
modificaciones genéticas realizadas. El beneficio adicional de no usar una alta
concentracién de glucosa, necesaria para obtener méxima velocidad de
crecimiento, es la disminucién del costo econémico en la fase experimental en que

se usa la glucosa marcada isotépicamente.

4.2 Sobre el estudio de los efectos en la particién de los
flujos metabdlicos asociados a cambios en la vias de
producciéon de NADPH

En los casos reportados en literatura, las bifurcaciones o particiones del flujo
de carbono se han estudiado mediante la eliminacién de alguna de las enzimas
presente en una de las ramas (Holm y col. 2010, Nicolas y col. 2007, Sauer y col.
2004, Zhao y col. 2004), en efecto, linealizando el flujo a través de la rama restante
¥, por ende, alterando la conectividad de la red metabélica. Es decir, el porcentaje
de particién obtenido siempre es 100% para la enzima remanente y 0% para la via
cuya enzima fue eliminada. Para entender los factores que determinan la particién
del flujo de carbono, las bifurcaciones estudiadas debieran modificadas de tal
forma, que sea posible obtener valores de particién intermedios. Siendo
consecuentes con este punto de vista, realizamos una perturbacién indirecta de las

bifurcaciones presentes en 0oxPPP, en el nodo de la glucosa 6-fosfato y en el nodo
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del 6-fosfogluconato, mediante la disminucién de la velocidad de una reaccién rio
abajo de estas bifurcaciones. Dado que E. coli posee dos isoenzimas para las
reacciones de transcetolacién en noxPPP, la delecién de una de ellas debiera
permitir disminuir el flujo de la rama oxidativa sin llegar a cero. Con esta
estrategia abordamos la pregunta central de la tesis, 5Cudles son los efectos en la
particion de flujo metabdlico asociados a vias de produccion de NADPH, cuando
se ha disminuido el flujo de carbono por noxPPP?

La particién de flujo podria ser tomado como un efecto local, dado
simplemente por las concentraciones de los sustratos y productos, y las constantes
cinéticas de las enzimas presentes. Sin embargo, se ha observado que pequefios
cambios puntuales, generalmente tienen un efecto sobre toda la red metabdlica.
Esto es particularmente cierto para metabolitos que estédn altamente conectados
como los cofactores NAD(P)(H). Al modificar alguna via de produccién de
NADPH, se espera que otros puntos de produccién respondan de manera,

compensatoria si la demanda anabdlica permanece constante.
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4.3 Uso de los cocientes de flujo como restricciones y el ATP
de mantencién como funcién objetivo en Fluxz Balance

Amnalysis

Las ecuaciones de los cocientes de flujo dependen directamente de las
reacciones consideradas en el modelo y de la marcacién isotépica de la fuente de
carbono. Se calcularon 4 cocientes de flujo, 3 de los cuales son obtenidos con 100%
1-2C-glucosa y el restante con 80% glucosa sin marcar y 20% U-3C-glucosa. Sin
embargo, en estas condiciones hubiese sido posible obtener cocientes de flujo
adicionales. Por ejemplo, en una publicacién del grupo de Sauer, se observa que
bajo el mismo protocolo de marcacién isotépica lograron obtener 9 cocientes de
flujo para el modelo de E. coli (Fischer y Sauer, 2003). Con esa cantidad de datos
es posible usar FiatFlux y estimar directamente la distribucién de flujos en las
vias centrales. En nuestro caso, tuvimos que rechazar algunos de los cocientes de
flujos cuya desviacién estandar fue muy grande, lo que impidié seguir el mismo
procedimiento. Sin embargo, los cambios en la distribucién de flujos pudieron ser
observados mediante una combinacién de dos metodologias relativamente nuevas:
el método FBrAtio (Choi y col. 2007; McAnulty y col. 2012), que se basa en

incorporar directamente los cocientes de flujo a la matriz estequiométrica, y el
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muestreo del espacio de soluciones mediante el algoritmo Monte Carlo por cadenas
de Markov (Haverkorn, 2012).

Debido a que el uso de esta combinacién de metodologias no ha sido descrito
previamente en la literatura, exploramos cémo los cocientes de flujo restringen el
espacio de soluciones. Asf, en la figura 17, el histograma coloreado azul
corresponde al muestreo de soluciones sin usar cocientes de flujo y, por el contrario,
usandolos se obtiene el histograma coloreado en rojo. Este resultado muestra que
la introduccién de cocientes de flujo restringe notablemente el rango de valores
posibles de los valores de flujo maximo y minimo (eje x del histograma)).

Por otra parte, se altera, para la gran mayorfa de las reacciones, el valor del
flujo més probable (pico del histograma). También en la mayor parte de casos,
usando las restricciones de cocientes de flujo, el pico del histograma coincide
estrechamente con el flujo 6ptimo que resulta de minimizar el ATP de mantencion,
de acuerdo con el protocolo convencional del Fluz Balance Analysis. Se hace notar
que en pocos casos ocurre que en los histogramas generados, al comparar el grafico
azul y rojo, el limite maximo y el limite minimo de flujo no se alteren. Sin embargo,

en todos los casos se observa que el estadigrafo, coeficiente de variacién (CV)%,

% Bl coeficiente de variacién solo es posible calcularlo luego de una prueba de bondad de ajuste, que
establece si los datos presentan una distribucién normal.
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que se define como un valor que indica la dispersién de datos en torno al promedio,
disminuye su valor al hacer uso de los cocientes de flujo. Esto indica una menor
dispersién de datos, por lo cual, picos mas aguzados. Se hace notar que si bien
algunas reacciones pueden no variar en su minimo y méaximo de flujo, el espacio
de soluciones si varia, ya que este Gltimo es resultado de todos los flujos que estan
presentes en el modelo.

Se mapearon los flujos més probables obtenidos usando cocientes de flujo,
pues contienen el méximo nivel de informacién fisiolégica sin el sesgo del uso de
una funcién objetivo (figura 19).

Finalmente, tomamos la decisién de usar el ATP de mantencién como funcién
objetivo en la estimacién de flujos intracelulares ocupando datos experimentales
de cultivos continuos debido a tres razones. El valor del ATP de mantencién varia
dependiendo de las condiciones fisiolégicas en que se encuentre la célula. Esto ha
sido medido para el caso de E. coli en un contexto fisiolégico aerébico (17.2 mmol
*peso seco g-1 * h-1) y anaerébico (16.4 mmol *peso seco g-1 * h-1) (Chen y col.
2011). Los valores del ATP de mantencién en los distintos modelos que existen
son muy diferentes. En el caso del modelo de E. coli iAF1260 (Feist y col. 2007)

es de 8.39 mmol *peso seco g-1 * h-1 y en el modelo iJO1366 (51) es de 3.15 mmol
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*peso seco g-1 * h-1, es decir, menos de la mitad del valor del primer modelo. Y,
por tltimo, permite la optimizacién con 3 mediciones experimentales (tasa de
crecimiento, consumo de glucosa y produccién de acetato), comparado con las
otras funciones objetivo, que requieren, o la tasa de crecimiento o el consumo de
glucosa estén susceptibles de variar.

Tomando en cuenta todo lo anterior, se concluye que el ATP de mantencién
deberia ser un pardmetro a medir experimentalmente para cada una de las cepas
generadas. Sin embargo, requiere en términos experimentales variar la tasa de

crecimiento en cultivos continuos, lo que lo hace un parametro

4.4 Impacto de la delecién del gen tktA en la particién de
los flujos metabdlicos asociados a vias de produccién de
NADPH

Para medir los efectos en la particién de flujo metabdlico asociados a vias
de produccién de NADPH cuando se ha disminuido el flujo de carbono por
noxPPP, se midi6 experimentalmente la distribucién de flujos metabélicos en las
vias centrales de las cepas de E. coli silvestre, AtktA, AtktA ApntAB y AtktA
NADHox en cultivos continuos. Recordando la hipétesis, “la disminucién del flujo
en noxPPP, como consecuencia de la delecién de tktA, afectard las particiones del

flujo metabdlico presentes en oxPPP, activando la via de Entner-Doudoroff en
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presencia de glucosa y conllevard a una redistribucién de flujos en las vias centrales
como respuesta compensatoria a cambios en la produccién de NADPH, siendo la
reaccién transhidrogenasa la respuesta primaria”. A la luz de los resultados se
puede decir que, en cultivos continuos, al restringir el flujo a través de noxPPP,
hay un efecto en la particién de flujo en el nodo 6PG, disminuyendo la produccién
de NADPH en la enzima 6PGDH y activando ED.

Como se mencioné en la introduccién, cuando se mide los flujos intracelulares
en oxPPP en distintos contextos genéticos, ambas enzimas NADPH productoras,
G6PDH y 6PGDH, tienden a aumentar o disminuir en forma conjunta. Solo
cuando se elimina el gen gnd ocurre una activacién de ED, es decir, en esa cepa,
se observa que la produccién de NADPH es independiente en ambas enzimas. Por
lo cual, con la modificacién genética en noxPPP, se observa un efecto similar. Es
decir, efectivamente aunque se observe que estas enzimas trabajan regularmente
de forma conjunta en la produccién de NADPH, tienen la capacidad de tener flujos
de carbono diferentes.

La disminucién de la produccién de NADPH en 6PGDH en la cepa Atktd,
conlleva a una compensacién dada primariamente por la produccién de NADPH

por PntAB. La magnitud de esta produccién es mayor que en la cepa silvestre: un
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13% frente a un 38% de la cepa AtktA (figura 20). Esto genera que la ICDH en el
ciclo de Krebs baje su produccién de un 79% a un 66% (figura 20). Al existir una
baja de produccién de NADPH en 6PGDH, la célula activaria la transcripcién de
PntAB (Haverkorn, 2012). Sin embargo, esto no solo restaura los niveles de aporte
de NADPH, sino que interesantemente, el aporte es mucho mayor que en silvestre,
concomitantemente, la célula responde aumentando la particién en el metabolito
ICT hacia un mayor flujo a través de la via del Glioxilato, de un 45% a un 63%.
Ahora bien, cuando se expresa heterologamente una enzima que disipa el NADH,
sustrato de PntAB, vemos como esa contribucién de un 38%, baja a 24%,
concomitantemente la particién en el metabolito ICT, por la via del Glioxilato,
baja de un 63% a un 35%. En otras palabras, la produccién de NADPH por la
transhidrogenasa PntAB depende de la disponibilidad del NADH. En el dltimo
caso, cuando desaparece completamente el aporte de NADPH por PntAB (cepa,
AtktA ApntAB), vemos como la ICDH aumenta hasta 128%, disminuyendo hasta
un 5% el flujo a través la via del Glioxilato. Por lo cual, se concluye que la
respuesta primaria estd dada por la transhidrogenasa PntAB, y si ese punto de
produccién no esté disponible, la respuesta compensatoria es ICDH en el ciclo de

Krebs.
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Este resultado puede ser comparado con lo obtenido para la cepa Azuwf, que
presenta flujo cero a través de oxPPP (Sauer y col. 2004), en esta publicacién se
observa que la mayor parte del NADPH es producido por ICDH y no por PntAB.
Es decir, lo contrario a lo que sucede en los resultados recién expuestos. Hay que
recordar, que en estos resultados de Sauer las cepas tienen distintas tasas de
crecimiento. Por lo cual, un factor es que esto responda a las condiciones de cultivo
batch en el caso del grupo de Sauer. Esto reafirma lo dicho anteriormente que fijar
la tasa de crecimiento es la tinica condicién donde se puede afirmar que un punto
de produccién es compensado por otro.

Es necesario declarar una discrepancia encontrada en literatura sobre el
porcentaje de particién de G6P. En condiciones de cultivos continuos (0,2 h?) de
la cepa silvestre, se ha observado consistentemente un 80% glicolisis y un 20%
oxPPP en las publicaciones del grupo de investigacién del Dr. Shimizu, (Jiao y
col. 2003; Zhao y col. 2004). En cambio, en una publicacién del laboratorio del Dr.
Sauer se informé 50% y 50% (Nanchen y col. 2006). Esta discrepancia puede
deberse a que las cepas silvestres en ambos casos son distintas, BW25113

(Coleccién Keio®) y MG1655, si bien ambas son K-12. Por otro lado, esta

8 http:/ /cgsc.biology.yale.edu/KeioList.php
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discrepancia se observa también en condiciones de cultivos en batch, donde se ha
observado un 80% glicolisis y un 20% oxPPP (Sauer y col. 2004) y 50%-50% (Holm
y col. 2010). Esta dltima, no puede deberse a la cepa, ya que en ambos estudios,
es MG1655, pero si a que usaron distintos medios de cultivo (M9 y MOPS,
respectivamente).

4.5 Activacién de la via de Entner-Doudoroff en presencia

de glucosa

De los resultados obtenidos fue muy interesante la activacién de la via EDD
en presencia de glucosa. Como se menciona en la introduccién, generalmente en
los estudios de flujos metabdlicos de E. coli es omitida, ya que la via glicolitica es
mayoritariamente la que realiza la oxidacién de la glucosa.

Se estudi6 la magnitud de los flujos de cada una de las 3 vias metabdlicas
(EMP, ED y PPP) para procesar la glucosa en 7 especies de bacterias con distintos
modos de vida y filogenéticamente distintas, incluida E. cols (Fuhrer y col., 2005).
Se observd, sorpresivamente, que en 5 casos, ED fue la via catabdlica exclusiva, de
la glucosa, y EMP casi estuvo ausente. En el caso de E. coli, se observa un flujo
muy pequefio por ED, como se ha documentado en variadas publicaciones (Holm

y col., 2010; Martinez y col., 2008; Zhao y col., 2004).
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Lo dicho anteriormente implica que E. coli tiene la capacidad de procesar
una mayor cantidad de glucosa por ED que lo visto hasta este momento, sin
embargo, deben existir restricciones para que esto no suceda asf. Por ejemplo, que
la demanda de NADPH imponga al flujo de carbono a ser direccionado por
6PGDH. Se ha visto que la expresién de los genes edd v eda depende de la presencia
de gluconato, el cual interactiia con el represor transcripcional GntR, co-
transcribiéndose ambos genes, y no asi en presencia de glucosa (Egan y col. 1992).

Se midieron los flujos metabdlicos de una libreria de 24 cepas de E. coli, cada
una con disrupcién de un solo gen, las cuales son parte de la coleccién Keio.
Interesantemente, en esta medicién high-throughput se calcularon los flujos
intracelulares para la cepa AtktA, encontrdndose que existe una activacién de ED
comparada con la cepa silvestre, reafirmando lo encontrado en el presente trabajo
(Ishii y col. 2007). Sin embargo, no coinciden los resultados para otros flujos,
especialmente en términos de particién, por ejemplo, se reporté un 78% hacia
glicolisis y solo un 21% hacia oxPPP en esta cepa. Ademés, estos resultados en
especifico no son discutidos en la publicacién. Estas diferencias se pueden explicar
debido a que la cepa parental en este estudio es la BW25113, en contraste con la

ocupada en este trabajo (MG1655). Es importante recordar que se hace mencién
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en un apartado anterior, a que estos valores de particién para esta cepa, se han
visto en trabajos anteriores (Jiao y col. 2003; J Zhao y col. 2004). Y ademés, otra
diferencia relevante es que los cultivos realizados son al doble de Ia, concentracién

de glucosa con respecto al presente trabajo.

4.6 Impacto en los pardmetros fisiolégicos en cultivos en
batch frente a la restriccién de flujo en noxPPP

El efecto fisiolégico de la restriccién de flujo en noxPPP (AtktA) impacta
negativamente sobre la tasa de crecimiento en alrededor de un 10% comparado
con la cepa silvestre en cultivos por batch. Esta disminucién puede ser explicada
por varias razones o una combinacién de ellas.

La eliminacién del gen tktd afecta primariamente la magnitud del flujo a
través de noxPPP, como se revisa en introduccién, se ha observado que la
eliminacién de ambas isoenzimas (TktA y TkaB) de las reacciones de
transcetolacién producen auxotrofia, por la incapacidad de la célula de producir
el intermediario E4P (Zhao y Winkler 1994). Para explorar esta posibilidad se

estudi6 mediante FBA la variacién del precio sombra® de este metabolito.

# Como parte del procedimiento de optimizaci6n es posible caleular, ademsés del valor de la funcién objetivo,
los flujos intracelulares y las reacciones de intercambio, los precios sombra de los metabolitos. El precio
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Conceptualmente, el precio sombra mide el aumento en la funcién objetivo debido

a la adicién de un metabolito particular (Varma y Sauer, 1993).
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Figura 21. Valores del precio sombra para el metabolito E4P cuando se varia el flujo de
las reacciones de transcetolacién en noxPPP. El valor del 100% del flujo se obtiene en
una primera simulacién sin ningin tipo de restriccién sobre las reacciones de

transcetolacién. Luego ese valor se varfa, repitiendo la simulacién hasta llegar a 0% donde

no se encuentra estado estacionario. Las restricciones de la simulacién son el consumo de

glucosa y la produccién de acetato medidas en cultivos por batch en la cepa AtktA. La

funcién objetivo es biomasa.

sombra se define matematicamente como el incremento marginal en la funcién objetivo debido a una variacién

marginal de un metabolito particular.

Precio sombra = §Z/8b;
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Se observa que el precio sombra de E4P tiene un valor alrededor de 0,08,
que se comserva en casi todo el rango de porcentajes del flujo a través de las
reacciones de transcetolacién. Sin embargo, cuando se restringe el flujo a un 10%
del original, el precio sombra presenta un valor cercano a 2,4. Como la funcién
objetivo es el crecimiento, los precios sombra con un valor positivo indican que
frente a un aumento infinitesimal del intermediario E4P la tasa de crecimiento se
veria favorecida. La diferencia entre ambos valores es de 30 veces, lo que indica
que si la cepa tiene una muy baja actividad transcetolasa vera impedido su
crecimiento. Volviendo a los resultados experimentales, en el caso de AtktA 1o es
posible descartar algln efecto auxotréfico en crecimiento en batch debido a la
disminucién de un 10% de la tasa de crecimiento con respecto a la cepa silvestre.
Se hace hincapié que, sin embargo, en el caso de cultivos continuos, al fijar la
tasa de crecimiento a un valor mucho menor que la tasa méxima de crecimiento,
no es posible que exista auxotrofia (figura 21).

Otro efecto fisiolégico interesante de la cepa AtktA, es la disminucién del
consumo de glucosa, en aproximadamente un 10% comparado con la cepa silvestre.
Como se observa en las simulaciones vistas en la figura 14, la cantidad minima de

glucosa que requiere el sistema para alcanzar la biomasa observada,
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experimentalmente, a través de un barrido de porcentaje de actividades
trancetolasa no varfa, y més bien, se afecta la particién del flujo en el nodo G6P.
Sin embargo, lo que se observa experimentalmente es que disminuye el ingreso de
glucosa. Nos llamé la atencién este fenémeno, ya que en experimentos de otro
alumno de doctorado del laboratorio, donde se reemplazé la versién G6PDH
NADP preferente, por otra con la especificidad alterada, es decir, NAD preferente,
se observé que el consumo de glucosa baja a un 40% comparado con la cepa
silvestre (Olavarria y col. 2014). Sin embargo, de esta cepa no se han realizado
determinacién de flujos intracelulares por experimentos de O3, Adicionalmente,
para la cepa AtktA ApntAB, es interesante ver que disminuye la tasa de consumo
de glucosa en un 11% con respecto a lo observado en la cepa ApntA B, indicando
que no es un comportamiento exclusivo de la cepa AtkiA con respecto a la cepa
silvestre. En conjunto, esto podria estar implicando un mecanismo de respuesta,
en el control del consumo de glucosa a cambios en el flujo de carbono por oxPPP,
hasta ahora no descrito en literatura.

Otro efecto fisioldgico interesante de la cepa AtktA es el aumento de la
excrecién de acetato alrededor de un 25% con respecto a la cepa silvestre. Segiin

Hoek y Merks (2012) la excrecién de acetato es un indicativo de la relacién entre
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el flujo glicolitico y el flujo en ciclo de Krebs. Se ha demostrado que a un alto flujo
glicolitico, el ciclo de Krebs se reprime. La excrecién de acetato evitaria la entrada
de carbono al ciclo de Krebs. Por lo cual, en nuestro caso particular, donde se
disminuye el consumo de glucosa en la cepa AtktA y se favorece la excrecién de
acetato, podriamos sugerir que el ciclo de Krebs est4 siendo reprimido. Esto
implicarfa, que la respuesta de la red a una disminucién del flujo a través de
oxPPP cuando la tasa de crecimiento es méxima, est4 dada por la produccién de
NADPH por PntAB.

Adicionalmente a esta observacién, la doble mutante AtktA ApntAB presenta,
una marcada disminucién de la excrecién de acetato en un 85% comparada con la
mutante AtktA. Esto significaria que al no estar disponible la produccién de
NADPH por PntAB, la cepa activa su ciclo de Krebs y consecuentemente la
enzima ICDH, la enzima mélica NADP dependiente o ambas.

Por otro lado, en literatura se ha informado las consecuencias fisiolégicas de
sobre expresar la enzima NADH oxidasa en el contexto de la cepa silvestre,
observando que la tasa de crecimiento disminuye en un 8%, la cantidad de glucosa
consumida aumenta aproximadamente un 25% y la cantidad de acetato producido

disminuye un 40% (Holms y col., 2010). En esta cepa se realizaron experimentos
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de C¥ que indicaron que el ciclo de Krebs aumentaba su flujo casi el doble,
permaneciendo inalterado el flujo en oxPPP. Ademés, hubo una activacién de la
transhidrogenasa UdhA (soluble) que transfiere directamente equivalentes de
reduccién desde NADPH a NADH.

Comparando con nuestros resultados, la cepa MG1655 NADHox presenta una
disminucién de la tasa de crecimiento de un 26% y un aumento de la tasa de
consumo de glucosa de un 32%, con respecto a la cepa silvestre, siendo
comparables con los resultados de literatura.

En contraste, la expresién de NADH oxidasa en el contexto genético de la
cepa AtktA, es decir, la comparacién entre la cepa AthtA y AtktA NADHox, se
observa que el efecto fisiolégico es que la tasa de crecimiento disminuye un 30%,
la tasa de consumo de glucosa aumenta en un 33% y la tasa de produccién de
acetato disminuye en un 75%. Estos resultados indican que frente a la expresién
de NADH oxidasa, se enmascara el efecto que produce la eliminacién del gen AtktA
discutido en pérrafos anteriores, ya que el consumo de glucosa aumenta.
Adicionalmente, al disminuir la tasa de produccién de acetato indica una
activacion del ciclo de Krebs, si esto ocurre asi, ICDH estaria aumentando su flujo.

Ademas, como se estd disminuyendo la disponibilidad del sustrato NADH de la
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transhidrogenasa PntAB, se podria concluir que su actividad disminuye en esta

cepa comparada con la cepa AtktA.
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5. Conclusiones

e En cultivos continuos a 0,2 h?, una disminucién del flujo metabélico a
través de la noxPPP afecta principalmente la particién de flujo en el nodo
6PG, disminuyendo la produccién de NADPH en la enzima 6PGDH y
activando ED.

e Sise disminuye la contribucién de 6PGDH en oxPPP, en cultivos continuos
a 0,2 h, la principal respuesta compensatoria es la produccién de NADPH
por la transhidrogenasa PntAB.

o El efecto de la expresién de NADH oxidasa en la cepa AtktA NADHox, es
activar la glicolisis y disminuir el aporte de PntAB comparado con la cepa
AtktA.

* En cultivos continuos a 0,2 b1, si PntAB no es capaz de suplir la demanda,
en el caso de la cepa AtktA ApntAB, ICDH es capaz de compensar la
produccién de NADPH.

* La capacidad de ICDH de responder a los cambios en la produccién de
NADPH se debe a la posibilidad activar o reprimir el flujo a través de la

via del glioxilato.
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* En cultivos por batch, el aumento de la tasa de produccién de acetato en
la cepa AtktA podria indicar que la respuesta compensatoria a una
disminucién del flujo a través de oxPPP, estd dada por la produccién de
NADPH por pntAB.

* En cultivos por batch, la cepa doble mutante AtktA ApntAB presenta una,
marcada disminucién de la excrecién de acetato en un 85% comparada con
la mutante AtktA, lo que indicaria que la respuesta compensatoria en este

caso a la demanda de NADPH serfa la produccién mediante la enzima

ICDH.
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7. Anexos

7.1 Cepas, plasmidos y partidores

Tabla S1. Cepas y caracteristicas genotipicas

Fragmentos
Cepas

Region tktA Region pntA y pntB

g AtktA::kan® Cassette FRT-kan®FRT Operén pntAB silvestre

g ApntAB::kan® Gen tktA silvestre Cassette FRT-kan®FRT
:_g ApntAB AtktA::kan® | Cassette icd™>-FRT-kan®FRT | Secuencia remanente FRT

MG1655 N ADHoxf Gen tktA silvestre Operén pntAB silvestre

i AtktA Secuencia remanente FR'T Operén pntAB silvestre
é ApntAB Gen tktA silvestre Secuencia remanente FRT
= AtktA ApntAB Secuencia remanente FR'T Secuencia remanente FRT

AtktA NADHoxt Secuencia remanente FRT Operén pntAB silvestre

TExpresién heteréloga de la enzima NADH oxidasa en el pldsmido pTrc99A regulable
por IPTG
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Tabla S2. Lista de pldsmidos

Nombre ‘o (s .
L. Caracteristica genémica relevantes Referencia
Plasmido
Sitios FRT Datsenko
pKD13 s R y
Kanamicina Wanner, 2000
Termosensible (mantencién 30°C, curar a
37°C).
KD46 Inducible por L-Arabinosa Datsenko y
P Sistema de recombinacién del bacteriéfago Wanner, 2000
A Red.
Ampicilina®
Termosensible (Induccién a 30°C, curar a
43°C Datsenko
pCP20 ) Y

Recombinasa de levadura Flp, reconoce los
sitios FRT.

Wanner, 2000

PTrc99A-nox

Inducible por IPTG.
Ampicilinak

Vemuri y col., 2006

121




7. ANEXOS

Tabla S3. Lista de partidores

Sitio inicio

identificador . TM  hibridacién
. Secuencia

de partidor °C  en genoma
o plasmido

1 TCTCATTATCTGGTGCTGAAAACAC 62 1.672.516

2 TATCACATTCCTTAAGCCAATTTTAATC 61 1.676.317

3 GTGGTATTAATGTGCGTTTCGGTAT 62 1.673.354

4 CAGGATTCAGTAACGCAATTTCATC 63 1.675.672

5 TGAATGTAATTCTCGCTGATATAGTTTTTAT 61 3.077.222

6 CATATACACTTTGTAATTTACCGGCTCAC 63 3.080.191

7 ACTGATTTTCATCGCTACCGGTTCAGAAGT 69 3.077.976

8 AGTTTTAGAGTGCAGCTGACGGAAGTTTTT 68 3.079.367

9 GTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAC 69 213
(pKD13)
1.054

10

GTCCATAAAACCGCCCAGTCTAGCTATC

69

(PKD13)
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7.2 Tasa de dilucién y tasa de crecimiento en cultivos
continuos.

Los cultivos continuos tienen como finalidad controlar la tasa de crecimiento.
En este anexo se presenta la deduccién matematica y los supuestos que permite
establecer que la tasa de crecimiento (1) es igual a la tasa de dilucién (D). Para
un metabolito cualquiera en un cultivo (incluida la biomasa) se definen cuatro
procesos. La velocidad de acumulacién es igual a la velocidad de ingreso mas la

velocidad de formacién, menos la velocidad de salida, y de consumo del metabolito.

X))V ‘ :
d(Tt) =X'(t) = G~ RCs+Vry—Vrl

donde: X=Biomasa; V=volumen del cultivo; Fl=caudal de alimentacién; F2=caudal de salida;
Ci=concentracién del componente i en la alimentacién; Cs=concentracién del componente i en el
lavado, r's=velocidad de formacién del componente i; ri, = velocidad de consumo del componente
i.

En los cultivos continuos, ademés de la tasa de crecimiento hay que

considerar la tasa de remocién de células. La ecuacién queda de esta forma;:

dX
/= XV — F)
7T 1 X1 FX
Se reordena:
dX F
— =X -
ar ~HE X

F/V = Tasa de dilucién D (h?)
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dX
d—T- - [J.Xm DX

Si la concentracién de células es constante dx/dt =0

0=uX —-DX p=2D
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7.3 Curvas de calibracién de glucosa Yy acetato para HPLC

Curva Calibracion Glucosa

3.03810 6~
<§ 2.0%¢10 54
o
s+
o
< 1.0810 °+
y=85539x—-1342
R*=0.987
1} T T T —
0 5 10 15 20 25
Concentracion Glucosa mM
Curva Calibracion Acetato
2.5%10 5=
2.0310 5+
< 1.5%10°
o
©
2 1.0%10°-
<
5.09¢10 °- y=151195x-10136
R*=0998
09 T T N
0 5 10 15

Concentracion Acetato mM
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7.4 Funciones y scripts de MatLab (R2013a) para uso en el
toolbox Cobra.

Notas colores.

Naranjo = Comentarios.

Calipso = Entradas o cadenas de texto.

Azul = Palabras claves reservadas por MatLab. Ejemplo: uso de bucles.

1. La funcion optimizar, puede ser ocupada para calcular el 6ptimo usando programacion

linear (LP) o programacion lineal entera mixta (MILP), esta Gltima para obtener

soluciones con bucles minimizados.

classdef optimizar
methods (Static)
sEntradas

model : Modelo Cobra

Sal

>alillda

Salida

function [Sol,PuntoF]=GluMinLP(model)
Bi0=0.2;
Ace=0;
model= changeRxnBounds(model, biomas ,Bio, )
model=changeRxnBounds (model, OMass 505 Yi
model= changeRxnBounds (model, ‘ e)',-20, )3
model= changeRxnBounds(model, ,Ace, Y3
model=changeObjective(model, ¥
Sol=optimizeCbModel (model, ¥3
PuntoF=Sol.f;
disp(sprintf(
,PuntoF));
end
function [Sol,PuntoF]=BioMaxLP(model)
Glu=2.52;
Ace=0;
model= changeRxnBounds (model, gl ,—Glu, )i
model= changeRxnBounds(model, ( ,Ace, )3
model=changeObjective(model, 0 3 )
model=changeRxnBounds (model, ' 39 ¥3
Sol=optimizeCbModel (model, ) 34
PuntoF=Sol.f;
disp(sprintf(
,PuntoF));
end
function [Sol,PuntoF]=ATPMinLP(model)
Bio=0.2;
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Glu=2.52;

Ace=0;
model=changeRxnBounds (model,
model=changeRxnBounds (model,
model=changeRxnBounds (model,
model=changeRxnBounds (model,
model=changeObjective(model,
model=changeRxnBounds (model,
Sol=optimizeCbModel (model,
PuntoF=Sol.f;

disp(sprintf(

end

s

,_Gluy );
yAce, 'h1);
,Bio,
,0,
)5
»0, 1)

,PuntoF));

function [fluxEcoliGluMILP]=GluMinMILP(model)

Bio=0.2;

Ace=0;

model= changeRxnBounds(model,
model=changeRxnBounds (model,
model= changeRxnBounds(model,
model= changeRxnBounds(model,
model=changeObjective(model,
fluxEcoliGLuMILP =
end

, =20, )5
,Ace, )5

IH

IterativeOpt(model, ' )3

function [fluxEcoliBioMILP]=BioMaxMILP(model)

Glu=2.52;

Ace=0;

model= changeRxnBounds(model,
model= changeRxnBounds(model,
model=changeObjective(model,
model=changeRxnBounds (model,
fluxEcoliBioMILP =
end

;_Glu’ )5
»Ace, 'h1);

)3

IterativeOpt(model,

function [fluxEcoliATPMILP]=ATPMinMILP(model)

Bi0=0.2;

Glu=2.52;

Ace=0;
model=changeRxnBounds (model,
model=changeRxnBounds (model,
model=changeRxnBounds (model,
model=changeRxnBounds (model,
model=changeObjective(model,
model=changeRxnBounds (model,

:_Gluy );
sAce, )3
,Bio,
‘ 0,
)3
30, 17) 5

fluxEcoliATPMILP = IterativeOpt(model, )

end
end
end

~— N

“e e

) .

b

we we

)

127




7. ANEXOS

2. La funci6n calculoFR, se utiliz6 para realizar los célculos de los cocientes de flujo y

ocuparlos como restricciones en la optimizacion.

classdef calculoFR
methods (Static)

Entradas

model : Modelo Cobra
Cobra

Solucion

% Resultado : Valor calculo cociente de flujo
function [Resultado] = A(model,FBAsol)
RxnsA = { s 5 A','EDD',
rxnIDiJO = findRxnIDs(model,RxnsA);
FBA=FBAsol.x(rxnIDiJO(1));
TKT2=FBAsol.x(rxnIDiJ0(2));
TALA=FBAsol.x(rxnIDiJO(3));
EDD=FBAsol.x(rxnIDiJ0O(4));
TKT1=FBAsol.x (rxnIDiJO(5));
Resultado=( (2% (FBA-TKT2-TALA)) / ( (EDD)+(2%FBA)+(TKT1)+ (TALA)));
end
function [Resultado] = B(model,FBAsol)
RxnsB = { s , ¥3
rxnIDiJO = findRxnIDs(model,RxnsB);
EDD=FBAsol.x(rxnIDiJO(1));
PDH=FBAsol.x(rxnIDiJ0(2));
ME1=FBAsol.x(rxnIDiJ0O(3));
Resultado=(EDD) / ( (EDD)+(PDH)+(ME1));
end
function [Resultado] = C(model,FBAsol)
RxnsC = { 5 ¥
rxnIDiJO = findRxnIDs(model,RxnsC);
PPCK=FBAsol.x(rxnIDiJ0(1));
GAPD=FBAsol.x(rxnIDiJ0O(2));
Resultado=(PPCK) /( (PPCK)+(GAPD)) ;
end
function [Resultado,Limite] = D(model,FBAsol,limite)
RxnsD = { ’ 3 s TKT2','TA '}
rxnIDiJO = findRxnIDs(model,RxnsD);
EDD=FBAsol.x(rxnIDiJO(1));
FBA=FBAsol.x(rxnIDiJO(2));
TKT1=FBAsol.x(rxnIDiJO(3));
TKT2=FBAsol.x(rxnIDiJO(4));
TALA=FBAsol.x(rxnIDiJO(5));
Resultado= ((TKT1)+(24TKT2)+(3%xTALA) )/ ((EDD)+(2%FBA)+(TKT1)+(TALA));
if Resultado >= limite
disp( Limite o )
Limite=0;
end
if Resultado < limite
Limite=1;
end
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3. Script del muestreo del espacio de soluciones mediante Monte Carlo por cadenas de

Markov.

modelCaso = readCbModel();% Carga Modelo
i cal

I

% Establecer restricciones y calcular éptimo
Bio=0.2;
Glu=2.52;
Ace=0;
modelCaso=changeRxnBounds (modelCaso, 'F’ ,Ace, ); %Acetato
modelCaso=changeRxnBounds (modelCaso, ' ,~Glu-Glu*0.05, ); %Glucosa
modelCaso=changeRxnBounds (modelCaso, ' ,~Glu+Glu*0.05, Vi
modelCaso=changeRxnBounds (modelCaso, '! , ,0, )3
%Biomasa
modelCaso=changeRxnBounds (modelCaso, ) ,Bio-
Bio*x0.05, );
modelCaso=changeRxnBounds (modelCaso, : ,Bio+Biox0.
05, )3
Optimizar llamando a la funcidén optimizar.ATPMinMILP
[SolCaso,PuntoF(1,1)]=optimizar.ATPMinLP(modelCaso);
%Se usa la solucidn optima como restriccion adicional
modelCaso=changeRxnBounds (modelCaso, 71 ,PuntoF (1) -PuntoF (1) *0.05, )
modelCaso=changeRxnBounds (modelCaso, P, PuntoF (1) +PuntoF (1) *0.05, )
sMuestreo del espacio de soluciones mediante Monte Carlo por cadenas de
Markov (MCMC)
[Caso_model_gp,Caso_mixfraction] = gpSampler(modelCaso);
%Calcular picos de la distribuciéon de cada reaccién
for i = 1:1length(modelCaso.rxns)

gaussCaso = fitdist(Caso_model_gp.points(i,:)", )3

FlujosProbables_Caso(i,1) = {modelCaso.rxns(i)};
FlujosProbables_Caso(i,2) {SolCaso.x(i)};
FlujosProbables_Caso(i,3) {gaussCaso.mu};

end

4. Script que construye graficos de los histogramas de las reacciones de interés, de dos

muestreos del espacio de soluciones mediante Monte Carlo por cadenas de Markov.

% Iniciar Variables
cvCasol=zeros();
cvCaso2=zeros();
CHICasol=zeros();
CHICaso2=zeros();
NumeroColumnas = 5;
NumeroFilas = ceil(length(ListRxn)/NumeroColumnas);
graphNum = 1;
for i = 1l:length(ListRxn(:,1))
%Reaccion Graficada
subplot (NumeroFilas, NumeroColumnas, graphNum);
Reaccion = ListRxn(i,1);
%Buscar posibilidades de flujos de dicha reaccidén en ambas condiciones

129




7. ANEXOS

Casol

Casol_model_gp.points(findRxnIDs(modelCASOl,Reaccion),:);

Caso2 = Caso2_model_gp.points(findRxnIDs(modelCASO2,Reaccion),:);

%Normalizar numero de barras del histograma
DivHistl = 50;

DivHist2 = 50;

%Histograma caso 1, color azul
[y_casol,x_casol] = hist(Casol,DivHistl);
bar_casol=bar(x_ casol,y_ casol);

set(bar_casol, ,[0 0 1], 'Edgec ¥y )i
hold :
%Histograma caso 2, color rojo

[y_caso2,x_caso2] = hist(Caso2,DivHist2);
bar_caso2=bar(x_ caso2,y_ caso2);

set(bar_caso2, ,[1 0 0], € 5 )5
%Transparencia de histogramas

alpha(get(bar_casol, n'Y,.5);
alpha(get(bar_caso2,’ n'),.5);

%Ajustar limites del eje X

limite = 1.2;

if abs(FluxProbables_CASO1(findRxnIDs(modelCASOl, Reaccion),1))
< limite && abs(FluxProbables_CASO2(findRxnIDs(modelCASO1, Reaccion),1)) <
limite

maximo(1l,1) = FluxProbables_CASO1(findRxnIDs(modelCASO1,
Reaccion),1);

1

maximo(2,1)

Reaccion),1);

valorMax = max(maximo);

FluxProbables_CAS02 (findRxnIDs (modelCASO1,

xlim([(valorMax - abs(valorMax*3)) (valorMax + abs(valorMaxx3))1);

end;
if xlim <= 0.5 & x1lim >=-0.5;

xlim([(valorMax - abs(valorMax*50)) (valorMax + abs(valorMaxx75))1);

end

%Agregar linea recta con valor optimo
altura=get(gca, )3

set(gca, ,altura);

if OptimoFluxCasol(i)==0ptimoFluxCaso2 (i)
line([OptimoFluxCasol (i)

OptimoFluxCasol(i)],get(gca, "’ '), 'LineSt s 5 sL; ,rgb
( ))

else

line ([OptimoFluxCasol (i)
OptimoFluxCasol(i)],get(gca, V! ),'Line 5 Tl % P ,rgb
(51 ))

line ([OptimoFluxCaso2 (i)
OptimoFluxCaso2(i)],get(gca, im'),'LineSt 5 5 1, ,rgb
( ))

end

%Cambios en los titulos
if strcmp(Reaccion, )

Reaccion = strrep(Reaccion, ol , ' G6F Y3
end
if strcmp(Reaccion, )

Reaccion = strrep(Reaccion, 'ICDHyr',"TCOH");
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end
if strcmp(Reaccion, g ')
Reaccion = strrep(Reaccion, pp', b
end
if strcmp(Reaccion, )
Reaccion = strrep(Reaccion, NADTRHD', "Ud )
end
Reaccion = strrep(Reaccion, 3 )3
title(Reaccion, t's old');
graphNum = graphNum + 1;
%Se muestra en la legenda el coeficiente de variacién (CV) calculado, solo si
tiene una distribucion normal, dado por la prueba prueba chi-cuadrado de

bondad de ajuste.
CHICasol(i) = chi2gof(Casol);
CHICaso2(i) = chi2gof(Caso2);
cvCasol(i) = std(Casol)/mean(Casol);
cvCaso2(i) = std(Caso2)/mean(Caso2);
if CHICasol(i) == 1 && CHICaso2(i) == 1;
if cvCasol(i) <= 0;
NewMean=mean(Casol) .x-1;
cvCasol(i) = std(Casol)/NewMean;
legend (sprintf( ,cvCasol(i)),sprintf( ,cvCaso2(i)));
if cvCaso2(i) <= 0;
NewMean=mean (Caso02) .*-1;
cvCaso2(i) = std(Caso2)/NewMean;
legend (sprintf( ,cvCasol(i)),sprintf( ,cvCaso2(i)));
end

|

elseif cvCaso2(i) <= 0;
NewMean=mean(Caso2) .x-1;
cvCaso2(i) = std(Caso2)/NewMean;

legend(sprintf( .27 ,cvCasol(i)),sprintf( ,cvCaso2(i)));
else
legend (sprintf( 21T ,evCasol(i)),sprintf( s;cvCaso2(i)));
end
end
if CHICasol (i) == || CHICaso2(i) == 0;
legend( " )
end
%Propiedades de la leyenda
set(legend, »8);
set(legend, s t Sk )ie
end
%Exporta Grafico a imagen .tif
box
set(gef, ) )3
set(gcf, , [223 43 1462 929]);
export_fig ) nocrop -ope
%Nota: Solo el “rendering” opengl es capaz de realizar transparencias MatlLab
R2013a.
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Tabla S4. Equivalencia entre las reacciones-metabdlicas en el modeloiJ01366-y el modelo usado

por FiatFlux.

Numero Nombre Numero Nombre

reaccién reaccién reaccién reaccion

COBRA COBRA FiatFlux  FiatFlux
164 EX_ gle(e) 1 glucose
1283 G6PDH2r 2 zwf
1423 GND 3 gnd
2077 PGI 4 psi
1095 EDD 5 edd
1151 FBA
2064 PFK o Pk foa
2442 TKT1 tktA.
2443 TKT2 tktB
2398 TALA tal
1315 GAPD 10 gap-pgk
1102 ENO 11 PGA>PEP
2266 PYK 12 Pyk
2047 PDH 13 Pyr-AcCoa
878 CSs 14 TCA1l
1548 ICDHyr 15 TCA2
608 AKGDH 16 TCA3
1245 FUM 17 TCA4
1758 MDH 18 mdh
1761 ME1 (NAD)
1762 ME2 {NADP) 1 mae
2183 PRCK 20 pck
2181 PPC 21 pee
36 EX_ac(e) 22 .acetate
1552 ICL 23 gox
2418 THD2pp
1871 NADTRHD x H
252 EX_02(e) 25 respiration
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Tabla S5. Lista de requerimientos de intermediarios metabolitos para generar un gramo
de biomasa en Escherichia coli (Ingraham y col. 1983).

Cantidad* WMetabolito

59.81 ATP
13.03 NADPH
4.94 GLU-L
3.74 ACCOA
3.54 NAD
2.83 PYR
1.78 OAA
1.49 3PG
0.89 R5P
0.51 PEP
0.36 BE4P
0.25 GLN-L
0.20 G6P
0.12 _ G3P
0.07 F6P

*mmoles por gramo de peso seco.

133




7. ANEXOS

7.5 Origen metabélico del esqueleto carbonado de Jos
aminoacidos.

A precursors

3-phosphoglycerate phosphoenolpyruvate pyruvate erythrose-4-phosphate

C-0 BEBEHIO EEEE EAAAA
acetyl-CoA oxaloacetate 2-oxoglutarate ribose-5-phosphate

B amine acids
3

B « B « o
~-0~0 GO0 EMEL ;-
; Ma ;5 Gly @,®~~
lle
@';. -

@--. i @ ! B « 7
o} D 0~0 FLHE- s v g
By B oo Val 5 Leu Asp, Thr, Met ~
AN 7)o AN A

E 3 ¥ B « His
=\ 7 p @ 50%5.,,3a
AA9999° SR {1

Lys

Tyr, Phe Glu,Pro

Figura S1. Las lineas gruesas denotan que esos enlaces entre carbonos no se rompen
cuando se forma el aminodcido, Las lineas delgadas indican nuevos enlace C-C y la lnea

adyacentes en el aminodcido (Szyperski, 1995).
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