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RESUMEN

La diversidad de rutas metabdlicas de Rhodococcus proporciona intermediarios metabdlicos
que pueden ser de gran interés para la industria farmacéutica. En la ruta de degradacion del
colesterol, la actividad de KstD cataliza la conversion de AD en ADD. Sin embargo, es
frecuente la presencia de diversas actividades KstDs en la misma cepa. En este estudio se
sobreexpresan dos KstDs de R. ruber con el fin de caracterizarlas en cuanto a su preferencia
de sustratos.
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SUMMARY

The diverse metabolic pathways of Rhodococcus can be an important source of metabolic
intermediates for the pharmaceutical industry. In the cholesterol degradation pathway, the
activity of the KstD converts AD into ADD. Nonetheless, there is redundancy of KstD
activities in the genome. In this study we overexpress two KstDs from R. ruber in order to
characterize their substrate preference.
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INTRODUCCION
Rhodococcus es un género de bacterias Gram-positivas, pertenecientes al grupo de los
Actinomicetos, capaces de catabolizar un amplio rango de compuestos en parte debido a la
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diversidad y multiplicidad enzimética con la que cuenta. Por todo ello es una cepa de
multiples aplicaciones biotecnoldgicas (Yam y Okamoto, 2011).

Los esteroides son un amplio grupo de compuestos organicos derivados del
ciclopentanoperhidrofenantreno de gran interés bioldgico, medioambiental e industrial. Los
Rhodococci se utilizan en la biotransformacion de esteroides ya que de este proceso se puede
obtener intermediarios muy valiosos como el 1,4-androstadien-3,17-diona (ADD) y el 4-
androsten-3,17-diona (AD) (Donova y Egorova (2012)). La ruta de degradacién del colesterol
se ha determinado muy recientemente aungque quedan muchos aspectos sin determinar (Garcia
et al., 2012). Por ejemplo, aunque uno de los puntos clave es la conversion del AD a ADD
llevado a cabo por la flavoproteina 3-cetoesteroide-A-deshidrogenasa (KstD), existe
multiplicidad de estas enzimas en los genomas. Se sabe que el genoma de R. ruber posee
hasta tres KstDs (Fernandez et al., 2012), aunque se desconoce qué funcion particular puede
tener cada una. El presente trabajo tiene como objetivo el estudio de la diferente funcionalidad
de dos enzimas KstDs de R. ruber como un paso previo para poder conocer sus posibilidades
biotecnoldgicas. Para ello se van a sobreexpresar utilizando el vector pTip-QC1 en otra cepa
de Rhodococcus, R. erythropolys CET3014, ya que no se ha descrito todavia un vector de

expresion adecuado para R. ruber.

MATERIALES Y METODOS

Cepa bacteriana, medio y condiciones de cultivo. La cepa de R. ruber Chol-4 (CECT 7469)
aislada a partir de aguas residuales (Fernandez et al. (2009)) y R. erythropolis (CET3014), se
cultivan en medio LB en condiciones aerobicas, a 30° y 250rpm. La cepa de E. coli se cultivo
en medio LB a 37°y 250rpm.

Técnicas de ingenieria genética: Extraccion de DNA, PCR y Clonaje en pTip-QCL. La
extraccion del ADN de R. ruber se basa en el protocolo de bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB) (Hosek et al. (2006)).

Los marcos de lectura de las KstDs se amplificaron mediante PCR (Fig. 1). El resultado de la
PCR se comprobd mediante electroforesis en gel de agarosa (1,5%, 200v) y se clonaron en
pTip-QC1 (vector lanzadera E. coli —Rhodococcus, (Nakashima y Tamura, 2004).) entre las
dianas Ndel-Bglll. R. erythropolis se electropordé con el plasmido con inserto y sin inserto
(control). Los clones positivos fueron capaces de crecer en placas de LB con cloranfenicol
(Cm 34pg/mL).

Preparacion de las muestras y estudio de la actividad de KstD. Se prepararon cultivos de

50mL de R. erythropolys conteniendo los plasmidos pKstD1, pKstD2 y pTip-QC1 vacio (Fig.
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1) en LB con Cm 34pg/mL hasta una ODeoonm entre 0,6-0,8, tras lo cual se indujo la
expresion con Tioestreptona 1pg/mL (Sigma) durante 24 horas. Tras la centrifugacion (5000
rpm, 10 min), el pellet se resuspendié en tampon fosfato 50 mM a pH 7.0 y se dieron un par
de lavados. Las células se sonicaron y el extracto se congel6 a -20°C hasta su uso. Los
sustratos usados para la actividad fueron: AD, 5a-testosterona y progesterona de Sigma,
90HAD de Organon Biosciences y 4BNC (&cido 4-pregneno-3-ona-20B-carboxilico) de
Steraloids. La determinacion de la actividad de KstD se hizo por triplicado a 25° usando
DCPIP como aceptor final de electrones. La mezcla de reaccion (1mL) consistié en 50mM
tris (pH 7.0), 80uM de DCPIP, extracto libre de células y 200 uM de esteroides en etanol. La
actividad se expresa como valores medios + SD en unidades por miligramo de proteina; una
unidad es definida como la cantidad de enzima que provoca la reduccion de 1micromol de
DCPIP/min (gs00= 21mM-tcm™?), descontando la presencia de actividades inespecificas
(valores obtenidos por la cepa control). La concentracion total de enzima (mg/mL) se mide
por Bradford. (Bradford (1976)) y analizamos la expresion de proteinas con un gel PAGE-

SDS (20ug totales de proteina por célula) con posterior tincion por Coomassie.

RESULTADOS

Clonaje de las KstD1 y KstD2 de R. ruber en R. erythropolis. Expresién de las
construcciones de KstD1 y KstD2 en R. erythropolis

La figura 1 recoge los pasos que se han seguido para la obtencion de las cepas de R.
erythropolis conteniendo los plasmidos pKstD1, pKstD2 o el vector pTip-QC1 vacio. Los
extractos de estas cepas recombinantes se utilizaron en la determinacién de la actividad KstD
utilizando diferentes sustratos. Los valores obtenidos y expresados en U de actividad KstD

por mg de proteina total, se recogen en la Figura 1.
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Figura 1.- Pasos para la obtencién de las cepas de CET3014 recombinantes usadas para el
analisis de expresion de proteinas y los experimentos de actividad.

DISCUSION

Los genomas de Actinobacterias contienen multiplicidad de algunas de las enzimas del
metabolismo de esteroides como es el caso de las KstDs. Esta redundancia podria dotar a la
célula de una gran versatilidad y mayor capacidad de respuesta a las condiciones
medioambientales. Las funciones particulares de cada KstD parecen ser especificas del tipo de
cepa (Knol, et al. (2008); Yao, et al. (2014)).

La sobreexpresion de las KstDs de R. ruber en R. erythropolis fue satisfactoria (Fig. 1). La
KstD1 de R. ruber es capaz de actuar sobre el AD, seguido de progesterona, 9OHAD vy 4-
BNC casi al mismo nivel. La KstD2 presenta una clara preferencia frente a AD y
progesterona, dando bajos niveles de actividad frente a 9OHAD y 4-BNC. Tanto la KstD1
como la KstD2 no dieron actividad frente a Sa-T. En otros Rhodococci también las enzimas
similares a KstD1 y KstD2 prefieren sustratos esteroideos que presenten la estructura 3-ceto-
4-eno como el AD o ADD, y no un anillo A saturado, como la 5a-T (Knol et al. (2008)). Sin
embargo, hay diferencias entre ambas cepas, ya que para evitar el crecimiento en AD en R.
erythropolis SQ1 se necesita el mutante doble para KstD1 y KstD2 mientras que en R. ruber
Chol-4 basta con el mutante simple de la KstD2 para lograr el mismo efecto (Fernandez et al.
(2012).

CONCLUSIONES

Nuestros resultados sugieren que tanto la KstD1 como la KstD2 de R. ruber actdan en la
conversion de AD a ADD (o de 9OHAD a 90HADD) de forma similar a lo descrito en R.
erythropolis SQ1 (Knol et al. (2008)) pero existen ligeras diferencias en cuanto a su

preferencia por otros sustratos.
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