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1. CONSIDERACIONES GENERALES.

1.1. ANTECEDENTES IEIISTORICOS.

El descubrimientode Fleming (1932) del efecto antibacterianode una sustancia
producidaen el caldo de cultivo de Penicillium notaturn, a la que denominópenicilina,
marcael inicio de la investigaciónen el campode los antibióticos13-lactániicos.Algunos
añosdespués,Chainy col. (1940)obtuvieronunapreparaciónde penicilina relativamente
puray demostraronsuactividadantibióticaen animales.Al poco tiempo,Abrahamy col.
(1941)y Floreyy Florey(1943),demostraronla alta eficienciaterapéuticay el bajo nivel
de toxicidadque presentabasu administraciónal hombre,

La investigación en el campo de los antibióticos B-lactámicos ha progresado

incesantementehasta nuestrosdías. En un principio los esfUerzosse centraron en
encontrar cepasaltamenteproductorasde penicilinas. Mediante la fermentación de

diferentescepasdeP. chrysogenumse obtuvieroncaldosde cultivo ricos en antibióticos.
Su análisis reveló que siemprese producía una mezcla de penicilinas químicamente
relacionadas(tabla 1). Todas ellas presentabanun núcleo común de ácido 6-
aniinopenicilánico(6-APA) y sólo diferían quuínaicamenteen la estructurade su cadena
lateral de acilo. Estasvariacionesejercíanuna marcadainfluencia sobre su actividad
antibacteriana.La cantidadrelativade cadauna de ellas dependíade la composicióndel
medio de fermentación,esdecir, del metabolitoprecursorde dichacadenalateral (Moyer
y Coghllí, 1946; 1947). Tras el éxito terapéuticode las penicilinas durantela Segunda
GuerraMundial, el interésde la investigaciónse centró inicialmenteen dos aspectos:la
búsqueda de nuevas penicilinas biosintéticas alternativas a la penicilina O y la
optiniizacióndel procedimientode síntesis(Behrensy col., 1948). Entre las penicilinas
biosintéticasque se consiguieron,la penicilina V, la penicilina O, y la penicilina 5, cabe
destacara la penicilina y por ser ampliamenteutilizadadebidoa su mayor estabilidaden
inedia ácido, Sin embargo, pronto quedó demostrado que sólo los derivados
monosustituidosdel ácido acéticopodíancomportarsecomaprecursoresmetabólicosde
la cadenalateral. Ademásningunade las penicilinasobtenidaspor fermentacióno por
modificación química de las penicilinasbiosintéticasposeíanuna actividad antibiótica

superiora la de laspenicilinasO y V.

El descubrimientode la inactivación de las penicilinas biosintéticaspor una
enzima bacteriana,13-lactamasao penicilinasa,que las transformaen ácido peniciloico
supusoun interésadicionalen la investigaciónde nuevaspenicilinas(Abrahamy Chain,
1940). La extensautilización terapéutica de las penicilinas, junto a la naturaleza
transferiblede la resistenciaa antibióticos,prapicióuna rápidaseleccióny proliferación
de cepasbacterianasproductorasde B-lactamasasy portanto,resistentesa la penicilina,
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La elucidaciónde la estructura de la penicilina N en 1955 por el grupo de
Abrahamsugirió quela composiciónde la cadenalateral afectabano sólo a la actividad
antibacterianade las penicilinas, sino también a su espectrode actuación(Abrahamy
col., 1955).

Desde entonceslos esfUerzosencaminadosa encontrarnuevaspenicilinas se
centraron en dos vías: la síntesis química total y la acilacion del 6-APA. Sheehany

I-Ienery-Logan(1959) consiguieron sintetizar químicamentela penicilina Y, pero el

¡nocesoresultabamuy complejoy presentabaun bajo rendimiento,no siendorentablea
nivel industrial. Por otro lado, esemismo alio el guipo de Batchelor,consiguióproducir
y purificar 6-APA fermentandoP. chrysogenurn(Batchelory col., 1959). La reaccióndel
6-APA con cloruro de fenilacético permitió obtener penicilina G. Es decir, la
introducciónde la cadenalateral deseadapudo lograrsemedianteun procesoquímico de
acilación de la molécula de 6-APA, fUndamento de la producciónde las penicilinas
semisintéticas.Sin embargo,el procesode fermentación,aislamientoy purificación de 6-
APA resultóexcesivamentelaborioso,conrendimientosmuy bajos.

Sakaguchiy Murao (1950> habían demostradoirnos añosantesque una forma

alternativade producir 6-APA de forma másrentableconsistíaen emplearuna enzima
presenteen el micelio de P. ch,ysogenurny Aspergí/bisoryzae,a la que denominaron

penicilina amidasa.Sin embargo,este nombrepuedeinducir a con.flisión, ya que sehan
descrito auténticaspenicilina amidasasque hidrolizan amidasde penicilinas originando

penicilina libre y amonio, actuandoespecíficamentesobre la fUnción carboxilo de la
posición 3 del núcleo B-lactámico(Vandammey Voets, 1974). La clasificacionde esta
enzima como penicilina acilasa(penicilina amidobidrolasa,EC 3.5.1.11) (PA) resulta
máscorrecta.La PA hidroliza el enlaceamidaqueseestableceentreel anillo ¡3-lactámico
y la cadenalateraldeadio de las penicilinas.Aunqueenun principio no seprestómucha

atención a los trabajos de Murao y Sakagucbi, el procedimiento de desadilación
enzimáticamediantePA cobróun especialinteréscomo consecuenciadel aislamientode
6-APA por fermentación.A partir de entoncesse llevaron a cabo intensostrabajosde
búsqueday selecciónde nuevos organismosproductoresde PA, que dieron como
resultadola identificaciónde estaactividadenzimnáticano sólo enhongossino tambiénen

bacterias,actinomicetos,levadurase incluso en tejidos animalesy vegetales(Hamilton-
Miller, 1966). Así, pronto resultó evidente que el proceso de transformaciónde
penicilinaG en 6-APA proporcionabarendimientosmás elevadosy permitíamétodosde

purificaciónmenoscomplejos.
Aunquesehandescritométodosde hidrólisisquímicade penicilinas(Vandamme

y Voets, 1974), la producción actual de 6-APA a escala industrial tiene lugar

generalmentemedianteel empleo de PA inmovilizada en biorreactores,sirviendo de
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producto de partida las penicilinasO o y. De estemodo seha tenido accesoa una gran
variedaddepenicilinasseniisintéticascongranaplicaciónindustrial (tabla2).

Laspenicilinassemisintéticaspuedensintetizarsemediantela adicióndirecta al 6-

APA de un cloruro o anhídrido del acio apropiado en presencia de N,N-

biciclohexilcarbodilmida (Sheehany Henery-Logan, 1959) o de cloruro de N,N-
dirnetilcloroforrninio (Novak y Weichet, 1965). Este procesotambiénpuedellevarse a
caboenzimáticamente,puesla PA es capazde catalizarla reacciónde síntesis(Claridge,
1960; Kauflnann, 1960;Cole, 1969d;Sudhakaran,1985;Kasche,1986).

Las penicilinas seniisintéticasrepresentanuna mejora frente a las penicilinas
naturales. Son más estables,presentanfácil absorcióny menoresefectossecundarios,
ademásde representaruna solución a la resistenciaadaptativa microbiana a los
antibióticos.Estasconsideraciones,junto a la posibilidadde introducir inhibidoresde 13-
lactamasaen las preparacionesde los antibióticos J3-lactámicos,siguen marcandoel
interésindustrial en el desarrollo de los antibióticos ¡3-lactámicossemisintéticos(Bush,
1980)

A pesarde la similitud estructuralentrepenicilinasy cefalosporinas,otro grupo

de antibióticos3-lactániicos,aún no seIta encontradoningunaenzimaquepuedallevar a
cabo eficazmente la conversión de cefalosporina C (única cefalosporina natural,

íwoducidapor el hongoAcremoniun¡chrysogenurn)en ácido 7-aminocefalosporánico(7-
ACA), compuestode partida para la síntesisindustrial de cefalosporinassemisintéticas
(Bunnel y col. 1986). La eliminación del resto cz-aminoadípiode la cefalosporinaC
puede realizarse químicamentecon pentaclorurode fósforo o cloruro de nitrosio
(Abbot, 1976) o mediantedos etapassucesivasde hidrólisis enzimitica con la D-

aminoácidooxidasay la glutaril 7-ACA acilasa(OLA) (Matsuday Komatsu, 1985). La
desaminaciónoxidativa tambiénpuedeconseguirsemediantetratamientoquímico(Asahi,
1978). Unavía alternativaempleadaindustrialmenteesla producciónde cefalosporinasa

paitir de penicilinasmedianteuna seriede reaccionesquímicasqueexpandenel anillo ¡3-
lactámico(lFujii y col., 1976). Deestamaneraseobtienencefalosporinasconuna cadena
lateral de acilo que es reconocida por PA., originando el núcleo de ácido 7-
aminodesacetoxicefalosporánico(7-ADCA) que puede ser acilado por los métodos
empleadosen la obtención de penicilinas semisintéticas.En ¡a tabla 2 se muestraun
ejemplode las penicilinasy cefalosporinassemisinténticasmásrepresentativas.

Al conjuntode enzimascapacesde producirlos núcleosde 6-APA, 7-ADCA o 7-

ACA, hidrolizandola cadenalateralde las penicilinaso cefalosporinas,sele denomina13-
lactamacilasas(BLA).
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1.2. ACTIVIDAD ENZIMATICA DE g-LACTAM ACUÁSAS.

1.2.1.Sustratos:Penicilinasy Cefalosporinas.

Químicamente,las penicilinas resultan de la condensaciónde un anillo de
tiazolidina, un anillo ¡3-lactámicoy una cadenalateralde ada(tabla 1). El núcleode 6-

APA (penam) es biosintetizado a partir de L-cisteína y L-valina, por lo que la
configuraciónestereoquímicade los carbonosasimétricospresentesen la molécula es
invariable:3S, SRy 6R. La desviacióndel átomode nitrógenodelanillo >3-lactámicocon
respecto al plano constituido por los sustituyentesen las posiciones3 y 6 es de
aproximadamente0,4 A (Page, 1984). La tensión inherenteal anillo ¡3-lactámicoy la
distorsiónde la geometríaplanardel sistemabicícico parecenser los factoresesenciales
de la alta reactividadquímicay la actividadantibióticade estoscompuestos.Ademásde
la estructura Il-lactámica, los sustituyentesen las posicionesC3 y Cd también son
factoresdeterminantesde su actividadbiológica. Así, el grupocarboxilode C3 no puede
ser sustituido, mientrasque la cadenalateral de acio de Cd es un grupo clave en la
polaridad de la molécula de penicilina. A este respecto,hay que mencionar que las

penicilinas son capacesde formar micelas que estabilizan la 13-lactama frente a su
hidrólisis(Attwood y Agarwal, 1984).

La estabilidadquímicadel anillo Il-lactámicoes tambiénun factor importanteen

lo que respectaa la reactividad de las cefalosporinas.Así, se ha justificado que los
derivados2-cefemseanmenosactivasbiológicamenteque los 3-cefemo las penicilinas,
pueslos 2-cefemsonestructurasmuchomásestables(Van Heyningery Ahem, 1968). Al
igual que las penicilinas, las cefalasporinaspresentanuna desviación del átomo de
nitrógenorespectodelplanoconstituidopor los sustituyentesdel anillo 13-lactámico,que

correspondea 0,32 A en la cefalosporinaC y 0,24A parala cefaloildina.En el núcleo2-
cefem esta distancia es de 0,06 A, más cerca de la planaridad, lo que conlíeva el
ilicremento de la resonanciadel enlaceamiday, por tanto, el aumentode su estabilidad

(Sweet,1972).
Sin pretender dar una detalladadescripciónde la ruta de biosíntesisde las

penicilinasy las cefalosporinas,sí puedeser interesantehacer algunasconsideraciones
generales.La biosíntesisde penicilinasen E. chrysogenum,así como la de cefalosporina
en A. chrysogenurn(Cephalosportumacremontum)comienzacon la formación de un
tripéptido (ACV) por condensaciónde los aminoácidos,L-cc-aminoadfpico,L-cisteínay
L-valina, que es ciclado oxidativamentepara originar isopenicilina N (figura 1). Este

compuestoconstituye el último intermedio común en la biosíntesisde penicilinas y
cefalosporinas.A partir de esteintermediodivergela ruta de biosíntesisde ambostipos

de antibióticos13-lactámicos.Seha conseguidola síntesisenzimíticadirectade penicilina
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G por ciclación ¡ti vitpo del péptido fenilacetil-cisteinil-valinausandolas enzimasde P.
chrysogenurn, A. chrysogenurn (Luengo y col., 1986; Alonso y col., 1988) o
StreptoinycesIactarndurans(Castroy col., 1986). La síntesisde penicilina es inhibida

por L-lisina debidoal efecto retroinhibidory represorque éstaejercesobrela expresión
de la homocitrato sintetasa, enzima que cataliza la primera de las reaccionesque
conducena la síntesisdel ácido ct-aminoadípico,y posteriormentede lisina, a partir de a-
cetoglutarato.La última etapaenla biosíntesisde penicilinasconsisteen la sustituciónde

la cadena lateral de isopenicilina N. Se han descrito dos rutas alternativas: la
transacilacióndirecta de isopenidilinaN y la reacilaciónde 6-APA (Queenery Neuss,
1982). En amboscasos se requierela participaciónde los correspondientesacil-CoA
como moléculas activadas de carboxilos (Queener, 1990). En la biosíntesis de

cefalosporinasel procesoes máscomplejo, como puedeobservarseen la figura 1. Los
genesque codifican las enzimasque catalizan los diferentespasosrequeridospara la
biosíntesistanto de penicilinas,como de cefalosporinas,han sido donadosy expresados
enEscherichk¡cotí, lo quepermitemejorarel conocimientode la biología molecularde
la biosíntesis,y diseñarnuevasvíasbiosintéticas(Aharonowitzy Cohen, 1992).

El efecto farmacológicode los antibióticos ¡3-lactámicosreside en su acción
inhibidora de la síntesisde la paredbacteriana(Parky Johnson,1949; Collins y Richnion,
1962; Martin, 1964; Wisey Pak, 1965;Edwardsy Park, 1969). Este fenómenopodría

ser el resultadode la analogíaestructuralentreel anillo de 13-lactamacon el compuesto
D-alanil-D-alanina(Tipper y Strominger,1965), extremodel ácido acetilmurámicaque
forma partede la estructurade la paredbacteriana.Duranteel crecimiento,las cadenas
de peptidoglicanoson entrecruzadasenzimáticamentepor la acciónde la transpeptidasa.

Esta enzimaescapazde reaccionarcon el anillo 13-lactámicoparaformar un intermedio
acil-enzimaestable.Si bien la estructuradel peptidaglicanoescamónpara lasparedes
celularesde bacteriasGram-positivasy Gram-negativas,el contenidoen estasúltimas es

mucho menor,lo cual las hacemásresistentesa la acción de penicilinas.La principal
razón de la popularidadfarmacológicade tos antibióticos B-lactámicoses su escasa

toxicidad,si bien puedenprovocarreaccionesdehipersensibilidad.

1.2.2. Métodosde ensayo.

El método de ensayomás empleadoen la determinaciónde la actividad de las
BLA consisteen determinarla aparicióndel grupo aminolibre del anillo 13-lactánxico,que

se origina tras la hidrólisis del correspondienteantibiótico que actúacomo sustrato.
Mediante reaccionesquímicas de derivatizaciónse originan compuestosque pueden

detectarseespectrofotométricamenteen el mismamedio de incubación(Mahajan,1984),
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Cabe destacar, por su amplia utilización, las reacciones con p-

dimetilaminobenzaldehído(PDAB) y fluorescamina.La reaccióndel grupo amino con
PDAB en medio ácido conducea la formaciónde una basede Schiff establequepresenta

unabandade absorcióncentradaen tomo a los 410-420mu (Balasinghamy col., 1972) y
permite valorar con precisión disoluciones del amino libre en el intervalo de
concentracionescomprendidoentre50 y 100 ~LM. El métodode la fluorescaininaesaun
más sensible, permitiendovalorar concentracionesde hasta 1 ~tM.La tluorescamina
reaccionacon el grupo amino libre dando lugar a un. fluoróforo con una banda de
emisión en torno a 475 nni tras excitación a 390 tun (Veronesey col., 1981) El
fluoróforo es estable en disolución acuosaa pH 7,8 (Baker., 1983). Aunque se ha
empleadoprincipalmenteen la cuantificaciónde 6-APA, tambiénha sido utilizado para

valorar 7-ACA (Reyes y col., 1989). Mucho menos empleadaes la reacción con
glucosamina,a pesar de que tambiénpermite la valoraciónespectrofotométricade 6-
APA y 7-ACA en presenciade la correspondientepenicilina o cefalosporina(Shaikhy
col., 1973). Aunque estos tres métodos de ensayo son bastanterápidos y sensibles,
presentanel inconvenientede la posibleinterferenciapor la presenciade otras aminas,
entre las que se encuentrael ácido peniciloico, producto de la hidrólisis por 13-
lactamasas. Por este motivo, resulta a veces conveniente realizar un análisis
cromatográficoprevio (enpapel,capafina o HPLC)con el fin de comprobarla presencia
de otrasaminasquepudieranfalsearlos resultados(Mahajan,1984).

Alternativamente,aunquede modo mucho menosextendido,sepuedevalorar la
actividad BLA siguiendo la liberación de la cadena lateral de acio. Aunque esta
determinaciónse puede realizar mediante cromatografia de gases y colorimetría
(Mahajan, 1984), el método másempleadoes la alcalimetria (Cole, 1969; Margolin y
col., 1980). El protón procedentedel ácido carboxílico formado puede ser titulado
automáticamentede modo continuo mediantela adición de base,lo cual haceque este

métodoseamuy útil en el estudiode reaccionesa gran escala.La presenciade un grupo
amino en la cadenalateral de la molécula de ampicilina, supone una complicación
adicionalde los ensayosalcaliniétricoy de derivatizaciónquímica, pudiéndoseen este
caso cuantificar el sustrato no hidrolizado mediante un ensayo especifico para
aminoácidos,por ejemplo,consulfato cúprico(Plaskiey col,, 1978).

La baja selectividadque presentanlas BLA respectoal sustituyenteamínico
penniteemplearcomo sustratosa compuestoscuyahidrólisis da lugar a la apariciónde

cromóforos. Entre estos sustratos se pueden citar p-nitroanilidas, p-nitrofenolatos
(Margolin y col., 1980) así como N-amidas del ácido 6-nitro-3-aminobenzoico
(Kutzbachy Rauenbush,1974), cuyashidrólisis puedenseguirsefácilmenteregistrando
el incrementode absorbanciaen tomo a 400 ant Wu y col. (1988)han mejorado la

10



sensibilidad del ensayo desarrollandoel método del rojo timol. En algunos casos la
hidrólisis deun sustratoalternativoconducea mi compuestoque, si bien intrínsecamente

no presenta propiedadescromofóricas,puede ser detectadomedianteuna reacción
coloilmétrica sencilla.Este sedael casode los N-derivadosde ácidop-aminobenzoico,
producto cuantiflcable por diazotación (Szewczuk y col., 1980), y de los N-
acilaminoácidosy amidassencillas,que permiten emplearel ensayo de ninhidrina para

valorarla liberaciónde los respectivosaminoácidoo ion amonio(Plaskie, 1978).
Las 7-fenilacetil-4-alquilcumarinilamidasson sustratosde la PA, y su hidrólisis

libera 7-aminocumarinascon propiedadesfluorescentesque permiten determinar la
actividad(Scherpery col., 1986). Resultaun método muy sensiblepara la detecciónde

actividadacilasay ademáspermitedetectarla actividad iii VIVO mediantemicroscopiade
fluorescenciao citometríade flujo. Estos sustratospresentancomo inconvenientesu
limitada solubilidaden solventesacuosos.

El empleo de ensayosenzimáticos acopladosha sido una estrategiapoco

empleada,aunqueBauery col. (1971)describieronun métodobasadoen la capacidadde
la PA parahidrolizar fenilacetil-L-asparaginaa L-asparaginay ácido fenilacético,siendo
la L-asparaginaconvenidaen ácido aspárticoy amonio medianteL-asparaginasa.El
reactivode Nesslerpermitecuantificarel ion amonio liberado(Dauniyy col,, 1985a).

En último lugar cabe reseñarel desarrollo de métodos imnunológicos para
detectaractividad acilasa, como por ejemplo, el ininunoensayodescrito por Prusaky

col.(1987).

2. FUENTESDE I3-LACTAM ACILASAS.

2.1. METODOS DE SELECCION.

Originariamentese pensabaque las BLA se encontrabanpreferentementeen las
cepasproductorasde antibióticosIl-lactámicos,idea quefUe rápidamentedescartadatras
encontrar actividadPA en un amplio espectrode organismosconocidos.También se
inanejócomohipótesisde búsquedade cepasproductoras,la asociaciónde la actividad

liLA a la resistenciao degradaciónde antibióticos8-lactámicos(Holt y Stewart, 1964).
Sin embargo,los programasde búsquedarealizadossegúnestecriterio demostraronque

la actividadBLA no estátan extendidacomo la actividad13-lactamasa.Por tanto, debido
a los bajos niveles de expresiónde las BLA y a que frecuentementesu actividad se

encuentraenmascaradapor las ¡3-lactamasas,se necesitanmétodos de detecciónmuy

sensibles, Los métodos de selección empleados pueden clasificarse como
microbiológicoso químicos.
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2.1.1. Microbiológicos.

La capacidadde crecersobremediosselectivosha sido extensamenteutilizada
para la detecciónde organismosproductoresde 13-lactamadilasas.Kameday col. (1961)
propusieronun método selectivo de aislamientode penicilina O acilasas(POA) basado
en el crecimiento sobre un medio mininio con penicilina O como única fUente de
carbono.Posteriormente,tambiénse hanaisladomicroorganismosproductoresde POA a
partir de mediosde cultivo en los que las Rientes de carbonoy nitrógeno eran N-
acetilglicina, N-glicilglicilglicina o fenilacetamida,asumiendoque aquellos compuestos

con similitud estructurala la moléculade penicilina, o a la de la cadenalateral del anillo
13-lactámico, podrían emplearse como agentes selectivos en la búsqueda de
microorganismos productores de BLA (Vandamme, 1973). Empleando
fenoximetilpenicilinacomoúnica fUentede carbono,Vojtisek (1987)y Slezak(1987) han
conseguidoaislarpenicilinay adilasas(PVA).

Otro de los métodosempleadosen la búsquedade microorganismosproductores
de J3-lactamadilasasse basa en el empleo de cepasmás sensiblesal producto de la
hidrólisisdel antibiótico¡3-lactámicoqueal propioantibiótico.Estees el caso deSerrat/a

marcescensque es sensiblea 6-APA y comparativamenteresistentea bencilpenidiinay
fenoximetilpenicilina (Meevootison y col,, 1983). También se han descrito cepas
sensiblesa 7-ACA que son resistentesa cefalosporinaC y glutaril 7-ACA, como la C56
o la D5M3201, quehanpermitido seleccionarcefalosporinaC acilasas(CCA) ( Mayery
col,, 1988).

La sensibilidad de determinadascepas frente a los propios antibióticos J3-
lactámicos,ha sido utilizada comootro método de selección,Así, por ejemplo Kang y
col, (1991),consiguieronaislar la PGA de Bacillus rnegateriumATCC 14945,utilizando
su capacidad de catalizar la reacción de adilación de 7-ADCA y D-(ct)-
fenilglicinametilester. Aquellos clones portadoresde PGA presentabanun halo de
inhibición de crecimientoen un céspedde Staphylococcusaureus ATCC 653SP, muy
sensibleal productodela síntesisenzimática(cefalexina).

2.1.2.Químicos.

En un principio sólo se disponía de ensayosconsistentesen la medida de la

actividadbiológica de lás penicilinascomo antibióticos,lo cualrequeríanecesariamente
el realizar las etapaspreviasde separación(normalmentemediantecromatografiaen
papel o en capa fina) y fenilacetilación química del 6-APA, con la consiguiente
complicacióny lentitud de los ensayos(Okachiy col., 1972). Aunque los bioensayos

fUeron pronto reemplazadospor métodosquímicos,alguno de éstos, comola reacción
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colorimétrica con bidroxilamina (Nara y col,, 1971) y la iodometría (Alicino, 1961),
seguíanrequiriendola eliminación de la penicilina no hidrolizada. Entre los primeros
métodosquímicosdesarrolladoscabedestacarel métodobasadoen la reacciónde biuret
(Baker, 1980),queno esmuy prácticopuesel colorsepierderápidamente.Sin embargo,

y aprovechandoel hechode que la hidrólisis de los antibióticos13-lactámicossuponela
apariciónde un grupo amino libre, los ensayosmayoritariamenteutilizados empezarona

ser aquellosque empleanreaccionesquímicasde derivatizacióndel 6-APA, 7-ACA o 7-
ADCA, dandolugara compuestosdetectablesde forma directa.Comoya seha descrito
anteriormente,de entre estos ensayos,cabendestacar,por su amplia utilización, las
reaccionesconPDAR (Balasinghamy col,, 1972;Matsuday col., 1987)y fluorescamina.
(Baker, 1983, 1984). El ensayoconfluorescaminaparadeterminar6-APA es compatible

conel ensayode reduccióncúpricaparadetectarla coexistenciade actividad13-lactamasa
(Baker, 1992).

Con el desarrollode las técnicasde donaciónse plantea como una cuestión
fUndamentalpara agilizar el proceso de selección, encontrarmétodos que permitan
detectardirectamenteen la placa los clones productoresde BLA. Walton (1964)

desarrolló un método basándoseen el empleo de fenilacetilp-nitroanilida como única
Riente de carbono. Este sustratoal hidrolizarseproduceun compuestocoloreado.Sin
embargo,estemétodo tienela desventajade sermuy poco sensible,debidoa problemas
de solubilidad del sustrato. Recientemente,se han desarrolladovarios métodos de

detecciónen placaquepresentanlasventajasde sermuy sensibles,ademásde sencillosy
específicos.Sebasanen la utilización de filtros conreactivosespecfficospara ]a actividad
enzimáticaque se pretendedetectar. Sólo se originará color sobre aquellas colonias
capacesde hidrolizarel reactivoempleadoen cadacaso,es decir, coloniasportadorasde
la actividad enzímáticaconcreta.Por ejemplo, se empleanfiltros con ácido 2-nitro-5-
fenilacetamidobenzoicopara detectarbacterias productorasde PCA (Zhang y col.,

1986), o con ácido 2-nitro-5-(6-bromohexanoilamino)benzoico para localizar
microorganismoscapacesde producirCCA y OLA (Zhangy col., 1991). Otrosreactivos
establesparadetectarCCA sonlas amidas5-(cc-aminoadipoílicas)(Bouvrette, 1992).

2.2. MICROORGANISMOSPRODUCTORES.

La producción de BLA no está restringida a un pequeño número de
microorganismosy apareceampliamentedistribuidaentrediferentesgéneros.Pareceser

quela producciónde lasBLA esuna característicade cepasindividualesy no setratade
una propiedadinherentea las especies(Vandammey Voets, 1974). En la tabla 3 se

mencionandiferentesorganismosproductoresde BLA con el fin de mostrar la gran
variaciónen sus orígenes.En un principio se pensóque las PVA eranproducidassólo

1
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por hongos,mientrasque las PGA lo eranpor bacterias;hoy en día no pareceser una
reglageneralpuessehan encontradomuchasexcepciones(Cole, 1964;INara et al., 1971;
Vandammeet al.,1971;Okachiet al, 1973).

Se han realizado grandes esfUerzos en la búsqueda de microorganismos
pro(luctoresde BLA debido a su alto valor industrial (Mahajan, 1984). Por el mismo
motivo se hanbuscadocepassuperproductorasconuna alta expresiónenzimáticausando
técnicas convencionales de inutagénesis: con luz XIV, N-metil-N-nitro-N-

nitrosoguanidina,etilmetanosulfonato,etc. (Meevootisony Saunders,1987; Robas y
col., 1993).Recientemente,conel desarrollode la tecnologíadelDNA recombinante,la
investigaciónse ha enfocadoen la donaciónde estos genes,consiguiendomayores
nivelesde producción(tabla 4). Una vez donadosestosgenes,todavíapuedemejorarse
la producciónde las BLA, poniendolos genesbajo el controlde promotoresmásfUertes

(Schftmachery col,,1986;Shewaley Sivaraman,1989;Panbangredy col., I990; Ramírez
y col,. 1994 ). Ademásel conocimientodel mecanismomolecularque regulala expresión
de las BLA posibilita reemplazarsus regionesnativas de regulaciónpor otras más
convenientes(Brunsy col., 1985; Olivery col,, 1985).

En cualquierprogramade mejora de la produccióndebenfigurar tresobjetivos

principales:
1.- Conseguirmutantesqueno produzcanIl-lactamasas.
2.- Aislar cepasqueproduzcangrandescandidadesde enzima(BLA).

3.- Seleccionarcepasno reprimibles por catabolito y que presentenexpresión
constitutiva.

Diferentes estrategiashan permitido desarrollar con éxito parte de estos

objetivos. En primer lugar, se han optimizado las condiciones de crecimientopara
conseguirla máxima actividadenziniática empleandofermentadoresa gran escala,Por

técnicasgenéticasconvencionalesseha incrementadola producciónde cepasque llevan
el gen de la PA. Así, por ejemplo, Sikyta y Kyslik (1981) obtuvieronun mutantede
E. coil 9637, que produceveinte vecesmásPA que la cepaparental, ademásde ser un
productor constitutivo resistentea represión catabólica. Asimismo, Monta e Iwata
(1984) consiguieron aislar un mutante hipersensible a penicilina O también

liiperproductorde PA. El uso de la ingenieríagenéticaen el desarrollode cepasmejor
productorasha sido de gran utilidad. La estrategiamás directa ha consistido en la
donaciónde los genesde PA enplásmidosmulticopia incrementandoen gran medidasu
producción(Mayery col., 1979, 1980, 1981; Brunsy col,, 1985; Barberoy ccl., 1986;
Oliver y col., 1986; Schumachery col,, 1986). En otras ocasiones,los mutantes

obtenidosno incrementanmucho su producción,pero presentanmayor afinidad por
sustratoy menor susceptibilidadde inhibición por producto (Cecerey col., 1985). A
veces, como

1
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Tabla.3. Organismos productores de 13-lactam acilasas (cont4.

ORGANISMO ENZIMA ORGANISMO

BACTERIAS
P. rettger/ ATCC 9919,9250

J~. retigerí ATCC 31052
Bordetellasp.
Micrococcussp
Al lysodeikt/cus
Al roseusATCC 516

M ureaeKY 3967,Al luteusKY3781

Sarcinasp., Corynebacter/umsp.,
Celiulontanassp.
Kiuyverac/trophila KY 3641, PL-lO,
PL-21
K. nonc/troph/laKY3642, KY8991
K. citrophila ATCC 21285
Bacíllussubt/lisvar. nlger
E. rnegater/umATCC 14945
Arthobactervlscosus8895CU
8. sphaerlcusATCC 14577
E. plumbeaNRRL3824
E. aroideaeNRRL5-138

AchromobacterSRL 1755 (NCIB
9424)
Al ureaeKY 3767
PseudomonasovallsKY 3962

E. rnelanogenuaiKY 3987,KY 4030,
KY 4031
Acetobacterturb/dansATCC 9325

PCA

PCA
PCA
PCA
PCA
PCA

PCA

PCA

PCA

PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PVA
PVA
PVA

PVA

PVA
AMA

AMA

HONGOS
Cephalosporiurn
sal»>osynne»*atu»i
O. CMI 49137
O. acre¡non¡umATCC11550
Asperglllusnlgersp.
A. ochraceusSRL 731
Epidermophyton/nterd/g/tale,
E. fioccosum
Tr/chophytongypseum, T.
,nentagrophytes
T. interd/gitale

Alternar!a, Epícoccum.Mucor,
Phorna, Tricoderma
Pleurotusostreatus
Bot,yt/scinerea
Fusaflumsp.75-5
E avenaceum
E’. sem/tectwn
E’. semitectumEC 805
E’. conglutinansAYF 254
E’. ¡nonoijiorme AYF 255, CBS
24064,.CBS44064
G/bberellaJl¿j/kuro/

LEVADURAS
SRL 809, Torulops/s,
Zygosaccharomyces
Debaryomyces7’oruia

C,yptococcus,Saccharomyces,
Trichosporon

ENZIMA

PVA

PVA
PVA
PVA
PVA
PVA

PVA

PVA

PVA

PVA
PVA
PVA
PVA
PVA
PVA
PVA
PVA

PVA

PVA

PVA

PVA



Tabla 4. B-lactam acilasas donadas.

ORGANISMO

Escherichia colí ATCC 11105

ENZIMA REFERENCIA

POA Mayerycol.,1979
KluyveracítrophilaATCC21285 PGA Garcíay Buesa.,1986

Arthrobacterviscosus8895GU PGA Ohashi y col., 1988
Proteusrettgeri ATCC31052 PGA Daunxyy col., 1986
BacillusrnegateriumATCC 14945 POA Martin y col., 1994
AlcaligenesfaecalisATCC 19018 PGA Quax y col., 1991
Bac/IbissphaericusATCC 14577 PVA Olsson y col., 1985
Pseudomonassp. GKI6 OLA Matsuda y col., 1985
Pseudomonassp. SE83 OLA(Tipo 1) Matsuda y col., 1987b
Pseudomonassp. SE83 OLA(Tipo II> Matsuda y col., 1987b
Pseudomonassp. A 14 OLA Aramori y col., 199 lb
Pseudo¡nonassp. y 22 OLA Ishiye y col, 1992
Pseudomonassp. N 176 OLA Aramoriy col., 199 lb
Bacillus laterosporumJI OLA Aramori y col., 199 la
AcetobacterturbidansATCC 9325 AMA Hyun y col., 1988
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ocurre con el mutanteA52 de E.coli lEO 13500 la mutación origina cambios en la
permeabilidadde la membranaexterna, lo queconilevauna disminuciónde Km para el

sustrato,la penicilina U(Morita e lwata, 1984).
La expresiónheterólogade los genesdonadosde il-lactam adilasasha motivado

en varioscasosun incrementode la producción.Ejemplos de estolos encontramosen la
expresiónde PVA de E. sphaericusen E. subtil/s (Gattenbecky col., 1986), o la de
PGA de K. c/troph/Ia ATCC 21285 en E. cali (García y Buesa, 1986) y la de B.

megateriun; en B. su/ni/ls (McCullong, 1985a y b). Como último ejemplo citar la

expresión del mutante CYCl deP. rettgeri, en E. cali JW3SS(Daumy y col,, 1985a y b,
1986).

Aunque se ha conseguido mejorar la producción de las BLA, el valor absoluto de

actividad conseguida no es tan elevado como sería de esperar. La inestabilidad
plasmidicay la saturaciónde los mecanismosde exportaciónson dospuntosquepodrían

justificar los resultadosconseguidos.La inestabilidadde los plásmidosen sistemasde alta
expresiónes un fenómenofrecuente.Entre las variablesque puedencontribuir a este
hecho, cabe resellar las siguientes: el propio genoma de la célula huésped, la naturaleza

de la inducción, la toxicidad del producto expresadoy la estabilidad de los mismos
(Deretic y col., 1984; Schdmer y col., 1984; Balbás y Bolivar, 1990). Para solventar este

problema deben diseñarse derivados estables (Mayer y col., 1980). En cuanto a la

saturacióndel mecanismode exportaciónpuedeser un problema en la producción de
BLA maduras.Sepiensaque el númerode zonasactivasde transiocaciónesde 20.000
en Ecail. Este paso puede ser limitante para la exportaciónde proteínascon péptido
señal (Ito, 1981).

3. CLASIFICACION Y LOCALIZACION SUIBCELULAIR.

3.1. CLASIFICACION ENZIMATICA.

La ausencia de información estructural lleva a clasificar a las BLA en base a su
especificidad de sustrato. Inicialmente se clasificaron en dos grupos, denominados

penicilina adilasa (PA> y cefalosporina adilasa (CA) (Sakaguchi y Murao, 1956;

Hamilton-Miller, 1966; Francetie y col., 1988; Shewale y Sivaraman, 1989; Valle y col.,

1991; Sudhakaran y col., 1992).

Actualmente entre las PA se distinguen tres grupos:

1 - Las penicilina U acilasas(PGA), quehidrolizanpreferentementepenicilina (1 a

6-APA y ácido fenilacético,

1
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2 - Las penicilina V acilasas(PVA), quehidrolizanpreferentementepenicilina y a
6-APA y ácidofenoxiacético.

3 - Lasampicilinaadilasas(AMA), quehidrolizan ampidilinaproduciendo6-APA
y ácidoD(-) ct-aminofenilacético.

Dentrode las CA encontramosdostipos:
- LascefalosporinaC acilasas(CCA) quehidrolizan cefalosporinaC originando

7-ACA,
2- Las 7-I3-(4-carboxibutanamido)cefalosporánicoadilasas, conocidas como

glutaril 7-amino cefalosporánico acilasas (OLA). El glutaril 7-ACA resulta de la
desaminaciónoxidativade la cefalosporinaC (Shudhakarany col., 1992).

Algunos autoresdenominarona las PVA como PA de tipo 1, y a las PGA como
PA de tipo II (Mahajan, 1984), aunqueAbbot (1976) invirtió el orden. Las AMA
correspondenal tipo III, siguiendoestanomenclatura.

Aunqueestaclasificaciónes de aceptacióngeneral,es importanteseñalarquelas
BLA no poseenuna especificidadde sustratoabsoluta,y así, por ejemplo, la PGA es
tambiéncapazde hidrolizar la ampicilina, la cefalexina,y algunaspenicilinasnaturalesde
cadenaalifática (Margolin y col., 1980). Estaesla basede la subclasificaciónparaPOA
II propuestapor Despliandey col. (1994):

- POA (tipo lía), quehidrolizan amidasaromáticas.
- PGA (tipo Lib) quehidrolizanamidasalifáticas.
A medida que se van caracterizandolas enzimasa nivel molecular, continúan

apareciendonuevasclasificaciones.Así, se distinguenal menosdos subtiposde OLA,
denominados1 y II, que difieren significativamente en sus secuencias(Matsuday col,,
1987). Incluso se ha propuestotambiénuna subolasificaciónpara las OLA en baseal
grado de especifidadque presentanpor distintos sustratoscomo succinil-, glutaril-, o
adipil-7-ACA (Aramorí y col,, 1991a;Desphandey col., 1994). Sin embargo,se debe
tener en cuenta que estassubclasificacionesvienenmuy condicionadaspor los métodos
de ensayoempleados,y por tanto, no son inequívocas.Ademáshayqueconsiderarque
las denominadasCCA, realmente son más activas sobre GL-7-ACA que sobre
cefalosporinaC, por lo quedeberíandenominarseOLA.

3.2. LOCALIZACION SURCELULAR.

La localizaciónde las BLA no respondea un patrónclaro. Cuandoseestudia
dóndese encuentranubicadasestasenzimasnos encontramoscon una diversidadde
localizacionessubceludares,que es independientedel tipo de actividad y del tipo de

microorganismo.Así, por ejemplo, las PGA de E. coil (Oliver y col., 1985; Schuinacher

y col., 1986) y K. c/trophlla (Barbero y col,, 1986) se encuentranen el espacio

1

18



periplásmico,en tanto que la PGA de B. n¡egateriurn (Chiangy Bennett,1967), la VGA

de A. viscosus(Ohashi y col., 1988), y la PVAde B. sphaericus(Olssony col, 1985)se
secretan al medio de cultivo. En el caso de las OLA se ha comprobado que la de
Pseudomonas GK-16 (Matsuday Komatsu, 1985) es periplásinicamientrasque las dos

de Pseudornonas 5E83 so¡i intracelulares(Matsuday col., 1987a, b). Todaslas enzimas
periplásmicas o extracelulares poseen un péptido señal implicado en el proceso de

traslocación.
Si tenemos en cuenta que estas enzimasno son útiles para proteger a los

microorganismos contra los antibióticos 13-lactámicos, se podría pensar que su

localización esta relacionada con la accesibilidad de los sustratos a los diferentes espacios

subcelulares, En el caso de las enzimas intracelulares, parece evidente que los ésteresy

las amidas que son sustratos de estas enzimas deben ser transportados al interior celular

posiblemente por sistemas de transporte activo.

4. METODOSDE PURIIFICACION.

Las BLA han sido aisladas de una amplia variedadde microorganismosy, por
tanto, se han empleado muy diferentes esquemas de purificación. La PGA de E. col!

ATCC 11105 fue la primera PGA purificada a homogeneidad y posteriormente

cristalizada. En la tabla 5, aparece un resumen de las fluentes a partir de las cuales se han
obtenido preparaciones, total o parcialmente puras, de enzima. Los métodos de

aislamiento y purificación son discutidos con detalle por Savidge y Cole (1975) y por

Vanderhaeghe (1975).
En general, el primer paso de la purificación consiste en obtenerel extracto

enzimático crudo. Este paso varía según la localización subcelular de la enzima, Aunque

hay alguna BLA de naturaleza extracelular, la mayoría presentan localización intracelular

(como hemos visto en el apartado anterior), lo que requiere su previa liberación al
medio. Si se localizan en el espacio periplásmico, resulta muy ventajosa la extracción

específica de las proteínas periplísmicas mediante choque osmótico (Barbero y col.,

1986). Una vez obtenido el extracto enziniático crudo, la purificación se realiza

normalmentemediantevarias etapascromatográficassucesivasen las que se suelen
combinar esencialmentetres principios de separación: intercambio iónico (DEAE-

celulosa,carboximetilcelulosao amberlita),penetrabilidad(Sephadex,AcA o Biogel) y
adsorción (hidroxiapatito o zeolita). Se han realizado pocos intentos de aislamiento
mediantecromatografiade afinidad (Mahajany Borkar, 1984; Matsuday col,, 1987a;

Ryu y Ryu, 1987). Estos métodosempleancomo soportesmatrices de agarosao
celulosa a las que se les acoplan diferentes ligandos que

1
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Tabla5. Preparacionesde fl-lactamacilasaspurificadas

FUENTE ENZIMA REFERENCIAS

BACTERIA
A. viscosus
/3. tnegateriunr

E. cotí

P. rettger¡
FC. c¡trophila

Xanthoznornu sp.
BACTERIA
/3. megateriwn
fi. sphaericus
fi. subtilis
E. aroideae
BACTERIA
P. melonogenum
BACTERIA
Psedomonas. sp.

ACflNOMICETOS
Sfreptovertlcillium
HONGOS
Bovista plumbea
E sen,ileclurn

fi. oven aceum
E. oxysporum
Penicillium chrysogenum
HONGOS
Paecilomycessp.

88950U

NCIB 8743A
ATCC 11105
ATCC 14945
NCIB 8743A
sv

NCIM

PCM 271
AS 1.76

KY7844
ATCC 21285

14945

pOH38

SE83

OK16

No.62

BCSOS

C-2106

PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA
PCA

PVA
PVA
PVA
PVA

AMA

OLA
OLA
OLA

PVA

PVA
PVA
PVA
PVA
PVA
PVA
PVA

CCA

Ohasidy col., 1988
ChianyBennet,1967
LimyByum, 1981
Balasinghamy col,, 1972
Kutzbachy rauenbusch,1974

Savidgey Cole, 1975
Veronesey col., 1981
Vojtisekycol., 1980
Malxajanyflorkar, 1982,1984
HindustanAntibiotios Ltd. 1984a,b
Kaschey col., 1984
Szewczulcy col,, 1984
Jiao,Zhangy Wang, 1986
AntibióticosSA. 1985
HustedtyPapamichael,1988
RobackySzewczuk,1981
Shimizu,Okachiy Nara,1975
Barberoycol,, 1986
Antibióticos S.A., 1985
Petrova,Penzikovay Levitov, 1984

Meevotisoniy Saunders,1987
Olssonycol.,1985
Gatenbecky col., 1986
Vandanuney Voets, 1975

Hurycol.. 1987

Matsudaycol., 1987
Asahi ChemicalIndustryLtd. 1987a,b
MatsudayKomatsu,1985

Borisovycol., 1984

Schneidery Roechr,1976
Waldschmidt-Leitzy Bretzel,1964
Baumann,Eninnery Rochr, 1971
Vanderhaeghe,1975
Vanderhaeghe,1975
Lowe,Romanciky Elander, 1986
Vanderhaeghe.1975

Kawateycol., 1987

1
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puedanactuar como sustratos(o análogos) de la enzima. Sin embargo,el grado de
purezaobtenidomedianteestossoportesno estan elevadocomocabríaesperarde una
interacciónaltamenteespecifica.A esterespecto,Maliajan y Borkar (1984)hanindicado

que debido a la alta hidrofobicidad del centro activo, estos soportes fimcionan
preferentementebajo el principio de separaciónde interacciónbidrofóbica en vez de
hacerlocomouna cromatografiade afinidad.

Es importantetener en cuenta que algunos organismosproducenmás de una

forma de PA (Kutzbachy Rauenbusch,1974; Kaschey col., 1984, 1987>, más de una
CA (Oreshinay col,, 1984; Matsuday col,, 1987b) o una PA junto a otra actividad
enzimáticarelacionada,porejemplo,unaaminoacilasa(Borisovy col., 1984),

5. ESTRIJCTUIRA.

Hasta 1985, la única informaciónobtenidaacercade la estructuramolecularde

las BLA era la relativa a la determinacióndel peso molecular, punto isoeléctrico,

composiciónen subunidadesy descripciónde formas enzimáticasconheterogeneidadde
carga.Aun asi, muchosde los resultados publicados resultaban contradictorios de irnos

trabajosa otros, lo cual lite interpretadocomo que el grupode las BLA, en realidad,

estabaconstituidopor una gran variedadde especiesenziináticascon escasarelación

estructuralentreellas. Asimismo, los datosde que se disponíasobrela naturalezade los

residuosdel centro activo eran también escasosy flmdamentalmentederivadosde

experimentosmuy preliminaresde inactivaciónenzimáticapor modificación química o

por cambiosde pH. A partir de aquel año, y graciasa la aplicación de las técnicasde

ingenieríagenéticay secuenciaciónde DNA, se comenzarona obtenerlos primeros

resultadoscontrastadosy fiablesen relacióncon la caracterizaciónestructuralde estas

proteínas.Las investigacionesde los gruposde Daumyen EstadosUnidossobrePA de

P.rettgeri (Dauiny y col,, 1985a, b), de Schumachery Bóck en Alemania, sobre la

enzima de E,coi/ (Bóck y col., 1983a, b; Schumachery col., 1986), y de Barberoy

Garcíasobrela deKcitroph/Ia en España(Barberoy col., 1986),a los que seañadieron

entreotros, el grupo de Komatsu en Japóncon acilasasde Psendomonas(Matsuday

Komatsu, 1985), han permitido demostrarque las BLA microbianasconstituyenuna

familia de proteínasíntimamenterelacionadasa nivel estructural.

Sin duda, la acilasamejor estudiadaes la PGAproducidapor la cepade E.col/

ATCC 11105. La razón de esto hay que buscarlaen el hechode ser la enzimamás

utilizada a nivel industrial. La PGA de E. col! poseeuna estructurainusual entre las

protdínasprocarióticas.La enzima se producecomo un precursor inactivo, que es

secretadoal espacioperiplásmicograciasa la presenciade un péptidoseñal(figura 4).
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Posteriormente,esteprecursoreshidrolizadoliberándosedospolipéptidos,denominados

a y 43 que constituyenla enzima activa (Bock y col., 1983). Más tardese comprobaría

que el procesannentosuponela hidrólisis proteolitica por dos sitios muy próximos,

liberándoseun pequeñopéptido de conexióno endopéptido(Schuniachery col., 1986).

A continuación, se van a tratar con más detalle los aspectosestructuralesy de

procesamientode las BLA.

5.1. SUBUNIDADES ESTRUCTURALES.

La PGA de E.coli, que comoya seha indicado11w uno de losprimerosmiembros

de la familia estudiados,se asumió que estaba compuestapor una unica cadena

polipeptidicahasta 1984 (Mahajan, 1984), a pesarde la observaciónde Kutzbach y

Rauenbusch(1974)de quela proteínapurificadapresentabadosbandaspolipeptídicasen

un gel SDS-PAGE. Posteriormente,Bdck y col (1983a y b) y despuésotros grupos

(Oliver y col., 1985; Bruns y col., 1985) presentaronevidencias inequivocas de la

estructuraheterodiméricade la PGA. Desdeentoncesse han caracterizadoun gran

númerode BLA con diferentesactividadesenzimáticasy de diversaprocedencia,cuya

composiciónen subunidadesse indica en la tabla6.

1-lay que teneren cuentaquela contradicciónen los resultadosobtenidosen la

detenninaciónde los pesos molecularesy la composición en subunidades,viene

condicionadapor las técnicasempleadasen su determinación,que segúnlos casos

puedencorresponderal empleode electroforesisen SDS, filtración en gel, o a partir de

la secuencianucleotidicadel gen. Por ejemplo, la estructurade estasenzimaspodríaser

tan compacta que causaría un comportaniento hidrodinámico anómalo, con la

consiguientesubestiinaciónde su peso molecular mediante filtración en gel. Los

resultadosmásfiables sehanobtenidoa partir de las secuenciasde los genesque sehan

conseguidodonar.

La conformaciónactiva de la granmayoríade las VGA estáconstituidapor dos

subunidadesde pesosmolecularesdiferentes.Se denominasubunidada. a la de menor

pesomolecular, que sueleoscilarentre20 y 25 kDa, y subunidad¡3 a la que presenta

mayor pesomolecular, alrededorde 60-70 kDa, Las proteínasnativastienen un peso

molecular entre 80 y 90 kDa (Daumy y col., 1985a y b; Schunaachery col., 1986;

Barberoy col., 1986; Ohashiy col., 1988;Quaxy col., 1991;Martín y col., 1994).

Los pesosmolecularesdescritosde las PVA estudiadasvaríanentre65 y 140

kDa. La secuenciacióndel gen de la PVA de B. sphaertcusha permitido determinarque

setratade un tetrámerode subunidadesidénticasde 35 kDa (Olssony col., 1985;Olsson

yUblen, 1986).
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Las OLA tienen pesos moleculares entre 60-90 kDa presentando una

composiciónde subunidadessimilar a la de las PGA. La mayoríaposeeunasubunidada
de 16-28 kDa y una subunidad[3 de 40-65 kDa (Matsuday col., 1985, 1987a y b;

Aramori y col., 1991b; Islilye y Niwa, 1992; Binder y coL, 1994). Sin embargo,sehan

descrito excepciones,como OLA (tipo 1) en donde la subu.nidada muestramayor

tamañoquela subunidadf3 (Matsuday col,, 1987ay b). La OLA deB.laterosporiurnJi
representauna excepciónal resto de BLA, puessu estructurapresentauna únicacadena

polipeptídicade 70 kDa (Aramoriy coL, 199 la).

La CCA de B.megateriumpareceser un heterotetrámero,con dos subunidades

de 35 kDa y dos de 47 kDa, pero este resultado corresponde a un estudio

cromatográfico preliminar y será necesario esperara conocer su secuenciapara

confirmarlo(Ramboseky col., 1990).Lo mismopodríadecirsede las AIvIA, queparecen

serhomodimerosde 70-72kDa (Ryu y Ryu, 1987;Kato y col., 1980a,b; OkachiyNara,

1973).

Las subunidadesa y 13 de las PGA semantienenunidasmedianteinteraccionesde
carácterhidrofóbico(Daumy y col,, 1985a;Lindsayy Pain, 1990).Las PGA de E.coli y

K.dftrophila no tienenningúnresiduode Cys (Schumachery col., 1986;Barberoy col.,

1986).La VGA de P.reugeri contieneun único puentedisultro que no está expuestoal

disolvente y que no está implicado en la unión entresubunidades,La conformación

activa de la proteínarequiere la combinaciónde ambassubunidades,puescadauna de
ellaspor separadoresultainactiva (Dauiny y col., 1985; Schuniachery col., 1986). La

subunidada se ha propuestoque determinala especificidadde sustratodel enzima,

basándoseen el intercambiode subunidadesrealizadoporel grupodeDaumy(1985).En

la subunidad[3selocalizael residuocatalítico(Martín y col., 1991;Choi y col,, 1992).

5.2. SECUIENCLA.

Todas las secuenciasde las BLA sehan determinadomediantela donacióny

secuenciacióndel gen correspondiente.Una lista completade todaslas acilasasquehan

sido donadaspuedeverseenla tabla4.

El genque codificaparala PGA deE. col! ATCC 11105 ha sidosecuenciadopor

varios grupos,siendorelativamentepocaslas diferenciasde secuenciaencontradasentre

ellos (Briiniig y col., 1984; Brunsy col,, 1985; Olivery col., 1985; Schumachery col.,

1986; Valle y col., 1986; Oh y col., 1987). El gen que codilica parala PGA de E. col?

AS 1.76, secomprobópor secuenciaque eravirtualmenteidéntico al de E. col! ATCC

11105 (Guo y col,, 1989).Los genesparalasPGA de E. col! y K. citrophila presentan

un 80% de similitud, comparableal grado de similitud que hay entre las secuencias
aminoacídicasde ambos,un 87%(Barberoy col., 1986).Las secuenciasde aminoácidos
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de las PGA de A. viscosas y B. niega/erizan sontambiénclaramentesimilares(Ohasbiy
col., 1988;Martíny col,, 1994).

Las OLA aisladasde las diferentes cepasde Pseudonzonasmuestran algunas
regiones de similitud entre ellas y con las PGA (Matsuda y col., 1985, 1987a y b;
Aramorí y col., 199Ib; Ishiye y Niwa, 1992). La conservaciónde regiones entre

diferentesBLA podríaestarrelacionadaconla importanciadeestaszonasen la unión del
sustratoo en la catálisis,sin descartarseque puedantratarsede zonasimplicadasen el
reconocimiento de los lugaresde procesamientodel precursor.

No seha encontradoningunasimilitud de la OLA (tipo 1) de Psedornonassp. SE
83, ni de la PVA de B. sphaericuscon el restode las secuencias(Matsuday col,, 1987a

y b; Olsson y col,, 1985). Resulta curioso que la OLA (tipo 1) no presenteninguna
aparentesimilitud con las otras adilasas,puesesta enzunaposeeuna especificidadde
sustratomuy similar a la OLA (tipo II).

Se podría concluir que, a través de la comparaciónde secuencias,se puede
estableceruna cierta relaciónentrelas VGA y las OLA, si bien es dificil precisarsi estas
similitudes son debidas a la existencia de una adilasa ancestral común, evolución
divergente,o hansidoproducidasporun fenómenode evoluciónconvergentedebidoa la
similitud defimción.

Se ha propuestoquela subunidadade las PGA poseeel sitio de reconocimiento
para la cadenalateral de la penicilina O. En base a esta suposiciónOliver y col. (1985)
han comparadolas secuenciasde la subunidadaconla secuenciade aminoácidosde las
proteínasde unión a penicilinas(PBPs)de E. col! (KecK, 1985).Encontraronsimilitudes
en la región que comprendelos residuos168-191 de la subunidada con la región activa
de las PBPs(figura 2) (Oliver y col., 1985).

Sin embargo,Prieto y col, (1990) hansugeridoque la zonaactiva de las PBPs
debería compararsecon la subunidad[3de las PGA. Esta sugerenciase basó en los
estudiosde Jorisy col. (1988) que encontraronuna secuenciaSer-X-X-Lys común entre
PBPsy [3-lactamasas,implicada en la catálisis. En la secuenciade las PGA apareceeste
motivo en tres regionesdiferentes de la subunidad13, 372-375, 532-535 y 642-645.
Prieto y col. (1990) obtuvieron mutantesen la Lys 375 que no teníanalteradassus

propiedades cataliticas, por lo que se descarté esta región como la responsable de la
catálisis.Estudiosposterioreshanlocalizadola sermacatalíticaen la posición290 (Síade
y col., 1991;Martin y col., 1991;Choi y col., 1992;Dugglebyy col. 1995).
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FGAKC SAEKPGYYQHNaEWVK

PBPÍA SNIKPFLYTAAMDKGL

PBP1B S L A 1< P A T Y L T A L S Q PS
PBP3 STVXF>SVVMTALQRGV

PBP5 SLTXMMTSYVIGQAN1K

Figura 2. Comparación de las secuencias cercanas a la serbia catalítica (subrayada) de diferentes
PBPs de E. coil (Keck y col. 1985) y la correspondiente secuencia cercana a la Ser 372
(subrayada) de la PGAde 1. citrophila (Barbero y col. 1986). Las letras en negrita indican los
aminoácidos conservados en al menos dos secuencias entre las diferentes proteínas comparadas de
acuerdo a Oliver y ccl. (1985).
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Aunque el alineamiento entre la región de la subunidad a con la región de la
sermaactiva de las PBPsseaerróneo,no se puededescartarla importanciade la zona
168-191de lasPGA en la unión a la penicilina O. Así, la relaciónevolutiva entreBLA, 13
-lactamasas y PBPs como miembros de una superfamilia de serín-proteasas, es un tema

importante que todavía no se ha estudiado. Es posible que las POA muestrenzonas
similares a la secuencia Ser-X-X-Lys en ambas subunidades, ya que la unión y la

hidrólisis de la penicilina O necesitan de la actuación sincronizada de las dos
subunidades. Además aunquelas PBPs,las J3-lactamasas,y lasPGA hidrolizanpenicilina
O, la hidrólisis de esta molécula se producede diferentemanera.

5.3. PROPIEDADESENSOLUCION.

5.3.1. Conformación.

A partir del espectro de dicroísmo circular y de la secuencia de aminoácidos,se

han realizado las prediccionesde estructurasecundaríay el perfil de hidrofobicidadde la
PGAde K. cilrophila (Márquez y col., 1988). La enzimamaduraa pH 7 contiene 11-29

%de estructura en a-hélice, 34-44 %de estructura ¡3,11-20 %de giros ¡3 y 26-34 %de

estructura no ordenada. La POApresenta una gran estabilidad conformacional frente al

pH y la concentración de sal que podría serdebidaal alto contenidode estructura[3de la

proteína. La predicción de estructura secundariaindica que existen cinco posibles

regiones,dos en la subunidada y tresen la subunidadí3, compuestas por numerosos

elementosde estructura¡3 quepodríanreagruparseen una láminaantiparalela.
La POAde E. cvii muestrauna conformaciónglobular, cercanaa la esfericidad

en solución acuosa (Lindsay y Pain, 1990). El coeficiente de sedimentación,~

5,95 5, y el volumen especificoparcial, v2 0,739, calculados a partir de la secuencia de

aminoácidos, proporcionaron un cociente de fticciónjlf0 1,13, que está en el intervalo
de valoresquepresentanlas proteínasglobulares.Estaproteínaesmássimétrica quela
POAde B. rnegateriurn que posee un coeficiente de sedimentación de 5,5 5 (Cbiangy
Bennet, 1967). Los estudios de dicroísmo circular de la VGAde E. col! en la región del
Uy-lejano indicanqueestaproteinaposeeun 24 %de estructura en a-hélicey un 57 %

de estructura [3. La discrepanciaen los valoresrespectode la POA de .K. citrophila

podría debersea la diferentesensibilidaddel métodoempleado.La estructurasecundaria
no se afectasignificativamentepor los cambiosde la fuerzaiónica, ni por los de pH entre
2,7 y 9,4. A pH 12 se aprecia, sin embargo, un gran cambio conforinacional y se pierde

la actividad enzimhtica de forma irreversible. Los espectros de dicroísmo circular en la

región del 11V-próximo muestran un alto valor de elipticidad molar por residuo entre 260
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y 270 n.m, cercanoa 100 gradoscm2 dmoV.1, debido a la contribución sustancialde
residuos aromáticos, triptófano, tirosina y fenilalanina, característico de una estructura

terciaria bien definida (Lindsay y Pain, 1990). Los estudios de cristalización de la enzima

realizados recientemente han contribuidoha definir conmayorexactitudla estructurade
la proteína (Duggleby y col. 1995).
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5.3.2. Estabilidady desnaturalización.

Hastahacepoco tiempo, la estabilidadde las PA se discutíaprincipalmenteen
relaciónconlos fenómenosresponsablesde la pérdidade actividad.Por ejemplo, Berezín
y col. (1975) estudiaronla estabilidad de la enzima en fUnción del pH y de la
temperatura.Posteriormente,Anderssony Hahn-HKagerdal(1987a)demostraronque la

vida media de la actividad enzimática se correlacionabacon la temperatura de
desnaturalización,determinadapor calorimetríadiferencial de barrido,y emplearoneste
parámetroparadeterminarla estabilizaciónque sepodríaconseguirusandopollm.erosy
solucionessalinas(Anderssony Hahn-H~iagerdal,1987b).

Lindsay y Pain (1990) han estudiado la reversibilidad del proceso de
desnaturalizaciónde la PGA de E. cvii in ‘iñtro, medianteestudiosde espectroscopiade

fluorescenciay de dicroísmo circular, así como mediante electroforesisen gel con
gradiente de urea. La enzima se desnaturalizabaen un estrecho intervalo de
concentraciónde urea,conun punto medio en 4,5 M. La separaciónde lassubunidades
constituyentesde la proteínanativa suponíala pérdida de su actividad catalítica. Las
cinéticasde desnaturalizaciónfUeron dependientesde la concentraciónde urea, siendo

este comportamiento característico de proteínas oligoméricas estructuradas
cooperativamente.Por tanto, la PGA se mostrócomouna enzimacuyassubunidadesay
[3se mantienenunidasmedianteinteraccionesfuertementecooperativas,de naturaleza

esencialmentehidrofóbica. La ausenciade un equilibrio reversiblede asociación,junto a
la naturalezacooperativadel desplegamientoson propiedadestípicas de proteínas
oligoméricas activadas por proteolisis (Sizmann y col., 1990). Sin embargo, la
electroforesisde la PGA en gelescongradientede ureamostróque el plegamientode la

subunidada era reversibley rápido, mientrasque la subunidad[3agregabaincluso en
presenciade concentracionesaltas de urea, La subunidada fUe capaz de plegarse
reversiblementealcanzandouna estructurabien definida, caracterizadaporun porcentaje

en a-hélicemayor que el de la enzimanativa. Suspropiedadesfisicas, radio de Stokes,
coeficiente de sedimentacióny coeficiente de fricción, indicaron que poseía una

estructuraterciariaasimétrica,que en sumayor parteera globular. Asimismo, estudios
de unión a 8-anilino-1-nafialenosalfónicoindican la presenciaen esta subunidadde
dominioshidrofóbicos.Estosresultadoshanllevado a los autoresa sugerirque uno de
estosdominiosb.idrofóbicospodríanconstituir la zonade anclajede la subunidad[3para
reconstituirla enzimanativa, duranteel procesamientodelprecursor.La integridadde la

subunidada seha consideradoesencialparael procesamientode la POA a una forma

activa (Sizmanny col., 1990).
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5.3.3 Renaturalizacióny ensamblaje.

Se hanestudiadolos efectosdel pH, la fuerza jónica, y la temperaturaen los
procesosde renaturalizacióny ensamblajede la POA de E. col! Oz vi/ro, partiendodelas
subunidadesa y ¡3 desnaturalizadas(Lindsayy Pain, 1991).En condicionesóptimas,se

ha conseguidorenaturalizarmásde un 50 % de enzima,junto a un 20 % demonómeros

asociadoscon una conformacióncercanaa la de la enzima activa, pero sin actividad
catalítica.La presenciade un excesomolar de la subunidada mejoróel rendimientodel
ensamblaje,lo que vino a reforzar la hipótesisde que el ensamblajein vitro procedede

un modo secuencialconel plegamientoinicial de la subunidada seguidodel plegamiento
en su superficiede la subunidad¡3. El procesode reorganizaciónde las subunidadestras

su asociaciónfue lento. Pareceser que el endopéptidoen el precursoraumentala
probabilidadde colisión entreambospéptidos.La dependenciade la temperaturaen la

producciónde POA activa observadain vivo, se ha explicado como consecuenciadel

efectode desestabilizaciónque se produceen el plegamientode la subunidada con el
aumentode la temperatura.Por tanto, éste constituiría otro ejemplo más de cómo el
plegamientoin vivo de las proteínasdependede la temperatura(King, 1986).

Tambiénseha conseguidoreconstituirla PGA de E. cvii in vivo, partiendode
susdos subunidadesexpresadasporplásmidosdiferentesen la misma celula, actuandoE.
cvii comohuésped(Burtschery Schumacher,1992). La actividadse reconstituyóen el
citoplasma, a diferencia del procesonormal a partir del precursorcompleto que se
localiza en el espacioperiplásmico.Esto indicaría que el transportea través de la

membranacitoplásmicaesprescindibleen la maduraciónde la proteína.La actividad

enzimáticaalcanzónivelesmuy parecidosa los de la actividadPGA nativa de la cepa

empleada.Si a la subunidadasele unía el endopéptidode 54 aminoácidos,sedetectaba
una disminución en los niveles de actividad conseguidos.Estehecho podríajustificarse
porun plegamientode la subunidada erróneoy ralentizadoque la hiciera más accesible

a la degradaciónproteolitica.

5.4. CRISTALIZACION.

Dada la importanciade disponerde los datoscristalográficosde las BLA para

poderconocersu estructuracon detalle, se ha intentadola cristalizaciónde las adilasas
desdehaceya tiempo. Los primerosgruposque lo intentaronno consiguieronresolver

con éxito su estructura cristalina, sin embargo recientementese ha mejorado su

resolución.

El primer grupo que consiguiócristalesregularesde unaBLA fue el grupo de

Kutzbach(1974)quieneslograron la formaciónde cristalesrectangularesde PGA de E.
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ccli ATCC 11105, realizando el procesode cristalización lentamentea temperatura
ambientetrasprecipitarla proteínapura con EDIA y sulfato amónico. Ichikawa y col.
(1981),purificaron y cristalizaronla OLA de Pseudon¡onasGK-16, obteniendocristales
rómbicos.Posteriormente,Hunt y col. (1990),han cristalizadola POA de E. col! ATCC
11105usandopolietilénglicol8000como agentede precipitación.Los cristalesobtenidos
presentanunasdimensionesde aproximadamente0,4 x 0,3 x 0,2 mm. Ocasionalmente,se

formaron cristales mayoresde 7 x 2 x 1 mm, que generalmentedimerizaban y no

pennitían ser estudiadosmedianterayos-X. El análisis cristalográficopreliminar indicó
quelos cristalespertenecíanalgrupoespacialPl. Los cristalesdifractabanpordebajode

2,3 A (Hunty col., 1990).

Recientementese ha conseguidodeterminarla estructuratridimensional de la

POA de E. ccli mediantela técnicade reemplazamientomúltiple isomorfo, con un grado

de resoluciónde 1,9 A (figura 3) (Dugglebyy col. 1995). Los cristalesobtenidossehan
clasificadotambiéndentrodel grupoespacialPl. El heterodímerotieneunasdimensiones

aproximadasde 70 x 50 x 55 A. La proteínatiene forma arriñonadacon unahendidura

central, sus dos cadenasestánentrelazadasy no muestrandominios discretos, Este

resultadoestá de acuerdocon los obtenidosmedianteestudiosde estabi]idad de la

proteína, en dondese concluyó que la asociaciónde las subunidadesera altamente

cooperativa.

6. REGULACION Y EXPRESIONGENICA.

Uno de los primerosaspectosque llama la atenciónde las BLA essu compleja

regulación.Estadifiere muchoentrelos diferentesorganismosen que ha sido estudiada,

lo que sugiere una diversidad en la fimcionalidad biológica de esta actividad enzimítica.

En general, la producciónde BLA seve afectadanegativamentepor aquellos

factores que estimulan positivamenteel crecimiento de las cepas productoras,por

ejemplo, una temperaturade 37 0C (Vandamme y Voets, 1974), una elevada

concentraciónde oxígeno (Vojtisek y Slezak, 1975b) o la presencia de glucosa

(Mahajan,1984).

Los mecanismosde regulaciónquecontrolanla producciónde la PGA de E. col!,

de nuevo la más estudiada, pueden agruparseen tres principalmente: represión

catabólica, inducción por ácido fenilacético y termorregulación(Vojtisek y Slezak,

1975a;Vandamme,1981).
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ASN B241 ASN 8241

(JLN 823 <ILN 523

Figura 3. Estructura tridhnensional de la PGA de E. coil. a. Representacióndel
heterodímero.La subunidada. apareceai rojo y la ¡3 en azul. El residuo de Ser catalítica (Bí)
selocaliza en la cavidadcentralformadaentrelasdossubunidades,b. Vista perpendiculardea.
Seobservacómo la subunidada estéconstituidapor un anillo de seis hélices,en azul turquesa
(A24-A 148), seguido de otras das hélices, en verde, localizadasen el extremo C-terminal
(A153-A179). Estasúltimas seentrelazancon la subunidad¡3. Se observala formaciónde un
[3-sandwich,en rojo, en dondeel extremoN-terminal de la subunidada. (A3-A23), junto con

granpartede la subunidad¡3, seencuentraflanqueadopor a-hélicesdela subunidad[3.Enazul
oscurose indica una regiónhelicoidal formadapor la subunidad[3(B294-B439).En amarillose
muestrauna estructuratipa barril (3, que comprendeel dominio B74-B142, e. Residuosque
conformanel centroactivo de la PGA. La numeraciónde los residuosindica su posiciónen las
subunidadesay [3maduras(Dugglebyy col. 1995).
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6.1. REGULACION TRANSCRIPCIONAL.

6.1.1. Promotor.

La región 5’ adyacenteal gen quecodifica paralas BLA contienesecuenciasque

podnanestarimplicadasen la regulaciónde la expresióngénica.A nivel molecularsehan
indicadodosposiblesregionespromotorasparaelgenpacde E. cok. Valle y col. (1986)

medianteexperimentosde ‘primer extension”han determinadocomopunto de iniciación

de la transcripción3 1 ± 1 nucleótidosdesde el punto de inicio de la traducción.

Identificaronuna secuencia-35 (TAGATA) y -10 <TAGTAT), separadaspor 17 pb, que

esuna distanciaóptimaparala actividadpromotora.Sin embargo,Oh y col. (1987)han

propuesto una secuencia promotora diferente, que han determinado mediante

experimentosde fUsionesgénicas.Para estosautores,el promotorestaríalocalizadomás

cercadel puntode inicio dela traducción,y aunqueno lo han determinadocon precisión,

proponenlas siguientessecuencias:-35 (TTGCTA) y -10 (TATAAC). Portanto, queda

poresclarecercuál es el verdaderopunto de iniciación de la transcripcióndel genpacde

E. col!, asícomo determinarloparalasdemásBLA.

La presenciade un sitio de unión a ribosoma(RES) precediendoal codon de

iniciación parececlara en la secuenciade las diferentesPOA estudiadas(Valle y col,,

1986; Ohy col., 1987;Barberoy col., 1986).

Se ha encontradouna secuenciade terminacióntranscripcionalen la región

posterioral codonde terminaciónTAA del extremo 3’ (Barberoy col,, 1986; Valle y

col., 1986;Otto y col,, 1989).

6.1.2. Inducción.

Atendiendo a los factores de inducción podemosclasificar las BLA en dos

grandes grupos: aquellas cuya expresión es constitutiva y las relacionadascon el

metabolismosecundarioo inducibles,

Dentrodel grupo de las BLA constitutivasse encuentran,la mayoría de lasPVA

de origen bacteriano, por ejemplo, las PVA de B. sphaericus y Acinetobacter

calcoaceticus(Mahajan,1984).Tambiénselocaliza en estegrupola PGA de P. reltger¿

queno seinducepor ácidofeniacéticoy cuyo mecanismogeneralde regulaciónesmuy

diferenteal deE.coli (Daumyy col., 1982).

La mayoría de las PGA son enzimasinducibles, entreellas las <le E. col!, B.

rnegateriutny A. viscosus(Vandammey Voets, 1974; Ohashiy col., 1988). La PGA de

K. citrophila no se induce cuando seexpresaen esteorganismo,sin embargo,seinduce

cuandose expresaen E. col! (Garcíay Buesa, 1986). Tambiénson inducibleslas PVA
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producidaspor hongos.Por ejemplo, seha descritoque en los hongosde los géneros

Penicill!unt y Fusariurn se induce la producciónde PVA en presencia de ácido

fenoxiacético(Vanderhaeghe,1975). Tambiénse ha identificado como induciblela PVA

de B. plunibea (Schneidery Roelir, 1976). Los mejoresy más específicosinductoresde

las POA (Vojtisek y Slezak,1975a),de las PVA (Thadhaniy col., 1972)y delas OLA de

Pseudornonas (Shibuya y col., 1981) son, respectivamente,los ácidos fenilacético,

fenoxiacéticoy glutárico.

6.1.3. Represióncatabólicay efectodel cAMP.

La producciónde la PGA de E. col! estásujetaa represióncatabólica.Ejercen

represióncatabólicala presenciade glucosa,maltosay glicerol en el medio de cultivo

(Kaufinan y Bauer, 1964; Szentirmai, 1964; Vojtisek y Slezalc, 1975a y b). El efecto

represorde la glucosapuedesereliminado en presenciade cAMP (Daumyy col., 1986)

que incluso es capazde inducir por sí mismo la síntesisde la PGA de E. col! (Gangy

Shaik, 1976).

La POA de K. cilrophila muestraun sistemade represiónmuy similar al de la

enzimade E. coli (Okacbiy col,, 1972a,b,1973; Takasaway col., 1972). Sin embargo,

la biosíntesisde la PGA de P. re//gen no es reprimida por glucosa. Por el contrario, su

síntesisresultófUertementeestimuladapor la presenciade compuestosde alto contenido

en energíametabólica,como sonla glucosa,el citrato y el glicerol, y reprimidapor los

ácidosdicarboxilicosC4 del ciclo de Krebs,estoes,el succinato,el finnaratoy el malato.

La represión por succinato tiene lugar incluso cuando el medio de cultivo es

suplementadocon glucosa.OtrasfUentesde carbonotalescomocitrato,cc-cetoglutarato,

aspartatoy glutamato, que puedenconsiderarserelacionadosmetabólicamentecon los

ácidosdicarboxilicosC4 delciclo deKrebs,no inhiben la expresiónde la PGA (Daumyy

col., 1982).

Aunque aún no estáncompletamenteesclarecidaslas basesmolecularesdel

mecanismode controlde la regulación,sehanencontradodosposiblessitios deunión de

la proteínareceptorade cAMIP, en la región5 ‘del promotordeE. col!. Tambiénhay tres

secuenciaspalindrómicasquepodríanparticiparen la regulación(Valley col., 1986).

6.2. REGIJLACION POR TEMPERATURA.

Otra característicainteresantede la regulacióndela PGA de E. cok essuestricta

dependenciade la temperaturade crecimiento.Sólo hayproducciónde actividadPGA

entre 20 y 28 oc, tanto en la cepa productora original como en aquellas cepas

hiperproductorasobtenidas por manipulación genética (Kauifinan y Baner, 1964;
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Szentirmai,1964;Franceticy col., 1988;Yang y col., 1988; Shewaley Sivaraman,1989;

Hunt y col., 1990;Zhangy Zhang, 1990). Este fenómenono estáligado a la estabilidad

de la PCA ya que la enzimaes bastanteestablefrente a la temperaturay muestrauna
temperaturade catálisisóptimade 45 oc (Bondarevay col., 1969; Vandamme,1981). En
E. col! sehan caracterizadoal menosdos locusgenéticos,envY y ompT, responsablesde
la termoregulaciónde variosgenes.Sin embargo,ninguno de ellos esresponsablede la
tennorregulacióndel gen de la PCA (Valle y col., 1991). Seha postuladouna hipótesis
según la cual E. col! reconoceríasu “hábitat’ por medio de su sensibilidad a la
temperaturaconstituyéndosecomo parásitoo como organismolibre (Nakare, 1986).
Estacomplejavía de regulaciónaseguraríala expresiónde la PA a bajastemperaturas,lo
que indicaría que la bacteriaestá en un medio como organismolibre, para utilizar el

ácidofenilacéticocomoúnica fUentede carbono.
Los estudiosde Oh y col. (1987) indicaban que a 42 oc se obtenía sólo el

precursorde la PCA de E. col!, sugiriendola existenciade un bloqueodel procesamiento
postraduccional.La incapacidadde las cepasde producir enzima activa a elevadas

temperaturasseha atribuidoa un plegamientoimpropio de la subunidada, que, comoya
se Ita descrito,pareceser la partedel polipéptidoprecursorque se pliega en las etapas
iniciales del procesamiento(Lindsayy Pain, 1991). El precursorde las OLA es también
sensiblea ¡a temperaturay se acumulaen las célulascuandocrecena 42 oc como la PCA
(Matsuday col., 1987a)

Hay que teneren cuentaque a estenivel no todaslas PCA sonigual de estrictas
en su dependenciade la temperatura.Porejemplo,seha visto quela producciónde POA
por cepasde E. col! recombinantesquecontenganla PCA de E. cvii ATCC 11105 fue

mássensiblea la temperaturaque aquellosrecombinantesqueexpresabanla PCA de K.

citrophila (García y Buega, 1986). La PCA de P. rettgeri tampoco estásujeta a un

controlestrictode la temperatura(Daumyy col., 1982).

RecientementeKeilman y col. (1993)han estudiadomása fondo estefenómeno

llegando a ¡a conclusiónde que a temperaturassuperioresa 30 ‘C la transcripcióndel

genseproducecorrectamentepero se desacoplael transportede la PCAy la traducción

del mensajero.La distanciaentrela regiónde unión al ribosomay el AUG, asícomo la
conformación del péptido naciente,son importantesfactores que contribuyen a la

termorregulación.Seha propuestoquela ausenciade traducciónatemperaturaselevadas
evitaría la acumulación de precursor unido a la membrana incompetentepara la

transiocación.

¡
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6.3. PROCESAMIENTO POSTRADUCCIONAL.

Como ya se ha mencionado, las BLA son sintetizadascomo proproteinas

inactivas,quesufrenun procesamientoproteoliítico generándoselas dossubunidadesque
componenla enzima activa. El polipéptido precursorde las PCA de E. col! y K.

c!trophila, lasprimerasBLA estudiadas,comprendecuatrodominiosestructuralesque se

disponenen el siguiente orden desde el extremo N-terminal: el péptido señal, la
subunidada, el endopéptidoy la subunidad(3 (Barberoy col., 1986; Schumachery col.,
1986). Cadauno de estosdominiosjuegaun papelimportanteen el transponey en el

procesamiento.
El mecanismode procesamientopostraduccionalha sido estudiadopor muchos

investigadores(Sohumachery col,, 1986; Barberoy col., 1986; Bóck y col, 1983b;

Oliver y col,, 1985; Bnmsy col,, 1985; Ohashiy col,, 1988; Daumy y col, 1985ay b;
Linsayy Pain., 1990, 1991; Sizmanny col., 1990). El procesode formaciónde la enzima
activacomprendela siguienteetapas:

1.- Síntesis del polipéptido precursor que contiene los cuatro dominios

estructurales:péptido señal,subunidada, endopéptidoy subunidad¡3.

2.- Transponedel polipéptido precursoral espacioperiplásmico y posterior

elúninacióndel péptidoseñal.
3.- Rupturaproteoliticadel extremoN-terminal de la subunidad13.
4.- Eliminación del endopéptidodel extremo C-terminalde la subunidada a

travésde un procesamientoproteolíticosecuencialen doso trespasos.

El procesamientode las PCA es inusual en proteínasprocarióticas,si bien, es

conocido queconstituyeel mecanismode activaciónde proteínasvirales, así como de
muchashormonasy enzimasde organismoseucariontes(Douglassy col,, 1984). Otros
ejemplosde procesamientopostraduccionalde precursorespolipeptídicosson raros en

bacterias.Podríacitarsecomo ejemplola subtilisinadeB.subtilis,puesla formaciónde la

enzima madura impica la ruptura de una prosecuencia,que sirve para asegurarel

plegamientocorrecto de la enzima,y que no forma parte de la enzima maduraactiva

(Ikemuray col., 1987; Powery col., 1986; Thu y col., 1989). Otros ejemplossedanel
procesamientode las a- y 13-amilasasde B. polymyxa,cuyo precursorexhibe ambas
actividades,que se independizantras el procesamiento(Uozumi y col., 1989>, o el
procesamientodel complejo citocromo bc1 de Bradyrhizob!umjaponicum (Thény-

Meyery col., 1989).
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6.3.1. Péptido señal.

La localizaciónperiplásmicade la mayoríade las PA bacterianasprecisaqueestas
proteínas sean transportadasa través de la membranaplasmáticauna vez han sido
sintetizadas.En procariontes,todas las proteínas extracitoplásmicasconocidasson
inicialmente sintetizadasen el citoplasma y poseen una región extra N-terniinal,

denominadapéptido señal,quees esencialparaquela translocaciónseproduzca(Vlasuk
y col., 1984).La localizaciónde los sitios de procesamientodentrode la secuenciadel
gen quecodiñcapara las PA ha determinadoquetambiénen estecasoexistaun péptido
señalimplicado en el transportedelprecursor.

La fUnción de estospéptidosen el procesode secreciónno está aún del todo
esclarecidaa nivel molecular, aunquesí parececlaro que facilita la asociaciónde la
proteína a la membranaantesde la translocación.El reconocimientoe inserción del
péptidoseñalen la membranaseha propuestoquepuedeocurrir segúndos mecanismos

alternativos:
a) Ensamblajelibre, duranteel cual la proteínasufrecambiosconif’ormacionalesal

pasarde un entornoacuosoa otro lipídico (Wickner, 1979).
b) A travésde proteínasde membranaespecificasquereconocenal péptido señal,

uniéndosea él y orientandoy conduciendoa la proteínanacientea través de la bicapa
lipidica (Blobel y Dobberstein,1975).

Ambas hipótesis no son excluyentesy, de hecho, se han propuesto nuevas
hipótesisque no sonmásque combinacionesde los dosmecanismosanteriores(PerIman
y Halvorson, 1983). Se han propuestounaspropiedadescomunesa los péptidosseñal.
Estosconstaríande un núcleohidrofóbico de unosdoce aminoácidos,que suelevenir

precedido de un residuo cargadopositivamente(lisina o arginina) y terminarcon una
secuenciade alta probabilidadde giro 13 o con un residuo cargado.En las posiciones
siguientesse observala secuenciaAla-X-AJa, que es la señalmásfrecuentequeprecede

a unarupturaproteolitica(PerImany Halvorson,1983).
El extremoN-terminal de los precursoresde PA presentalas propiedadestípicas

de los péptidosseñal.Estáconstituidopor 26 aminoácidos,por lo que seríauno de los
péptidos señalconocidosmás largo. El núcleo hidrofóbico, estaríaformado por 14
residuosy se extenderíadesdela posición7 (metionina)a la 20 (serbia en la PGA de K.

c!trophila y triptófanoen la PGA deE. cok). Comparandoentresilospéptidosseñalde

ambasPAs,seobservaque aunquelos extremosN- y C-terminal son idénticos,existen
diferenciasdentro del núcleo central que, no obstante,continúa siendobidrofóbico en

amboscasos.A pesarde las diferenciasentrelos extremosN-termínalde la subimidada,
las dosproteínaspresentanuna altaprobabilidadde giro (3 en estazona(Barberoy col.,
1986; Márquez y col,, 1988), tal y como sucede en otras proteínasde secrección
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(Vlasuk, 1984). Otra diferenciaestribaen que el punto de corteesAJa-Glu en la PGA de
E. coli y Ala-Ala en la POA deK. cttroph!la.

Los estudiosde Schumachery col. (1986) mostraronque la eliminación del
péptido señalconduce a la acumulación del precursor en el citoplasma, donde no
presentaprocesamientoproteolitico,y por tanto,no generaproteínaactiva. Sin embargo,

Choly col. (1992)hanobservadoquela ausenciade péptido señalno elimina totalmente
la producción de POA activa. Sus resultadosindican que se bloquea totalmenteel

procesamientode la subunidada y disminuye la eficiencia del procesamientode la
subunidad¡3, aunquela causade estefenómenono esclara.

6.3.2.Procesamientode las subunidades.

Sizmann y col. (1990) han estudiado en detalle los requerimientosde la
estructuraprimaria para la maduración Pi vivo de La PGA de E. cvli ATCC 11105. Para
realizaresteestudio construyeronuna colecciónde polipéptidosprecursoresmutantes
con insercionesy delecionesen los diferentesdominiosestructurales,Como resultadode
esteanálisissehan podido extraerinteresantesconclusionesacercade la importanciade
cadadominio estructural.

Se ha encontradoque la región del endopéptidodebepresentarun tamaño

adecuadopara que se produzca el procesamiento.Una pequeña distorsión de la
estructura del endopéptidotodavía permite un procesamientoconecto, aunque con
menor eficiencia. Por ejemplo, al insertar el tetrapéptidoAla-Asp-Pro-Arg, se pudo
recuperarun 49 % de actividad acilasa.Sin embargo,la extensióndel endopéptidocon
24 aminoácidosadicionalesbloqueócompletamenteel procesamientodel precursorque
se acumulóde forma estableen la célula. Al delecionar43 residuosdel extremo N-
terminal, dejandosólo 11 aminoácidos,se detectaroncortesproteoliticos inespecíiticos
(Sizmanny col,, 1990).El péptido espaciadorse creeque determinauna conformación
adecuadapara el plegamiento conecto de las subunidades,al mantenerlasunidas
covalentemente(Oliver y col., 1985).

El extremoC-terminalde la subunidad(3 se definió comouna zonaabsolutamente
necesariaen el procesode maduración.La inserción del tetrapéptidoAla-Asp-Pro-Arg
en este extremo, bloqueó por completo la formación de PGA activa. El precursor se

localizó asociado a la fracción de membrana, lo que sugería un defecto en la
translocación,Esta interpretaciónsecorroboróposteriormenteal estudiarlos efectosde
las delecionesen estazona. Si se eliminabantres residuoshabíaprocesamiento,pero era
eficiente. Si la deleción comprendía6, 9, 11 ó 19 aminoácidosse bloqueabala
eliminacióndel endopéptido,aunqueparecíaqueel péptidoseñalsi sehabíaeliminado,
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Delecionesinternasen la subunidada, los 19 aminoácidosentrelasposiciones95

y 113, permitierondetectartrazasde actividadenzimática,lo que podría indicar quese
habríaproducidouna conformacióninestablede la proteínacon unarápida degradación
proteolitica. El efectode las delecionesen la subunidad¡3 fUe diferente,puesaunquese
detectórupturadelpéptido señal,no se detectóproteínamadura.El precursorparecíano
sersusceptiblea degradaciónproteolitica,siendoestable.

El grupo de Choi (1992) ha continuado el estudio de los requerimientos

estructuralesparael procesamientodel precursorde la PGA deE. cvii ATCC 11105.Su
estudiose ha basadoen el seguimientoin vivo del precursorconmutacionespuntualesen
diferentespinitos de ruptura.Tras cambiarlos aminoácidosqueconstituyenel punto de
ruptura de la subunidada, observaron que aquellos cambios que no introducen
modificacionesestructuralessignificativasno alteranel procesamiento.Sin embargo,una
sustitución con aminoácidos con tendenciasestructurales muy diferentes, como
introducir unaprolina rompiendoa-hélice,interrumpeel procesamientode la subunidad
a, aunqueno afectaal procesamientode la subunidad¡3 ni a la actividadenziniática.Las
diferentessustitucionesefectuadasen el punto de rupturade la subunidad¡3 permitieron

ver que existíauna relacióndirectamenteproporcionalentre el grado de procesamiento
de la mismay el porcentajede actividadenzimática.El procesamientode la subunidad¡3
parecetranscurrir previo al de la a. Cuando el residuo 5er290 se mutó a Cys, el
precursorse procesópero no se detectó actividad enzimática, Esto sugiere que los
requisitos estructuralespara el procesamientodifieren de aquellos necesariospara
conseguir actividad enzimática. La 5er290 había sido previamenteidentificada, por
estudiosde modificación química, como el residuo catalítico de las PA (Síadey col,,
1991;Martinycol., 1991).

Seha determinadoque en la subunidad¡3 de la PGA de K c!trvph!la, el cambio
de la Oíy3lO por Glu impide el procesamientodel precursor, aunqueno evita la

translocaciónal espacioperiplásmico.Estecambio sólo introduceligerasvariacionesde
estructura secundaria,pero la introducción de un residuo cargado en esta posición
impide que el precursor adopte la estructura requerida para el procesamiento
proteolítico. El triplete 01y3l0-Pro31 l-01n312 está muy conservadoentre diferentes
acilasas,lo que podría sugerir que estos residuosdesempeñanun importante papel
estructural(Prietoy col., 1992).

De estosestudiosse puedededucirque lo quepareceverdaderamenteimportante
en el reconocimientode los sitios de rupturadelprecursorno estanto su secuenciacomo
ciertos elementosestructurales,de la misma manera que ocurre con otras proteínas

(Warren, 1987).
La similitud estructuralde todaslas PGA donadasy secuenciadas(Daumyy col.,

1985ay b; Barberoy col., 1986; Schumachery col,, 1986; Ohashiy col,, 1988; Quaxy
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col., 1991; Martín y col., 1995) podría relacionarsecon unasimilitud en el procesode
maduración,previsiblementeanálogoal de la PGA de E. coli.para todas.El precursorde
las OLA de Pseudomonassp. tambiénorigina dos subunidadesde forma similar a las
PGA, aunque sin embargo, carecen de endopéptido (Matsuda y Komatsu, 1985;
Matsuday col., 1987a y b; Aramorí y col., 1991a y b). Por tanto, el plegamiento
adecuadopara el procesamientode las subunidadesdebe estar mediado por otros
factoresque no han sido detenninadostodavía. Los péptidosseñal de las OLA de
Pseudomonassp. OK 16, Pseudvrnvnassp. A14 y B. laterosporus tienen29, 28 y 27
residuosrespectivamente,y sesuponequesu procesamientodebeser similar al de las
POA (Matsuday Komatsu, 1985). Sin embargo,las OLA de Pseudomonassp. SE 83,
Nl 76 y V22 no presentanpéptido señal,y hoy en tija, no seconoceel mecanismoexacto

del procesamientoproteolíticode susprecursores.La PVA de B. sphaericusposeeuna
estructuracuaternariadiferente de las PGA y de las OLA, siendo un tetrámerocon
subunidadesigualesde 35 kD. Su gen se ha donadoy secuenciado,observándoseque
carece de una región codificadorade un posible péptido señal,lo cual era de esperar
dada su localización citoplásnxica (Olsson y Uhlen, 1986).

6.3.3. Modelo de procesamientoin vivo.

Estudiandolas cinéticasdel procesamientodel precursorde la PGA deE. col! Pi

vi/ro sevió que la subunidad ¡3 era detectadaantesquela subunidada, cuya aparición,a

su vez, eraprecedidapor la de dospéptidosde 29 y 29 kDa (Schumachery col., 1986).
Por otro lado, Bruna y col. (1985) encontraronque la secuenciaC-terminal de la
subunidada presentabaheterogeneidadmientrasque Kutzbachy Rauenbush(1974)

describieronla existenciade distintasPGA que ditbrlan en suspuntosisoeléctilcos.A la
vista de estosresultadosse ha propuestoun procesamientodel precursorde la PGA de
E. coIl, que debeser similar en otras BLA (figura 4). Una vez que el péptido ¡3 es
liberado del precursorpor ataqueendoproteolitico,se obtiene la subunidada por
sucesivasproteolisisapartir del extremoC-terminal,pasándosepor especiesintermedias
quedaríancuentade la heterogeneidadanteriormentecitada.

Uno de los problemasmás interesantestodavíapor resolveres el de determinar
las enzimasproteoliticasresponsablesdel procesode maduraciónde las BLA. Se han
manejadotres hipótesis. La primera de ellas se basa en la existencia de proteasas
específicasquereconoceninequívocamentelos puntosde rupturaen el precursor.Se ha

observadoque el precursorde la PGA de diferentesprocedencias,es correctamente
procesadoen todaslas estirpesde E. col! transformadas,e incluso en P. pulida, aunque

no poseyeranla actividadenzimáticaantesde ser transformadas(Daiuny y col,, 1986;
Barberoy col,, 1986).
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(23 kDa)

Figura 4. Fasesdel procesamientopost-traduecional de la penicilina G acilasa de E. cvii
(Sizmanny col. 1990). s, péptido sefial; e y e’, endopéptidosin procesary parcialmente
procesado,respectivamente;ay j3, subunidadesay [3de la PCA.
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Esto no parececoherentecon la hipótesisinicial. Parecemás razonableasumir

que el sistema de proteolisis implicado podría intervenir también en otros procesos
fisiológicos. Si estasproteasasse localizasenasociadasa la membranacitoplásmicase

entenderíaque el procesamientoestuvieraacopladoa la translocación.La tercerade la.s
hipótesis sugiere la posibilidad de que el procesamientoresultarade una actividad
autoproteolíticadel mismo precursordurantela traslocación.En este sentido,hay que
indicar quese ha encontradola autoproteólisisde la POA de P. rettgeri en ausenciade
urea(Daunayy col., I985a>. Además,el procesamientode la proproteinade la subtilisina
transcurremedianteun mecanismointermolecularde autocatálisis(Powery col., 1986;
Zhu y col., 1989). Se puedeproponer,por tanto, que cuandoel precursores integrado
en la membranadurantesu translocación,se producenlos reajustesestructuralesque
exponenlos puntosde cortesusceptiblesa proteasasinespecíficas,o bien queinducenla
autocatálisis.

7. ASPECTOSCINETICOS.

7.1. ESPECIFICIDAD DE SUSTRATO.

La especificidad de sustrato de las POA procedentes de muy variados

microorganismosha sido uno de los aspectosmás extensamenteestudiados(Huangy
col., 1963; Cole, 1964, 1969a,b y c; Vojtisek y Slezak, 1975c;Plaskiey col., 1978;
Margolin y col., 1980). No obstante, son pocos los trabajos en los que se han
determinadodeun modorigurosolosparámetroscinéticosde la reacción(Km y kcat), y
de aquí queseadifldll comparary correlacionartodoslos resultadosobtenidos,Uno de
los primerosestudiosen la determinaciónde la especificidadde sustratolo realizó Cole

(1969a) empleando preparacionesenzimíticas de PGA de E.co!! sin purificar.

Posiblemente,la presencia de membranasdurante el análisis creó problemasen la
difUsión de los sustratos,lo quejustificaría que los valoresde Km para la penicilina (Ji
fUesen mayoresque los calculadosposteriormentecon la enzima pura. El mismo
problemaexplicaríalos elevadosvaloresde Km y K~ obtenidospor el grupo de Schdmer
y col. (1984)con célulasenteras.

Desdelos prlin~ros estudiosse puso de manifiesto que el resto acilo de la
molécula de sustratoera máscrítico en el reconocimientopor la enzima que el resto
amino (Hamilton-Miller, 1966), El estudiode la desacilaciónde diferentesmoléculasde

penicilina indicó que la p-hidroxibencilpenicilina(penicilina X) es el mejor sustratoen
cuantoa suconstantede especificidad,seguidode la bendilpenidilina(penicilina (1), DL-
a-hidroxibendil-, 2-flirilmetil-, 2-tienilmetil-, D-cz-aminobendil- (ampiciina), n-

42



propoximetil- e isobutoximetil-penicilina. La fenilpenidilina y la DL-a-
carboxibencilpenicilinano son sustratos,en tanto que la fenoximetilpenicilina(penicilina
V) es hidrolizada con muy baja eficiencia. La naturalezadel núcleo ¡3-lactámico no
constituyeunabarrerapara la PCIA ya que escapazde hidrolizar con alta eficiencia las
cefalosporinasequivalentes(Cole, 1969a), aunque no hidroliza cafalosporinaC (Shimizu

y col., 1975).
Esta enzima es tambiénactiva sobre otros sustratosdistintos a las penicilinaso

cefalosporinas,y puedehidrolizar fenilacetamidao las fenilacetamidasde L-aminoácidos,

así como las amidas de otras cadenas laterales de las penicilinas anteriormente
nombradas,La benzamiday la ¡3-fenilpropionamidano son sustratos,Aunquela mayor
especificidadde esta enzima se manifiestapara las fenilacetamidas,algunas amidas
alifáticas que presentancadenasde longitud similar al ácido fenilacético, como por
ejemplola valeril- y hexanoilamida,tambiénpuedenserhidrolizadas(Cole, 1969b).

La PGA presentauna actividadenzimáticaestereoespecíflca,siendolos isómeros
L de fenilacetil-aminoácidos y de fenilacetil-amino-il-lactamas hidrolizados más
rápidamenteque sus correspondientesisómerosD. Sin embargo,cuando el sustrato

porta un núcleode 6-APA o 7-ADCA la preferenciaenantioméricacambia y la enzima
hidroliza mejor los isómeros D (Cole, 1969a y b; Plaskie y col,, 1978). Resulta
interesanteque,a pesarde la baja especificidadque presentala PGA parael restoamino
del sustrato,ni el sulfóxido ni la sulfona de penicilina O son hidrolizadospor la enzima
(Plaskiey col., 1978). Esencialmente,la enzimamuestrala mismaespecificidadcuando

cataliza la reacciónde síntesisde penicilinasy otros compuestosfenilacetilados(Cole,
1969c).

Es importante señalar que la enzima actúa también como una esterasa,

hidrolizandodistintosésteresdel ácido fenilacético,así como los ésteresequivalentesa
lasamidasantescitadas(Cole, 1969b). Konecnyy col, (1983) hanestudiadola hidrólisis

de un sustrato que no sigue los patrones estructuralespreviamentedescritos, el
metilésterdel ácidocianoacético(Konecnyy col., 1983).

Kaschey col. (1984) indicaronque el centroactivo de la PGA poseeun sitio de
unión especificopara6-APA adyacenteal sitio de unión de la cadenalateral de acio.
Estos mismos autores,a partir del estudio del efecto de la fUerza ióniica sobre las

constantescinéticasde la reacción, sugirieronquela interacciónes de tipo iónico y se
estableceentreel carboxilo desprotonadodel 6-APA y un residuo de la enzimacargado

positivamente. Con todo esto, se puedeconcluir que, la unión del resto amino del
sustratoen el centroactivo sí tiene lugarde un modo específico,aunqueno resulta,en
general, tan clave para el mecanismode catálisis como la unión del resto ácido,

posiblementeporqueéste,al ser el segundoproducto saliente,participa en mis etapas
cinéticas.
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Sobrela especificidadde sustratode las otrasBLA se conocemucho menos,En

un principio se creyó quela PVA deF. .sernitectumera activa sobrefenoxinietilpenicilina
y sobre aminoácidosderivados(Walschniid-Leithy Bretzel, 1964). Sin embargo,tras
purificar la enzimaseha separadola actividadaminoacificade la PVA (Baumanny col.,
1971). La PVA de B. plumbea,unavez pura, ha mostradogran especificidadpara la
penicilina y y susp-hidroxi derivados(Schueidery Roehr, 1976). La PVA de E.

aroideae muestra una actividad específicamuy dependientedel pH. A pH 5,6 sólo
hidroliza penicilinay, mientrasque a pH 8,0 solamentehidroliza cloxacilina y meticilina,
pero no penicilina y (Vandammey Voets, 1975). Por tanto, las PVA parecentenerun
grado mayor de especificidadque las POA. Las AMA reconocenespecíficamentela
ampicilina como sustratoy no puedenhidrolizar las penicilinasO oV ( Ryu y Ryu, 1987
y 1988; Kato y col., 1980ay b). Las OLA, a partede hidrolizar el glutaril-7-ACA,

tambiénmuestrancierta actividad sobre el succinil- y adipil-7-ACA, y lo que es más
importante,algunasOLA son capacesde hidrolizar la cefalosporinaC, aunqueconmuy
baja eficiencia.Igual quesucedíaconlas POA, estasenzimaspuedenactuarsobreambos
tipos de núcleos Il-lactámicos, hidrolizando tanto los ésterescomo amidasde los

correspondientesácidos de las cadenaslateralesque reconocenen las cefalosporinas
(Matsuday Komatsu, 1985;Matsuday col., 1987a; Vandamme,1988; Aramori y col.,

1991ay c).

7.2. CENTRO ACTIVO.

Aunque hacealgúntiempo quesehabíacristalizadola POA deE. col! <Kutzbaclí
y Rauenbusch,1974; Hunt y col, 1990) estableciéndoseincluso algunascoordenadas
moleculares(Hunt y col. 1990), la estructuratridimensional de esta enzima se ha

publicadorecientemente(Dugglebyy col. 1995). Por ello, todos los datosreferentesal
centro activo que hasta ahora se tenían procedían de distintas aproximaciones
bioquímicasy genéticas.La mayor partede los estudiosdirigidos a la identificaciónde
residuosdel centroactivo correspondena estudiosde modificación químicabasadosen
la inactivaciónde la enzimamediantereactivosespecíficosde grupo. Hay que indicar,

que salvo en algunos casos, estos trabajos sólo aportaron información preliminar
(Mahajan, 1984). Uno de los datosmis significativos en estesentido es la inhibición
equimolecularirreversibleque seproduceen presenciadel fluoruro de fenilmetilsuifonilo
(PMSF), conocido inhibidor de serín-proteasas(Kutzbach y Rauenbusch,1974). El
PMSFinactivatotalmentelas PGA por modificacióncovalentede un únicoresiduode la
enzima. Sin embargo,el hecho de que otros inhibidoresde estasproteasas,como el

fluoruro de diisopropilfosfato,no inactiven la enzima sugiere que la inactivación por
PMSFsedebea suhomologíaestructuralconel ácido fenilacéticoy que la accesibilidad
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delresiduode sernaque semodifica haciaotros inhibidoresestárestringida(Siewinskiy
col., 1984). La cinéticade la inactivaciónpor PMSFindica quese trata de unainhibición
competitivay seproduceinmediatamentedespuésde la adicióndelinhibidor (Shvyadasy
col,, 1977). La reaccióncon PMSF es, por lo tanto, un método ideal para titular el
númerode centrosactivosde las PGA.

Los primerosestudiosllevadosa cabopara determinarel residuoresponsablede

la inactivaciónpor PMSJF indicabanque éstese encontrabaen la subunidad¡1 (Daumyy
col., 1985a). Posteriormente,por medio de mutagénesisquímica se demostróque el
residuocatalítico era la sernalocalizadaen el extremoN-terminalde dicha subunidad13
(Síade y col., 1991; Martin y col., 1991). Estos resultadoshan sido confirmados
recientementepor mutagénesisgenética(Choiy col., 1992).

Otrosestudios,tal vez menosprecisospero no por ello menosinteresantes,se

hanrealizadoparadeterminarla implicaciónde las dossubunidadesen la especificidadde
sustrato.Daumy y col. (1985a y b) consiguieronobtenerPGA mutantescapacesde
hidrolizar compuestosconteniendocadenaslateralesdistintasal ácido fenilacético. Una
vez separadasy renaturalizadaslas dos subunidades,a y [3,de la PGA construyeron

acilasasquiméricasen las cualesla especificidadde la cadenalateral estabaligada a la
subunidada. Williams y Zuzel(1985) encontraronqueel residuoMetióS era importante
en la determinaciónde la especificidadde sustratode la POA de E. col!, puesel cambio
Metl68Ala aumentabala actividad sobre 6-bromohexanoll-6-APA,mientras que la

constantede especificidadpara la penicilina O, la penicilina y y el ácido fenilacetil-4-
axninobenzoicodisminuían. Se ha estudiado asimismo el efecto de las siguientes
mutaciones en la POA de K citrophila: Metl68AIa, MetiáSVal, GlyIóáAsp,
Lys375Asn y His48lTyr. Las mutacionesen la Metl68 aumentabanla constantede
especificidadde la enzimapara la penicilina O, la penicilina V y el ácido fenilacetil-4-
aminobenzoico,y ademásdisminuíanla sensibilidada PMSF (Prieto y col., 1990). El

estudiodel perfil termodinámicodelmutanteMetl68Ala indicó que la MetiáSparticipa
en la estabilizacióndel estadode transicióny del complejo enzima-sustrato.Por tanto,
este residuoestá implicado en la interaccióncon el sustratoaunqueno participa en la
catálisis(Martín y col,, 1990).El cambiode los residuosLys375 e His48I no alteranla
kcat ni la reactividad conPMSF, por lo que no deben ser residuosimportantesen la
catálisis(Prietoy col., 1990).

Variosautoreshanpropuestoqueuno o másresiduosde triptófanopodríanestar
implicadosen el centroactivo de la POA (Robaky Szewczuk,1981; Mahajany Borkar,
1983). Sin embargo,susestudiosno fUeronmuy completosal no calcularlosparámetros
cinéticosni cuantificarel númerode residuosde triptófano modificados.Posteriormente,
Márquezy col. (1988) estudiaronla interacciónde la PCIA con penicilina O sulfóxido,

observandocambiosconformacionalesque afectabanal microentornode varias tirosinas
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y triptófanosde ambassubunidades,Tambiénsehapropuestola existenciade un residuo
de argininacercadelcentroactivo de la PGA deEcol! (Prabliuney Raman,1990).

Otro dato importante relativo a residuosimplicados en la catálisis, sería la
participaciónde dos histidinasen el centroactivode la AMA deP. melanogenum(Kim y

Byum, 1990).
A la luz de los recientesdatoscristalográficosmuchasde estasinterpretaciones

han quedadosin sentido ya que pareceque la catálisis se lleva a cabo medianteun
mecanismoatípico, con la únicaparticipaciónde la sermali-terminal de la subunidadfi
(Dugglebyy col. 1995). Los residuosque se encuentranen el bolsillo catalíticoson la
Metl68 y la Phel72de la subunidada y la 5er67, la 11e177, la Phe57,el Trpl54 y la
Arg2á3 de la subunidad¡3. En la bocade estebolsillo seencuentran,entreotros, la serma
catalítica,la Asn 241, la Gln23 y la Ala 69, todosellosen la subunidad¡3. Lasestructuras

de los complejosPOA:ácido fenilacéticoy PGA:PMSFhan permitido determinarel sitio
de unión de la cadenalateral de los sustratos(figura 5). El resto fenilo de cadauno de
estosinhibidoresse localiza en el interior de la proteínaen un bolsillo hidrofóbico que

está constituidopor varias cadenaslateralesaromáticase hidrofóbicas(Dugglebyy col.
1995).

7.3. MECANISMO CINETICO.

7.3.1. Dependenciade los parímetros cinéticoscon el pH.

Se ha estudiadola variación de los parámetroscinéticos de la POA de K.

citrophila con el pH, para obtenerinformación acerca del mecanismoquímico de la
reaccióncatalizadapor la enzima.El resultadode estudiarla dependenciacon el pH de la
constantede especificidad(V/’Km) para la hidrólisis de penicilina O indicó que la forma
libre de la enzimacataliticamenteactivapresentaun grupo conun pK en torno a 4,7 que
debe estar desprotonado,y otro grupo con un pK cercano a 9,7 que debe estar
protonado.Los estudiosde perturbacióncon disolventesorgánicosy el efecto de la
temperaturamostraronque estosgruposeran de tipo ácido catiónico y de tipo ácido

neutro,respectivamente,con entalpiasde ionizaciónde 29,7 kJ/mol y 111 kJ/mol. Tras
estudiar la naturalezade la inhibición de la penicilina <1 sulfóxido, con respectoa la
hidrólisis de la penicilina O, se vió que era competitiva y reversible. La similitud
encontradaconel caso anteriordel perfil de pH, y valoresde pK obtenidosa partir de la
constantede inhibición (KO, permitió proponerque los grupos ionizables esenciales

participanen la unión de la molécula de penicilina O y susanálogosen el centroactivo
de la enzimagraciasal establecimientode puentesde hidrógeno(Martín y col., 1993a).
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Figura 5. Estructura del centro activo de 1. PGA en presenciade PMSF y FA. a. Complejo
POA:PMSF. Se puede observar la estructura del intennediotetraédrico. Se muestran las
interaccionesque se establecennitre las cadenaslateralesde los residuosOlnB23, AJaBÓ9 y
AsnB24l y el inhibidor. Las líneas de puntos representanposiblespuentesde hidrógeno. b.
ComplejoPOA:FA (cadenalateral de la penicilina O sulfóxido). Se observacómo la posición
de la SerBí es adecuadaparallevar a cabo el ataquenucleofilico al carbonocarbonilico. c.
Representaciónestereoscópicadel ácido fenilacético situado en el bolsillo catalítico. La
numeraciónde los residuos indica suposiciónen las subunidadesz y ¡3 maduras(Dugglebyy
ccl. 1995).

c
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La inactivación de la POA de K. c!trophlla por N-etoxicarbonil-2-etoxi-1,2-
dihidroquinoleína,un reactivoespecíficode gruposcarboxilo, se vio querespondiaa un
mecanismode modificaciónenzimáticaen equilibrio termodinámico,El análisiscinéticoy
termodinámicode este procesollevó a sus autores a concluir que la inactivación

transcurríaa travésde una reacciónen dospasos,en dondeuna rápidaunión reversible
inicial era seguidade un paso inactivante y lento, tambiénreversible (Martín y col,,

1993b).

7.3.2. Perfil termodinámicade la catálisis.

La constantede equilibrio de la hidrólisis de la penicilina O por la PGA de E.

col!, en ácido fenilacéticoy 6-APA, es dependientedel pH, favoreciéndosela reacción
directa a pH alcalino (Svedasy col,, 1980; Konecnyy col., 1983). Las medidasmis
precisassobre el equilibrio termodinámicose han determinadomedianteestudiosde
FLPLC y microcaloriinetría (Tewari y Ooldberg, 1988) y muestran los siguientes
parámetrostermodinámicosparala reacción:

Pen<1?(aq.) + H20 = ác. fenilacético (aq.)+ 6-APA (aq.) + }t (aq.)
K=(7,35±1,5)x 10

8mo1kg1

AG040,7±0,5 kJmol”1
AH029,7±0.6kJmolr’

AC0~ = -240k 50 Jmot1K1(a298,15K)

También se hancalculado las constantesde equilibrio en la hidrólisis de otros
sustratos,por ejemplopara la ampicilina (Margolin y col., 1978),pero sehan realizado
de forma menosprecisa.

Los perfilestermodinámicosde la reaccióndehidrólisis depenicilina O catalizada
por las PGA de K. c¡trophila nativa y el mutanteMetl68Ala, calculadosa partir de la
dependencia de los parámetros cinéticos con la temperatura, indican que la unión del
sustrato requiereunas elevadasentalpía y entropía de activación. Esto sugiere la
existenciade un mecanismode ajuste inducido (Martíny col., 1990).

7.3.3. Cinéticas en estadoestacionario.

La elucidación del mecanismocinético de la hidrólisis de penicilinas por las PA se

ha realizado mediante el empleo de dos estrategias generales: caracterización de la

inhibición causadapor los productosde la reaccióny estudiocinético de la competencia
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entre sustratosalternativos,tanto en la reacción de hidrólisis como en la síntesisde

penicilinas.

En la reacción de hidrólisis de penicilina O catalizadapor la POA de E.coll

(Balashinghamy col., 1972; Kutzbach y Rauehbusch, 1974) o por la PGA de
B.megczteriurn (Chiangy Bennet, 1967), ambos productosde la reacción,6-APA y ácido
fenilacético, se comportan como inhibidores no competitivo y competitivo,

respectivamente.Esteresultadoindicaque el mecanismocinético de catálisises de tipo

ordenadoUni Bi, en el queel primerproductode salida es 6-APA(Roberts, 1977). Una
diferenciaentrelas dosenzimasantenoreses que sólo la PGA de E. col! es inhibidapor
un excesode sustrato.Sehan encontradoalgunasexcepcionesa estecomportamientoen
otrasPA. Así, la PVA de B. plumbeano esinhibidani por el sustratoni porningunode
los productosde la reacción,6-APA y ácido fenoxiacético(Schneidery Roelir, 1976).
La PVA de E. sphaertcus es inhibida competitivamente por 6-APA y no
competitivamentepor ácido fenoxiacético (Mahajan, 1984). Sin embargo, tras la
comparaciónrealizadaentrelas diferentesecuacionesde velocidadobtenidaspara las
cinéticasde reacciónque incluyen las inhibicionespor sustratoy por producto (Leey
Ryu, 1982; Nam y col., 1985), sepodría concluir que todaslas PA respondena un
mismomecanismoglobal.

Lasmejorescondicionesexperimentalesparaanalizarla hidrólisisde la penicilina

o por la POA de E. col!, se han obtenido en un intervalo de pH entre 7 y 8,5. Los
valoresde Km calculadospor diferentesautoresvaríanentre 2 x í05 M (Kutzbachy
Rauenbuch,1974)y 8,5 x io-6 M <Veronesey col,, 1981). En estosmismosestudiosla
Ki del ácidofenilacéticoosciló de 2,8 x í05 M a 2 x 1CY4 M. La inhibición por 6-APA
esmuchomásdébil conun valor deK~ — ío2M.

De entre los muchossustratosde la PGA, la penicilina O presenta el valor de

constantede especificidadmásalto, lo7 It’ ~4 (Margolin y col,, 1980). La mayoría de
los sustratosamidasquellevancomorestoadioal ácidofenilacéticomuestranvaloresde

kcat similares, cercanosa 50 s-l, mientrasque para los ésteresestevalor esunastres
veces mayor. Esto implica que la hidrólisis de ambossustratosdifiere en la etapa
limitante delproceso,siendoel pasode acilaciónlimitanteen la hidrólisisde las amidasy
el pasode desacilaciónlimitanteparalos ésteres.

El hecho de que la PGA pueda catalizar la transferenciade grupos acilo se
explicapor la formaciónde un intermedioadil-enzima(Konecny, 1981). La transferencia
de acilo catalizadapor las PA esun procesocontroladocinéticamente.La existenciade

tales mecanismosenzi.máticosde transferenciade adaha sido observadatambiénen el
caso de la síntesispeptidica por esterasasy proteasas(Goldberg y Fruten, 1969;

Morihara y Oka, 1977). El principio básico que justifica este comportamientoes la
competenciaentreel agua(reccionesde hidrólisis)y el resto de nucleófilos(reacciones
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de síntesis)por el intennediocomún (acil-anzinia) que contieneel resto acio activado
queva a sertransferido(Konecny, 1981;Konecnyycol., 1981, 1983)

Sin embargo,seránecesariorealizarel estudiocinético en estadopre-estacionario

paracaracterizarconprecisiónel mecanismode catálisisde lasPA.

7.3.4. Cinéticas en estadopre-estacionario.

Los estudios cinéticos en el estado estacionariodan una información muy

limitada acercadel mecanismoenzimático.Esto se debea que la realización de estos
estudiosrequiereuna baja concentraciónde enzima,ya que el estadoestacionariose
defineporquela concentraciónde los intermediosde la reacciónno varian con el tiempo,
y por tanto, sólo permitendeterminarla velocidadtotal del proceso.Por supuesto,esta
información esútil para estudiarunaenzima,pero si aumentamosla concentraciónde
ésta se podrían detectar los intermedios enzimáticosy obtener mayor información
cinética. Como la velocidad de una reaccióncatalizadaenzimáticamentees dependiente
de la concentraciónde ésta, el incrementode la concentraciónde enzima acelerarála
reacción de tal manera que será necesariorecurrir a una tecnología especialmente
diseñadaparapoderestudiarestetipo de cinéticasrápidas.

Una simple consideraciónserá suficiente para ilustrar la importancia de las

técnicas de cinéticas rápidas. Aunque el número de recambio (o “turnover) entre
diferentesenzimases muy variable, la mayoría presentaun valor aproximadode unos
100 ~ A estavelocidadel pasomáslento de una reacciónseríadeunos7 ms, y esto

hacenecesarioobservarla formacióny descomposiciónde un intermedioenla escalade
milisegundos.Lastécnicasde mezclaclásicasnecesitanun tiempo mínimo alrededorde
10 segundosy esto las limita en el estudio de las reacciónenzimáticasen estadopre-
estacionario,Sin embargo,el diseño de los métodosde mezclay detecciónrápidos,

comoesla técnicade flujo detenido,ha permitido solventarel problema.
El método de flujo detenido fue desarrollado por Rongliton (1934) y

perfeccionadopor Chanceseis altos después(1940).El principio de estatécnicapodría
resumirseen pocas palabrascomo un. equipo que consta de dos jeringas, que son
disparadasautomáticamentepara iniciar la reacción que comienza en la cámara de
mezcla.El progresode la reacciónse siguea travésde un detectoradecuado.

8. APLICACIONES INDUSTRIALES.

Las BLA representanel único grupo de enzimasque ha sido empleadoen la
industria inmediatamentedespuésde su descubrimiento,haceya másde dos décadas,
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Esto ha sido posible gracias al avance simultáneo en diferentes aspectos de la
biotecnología,talescomo la mejora de cepasproductoras,fermentaciónautomática,

purificaciónenzimíticaa granescala,inmovilización enzimática,diseñode reactores,etc.
Aunque la principal aplicación industrial de las 13-lactam acilasasconsisteen

obtenertosnúcleosde las penicilinasy cefalosporinassemisintéticas(6-APA, 7-AnCA y
7-ACA), la baja especificidad de sustrato de esta familia de enzimas, su
estereoespeciflcidady sucapacidadde catalizarreaccionesde adilación,permitenampliar

el margende susutilidadesindustriales.

8.1. INMOVITLIZACION ENZIMATICA.

Los interesescomercialesque muevenel desarrollode la tecnologíapara obtener

los intermediosde la síntesis de las penicilinas y cefalosporinassemisintéticas,han
conducidoaconsiderardiferentesmétodosde uso delas BLA. (Queenery Swartz, 1979;

Abbot, 1976;Vandamme,1980). Así sehanempleado;
1 - Sistemasde células libres.
2 - Preparacionesenzimáticassolublesobtenidaspor extracciónde la enzima de

las célulasproductoras,o concentrandoaquellasde naturalezaextracelular,

3 - Inmovilización de células.

4 - Jiunovilizaciónde la enzima.
Factores tales como mejorar la vida media del catalizador, los beneficios

económicosquereportasu reutilizacióny la exclusiónde macromoléculasalergénicasdel
producto, hacen que la inmovilización de la enzima sea la opción elegida a nivel
industrial. La inmovilización de la enzima, resulta a su ve~ ventajosa frente a la
inmovilización de células, por su mayor actividad y especificidad, menores limitaciones

de difusión de sustratoy productos,y un mejor control de esterilidad, Sin embargo,la
mejora en el diseilo de biocatalizadoresque inmovilizan células enteras,se ha seguido
intentando,dadoel abaratamientode la producciónque supondríapoderevitar la etapa

de purificación (Rodríguez,y col., 1994).La inmovilización de la PA ha sidouno de los
principalesfactoresquehan contribuidoa que la obtenciónenzimáticade 6-APA seaun

procesoeconómicamenteviable, representandouno de lospocoséxitos a gran escalaen
la tecnologíade inmovilización de enzimas.

Se han empleadouna gran variedad de matricesparainmovilizar la PA, Los
inetodos fisicos y qulmicos que se utilizan para la inmovilización son: adsorción,

atrapamiento en fibras, microcapsulación, intercambio iónico, entrecruzamiento,
copolimerizacióny unión covalente(Lagerlofy col,, 1976; Savidgey Vandamme,1984;
Vandamme, 1981). Los protocolosiniciales de inmovilización enzimáticahan sufrido
sólo ligerasvariaciones,sin embargo,se han descrito otras dos aproximacionespara
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poder reutilizar la PA. La primera consiste en un sistema acuoso en dos fases,
constituidopor dospolimerossolublesun agua,o bien,por un polímerosolubleen agua
y una solución salina. La enzimase enriqueceen una de las dos fases. Estetipo de
sistemaspresentamuy baja tensión superficial entre las fases, y con una pequeña

agitaciónhayuna buenatransferenciade masa,evitandolas limitacionesde difUsión por

disponer de una gran área de superficie de intercambio, La concentración de enzima

puedeoptimizarse,sin teneren cuentalas dimensionesdel reactor y el volumen de
matriz, además,se puede añadir enzima duranteel procesosi es necesario,lo cual
suponeuna ventaja sobre el método de inmovilización enzimítica (Andersony col,,
1984). La segundaincorpora la PA en un complejo polielectrolítico soluble, pero
precipitable.Estospolímeros se formanpor una rápidareacciónde intercambiojónico
entrepolimerosde carga opuesta. La enzima se une covalentemente a los policationes, y

el complejo enzima-polímerose precipita acidificando el medio. Este complejo, es de
nuevosolubilizadoaumentandoel pH(Margolin y col., 1982). En la tabla 7 se muestran
algunosejemplosde adilasas inmovilizadas.

La eficienciay propiedadesde la inmovilización de enzimasdependede la fuente

enzimática, su pureza,la naturalezadel soporte, y el método de inmovilización. Las
propiedadesfisico-quimicas de la enzima puedenalterarsecomo consecuenciade la
inmovilización. La limitación diflisional y la fuerteunión de la enzimaen un alto número

de puntos,puedeinfluir sobreel valor de KM. El perfil de actividadfrenteal pH se puede
alterarcon la uniónaun soportecargado.La termoestabilidadde la enzimageneralmente
aumentaen respuestaa sureducidaflexibilidad cuandaestáinmovilizada. La oclusiónde
centrosalostéricoso la repulsión debida a gruposcargadosen el soportealtera las

constantesdeinhibición. En general,los efectossobrela KM y la Ki sonmayoresquelos
cambiosen pHy temperaturaóptima.

8.2. PRODIJCCIONDE 6-APA.

El 6-APA es el principal compuesto en la producción de las penicilinas

semisintéticas,algunascomo ampicilina o amoxicilina de elevadouso terapéutico.Se
calcula en unas6000 toneladassu producciónanual,estimhndoseque parael aflo 2000
alcancelas 7000 toneladas.

En un principio, el 6-APA se obteníapor desacilaciónquímica de la penicilina O
o y, pero los productosempleadosen el proceso,talescomo piridina,pentaclururode

fósforo y cloruro de nitrosio,ademásde peligrosos,suponíanun problemade extracción
despuésde la reacción.Por tanto, la introducciónde la desacilaciónenzimáticausandola
PA, vino a solventarestosproblemas,convirtiéndoel procesoen algo sencilloy seguro.

1
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Tabla7. Matricesempleadasparainmovilizar 13-lactamacilasas.

FUENTE SOPORTE REFERENCIA

8 megaterluPfl Aducto intermolecular con glutaraldehido Cross, 1985
Bentonita Squibb,1969

Ecolí Sepliarose;Sephadex0-200 0dm, 1973
Acrilamida, N,N-metilenbisacrilamiday anhídridorualeico Huper,1973
Dextrano Huper, 1973
Tetrametilenglicol;Dimetacrilato;Acido metacrílico Bayer, 1975
DEAE-Celulosa;CM-Celulosa;AE-Celulosa;CM-SephadexBeecham,1971
AniberlitemC-SO Beechain,1975a
Copolímerosde anhídridoetilenmaleico Beechain,1975
Nylon Beechani,1976
AmberlitaXAD-7 Beecham,1975b
Sucrosa/epiclorohidrinacopolímero Beechan’,1974
Poliacrilamida BoebringerM,, 1985
Celulosa SivaRaman,1976a
Hupergit c Kreamer,1982
Fibrasde celulosatriacetatoAH-Sepharosa/benzoquitlofla Marconi, 1973
Fibrasde nitrocelulosa SNAM Proghetti.1976
Polietilen imina SNAMProghetti1981

8. c¡rculans DEAE-Sepliadex OtsukaSeiyalcuC., 1972
P. retigerí Glicidil metacrilato;MedIenbisacrilanuda Pfizer, 1975

Tierrade diatomeas;PoIl (hidroxietxl-nietacrilato) Pfizer, 1975
Fusar¡um spp Aductointermolecularcon glutaraldehido SivaRaman,1976b
P. 0K-tú Resinasdeintercambioiónicoconglutaraldehído Asahi, 1987
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Aunque ya seha comentadola diversidadde organismosproductoresde PA, en
la industria dos son dos las cepas que se utilizan prioritariamente: E. cotí y fi.

rnegaterium. Estas enzimasse imnovilizan en biorreactores,cuyo diseño evoluciona
continuamenteparaoptimizar la reacción.Básicamente,se establecenlas condicionesde
reaccióncomoresultadode un compromisoentrela estabilidaddelsustrato(penicilina (11
o y), del producto(6-APA) y de la PA inmovilizada.Así, el procesode hidrólisis suele

transcunir entre 35-37 0C y a pH 7,8-8,0. Durante la hidrólisis, se libera ácido
fenilacético o fenoxiacético,segúnel sustratoseapenicilina <3 o V, respectivamente,lo

cual disminuyeel pH, y por tanto, se hacenecesarioun controladorde pH. El pH se
estabilizapor adición de álcaLi que debeser distribuido uniformementeen el bioreactor
de un modo rápido, para evitar la inactivación enzimítica que ocasionaríauna

acumulaciónpuntual (Savidge,1984). La cristalizacióndel 6-APA esla última partedel
proceso.Una vez separadodel resto de la mezclade reacción,se consigue6-APA de
gran purezapor precipitaciónen supunto isoeléctrico.El rendimientoen la producción
del 6-APA oscila alrededordel 90%, y la eficiencia de la cristalizaciónes de un 94%
(Shewaley Sivaraman,1989).

8.3. FRODUCCIONDE 7-AUCA.

El 7-ADCA esun compuestoimportanteen la producciónde las cefalosporinas

semisintéticas,tales comola cefalexina,el cefradiney el cefradoxil. Se estimaque unas
500 toneladasde estecompuestosoncomercializadasal año. Inicialmente,el 7-ADCA se
producía mediante la desacilación química del fenilacetil 7-ADCA obtenido por
expansióndel anillo de penicilina <3~. Hoy en día, esteprocesoserealizapor desacilación
enzimática empleando PA inmovilizada de forma similar a como se hace para la
producciónde 6-APA. El rendimientofinal del procesose encuentraen tomo al 85%
(Shewaley col, 1990).

8.4. PRODUCCIONDE 7-ACÁ.

El 7-ACA esun intermedioen la semisíntesisde cefalosporinas,algunascontanta
repercusióncomercialcomo la cefalogilcinay la cefalotina,produciéndoseanualmente

unas1000 toneladas.Se origina a partir de cefalosporinaC. El procesode desacilación
química por el métod¿ del iminoeter es sumamentecomplejo, y utiliza productos
altamente tóxicos y contaminantes, principalmente derivados fosfoclorados,
requiriéndoseademásun sustratomuy puro. A pesarde la dificultad que representael
hechode queningunaenzimaescapazde hidrolizarel enlaceamidacuandoel restoadio
es c¿-aminoadípico,sehan realizadomuchosesfuerzospara desarrollarun procesode
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desadilaciónenzimáticaActualmente,elprocesode obtenciónde 7-ACA selleva a cabo
en dos etapas. En primer lugar se lleva a cabo una desaminaciónoxidativa de la

cefalosporina C a glutaril 7-ACÁ. Este proceso puede ser catalizado química o

enzimáticamente.La desaminaciónquímica se realiza con a-ceto-derivados,como el
ácido glioxilico, en presenciade sulfato cúprico y piridina (Asahi, 1987>. Así, se

transforma la cefalosporina C en ceto-cefalosporinaC, muy inestable, y que por

descarboxilacióngeneraglutaril 7-ACA, más estable.La desaniinaciónoxidativapuede

catalizarseenzimáticamentecon D-aminoácidooxidasade Trigonopsisvar/ahí/ls o de
Fusaríumso/ant (Glaxo, 1975; Toyo, 1976) o de Rhodotorulagracilis (Cmli y col.,
1992)

La desacilación del glutaril-7-ACA a 7-ACÁ se cataliza enzimáticamente
medianteuna GLA. Aunque hay varias ffientes de OLA (tabla 3), la más utilizada
industrialmentees la OLA de la cepade PseudomonasGK-lá, obtenidapor mutaciónde

la cepa SY-77-l (Icbikawa, 1981). El gen de esta acilasa se ha subclonadoen un
plásmidomulticopia(Matsuday Komatsu,1985).La OLA inmovilizada,análogamentea
las PA, se dispone en un biorreactor donde se aplica el glutaril-7-ACA, tras ser
parcialmentepurificado en una resina dc adsorción.También es necesariocontrolar la
acidificacióndel medio,puesduranteel procesoselibera ácido glutárico.

Aunque se ha descrito que la OLA producidapor Pseudornonassp. SE83 es
capazde transformarla cefalosporinaC en 7-ACA, el procesoesmuy ineficiente, y aún

no ha sidoutilizado industrialinente,
Una nuevae interesanteaproximaciónen la producciónde 7-ACA, resultade la

construcciónde un operónbiosintéticocon los genesque codifican una D-aminoácido
oxidasade Fusarium solaní,y una OLA deP. diminuta.Estosgenessepusieronbajo el
controlde los elementosreguladoresdelgen de la proteasaalcalinade A. ch,ysogenwn,

cepaproductorade cefalosporinaC. Desafortunadamente,la presenciade una catalasa
endógenaqueproduceAcremonium,limita la conversiónde cefalosporinaC a 7-ACA,
por eliminar elH202presente.Sin embargo,aunquela cantidadde 7-ACA producidano
sea significativaa nivel industrial, la posibilidadde manejarmicroorganismosindustriales
con nuevascapacidadesbiosintéticas,resultaun pasoadelantedentro de la ingenieríade
microorganismosy suexplotaciónindustrial(Isogai, 1991).

Aunque6-APA, 7-ADCA y 7-ACA son los principalesintermediosde la síntesis

de antibióticos j3-lactámicos, las BLA puedengenerarotros intermedios, como por
ejemplo: 6-amino-2,2-dimetil-3-(tetrazol-5-il) penam (Hanisher, 1975), metil-6-
aminopenidilato(El-Din y Attia, 1973), ácido 3-metil-7 13-amino-3-cefem-4-carboxllico
(Fleming,1974>,y ácido3-aminonocardínico(Komori, 1978),
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8.5.REACCIONESDE TRANSACILACION.

Las reaccionescatalizadaspor las BLA sonreversibles.La reacciónde hidrólisis

estáfavorecidaa pH alcalino (7,5-8,5),mientrasque a pH ácido o neutro (4,0-7,0)se
favcrecela reacciónde acilación(Claridge, 1960;Kauñnann,1960; Rolinson, 1960).La

capacidadde las BLA de catalizar reaccionesde transacilaciónpermite sintetizar

antibióticos13-lactámicos,compuestosfisiológicamenteactivosy sus intermedios(Cole,

1969d; Abbott, 1976; Queenery Swart, 1979; Vandamme, 1983; Savidge, 1984;

Sudhakarany Borkar, 1985;Kasclie, 1986).

Las PA catalizanla transacilacióndesdeel grupoalcoxi de los ésteres,o desdeel

grupo carboxio de los ácidos de diferentesestructuras,al grupo amino de moléculas
peptidicascíclicaso lineales.La acilación enzimáticatiene la ventaja sobre la acilación
química de no necesitarcomo prerrequisitola proteccióndel grupo tlmcional, puesse

desarrollaen unascondicionesde reacciónmuy suaves.Para conseguirun procesomás

viable económicamente,se han estudiadodiferentes aproximacionesen cuanto a la

naturaleza de los grupos donadoreso de los solventesutilizados (Kasche, 1986;

McDugall, 1982;Nam, 1984;Muneyuki, 1981; Luethi, 1987;Pessina,1988).

8.6. SINTESISDE ANTilUOTICOS.

El empleo de enzimas a nivel industrial como catalizadoresde reaccionesde

condensación,resultamuyventajosofrentea la condensaciónno enzimática.Reducelos

costesde produccióny procesamiento,minimiza el uso de disolventesproblemáticose

intermediosno deseados,y facilita un reciclamiento máximo. Además, no requiere

elevadastemperaturasy presiones. Por tanto, se han estudiado ampliamente los

mecanismosenzimáticos del proceso, y se ha realizadoun análisis racional de la

influencia de diversosfactores(temperatura,pH, fUerza iónica, etc.) para optimizar las

condicionesdelproceso(Vandamme,1983;Chaikeny col., 1982).

LasBLA puedenserutilizadasparacatalizarla condensaciónde productos,y por

tanto, sintetizar antibióticos i3-lactámicos. En los procesosbiotecnológicos, para
conseguiruna producciónmáxima, la síntesispuede realizarsemediantereacciones

controladasen el equilibrio o bien, cinéticamentecontroladas.En estasúltimas el

rendimientovieneinfluenciadopor las propiedadesde la enzimaque actúaen estecaso

comouna transferasa.En estetipo de síntesis,a diferenciade las reaccionescontroladas

en el equilibrio, para una misma cantidad de enzima, la producciónes máxima y el

procesoesmuchomásrápido.En las reaccionescontroladasenel equilibrio esnecesario

reduciral máximo la cantidadde aguapresenteen el medio, por lo que se tienenque

incluir en la reacción disolventes orgánicos, en cuyo caso, las enzimas deben
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ininovilizarseparafavorecersu estabilidady protección.En las reaccionescinéticamente

controladasserequiereun sustratoactivadocomo donadorde adios(un éster)que esen
granpartehidrolizadopor la acilasa,Estoencarecela producción,pueshacenecesarioel

uso de grandescantidadesde sustrato(Kasche,1986). Sin embargo,el sustratopuede
reciclarseaumentandola producción(Kasche,1982y 1988).

Utilizando las adilasas se han sintetizado antibióticos a partir de 6-APA

(amoxicilina, ampiciina, cloxacilina, feneticilina, pivampicilina, carbenicilina,oxacilina,

dicloxacilina), 7-ADCA (cefalexina, cefadroxil, cefradine), y 7-ACÁ (cefalotina,
cefaloglicina, cefamandol).Otros antibióticoscomo las monobactamaso la fenilacetil
tienamicinatambiénsehansintetizadoporvíaenzimática(Shewaley col., 1990).

8.7. REACCIONESDE FROTECCION-BESPROTECCIONSELECTIVA.

En la síntesisde péptidosesnecesarioprotegeralgunosgruposactivospara que

los acoplamientosse lleven a cabo de forma precisa. La selección de los grupos
protectoresvienedeterminadapor las condicionesde proteccióny desprotección,queno

deben afectar al péptido. Las aproximacionestradicionales presentanuna serie de
limitacionesdebidoa que las condicionesde reacciónresultanrelativamentefUertes(pH
extremos, solventesorgánicos, altas temperaturas),que puedendañar los péptidos

duranteel procesodeprotección.El usodel ácido fenilacéticoen lugardel fórmico, que

habitualmentese empleapara la protecciónde péptidos,presentala ventajade que la

desprotecciónpuedellevarsea cabomedianteel empleode las PA en condicionesmuy

suaves.Otra ventajaresultantede emplear PA es la especificidadde la hidrólisis del

enlacefenilacetamidoquepreservala hidrólisis de los enlacespeptídicosasí como los

enlacesésteresque protegenal carboxilo. Las PA catalizanla hidrólisis de un amplio

espectrode péptidosfenilacetilados,sin embargo,la velocidad de la hidrólisis viene

determinadapor la naturalezade los aminoácidos,su configuración,y la solubilidaddel

péptido(Fugantiy col., 1986;Waldmann,1988ay b).

Otros interesantesprocesosbiotecuológicosdondeseha demostradola utilidad

de las PA son las reccionesde protección-desprotecciónselectiva en la química de

carbohidratos(Waldmann, 1988a), insulina, vasopresina(Wang y col., 1986) y
aspartama(Fugantiy Grasselli,1986).

8.8. RESOLUCION DE DIASTEREOISOMEROS.

La resolución de aminoácidosmediante el empleo de BLA se basa en la
estoreoespeciflcidadquepresentanestasenzimaspor los L-aniinoácidos(Cole, 1964).
Los fenilacetil-DL-aminoácidos se tratan con PGA que libera el L-aminoácido,

57



Posteriormente,el aminoácidolibre se separade la amida mediantecromatografiade
intercambioiónico o medianteextracciónconsolventes,Finalmente,el D-aminoácidose
obtiene por desacilaciónquímica. De esta manera,se ha preparadola D-fenilglicina

necesariapara la síntesisde la ampicilina o la cefalexina,y otros compuestosde interés

industrial(Shewaley col., 1990).

Aprovechandola propiedadque tienenlas acilasasde actuarcomo esterasas,la

POA se ha utilizadopara la hidrólisis enantioselectivade ésteresde carbinolesprimarios
con fenilacético. Los productosderivadosde la desesterificaciónenzimática se han

utilizado para la síntesis de monosacáridos,feromonas, alcaloides, macrólidos y
antibióticosionóforos(Fugantiy col., 1988;Waldmann,1989;Shewaley col,, 1990).

8.9. OTRAS APLICACIONES.

La producción de 6-APA y 7-ACÁ medianteel empleo de POA inmovilizada
justifica plenamenteque la aplicaciónde las BLA a nivel industrial puedaconsiderarse
uno de los mayoreséxitosbiotecnológicos.Sin embargo,estafamilia de enzimasposee
una clara vocaciónindustrial y es muy probableque en un fUturo inmediato puedan
desarrollarseotros procesos. En este sentido, la metodología para la producción
enzimáticade 7-ACÁ con OLA está avanzandoa grandespasosy muy pronto este

procesosustituiráa la desacilacionquímica.

La síntesisde antibióticosB-lactámicosutilizando la adilaciónenzimáticano esun

procesoquepuedacompetircon la síntesisquímica,perolos rendimientosse aproximan
en algunoscasosal 85%. La preparaciónde enzimasinmovilizadasmásestablesfrente a
los solventesorgánicos,o la obtenciónde adilasasquepresentenconstantescinéticasmás

adecuadaspara llevar a cabo la síntesismedianteprocesoscontroladoscinéticamente,

puedenllegar a hacerrentablesel procesoenzhnático,másaún si se tiene en cuentael

alto podercontaminantedelmétodoquumco.

La ingenieríadeproteínaspuedecontribuir mucho en estatarea,ya que unavez

que sedeterminela estructuratridimensionalde la PGA seráposible actuarsobrelos

parámetroscatalíticosde forma racional,Por el momento,la aproximaciónbasadaen el

uso de distintos métodos de mutagénesis-selecciónya ha puestode manifiesto que la
PGA y la OLA son enzimasmoldeablesy que es posiblecambiarsu especificidadde

sustrato(Daumyy col., 1985ay b; Forneyy Wong, 1989;Fomeyy col., 1989).
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9. PAPEL FISIOLOGICO DE LAS fl-LACTAM ACILASAS.

El uso de PA en la producciónindustrial de 6-APA y el gran interésde éste,han
orientadola investigaciónpreferentementea las mejorasde la produccióny catálisisen
perjuicio de la atención prestada a su papel fisiológico en los microorganismos
productores.Dependiendode la procedenciade las PA estudiadas,sehan propuestomuy
diferentesfUnciones para éstas, que van desdela de conferir resistenciafrente a la
actividad antibiótica de las penicilinas, a la de tratarsede una actividad enzimática
accidentalde algunaproteínaestmctural.La ideamásgeneralizadaes que la formación

de 6-APA a partir de penicilinaparecetratarsemásbien deunareaccióncolateralde esta
acilasacuyo verdaderosignificado fisiológico esaún desconocido,De hecho,constituye
un raro ejemplode una actividadcatalítica atipica que esexplotadain4ustrialmentesin

conocersesu fUnción natural, Vandammey Voets (1974> han realizadouna Qxtensa

revisión de estetema en la que serecogenreferenciasbibliográficasde las numerosas,

variadas,y a vecescontradictoriashipótesispropuestas.
Quizásseaa partirdel estudiode la regulacióngénicacomoseha podidoabordar

esteproblemade un modo másriguroso.La capacidadde las PA de hidrolizar otros

compuestosderivadosdefenilacéticoademásde las penicilinas,junto alhechode quesu

mecanismode regulaciónpresentainducciónpor fenilacéticoo fenoxiacético,así como

represióncatabólicapormetabolito,hanllevado a Valle y col. (1991)a sugerirun papel

de las PAs en la asimilaciónde compuestosaromáticoscomoRientesde carbono.

E. coil es capaz de crecer sobre compuestosaromáticos, lo que no debería

sorprendernosdado el elevado número de derivados aromáticos que resultan del
metabolismode los compuestospresentesen su hábitat intestinal/fecal.Al estudiar la
regulación del gen pac, que codiflca para la PA se han encontradocaracterísticas

comunescon los genesimplicados en la asimilaciónde compuestoscarbonados,Es
importantemencionarqueestándescritasen. E. col! la degradaciónmetabólicadel ácido

fenilacético y de otros compuestosaromáticos muy relacionados: ácido 3- y 4-
hidroxifenilacético y ácido fenilpropiónico (Burlingamey Chapman, 1983; Cooper y

Skinner, 1980; Coopery col., 1985; Prieto, 1993; 1994).Estasevidenciassugierenque
las PA seríanamidasasimplicadasen la degradaciónde compuestosfenilacetiladosa
ácido fenilacético,quepodríautilizarsecomo Rientede carbono,y servir comoinductor
de la vía degradativa.Esta vía seria útil para E. ccli sólo cuando se encuentreen
determinadosmediosdondesevea obligado a utilizar Rientes de carbonoalternativasa

las queutiliza cuandoestácomoparásito.Los derivadosde ácido fenilaceticoson muy

abundantes,y se originanpor la acciónde la microflora sobrediferentescomponentes

vegetales.Estos incluyen los ácidos fenólico y cafeico, los flavonoides catequina,
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mirecetinay hesperetina,y los aminoácidosfenilalaninay tirosina, así como algunode

susmetaboitos(Burlingame,1983).

La termorregulaciónjuega un papel importanteen el control de la expresión
génicade las PA. Este hecho vienetambiéna apoyarla hipótesisde que las PA están
implicadas en la degradacióndc compuestosfenilacetilados.Las temperaturasbajas

podríanactuar como una señalindicadorade un hábitatnuevo(Nakare, 1986), y así,

junto con la presenciade derivadosfenilacetiladosse induciría la síntesisde las PA. Por
tanto, la producciónde PA puedeconsiderarsecomo unaventajaadaptativa.A la luz de

esta hipótesis,la PA no sería un enzimaesencialpara el crecimientode E.coli como

parásito,ya quea 370Csuactividadenzimáticaes despreciable(Valle, 1991>.
El papelcatabólicopropuestopara la PA en E. cali podría sersimilar en otros

organismos,aunquela vía metabólicaempleadaparaasimilarel ácido fenilacéticoRiera
diferente. Por ejemplo, en P. rettgeri ATCC 31052, la PA no se induce con ácido
fenilacéticoy no presentarepresióncatabólicapor glucosa,sin embargo,se reprimepor

algunosintermediosdel ciclo delos ácidostricarboxilicos(Daumyy col., 1982).
En cuantoa las GLA y las CCAL se ha sugeridoquepuedenserPA modificadas

que han divergido de un precursor ancestral común. Su papel dentro del
aprovechamientode compuestosaromáticosestápor discutir.
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Las 13-lactamacilasasconstituyenuna familia de enzimasde gran importancia

industrial. Obviamente,para llevar a caboprocesosde ingenieríade estasproteínas,se
haceobligatorio caracterizaren detalle su relaciónestructura-fimción.Los estudiosque

se han desarrolladopara elucidar los diferentesaspectosmolecularesde la PCIA de
K.citrophila, como miembro representativode esta superfamilia, podrían ayudar a

comprenderel fUncionamientodel restodelos miembrosde la familia BLA.

Los objetivos del trabajo desarrolladose puedenresumir en los siguientes
apartados:

1).- Modificación de la especificidadde sustrato.

Se pretendeen primer lugar, ampliar el espectrode acción de la PGA,

para poderemplearlatantoen la hidrólisis como en la síntesisde nuevosantibióticos13-
lactámicos u otros compuestosde interés. Además se trata de identificar aquellos
residuosimplicadosen la unióndel sustrato.

u).- Mecanismo cinético.

La elucidaciónde las basesmolecularesde la actividad catalítica de la
enzimapermitiráestablecerel mecanismocinético dela reacción.Se intentarádesarrollar
un ensayo quepermita realizar el estudio cinético en el estadopre-estacionario.Este
estudio resulta fUndamentalpara detectarla presenciade intermediosenziináticos,así

como parasu caracterización.Una vez determinadoel mecanismosepodríanestablecer
lasbasesde unacatálisismáseficiente.

iii).- Análisis de Ii regulación y de la expresióngénica.

Seprocederáa determinarlos mecanismosmolecularesimplicadosen los

diferentesniveles de la regulacióny en la expresióngénica. El conocimientode los
factores que controlan la expresióngénica, por ejemplo inductores, catabolitos o
temperatura,permitirámodularlosnivelesde expresión.
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1. CEPAS.

El bacteriófagoMl3tgl3O fUe obtenidodeAmershamo
El plásmido pYKD59 contieneel gen que codiflca parala PGA de K citrophila

bajo el control de su propio promotor(Prieto y col,, 1990) y se obtuvo medianteuna

deleciónPm 1- Safl delplásmidopYKH5 (Garcíay Buesa,1986)
LascepasdeE.col! ES1580(rnutTl, thr-1, A[gpt-proA]62, hi.sG4,argE3, th¡-1)

y ES1578 (muiD, thr-l, leuB6, hisG4,argE3, 1h14) seobtuvieronde la colecciónde

BarbaraBach.mann(E. col! Genetic Stock Center). Otras cepasde E. col! empleadas

Rieronlas siguientes:MC1l 16 (A[lac IPOZYA]X74, gallJ, galK, sfrA5, spcAr, t4ara-

len], recASá),HElOI (proA2, leuB, eh!, recA), TGl (supE,hsdfl5, Chi, D(lac-proAB),

1’ [traD36, proAB+, lacíq, IacZDMl5], MC4100 (araDl39,A(lac IPOZYA), 1.1169,
rpsL, fbi, mo!) y 5BS688(MC4lOO con Acrp39) (Maniatis y col., 1982; Sambrooky
col., 1989). La cepaTD21 fUe construidapor procedimientosconvencionalesapartir de
las cepasde E. col! ES1580 (mutTl, fhr-l, A[gpt-proA]62, hIsG4, argE3, fhi-1) y

ES1578 (mutD5, thr-1, leuB6, hisG4, argE3, th!-l) y también utilizando la cepa
MC 1116 (A[ara-leu]). Para ello se utilizó el bacteriófagoPl 1w que sepropagóen E.

col! MC 1116 y se usó para transducirA[ara-leu] en E. col! ESíSBO. Se sabeque la
cotrausducciónde los genesthr y ara sucedecon una frecuenciadel 2 % (Forneyy col.,
1989), por tanto, se seleccionaroncoloniasTlir+ en medio mínimo M9 con leucina,
arginina,prolina e histidinay, a continuación,se seleccionaroncoloniasLeir tambiénen
medio mínimo M9 (Sambrooky col., 1989) ahora con arginina, prolina, histidina y
ampicilina. A una colonia con el fenotipo adecuado(mutTl,Lx[gpt-proA], A[ara-leu],
argE3, h!s04) se la denominó E. col! T67. El fenotipo MutT se chequeósiguiendo

métodosdescritosen la literatura(Cox y Yanofsky,1969). Posteriormentesepropagóel
bacteriófagoPl 1w en E. col! E81578y seusó paratransducirmutD5 en E. col! ‘167.

Debido a quela cotransducciónde muiD y proA ocuuxeconuna frecuenciaentreel 7 %
y el 21 %(Degneny Cox, 1974; Horiuchiy col,, 1978), seseleccionaronen primer lugar
coloniasPro+sobremediomínimo con leucina,argininae histidina, y en segundolugar
sebuscaronlas coloniascorrespondientesal genotipomuiD siguiendoel procedimiento
descritopor Degneny Cox (1974). Se denominóE. col! T.D21 a una colonia con el

genotipobuscado(mufTí, mueD5,¿X[ara-le u], argE3,hisG4) y fUe transformadacon el

plásmidopYKDS9.
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2. MEDIOS.

Los principalesmediosutilizadospara el cultivo de las células han sido: Luna-

Bertani (LB) y los medios mínimos M9, M63 y McConkey, suplementados

adecuadamenteen cadaensayo(Maniatisy col., 1982;Sambrooky col., 1989).
A continuaciónsedescribeel medio utilizado en el apartado1.2 de resultados,

con objeto de seleccionarmutantescon nuevas especificidadesde sustrato:medio

mínimo M9 O~ con glucosa22mM, tiamina 6 i.tg/ml, prolina 200 gM, Cm 34 ¡.tg/inl, y

uno de los siguientessustratosporplaca,adipil-L-leu 200 pM, aminoadipil-L-leu200 g

M, glutaril-L-leu 200 ~tMy fenilacetil-L-leu200 .tM.

Los cultivos utilizadosduranteel estudiodel efectodel cAMiP sobrela represión

por glucosa,se realizaronen medio mínimo M63 (KH2PO4 0,1 M, NH4Cl 20 mM,
MgSO4 1 mM, FeCI3 1 ~tM,pH 7) suplementadocon vitamina B1 y tamponadocon
Tris-HCl 0,1 M, pH 8.

3. REACTIVOS.

La penicilina O, la penicilina O sulfóxido, y el 6-APA Rieron cedidos por
Antibióticos SA. (León). La phenyl-SepharoseCL-4B, el fluoruro de fenilmetilsulfonilo

(PMSF), el diisopropilfluorofosfato (DEl’), el ácido 6-nitro-3-fenilacetamidobenzoico
(NIIPAB), el 4-dimetilaminobenzaldebido(PDAiB), el fenil acetato,el etil acetato,el n-

butil acetato,el l-acetoxi-l,3-butadieno,el 4-acetoxibenzoato,el 4-acetamidobenzoato,

el 4-nitrofenil formato, el nitrofenil acetato,el 4-nitrbfenil propionato,el 4-nitrofenil

butirato, el 4-nitrofenil valerato,el 4-nitrofenil trinietilacetato,el 2-nitrofenil acetato,la

4-nitroacetaniiida,yel ácidofenilacetico,procedíande Sigma(St. Louis, USA). También

procedían de Sigma el cAiMIP, la cefaloridina, los anticuerposde cabra anti-conejo
conjugadoscon peroxidasa,la fluoresceína,la albumina de suero bovina y el ácido

fenilacético.El cloruro de guanidinio,el 2,6-diclorofenol-indofenoly el ácido ascórbico

se obtuvieron deBDH (Reino Unido). Las membranasde nitrocelulosalas suministró
Schleichery Schuell(Alemania).Los disolventesacetonitriloe isopropanolseobtuvieron

de Scharlan(España).El glicerol y la D-glucosade Merck (Alemania); el reactivo de
Bradford de Rio-Lid (Alemania), los deoxinucleótidostrifosfato a Pbarmacia-Biotech

(USA) y el material radiactivo a Anxersham O, El p-nitrofenil fenilacetato fre
proporcionadopor el Dr. Richard Virden de la Universidadde NewcastleUpon Tyne

(Reino Unido).
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4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA PCA.

4.1. Actividad sobrePenicilina G.

Uno de los principalesensayosempleadosen la determinaciónde la actividadde

la PGA sobrepenicilina G sebasaen la cuantificaciónde 6-APA. Esta cuantificaciónse

realizamediantederivatizacióna partir de sugrupoamino. Con tal fin seha empleadoel

reactivop-dimetilaminobenzaldehído(PDAB). El ensayosebasaen la reacciónque tiene

lugarentre el grupoamino del 6-APA y el grupo aldehídodel PDAB paradar una base

de Schiff quepresentaunabandade absorciónconun máximo centradoen tomo a 415
tun (Balasingham y col,, 1972). Modificando las condiciones originales se ha

incrementadola sensibilidaddel método, Las concentracionesde enzimay sustratose

especificanparacadaensayoen el pie de figura o de tabla correspondiente.La reacción

sedesarrollaa 37 0C en un volumenfinal de 0,3 ml en tampónfosfatosódico 50 mM, pH

8, o en tampóncitrato 50 mM, pH 5, deteniéndoseéstamedianteadición de 0,9 ml de

ácido acético al 20 %. Posteriormente se somete a centrifugación en una
microcentrifliga,y sobre0,9 ¡ni del sobrenadanteseañaden0,3 ml dePDAB al 0,5 % en
metanol.El máximo de absorbanciaa 415 tun sealcanzaen 2-3 minutosde reaccióny

permaneceestableduranteal menos30 minutos.

La presenciade penicilina O no produceinterferenciaen el ensayode valoración.

La acidificacióndel medio de reaccióndetieneinstantáneamentela hidrólisis enzimítica

de la penicilina O. Estemétodopermiterealizarla valoraciónenzimíticademuestrasde

enzimapurificada,así como de la enzimasin purificar en el caldo de fermentación.Las
medidasde absorbanciase realizaronen un espectrofotómetroShimadzu UV-160,

empleandocubetasde cuarzode 1 cmde pasoóptico.

4.2. Actividad sobresustratoscromogénicos.

La amplia especificidadque presentala PA parael resto ácido o amino de los

enlaceshidrolizados,permiteel empleode sustratosderivadosdel ácido fenilacéticocuya

hidrólisis suponela apariciónde cromóforos.Estossustratospermitenseguirla aparición

del producto de la reacción enzimática sin necesitar la adición de reactivos de
derivatización.

4.2.1.Actividad sobreelácido6-nifro-3-fenilacetamidobenzoico.

La hidrólisis del ácido 6-nitro-3-fenilacetamidobenzoico(NIPAB) se estudió

registrando la cinética del incremento de absorbanciaa 405 nm a 22 0C. Las

concentracionesde enzimay sustratoutilizadasen cadacaso, se indican en e! pie de

figura o tabla correspondiente.El volumenfinal de reacciónempleadofue de 0,8 ml en
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tampónfosfato sódico 100 mM, pH 7,5. El coeficientede extinciónmolar (s) a 405nma

estepH esde 8730M”1 cm”1 (Kutzbachy Rauenbusch,1974).

4.2.2.Actividad sobrelos derivadosésteresdep-nitrofenol.

Los principales derivados ésteres de p-nitrofenol ensayadoshan sido el p-

nitrofenilfenilacetato (PNPA) y el p-nitrofenilacetato(PNA), aunquetambién se han

ensayadop-nitrofenilpropionato(PNP), p-nitrofenilbutirato(PNB), p-nitrofenilvalerato

(PNV), p-nitroacetanilida(PNAc), p-nitrofenilformato(PNF), p-nitrofeniltrimetilacetato

(PNT) y el o-nitrofenilacetato(ONA). El seguimientode la hidrólisis de los diferentes

ésteresdep-nitrofenolserealizóregistrandoel incrementode absorbanciaa 400 mu a 22

0C. Al igual que con los ensayosanteriores,las concentracionesde enzimay sustrato

utilizadasseespecificanen cadacaso,Los ensayosserealizaronen 0,8 ml de volumen
final de reaccióny en tampón fosfato sódico 100 mM, pH 7,5. A estepH el ion p-

nitrofenolatopresentaun coeficientede extinción molar a 400mr de 13680M”1 cm”’
Es necesariohacer dos consideracionesde interés: en primer lugar, indicar que los

ésteresdep-nitrofenol sehidrolizanespontáneamenteen ausenciade enzima,por lo que
esnecesarioteneren cuentala velocidadde hidrólisis espontánea;y, en segundolugar,

hay que dejar constanciade la baja solubilidad de estoscompuestos,lo cual limita el

rangode concentracionesdetrabajo.

Las medidasde absorbanciase realizaronen los espectrofotómetrosShimadzu

UV-160 o Cary4Varian,a 22~ 25 OC.

4.3. Actividad sobrefenilacetato.

La hidrólisis del fenilacetatopor ¡a PGA se estudió siguiendola liberaciónde

fenol midiendo el aumento de absorbancia a 270 nm de modo continuo, Las

concentracionesde enzimay sustratoutilizadasseespecificanen cadacaso.Los ensayos

se realizaronen tampónfosfato sódico 100 mM a pH 7,5 y 22-25 0C en una cámara

atemperadade un espectrofotómetroShimadzuLJV-l60. El valor de s a estepH esde

1480M-1 cm4 (Greenzaidy Jenks,1971).Paralos cálculosde la actividadseha tenido

en cuentala velocidadde hidrólisis espontáneadel sustrato.

4.4. Actividad sobrederivadosamídicosdeL-Ieucina.

Sesiguió la actividadde la PGA sobrelos derivadosde adil-L-leucinaen tampón

fosfato sódico 100 mM pH 8,0, o en tampón citrato 100 mM, pH 5,0. La mezclade
reacciónsehizo en un volumenfinal de 0,275 mi, siendo la temperaturade reacción
empleada22 ó 37 0C, segúnel casoparticularensayado.Las concentracionesde enzima
y sustratoutilizadasse especificanen’ cadacaso. Transcurridoel tiempo de reacción
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adecuado,se parala misma por adición de 1 ml de reactivode ninltidrina (20 mg/ml de

ninhidrinaen soluciónde 50% etanol(y/y) y 50% citratosódico0,2 M pH 5) y ebullición

10 mm. Finalmente,0,2 ml del volumende reacciónse diluyen hasta 1 ml con aguay se
mide la absorcióna 570 nm. La cuantificacióncolorimétricade L-Ieucinacon ninhidrina

esun métodoampliamenteutilizado, que sebásaen la formaciónde un compuestoazul,
dicetohidrindilideno-dicetohidrindamina,originadoal reaccionar¡a ninhidrina a pH ácido

y íoo oc con el grupoamino del aminoácido(Moorey Stein,1948).

4.5. Actividad sobreetil-fenilacetato.

Durantela hidrólisis de etil-fenilacetatopor la PGA aumentala concentraciónde

protoneslo que conducea una acidificacióndel medio y la consiguientedisminución de

la intensidadde fluorescenciade la fluoresceína.Se ha aprovechadoestehecho para

seguir la reacciónde hidrólisisdel etil-fenilacetatofluoriniétricamente.La fluoresceínaes

un indicador de pH ampliamenteutilizado que presentaun espectrode emisión de

fluorescenciacon un máximo a 514 mr tras excitación a 489 nm. El intervalo de

concentraciónde fluoresceínaen el quesemantienela relaciónlineal con la intensidadde
fluorescencia,se encuentraentre0,1 y 1 ~tM,seleccionándosecomo concentraciónde

trabajo0,5 ~tM,Las concentracionesde enzimay sustratoensayadasseespecificanen el

apartadocorrespondiente.Las medidasde intensidadde fluorescenciase realizaronen un

espectrofluorimetroPerkin Eliner MIPF-3L a 22 0C en una cubeta de cuarzo

tennostatizadade 1,0 cm de paso óptico, y en presenciade tampón fosfato sódico 10

mM, pH 7. Los monocromadoresde excitacióny emisión se ajustarona 489y 515 tun,
respectivamente,conunaanchurade rendijaparaambosde 0,5 mm.

5. EFECTO DEL pH EN LA HILDROLISIS DEL p-NITROFENLLACETATO.

Sedeterminóel perfil de la variaciónde actividadfrenteal pH en la catálisisdel

PNA por la PON En función del intervalode pH ensayadoseutilizaron los siguientes

tampones:tampónacetato100 mM entrepH 5,0 y 6,0; tampónfosfato sódico 100 mM

entrepH 6,0 y 8,0 y tampónTris-HCl 100 mM entrepH 8,0 y 9,0, La reacciónde

hidrólisis transcurrióen un volumende 0,15mI, durante5 minutos a 25 0C, siendo las

concentracionesde enzimay sustrato1,6 x 10-6 M y 2 x i03 M, respectivamente.El

porcentajefinal de acetQnitrilo fue del 2 %. Las medidasde absorcióna 400nni, para
cuantificarla actividad,serealizaroninmediatamentedespuésdeañadir0,9 ml detampón

fosfatosódico2 M, pH 7,5.
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6. INFLUENCIA DEL ACETONITRIIJO SOBRE LA ACTIVIDAD

ENZIMATICA.

El disolventeempleadoparadisolverlos ésteresdep-nitrofenolfue el acetonitrilo
(AcN). Se siguió la hidrólisis del PNA en presenciade diferentesporcentajesde AcN y

se calculó la actividadespecíficaparacadauno de ellos, La reacciónsedesarrollóa 25
en tampónfosfato sódico 100 mM, pH 7,5, en un volumen final de 0,8 mI con

concentracionesde enzimay sustratode 6,2 x io”~ M y 5 x lo”5 M, respectivamente.El

porcentajemínimo empleadofije de 0,1 % de AcN (y/y).

Seha calculadoel efectodelporcentajefinal de acetonitrilosobrelos parámetros
cinéticos(kcat/KM) de la hidrólisisdep-nitrofenilacetatopor la POA. Las reaccionesse

handesarrolladoenun volumenfinal de 1 ml en tampónfosfato sódico 100 mM, pH7,5,

a 22 0C. Lasconcentracionesde enzimay sustratoempleadasfueron2,85 x io-~ M y 1 x

ío-6 M, respectivamente.El porcentajefinal de acetonitrilovarió entre1 % y 9 % (y/y).

7. INIIIIIBICION POR FLUORURO DE FENILMETILSUILFONILO.

7.1. Inhibición de la hidrólisis de penicilina G.

La capacidaddel fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)para inactivar la PCiA

pormodificacióncovalentede un único residuode sermaque seencuentrasituadoen el
centroactivo dela enzima,permiteemplearestereactivoparavalorarcentroscatalíticos,

Se incubarondiferentesalicuotasde 0,3 ml de POA 170 nM y de AUL 150 nM,

con 10 gil de PMSFen isopropanola diferentesconcentraciones,entreO y 200 nM. La

mezcla se incubó 15 minutos a temperaturaambiente,La reacción de modificaciónes

instantánea.A continuaciónse añaden30 gil de penicilina O 17 mM en tampónfosfato
sódico 100 mM, pH 7,8, La determinaciónde la actividad enzimAtica remanentese

realiza mediantevaloración con PDAB (ver apartado4.1>, tras incubar la muestra

durante10 minutosa 37 0C en un bañocon agitación.

La concentraciónmolar de centros activoscorrespondea la concentraciónde
PMSFque permitela inactivacióntotalde la en.zima,y seobtienedelpunto de cortecon

el eje de abcisas que resulta de la extrapolación del tramo lineal inicial de la

representaciónde actividad remanentefrente a concentraciónde PMSF. Si las

preparacionesde PA empleadasestánconstituidaspor una población homogéneade

moléculas activas de enzima, la concentraciónde centros activos así determinada
coincideconla concentraciónde proteínacalculadaespectrofotométricamente.
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7.2. Inhibición de la hidrólisis dep-nitrofenilacetato.

También se ha estudiadola inhibición producidapor el PMSF sobre la POA
durantela hidrólisis delp-nitrofenilacetato.La actividadsesiguió como seha expilcado

previamenteparadeterminarla hidrólisis de los ésteresde p-nitrofenol. Los ensayosse
realizaronen un volumenfinal de 0,8 ml en tampónfosfato sódico100 mM, pH7,5 a 25
0C. Sepreincubóla enzima(1 x íO’7 M) con diferentesconcentracionesde PMSF desde

o hasta8 x ío-7 M, durante5 minutos a temperaturaambiente,antesde comenzarla

reacciónpor adicióndel sustrato(5 x i0’~ M). El porcentajefinal de isopropanolfue de
0,2 % (y/y) y no afectóla actividadenzimática.

8. INflIBICION POR ACIDO FENILACETICO

Se ha determinadola naturalezade la inhibición del ácido fenilacéticosobrela

POA de K. citrophik¡ nativay sobrela mutante,durantela hidrólisisde dossustratosde
diferentenaturaleza,NIPAB y PNA.

8.1. Inhibición de la hidrólisis de NIPAB.

La determinaciónde la actividadenzituáticase ha calculadosegúnel protocolo

descritoanteriormente(ver apartado4.2.1). Sehan calculadolas velocidadesiniciales de
la hidrólisis de concentacionesno saturantesde sustratoentre2 x l(t5 M y 2 x lo-4 M,
y concentracionesde inhibidor entre3,7 x lo”~ M y 1,7 x lo-4 M. La concentraciónde
enzima fue de 4,3 x 1&8 M, tanto con la enzima nativa como con la mutante, Se

preincubóla enzimacon el ácidofenilacéticodurante5 minutos a temperaturaambiente

antesde comenzarla reaccióncon la adición delsustrato.La reacciónsedesarrollóenun

volumenfinal de 0,8 ml en tampónfosfato sódico100 mM, pH 7,5 a 22 0C.

8.2. Inhibición de la hidrólisis de p-nitrofenilacetato.

Los ensayosparacaracterizarel mecanismode inhibición por el ácidofenilacético
se han realizado como en el caso anterior, determinandola velocidad inicial de la
reacciónde hidrólisis de la enzima,en estecaso sobreel p-nitrofenilacetato.El intervalo

de concentraciónde sustratoempleadose encuentraentre1,56 x íO’4 M y 2,18 x
M, siendola concentraciónde la enzima2,3 x íO”7 M. La concentraciónde inhibidor
varió entre 2,2 x ío”~ M y 2,2 x lo-3 M. So preincubóla enzima con el inhibidor 5
minutos a temperaturaambienteantes de añadir el sustrato.El volumen final de la
reacción,que transcurrióa 25 0C, fue de 0,8 ml en tampón fosfato sódico 100 mM, pH

7,5. El sustratosedisolvió en acetonitrilo(AcN), siendoel porcentajefinal de AcN en la
reacciónde 0,5 % (y/y).
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9. OTROS ESTUDIOS DE INUIBICION DE LA HIDROLISIS DE p-

NITROFENILACETATO.

9.1. Inhibición por diisopropilfluorofosfato.

Sesabeque el dilsoproplltluorofosfato(DFP) es un inhibidor específicode serín-
proteasas,quesin embargo,no actúasobrela POA de E. col! (Kutzbachy Rauenbusch,

1974). Se ensayó su efecto sobrela PGA de K. citrophtla durantela hidrólisis dep-

nitrofenilacetato.Seutilizó un volumen de reacciónde 0,8 ml de tampónfosfato sódico

100 mlvi, pH 7,5. La concentraciónde enzimautilizada fue de 1 x io-7 M y la de DFP

varió entre O y 1 mM, Se preincubó 10 minutos a temperatura ambiente. La
concentraciónde sustratofue 5 x io~ M. El DFP se disolvió en isopropanol(0,2 %

(y/y) enel volumende reacción).

9.2. Inhibición por penicilina G.

El análisis de la inhibición por competicióncon la penicilina O se utilizó para

estudiarla especificidadde la hidrólisis delPNA por la PCIA. El ensayoserealizó enlas

mismascondicionesqueconel DPF, utilizando una concentraciónde penicilina O de O a

6,8 x ío-4 M.

9.3. Inhibición por penicilina G sulfóxido.

La penicilina O sulfóxido esun inhibidor competitivo de la PGA queseutiliz6
paraestudiarla especificidadde la hidrólisis del PNA por la PGA. Las concentraciones
de penicilina O sulfóxido empleadasvariaronde O a 1,2 x íO”4 M. El ensayose realizó
en lasmismascondicionesquelos de DFPo penicilinaO.

9.4. Inhibición por ácido6-aminopenicilánico.

El mismo ensayode los apartadosanterioressirvió para estudiarel efecto del

ácido 6-aminopenidilánico(6-APA), conocido inhibidor no competitivo de la POA
(Balasinhamy col. 1972).El 6-APA seutilizó en un intervalo de concentraciónde O a 5
x i02 M.

71



10. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS CINETICOS EN ESTADO

ESTACIONARIO.

La caracterizacióncinética de las reaccionesenzimáticascatalizadapor la POA
en estadoestacionarioseha llevado a caboen base‘a la ecuaciónde Michaelis-Menten,
El correspondienteanálisisproporcionalos valoresde la constantede Michaelis, KM y

de la constantecatalítica(o númerode recambio),kcat.

10.1. Métodode las velocidadesiniciales.

El cálculo de los parámetroscinéticosenzimáticosmediantela determinaciónde
velocidades iniciales de reacción será tanto más correcto cuanto menor sea la
modificación de las condiciones iniciales del ensayo. Aunque se ha descrito cómo
corregir los datos experimentalespara obviar este inconveniente, es recomendable

optimizarlas condicionesde ensayode modo que las cinéticasde apariciónde producto
correspondana líneasrectas,lo que significa que, en el intervalo detiempo analizado,no
se ha modificado la velocidad de reacción existente en el instante inicial, En

consecuencia,es necesariorealizarun estudio previo con el objeto de determinar el
intervalo de concentracionesde enzima y sustrato,y la escalade tiempo a emplear.

Convieneteneren cuentaqueesdeseableutilizar disolucionesdiluidas de enzima,conel
fin de evitar la existenciade una población heterogéneade formas enzirnáticasactivas
procedentesde la agregaciónde la proteína.Asimismo, el empleode tiemposcortosde
reacciónminimiza el efectode unaposible inestabilidadenzimáticaduranteel ensayo,si

bien cabe resellar que la POA posee gran estabilidad térmica. La limitación de las
condiciones de ensayo se encuentra en la sensibilidad del método de valoración

empleado.
Unavez elegidaslas condicionesde ensayo,las velocidadesiniciales de reacción

secalculanrealizandoun ajustepor regresiónlineal de las cunasde progresoobtenidas.

Los parámetroscinéticosse determinana partir de un ajustepor mínimoscuadradosde
los datosexperimentalesa la línea recta que se obtienetras linealizar la ecuaciónde
Michaelis-Mentensegúnla representaciónde llanes-Woolf

10.2.Método continuo.

Estemétodoha sido utilizado con algunosde los sustratoscromogénicos,cuando

se ha dispuesto de un ordenadorconectadoal espectrofotómetroque recogieselas

lecturas de absorbanciacorrespondientesa las cinéticas estudiadas.Las curvas de
progresode las cinéticas se han analizadoutilizando un programade regresiónpor
mínimoscuadradosno lineal(Duggleby, 1981).
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11. ESTUDIOS EN EL ESTADO PRE-ESTACIONAJUO.

11.1. Equipo de flujo detenido.

Las medidasen el estadopre-estacionariose realizaronen un equipo de flujo
detenidoHi-Tech SF-3L (Hi-Tech Scientiflc, Salisbury,Wiltshire, U.K.) en una cubeta

termostatizadaa 22±0,1 0C, de 1 mm de pasoóptico en los estudiosde fluorescenciay

de 1 cm depasoóptico en los estudiosde absorbancia.Las condicionesdel equipoen los

estudios de fluorescenciase detallan a continuación: 2 bares de presión, 3 mm de

anchurade rendija y una constantede tiempo de 30 ó 100 is. En los estudios de

absorbanciafueron las siguientes:1,5 baresde presión, 1 mm de anchurade rendijay una
constantede tiempode 33 ¡.ts.

La formación de producto se registró midiendo absorbancia a 400 un>,
recogiéndoselos datos en un ordenadorApple II. Unajeringa conteníael sustratoy la

otra la enzima, siendo el volumen final por reacción de 0,3 ml. Las reaccionesse
desarrollaronen tampónfosfato sódico 100 mM, pH 7,5, en presenciade 1 % (y/y) de
AcN.

11.2. Determinación del tiempo muerto del equipo de flujo detenido.

El tiempo muertodel equiposedeterminómedianteel seguimientode la reacción

de amortiguacióndel 2,6-diclorofenol-indofenol,o reducción de un cromóforo, con

diferentes concentracionesde ácido L-ascórbico (Tonomura y col., 1978). El 2,6-

diclorofenol-indofenolse preparó a una concentraciónde ImM en NaCí 0,1 M, y
despuésse diluyó a unaconcentraciónfinal de 0,15mM en tampónacetato0,1 M, pH5.

El ácido ascórbico se preparó a una concentración100 mM en NaCí 0,1 M y,
posteriormente,seajustó a pH 5 conhidróxido sódico, En el equipo de flujo detenidose
mezclarondiferentesconcentracionesde ácido ascórbico,en el intervalode O a 50 mM
de concentraciónfinal, conel 2,6-diclorofenol-indofenola 0,075 mM final, registrandola
variaciónde absorbanciaa 606 nm. La pendiente,que resultade la reprentacióngráfica

dellogaritmoneperianode ¡a amplitudfrentea la constantede decaimiento,nosindica el
tiempomuertodel equipo.

11.3.Determinación dq los parámetros cinéticos en el estadopre-estacionario.

Paradeterminarlos parámetroscinéticosen el estadopre-estacionariotodos los
ensayosse han efectuadoen condicionesde acilación cumpliéndoselas siguientes

condiciones:
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• [so] > hE0]

• [~0] » KM (app.)

• k2» k3

Las medidasrealizadasen el espectrofotómetrodel equipo de flujo detenido,se

hanrecogidoautomáticamenteen un ordenadorApple II, dondeposteriormentesehan

analizadocon un programaadecuadoparael análisisde cinéticasrápidasproporcionado

por el softwaredel ordenador.Por cadapunto ensayadose han realizadoun mínimo de
cuatrocinéticasindividualesque han permitido analizarestadísticamentelos resultados

obtenidos. Los datos han sido procesadosen paralelo con otro programadiferente

diseñadopor el Dr, RichardVirden (Universidadde NewcastleUpan Tyne, U.KJ, que

ha proporcionadolos mismosresultados.

Del análisisefectuadosehancalculadolos valoresde lasconstantesde acilacién

(k2) y desacilación(k3) del intermedio acil-enzima que forma parte del mecanismo

catalítico, así como la constantede unión (K5). Un proceso más detallado de las

ecuacionescinéticas que se han empleadose puedeencontraren el apéndicede la

secciónde Resultados,

Se ha comprobadoque la óptica de los diferentesespectrofotómetrosutilizados

no presentaradiferencias significativas, que pudieran interferir en el cálculo de los
parámetroscinéticos, mediante ¡a cuantificaciónde diferentes diluciones del reactivo
coloreadop-nitrofenolato.

12. PRODUCCIONY PURIFICACION DE LA PGA.

La PGA, tanto nativa, como la mutanteADL, se produjerony purificaron como
se describea continuación. Se cultivaron células E. cok HBlOI(pYKD59) y E. cok

1-IB l0l(pADL) durante48 horas,a 30 oc, en 4 litros de medio LB con 35 hg/ml de
cloranfenicol, para obtener respectivamentela enzima nativa y la mutante ADL.

Transcurridosdosdías, los cultivos sesometierona centrifugacióna 10.000g 10 miii a 4
0C, y el sedimentoseresuspendióen 700 ml de Tris-HCI 33 mM , pH 8, conEDTA 33
mM y un 20 % de sacarosa,dejándose30 mm a temperaturaambiente.Se recogieronlas
célulaspor centrifugación,de nuevoa 10.000g 10 min a 4 0C, y seresuspendieronen

700 ml de aguaa 4 0C. De esta manerase procuceel choque osmótico que libera al
medio la fracción periplásmicaque contienela enzima.Una vez eliminadoslos restos

celulares, se concentró el sobrenadanteañadiendo sulfato amónico con agitación

continua hasta que alcanzó una concentraciónde 0,75 M. Despuésde realizar una

centrifugacióna 14.000g durante20 minutos a 4 “C, el sobrenadantese cargóen una

columna de phenyl-SepharoseCL-4B (Sigma, USA) de 32 x 2,5 cm, previamente
equilibrada con Tris-HCl 50 mM, pH’ 7,0 con sulfato amónico0,75 M. Las POA se
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eluyeronen un gradientedecrecientede sulfato amónicode 0,5 a 0,2 M. Las fracciones
conactividadacilasase agruparony se dializaronfrente a tampónfosfato sódico 10 mM,
pH 6,8. A continuaciónse cargaronen una columnade hidroxiapatitoHIPT (Bio-Rad,
Alemania)de 9 x 3 cm, equilibradaen el mismo tampón. La elución se realizómediante
un gradiantecrecientede fuerzaiónica contampónfosfato sódicode 10 a 300 mM, pH
6,8. Lasfraccionesqueconteníanlas acilasasseagruparony almacenarona -20 oc.

En cada procesode purificación se obtienenunos 30-40 mg de PGA. Como
criterio de purezade las proteínasse utilizaron electroforesisen gelesde poliacrilamida-
SDS. El seguimientode la actividaddurantela purificación se realizó sobrepenicilina O
con la POA nativay sobreadipil-L-leucinacon la enzimamutante,ADL.

13. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-

SDS.

Las electroforesisanaliticas de proteinasse realizaron en todos los casos en
condicionesdesnaturalizantesen presenciade dodecilsulfatosodico (SDS) utilizando
geles de poliacrilamida en placa al 12 % o al 15 % el gel separadory una parte de gel
concentranteal 3 % o 5 % (Laemmli, 1970). Se empleó un equipoMiniprotean de Dio-
Rad. Las muestrasse hirvieron durante5 minutosen presenciadel tampón de ruptura
(Tris-I-ICI 62,5 mM, pH 6,8; SDS al 2 %; B-mercaptoetanolal 5 %; glicerol al 10 % y
azul de bromofenolal 0,005 %). Las electroforesisse realizarona temperaturaambiente
y corriente constante(50 mA), utilizando un electrolito que conteníaTris-HCI 0,025 M

,glicina 0,192 M y SDS al 0,1 %. Losgelesse revelaroncon azulbrillante de Coomassie
R-250 segúnse describeen Swanky Munkress(1971). Las proteínasempleadascomo
marcadoresde tamañomolecularseadquirieronde la casacomercialBio-Rad,

14. CUANTIFICACION DE PROTEINA.

La cuantificaciónmolar de la proteínaexistenteen preparacionespurasde POA
ha sido determinadamediantemedidas de absorbanciaen la región ultravioleta o
medianteel métodode Bradford, obteniendoresultadosmuy similares.

14.1.Análisis espectrofotométrico.

El espectrode absorciónultravioleta de la PCA poseeun máximo centradoen
torno a los 279,5 nm, un mínimo a 249 mii y un hombro en tomo a los 290 tun, La
relación entre los valoresde absorbanciaen el máximo y en el mínimo es 2,6. El
coeficientede extinción molar a 280 nm de la POA puedeser estimadoa partir de su

composiciónde aminoácidosde acuerdoa la ecuaciónpropuestapor Wetlaufer(1962).
El númerototal de residuosde tirosina‘y triptófano existentesen la PCA fúe obtenidode

1
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la secuencia(Barberoy col., 1986). El valor de £280nm asícalculadoes de 22.400M1
caE1.

14.2. Métodode Bradford.

El métodode Bradford (1976) seha empleadopara determinarla concentración
de proteína,tanto en las preparacionesde POA pura como en los extractosenzimíticos,

La rectapatrónseha construidoconalbúminade suerobovino.

15. AISLAMIENTO DE LAS SUIBUNIDADES a Y [3DE LA PGA.

Las subunidadesa y ¡3 que constituyenla PGA activa sesepararon por el método

descrito por Lindsay y Pain (1990). Una preparación de 2 mg de POA pura se

desnaturalizóen cloruro de guanidinio6 M en tampónfosfato sódico 100 mM, pH 7,5, y
se mantuvoa temperaturaambiente 1 hora, y a continuación,12 horas a 4 0C. La PGA

desnaturalizadase aplicó en tina columnade fitración en gel de Superosa12 HRIO/30
(Phartnacia,Suecia),previamenteequilibradaen el mismotampón.La elución se efectuó
a 20 ml/li.

La renaturalizaciónde la POA se consiguiómezclandolas subunidadesmol a mol

y dializandofrente a tampónfosfato sódico 100 mM, pH 7,5, durante12 horas a 4 0C.
TrascentrifUgar,paraeliminar restosde sal o posiblesagregadosproteicos,seconcentró
el sobrenadante.

16. ESPECTROSDE DICROISMO CIRCULAR.

Los espectrosde dicroismo circular de las POA, nativa y mutante,serealizaron

en un dicrógrafo Jobin-Yvon liv calibradoa 304 nm empleandoepiandosterona(1,25
mg/mI) en dioxano. Se utilizaron cubetasde cuarzode 1 cm de pasoóptico paralos
espectrosrealizadosen el ultravioleta-próximo(320-250mu), y cubetasde 0,1 cm de
pasoópticoparael ultravioleta-lejano(200-250nm). La elipticidadmolar por residuo se
expresóen unidadesdegradosx cm2 x dmot”.

Las muestrasde proteínassecentrifugaronen una microfhgaantesde realizarlos
espectros,paraeliminar la posibilidadde quealgúnagregadopudierainterferir la medida.
Cadaespectrocorrespondea unamedia de cuatroespectrosindividualesde la proteínay

del disolvente.Los espectrosserealizarona 22 0C.
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17. PREDICCION DE ESTRUCTURA SECUNDARIA.

Las prediccionesde estructurasecundariade las secuenciaspeptídicas,se han
realizadoutilizando los programasPEPTIDESTRUCTIJREy PEPPLOTdel Wisconsin
Packagedel GeneticsComputerGroup Inc.

El programa PEPTIIDESTRUCTURE realiza entre otras las siguientes
prediccionesrespectode la secuenciade aminoácidos:

- Estructurasecundariasegúnel métodode Chou-Fasman(1978).
- Estructurasecundariasegúnel métodode Gamier-Osguthorpe-Robson(1978).

- Perfil de hidrofobicidaddeacuerdoal métodode Kyte-Doolittle o Hopp-Woods
(1981).

- Probabilidadde superficiede acuerdoal métodode Emini (1985).
El programaPEPPLOTrealizaprediccionessimilares,queincluyenentreotras:

- Estructurasecundariasegúnel métodode Chou-Fasman(1978).
- Momentohidrofóbicode Eisenberg(1984).
- Perfilhidropáticode Kyte y Doolittle (1982).
- Identificación de hélicestransmembranano polares(Goldniany col.> 1986).

18. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD B-LACTAMASA.

La actividad ¡3-lactamasasedeterminómedianteel método espectrofotométrico

deRossy O’Callaghan(1975).Seutilizaron0,05 ml de extractoenzimáticoen0,5 ml de
tampónfosfatosódico 100 mM, pH 7, iniciándosela reacciónpor la adición del sustrato,
cefaloridinahasta0,1 mM. La reacciónse desarrollóen una cubetade cuarzode 1 cm,

tennostatizadaa 25 oc en un espectrofotómetroShimadzuUV.160, La hidrólisis del
anillo ¡3-lactámicose siguió registrandola disminuciónde absorbanciaa 255 mu durante
5 mm.

Se calcuraronlos mmolesde cefaloridinahidrolizadosempleandoun coeficiente
de extinciónmolar a 255 nm de 14000M1 cm4parael anillo ~-lactámicoa pH 7,0.

19. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CLORANFENICOL ACETIL

TRANSFERASA.

El ensayode la actividadcloranfenicolacetil transferasa(CAT) se basó en una

modificacióndel método espectrofotométricodescritopor Shaw(1975). Se emplearon
0,02 ml de extractoenzimático y 0,6 ml de mezclade reacciónpara ajustara cero la

medidaa 412 nin. A continuaciónseañadióel cloranfenicola unaconcentraciónfinal de
0,1 mM para comenzar la reacción. La mezclade reacción sepreparó momentosantesde

su empleo,debidoa su inestabilidad,y consistíaen: 0,4 mg/ml de ácido 5,5‘-ditiobis-2-
nitrobenzoicoen tampónTris-HCl 100 mM, pH 8, y acetil CoA 0,1 mM. La reacción
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enzimáticase desarrollaenunacubetade vidrio de 1 cm de pasoóptico, en el interior de
la cámaratermostatizadaa 37 0C de un espectrofotrómetroShimadzu13V-IdO.

El ensayo de la actividad CAT se aprovechade la formación de un grupo
sulflúdrilo libre en el acetil CoA en paralelo a la transferenciadel grupo acilo al
cloranfenicolpor la CAT. El CoA reducido reaccionacon el DTNB produciendouna
mezclade disulfliro de CoA y ácidotionitrobenzoicomásun equivalentemolar de 5-tic-
2-nitrobenzoatolibre. Esteúltimo puedeseguirseespectrofotométricamentea 412 nm y
presentaun coeficientede extinciónmolar de 13600M-1 caE”

20. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD 8-GALACTOSIDASA

Los nivelesde Il-galactosidasasedeterminaronde acuerdoal protocolode Miller
(1972). Se ensayarondiferentesalícuotasde medio de cultivo en flmción de los niveles

de 13-galactosidasaproducidospor cadaclon, entre 0,02 y 0,1 inI, completandoa un
volumen final de 0,5 ml con tampónZ (fosfato disódico 0,06 M, fosfato monosódico
0,04 M, KCI 0,01 M, sulfato magnésico0,001 M y 13-mercaptoetanol0,05M), pH 7. Las
célulassepermeabilizaroncon cloroformoy SDS. La reaccióncomenzóal alt adir 0,1 ml
del sustrato,2-nitrofenil-I3-D-galactopiranosido(4 mg/mí). Trasun periodovariablede 5
a 15 minutosa 28 0C, la reacciónse detienecon 0,25 ml de carbonatosódico IM. Los
restoscelularesse eliminanpor centrifugaciónen microtúgay se mide ¡a reacciónen un
espectrofotómetroShimadzu13V- 160 a 420 ¡ini. La medida es estableduranteunos 20
mm a 4 0C.

Lasunidadesde 13-galactosidasasecalcularonen basea la siguienteecuación:

Unidadesfi-gal [Abs.420 nin It (min) x vol (ml) x Abs, 600 mm] x 1000

21. OBIENCION DE ANTICUERPOS ANTI-PGA

Se obtuvieronanticuerpospoliclonalesinmunizandoconejoscon ¡a enzima PGA

purificada. Seutilizarondosdosisde0,280 gg de proteínaen solución salina,La primera
en adyuvanteFreundcompleto(1:1 y/y) y la segundaen adyuvanteFreundincompleto
(1:1 y/y), dejandotranscurrir un mes entre ambas.La administracióndel antígenose
realizó de forma subcutánea(Sclnnid y Bdck, 1981). Despuésde unasemanadesdela
segundainmunización,seextraeel antisueroy se limpia de restoscelulares,traseliminar

el coágulosanguíneopor centrifUgacióndel sueroa 5000 rpm5 miii. Posteriormentese
inactivan las proteínasdel complementoincubando a 56 0C durante 15 minutos. Se
ensayóla especificidaddel antisueroobtenido,así como la posiblereaccióninespecifica

del suero pre-inniune, encontrándoseunabuena relación señal/reacciónespecíficadel
sueroanti-PGAen unadilución (1/5000).Paraevitarla detecciónde bandasinespecificas
en el western-blot,formadaspor la posible reacción cruzadadel antisuerocon otras
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proteínascelulares,diferentes de la PGA, se preincubóel antisuerocon un extracto

celularde la cepaE. cok HE 101 queposteriormentese iba a emplearpara expresarla
PGA sin transformar,Pararealizarlos estudiosde produccióna diferentestemperaturas
y el procesamientode la PGA se utilizó la cepaE. cok HB 101 transformadacon el
plasmidopYKDS9.

22. TECNICA DE “WESTERN-BLOT”.

Las proteínas purificadas y las proteínasde los extractoscrudos, una vez
separadasmedianteelectroforesis en geles de poliacrilamida-SDS,se transfirieron a
membranasde nitrocelulosa(Scbleidery Schuell) segúnse describeen Maniatisy col.,
(1982).La membranasesaturócon lechedesnatadaal 5 % (p/v) entampónPES(fosfato
sódico 10 mM, pH 7,4; NaCí 140 mM) medianteincubacióna 4 0C durante12 horas,
Posteriormente,se incubó a temperaturaambientecon agitaciónsuavedurante4 horas
en presenciadel suero anti-PGA. Despuésde treslavadosconPBS queconteníaTween
al 0,1 % (y/y), 10 minutospor lavado,la membranasehizo reaccionarduranteunahora
a temperaturaambientey suaveagitación con anticuerposde cabraanti-IgG de conejo
conjugadosconperoxidasa(Sigma).Finalmente,trasdos lavadosconPBS conTweenal
0,1 % (y/y) y un lavado con PBS sólo, las bandasde reaccióncon los anticuerposse
visualizaroncon peróxido dehidrógenoy 4-cloro-1-naftol(Sigma>.

23.MANIPULACIONES DEL DNA

23.1.Transformación de E. coil.

La transformaciónde las cepasempleadasse ha realizadoindistintamentepor el
método del RbCI (Sambrooky col,, 1989) o por electroporaciónO. También se ha
utilizado el métodode CaCI

2para la cepadeE. col) TG1(Messing,1983),

23.2. Obtención de plásniidns.

Los plásmidosfUeronobtenidospor el métodorápido de lisis alcalina(Sambrook
y col,, 1989).

Tambiénseha eppleadola purificación de DNA por centrifugaciónen gradiente

de CsCl(Maniatisy col. 1982)

23.3. Manipulacióndel DNA.

La manipulaciónde las enzimasempleadaspara digerir, ligar, hacer romoslos

extremosdel DNA, etc., y sus tamponescorrespondientesse utilizaron siguiendo las
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indicaciones recomendadaspor las casas suministradoras.Las endonucleasasde
restricciónse obtuvieron de BoehringerMannheixn(Alemania), Amersham,Pliarmacia
(Suecia) y New EnglandBiolabs (13K.). Amersham sumiistró la DNA ligasa y la
polinucleótidoquinasadel fago T4, asícomoel fragmentoKlenow de la polimerasa1 de
E. cok.

24. ELECTROFORESISDEL DNA EN GELESDE AGAIROSA.

Pararealizarlas electroforesisdel DNA se utilizaron gelescon 0,7 % o 1 Vo de
agarosa(Bio-Rad) en tampón TAP (Tris-HCl 40 mM, ácido acético 20 mM, EDTA 2

mM, pH 8,1), empleandoel mismo tampón como electrolito. A las muestrasseles
añadió 1/5 - 1/10 de suvolumende unasolucióncompuestapor Ficoil 400 al 30 % (p/v),
azul de bromofenol al 0,2 % (p/v), xilencianol al 0,2 % y EDTA 40 mM, pH 8,0. La

electroforesisse realizó a 100-150 V durante60-90 minutos,y una vez finalizada los
geles se tiñeron con bromuro de etidio (5 ~tg/ml)para su visualización con radiación

ultravioleta. Comomarcadorde tamañoseutilizó el DNA del fago lambda digerido con
la enzima de restricciónBsIEII o el DNA del fago +X174 digerido con la enzima de
restricciónHaeIiII.

25. AISLAMIENTO Y PIJRIFICACIONDE LOS FRAGMENTOSDE DNA.

Los fragmentos resultantesde la digestión del DNA con las enzimas de

restricciónseaislarony purificaronportresmétodosdiferentes.

25.1. Gelesdeagarosadebujo puntodefusión.

Algunosfragmentosde DNA se aislaronmediantegelesde bajo puntode fUsión
(Bio-Rad) al 1- 1,4 % en tampón TAE (ver apartado24). Una vez realizada la

electroforesis,secortó en cadacaso ¡a bandadeseadadel gely seresuspendióen tampón
TE (Tris-HCl 10 mM, pH 7,5; EDTA 1 mM) conNaCí 0,25 M. La agarosase fundió
manteniéndolaa 65 0C durante5 minutos.A continuación,la muestrasetrató confenoly

posteriormenteconéter(y/y), incubándoladespuésa 65 0C durante10-15minutosconel
fin de eliminar los posiblesrestosde éter.El DNA se precipitó con 2,5 volumenesde
etanol absoluto,incubandoa 70 oc 45 minutos. Tras una centrifUgacióna 10000 g
durante10 minutos,se lavó con etanolal 70 % y, finalmente,sedisolvió en un volumen

adecuadodetampónTE.
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25.2. Técnicadel “Geneclean”.

Los fragmentosque se deseanaislar se separanmedianteuna electroforesisen
gelesde agarosa.Posteriormente,serecortanlasbandasde interésy el DNA sepurifica
de la agarosamediantesu adsorcióna pequeñaspartículasde vidrio siguiendola técnica

dcl “Geneclean”tal y comoindica la casacomercial(Bio 101 [nc.,La Jolla,CA ,USA).

25.3.Técnicade la Il-agarasa.

El empleo de estatécnicatambién requiere,como las anteriores,la separación

previa de los fragmentosque se quierenpurificar por electroforesisen gelesde agarosa,
recortandoposteriormentelas bandas.Estatécnicase basaen la utilizaciónde la enzima
¡3-agarasaquehidroliza la agarosaen sus subunidadesu oligosacáridos,liberándoseel
DNA. Una vez fUndida la agarosaque contieneel DNA de interésse deja actuara la

enzimauna hora a 40-42 0 C. Si se empleaagarosadebajo punto de fUsión semejora la
eficiencia de recuperaciónde DNA del método. Tras fenolizar y precipitar el DNA se
resuspendeen el volumen adecuado de tampón TE. La enzima 13-agarasay su

correspondientetampónseobtuvieronde BioLabs(New England,USA).

26. SECUENCIACIONDEL DNA.

La secuenciacióndel DNA se realizó segúnel métodode Sangery col. (1977),

utilizando la técnicade Zhang y col. (1988) para la secuenciacióndel DNA de doble
cadena.Parala reacciónde secuenciaciónse empleó el Ye de Sequenase(United States
Biochemicals)y comonucleótidomarcadoradiactivamente,[c¿-355]dATP (Amersham),

siguiendolas recomendacionesde los fabricantes.

27. MUTAGENESIS11V VIVO.

El plasmidopYKD59 se mutagenizóutilizando la cepade E. cok TD2l (rnutTl,

mutD5, ¿X[ara-Ieu], argE3,hisG4).Lascélulasde E. cokTD2l conteniendoel plásmido

pYKD59 setrataroncomodescribenFomeyy col. (1989). Lascélulasde E. cok TD2l
(pYKDS9) se cultivaron a 37 ~Cdurante18 horasen medio LB (Salnbrook, 1989) con
cloranfenicol a 35 ~g/ml.Esta cepatiene ima DNA polimerasacuya actividad 3’-5’-
exonucleolíticaresultadefectiva,y produceuna alta frecuencia de mutacióncuandola
cepacreceen medio rico (Degneny Cox, 1974; Schaaper,1989).Trascurridas1.8 horas,

las célulassecentriltgaron,secultivaron durantetreshorasen 0,9 % NaCíparaeliminar
la leucina intracelularde las células,y se sembraronen placasconmedio selectivo.Los

mutantesdeE. cvii TD21 (pYKDS 9) se seleccionaronpor su capacidadde crecerenun

medio mínimo M9 (Sambrook, 1989)‘que conteníaSO ~xg/mlde adipil-L-leucinacomo
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única fuentede L-leucina. A los 6 díasde incubación aparecieronen las placasvarias
colonias.Losplásmidosfueronaisladosy seutilizaronparatransformarcélulasdeE. cotí

1-IBlOl <proA, IeuB) (Sambrook, 1989). Las célulastransformadasfueron capacesde
creceren adipil-L-leucinacomoúnica fuentedeL-Ieucina, comprobandoel genotipocon
los correpondientescontrolessin adipil-L-leucina.

28. MUTAGENESIS DIRIGIDA.

Las mutagénesisdirigidas se realizaronmedianteel sistemade mutagénesisin

vitro de AmershamInternacionalsiguiendoel protocolo quedetailanlos fabricantes.Los
oligonucleótidosfueronsintetizadopor IsogenBioscience,

29. AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA MEDIANTE PCR

La ténica del PCR(PolymeraseChain Reaction)ha sido una herramientamuy
valiosa para la Biología Molecular desde su descubrimientoy desarrollo (Mullis y
Faloona,1987; Saildy col., 1985). A travésde la tecnologíaPCR,las cadenasde DNA
puedencopiarsey amplificarseexponencialmentede maneraselectivaen pocashoras.La
amplificaciónmediantePCR es un método conceptualmentemuy sencillo que mimetiza

¡a replicaciónnaturaldel DNA, queprincipalmenteconsisteen la repeticiónsucesivade
trespasos:i) desnaturalizacióndel DNA de cadenadoble, it) anillamiento del DNA con
oligonucleótidosespecíficos,que marcaránla región del DNA que se va a amplificar, y
iii) amplificación con la DNA pollinerasa. Cada uno de estos pasós requiere unas

determinadascondicionesde temperaturay tiempo, que debenajustarsepara cadacaso
particular.

Hay que resaltar que todas las reaccionesde amplificación realizadashan
necesitadoun 15 % de glicerol en el volumenfinal de reacción,para evitar la formación
de estructurasecundariadel DNA plasmidico,que ha dificultado en determinadoscasos
el procesode amplificación.

Seha empleadoun equipodePharmaciaLKB y lasenzimasPJ¿DNA polimerasa
(Stratagene)y ReplithermTMtermoestableDNA polimerasa(Epicentre,USA). Por cada

proceso de amplificación se consiguió aproximadamenteun 1 ~tg de ftagmento
amplificado. Los productosde la amplificaciónse purificaron por las técnicasdescritas
en el apartado25 o bienmedianteel empleode columnasde Promega(USA).

29.1.Mutagénesisal azarmediante1’CR debajafidelidad.

Paraconseguirla amplificacióndelfragmentode DNA que codifica los residuos

Pro43-Met71 de la secuenciade aminoácidosde la PGA de K. dllrophila se han
empleadolas siguientescondicionesdé reacción:Tris-HCl 10 mM pH 9, KCl 50 mM,
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MgCI2 6,5 mM, MnCl2 0,5 mM, gelatina 0,01 % (y/y), Triton X-100 al 0,1 % (y/y) y

dNTPs (dCTP 1 mM, dGTP 1 mM ,dTTP 1 mM y dATP 0,2 mM). Se utilizó una
cantidadfinal de oligonucleótidosde 900 nM, 1 ng/gl del p¡ásmido pYKDS9 que sirvió

de moldey 2U de enzimaRep¡ithermDNA polimerasa(Epicentre).El volumenfinal de
reacción fue de 100 pi y contenía un 15 % de glicerol (y/y). Los oligonucleótidos
utilizados se muestran a continuación: KLUSECO,5- (5’-
GCAAGCCCGCCAACCGAG-3’)y KLUSEC1 (5’-CTCGGAGACCJGTCCCCTGAG-
3’). La amplificaciónsellevó a caboutilizando el siguienteprograma:1 minuto a 94 oc, 2
minutosa 50 oc y 2 minutosa 72

0C, durante35 ciclos. Lasmuestrasse introducenen el

equipode PCRtrashabersido desnaturalizadasen un bailo a 100 0C durante5 minutos.

29.2. MutagénesismedianteFCRutilizando unoligonucícótidodegenerado.

Las condicionesde reacciónque se emplearonfueron lassiguientes:Tris-HCl 20
mM pH 8,75, KCl 10 mM, (NH

4)2504 10 mM, MgCl2 2 mM, Triton X-100 0,1 %,

BSA 0,1 mg/mI, dNTPs250~tM,glicerol 15 % (y/y), 900 ¡iiW de cadao¡igonucleótido, 1
ng/pi del plásmidopYKD59, y 2U de la enzimaPjI¿ DNA polimerasa(Stratagene)en un
vo¡umen final de 100 I.L¡. Los oligonucleótidos que se utilizaron se indican a
continuación: KLUSEC1 (descrito anteriormente) y KLUMUTA2- (5’-
CGCGATGAATACGGCATGCNS(NNS)g COACTO TTTTACGGCTATG-3’), donde
N puedeser: A, C, O, T, y 5 sólopuedeserC, O, paraevitar la formaciónde codonesde
terminación. El programaempleadopara realizarla amplificaciónfue el mismo que al

realizar¡a PCRal azar.

29.3. Amplificación delpromotordel genpac de E. coil y£ c¡troph¡la.

La amplificaciónserealizó en las siguientescondicionesde reacción:Tris-HCI 10
mM, pH 8,3, MgCI2 1,5 mM, KCl 50 mM, Tween20 al 0,005 % (y/y), NP-40al 0.005

% (y/y), gelatina0,001 % (y/y), dNTPs250 gM, oligonucleótidos900 nM, plásmido 1
ng/pi, glicerol 15 % (y/y) y 2U de la enzima ReplithermTM termoestableDNA

polinierasa (Epicentre), en un volumen final de 100 pi, Para la amplificación del
promotor del genpac de E, cvii los oligonucleótidosempleadosñieron:PEOl (5’-
CCCAAGCTTTTCATTOTATCCTTCTGG-3’) y PEC2- (5‘-CGCGGATCCAG
CGGTGAATAAAGCG~3‘). Como molde se utilizó el plásinido pOAl. El programa

utilizado seindica a continuación:1 minuto a 94
0C, 2 minutosa 65 0C y 2 minutosa 72

“C, durante35 ciclos. Parala amplificacióndel promotordel genpac de K. citrophila se
emplearon los oligos PKC 1 (5 ‘-CCCAAGCTTTTCATTOTATCC TCTTGC-3’) y
PKC2- (5’-CCiCGGATCCAGTAAAAOTAAAATTG-3 3, el plásmido pYKDS9 sirvió
de molde. Seutilizó el siguienteprograma:una primeraetapade 7 ciclos, 1 minuto a 98
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0C, 2 minutosa so 0c y 2,5 minutosa 72 0C, y unasegundade 30 ciclos, 1 minuto a 95
“C, 2 minutosa 50 0C y 2,5 minutosa 72 oc.

30. AISLAMIENTO DEL RNA.

Paraobtenerel RNA total deun cultivo deE. cok, las célulassecultivaron en 20

ml del medio de cu¡tivo correspondientehasta diferentes fasesdel crecimiento. Unas
muestrasfrieron tomadasen faseexponencialy otrasen faseestacionariade crecimiento,
dependiendodel transcrito que se necesitaseanalizar. El sedimento celular se
resuspendióen 1 ml de TE 10:10 <Trí-HCI 10 mM, pH 8; EDTA 10 mM) lavándolo a
continuacióncon otro ml de TE 10:10. Una vez lavado se resuspendióen 0,4 ml de
tampónde lisis (TE 10:10 con 2mg/ml de lisozima (Sigma)y se provocó la lisis celular
con tresciclos sucesivosde congelación-descongelación.Posteriormente,se añadió a la
mezcla,SDS al 0,8%, acetatosódico 166 mM, pH 4 y 0,5 ml de fenol ácido equilibrado
con aguaa 60 0c. La mezclase calentó a 60 0c durante5 minutos y se centrifugó a
12.000rpm 10 minutos a 4 0C. El sobrenadanterecibió un nuevo tratamientocon fenol
ácidocaliente.El RNA total seprecipitó conetanolabsolutodisolviéndosefluxalmenteen
un volumenadecuadode TE 10:10, La concentraciónde RNA se estimó a partir de la
absorbanciade la preparacióna 260nm. Unaunidadde absorbanciaa 260nn equivalea
una concentraciónde 40 ~tg/ml.La cantidadde RNA obtenidaa partir de los 20 ml de
cultivo de E. cok osciló entre 0,3 y 0,8 mg. Para comprobar¡a calidad del RNA las
muestrassevisualizaronen un gel de agarosadel 1 %, tras eliminar las RNasasde la

cubetay tampones.Una extraccióncorrectapermite observarbandasde 1,1; 0,8 y 0,2
kb. Los RNAsseconservarona -70 oc.

Se eliminaronlos posiblesrestosde DNA de la muestra,quepudieraninterferir
en el análisisposterior del RNA, medianteun tratamientocon DNasa libre de RNasa
(DNasa1 de Pharmacia)en presenciade RNasina(Boehringer>duranteunahora a 37 0c.

Posteriormenteseprocedióa realizaruna fenolizaciónácida y precipitacióncon etanol
del RNA.

31. DETERMINACION DE LOS SiTIOS DE INICIACION DE LA

TRANSCRIPCION MEDIANTE EL EMFLEO DE LA TECNICA DE
EXTENSION CON UN INICIADOR.

Paralocalizarel sitio de iniciación de la transcripcióndel genpesede E. cvii y el
de K. citrophila se han seguido dos procedimientosdiferentes,ambosbasadosen la
técnicade extensióndel cDNA a partir deun iniciador o “primer extension”(PEX).
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31.1. Método A: marcaje del oligonucleótido con [y-32P] ATt

Para determinar el extremo 5 ‘del mRNA transcrito delgenpacde E. cvii y el de

K. citrophíia seha empleadoel protocoloque describenManiatisy col, (1982). Se basa
en marcarradiactivamenteel extremo5 ‘de 7 pmolesde oligonacleótidocon 50 ~tCide [y
..32P] ATP. Posteriormentese emplean i~ 6 cpm del oligonucleótido marcadopara

precipitarlos con el RNA. El oligonucleótido utilizado fUe PR5551 (5’-
GccAGGGTTTTcccAGTc-3’),queseprecipitócon 15 ~tgde RNA. El precipitadoes
resuspendidoen 30 pi de tampón de hibridación (40 mM PIFESpH 6.4, 1 mM EDTA
pH 8, 0,4 M Nacíy 50 % formamida),desnaturalizadocon calor a 85 0C durante10
minutos e incubado 12 horasa 30 0c para conseguirla hibridación. El hibrido RINA-
oligonucleótidose precipitacon etanol,y el precipitadose resuspendeen la mezclade
reacciónde la transcriptasareversa(lx tampónAMV (Promega),0,9 ml’v! dNTPs, pH

neutro,0,4 U de RINasina,y 3 U de enzima). Se empleóla trauscriptasareversaAMV
(avian myelob¡astosisvirus) de Promega (Reino Unido). La reacción de extensión

transcunedurante una hora a 42 0cy sedetieneconNaOHa una concentraciónfinal de
0,4 M, manteniéndose12 horas a temperaturaambienteparadesnaturalizarlos ácidos
nucleicos.El siguientepasofUe neutralizarla mezclaconácido acético0,4 M y posterior
precipitación. El precipitado se resuspendeen una disolución 1:1 (y/y) de agua y
solución colorante(azul de bromofenolal 0,3 %, ,dlencianolal 0,3 %, 10 mM EDTA,
pH 7,5 y 97,5 % de formamidadesionizada).Paraanalizarla longitud de los productos

de la extensión,y por tanto, el punto de iniciación de la transcripción, se realizó una
electroforesiscargandolas muestrasen un gel de poliacrilamida al 6 %-urea 8 M y

detectándoseel resultadopor autorradiografia.La secuenciaciónde los plásmidosque
conteníanlas zonaspromotorassubclonadas,con el mismo oligonucleótido,sirvió para

localizararel puntode iniciación de la transcripciónen el genonia,

31.2. Método B: incorporación de ¡a-32F1 dCTP.

Estemétodose basaen el ensayoque utilizaron Chandtyy col. (1994). En este

caso el oligonucleótido empleadopara analizar el extremo 5 ‘del mRNA del gen pac

tanto de E. cok como de K, citrophiles fUe el siguiente: 5’-
GCTCCAATAATACATCAGGGAAG-3>. Seutilizan 0,25 p.g de oligonucleótido y 15 ~¡

g de RNA para realizar el anillaniiento en 3 pi a 90 0c duranteun minuto y, a
continuación,5 minutosa 42 0c. El cDNA es sintetizadoen un volumende reacciónde
10 pi que contiene24 U de la enzima transcnptasareversa(AMV), 15 ¡.tci [c~-32P]
dcTP, dCTP 10 I.tM, dATP 100 ¡xM, dGTP 100 í.tM, dTTP 100 ¡.¡M, Tris-HCI 50 mM
pH 8,5, KCI 50 mM, MgCl

2 20 mM y DTT 10 mM. La reacciónse incubaa 42 oc 30

minutos y se para con 5 pi de 0,5 % formamida, EDTA 20 mM, 0,05 Va azul de
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bromofenoly 0,05 % xilencianol. El resultadosevisualiza y anailzacomo en el método
anterior.

Estemétodoesmucho más rápido que el anterior y tiene la ventaja de conseguir

tma mejor desnaturalizacióncuando se trabaja con material genético de elevado
contenidoen estructurasecundaria.
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1. MODWICACION DE LA ESPECIFICIDAD DE SUS~RATO DE LA PGA.

1.1 DISEÑO DE MUTANTES.

Aunque la especificidad de sustrato y el mecanismo cinético de la PGA ha sido

estudiadobajo diferentesenfoques,las basesmolecularesde la unión del sustratoy la
catálisis,así como la estructuratridimensionalde la enzima,no eranconocidasal inicio
de estetrabajo. Por estemotivo, el diseñode las proteínas mutantes tuvo que realizarse

en basea evidenciasindirectassobresuestructurao fimción.

1.1.1. Comparación de secuenciasde BI4A.

con objeto de alterar la especificidad de sustrato de la PGA de K. citrophila y

poderdiseffarenzimascon nuevaspropiedadescatalíticaso mejorarlas existentesse ha
recurrido a la ingenería de proteínascomo herramienta de trabajo. Dado que las
secuenciasde los genesque codifican variasBLA han mostradoun grado de similitud
significativa (Virden, 1990),un análisis comparativocon todaslas secuenciasde BLA

descritaspodríasugerir residuospotencialmenteinteresantesparasermutageniizados.Un
alineamientode lasmismas(figura 6) reveló un porcentajede similitud desecuenciaentre
las POA superioral45%,mientrasquela similitud existenteentrelas PGA y las OLA fue
menordel 35%. El porcentajede similitud encontradoentrelas OLA fUe de estemismo
orden.Las regionescon mayor gradode conservaciónen la mayoría de las secuencias
comparadaspodríanser zonasestructuralo flincionahnenteesenciales.Esto vendría
apoyadopor su estructuraheterodiniéricacomún(tabla6), y por tanto, seríancandidatas
de interésparaseralteradaspor mutagénesis.La región quepresentóun mayorgradode

similitud entretodaslas secuenciascomparadas,comprendíadesdeel residuode Arg37
hastael de Ser7S de la subunidada, refiriendo la numeracióna la secuenciade la PGA

de K citrophiies.

Estudiosprevios han localizado residuosresponsablesde la interacción de la
PGA con el sustratoen la subunidada. (Williams y Zuzel, 1985; Prieto y col, 1990).
Oliver y col. (1985) hanpropuestouna semejanzaestructuralentreuna región de la
subunidada de la PGA deE. cvii, queincluye la Met168 (figura 2), y un dominio de las
PBPsde E. cok situadoen tomo a la sermacatalítica,queestadaimplicado en la unión
del sustrato.Por otro dado, la mutación Val62Leu, situada en esta región de alta

similitud, fue responsablede un cambio de especificidadde sustrato de la OLA de
Pseudomonassp.0K16(Matsuday Komatsu,1985;Quax y col. 1991).Este conjunto de

datosson indicativosde la importanciaque parecetenerla subunidad« en la unión del
sustrato.Dado que la región másconservadaentrelas BLA, contieneel residuoVal62
mencionadoanteriormente,se seleccionódicha región para comenzarel procesode

mutagénesisy tratarde esclarecerlasbasesmolecularesdela unióndelsustrato.
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1 MKFIKSFXEVTFSFFCNITPAF~VPGV~ ~

2 NUAPVPVPRVADFTC - EKICPAAOS - RGMVVflflfPL-ASAAGAQILL-ACONAID~VMLF>1flp~pN.>~O
1¡¿~0

3 MTMAANTVRAVLQA ALPPLSQS ~

4 MD~AAKrURAAL~A ALPPLSGS - LPIPQLSASVRIQRDAWQIPHII@.sOEAYPS¿Á,yvnounwvMsLTn,c
5 HflIAAICTDREALQAALPPLSGSLSZPOL5APnVQRDOW0IPHIIQ~GR)J,AY~JJ~Qfl.~QDRLFQ.<ELWRK

6 ~
7 MQKOLVRTGLVAAGLILOWAOAPUIA -QVQS -- -y- - -N-RDSYOVPHVFADSHYOLYYGYOYAVA~ORLFQ~D~I~jR3
E NKNRNPMIVNCWrAZLMYYWSLPI.1~ -EQSSSE- - - ~I. - -K- IVROEYQNPXIYAflDTWHLFY0Y0YVVAQDRLFQHE~J~RS
9 ~

10 NIQIKWLISVIILFVFIFPQNLVFAQE -OxiqEo ~
11 MKrKWLISVIILFVFIFPQNLVFAOE - 0Kfl~G - V- - - 1< - VmDNFOVPKLYMCUICDLYEAVOYV)4>J0P.LFOLEMnRQ
12 NLRVLHRAASALVNATVI0LAPAVAYAJ~A - ~
13 ~

1 OFIEII- -YNK3cENICVflLDS--.- - -RONAPEMVWPELF- -Ir -D0XGKPIPFSlR-I!Tn3-KAVGvn.rL~ovrrpj~E~y. - OTLDISQVIDPATK
2 OLSHXRLADCR - -XVVIDt#- - - -LSTAPIKATAENYECL-SDStolcQPmpxpQflV SAVAvJALXOWCDALARF. - -GTLPLADVLQPAIO
3 ALORAAEWLCAEM.E?WILV. - - -RRLO$EKVCRRDFEAL.QVEA- TXHLLRAYVAGVNAFLASOAPLPVEYGLL - OflPEPWEPUSIA
4 AL’JRAASWLOAEAAZADILV. - - -RRLCNEKVCRRDFEAX-0AWWNLLRAYVA0y~&,p.$TJ,SQVP~pflyq~~ OflPEPWEPWI{SIA
5 ALORAAEWLCAEAASADILV - - -RRLONEflCRRDFEAL.GAZA lcflMLLRAYVA0VNAFLAs0A~LpI~yo~. - OASPEPWPWHSIA
6 TQOTVSEVWRAYVSFDICDI - - ~
7 ~ PS- - bLPKEYVUFDFOPEPLTDFDVn<

8 TVOTVAEVLOKDFVXFOKnI. - - - RRNYMPDAXRAQIAAX- ~
9 TO0TVSEVF0XDYIsFoI~x - - ~
10 NEOTVSEIFOEDThSKnEQS - - - ~ KL5XRFHEYQFLPI~ICWTSTDVVR
11 NEOTVSEXFOEDYLS>cflSQa- - - ~
12 AROKOAnIqGPoYEOrrvwL- - - -Lfl4QVPE - -RAQOWYA~SPDFP-MtUAFAA0XNAY. - - AQQNTDD ISPEVRQVLPVSGADvvAINPSI4
13 OLflELSEVRGRAWAQDDAA- - - -RR - FVflODNAWW- RAYOPDAICPAA-EMflOVNAYIEWLAA.HPDQ -HPYEFRW-QflPAXWTPED¡vx

1 QAEK-GVK N1<XTAQYID VICflQNNQAA>,NWV?.. - -NO- - -OPL - ¡CE--OflThVQPDL- -ArrLKLIXICQO-s - -EvryaGQroic~
2 LARR-QF/TPYLSNCImNAGD6.ASXP~LppJ«4~P --00--- KPL - OF- -ONRLVQSDY- -AASLICLIAAEO-P- -DALYOCKWRA
3 VNRRLOL1MO5VWFnwP1LnPvV0i3pTn~I~y.,3 -DGO- - -ROL- -Ej.. -CIPP--OA-KAD- - -RLEADL- --Afl.R-PAVDALLICMI. - - -

4 V4RRL0LM05VWrnWpIlLLPvvap>aJnpj~yp.. -000- - -ADIr ,L - C1PP -0A5AD - -RLEAflL-- -ATLR-PAVDALLICM- - - -

5 V4RRLOW4GSVWFIcLWRtlLALpvvqat~j~y¡» -DOO-- -VOL- -L-- -01FF- -0V-En- - -RLSADL- - -AALR-PAVVALLKJM- - - -

6 IFV0flfAN?raOsTsS¡ONLA± - ~

7 IWVOSNAflRFSDflhLzVfltAJl - ~
o IFV01W.NAFSOSTSETOnAL - ~

9 IMVOflU.UFSDHNSEIDNLAL -LTAL~KY0SQLOVEFfl~QINWL WFP ISSEEr¡.YsOSOn’QflsQLflOt SDYRLTAPMFERTA
10 ~
11 VYMVSNTYFMDNI{QSLflARIL - AflENEYO-rsvsRnwoOLvwnmpswrszvas - OKPflDSSBQ
12 NFL.-YVAS-FGRTLOEOD-- - -FF0 -LADQ-O
12 ~

1
2 ~

3 -O0OASDAAOOO
4 -OODASOAM0O

5 -O0OASDAPOOO.
6 KGTDOALLAVTAXKIfRZTInQFAJ4O .-AR0LAOYFTr

7 -00ROFOFM’KA.
O KOAD0ALLALTMKIWETIVAQEAQOGANOIAOYP.n.

9 KDrTOKVLALSSQENNAtIA]CQYEVS0AJ4OLAOYPI.F
10 SLQKLSSAVIKASEKVOKERENFVQSSEEL.OLFLKI0
11 SLQILSSAVXKASEKVOKSRENFVOTSEEWLPLKIO

13 -0

1 ~

2 AFVKVPVARLIOflYWERnLIEHEQA.F~-~ADL50tJESP.D
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1 rnfFSVMOKW0NNVArrnISQVF0s0IHvPOY0FMPWEMTOFDAT~oovNOvEP1npRssMa~F~YJ30NpF-t.Jd0sFc0p~IIADVsETI
2 ~
3 ~

4 ~
E ~
E 3N~4WVI0KNKAQOAXAINVW0FQF0WYApArn-0I0LH0AOYDVToNTp~AypqEjy - F0MW0TISWOSTAOF000VDIFflKLSAEKPOflQKN

7 SNLWSffiFERVQEOSTVLIN0PQF0wYNFArVY-GIoLHGAorDvvowrpFAypIvL- - FOTWSEIAWOATA0PQOVVDIYQSKLNPSPADOYWFN

O SWMWVIOICAKAQDAKAINVW0PQFOWYADAVTY-OI0LIIOA0YI3VffiNTPFAYPOL.V- -F0HNGVISWOSTA0FODOVDIflSRLSASKP4IYThHN
9 3Nv34Lv0KrKASOAnILLNGPQF0WFNPAYTY-0IOLII0AGFNIVONTPFAYPAIL- - F01{NOHVSWGSTAGFOOGVDIEAEQVSFEOPNSYLI{V

10 SNAAIVGSEKSATONALLFSOPQVOFVAP0FLY-SVOLHAPOFDNEOSGFIGflWIH- -~0A2mHFALSATAflY0NVWIFEEKtMT1CflESQyLYK
13. SNAAIVOSEICSATQNALLFS0I’QV0FVAPOflY-EV0LRAP0FflNSOSOFIQVPFIt4- -FdAWffiFM.SATA0Y0NV’wIFESKwAnf3SQVLYI~
12 SNSWAVAPOXTAnONALLLQUPULSWTWYrrYYEMILVTFO$EIY0ATQIGLF-V- IRFAFNQRN0ITNTVNGNVOA’rt4YRLTL- -Q-DO0VLVV

13 StM4- ISFQXSMtRAIMANOPHRAYAAPSALYIVQVSTPIt-XLIGAOSFAXPOVASOHNOT- - IAF0LTTFWIOQSOLYVffiLNFA>1PDQYRYR

1 MNVLI3HQMLIQDAILAPRIYSAOYFTV - RWEFOIEONTIOELMGICGHVSEKP9HT0WVOAVIFDYEK0KJ4YGOALNWE0TVQOVYNVSYK
2 VNLIOHRNSLQEAVEAPRVWTEOOVLS - LESAIPE -AVAVALIAR0HKRSPRVAGOHNALAYNPO-0TLTflAACWRADOTPVAISG43LAR

3 0NOFEFVAWSR-ORIAVR-0OAD-PXF~O- IV-E1R1SFVIA0OPRO0AMZRSVQWWLSFOCLTRMPGMVAQLWA~GWOEjIDIWLVAn

4 0NPFEFAAWSR-ORIAVR-O0AU-R1WD-II-E2JI0PVIA0OPRO0»XTLESVQFAEWLSFD0LI~~MFQMTVAQLVDAnGWGLIOH~EjV~
5 ONEFEPVAWRR-DRIAVR-O0An-REFO- IV-ETRH0PVIA0OFLE0AALTLRSVOFAETDLSFOCLTRMFOASWAOLYDATaOWOLIOIINLVAQ

6 0- KWVOMLSR’C-ETIAVKD~QF - -ETrr-vw-RTm0twInrnRQTAYAKARAwD0KvAALEjAwTHQNnnnqFEw1-~MJcoP.1¿rInYYA-
7 N-AWR’IVEVRK-ERIQVR-OQAfl- REMT- tW-RTVUOPVNKYOVD.2GAAYSKXRSWD0YEVQSLAWLNVAKARWWrEnSQASn4AIS¡¡NnA.
o o- KWVKMLSRE-ETITVXNGOA -ETn-VW-RTn0MILQTDQnQTAYAKS»WCOnVAaLLAWffiQHnnNQEWQAAJ~QP1TInYYA..

9 0 -O¶4WfLSRQ-ETLNVX0EQP- - ITFE - IY-RTV1{GMVVXRDKrn<TÁYSnnWOOnEjTSLSWVXQ0Q~N4QqWJJDQAQNQnTIj~WYYA.
10 0- ~

11 0- ICWP.flk4EIOlIC- San XOON0EKfl EKXYYRTV110PVISRDE21~KVAYSKSWSWR0TSAQ3NSAYMKAJ4WAD4LICEFEnASErrNSLNWYYA
12 0QVRFFERRQASYR- -LRQAD0TrVI3!CPLEIRSSVI{OPV- EERADCTAVAVRVAOLORPONLEQYFDE4tT-A-OSFDDYEAALAnNQVPWNIVYA

13 0--- KWVSMRTA-HETIWVRDOAPVETPLIC- - fl1U40PVTYDKflKOPRVCRAM0NAAT~HVALLRRJIALUAREELREFQKAEjDI1q0ASTVWOVYA

1 snFKsIKEEKK0FrrLIcVN0AvYPV’rAEQnKLINPyIQaOnzwwvI0.ffiOtrrnPOKK~yLPvIn>nwy~J~nrnrnt~wP
2 AOARfl’I,.
3 DVAOSIOHLVRARVPSRPRSN0W- - -LFVPOWS0EHEWRGWIPRZMPRVIOPPOQZIVTAmWVVAZOHFOYLCItCHFPYR. -flRfl4K- -RL’.’

4 OVO0SIOJILVRARVFSRSREU0W- - -LPVP6WS0EHEWR0WIFSnIPRVIDWPGOTIV’rnflvvAooHpoytc-rvcnppn -AERINX- -RLV
5 OVAVSI0HLVRARVPSRFRENOW- - -LFVP0WS0EHEWR0WIP}EEAMFRVIDPP6OLIVTA14NRVVADDHPOYLCWCI4FFY1~.. -AERtHE- -RL’?
E D’fl4ONIGYVWT0flPORQFOUDP- -RLFVPO-TOKMDWK0LLSFDLWPKVYNPQSOfl- -AH- -WWNSPQKDYPASDLFAflWOOADRflEIDTXL

7 DZfl0NX0YVSPMLPQRPADQDI- -RVPAXG-OOSNEWL0IKSFDAIPZAflWP~oYt- -VW- -WlNKPAVDKflfltTYYWflIO - -DRNWSLVSQY

8 OVW0NIGYVWftIAYFDRQS0HOP- -RLPVPO-tOKI4OWKOLLFFEMNFXVyNPQS0YI- -A>4- -WNt4SPQWYPASOLFAFLW043ADRVTEXDRLX.
9 OKDONIOYVIflONYPORQIWIOF- -RLPVSO-T<3EWDWKOIQPYANNFflYNPKSOfl- -AH- -WNNSFAJCNYPASDLFAnWOSAnRVKgIDNTa
10 DKX0OTAYYHV0RyPVRNNKIDS- -RIFTPG- ToEYEWKoFIPFnWPIIVINPn#an- -VN- -WNNICPSUWVW0EYSYW0EDNRVQOYI -NO8

11 OKK0OIAYYHVGRYPVIU4SKIOE - -RIPTPG- T0EYEWKOFIPFKRNPIfVINPKNOYV- -VN- -WNWF~PSflWVN0EVSfl140SfltWVQQYI-NGN
12 ~
13 DTA0NIOWVPSGNAPXRPNWOOZ- - -MFVFOD-ORYEWAOFWnnQLPSAVNPXItYWrrSNE*4JO4PMYPOOVRnGWEWn108RJfARIOEVLIC

1 ADIEOPEOOGSVTXIFI{sfl!CYHNVrnfILRDESFEVIVVLTWEC
3 AH- FAFAVUDAAAIHADTLSPH- - VOLLRRRLSA- L - GARflOSAAR0LRQNLVAWO0RMDAASEVMA- VNAnJULWL VTOR SOLEO

4 AH- FAFAVI3DAAAIRAflflSPM- -VOLLURLEA-L - ~AR13OSAAB0LRQ$<LVAWD0PMOAASBVASA-YNAflRALWLVTVRSGLEO
5 AS - PAFAVDOAAAIIIADTLS PH - -V0LLRARLfl-L -6 IQ6SLPAESLRQrL IAWOORMI3ALJS QAASA-YNAYIWALWLVV» S0LEQ
6 DKQFRflAflQAWUVIRQTSUW- -Ej. -LRLFLFA-L- mA-T-fl#LAENUPRRQLVDKLASWDGEWLVWUO6IVTY-QQP.2SMLNAE<LT- -SNL- -

7 QQKLLFSVQEYWEFNQKASYSO- - VN- WRYflPH-L-EKL-A-QQLPAflOSSflALTNLLAWD0NE- -QDQOQQN-AoFnvLnvnn.z- -EPIY- -

8 EQKPRLTADQAWDVIRQTSRQO- - KM. LRLflfl-L-QAA-T-SCLTQSOPRROLVnLTRWOGTNTnmDOKTW-OQPGSAIIMWE>r. -SNEj- -

E SAYDfl~TADDMWAIL~QTSRVD- -LN-fltfl’PF-t-TOA-T-QGLPSNPNSVVXVSMLQVWDOINQLSSDGnIV- XHPOSAILDIWLK- -EN!>- -

10 EAROXVItEDXNEtNVTMFAQ- -LR-ANLFKPL- 1,- IDV-Lflfl~ICSn40N?ryLIEa2EwnNEjnfl8~#EflayY-oAanAnosww>r- -NLR- -

11 EAR0KVTLEDINEINYTASFAQ- - LR-ANLFKQL-L- IDV-LDfl4KSfl4ONYXYLTULESWNNLflDENIWGYY-DAOIAAflDEWWN- -tiLlE- -

12 SV-RLI4SENDOLTLERFHALQL - SHRAVWIDRTLFDLIPAALTDFOSVQAAARLLAAWDREFTSOSRAALLFEEWARFLA0QNFACQAOFAT

13 AK-OKVSIEOSERt~NDtVsXP -AitRLI4A-t- - - -LAPL-NSOOPVTAAALU.LKQWDARMVADSAVAALEEVWFSRMWRAYK.NAVLFK



3 AXSHFFAAVAP0VSPQOQVWAVFTLLROOflA-0NLK0WSWDQAL9EAi~SVASON -LTQRSW0SSIIRFRFWPLAIVFFAWAOL- - - -UlPAS - -R
4 AISHPFAKVAOVSFI200VWWAVFTLLRDODA-OMLK0WSWOVALSSALSVASQN -LTURSWOEEHRPRPfl{PLATQFFAWAOL- - - -L3PAS- -R

5 AIAifPFAAVpFOVSPVCOVMWAVPTLLRflDDA-0NLK0WEWOSALSfl.tSVA~tN-MtRGW0EEF1RPRrflfFLSAQFFAWMij- - - -U4PVS- -R
6 - T3~TVVAAVFAPF0KMYSAS0YEIT- -QOOPT-OSLHISV0AflLYEALQt3DKSF-XFQAVDU0QIWEVEVILAALDDAt4ETLSflYONDVT-OW

7 - KQVLMPVVPSSURM4YSQTOF-AT- -QQOPNPOSINLSNGTfl’LLRALVLEARP-OPKRVNVEOERSSQEINUTALVWAQARLSOEQOAQNA-RW
8 - KJ~TVVAWVPMFFOKWYSASOYE-r1’- -QOOPT-0SLNXSVOAZILYEAVQGOKSF- IFQAVDLFAGICPQQEVVLAALEDTI4ETLSKRY0NNVS -14W
E - KATLCQTVPAPFDJCI4VLASOYErr- -QEOPT-OSLNISTOAflLYESLESOKSF-XSQSIDLFSOQFQNDVIRKTLWrrTQKflIEKYODHPA.-w<
lo OK- -LFMDELODEV0 IT- - - Ir- - - -DflYOASLAYlcWISflSfli - YXWVNVDQEKXINSSWEVLAKLQSEKOLKAE -KM

11 OK- -LFHOELOOFYQ - IT- -¡CE- IT DRRYGASLAYICILNflSTW - YEMVNVDOEKIINESTWEVLAKLOSEKOLICM - KW
12 PTSLDFZPVSTPYOVRDPKAAVUQLRTAIAaTnICYQAIDRFFOOASRNIWDVNVPOAASTOElWSFRVrrrSOPDEWOVRTFVH0E-IVVAH ¡EF

12 0D3FGAPOFAflWALEQPAARF0ENAJ4-AflDAVVLSSLCAWOSHVflKGAD-P0AVKW0fl~?WLWhJfPLATflF«HAREAQRRS-VAO -GR

3 PI00000TVLARO- -LVFSMJFQ -ATT- - -GALS-RTVVVVONI4ONSR- --W-VV-FflOASO--RFASA- - -flflflQl<-APWSOCAflVTIL

4 PXOGDODTVLAnQ- -LVPSMPQ ATT- - -OALE-RVVTDVGWWDNSR- - -W-VV-VNOASO- -XPASA- - -HVA0014-AflSOCAHVPtU¿
E FTOOOGDTVLAN0- -LVFSASPE ATT- - -QALE -RY JFDVONWDUSR- - -W-VV-FMOAS0- -RPASP- - -WYADQW-APWSDCAMVPML

6 KTPZJ4ALTflAIO2WF0VPQAAAXEARH-QAEYQNROflHDOIIVFS PTS0NRPVL -AWD VV-APGQBOFTAPDO KAS KRYDOVL- IQ<YESFO 13K5 - Ej

7 flIPTSVIIRFSDflWFrrVI’VTWPOlrFA-nOTQNflOTENNRVVT- - - -DAXOV-EFODAM-PPOQSOFOffiNOVRSPflEDQL.-KLyENyECrnw
8 KrPAMALTFPAHNFFOVPQAAMETRH-QAXYONR0TENVMIVFSFrrSORPVL-AWDVV-APGQSOFIASOO¶ND,OfYSOOL-KmVENFO3RKS -t

E QTPATALTflENNFFOIPVALFVENFE-QNSYflNROflNDLIVF-- - -TSE0VS-AWDfl-APOQS0FTSPVOKPSPHYODQL -SLYQ0FGUP-Ej
10 RJ4FIKT?1-rFOSKSLZOIFH- - -OYGSMTFIIENNROSRWUY1514- -- -TFKOFS-Ofl#TT-PPOQIGFVKKDOTISDHYODQL-VMFAEWKYKP--
11 RMPIKnfrFOEKSLTGIPII---oyCJsHTPIrEnnGSENnflEn-- - -TPTGPS-0FWIT-PPOQtoFVX~OTIsDfltflOL-vy4FAnKt~¡Cp- -

12 STPVRAYOLflSYGNSRQPOTTIIY EDO’- -ERTa RWFflLLL RREOVE- -AAVQE- - -RTPflW-QP

13 OCLTSFVDLSRER-LFFDQRAV VPOR- -ORCO-- -QLOQHARSEPAG RIOQSO- - QFALS - - -RTCASVOSTASTSSAVI{P

3 YSW-ORIAAEAV-TSQE- -Ej. -~JFA

4 YSW-DRIAAEAV-TSQE- -L--VPA
E YSW-OflAAUV-TSQS- -Ej--Vn
6 --WLTFOOVDEHKESOE-VL-OVQR

7 ‘flH- - -ADYRRNA~SS1W.LIQFQF
8 - -WLTICOOVEAHKZSQE-VL-WVQR
9 - -WLNSEOW.PflEElE-fl-IXER
10 - - YLFWEfl ITKAAfliVSAL-WMS K

11 - -ThWN~fl#T~AAniVaAL-m4aK
13 — - ORRRSRDQVAPASOAGOVALM— —

Figura 6. Comparación de secuenciasde las subunidadesa y ji de las £3-lactam acilasas.(1)
CFA de B. megczter¡um ATCC 53667 (Rambosek y col. 1990); (2) OLA (acyl) de
Pseudomonas5E83 (Matsuday col. 1987b); (3) OLA de J’seudomonesssp.N176 (Aramori y
col, 1991b); (4) OLA de Pseudvmvnossp. V22 (Ishiye y col. 1992); (5) OLA (acyll) de
Eseudomonas5H33 (Matsuday col. 1987b);(6) PCAdeK cttrophilaATCC 21285(Barbero
y col, 1986); (7) PCA de A.faecalis ATCC 19018 (Quax y col. 1991); (8) PCA de E. cvii
ATCC 11105(Schumachery col. 1986);(9) PCA deP.rettgeri ATCC 31052 (Daumyy col.
1986);(10) PCA de A. viscosus88950U(Ohashi y col. 1988); (11) PCA de B. megaterium
ATCC 14945 (Martín y col. 1995); (12) OLA de Pseudomonassp. GK1E (Matsuday col.
1985);(13) OLA dePseudomonassp. A14 (Aramori y col. 1991b). Las secuenciasdelas otras
dos BLA conocidasde B. laterosporus(OLA) (Aramori y col. 199la) y B. sphaericus(PVA)
(O¡ssony cd. 1985)no sehanincluido enestacomparación,ya querio presentansimi¡itud con
¡Ss anteriores.



1.2. ESTUDIOS DE MODIFICÁCION DE LA ESPECIF1CU)M) DE SUSTRATO

POR MUTAGENESIS DIRIGIDA.

Debido a la falta de datos cristalográficosque pudieranindicar de forma más
precisalos residuosimplicados en la unión de un determinadosustrato, se opté por

mutagenizaral azar los residuoscomprendidosen una determinadazonade la secuencia
de la PCA deK. citrvphiia (residuosArg37-5er75)conservadaen muchasBLA, aunque
principalmenteen las PCA. Por razonestécnicas(disposiciónde cortes de restricción
adecuados,hibridación de oligonucleótidos, etc.) se estudió la zona Pro43-Met7l

mediantemutagénesisal azarconP~Rde bajafidelida,y la zonaPro43-Tyr51 cuandose
utilizó P~Rconun iniciador degenerado.La estrategiaseguidaconsistióbásicamenteen

la creaciónde dosgenotecascomo semuestraen la figura 7, con las quesetransformóla
cepade E. cokHE 101 paraseleccionaraquellosclones capacesde creceren los medios
selectivosde interés,y posteriormentelocalizar ¡a/smutación/esresponsable/s.

Este procedimientode presión selectiva para el aislamiento de mutantescon
lluevas especificidadesde sustratoIta sido utilizado previamente(Vandammey Voets,
1974; Dauiny y col. 1985; García y Buesa, 1986; Quax y col., 1991). La idea

fUndamentalde estemétodoradicaen quela cepadeE. cokHE 101 esauxótrofaparaL-
leucinay debeconseguirel aminoácidopor mediode la hidrólisis de un acil derivadodel
mismo, con el fin de encontrar clones que hubieran desarrollado estasactividades
enzimáticas,seutilizaron para la selecciónmediosmínimos convarios adil derivados:

glutaril-L-Leu, adipil-L-Leu y aminoadipil-L-Leu.La selecciónserealizó en paralelocon
fenilacetil-L-Leu para detectarmutantesque mantuvieranla actividad enzimáticasobre
su sustratooriginalaunqueconvariacionesen susconstantesde especificidad.

1.2.1. Mutagénesisal azarmediantePCR.

Uno de los métodosmásutilizadosparaproducirmutagénesisal azarse basaen
el empleo de la técnica de PCR en condicionesdonde la fidelidad de la actividad
enziniáticadela TesqDNA polimerasaestédesfavorecida.Esto seconsigueincrementado
las concentracionesde los iones Mn2+ y Mg2+, así como variando la concentración
relativaentrelos diferentesdNTPs(Leungy col., 1989).

Utilizando este método se amplificó el fragmento de DNA de 165 pb, que
codificabala zonaPro43-Met7l.EstefragmentoRio purificadomedianteWizard~PCR
PrepsDNA PurificationSystem(Promega)y posteriormentedigeridoconlasenzimasde
restricciónBbuI y AscI (figura 7). El fragmentodigerido se ligó al vectorpYKDÓO, que

previamentese había digerido con las mismas enzimas de restricción, y se habla
purificado por Geneclean (Bio 101).
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Figura 7. Construcciónde los íilasnddospYKDÓOR y pYKDGOD. Estos plásrnidosfueron
utilizadosparatransformarla cepade E. cvii 1-lB 101 y creardos genotecas,con el objeto de
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plasmidosvienenrepresentadospor círculos,se muestranlos elementosrelevantesy los sitiosde
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nativo. El punteadoo sombreadodentro de la caja a, señala la zona con las mutaciones
introducidasmediantePcR. PCR~, PCRde baja fidelidad; PcRb,PCR empleandoun iniciador
degenerado. Las direcciones de transcripción de los genes se indican con tina flecha.
Abreviaturas:A, Ascl; E, Rbul; CmR, resistenciaa cloranfenicol; FI, I-IindIi[; S ScaI; T4 Lig.,
DNA ligasadeT4. a, y I~ representanlas subunidadesa y [3dela PCA nativa; a’, representala
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Este vectorprocededel plásmido pYKD59 (Prietoy col. 1990) que, tras haber

sido sometidoa un procesode mutagénesisdirigida, ha perdidouna segundadianaBhuI.

El producto de la ligación sirvió para construir una genotecacon la construcción

pYKD6OR. Posteriormentese transformóE. cok lIB 101, que se cultivó durante 24

horasa 370cen LB en presenciade cloranfenicol(cm),guardándosea -80 0c en glicerol

al 15 % (y/y). Los transformantesse analizaron plaqueándolossobre los medios

selectivosmencionadosanteriormente.Las placasseincubarona 30 0C durante72 horas,

En paraleloseutilizaron placasde medio rico LB para analizarlos transformantesde

maneraaleatoriay comprobarquelas construccioneseranconectas.

No se obtuvieron clones que hubierandesarrolladola capacidadde hidrolizar

adipil-, aminoadipil- o glutaril-L-Leu. Sólo se obtuvieronclonescapacesde creceren las

placas que conteníanfeidlacetil-L-Leu como sustrato, que fUeron ensayadospor su

eficienciacatalíticarespectode un control de PGA nativa. Los ensayosde actividadse

llevaron a cabocultivandolos clonesen placasde ELISA de 96 pocillos (con 200 111 por

pocillo) y utilizando comosustratosNIPAIB y penicilina O. La posibilidad de encontrar

artefactosutilizando este tipo de ensayo resulta elevada,por lo que se trataron de

confirmar los resultados,repitiendolos cultivos seleccionadosen volúmenesde 1 ml. En

total fúeron analizados380 clones,de los cualesun 10 % presentóuna alteraciónde

aproximadamenteun 20 % en su actividadcatalíticarespectodel control,Con objeto de

validar el método de selección, cuatro de estos clones Rieron seleccionadosy se

secuenciaronlas regionesde DNA que habíansido amplificadasmediantePCRde baja

fidelidad, Todaslas secuenciasresultaronserigualesa la secuencianativade la PCA.

Aparentementeestetipo de ensayocon célulasenterassólo permitediscriminarla

presenciade mutantescon una actividad algo más alteradaAsí por ejemplo, el clon

HBIO1(pYKD6ORl9)presentóunapérdidade actividadde un 35 % sobrepenicilina O

respectodel control, aunquese mantuvo sobre NIPAB. Su secuenciaciónreveló la

presenciade dos transversiones,en la posición 231 (AIG) y en la posición 260 (TIC),

quesetraducíanen sendoscambios,Asp49Gly y Tyr59His. Paraanalizarsi el cambio de

actividadobservadopodría debersea una implicación directa de estosresiduosen la

unión del sustrato,o biena una alteraciónestructural,se realizóun estudiode predicción

de estructurasecundariade la regiónamplificadaporP(JR(figura 8). Estaaproximación

se realizópuestoque aún no estabadeterminadala estructuratridimensionalde la PCA.

La predicciónindicó que el Asp49 selocalizaríaen una zona de giros-fl y, por tanto, el

cambioAsp49Glyno deberíarepresentarunagran alteraciónestructural.Ahora bien,tal

reemplazamientosuponela pérdidade una carganegativay no se puededescartarla

posibilidad de una alteraciónen la estructura de la proteína. En cuanto a la Tyr59,

también estaríasituada en una zona de giros 1~, y su sustituciónpor una histidina

tampocodeberíasuponerun cambioestructuralsignificativo.

En basea la estructuratridimensionaldeterminadareciéntemente(Duggleby y

col. 1995), sepodráconocerel papelquedesempefianestosresiduosdentrode la PCA.

92



49 59

AS 1’ PTEVKIVRDEYOMPH1 YADDTYRIFYOYGYVVAQDRLFQMEMA-RRS

Figura 8. Prediccióit <le estructura secundaria de la zona de la subunidad a <le la PGA de K.
citrophlla más conservadaentre las BLA. a, hélice alfa; ¡3, estructura beta; t, giro beta.Se indica la
posicióndelos residuosmutadosenel plásmidopYKDÓORl9.
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1.2.2. Mutagénesismediante PCR empleando un oligonucleátido degeneradocomo

iniciador.

El segundométodoutilizado paramutagenizarla zona seleccionadaconsistióen

alterar los residuoscomprendidosentrela Pro43 y la Tyr51, medianteel diseño de un

oligonucleótido que presentabadegeneradaslas posicionesque codifican para estos

residuos.En dicharegiónseencuentrala His44, quesesuponepotencialmenteimplicada

en la catálisis.
MediantePCR se amplificó un fragmentoquetemaun tamañode 136 pb, que se

ligó al vectorpYKD6O como semuestrala figura 7. La estrategiautilizada paraanalizar

los clonesfUe básicamentela mismaque la descritaen el apartadoanterior. Tampocose

obtuvo ningún clón capazde crecersobrelos mediosselectivosde interés.Al analizar

una muestraaleatoriade clonesentreaquellosque crecieronsobreLB en presenciade
cloranfenicol35 ¡,tg/ml, secomprobóque las construccionesplasmídicaseranconectas.
Las zonas de DNA que habíansido amplificadasse secuenciaron,comprobándoseque
presentabanmutadastodaslas posiciones.Esto setraduceen cambiosextensivosde la
secuenciaaminoacídica,que podríanser los responsablesde una alteración estructural
queinactivasela enzima.
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1.3. CAMBIO DE LA ESPECIFICIDAD DE SUSTRATO A TRAVES DE

PRESION SELECTWA.

Una técnica empleadacon éxito en la obtención de enzimas con nuevas

especificidadesde sustratoha sido la presiónselectiva(Francisy Hansche,1972;Wills y

Phelps, 1975; clarke, 1978; Hall, 1981). Aplicando esta técnica se han conseguido

mutantesde las PGA. Porejemplo,Daumyy col. <1985a,b) obtuvieronmutantesde las

cepas productoras de PGA, E. cok W y P. rettegeri, con actividad frente a

bromohexanoily metiladipoilamidas,tras someterlas cepasnativasa presiónselectiva

utilizando como única frentede nitrógenolas amidassobrelas que sedeseabaencontrar

actividad enzimática. con posterioridad, otros grupos han obtenido mutantes que

codificanPCA con nuevasespecificidadesde sustrato(Forneyy col., 1989a,b) pero no

han determinadolos aminoácidosimplicadosen el cambio de especificidad.Por ello, se

consideró de interés investigar la posibilidad de obteneruna PCA mutantemediante

presión selectiva,capazde hidrolizar nuevossustratosy determinarlos aminoácidos

mutantes,

1.3.1.Obtencióny aislamientode mutantes.

Para llevar a cabo el procesode mutagénesis11w necesarioconstruir la cepa

TD21 (rnutTl, mutD5, A[ara-leu], argE3,hisG4) siguiendoel procesoque sedetallaen

Materialesy Métodos,y transformarlacon el plásmido pYKD59. Las célulasde E. col!

TD21 (pYKD59) secultivarona 37 0C durante18 horasen medioLB con cloranfenicol

a 35 ~¡g/ml, se centrifUgaron, se lavaron con Nací 0,9 % y posteriormentese

seleccionaronporsucapacidadde creceren un medio mínimo M9 queconteníaadipil-L--

leucinao -r-(D)-aminoadipil-L-leucinacomo única frente de L-leucina. A los 6-8 díasde

incubación aparecieronvarias colonias en las placas con adipil-L-leucina, pero no
aparecieroncoloniasenlasplacascont-(D).-aminoadipil-L-leucina.

Tras realizar ensayosde actividad sobre adipil-L-leucina con las coloniasque
habíancrecidosobreestesustrato,secomprobóquela actividaderamáximaa pH 5. Por

tanto, ¡a selecciónserepitió utilizando placas tamponadasa esepH. Despuésde 4-5 días

aparecieronde nuevo colonias sobre las placas con adipil-L-leucina pero no se

detectaroncoloniassobrelas placascont-(D)--aminoadipil-L~-leucina.

Se comprobó el fenotipo de la mutación responsablede esta nueva actividad
enzimáticaextrayendoel plásínido pYKDS9 de las cepasde E. cali TD2l que crecían

sobreadipil-L-leucina y transformandoE. cok HBlOI, que por serauxótrofaparaL-

leucina,tambiénpermitela seleccióndeestetipo de mutantes.Las célulastransformadas

con los plásmidosmutantesfUeron capacesde crecersobreplacasqueconteníancomo

únicafrentede L-leucina adipil-L-leucina,mientrasque las célulastransformadascon el
plásmidooriginal no crecieron.Estosresultados,junto al ensayo ¡ti vitro de actividadde

95



la PGA mutantesobre adipil-L-leucina, indicabanque mutacionesen el gen pac eran

probablementeresponsablesde la nuevaespecificidadde sustratoadquiridapor la PCA

de K. citrophila.

1.3.2. Secuenciacióndel los genespac mutantes.

Para detenninar las mutacionesresponsablesde la nueva especificidad de

sustrato, se procedió a la secuenciacióndel gen pac de dos plásmidosmlitantes,

denominadospMIPA1 y pMPA2, y del gen ¡mc nativo del plásmido pYKDS9, La

secuenciacióndel gen pac nativo fUe necesariaya que en análisis previos sehabían

detectadoalgunoserroresen la secuenciadescrita(Barberoy col., 1986). Se encontró

que el plásmido pMiPA1 conteníauna transversión(T/G) en la posición 1,163 que

suponeel cambio Phe360Val,mientras que el plásmido pMLPA2 presentabala misma

mutaciónen la posición 1,163 y otra transversiónadicional(TíO) en la posición2,155

cambiandoAsp6900lu.Esto sugeríaque la mutación Phe360Valera responsabledel

cambio de especificidad.Sorprendentemente,la mutaciónse localizó en la subunidadJI

de la PGA, una regiónqueno sesuponíainvolucradaen el reconocimientodelresto acio

del sustrato(Daumyy col., 1985a,b).

Paraconfirmar quela mutaciónestabalocalizadaen la subunidad¡3 de la PGA, se

construyerondosgenespacquiméricos(figura 9). Sólo las célulasde E. cok (pMJ3l) que

contienenel gen¡mc quiméricocon la subunidadII mutantecrecieronen adipil-L-leucina.

1.3.3.Construccióndel mutantePhe36OVaIpor mutagénesisdirigida.

Para confirmar que estamutacióny no otra, era la responsabledel cambio de

especificidadde la PGA, se creópor mutagénesisdirigida un genpac que contenía la
mutación Phe36OVal(figura 10). Las células recombinantesde E. cok lIB 101 que

portabanel plásmidoresultantede la mutagénesis,pADL, fUeron capacesde creceren

medio mínimo conadipil-L--leucina comoúnicafrentedeL-leucina,

1.3.4.Purificaciónde las PGA nativa y mutante.

con el fin de caracterizarde forma precisalos cambiosestructuralesy cinéticos
que presentabala proteínaADL, sepurificaron en paralelola PGA nativa y la mutante

ADL, siguiendo el protocolo indicado en Materialesy Métodos. El resultado de la
purificación semuestraen la figura 11.
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Figura 9. coistrució¡i <le los plñsrni<Ios que codifican para las PGA quiméricas. Los
plásínidosvienen representadospor círculos,seindican los elementosrelevantesy los sitios de
restricción. Las abreviaturasutilizadas para las dianas de restricción más relevantesson: E,
BamHl; cam, resistenciaa cloranfenicol; H, FflndfII; T4-ligasa, DNA ligasa de T4. Línea
gruesa,vector;caja rayada,genpac mutante; cajablanca,genpac nativo, Las direccionesde
transcripciónde los genesseindicanconuna flecha, a, a’, ¡3 y ¡3 representanlas subunidades
a y ~dalasPCA nativay mutanterespectivamente.
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Figura 10. Construcción del phisn¡ido pADL que codifica para la PGA mutante obtenido
por mutagénesisdirigida. Los plásmidos y los fagos M13 están dibujados con círculos, se
muestranlos elementosrelevantesy los sitiosde restricción.Líneagruesa,vector; caja rayada,
gen¡mc mutante; cajablanca,genpac nativo, Las direccionesde transcripciónde los genesse
indicancon una flecha. Abreviaturas:cam,resistenciaa cloranfenicol;Ji, FflndlTl; 8, Sp/iI; T4-
ligasa,DNA ligasade T4.
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Figura 11. Purificación de las protefnas PGA y ADL. SOS-PAGE de PGA nativa (pocillo 2) y
mutanteAOL (pocillo 3) una vez completadoel procesopurificación. En el pocillo 1 se niuestranlos
patronesde masamolecular.
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1.3.5. Construcción de quimeras proteicas de las PGA nativa y mutante.

Dada la posibilidad que ofrece la PGA de E. cok de poder ser sometidaa

procesosdedesnaturalizacióny renaturalización(Lindsayy Pain, 1990), seprocedióa

separarlas subunidadesa y 13 de la PCA nativa ~ mutanteADL, medianteFPLC en

Superose 12 en presencia de cloruro de guanidinio 6M (figura 12). Mezclando

equimolecularnientelas subunidadesa y ¡3, serenaturalizarontanto la PCA nativa como

la mutanteAOL, ademásde crearproteínasquiméricasintercambiandolas subunidadesa
y ¡3 de una y otra. En la tabla 8 semuestraquedespuésde estetratamiento,la subunidad

¡3 mutante proporciona la capacidadde hidrolizar adipil-L-leucina. Las proteínas

quimerasmuestranun grado de recuperaciónde su actividadmayor cuando ésta se

ensayasobreNIPAR. El procesode renaturalizaciónde las subunidadesa y 3 podría

haber alterado la estructura del centro activo, de tal maneraque el accesode los

sustratosderivadosde L-Leu se viera dificultado, a diferencia de lo que ocurre con

NIPAB.

1.3.6. Caracterización de la actividad enzimática del mutante ADL.

Como seha mencionadoanteriormentela actividadhidrolitica de la proteínaADL
sobre adipil-L-leucina es máxima a PH 5,0 (figura 13), obteniéndoselos siguientes

valoresparasus constantescatalíticas,KM — (1,60±0,09)x ío~ M y .c cat 2,6 1 0,1

~- I.

A continuación se investigó la capacidadde la AOL para hidrolizar nuevos

sustratosencomparacióncon la PCAnativa(tabla 9). La ADL fUe capazde hidrolizara

pH 5,0 glutaril-, valeril-, caproil-, lieptanoil- y fenoxiacetil-L-leucina con mayor

eficiencia que la PCA nativa. Sin embargo,presentóuna menor actividad sobre

fenilacetil-L-leucina. Ambas enzimas poseen, sin embargo, capacidadeshidroliticas

equivalentessobre el 6-nitro-3-f’enilacetamidobenzoato{NIPAB) y el p-nitrofenil-

fenilacetato(PNPA)(tabla 10). LaADL Ño muypoco eficientesobrelaspenicilinasy no

fUe activa sobreel glutaril-7-ACJA, sugiriendoque su capacidadde hidrolizarpenicilinas

ha sido parcialmenteafectada.La nueva propiedadde hidrolizar adipil- o glutaril-L’~
leucina no confiere a la enzima capacidadde hidrolizar cualquier adipil- o glutaril-
derivado,

En la tabla 10 s~ muestranlos parámetroscinéticosde la hidrólisis de NIPAB y

dePNPApor las enzimasPCA y ADL.
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Tabla 8. Actividad hidrolítica de las quimera de PGA construidas por desnaturalización,

aislamientoy renaturalización de las subunidadesa y ¡3.

SUIBUNIDADES a ACTIVIDAD (nmol/min x mg proteína)

NIPAB b Adipil-L-Leu C Fenilacetil~L~Leud

pH 5 pI1 8

nativa nativa 3400 n.d, e 16103 25760
nativa mutante 5800 455 8165 13940
mutante nativa 3400 n.d. 12467 16532
mutante mutante 5700 685 12471 18691

nativacontrol
mutantecontrol

4000
6600

n.d.
1400

22603
11842

28291
15007

a. nativa y mutantesignifican las subunidadesnativa y mutante respectivamente.Las enzimasfueron
purificadas de E.cok HIBLOl (pYKDS9) y E.coli HBlOl (pADL), respectivamente.La purezase
determinépor electroforesisai SDS (Laemmli, 1970). La concentraciónde la enzima se daerminó
espectroscépicamente(~2so = 22,400 M’-1 cm4) (Barbero y col., 1986; Wedaufer, 1962). Los
péptidosa y ¡3 sesepararonsesúnLindsayy Pain (1990).
b. La actividad sobreNTPAB se determinéa pH 7,5 y 25 ~C(Kut.zbach y Rauenbusch, 1974), La
concentracióndeNJPAB empleadafue de3 l0~ My la deenzima2,6 io-~ M.
c. La actividadsobreadipil-L-leucina sedeterminécolorim&ricamentea pH 5 y 37 0C (Moorey Stein,
1948).La concentraciónde adipil-L-leucinafUe 8 x ío~ M y la deenzima2,3 x í(t7 M.
d. La actividad sobrefenilacail-L-leucinase determinóen las mismascondicionesquela actividad
sobreadipil-L-leucina,peroapH 5 y pH 8.
e, n.d. significa actividadno detectada.
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Figura 12. Perfil de ehición de las subunidadesa y ¡3 dela PCA. Se utilizó unacolumnado
filtración en gel de Superosa 12 HRIO/30. El tampóncteelución utilizado Rio fosfato 100 mM
pH 7,5 en presenciadecloruro deguanidinioÓM.

28 35

102



0.8

-~ 0.6—
E

o
LO OA—

u,
-o
ct

0.2—

0.0 2 4 6 8 [0

pH

Figura 13. Dependencia con el pH de la actividad hidrolítica de la proteína ADL sobre adipil-L-
leucina. El ensayose realizó en los siguientestampones:tampónacetato 100 mM entre pH ,0 y 6,0;
tampón fosfato 100 mM entrepH 6,0 y 8,0 y tampónTris-HCI 100 mM entrepH 8,0 y 10,0. Tras 10
mm de reaccióna 37 0C, la L-leucinaliberadasecuantificó colorimétricamentecon ninhidrina(Moarey
Stein, 1948). Lasconcentracionesdeenzimay sustratoen el ensayofuerondc 1,1 x 10~M y 1,3 x 10
6 tv!, respectivamente.
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ACTiVIDAD (nniotlmin x mg proteína) ~

pH 5,0 pH 8,0

SUSTRATO MUTANTE NATWA MUTANTE NATIVA

Adipil-L-leucina 1496 n.d. b 768 n.d.
Glutaril-L-leucina 974 n.d. 25 n.d.
Fenilacetil-L-leucina 11842 22603 15007 28291
Fenoxiacetil-L-leucina 680 487 300 593
Acetil-L-leucina n.d. n.d. n.d. n.d.
Terbutil-L-leucina n,d. n.d. n.d. ud.
Caproil-L~-1eucina 540 191 469 335
Valeril-L-leucina 597 n,d. 217 42
Heptanoil-L-leucina 38 n.d. 23 n.d.
Octanail-L-leucina n.d. n.d. n,d. n.d.
Penicilina0 1009 37050 1160 41710
Penicilinay 160 375 72 1349
PenicilinaDiliidro-F n.d. 535 n.d. 2095
Glutaril-7-ACA n.d. n.d, n,d. n.d.
CefalosporinaC n.d. n.d. n.d. n.d.
N]IPAB 0 8200 1600 12100 10300

a. Las actividades se determinaron a 37 OC Las auimas se purificaron de E,colt liBIO 1 (pYKDS9)
y Ecoil HBlOl (pADL). La hidrólisis delos antibióticos se determiné según Balasingham y

col. (1972).
b. n.d. significa no detectada o menor de 20 nmol/min x mgde proteína.
o. La actividad sobre NIPAB se detenninó a 30 oc.
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Tabla 10. Parámetroscinéticosde las PGA mutante y nativa.

SUSTRATO ENZIMA kcat (r1) KM (gM) kcatfKM (
1.tM

1 r1)

nativa 27 11 2,3
NIPAB

mutante 28 22 1,6

nativa 82 57 1,4
PNPA

mutante 39 11 3,7

Las enzimas se purificaron de Ecoil FIStOl (pYKD59) (nativa) y E.cohHB1O1 (pADL) (mutante).
Las velocidades iniciales se midieron a 25 0C con NII’AB (anilida) y PNPA(ester) en lOOmMtampón
fosfato sádico, pH 7,5. Las hidrólisis del 6-nitro-3-fenilactanúdobw~zoato (NIPAB) y p-nitrofenil-
fenilacetato (PNPA) se determinaron colorimétricamente (Kutzbach y Rauenbusch,1974).
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_ 1 1.3.7. Estudiosde inhibición.

1.3.7.1. Inhibición por fluoruro de fenilmetilsulfonilo.

Cuando se compara la reaccióncon fenihnetilsulfon.ilo(PMSF) de la PGA nativa

y de la ADL, se observaque la enzima mutante se comporta de un modo similar a la

enzima íativa, es decir, la inhibición es lineal y la interseccióncon el eje de abcisas

coincide con la concentraciónmolar de centros activos (figura 14). La mutación

Phe36OVal no parece haber alterado la capacidad de unión de PMSF a la serma

catalitica.

Por otro lado, el estudiode inhibición con PMSF ha permitido determinarcon

exactitud la concentración molar de centros activos de ambas enzimas, Se ha

comprobadoque el grado de inhibición enzimáticaes proporcional a la cantidadde

PMSFexistenteenla incubación,de tal modoquela pérdidatotal de actividad sealcanza

a una concentraciónde PMSF que coincidecon la concentraciónde proteínacalculada

espectrofotométricamenteo mediante el método de Bradford. Ello indica que las

preparaciones de PGA nativa y mutanteestánconstituidaspor unapoblaciónhomogénea

de moléculasactivasde enzima.

1.3.7.2.Inhibición por ácidofenilacético.

La inhibición que produceel ácido fenilacético(FA) en la hidrólisis de penicilina

G por la PGA de E. cok, se ha caracterizadocomo competitiva,encontrándoseunvalor

de Ki calculadoen el intervalo de 28 y 200 kM, dependiendode los autoresy de la

sensibilidaddel método empleado(Kutzbachy Rauenbusch,1974; Bereziny col., 1974;

Veronesey col. 1981). Sin embargo,la inhibición porFA sobrela PGA de K. citrophila

no sehabíacaracterizado.Por ello, se procedióa estudiarla naturalezade la inhibición

por FA en la hidrólisis del ácido 6-nitro-3-fenilacetamidobenzoico(NIPAB) catalizada

por la PGAde K. citrophila,y se ha comparadocon la inhibición que seproducecuando

la reacciónse lleva a cabo con la enzimamutante.Como semuestraen la figura 15 la

inhibición escompetitivatantoparala PGA nativa comaparala mutanteADL.

Los valores de Ki para la enzima nativa y mutante son muy similares, y están

dentro del intervalo de valores obtenidos previamente para la PGAde E. cok (tabla 1 1).
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Tabla 11. Determinación de los paraniétros cinéticos de la hidrólisis de NJPAB por la
PGA nativa y el mutante AOL, en presenciade ácido feniacético.

ENZIMA 1<4 (J.LM) KM (jtM) k~1t(r’)

PGA (88,0±3,0) (42,2±1,3) 15,8 ±2,0

ADL (85,1±7,2) (19,0±1,5) 13,1+2,6

Las medidas de velocidad inicial se han realizado a 25
0C en tampón fosfato 100 mM, pH 7,5. La

concentración final de enzima en el ensayo fue de 4,3 lo-8 M. Se indica el valor principal ± la
desviación estándar calculada a partir de tres ensayos independientes para cada uno, como mínimo.
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1.3.8. Predicción de estructura secundariay comparación de secuencias.

Con objeto de determinar si el cambio Phe36OVal ha introducido una alteración

cii la estructura secundaria de la proteína,que pudieraser responsabledel cambio de

especificidad,serealizó un estudiocomparativode predicciónde estructurasecundaria

de la secuenciade aminoácidoscercanaal residuoPhe36O,tanto en la proteínanativa

como en la mutante (figura 16A). Para ello se emplearon los programas

PEPTIDESTRUCTIJREy PEPPLOT.El resultadorefleja cómo, en amboscasos,la

zona circundanteal residuo 360 poseeuna estructuradano ordenada,por lo que el

cambio Phe36OVal no introduciría modificaciones en la estructura secundariade esta

zona de la proteína.Portanto, el cambio de especificidadno podríajustificarsecomo una

consecuencia directa del cambio de estructura secundariaen la zona de la mutación.

Estos estudios son indicativos de los que podría ocurrir a nivel estructural,pero para

poderdeterminarcon exactitudsi hay alteracionesestructuralesen el mutantese deberá

localizar esteresiduo dentro de la estructura tridimensional de la PGAya determinada

(Dugglebyy col. 1995).
La comparación de la secuencia de aminoácidos en esta zona entrediferentes

BLA revela un elevado grado de similitud (figura 16B). El residuo de PheS6O se

conserva en otras cinco BLA, siendo sustituido por un residuo de prolina en la PGA de

A. faecaks.Este hecho está en concordancia con la ausenciade una estructuraen a-

hélice o lámina II en esta zona, sugiriendo que el cambioPhe36OValno deberlaproducir

el cambio de especificidadde sustratoobservado,

1.3.9. Espectrosdedicroísmocircular.

Con la finalidad de comprobarsi la mutación Phe36OVal induce cambios

significativosen la estructurasecundariayio terciaríade la PGAmutanteen comparación

con la nativa, se han obtenido los espectrosde dicroísmo circular en la región del

ultravioletapróximo y lejano de ambasproteínas,a pH 8,0 y a pH 5,0 (figura 17). La

ADL posee espectros de DC esencialmenteidénticos a los de la PGA nativa. Esto

sugiere que el cambio Phe36OVal no produce alteracionessignificativas sobre la

estructura secundaria yio terciaria. Sin embargo, ambas enzimas muestran un cambio

pequefio pero significativo en elespectroa pH 5,0 respectodelobtenidaa pH 8,0.
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A)

360

WT NCTISWGSTAGFCDDVDIFAEKLSAEKPGYYQHN

cccccccccccccccaaaaaaaaaaatttBsBBB

MTJT NGTISWCSTAGVGDDVDIFAEKLSAEKPGYYQHN

cccccccccccccccaaaaaaaaaaatttf3ftI3I3B

B)

360

KLU MGTISWCSTAGFCDDVDIEAEKLSAEKPGYYQHN
** ** ** * * ** * *

ESO MCVISWCSTAGFGDDVDIFAERLSAEKPCYYLHN
** ** ** * * ** *

PRO NGHVSWGSTAGFGDGVDIFAEQVSPEDPNSYLHQ
* ** * * * *

ALO NSEIAWGATAGPQDVVDIYQEKLMPSPAflQYWFM
* * * * *** *

SES3 NCKVAYCVTHAFMDIHDLYLEQFAEDGR’I’ARFGN
**** * ** *** *

NI. 76 NGKVAYCVTI{AFMDZHDLYLEQFAGEGRTARFGN
**** * ** *** * *

V2 2 MGKVAYOVTHAFMDIHDLYLEQFAEEGRT~FGM
** * * * * *

A14 NGrIAFGLTIFNIDQEDLYVYELNPANPDQYRYR
** ** * *

GK1E NGMV--GATNYRLTLQDGGYLYDGQVRPFERRQA

Figura 16. Predicción de estructura secundaria y comparación de secuencias de la región
que circimda a la F360 de la PGAde K. citrophi¡a. A) Predicción de estructura secundaria de
la PCA nativa (WT) y mutante(MtJT). a, alfa hélice; j3, estructura beta; t, giro beta; c,
estructurano ordenada.B) Comparaciónde la secuencuade aminoácidos en la r~ión del
residuo F360 de la PCA de K citrop/iila con otras acilasas. KLU, PCA de FC dtrophlla
(Barberoy col., 1986);ESC, PCA de E. cali (Schumacbery col,, 1986); PRO, PCA de 1’.
rettgeri (Ljubijankic y col,, 1992>; ALIC, PCA de ÁlcaligenesJaecalis (Quax y col., 1991);
SES3,OLA de Pseudomonassp. 5H23 (Matauday ccl., 1985>; N176, OLA deR~eudomonas
sp. N176(Aramoriy col. 1991); V22, OLA de .Pseudomanassp. V22 (Aramori y col. 1991);
A14, OLA del-’seudomonassp. A14 (Aramori y ccl. 1991);0K16, OLA del’seudomonassp.
0K16 (Matsuday Komatsu1985).Los asteriscoss~alanlos residuosqueseconservanen al
menoscincosecuencias.
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2. ESTUDIO DEL MECANISMO CIN?ETICO DE LA PGA.

Seha propuestoque el mecanismocatalítico de la PGA essimilar al de las serin-
proteasas. El mecanismo catalítico de esta familia de enzimastranscurrea travésde la

formación de un intermedio covalente adil-enzima, siguiendo el esquema de reacciónque
se muestra en la figura 18.

Aunquesehanrealizadoestudiosque apoyanestemecanismo(Konecny, 1981),

aún no se ha conseguido detectar y analizar el intermedio covalente adil- enzima, prueba

irrefutable de su existencia. De ahi que el motivo principal del trabajo que se va a

exponera continuaciónhaya sido intentar detectarel intermedio acil-enzima(ES’), así
como caracterizar sus constantes cinéticas de acihación (k2) y desacihación(k3).

El conocimiento de los parámetros cinéticos de la PGAha estadolimitado al

estado estacionario, y estos datos sólo han aportado una información limitada acercadel

mecanismo catalítico de la enzima. Para poder detectarcualquierintermediode reacción,
es fundamental estudiar la reacción en el estado pre-estacionario. El análisisde cinéticas
rápidasconilevael empleodeunequipode flujo detenido(ver apartado2.4).

Estosestudiosse han llevado en paralelocon la P&A nativa, y con la mutante
ADL, pues la determinación del mecanismo enziniático para cada enzima y su
comparaciónpodría resultarde gran utilidad a la hora de disefiar enzimascon mejor

eficiencia catalítica.

2.1. ESTUDIOS PRELIMINARES.

2.1.1. Ensayosconp-nifrofenilfenilacetato.

La primera aproximaciónpara realizarlos estudiosen el estadopre-estacionario

consistió en utilizar como sustratoel p-nitrofenilfenilacetato(PNPA). Los parámetros
cinéticosparaestesustnatoya sehabíandeterminadocon la PC}A nativay mutante(tabla
10), Aunquelos valoresde k~2teranrelativamenteelevadosparapoderestudiarcinéticas
rápidas,sedecidió analizaren el equipode flujo detenidola hidrólisis, tanto conla PGA
nativa como con la mutanteADL, paraintentardetectarla formación de algún “burst’~

(figura 19) quenos indicaraqueel estudioen el estadopre-estacionarioerafactiblecon

estesustrato.Los resultadosobtenidostrasvariosintentosconfirmaronque la cinéticaes

demasiado rápida para detectar un intermediocon esteprocedimiento.La reacciónque

se observaenun periodode milisegundoscorrespondeal estadoestacionario.

1?
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E+S ~ ES >- ES’+Pj >- E+P2
y

Figura.t8. Esqiienia del Iueeanísn,ocatalítico de sedn-proteasas.E, enzimalibre; 5, sustrato; ES,
complejoenzima-sustrato;ES’, intermediocovalenteacil-enzima;P1 y P2, productosde la reacción.k1
rcpresentala constantede asociaciónenzima-sustrato,kj la constantede disociaciónenzima-sustrato,
y k2 y k3, son las constantesde velocidad de primer orden de la acilación y desacilación,
respectivamente,del intermedioacil-enzinia.
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Figura 19. Cinéticacaracterísticade la forniación de un intermediocovalenteaeil-enzhna,
<¡tirante la hidrólisis de un éster de p-nitrofenol catauizada por una serfa-proteasa. B,
amplitud del ‘burst’. b, constantede velocidad del burst. A, velocidad inicial en estado
estacionario,

TIEMPO (ms)
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2.1.2. Ensayos con etil-fenilacetato.

Dada la imposibilidadde utilizar el PNPA parael estudiocinético en el estado
pre-estacionailo,se analizó la posibilidadde utilizar otro ésterdel ácido fenilacético, el
etil-fenihacetato.Este reactivo se ha descritocomo un sustrato específico de la P&A

(Margolin y col., 1980), siendo susconstantescatalíticasparala PGA de E. cok kcat =

170 s1 yK~= 4,5 x Kl-5 M.

Con el etil-fenilacetato no se puede seguir la hidrólisis registrandola variaciónde
absorbancua,y por tanto, se ensayó un método alternativo de detección por
fluorescencia. Este método sefluidamentaen la variaciónde la emisión de fluorescencia

de la fluoresceína,comoconsecuenciade un cambio de pH. Dicho cambio de pH resulta

del aumentode la concentraciónde protonesque seproducedebido a la hidrólisis del
etil-fenilacetato.Una vez ajustadaslas condicionesdel ensayoen el estadoestacionario,

se procedióa realizarel estudiocon el equipode flujo detenido.Manteniedoconstantela
concentraciónde fluoresceínaen 5 x íIY7 M, sevarió en primerlugar, la concentración

de sustrato,desde5 x í06 M a 4 x i0~ M utilizando una concentraciónfija de enzima
de 1 x to-6 M, tantode la PGA nativa como de la mutante. En segundo lugar, se varió la

concentraciónde enzima,desde1 x lo-8 a 1 x 1o6 M, manteniendouna concentración
de sustratode 8 x 105 M. Desafortunadamente,no se detectóningún “burst en estas

condiciones, El elevado valor de la kcatjustificaría de nuevola imposibilidad de utilizar

estestxstratoparaanalizarla hidrólisisen el estadopre-estacionario,incluso enel casode
la enzima mutante que presentauna actividad cuatro vecesmenor sobre el etil-

fenilacetato,quela PGA nativa.

2.2. BUSQUEDADE SUSTRATOSALTERNATIVOS.

Los sustratosclásicosempleadosen el estudiocinéticode la PGA presentanuna

hidrólisis demasiado rápida como para estudiarseen condicionesde estado pre-

estacionario.Ademásde los valoresde kcat de hidrólisis, hay otros factoresque limitan
el empleo de un determinadosustratoen este tipo de estudios,algunos se exponena

continuación:
i) El mecanismo catalítico de las serín-proteasas implica la formación de un

intermedio acil-enzima tanto en la hidrólisis de sustratos amidas como en la hidrólisisde

los ésteres.Sin embargo~hay un aspectomuy importantequediferenciala hidrólisis en

amboscasosy que suponeel paso limitante de la reacción,Estádemostradoque en la

hidrólisis de las amidas, el paso limitante lo constituye la etapa de acilación del
intennedio( k

2 < k3), mientras que en el caso de los ésteres,el pasolimitante es la

desacilación(k2 > k3¿> (Fersht, 1985). En la hidrólisis de ésteres el intermedio acil-

enzima se acuinula y es tidil de detectar, mientras que con amidas no se acuniuha, siendo
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muchomásdificil su estudio cinético.Esto indica que esmejor seleccionarun ésterpara

realizarel estudio.

ji) El sustratoa estudiar debe liberar duranteel paso de acilación un primer

producto(P1)quepuedaseguirsefácilmentepor espectroscopia.

iii) La selección de un sustrato implicá que su hidrólisis debe ser lo

suficientementelenta para poder seguirla en un tiempo de milisegundos, antes de

alcanzarel estadoestacionario,La limitación del tiempo de detecciónviene determinada

por lasespecificacionestécnicasdelequipode flujo detenido.

iv) En muchasocasionesun bajo valor de la kcat viene acompañadode un

elevadovalor de la KM, lo que conlíeva a trabajarcon elevadasconcentracionesde

sustratopara estaren condicionesde acilación. Esto no siempreen posible dadaslas

limitacionesde solubilidaddemuchoscompuestos.

La mayoría de los trabajos cinéticosrealizadoscon las serín-proteasaspara

determinarla formaciónde intermediosmedianteequiposde flujo detenido,hanutilizado
como sustratos, ésteres dep-nitrofenol.

Ante estos condicionamientosse decidió estudiar la posibilidad de emplear

ésteresde p-nitrofenol, ampliamenteutilizados en el análisis cinético de otras serín-

proteasas,como la quimiotripsina, que fue la primera enzima de estegrupo donde se

estudió el mecanismocatalítico, usandop-nitrofenilacetatocomo sustnato(Hartley y

Kilby, 1954).

2.2.1.Determinacióndela actividadsobrediferentesésteresdep-nitrofenol.

Los ésteresdep-nitrofenolno estándescritosen la literaturacomo sustratospara

la PGA, y por tanto, el primer pasoconsistióen ensayarla hidrólisis de una seriede

ésteresdep-nitrofenol,y compararlacon la quepresentala enzimanativa sobrosustratos

amídicoscomola penicilina Go el NIPAS, o sobreelp-nitrofenilfenilacetato.

El resultadoobtenido indica que la PGA es capaz de hidrolizar ésteresde p-

nitrofenol y que la hidrólisis de éstoses mucho más lenta que la de los sustratos

convencionales(tabla 12).
Entre los ésteres de fenol el mejor sustratopara la PGA es el fenilacetato,La

introducción del grupo nitro en la posición para, disminuye un 50 % la actividad

específica,siendo mucho más desfavorablela posición en orto, La influencia de la
longitud de la cadenalateral de adio, pareceserdecisiva, observándoseuna relación

inversa entre el tamaño de las cadenaslateralesy la actividad enzimática, Así, el

incremento de cada metilo disminuye a la mitad la actividad de la PGA. El p-

nitrofenilformatono eshidrolizado,quizásdebido a que el pequeñovolumendel grupo

formio no le permite establecer la unión al centro activo de la enzima, mientras que elp-

nitrofeniltrinaetilacetato no lo es por ser demasiadovoluminoso, suponiendo un
impedimentoestéricoparala hidrólisisénzimática,
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Tabla 12. Actividad específicade la PGA sobrediferentes sustratos.

SUSTRATO CONCENTRACION ACTIVIDAD ESPECIInCAa
[MJ (nmol/min x mg)

Penicillina 0 1,3 x 10-2 47.000±2.000

p-Nitrofenil fenilacetatob 1,0 x iO”t 25.000±1.200

NIPABb 3,0 x io-~ 10.300±850

Fenilacetatob 5,0 x iO”4 2.300±136

p~Nitrofeni1acetatob 3,0 x ío~ 1.600±100

p~Nitrofenilpropionatob 3,0 x iO-4 1.000±80

p~Nitrofenh1butiratob 4,0 x ¡o~ 430±32

p.Nitrofenilvaleratob 5,0 x i04 270±16

o~Nitrofenilacetatob 3,0 x i0”~4 25 + 2

p~Nitrofenilacetanilidab 5,0 x ¡O~ 1±0,2

p~Nitrofenilformatob 5,0 x ío~ <o,íc
p~Nitrofeniltrimetilacetatob 5,0 x í&~ <o,íc

a La concentración final de enzima en el ensayofue lxlO7M. El volumenfinal en el ensayo
fue de 0.8 ml. Se indicael valorprincipal ±la desviaciónstandardcaiculadaa partirdetres
ensayosindependientes,comominimo.
~La concentraciónfinal deacetonitriloempleadaen el ensayofijó de 0.5%(y/y).

C La actividadestuvopordebajodelos límites de detección.

1
1
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2.2.2. Determinación de la especificidadde la hidrólisis.

Los ensayosde actividadserealizaroncon la proteínapurificada, pero ante el

descubrimientode unanueva actividadno descritapara la PGA, seplanteóla necesidad
de demostrar que la PGAera realmente responsable de la hidrólisis de los ésteres de p-

nitrofenol, y no unapotencialesterasaquesehubieracopurificadoconella.

2.2.2.1.Ensayosde actividadcon extractoscrudosde la enzima.

Se ensayó la actividad frente a p-nitrofeailacetato de diferentes muestras

sonicadascorrespondientesa cultivos de la cepade E. ccli TOl transformadacon

plásmidosquellevabanlos genesquecodificabanparalas siguientesenzimas:la PGA de

K. citrophila (PGAKC), la PGA de E. ccli y la GLA de Pseudo,nonassp, 83 (GLASP),

así como un control de la cepasin transformar.Solamentese observahidrólisis de PNA
cuandose encuentrapresentela PGA (tabla 13). Esteresultadoapuntaa que estamos

frente a una actividad esterasa específica de la PGA.

2.2.2.2. Estudios de inhibición.

Para confirmar la especificidad de la actividad de la PGA sobre el p-

nitrofenilacetato, y en consecuenciasobre el resto de ésteresde p-nitrofenol, se

realizaron estudios de inhibición de la enzima con reactivos específicos cuyo

comportamientoestá bien caracterizado,Mediante dichos estudios, no se pretendió
realizar un exhaustivo análisis del comportamiento cinético de cada una de los

inhibidoresensayados,sino tenerunavisión generaldel grado de inhibición que ejercía

cadauno de ellos.
El primer inhibidor ensayadofue el fluoruro de fenilmetisulfonilo (PMSF). Este

inhibidor de serín-proteasasse sabe que inactiva totalmente a la PGA a una

concentraciónequimolecularcon el númerode centrosactivos(Kutzbachy Rauenbusch,

1974; Prieto y col,, 1990; Siewinski y col,, 1984; Daumy y col., 1985). Al estudiarel

efecto delPMSFdurantela hidrólisis del PNA se observóel comportamientotípico de

inhibición de la PGA. (figura 20A).

Otro conocidoinhibidor de serín-proteasasesel diisopropilfluorofosfato(DFP),

el cual no escapazde ipbibir a la PGA (Kutzbachy Rauenbusch,1974). Al realizar el

estudiode la inhibición de ¡a hidrólisis del PNA por la PGA sepudo comprobarque la

actividad esterasaresponsablede la hidrólisis no respondíaa inhibición por DFP,

manteniéndoseun 100 % de actividadtras la incubaciónde la PGA con 1 mM de DFP

durante10 minutosa temperaturaambiente,

119



Tabla 13. Actividad sobrep-nitrofenilacctato de diferentescultivos.

CEPA PLASMIDO ENZIMA ACTIVIDADa

TGI pYKD59 PGAKC ++
TOl pOAl PGAEC ++
TOl pJC200 GLALSP
RU

a. Los ensayos de actividad se realizaron
lOOmMpH ‘7,5, a 220C.

sobre los cultivos sonicados, en tampón fosfato
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Figura 20. Inhibición de la hidrólisis dep-nitrofenilacetato por (A) PMSF, (E) penicilina G
sulfóxido, (C) penicilina G, (1)) FA. Los ensayosserealizaronen tampónfosfato 100 mM pH
7,5 a 25 0C, en presenciade 0,5 % AcN (y/y). Las concentracionesfinalesde sustratoy enzima
fueronde 5 x l0”~ M y 1 x ío-’7 M, respectivamente.Las muestrassepreincubaron5 niin en
presenciade inhibidor antesde ajiadir el sustrato. El isopropanol utilizado para disolver el
PMSF(0,2 % (y/y) enel ensayo)no afectóla actividadPGA.
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Posteriormenteme,seanalizó el efecto de dos inhidorescompetitivosde la PGA,
corno son el ácido fenilacético(FA) y la penicilina Ci sulfóxido (Balasliingamy col.,

1972; Plaskiey col., 1978; Márquezy col., 1988; Martín y col., 1993). Aunque el

resultadomostradoen la figura 20D y II, no permiteconcluirsi la inhición de la hidrólisis

enzimáticade PNA por FA o por la penicilina U sulfóxido estambiéncompetitiva, sí

demuestraque ambos compuestosson buenos inhibidores de la rección, Tanto la

representaciónsecundariade Dixon, (Condsh-Bowden,1974), como la representación
de 1-Janes-Woolf(Segel, 1975), demostraronque la inhibición por FA era de tipo
competitivo,obteniendoun valor de K~ de 7 ~ lo-4 M (figura 21).

Por otra partese comprobóque la penicilina U actúa como un buen inhibidor
(figura 20C). El ácido6-aminopenicilánico(6-APA) semostró como un inhibidor menos

eficaz. Se debe recordarque la inhibición de la PGA por 6-APA es de carácterno

competitivo(Balasingharny col. 1972).

Estos resultados argumentanen contra de la presenciade una actividad esterasa

contaminantey apoyan la especificidad de la hidrólisis de la PGAen la catálisis de los

ésteresdep-nitrofenol.Lo cualrepresentaunanuevaactividadcatalíticaparala enzima.

2.2.3. Efecto del pH.

El estudiode la influencia del pH en la actividad catalíticapermite una primera

caracterizaciónde los gruposionizablesquesonesencialesen su Rincionalidad,Con este

objeto se determinóla influenciadel pH en la actividadenzimáticaen estadoestacionario

enun intervalo de pH entre4,5 y 9 (figura 22), El pH óptimo parala hidrólisis, asícomo

la forma de la curva y los correspondientesvalores de pK obtenidos, Rieron muy

similaresa los que sehabíandeterminadoparala PGA en la hidrólisis de la penicilina O

(Martíny col., 1993a).

2.2.4.Requerimientosestructuralesde los ésteresde fenol para suhidrólisis por la

PGA.

La determinaciónmásprecisade los requerimientosestructuralesde los ésteres

de fenolparasu hidrólisispor la PCIA seinvestigó medianteestudiosde inhibición de la

hidrólisis del PNA, con compuestosque presentabandiferentesgradosde homología

estructuralcon el sustrato(tabla 14). Debido a los problemasde solubilidad que

presentabanalgunosde estoscompuestossólo se ha podido determinarla concentración
necesariaparaproducirel 30 % de inhibición.

Los datosobtenidosindican que sólo algunascombinacionesespecificasentrela

partedel grupoamino o alcoholy el restoaciopuedenacomodarseenel centroactivo.

El fenilacetatoeselmejorinhibidor de la hidrólisisdelPNA, lo cualparecelógico

puescomo sehabíamostrado(tabla 12) la enzimapresentamayorespecificidadporeste

1
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Tabla 14. Requerimientos estructurales en la inhibición de la hidrólisis de p-

nitrofenil acetato

IMIIBIDOR 30¾INHILBICIONa [M]

Fenilacetato 9,0 x ío~

p-Nitroacetanilida 1,5 x

p-Acetoxibenzoato 2,0 x ío-3

l-Acetoxi-l,3-butadieno 1,1 x io-2

p-Acetamidobenzoato 1,2 x ío2

p-acetanxidofenol

p-nitrofenilformato >0,1

Etil acetato >0,1

Butil acetato >0,1

a La concentraciónde enzima y sustrato en el ensayo fue 1 x ío-7 M y 5 x io-~ Nl,
respecticamente.La concentraciónfinal deactonitrilo empleadaen el ensayofue 1% (y/y).
b No sedetectóinhibición a unaconcentraciónde0,1 M.
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Figura 21. Inhibición competitiva de la hidrólisis de p.-nitrofenilacetato por FA. Las
velocidades iniciales de la hidrólisis de p-nitrofenilacetato fueron calculadas utilizando
concentracionesde sustratono saturantes.El ensayofue realizadoen tampón fosfato 100 mM
pH 7,5 a 25 0C, en presenciade 0,5 % AcN (y/y). Los datos experimentalesseanalizaron
conformea la representaciónde Hanes-Woolf(Segel, 1975). La concentraciónutilizada de
PGA fue de2,3 x í06 M. LasconcentracionesdeFA fueron:(o) control sin FA, (~) 2,2 x
M, (.) 4,5 x lo-4 M, (A) 1,3 x io-3 M, (A) 2,2 x ío-3 M.
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siguientestampones:tampónacetato100 mM entrepH 5,0 y 6,0; tampónfosfato 100 mM entre
pH 6,0 y 8,0 y tampónTris-HCI 100 mlvi entrepH 8,0 y 9,0 a 25 0C. Las concentracionesde
enzimay sustratofueronde 1,6 x l0~ M y 2 x í03 M, respectivamente.El porcentajefinal de
AcN utilizado fuedel 2 %.
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compuestoque por el PNA. Los compuestosque a continuaciónpresentanun mayor

grado de inhibición son la p-nitroacetaniliday el ácidop-acetoxibenzoico(tabla 14). El
gradode acidezde la cadenade acilo podríaafectarla unión del sustratoal centroactivo

(Dale y col. 1986). El p-acetamidobenzoatoejerce una inhibición menor, del mismo

orden que el l-acetoxi-1,3-butadieno.Este último compuestoes capaz de accederal
centroactivo debidoposiblementea su caracterhidrofóbico.Aquellos compuestoscomo

el etil acetatoo el butil acetato,de naturalezano bidrofóbica, no Rieron capacesde

inhibir la hidrólisis del PNA. El p-nitrofenilacetatono fUe capazde mostrarinhibición, al

igual quetampocose detectósu hidrólisis(tabla 12). Esteresultadopodríaindicar quela

estructuramínimaquees capazde unirseal centroactivo de la PGA esun acetato.

2.2.5. Determinaciónde los parámetroscinéticosen el estadoestacionario.Efecto

del acetonitriloen la catálisis.

Los ésteresde p-nitrofenolpresentanunabaja solubilidad en agua,por lo que se

ha empleadoel acetonitrilo (AcN) para solubilizarlos.La capacidadperturbadorade la

actividadenzlináticade un disolventeorgánicodependede los efectosqueproducesobre
las interaccioneshidrofóbicas,electrostáticasy de solvatación,asícomo de la naturaleza
química de las especiesqueintervienenen los equilibrios de ionizaciónesencialesen la

actividadcatalítica. La disminuciónde la constantedieléctricadel medio acuosopor la

adición de un disolventeorgánicomiscible suponeuna desestabilizaciónrelativade las

especiescon cargafrentea las especiesneutras,fenómenoquepuedealterarla actividad

enzimáticay por tanto debeserinvestigado.
Se ha estudiadola influencia del AcN en la reacciónde hidrólisisde PNA por la

PGA. Como puedeverse en la figura 23, la PGA en presenciade AcN 0,5 % (y/y)

mantieneun 98 % de la actividad, disminuyendohastaun 84 % con AcN 1 %. El

porcentajemínimo de AcN empleadoha sido de 0,1 %, haciéndocorrespondercon esta

concentraciónel 100 % de actividad.La caídamásdrásticade actividadseproduceentre
el 1 % y el 5 %. Por estemotivo se han empleadoentodos los ensayosun porcentajede

0,5 %ó 1 %deAcN.

En la hidrólisis del PNA por la c¿-quimiotripsina,se ha comprobadoque la

velocidadmáximadel procesoesindependientedel disolventeorgánico,mientrasque la

KM esmuy sensiblea los cambiosen los porcentajesde éste(Applewhitey col., 1958;

Kezdy y Hender,1962).‘Para determinarel efectodel AcN sobrela actividadde la PGA

durante la hidrólisis de PNA y PNP, se calcularon los parámetroscinéticosen tres

diferentesconcentraciones:0,4 %, 1,0 % y 5 %. (tabla 15). Los resultadosobtenidos

están de acuerdo con los resultados de Kezdy y Hender(1962)parala a-quinaiotripsina.

Es decir,hay unamayorinfluenciadel porcentajede AcN sobrela KM que sobrela kcat

tanto en la hidrólisis de PNA comodel PNP, aunquela influenciasobrela hidrólisisdel

PNA es mayor.
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Tabla 15. Parámetros cinéticosde la FGA nativa en estadoestacionario.

SUSTRÁTO2 KM (M) k~
11t (s.4) kcat/Km

Peniciflin 0b (1,8±0,8) x l0~’~ 56,0±0,3 3,1 x lo
6

NIPAB (0.5% AcN) (1,110,6>x i05 27,2±0,1 2,3 x í06

p-Nitrofenilfenilacetato(1,0%AcN) (5,710,3)x io-~ 81,6 ±0,5 1,4 x i06
p-Nitrofenilacetato (0,4%AcN) (5,0±0,4)x íoó 2,0 ±0,07 4,6 x ío5

p-Nitrofenilacetato (1,0% AcN) (2,0±0,1) x lo-5 1,0±0,08 4,6 x i04

p-Nitrofenilacetato(5,0%AcN) (1,5+ 0,6)x io-~ 0,7 tE 0,02 4,5 x i04

p-Nitrofeni]propionato(0,4%AcN) (1,7±0,5)x i04 3,9 ±0,3 2,2 x i04

p-Nitrofenilpropionato(1,0%AcN (1,7+ 0,6) x i04 3,9 ±0,1 2,2 x i04
p-Nitrofenilpropionato(5,0%AcN) (1,5+0,4) x ío-~ 3,0 ±0,2 2,5 x i0~

a Se indica la concentraciónfinal de acetonitrilo (AcN) empleadaen el ensayo.Los datos se
presentan con el valor principal + la desviación standard calculada a partir de tres ensayos
independientes para cada uno, como mínimo.
b Datos obtenidos de Prieto y col,, (1990>,
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También se ha analizado la estabilidad de la enzima frente al tiempo en presencia

de AcN (figura 24).Los resultadosobtenidosreflejanla granestabilidadde la enzima.En

una hora con 1 % y con 5 % de AcN (y/y) se mantiene un 99 Va de la actividad,

disminuyendo hasta un 80 %en 3 horas. Dado que los ensayos de actividad realizados en

presenciade AcN no hanexcedidode minutos,sepuedeafirmar que la enzimano seha
desestabilizado en el tiempo del ensayo por la presencia del disolvente orgánico

empleado,aunadmitiendoquela presenciadelmismo alteradeporsí la actividad.

Unavez determinadoque el PNA seríael mejor sustratoparaprocederal estudio

de cinéticas rápidas, se calcularon también las constantes cinéticas en estadoestacionario

para la ADL, con objeto de estudiar su comportamientocinético en el estadopre-
estacionado.Los resultadosse muestranen la tabla 16 y nospermitenconcluir que la

unión de este tipo de sustratos a la enzimamutanteesmuy similar a la que presentala

enzima nativa, aunquela catálisis se producemucho más lentamente, En este caso

tambiénel PNA pareceel sustratomás indicado paralos estudiosen el equipo de flujo

detenido, puesto que el p-nitrofenilpropionato, con una mayor KM, y una baja

solubilidad no permitetrabajaren condicionesde acilación(ver Materialesy Métodos),

2.3. ESTUDIO CINETICO EN EL ESTADO FRE-ESTACIONARIO.

Se han estudiadolas cinéticasen el estadopre-estacionariode la hidrólisis del

PNA por la PGA nativay el mutanteADL, con objeto de caracterizarlas constantesde

acilación y desacilación del intermedio covalente acil-enzima formado durante la catálisis.

2.3.1. Determinación del tiempo muerto del equipo de flujo detenido.

Se denominatiempomuertoal tiempo que transcurredesdeque el contenidode

lasjeringaspasaa la cámarade mezclay comienzaa detectarsela reacción.El tiempo

muertodel equipoHi-TechSF-3Lutilizado fUe de 1,1 ms, tal y como se calculóa partir

de la pendientede la recta que se obtiene de representarel logaritmo de la amplitud
frentea la constantede decaimiento,de la recciónde amortiguacióndel 2,6-diclorofenol-
indofenolcon el ácidoascórbico(figura 25).

2.3.2.Optimizaciónde lasconcidionesde reacción.

Unavez seleccionadoelp-nitrofenilacetatocomo el sustratomásadecuadopara

realizar el estudio en el estado pre-estacionario,se deben elegir las condiciones

experimentales adecuadas para llevarlo a cabo.
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Tabla 16. Parámetros cinéticos en estado estacionario del ¡nutante ADL.

SUSTRATOa KM (M) keat (s’~) kcat/Km

NIPAB (0.5%AcN)

p-Nitrofenilfenilacetato (1.0% AcN)

p-Nitrofenilacetato (1.0% AcN)

p-Nitrofenilpropionato(1.0%AcN)

(2,2 + 0,5) x iO-5

(1,8+0,5) ~ ío-4

28,0±0,2

38,9 tE 0,5

0,060 b 0,008

0,46±0,1

a. Se indica la concentración final de acetonitrilo (AcN) empleada en el ensayo. Los datos se presentan
con el valor principal ±la desviación estándar calculada a partir de tres ensayos independientes por
cada uno, como minimo.

1,3

3,7
5,0

2,5

ío6
, íoó
~ío3
x ío3
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El porcentaje de AcN empleado, es uno de los factores a considerar. El análisis

de los parámetros cinéticos en diferentes porcentajes de AcN indicó que una

concentración del 1 %final (y/y) parecía la más indicada, por los valoresde KM y kcat
que presentaban las PGAnativa y mutante,

Para conseguir un 1 % de AcN (y/y) en la cámara de mezcla se plantean dos

opciones, utilizar el sustrato disuelto en un 2 %de acetonitrilo y la enzima en su tampón

sin AcN, o bien, distribuir un 1 %de AcN en la solución con el sustrato y en la de la

enzima. Si bien esta última opción es la que menos problemas de mezcla ocasionaria,

cabríala posibilidadde que el disolventeorgánicoinactivasee inestabilizasela PGA, El

estudio de la estabilidad de la PGAfrente a diferentes porcentajes de AcN indicó que la

enzima es muy estable, incluso en largos tiempos de incubación (figura 24),

Se ha observado en estudios similares con 8-lactamasa, una pérdida de la enzima

por adliesión a las conducciones del aparato, que se ha solucionado mediante el empleo

de lisozima para saturar los conductos del equipo. La posibilidad de que ocurriera lo

mismo durante el estudio de la hidróllsis del p-nitrofenilacetatopor la PGA, llevó a
investigar el efecto de la lisozima a 1 mg/ml en la reacción, Comono se observó ninguna

interferencia en la reacción de hidrólisis se decidió utilizar lisozinia para saturar las

conducciones.

2.3.3. Cinéticas en el estado pre-estacionario.

Para probar la existencia de un intermedio en el mecanismo de una reacción

enzimática se debe detectar y determinar susconstantes de formacióny descomposición
en estadopre-estacionado,y éstasdebenser consistentesconla actividad de la enzima
en estado estacionario. En el caso de las serín-proteasas, las constantes de acilación (k2)

y desacilación (k3), deben ser, cada una de ellas, mayor o igual a la kcat del proceso
global en el estado estacionado.

Al realizar una serie de reacciones preliminares en el equipo de flujo detenido,se
observó la formación de un “burst” durante la hidrólisis de p-nitrofenilacetato tanto con

la PGAnativa como con la mutante, aunque en este último caso el proceso era más lento

como cabía esperartras conocer los parámetroscinéticos en el estado estacionario

(tablas 15 y 16). Para determinar con exactitud quese estabaprocediendode un modo
conecto y que las cinéticas rápidas observadasse correspondíanrealmentecon el
mecanismode reacción’propuestoy no con un artefacto,se procedió a realizar los

estudios que se detallan a continuación,

Todaslas concentracionesque se van a describir en los siguientesapartados
corresponden a la concentación final en la cámara de mezcla del equipo de flujo

detenido.
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2.3.3.1.Dependenciade la amplitud del ‘burst” de la concentraciónde enzima.

La amplitud del burst’ debe ser igual a la concentración de enzima siempre que

se trabaje en condiciones de acilación. De hecho este es un método que también se utiliza

para la titulación de centros activos (Fersht, 1985). Por lo tanto, se determinó la
magnitud del burst” con diferentes concentraciones de enzima (figura 26). De los
resultadosobtenidossepuedeconcluir que la relaciónentrela magnituddel “burst” y la

concentraciónde enzima es lineal tanto con PGA como conADL, y que las cinéticas
observadas se corresponden con las que presentan enzimas con un mecanismocinético
similar.

2.3.3.2. Dependencia de la amplitud del ‘~burst” de la concentraciónde sustrato.

Si se mantiene constante la concentración de enzima y se varía la concentración

de sustrato, siempre que se cumplanlas condicionesde acilación, la amplituddel burst’
debe mantenerse invariable. Con objeto de comprobar que estamos en el estado pre-
estacionariode la reacción,se ensayarondiferentesconcentracionesde sustrato,PNA

(figura 27).

Los resultadosconfirman la invariabilidad de la amplitud del “burst” con la

concentración de sustrato con ambas proteínas.

2.3.3.3.Determinación de las constantesde acilación y desacilacién.

Los valores de la constante de velocidad en estado estacionario, calculados a

partir de las cinéticas realizadas en el equipo de flujo detenido,semantienenconstantes
frentea la concentraciónde sustrato(figura 28) al igual que ocurría con la amplitud del

burst’ (figura 27)

Para calcular los parámetros cinéticos de la reacción de hidrólisis de PNApor la

PGA nativa y mutante, a través del análisis cinético en el estado pre-estacionario, se

ensayaron diferentes concentracionesde sustrato frente a PGA y a ADL. La
representaciónde l/b frentea 1/ESO] semuestraen la figura 29 y los resultadosde las

constantesde adilación (k2), desadilación(k3) y de unión (IC~) obtenidosa partir del
análisis correspondiente se muestran en la tabla 17.

Los resultados indican que en la hidrólisis del sustrato p-nitrofenilacetato el

proceso de acilación es más rápido que el proceso de desacilación, y por tanto se

confirma que la etapa limitante corresponde a la desacilación.Esto se cumple tanto con
la enzima nativa como con la mutante, aunque la relación entre las constantes de

velocidad (k2 y k3) es tres veces mayor para la enzima nativa. La proteína mutante

presenta una menor alteración en el proceso de formación del intermedio adilenzima que

en su posterior hidrólisis, La mutación Phe3óOVal, no altera la etapa limitante de la
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hidrólisis aunque sí influye negativamente sobre la eficiencia catalitica de la enzima.

Aunque la mutación no parece afectar significativamente la afinidad de la enzima mutante

ADL por los ésteres de p-nitrofenol (tablas 16 y 17), la disposición de este tipo de
sustratosen el centrocatalítico,podríaserdiferenterespectode la enzimanativa. Esto

dificultaría la accesibilidad al sustrato de los residuos implicados en la catálisis, sobre

todo en lo que se refiere a la hidrólisis del intermedio covalente adil-enztma,

2.3.4.Estudios de inhibición en el estado pre-estacionario.

Aunqueya seha mostradoanteriormenteque la inhibición por ácidofenilacético
de la hidrólisis de p-nitrofenilacetato por la PCIA de K. c¡trophila es de naturaleza

competitiva (figura 21), al igual que para la hidrólisis de penicilina & (Balashingam y col.

1972) no se conoce su efecto directo sobre la constante de acilación o formación del

intermedio adil-enzima.

Se ha estudiado la inhibición de la hidrólisis de PNApor la P&A de It. dtrophi/a

nativa y mutante.El efectode la inhibición sobrela constantede velocidaddel “burst’ se
muestraen la figura 30 y los valoresobtenidospara las constantesde inhibición en la

tabla 17.
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Tabla 17. Parámetros cinéticosde la hidrólisis de p-nitrofenilacetato calculadosa partir

de las cinéticasen estadopre-estacionario.

k2 (s~
1~’ k

3 (8-1)a K5 (núN~Pa k2/K5
3 Kib (ác¡do fenilacético)

(mM”tx 4)

PGA 58,0±4,1 0,901 ±0,140 0,77±0,08 77,0 ±1,9 177,1 ±24,0

ADL 9,3±1,8 0,051 ±0,0090,84±0,25 11,4 ±0,8 111,0±15,2

a. Los resultadosde la tablasehanobtenidoa partir del análisisde las gráficasrepresentadasen la
figura 29.
ti La determinación deKl seha obtenidoa oartirde los datosrepresentadosenla figura 30.
Se indica el valor principal + la desviaciónestándarcalculadaa partirdetresensayosindependientes,
comomínimo.
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APENDICE: Analisis cinético en el estadopre-estacionario.

Sin pretender detallar la teoría empleada para el análisis cinético en el estado pre-

estacionario, se van a indicar a continuación las ecuaciones básicas que han permito el

cálculo de las constantescinéticas, Para una explicación más detallada recurrir a
Gutfreundy Sturtevant(1956a,b), Ouellety Stewart(1959), Kézdy y Bender(1962) y

Bender y col, (1967).

Si se acepta el esquema de la figura 18 como válido y se supone que la acil-

enzima está en estado estacionado,un sencillo calculo cinético lleva a la siguiente

expresiónparala ecuaciónde velocidadde la reacción:

y = [E0] [5] [k2 k3/(k2 + k3)]/[K5 k3/(k2 + k3)] + [5]] con K5 = k1/k.

que es una ecuación de Michaelis si se considera

Km K5(k3/k2+k3) y kcatk2kj/k2+k3

Si asumimos: [So] » [E0], entoncesserán ciertas las siguientes ecuaciones:

[E0] = [E] + [ES] + [ES’]

d[P1]/dt=k2 [ES]

d[P2]/ dt = k3 [ES’]

d[ES]/dt = k2 [ES] - k3 [ES’]

ConsiderandoqueE+S ~ ES esun pre-equilibriorápido,tenemos:

= [E] [53/[ES]

si a partir de aquí se realiza un sencillo proceso de sustituciones entre las ecuaciones

anteriores,trasdespejarlas incognitasadecuadas,se llega a la siguienteecuación que
describela cinéticabiffsica de la figura 19:

[P1] =At+B (1- ebt)

Los valoresde A, B y b se obtienenexperimentalmentea partir de las cinéticas

rápidas y correspondena los parámetrosque seindican en la figura 19. El parámetroA
correspondeal siguientetérmino:

A = [(k2 k3/(k2 + k3)] [E0] [%]]¡ [ ~0] + (K5 k3/ k2 + k3)]

1
E

1
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como esta ecuación tiene la forma de la ecuación de Michaelis-Menten se puede

transformaren:

A = kcat[E0] [~~]/ [~0] + Km(app)

cuyareciprocaes:

1/A = (1/ kcat [E0]) + (Km(app) / ~ [E0] [S0])

Si setrabajacumpliendola condición de acilación[So]» Km (app.), entoncesA = kcat

[E0], que gráficamente corresponde a la pendiente de la fase lineal.

El parámetro B o amplitud de “burst’, secorrespondeconel término:

13 = [Eo] (k2 1k2 + k3)
2 / (1 + (Km(app)/ [~~])2

Por lo tanto, si k
2 » k3 y [So] » Km(app.), condiciones que se cumplen en este tipo

de cinéticas, entonces E [E0].

Por último, el término “b” viene dado por:

b = [(k2 + k3) [So] + k3 KJ /K5 + [So]

siendosuformarecíproca:

l/b = (1/k2 + 1<3)+ (I(~/ k2 + 1<3)1/ [So]

El valor experimentalde “b’ correspondea la constantede velocidaddel aburst
y a partir de la representacióngráficade l/b frente a 1/ [%] se pueden calcular (k2 + k3)

y K5. Se puedeconsiderark3 igual a la kcat del proceso de hidrólisis obtenida de las

cinéticas previas realizadas en estado estacionario, si se cumple la condición k2 > > k3.

Pero se puedecalcular su valor de una forma mhs exacta a partir de los resultados
obtenidos del análisis en el estado pre-estacionario, como el cociente de la constante
velocidad correspondiente a las cinéticas una vez alcanzado el estado estacionario y la

amplitud del “burst”, que corresponde a la concentración de enzima presente en el

ensayo como se ha mostradopreviamente(figura 26).

1
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3. REGUILACION Y EXPRESION GENICA.

Comoya se ha comentadoa lo largo de esta memorialas PGA presentanunas
característicasmuy especiales,permaneciendosin resolver muchos aspectosde su

expresiónasí como de su papel en el metabolismocelular. Por ejemplo, la PGA se

produce como un precursor citoplásmico, que necesitaser transportadoal espacio

periplásmico y procesado proteolíticamente para alcanzar la conformación

catalíticamenteactiva (B6ck y col., 1983a) ya que ninguno de los intermedios del

procesamientotiene actividad(Schumachery col., 1986).Es destacablela existenciade

un endopéptidolocalizado en el precursorentre ambas subunidades,que debe ser
eliminado en el procesode maduraciónde la proteina. Otro aspectointeresantede la
PGA y sus genes viene marcado por el control que ejercensobre la actividad PGA

diferentesfactores,talescomola temperatura,el nivel de oxigeno,la represióncatabóllca

y la inducciónpor el ácido fenilacético (Kaufnianin y Bauer, 1964; Szentirmai,, 1964;

Vojtisek y Slezac, 1975a y b). La complejavía de regulaciónque se requiere para

conseguirPGA activa podría reunir elementosreguladoresque actuarana diferentes

niveles,por ejemplo,sobrela transcripcióndel senpac, o sobreel transportede la PGA

y su maduración.

3.1 REGULACION TRANSCRIPCIONAL.

3.1.1.ESTUDIOSDE INIDUCCION.

Está bien establecidoque la expresióndel gen pac de E. coil esinducida por

ácido fenilacético (Mahajan, 1984). Sin embargo, la inducción del gen pac de K.

citrophilc¡ por estemismo compuestono pareceestartan clara. García y Buesa(1986)

han determinadoque la inducción de la PGA de K cifrophila por ácido fenilacético

parecedependerde la cepa huésped.En ninguno de los casos han encontrado una

dependenciaestrictade la presenciade ácido fenilacéticoparaconseguirproducciónde
PGA,y aún no sehandetenninadolasbasesde estefenómeno.

Con objeto de entender los mecanismos de regulación implicados en la inducción

de los genes ¡‘cxc de E. coY y de K. citroplilla, así como de establecer las bases
molecularesde la regulación de ambosgenes,se ha procedido a delimitar si las

diferenciasexistentesentrelosmismos,tienensuorigenen susrespectivospromotores,o
bien si el mecanismo de acción del ácido fenilacéticotienelugara otro nivel,
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3.1.1.1. Análisis de la producción de PGApor E.coIiy KL c¡troph¿la.

Antes de comenzar un estudio detallado de la regulación transcripcional del gen
pac, se realizó un análisis de la influencia del FA en la producción de PGAde las cepas

productoras, E. coli ATCC 11105 y K. citrophila 21285. Asimismo se investigó dicha

producción en las cepas recombinates liBiO l(pPGA1) y 1-IDO l(pYKH5> Los plásmidos

pPGAI y pYKH5 son portadoras de los genes ¡‘cxc de E. cok y K. citrophila,

respectivamente (García y Huesa, 1986) (figuras 31 y 32). La producción de P&Apor la

cepa de K. citrophila ATCC 21285 y en el clon HBlOl(pYKH5) no se afectó en

presencia de FA (figura 31). Sin embargo, la cepa de E. cali ATCC 11105 y el clon

1-IB l0l(pPGAI) requirieron FA para producir PGA (figura 32). Estos resultados

mostraron que las cepas recombinantes se comportan igual que las cepas productoras
frentea la inducciónpor FA, y por lo tanto, los plásmídos pPGAI y pYKHS portarían la
regiónpromotoraresponsablede la regulaciónporFA.

3.1.1.2.Determinaciónde la región promotora del genpacdelL citrophila.

Anteriormente se había caracterizado la región reguladora del gen ¡‘cxc de E. col!

habiéndose identificado el promotor, el punto de iniciación de la transcripcióny posibles

zonas reguladoras (Valle y col., 1986; Merino y col, 1992). Sin embargo, la región

promotora del gen pac de K. citrophila permanecía sin determinar, Con el fin de

caracterizarlase secuencióla regiónque precedeal codonde iniciación y secomparo

con la regiónequivalentedel genpac de E. cali. Se secuenciaron350 nucleátidosy se

encontróunagransimilitud en los primeros173 paresdebases(figura 33),

3.1.1,3.Construcciónde fusionesgénicas.

Sehandescritodiferentesvectoresquepermitenla seleccióny caracterizaciónde

promotores.Deentreellossehanelegidodosparaconstruirfisionesgénicas.En primer

lugar, el vectorpSKSlO7 que utiliza la j3-galactosidasacomo marcadorenzimáticoy

pennite cuantificar la expresión. Este vector presentala particularidadde utilizar el

propio codon de iniciación de la secuenciaque se deseaestudiar(Casadabany col.,

1983). En segundolugar, se ha utilizado el vector pKK232-8 que usa la actividad

cloranfenicolacetiltransferasa(CAT) como marcador enzimático. En este vector la
actividad CAT es reguladapor el promotor que se done, pero utiliza el codon de
iniciacióndel gencat (Brosiusy Lupski, 1987).

145



-r_
E
x
a
E

-a
E
e

o
cE

300—

200—

loo —

25 48 7 25 48

T (h)

Figura 31. Producciónde PGA. A. K. citrophila ATCC 21285. B. HB1Ol(,pYKH5). La
actividadPGA semidió utilizandocomasustratoNIPAB. Los cultivos secrecierona 28 oc en
medio LB. La cajasrayadasindican que el medio de cultivo lleva un 0,1 % deFA. Lascajasen
blancono llevan FA.

146

4 5

ji
< ¿j

5<;

u



7 25 7 25

Figura 32. Producción de PGA. A
MC4100(pAJl9).D. HBlO1(pSKspac).
NIIPAD. Los cultivos se crecieron a 28 0C

E. ccli ATCC 11105. B. HBIO1&PGAD. C.
La actividad PGAse midió utilizando como sustrato
en medio LB. La cajas rayadas indican que el medio

FA.de cultivo lleva un 0,1 %de FA. Las cajas en blanco no llevan
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CaP 1.

TCATGAGCGGTGAAT - ~AAAGCGATTCGTTTTTAOATCACATTAATGAAATTTTT-OTA

CAOTAAAA- GTAAATTOAAA- TGATTCGCTTT-GGATCACATTTA-GTTATTTATCGTA

-170

CRP2 -35

TGAAAAATTAGTTATCGC -GCTCACAGTTCATAATGAAACAATTCTC - TGCAAATAGA - TA

TCAATAATTCA- TATCACAACTCACAGTTCOCGTGGAAAGTATTCGGATG-AAATACATTA

115

-‘o RSS

ACCGAAGGTTCOTTGC- TAGTATCAATTCOCTAATTATACACCTGCCAGAAGGATACAATG

AATC - AATGTG - ATTGCTAGTATCAATTCGCTAATCATACACCTGC- AAcJAGGATACAATC

MeU-58

Figura 33. Comparación de la secuenciade nacleálidosde la región reguladora del gen pac de E.
cotí (E.c.)y de K. chrophila (K.c). Las secuenciasseobtuvieron por secuenciaciónde los plásmidos
pPGA1 y pYKD59, respectivamente. Se indican dos posibles sitios de unión de CRP, y las regiones
promotoras propuestas por Valle y col. (1986).
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Se han construido fisiones génicas con la región reguladorapropuestapara el
gen pac de E. ccli y con su región homóloga en K. citrophila para poder comparar de
forma precisael controlqueejercencadauna de ellassobrela expresión(figura 34). Para

realizar las construcciones se han utilizado únicamentelas regionesconservadasde los
genesde K. citrophila y de E. cali, incluyendo su propio ATO, amplificadasmediante
PCR(170pb paraE. cali y 173 pb paraK. citrophilcx).

Se han obtenido las fUsiones de la región reguladora del gen pac de K. citrophilcx

con los vectores: pSKS107 y pKK232-8 (figura 34A). Respecto de la región reguladora

del genpcxc deE. cali seha conseguido la fisión de esta región al vector pSKSlO7, pero

no al vector pKK232-8 (figura 34 13) debido a la estrategia seguida en la donación.

Asimismo, se ha utilizado un sitio de restricción HindIiIJ presente en la secuencia

promotora del gen pac de E. cali para obtener fUsiones donde no apareciese la región -

10 propuesta por Valle y col. (1986) (pKKE2l). También se han obtenido fisiones

donde esta región aparece invertida respecto a su localizaciónen el genoma(pKKE18>.
Es importante resaltar que la exactitud de las construcciones fUe comprobada mediante

secuenciación.

3.1.1.4.Estudios de inducción por ácido fenilacético.

Con las fisiones de ~-galactosidasamencionadasen el apartadoanterior se
transformaron las cepas de E. cali MCIllÓ y MC4 100, mientrasque para las fisiones

con CATse emplearon las cepas de E. col! 1-1113101 y MC4100.

Los estudios de inducciónrealizadoscon las fisionesde (3-galactosidasa(figuras

35A y 36A) mostraronel mismo comportamientoobservadoanteriormentecon el gen
¡‘cxc nativo (figuras31 y 32). Losnivelesde 13-galactosidasa,aumentaronen presenciade
ácido fenilacético (FA) sólo en el caso de la fUsión que contienela regiónreguladorade
E. col! (figura 36A). Estos resultados demuestran que los elementosreguladores
responsablesde la inducciónpor FA estánpresentenen la construcciónquimérica.

Asimismo se ha llevado a cabo el diseflo de la construccióngénicapSKSPAC
(figura 37). En dicha construcción se ha puesto al gen pac deE. ccli bajo el control de la
región reguladora utilizada para construir las fisiones (figura 33), con objeto de

confirmar que dicha región es capaz de reproducir el patrón de regulación observado

anteriormente (figura 32A y 13). En la figura 32D se muestra como el clon 1113 101

(pSKSPAC) se comportg frente a FA del modo previsto.

Los estudiosrealizadoscon las fUsiones CAT se limitaron en este punto a la
fUsión pKKK22, portadora de la fisión génica con la región reguladora del gen pac de
K citrophila (figura 38). La producción de CATno se iincrementó en presencia de FA,

Se estudióla posibleinfluenciade la cepaen la inducción,analizandola producciónenE.

col! 1113101 y MC4lOO. El resultadoobtenidocon ambascepasfie muy similar, no
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MC4IOO(pSKSK) SBS6S8CpSKSK)

-I

(9

D

LB
+

bmMGIu

Figura 35. Producción de actividad (3-galactosidasa. Expresión de la fisión génica pSKSK
que porta el promotor del gen pac de K citrophila unido al gen jaeZ. A. MC4lOO(pKSKK) fi,
SBSÓSS(,pSKSK).En ambos casos se utiliza el medio LB en ausencia o presencia de glucosa 5

mM. Los cultivos se crecieron a 28 0C ensayando Ja actividad a los tiempos que se indican. U ¡3
-GAL, unidades de actividad ¡3-galactosidasa (ver Materiales y Métodos). La cajas rayadas
indican que el medio de cultivo lleva un 0,1 %de FA. Las cajas en blanca no llevan FA.
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MC4IOO(pSKSE) SBS6BB(pSKSE)

432h B

24h

sL ILrL

Bh

LLa

6h

~Lrmt

LB LB
+

5m MGIu

LB LB
+

5m MG lii

FIgura 36. Producción de actividad p-galactosidasa.Expresión de la fusión génica pSKSE
que porta el promotor del gen ¡‘cxc de E. cali unido al gen ¡acZ. A. Cepa MC4lOO (crp+). B.
Cepa SBS6S8 (crp-). En ambos casos se utiliza el medio LB en ausencia o presencia de glucosa
5 mM. Los cultivos se crecieron a 28 0C ensayando la actividad a los tiempos que se indican. U
p.GAL, unidades de actividad p-galactosidasa (ver Materiales y Métodos). La cajas rayadas
indican que el medio de cultivo lleva un 0,1 %de FA. Las cajas en blanco no llevan FA.
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Figura 37. Diselo de las construccionesgénicaspSKSpac y pRS55E. Las cajas rayada.s o
con trama representan el operon ¡cxc que codifica por la P-gMactosidasa. Las cajas en negro
representan el gen par de E. coil. Se han sefialado los sidos de restricción más significativos. B,
Ra¡nHI; E?, H/ndIII; Sm, Sinaí.T4 lig, DNAligasa del fago T4; Klenow, fragmento Klenow de
la DNApolimerasa. Ap, ampicilina; Km, kanamicina. -10 y -35, secuencias -10 y -35 del
promotor del gen ¡‘cxc de K citrophila. CRí>, sido del unión del complejo CRP-cAMP; RBS,
sido de unión al ribosoma; ATO, codon de iniciación de la traduccion.
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Figura 38. Producción de actividad cloranfenicol acetiltransferasa. Expresión de la fusiónII génica pSKSK. A. RBlOI(pSKSE) B. MC4IOO(pSKSB). U CAT, unidades de actividad
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detectándoseinducción por FA en ninguna de ellas, si bien la producción en la cepa

MC4 100parecealgomayor(figura 38).

Dado queno seconsiguió aislarningún clon portadorde la secuenciareguladora

completadel genpacde E. col! en el vectorpKK232-8, una explicaciónpodríabuscarse
en el método de selección. Este se basa en la capacidadde los clones de creceren
presencia de cloranfenicol. La fortaleza de los promotores se puede valorar
semicuantitativamente, utilizando concentraciones crecientes de cloranlenicol desde 5 a

600 ~tg/ml.El promotordel genpac no es fuerte, y por lo tanto, se realizó la selección
sobreconcentracionesde cloranfenicolde 35 gg/ml, o menores.Estaselecciónsellevó a
caboen presenciade FA, considerandoel carácterinducible delpromotordel genpacde

E. col!. Sin embargo,los clonesque crecieronmis rápidamentesobreplacasconmedio
LB,en presenciade FA y cloranfenicol35 pg/mi, no llevaban la fusión de CAl correcta.

Estos clones llevaban fusiones de CAT al promotor con una deleccióndel fragmento
LB,zdm, quecontienela región -10 propuestaporBolivar (figura 33). A estafusión se la

denominó pKKE2I (figura 3413). Cuando se analizaron los clones con un crecimiento

más lento, sobre las placas ya descritas, se encontró que portaban fusiones de CAí al

promotorconel ftagmentofJindllI invertido, respectodelpromotordel genpac, y por
lo tanto la región -10 invertida. A esta fusión se la denominó pKKElS (figura 34B).

En paraleloa losensayosde las actividades¡3-galactosidasay CAT, se realizaron
los controlesde la actividad¡3-lactaniasa.Estecontrolpermitedescartarla posibilidadde
una variación en la producción como resultado de una variación del número de copias

del plásmido.Lasmedidasrealizadasmostraronunaactividad j3-lactamasaconstante.
Las actividadesbasalesde j3-galactosidasay CAí en las diftrentes cepasde E.

cali utilizadas en el estudio,transformadascon los vectorespSKS107 y pKK2S2-8
respectivamente, permitió discrliniiar entre la actividad promotora específica de las

secuencias reguladoras donadas y cualquier otra actividad inespecifica del vector. Como

era de esperar la producción basal de ambos vectores fUe prácticamente nula,

3.1.2. ESTUDIOS DE REPRESION CATABOLICA.

Se ha descrito que la producción de PGA por E. col! es inhibida por

carbohidratosy polialcoholescomo por ejemplo,glucosa,fructosay glicerol (Kaufinann

y Bauer, 1964; Szentirmai, 1964). La producción de la PGAde K. c!troph!la también
presenta represión por catabolito (Okachi y col. 1972). Valle y col.(1986) han propuesto

que en la zona reguladoradel genpac de E. col! hay dos posiblessitios de unión de
CRP.En la secuenciareguladoradel gen pac de K citrophila se conservan estos dos

motivos, lo que podría indicar un mecanismosimilar de regulación(figura 33). Los

estudiosque se muestrana continuacióntratarande esclarecerla naturalezade la
represiónpor catabolitoasícomo de estudiarsudependenciarespectodeotrosfactores.

155



3.1.2.1.Represioncatabólica por glucosa.

Se ha estudiado el efecto del glicerol y de la glucosa sobre la producción de j3-

galactosidasa, utilizando las fUsiones génicas pSKSEy pSKSK. En la tabla 18 se muestra

el grado de inhibición alcanzado en la expresión de cada una de ellas. La represión

catabólica por glucosa muestra un efecto muy similar para las regiones reguladoras del

gen pac de E. ccli y K. citroph!la. El glicerol parece ejercer mayor inhibición sobre la

región reguladora del gen pac de E. ccli. Tanto la glucosacomoel glicerol ejercieron
inhibición en los cultivos sin inducir siendo más notable el efecto sobre la región

reguladora del gen pac de K. c!trophila (figuras35A y 36A).

Considerando estos resultados se eligió una concentración de glucosa 5 mM

como la más adecuada para realizar los estudios que se muestran a continuación, pues

ejerce una inhibición manifiesta, pero permite realizar un seguimiento de actividad. En

primer lugar, se evalué la represión catabólica a diferentes tiempos de fermentación
(figuras 35A y 36A). El máximo grado de inhibición seobtuvo a las 24 h, comenzandoa
disminuir este efecto con el envejecimiento de los cultivos, Aunque no se muestra, a las

48 h se había igualado la producción de ~3-galactosidasaen presenciao ausenciade
glucosa5 mM, debido a que en los cultivos sin glucosadisminuyó la producciónde j3-

galactosidasa,mientrasqueen los cultivoscon glucosaaumentó.

De los resultadosobtenidossepuedeconcluir que la represiónpor glucosatiene
lugar a nivel transcripcional.Asimismo se manifiestael efecto inductor del FA en los

clones con la región reguladora del genpac de E. cali, incluso en presencia de glucosa o

glicerol, lo queindica que la represiónporglucosay la inducciónporFA puedenejercer

su efectoreguladorsimultáneamente.

3.1.2.2.Dependenciade CRIP dela represióncatabólica.

Conobjeto de determinarsi la represióncatabólicaestámediadapor el complejo
CRP-cAMIP setransformóla cepa5B8688[MC4100 (Acrp39)] con las construcciones
pSKSE y pSKSK Los mutantescrp sonpleiotrópicamentedefectivosen la expresiónde

enzimas catabólicas inducibles. Si la represiónpor catabolitoesdependientedel complejo
CRP-cAM?P en esta cepa mutante debe observarse la misma actividad promotora tanto

en ausencia como en presencia de glucosa.

Se comprobó el fenotipo de los transformantes sobre placas con medio

MacConkeyconteniendomaltosaal 0,5 %. Las cepas crp+ fUeron capaces de fermentar

el azúcar con la consiguiente acidificación del medio, originando colonias rojas. En el

caso de la cepa erg’ al no poder fermentarel azúcarse originaron colonias de color

blanco.
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Tabla 18. Efecto de la concentraciónde glucosa y glicerol en la producción de las fusiones con

galactosidasa.Se ha cuantificadoel gradode inhibición en la producciónde unidadesp-galactosidasa

bajo el controldelas regionesreguladorasdel genperodeE. cali @SKSE)y K. citrophila (pSKSK).

% INHIBICION

METABOLrFO MC4100 (pSKSE) MC4100 (pSKSK)

Glucosa1 mM 38 36

Glucosa5 mM 61 65

GlucosalOmM 95 97

Glicerol 22 mlvi 25 50

Secrecieroncultivos deISmíen medio LB tamponadocon tampónfosfato0,1 MpH7.5 yconFA 0,1
% a 30 oc durante20 horas.Los porcentajesdeinhibición sehancalculadorespectoa la actividadtotal
que mostraronlos cultivos utilizados como control, crecidosen las mismas condiciones pero sin
metabolitosadicionales.
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La presenciade glucosa 5 mM no ejerce represión catabólica sobrela producción

de ¡3-galactosidasaen ningunode los casos(figuras35B y 36B). Sin embargo,esnotable

la disminución en la producciónque se obtiene con esta ceparespectode la parental.

Resultainteresantela ausenciade inducciónpor FA sobreel promotorde E. col!. Estos

resultadosindicarían, en primer lugar, que el fenómenode represióncatabólica está

mediadoporla unión al DNA del complejoCRP-CAMIP y, por otro lado, quela ausencia

de inducción por FA observadapara el clon de E. col! podila estar indicando la

existenciade una relación entrela unión del complejo CRP-cAMIP y el procesode la

induccióncausadaporFA.

3.1.2.3.Efecto del cAMP. Influencia de la represión catabólica sobre la inducción

porácido fenilacético.

En el apartadoanterior se ha comprobadola dependenciadel fenómeno de

represióncatabólicade la unión de CRP-cAMIP utilizando una cepa deficiente en la

síntesis de CRP, Otra forma de comprobarestadependenciase basa en la adición

exógenade cAMP, ya queuno de los procesosresponsablesde la represióncatabólicaes

la disminuciónde los nivelesintracelularesde cAlvlIP. El cAl%41Pescapazde contrarrestar

la represióncatabólica desencadenadaen presencia de glucosa (PerIman y Pastan,

1968a),aunquetambién se handescritocasosdondeel cAMIP no mediael efecto de la

glucosa.

Los resultadosobtenidosal analizarel efectode la adiciónde cAMIP 5 mM sobre

cultivos de MC4lOO transformadacon pSKSEy pSKSKsemuestranen las figuras39 y

40, respectivamente.En un medio rico, o en el medio mínimo suplementadocon

casaminoácidos10 mg/ml no se detectóningún efecto,posiblementeporuna inhibición
del transportedel cAiMP. El cAMP no afecta la producciónde j3-galactosidasani en

presenciani en ausenciade FA en los cultivos sin glucosa(figuras 39A y 40A). Sin

embargo,el cAMP escapazde contrarrestarla inhibición producidapor la glucosa5 mM

(figuras39B y 40B).

En. condicionesde niáxinia represión catabólica se puedeobservar cómo el

promotordel genpac de K. citraphila se muestrainduciblepor FA (figura 39B), hecho

que apuntade nuevo la posible conexiónentre los sucesosde represióncatabólicae

inducciónporFA observadosen los apartadosanteriores.

Con objeto de analizarla dependenciade CRP de la inducción por FA del

promotordelgenpacde K. citrophila, sedeterminéla producciónde j3-galactosidasaen

la cepa5B5688 en medio mínimo con glucosa5 mM. Los resultadosque seobtuvieron

indicanque en estacepano seproduceinducciónpor FA, ni siquieraen condicionesde

máximarepresióncatabólica(figura 39C). Tampocose observóinducciónpor FA sobre

el promotor del genpac de E. cal! en las mismascondicionesde cultivo (figura 40C).
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Esteresultadopodríadebersea una dependenciade CRP en elprocesode inducciónpor

FA, pero quizásla explicación radiqueen la existenciade algunamutaciónadicionalde

esta cepaque la incapacitea transportarel FA al interior celular. Tampoco se puede

descartarla posibilidad de que hubiera alguna(s)proteína(s)mediadora(s)del efecto
inductordelFA, queporestaralteradasen estacepano seríanfUncionales.

3.1.3.ANÁLISIS DE LA REGION -10DEL PROMOTOR.

Se construyeronlos plásmidospKKElS y pKKE2l queportanla región -10 del

promotorpropuestopor Valle y col. (1986) invertida o deleccionada,respectivamente,

con objeto de estudiar la importancia de esta zona en la actividad promotora(figura
34B). Estosclonescorrespondíana fUsionescon la proteínamarcadoraCAT. Asimismo
seha construidoel plásmidopRS55E(figura 37) en dondela enzimamarcadores la IB-
galactosidasa. Esta última construcción, a diferencia de las anteriores fUsiones con

galactosidasa,utiliza el codonde iniciaciondelgen lac Z.

Los clones HIBlOl(pKKEl8) y HBlOI<,pKKE2l) mostraronuna producciónII
constitutiva de la actividad CAí (figura 41). El clon HTBlOl(pKKEl8) mostró una
producción mayor que el clon HB1Ol(pKKE21), e incluso que el clon~1
HB1Ol(pKKK22),que contenía el plásmido portador del promotor del gen pac de K.

E citrophila (figura 38). Se obtuvo el mismo resultadoal analizarlos clones MC4100~¡ (pKKEl8) y MC4lOOQiKKE21), aunquemostraron un nivel de producción algo superior
E (figura 41).

E £ El estudio del clon MC4100 (pRS55E) confiriiió la falta de inducciónpor FA
— cuandosecultivó en mediorico (figura 42A). Asimismo, mostrórepresióncatabólicapor
¡ glucosa. Sin embargo,al estudiar la represióncatabólicaen medio mínimo M63 se

observóinducciónporFA (figura 42B).

E 3 3.1.4. DETERMINACION DEL SITIO DE INICIACION DE LA-I TRANSCRIPCION.

3.1.4.1. Identificación del sitio de iniciación de la transcripción del gen pac de K
E3 citroph¡la.

Seha procedido.aidentificarmediante“primer extension” (PEX) (extensióndel
cebador), el sitio de iniciación de la transcripcióndel genpacdeX. citrophila para poder

determinarcon exactitudlas regionesresponsablesde suregulación(figura 43). En un

primer estudio,se determinóel sitio de iniciación de la transcripciónutilizando RNA

aisladodel clonMC4IOO(pSKSK).Deestemodo se identificó el sitio de iniciación de la

transcripciónen la posición-76 respectodel sitio de iniciación de la traducción(AIG

inicial) (figura 47).
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Qiaoiing y col. (1992ay b) hanpropuestoquela secuenciadelgenpac de E. co/-

contiene una región que interviene en la regulación de su expresión a nivel

transcripcional.Con objetode determinarsi en la expresióndel genpac de K. citrophila

se produce una regulaciónsimilar, se aisló el RNA de la cepa de E. ccli ¡IB 16 1

íortadoradel plásmidopYKH5 que lleva el genpc¡c de K. citrophilcz bajo el control de
su promotor.El resultadoobtenidoindicaquela iniciación de la transcripciónseproduce

en el mismo sitio (figura 43).

3.1.4.2. Identificación del sitio de iniciación de la transcripción del gen pac de E.

ccli.

Según los datos presentadosanteriormente,el sitio de iniciación de la

transcripción identificado para el gen pac de K citrophila no coincidecon el sitio de

iniciación de la transcripciónidentificado por Valle y col. (1986)parael genpac de E,

cok. Estos habíanlocalizadoel sitio de iniciación de la transcripciónen la posición-30

respectodel sitio de iniciación de la traducción.Debido a la similitud que presentanlas

regionesreguladorasdel genpac de E. ccli y K. citrophila, era probableencontrarun

mismo sitio de iniciación en amboscasos.Dado que Ob y col. (1987) propusieronun
promotordiferenteparael mismogen, se procedió a identificar el sitio de iniciación dela

transcripcióndel genpac de E. ccli.

En primer lugar, se llevó a caboel análisispor PEX del RNA aislado del clon

MC4 100 (pSKSE) (figura 44). El experimento se realizó en paralelo con el clon

MC4 100 (SKSK) (figura 44). El resultadoobtenido al analizarel RNA del cultivo de
MC4lOO (pSKSE)en faseexponencialde crecimiento,muestraun sitio de iniciación de

la transcripciónen la posición-77 desdeel ATO. Esteresultadocoincidecon el obtenido

al realizar el PEXcon el RNAde la cepa MC4100 (pSKSK) (figura 44E2 y figura 43).

Cuandoseanalizóel RNA aisladodel cultivo en faseestacionaria,seobservóunabanda

mayoritariade iniciación de la transcripcióncoincidentecon las anteriores(figura 44E~}

y una ligera banda que sugiere un segundo sitio minoritario de iniciación de la
transcripciónen la posición -30 respectodel ATO inicial, coincidentecon el sitio

propuestopor Valle y cal. (1986).Estosresultadospodríaninterpretarseconsiderandola
posibilidadde que el genpac de E. ccli se transcribieramediantedos promotoresde
diferente fortaleza quizás dependientes de las condiciones del medio, o bien que la banda

de iniciación localizadaa -30 correspondieraa un productode degradaciónde la banda
mayoritaria localizada a -77, pues se observa al analizar RNA de un cultivo más

envejecido. En este sentido es importante tener en cuenta que Valle y col. (1986)

determinaron el promotor del gen pacutilizando RNA de un cultiva en fase estacionada.

j
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Figura 43. Determinación del sitio de iniciación de la transcripción del gen pae de .K
citrop/slla. El, el RNA seextrajo de un cultivo de 6 horas a 28

0C del clon HBIOI(pYKH5).
E2, el RNA seextrajo de un cultiva deShoras a 28 0C del clon HB1OI(pSKSK). El medio de
cultivo fue LB en presencia de 0,1 % FA. Se utilizó el método A de PEX (ver Materiales y
Métodos).
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Con objeto de estudiarla influencia que pudieranpresentarlas condicionesde

cultivo sobreel punto de iniciación de la transcripción,se realizaronPEX con RNA

aislado de cultivos de MC4lOO (pSKSE ) y MC4lOO (pSKSK) cultivados en medio

mínimo con glucosa,a diferentestiempos. En los estudiosrealizadosen el apartado

3.2.3. se habíaobservadola influencia de la represióncatabólicasobrela inducciónpor

FA y se pretendíaestudiarsi estesucesotenía repercusiónsobreel punto de iniciación de

la transcripción. En todos los casosse observaun único punto de iniciación de la

transcripción,localizadoen la posición-77 respectodel ATO inicial parael promotorde

E. coli y en -76 para el promotor de K. citrophila (figura 45).

Por lo tanto, se podríaconcluir que el sitio de iniciación de la transcripciónes

independiente del efecto de la glucosa y de la inducción por FA.

Aunque el gen pac de K. citrophila no mostró influencia sobre el sitio de

iniciación de la transcripción,seanalizó la posibilidadde que la presenciadel genpac de

E. coli pudierateneralgún efecto. Asimismo se determinó la posible interferenciade

elementosreguladoresespecíficosde la cepaoriginariamenteproductorade actividad
POA. Paraello seaislóRNA de dos cepasde E. col! diferentes,en primer lugarse aisló

RNA de la cepa HBlO1(pPGAl), cepa productora de actividad PGA por

transfonnación,y en segundolugar seobtuvo el RNA de la cepa E. col! ATCC 11105

productorade forma naturalde actividadPGA, aunquetambiénestabatransformadacon
pPGAI. Se muestraen la figura 46 cómopara amboscasosseobservandospuntos de

iniciación de la transcripciónquecoincidencon los observadosen la figura 44E1, aunque

ahora se invierte la intensidadde las bandasdel transcrito. Bajo estascircunstancias

aparececomomás intensala situadaen la posición-30 respectodel ATO, sobretodo en

el caso de la cepa E. col! ATCClI 105 (figura 46E1).

Estosresultadospodríanindicar que la presenciadel gen pac de E. col!, o la
existencia de algún elemento regulador presente en las cepas de E. ccli HB 101 y

ATCC 11105, influye sobreel sitio de iniciación de la transcripcióndel genpac de E.

col!, a diferencia de lo que ocurría al estudiarel promotordel genpac de K. cifrophila

(figura 43).

Podríaconcluirsequela regiónreguladoradel genpac de 1=1c!frophila presenta

un único sitio de iniciaciónde la transcripciónlocalizadoen la posición-76 respectodel

puntode iniciación dela traducción.La regiónhomólogaen E. col! esalgomáscompleja
y presenta dos posibles sitios de iniciación de la transcripciónlocalizadosen -30 y en -77

respectodel ATO inicial. Estossitios sedanutilizadosalternativamentedependiendode

la presenciade otroselementosde regulaciónadicionales.
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Figura 46. Determinación del sitio de iniciación de la transcripción del gen pacde E. cvii.
El, el RNA seextrajo de un cultivo de E. col! ATCC 11105 (pPAGI) crecido6 horasa 28

0C
en medio LB en presencia de 0,1 % FA. £2, el RNA se extrajo de un cultivo de
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deO,l %FA.
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3.1.5. LOCALIZACION Y ANÁLISIS DEL PROMOTOR.

Una vez determinadoel punto de iniciación de la transcripciónsepuedeanalizar

la posiblelocalizacióndel promotor.

3.1.5.1.Promotordel genpac deK. citrophlla.

El análisisde la secuenciaque precedeal sitio de iniciación de la transcripcióndel
gen pac de K. c!troph!la revela dos posible secuencias-35 y -10. En la figura 47 se

señalan las regiones -35 (TAATCA) y -10 (TCGCGT) más probables, pues aunque

coincidencon la secuenciaconsensosólo en dos posicionescadauna, éstassepostula

que son las posicionesmás importantesen transcripción. Además se localizan a una

distanciaóptima parala actividadpromotora.Una segundaposibilidad,sería considerar

las regiones -35 (GTALTCA) y -10 (CACAGT), ya que ambas presentan tres identidades

cori la secuencia consenso. Sin embargo,su localizaciónpodríaresultarmenosóptima.

Asimismo, apareceun sitio potencialdeunión deCRP(figura 47).

Se puede identificar otro elemento de reconocimiento de la RNA polimerasa,

consistente en una secuencia rica en (A±T),localizada por delantede la región-35. Este

tipo de secuencia se denondnaelementoUP (“upstreampromoter”)o “enhancer”,y seha

encontrado formando parte de muchos promotores procariótas. Esta clase de elementos

reguladores se ha comprobado que estimula la transcripción (Ross y col,, 1993).

3.1.5.2. Promotor del gen pac de E. cdi.

Cuando se analiza la secuencia de nucleótidosanterior a cadauno de los dos
sitios de iniciación de la transcripción,determinadosen el apanadoanterior, se observa

la secuencia de un posible promotor para cada uno de ellos, Estassecuenciaspromotoras

seindican a continuación:

A) Considerandocomo sitio de iniciación de la transcripciónla posición -30

respecto al ATO inicial, se puededefinir una posible región -10 (TAGTAT) y una

posible región -35 (TAGATA) que presentan cuatro identidades con las secuencias

consenso cada una, y que estánseparadaspor 16 pares de bases<figura 48). Este

promotor coincidiría cap el previamentepropuestopor Valle y col. (1986), aunquese

han identificado algunas diferencias de secuenciaen varios puntos de la región

reguladora.Además del promotor propiamentedicho se han localizado dos sitios

posibles de unión de CRP denominados CIRPí y CRP2 (figura 48).
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CRP

GACTAAAACTAAATTGAAATGATTCGCTTTGGATCACATTTAGTTATTTATGGTATCA

-1~70

-35 -‘o

ATAATCATATCACAACTCACAGTTCGCGTGGAAACTATTCGCATcA-AAATACATTAA

76

RaS

ATCAATGTOATTGCTAGTATCAATTGGGTAATGATACACCTGCAAGAGQATACAATG

Met-54

Figura47, Analisis de la secuenciapromotoradel genpatde K. cúrop/aiIa. CKP, sitio de unión del
complejoCRP-cAMP;-35 y-lO, regiones -35 y -10 conservadas entre los promotores de E. cok; RES,
“ribosoma binding site”, sitio de unión del ribosoma. ~, indica el punto +1 de iniciación de la
transcripción.En la numeraciónseconsidera-lía posición inmediatamenteprecedenteal ATO, cedan
de iniciación de la traducción,

1<. c.

1<. c. - 112

1<. o.
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En estepromotor, tambiénpuedenencontrarsesecuenciasricas en (A+T), o

elementosUP. En la figura 48 se puede observar una región de estas características

situadaentrelos posiblessitios de unión de CRP,CRPl y CRP2,atuiquela región entre

CRP2y la región -35 también es rica en (A+T).

E) Si se tiene en cuenta el sitio de iniciación de la transcripciónlocalizado en la

posición -76 respectodel ATG inicial, se puede identificar una posible región -10

(CATAAT) que lleva cincoidentidadescon la secuenciaconsenso,y unaposibleregión-

35 (TTAGTT) que sólo presentados identidadescon la secuencia-35 consenso. La

distanciaque las separaesde 15 paresde basesy por tanto óptima (figura 49). En este

casode los dosposiblessitios de unión de CRP indicadosen el apartadoA) (figura 48),

sólo uno sería fimcional (figura 49). El principal elemento 1.11> coincidiría con la

secuenciaseñaladaen el apartadoanterior, pero se localizaríaentreel sitio CRP y la

región-35, como en el promotor delgenpacde K. c!trophlla.

3.1.6. EFECTODE LA TEMPERATIJRA SOBRE LA TRANSCRII’CION.

Otro de los aspectosinteresantesdentro de la compleja regulación de la

producciónde actividad PGA por E. col! resulta de su estricta dependenciade la

temperatura de crecimiento.La síntesisde PGA es óptimaen un intervalode 24 a 30 0C,
110 produciéndoseenzimaa 37 0C (Szentirmai, 1964). Este fenómeno se ha observado

tanto en la cepa productora E. col! ATCCI1lO5, como en otras cepasde E. col!

conteniendoel genpac donado.A diferenciade lo que ocurrecon la actividadPGA de

E. col!, la producción en K. citroph!la no es dependientede la temperatura,
consiguiéndose actividad PGA cuando se cultiva a 37 0C. Este comportamiento se

observa con la cepa productora, K. c!trophila ATCC21285 y con E. ccli portandoel gen

pac de K. citrophila (García y Buesa, 1986). El origen de este hecho no había sido

caracterizadoa nivel molecular. No parecíaser un problema de inestabilidadde la

enzima, y por tanto debía buscarse una explicación a nivel de transcripción, de

traducción o de procesamientopostraduccionalde la PGA.
Se estudió el efecto de la temperaturaa nivel de transcripción,utilizando las

fisiones a p-galactosidasa diseñadas para caracterizar la región reguladoradel gen pac.

Con objeto de compararel procesode regulaciónen E. col! y K. c!troph!la se crecieron

en paralelocultivos de MCI 116 (pSKSE)y de MC4100 (pSKSK) respectivamente,a
variastemperaturas(30,37y 40 0C) y a diferentestiempos,analizandola producciónde

¡3-galactosidasa.Los resultadosindican que la transcripciónseproduceindistintamentea

30 ó 37 “C para los cultivos de MClll6 (pSKSE).Tambiénhay transcripcióna 40 oc,

aunquemenoseficiente.A las trestemperaturasseobservainducciónporFA (figura 50).

En los cultivos de MClll6 (pSKSK) tambiénhay transcripción a 30, 37 y 40 0C,

mostrando ausenciade inducciónporFA en cualquierade los casos(figura 51).
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ORn

TGATCAGGGOTOAATAAAOCGATTCGTTTTTAQ~TOAOATT>ATG~TTTTTGTATG

-171

ORP2 -35

AAAAATTAGTTATOGCGOTCACAGTTCATAATUAJXA\CAJ¾TTCTCTGCAAATAGATAAG

-113

-‘o RES

CGAAGCTTCGTTGCTAGTATCAATTCGCTAATTATACACCTGCCAGP~GGATACPATQ

-55 -30 Mee

Figura 48. Analisis de la secuenciepromotora del gen pac de E. cvii. CRPI y CRP2, sitios de unión
del complejoCRP-cMvIiP; -35 y -10, regiones -35 y -10 conservadas entre los promotores de E. col!;
RBS, “ribosonia binding site”, sido de unión del ribosoma. ~, indica el punto +1 de iniciación de la
transcripción.En la numeraciónse considera-l la posicióninmediatamente precedente al ATO, codon
de iniciación de la traduccion.

1

E. c.

E. a.

E. a.
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cap

E.c. TCATCAGCGGTGAATAAAGCGATTCGTTTTTAGATCACATT~TGA~TTTTTGTATC

-171

-35 -10

E. c. AAAATTAGTTATCGCGCTCACAGTTCATAATOAAACAATTCTGTGCA~ATAGAT~C
9

-113 -77

RES

E. c. CG~GCTTCGTTGCTAGTATOATTCGCT~TTATACACCTGGCAG~GGATAC~TG

-55 Me t

Figura 49. Analisis de la secuenciapromotora del gen pac de A’. cvii. CRP, sido de unión del

complejo CRP-cAlvlP; VP, “upstream promoter”, zona rica en (A+T); -35 y -10, regiones -35 y -10

conservadas entre los promotores de E. col!; RES, “ribosonia bindingsite”, sitio de unión del ribosonia.

~, indica el punto +1 de iniciación de la transcripción. En la numeración se considera -1 la posición

inmediatamenteprecedenteal ATG, codon de iniciación dela traducción.
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Figura 50. Producción de actividad j3-galactosidasa.Expresión de la fusión génica pSKSE.
Los cultivos secrecieronen medio LB a las temperaturasindicadas.La cajasrayadasindican
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MCIII6(pSKSK)
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Figura 51. Producción de actividad ~-galactosidasa.Expresión de la fusión génica pSKSK.
Los cultivos secrecieronen medio LB a las temperaturasindicadas.La cajasrayadasindican
que el mediodecultivo llevaun 0,1 % de FA. Las cajas en blanco mi IIe,nn T7 4
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A la vista de estosresultadossepuedeconcluir que la estricta dependenciade

temperatura observada para la producciónde PGA de E. cotí no pareceligada a un

fenómenode transcripción.

3.2 REGULACIONPOSTRADIJCCIONAL.

3.24. INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA EN EL PROCESAMIENTO

POSTRADUCCIONAL.

Para estudiar la influencia que ejerce la temperatura en el procesamiento

postraduccionalde la PGA de K. cítroph!la se obtuvieronanticuerpospoliclonalesfrente

a la PGA de K. ckrophila. Esto ha permitido un seguimiento del procesamiento
enzimáticomediantela técnicadel “westenibloC’.

En primer lugar, se ha realizado una curva de crecimiento del clon

1-IB lOl(pYKD59) a 30 y 37 0C donde queda patentela produccióndiferencial de

actividad PGAentre ambas temperaturas (figura 52). A 37 0C sólo se consigueun 60 %

de la producciónqueseobtienea 30 0C. Tambiénhay diferenciasen cuantoal tiempo de

fermentaciónque rinde la producciónmáxima, que correspondea 30 horasa 30 0C y a

10 horasa 37 0C.

Se tomaron muestras de cultivo a diferentestiemposy se estudiaronmediante
“westeni blot”. El resultado muestra la coexistencia del precursor de 94 kD con la

proteína procesadaen sus subunidadesestructuralesa y 13, de 23 y 62 kD

respectivamente,durantecasitodo el procesode fennentacióna 37 0C (figura 53B). Sin

embargo, en las muestrastomadasde la fermentacióna 30 0C se aprecia la banda
correspondiente al precursor enziniático con menos intensidad salvo en el tiempo de

mayorproducción,aunquesi seobservanlas subunidadesestructuralesde la PGA (figura
53A). Esteresultadopareceindicar queel procesamientopostraduccionalesmáseficaz a
30 0C y por ello se consiguen aumentar los niveles de producción a esta temperatura.
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1. LA PGA COMO MIEMBRO DE UNA FAMILIA DE SERIN-ENZINIÁS.

DISEÑO DE MUTANTES

Las enzimas han desarrollado a lo largo de la evolución, estructuras precisas que

las capacitan para catalizar reacciones químicas con una gran eficiencia. Uno de los

principales objetivos de la ingeneria de proteínas, consiste en la creacción de proteínas

con. nuevas propiedadescatalíticas,queproporcionenmayoresnivelesde actividad,y que

muestrennuevasespecificidadde sustrato.Una aproximacióna esteobjetivo consisteen

el empleode la mutagénesis,paracambiarla especificidadde sustratode una enzima.

Las bases moleculares de la unión de sustrato, y de la catálisis, mediada por la

PGAde K. citrophila, no han sido determinadas, constituyendo su estudio, parte de los

objetivos propuestos.En ausenciade datossobre su estructuratridimensional, se han

tenido en cuentaotrasevidenciasestructuraleso de fimción. Partiendode enzimasque

presentan características comunes, en lo que a especificidad de sustrato o mecanismo

catalíticose refiere, se comparanparavislumbrar residuoso regiónesconservadaslo que
determinalas potencialessecuenciasde interéspara su estudio. Esteabordajeha sido

extensamenteutilizado en los últimos años.

La primera aproximación, consiste en buscaT enzimas que reconozcan los mismos

sustratos. Las enzimas que reconocenpenicilina puedenclasificarseen cuatro grandes
grupos atendiendo a sus propiedades catalíticas:

• Las enzimas del metabolismo secundario de microorganismos productores de

peiiicilinas.

• LasDD-peptidasaso PBPs,implicadasenla biosíntesisde la páredbacteriana,

• Las j3-lactamasas,que confieren resistenciafrente a los antibióticos ¡3-

lactámicos.

• LasJ3-lactamadilasas(BLA), quesonobjeto de estudioen estamemona,

Las enzimas responsablesde la biosíntesis de penicilinas, aún habiéndose
caracterizadofimcionahnentee incluso aisladoen su mayoría,no son todavíaconocidas
estructuralmente (Abaronowith y Cohen, 1992). Las DD-peptidasas, o PBPs, son

enzimasqueseinactivanporantibióticosI3dactámicos,cuyo enlaceamidaendocíclicoes

equivalente al enlace peptidico de los peptidoglicanos(Frére y Jons, 1985). Las 13-
lactamasas hidrolizan los antibióticos f3-lactámicos a metabolitos biológicamente
inactivos(Abrahamy chain, 1940).Estosdosúltimos gruposde enzimas no sólo se unen

a ligandos similares, sino que también presentanun mecanismo catalítico común,

caracterizadopor la presenciade un intermedio covalenteadil-enzima.Medianteeste

mecanismo,el resto adio del anillo ¡3-lactámicoestransferidoal grupo hidroxilo de un
residuo de serna del centro activo. Este intermediario es rápidamente hidrolizado en el

caso de las 3-lactamasas,mientrasque en las DD-peptidasases en generalbastante

estable (Herzberg y Moult, 1987; Kelly y col, 1986; Jons y col, 1988; Gibson y col.,

1990;Ellerby y col., 1990).Seha propuestoquelasBLA siguenun mecanismocatalítico
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similar, mediante la formación de un intermedio acil-enzima, en el que interviene un

residuo de sermadelcentro activo. Sin embargo,la BLA no hidroliza el enlace amida del

anillo <3-lactámico, sino el que une los restos ácido y amino de la molécula de penicilina

(Konecny, 1981).

En cuantoa enzimasquepresentenun mecanismocatalítico similar, resaltarel

grupo de las serin-proteasas(1310w, 1976; Kraut, 1977; Huber y Bode, 1978). Este
grupo de enzimasse caracterizapor la presenciade un residuode serbiaesencialen la
catálisis. Se han englobadodentro de este grupo a dos familias de enzimascon un

mecanismo de acción similar, que sorprendentemente,no presentan otro tipo de
similitudes, y constituyen uno de los principalesejemplosde evoluciónconvergente.Una
de estasfamilias, estárepresentadapor la subtilisinabacteriana,y la otra, por la tripsina.

Estaúltima familia ha sido muchomásestudiada,e incluye la tripsina, la quinaiotripsinay
la elastasa, además de otras enzimas menos caracterizadas, pero no por ello menos

importantes,que participanen el procesode coagulaciónsanguíneay activación del

complemento,o proteínasque participan en otros procesoscomo la maduraciónde

fagos,fertilización,etc (Creighton,1984).

Atendiendoal mecanismogeneralde catálisisquepresentanlos diferentesgrupos
mencionados,esdecir, la unión del ligando a la enzima,la acilación,y la desaciiación,se

podría pensaren la existencia de una superfamilia de serín-acil-transferasaso serín-

enzimas. En base a las homologíasy a los alineamientosde secuencias,Joris y col,

<1988)hanpropuestoque, aunquela distanciaevolutivapuedevariar considerablemente,
las DD-peptidasasy j3-lactamasasson miembrosde una únicafamilia de serin-enzimas

distinta de lasclásicasfamiliasdela tripsina y de la subtilisina.Estosestudioshan puesto

de manifiesto la existencia de siete cajas de secuenciasconservadas.Aunque los
resultadosdisponiblesde cristalografiaderayos-X, derivatizaciónquímicay mutagénesis
dirigida, no permiten inferir a ciencia cierta el significado fimcional de estas cajas, sí

indicanla existenciade un domino comúnde interaccióncon el núcleo fi-lactámico de la

penicilina, queseconservaen todasestasproteínas(Jorisy col. 1988).
Oliver y col. (1985) sugirieron la similitud existenteentre cierta región de la

subunidad a de la PGAdeE. col! y la regiónquecontienela serbiacatalíticade las PBPs
(figura 2), Sin embargo, aún no se ha realizado una exhaustiva comparaciónde
secuencias,entre los miembros de los diferentesgruposde las J3-lactamasasy de las

PBPs,con proteínasdel grupo de las BLA. Con objeto de estudiarla relaciónevolutiva
entre ellos, así como pava identificar residuos conservados que pudieran ser interesantes

en cuanto a la estructura o flincionalidad de la PGA, se realizó un alineamiento con las

secuencias de PBPs, 13-lactamasas y BLA. Para llevar a cabo esta comparación de

secuencias, se creó una librería con las secuencias siguientes: 1) ¡3-lactamasas (116 dc tipo

A, 3 de tipo B, 5 de tipo C, 1 de tipo D); II) PBPs (4 de alto peso molecular y 3 de bajo

peso molecular) y iii) las 13 BLA indicadasen la figura 6. Para realizar los alineamientos

y la comparación, se empleó un algoritmo desarrollado por Lipman y Pearson (1985),
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utilizando el programaFASTP, No se van a detallar los porcentajesde similitud
obtenidos al comparar cada una de las secuencias con las demás, pues seria extenso, pero

cabe destacar que no se han encontrado dominios conservados entre las BLA, las ¡3-

lactamasasy las PBPs. Sin embargo,se encontraroninteresantessimilitudes entre las

BLA, cuyo alineamiento se muestra en la figura 6, que hacenpensaren la existenciade
un origen ancestral común para los miembros de este grupo.

Por tanto, la existencia de un dominio común de unión de penicilina, que sea

también común a todas las serín-enzinias que unen penicilinas, es decir, PBPs, [3-

lactamasasy BLk no podrá demostrarsehasta que se disponga de la estructura
tridimensional de todas estas proteínas. Los resultadosobtenidos, muestranque los
residuosque son esencialesen PBPsy j3-lactaniasas,no juegan un papel importante en

los procesos catalizados por las BLA, dentro de las cuales se encuentra la PA. Si bien su

participaciónenla unión del sustratopudieraestarconservada,la evoluciónpodríahaber
favorecido la apariciónde otro dominio catalítico en las BLA que se localizaría en las
próximidadesdel nuevo enlacea hidrolizar. Posiblemente,se haya conservadomejor la
estructura tridimensional que la secuencia,lo que implicaría que los cambios en la
composición de aminoácidoshan sido tales que, para conservar la flmción, han

mantenidolas principalescaracterísticasestructuralesde la molécula.
Se ha observadoque la estructura terciada de proteínashomólogas se ha

conservadomejor, a lo largo de la evolución, que la estructuraprimaria, y mucho más
todavía que la secuenciade nucleótidos.Un ejemplo claro es la familia de las globinas
(Dickersony Geis, 1983). El plegamientode las globinasestá codificadopor diferentes

secuencias de aminoácidos, difiriendo unas de otras hasta un 86% (130 de 150 residuos).
Sin embargo, su similitud en cuanto a conformación, apoya la actual suposición de que

proceden de un ancestro evolutivo común.

Cuando los organismosdivergen en el curso de la evolución,susgenesacumulan
gradualmentemutacionesque originan proteínasbastantediferentes en secuencia.A
mayor divergencia, menor similitud de secuencia.La fi’ecuenciadelas mutacionesesalta
en los sitios irrelevantes en el plegamiento, estabilidad o propiedades catalíticas.

Frecuentemente,estossitios suelen localizarseen zonasde las cadenaspolipeptídicas

expuestas a la superficie. Los residuos localizadoshacia el interior suelen estar más

conservados y presentar una naturaleza no polar. Ya que la mutación durante la

evolución es un proceso al azar, también se producen sustituciones que afectan a

propiedadesÑncionales~Estasserántoleradassólo cuandono originen una desventaja

para el organismo. Por tanto, los aminoácidos más importantes, como aquellos

implicados en catálisis, se encuentran altamente conservados. Las inserciones y

delecionestienden a ocurrir en las regionesde unión de las unidadesde estructura
secundaria,que se encuentranen la superficie de la proteína, y provocan menores
perturbaciones en el interior, Normalmente, en las moléculasdivergentes,los elementos

de estructura secundaria se organizan con una similar topología tridimensional.
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En relación con las homologíasde secuenciasencontradasentre los diferentes

tipos de BLA (figura 6), considerandola similitud en su estructura molecular (tabla 6), y

en su proceso de maduración (figura 4), se podría afirmar que las BLA han surgido de un

proceso de evolución divergente. La comparaciónde la secuenciade proteínasque
proceden de un ancestro común, puede revelar información acerca de residuos

potencialmente importantes en las propiedadesflmcionales de las enzimas. Esta

característica se ha empleado para llevar a cabo el diseffo de mutantes, que permitieran

desvelarcualesson los dominioso residuosclaves,en el reconocimientodel sustratoo
en la catálisisde la PGA deK. citrophila.

Ya que la naturaleza de las interacciones entre las PGAy la cadena lateral de la

Penicilina O presenta un caracter altamente hidrofóbico, los residuos implicados en la

unión del sustrato debieran tener un caracter igualmentehidrofóbico, En cuanto a la
especificidadde las OLA, esmayorpor sustratosque contienenácidosdicarbo,dlicosen

la cadena lateral de la penicilina, tales como ácido succinico, glutárico y adípico. Esto

sugiere una unión de caracter más polar que en el caso de las POA, y por tanto, podría

estar involucrado en la unión del sustratoun residuo cargado positivamente para

compensarsucarganegativa.
Parallevar a cabo los primeros estudiosde mutagénesis,se seleccionóde entre

las diferentes regiones que mostraron similitud en al menos11 de las secuencias,la
región de la subunidad a comprendidaentre los residuosArg37 y 5er75 (segúnla

numeraciónde la secuenciacompletadelprecursorde la POA de K. citrophila, figura 6).

Estaregiónmostrabaalgunosresiduosmuy conservadosen casitodaslas secuencias,así

como residuos específicamente conservados en las PQAy en las OLA. Por lo tanto,

podría correspondera un dominio estructuralo funcional importantepara las BLA,
donde alguno(s) de el(los) residuo(s) podría ser responsable de la diferencia de

especificidadentre las POA y las OLA. De hecho, dentro de estaregión el cambio

Valá2Leu, en la OLAde Pseudornonassp. (11<16,supusoun cambio en su especificidad

de sustrato(Quaxy col. 1991). En esta región, también se localizabauna de las dos

histidinasmásconservadas,la His44, quepodría desempeñarel papel de la His de la
triadacatalítica(Ser-His-Asp)presenteen las serín-proteasas(Polgary Halasz,1982).

Esteestudiose realizó antesde conocersela estructuratriniensionalde la POA
de E. cali (Dugglebyy col,, 1995>. Una vez resueltaseránecesariolocalizarla región
Asp37-Ser75,dentrode la estructuraglobalde la enzima,Estopermitirá determinarcon

exactitud la importancia que pueda tener esta región en la unión del sustrato. Estos

estudios de modelización sobre la estructura terciaria de la PGA, no han podido

realizarse debido a que dicha estructura no está accesible en la base de datos en la quese

encuentra. Solamentese puede aproximar su localización dentro de la estructura

tridimensionalde la PGA, en basea los datosmostradosen la figura 3, Considerandola

disposición de residuosindicada en el pie de dicha figura, la zona Arg37-Asp49 se

localizadadentro de la región N-terminal de la subunidad a que estáformandoun “[3..
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sandwich” con gran parte de la subunidad ¡3 (en rojo). Por otro lado, la zona Thr5O-

Ser75,se situaría en una de las seis hélices que se organizanen forma de anillo (azul

turquesa).

Las estrategias utilizadas para obtener mutantes de PGA de K. citrophila, con

capacidadde hidrolizar sustratostalescomo adipil-, glutaril-, y aminoadipil-L-leucina,

que permitieran identificar el(los) residuo(os)responsables,no rindieron los resultados

deseados.Mediante la mutagénesisal azarmediantePCR, sólo se obtuvo un mutante,el

clon HEl01(pYKDÓORI9), que mostrabamenor capacidadcatalitica para hidrolizar

penicilina O, aunque mostraba íntegra su capacidad de hidrolizar NIPAB. La

secuenciación del plásmido pYKDÓORI9reveló la presencia de los cambios Asp49Gly y

Tyr59His. El Asp49 sólo se conserva en cuatro de las secuencias comparadas (figura 6),

tresde PGA, y una de OLA, por lo que no parece muy específico. Sin embargo, la Tyr se

conservaen todaslas POA comparadas,siendounaPIte el residuocorrespondienteen el

alineamientopara la mayoría de las OLA. Ninguna de las mutaciones parece tener

repercusiones estructurales significativas, como se deduce de la predicción de estructura

secundaria de la zona donde se localizan (figura 8). Sin embargo, habrá que esperar a

localizar estos residuos en la estructura tridimendional de la proteína, para poder

determinar su papel.

Al mutagenizar la zona utilizando un oligonucleótido degenerado, sólo se

obtuvieron enzimas con más de ocho residuosmutagenizados.Los residuosde la enzima

nativaRieron cambiadossin manteneren ningunade la posicionesun determinadogrado

de similitud, por lo que la disminuciónde actividadque mostrabansobrepenicilina O,

posiblemente se deben a un cambio en la estructura de la proteína. Sin embargo, al no

poder precisarni determinar la extensión de este cambio estructuraldentro de la

conformaciónglobal de la enzima,no sepuedeconcluir si estesegmentode la PCA de

K. citrophila, esimportanteen el reconocimientodel sustratoo bien en el mecanismode
catálisis.

Ya sehan mencionadolas similitudesdelmecanismocatalíticopropuestoparala

PCA con el mecanismopostuladopara las serín-proteasas,ambashidrolizan enlaces
amidas y ésteres, utilizando un residuode serma catalítico,y mediantela formaciónde un
intermedio adil-enzima. Esto sugería que la PCA, al igual que estas enzimas, podría

utilizar una triada catalítica (Ser-His-Asp). Otras enzimas diferentes de las serin-

proteasastambiénpresentanuna triada catalítica,por ejemplo,una triacilglicerol lipasa

(Brady y col,, 1990), una lipasa pancreáticahumana (Winkler y col,, 1990) y una

dipeptidil-peptidasa de ratón (David, y col., 1993). Asimismo, la dependencia con el pH,

de los parámetros cinéticos de la hidrólisis de penicilina (1 por la PCAde RO citrophila,

desvelóla presenciade un residuo de histidina implicado en la catálisis,biendirecta o

indirectamente (Martín y col., 1993a). Por tanto, se buscaron en el alineamiento de las

BLA (figura 6) aquellos residuos que pudieran corresponderse con los de la triada

catalítica. Estábien determinadoque la serbia catalítica se localiza en el extremo N-

1
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terminal de subunidad ¡3 de la PCA de K. dftrophila y de E. cali (Martin y col. 19911;

Síade y col. 1991). Como ya se Ita mencionado anteriormente, hay dos histidinas muy

conservadas entre las BLA, que corresponden a las His44 y His8O7 de la secuencia de la

PGA de K. c¡trophlla. Ambas se localizan en regiones altamente conservadas, sobre todo

la 141s44. Respecto del tercer residuo de la triadacatalíticapropuesta,hay trescandidatos

en la subunidad [3:Asp472, Asp6l4 y Asp8lO, y uno en la subunidad a: Asp38. Este

último, estácontenidoen la región conservada que se utilizó para realizar los estudiosde

mutagénesis,cercanoen secuenciaa la His44. El AspRIO tambiénse sitúa en otra región

conservada,cercanaen secuenciaa HisSO7. Sin embargo, los datos criatalográficos

obtenidos por difracción de rayosX (figura 3), parecen indicar que la catálisisse lleva

acabomedianteun mecanismoatípico, con la participaciónúnica de la sermaN-terminal

de subunidadj3(figura 54). No seha detectadoningunahistidina adyacenteal residuode

Ser catalítico, lo cual supondríaque a diferencia de las serín-proteasas,las PCA no

necesitarían de un residuo de histidina que aumentara la nucleofilia del grupohidroxilo

de la serma catalítica. En este sentido,se asemejaríamás a las J3-lactamasas, donde

ningún residuo de histidina se conserva de forma invariable. Incluso se ha encontrado una

¡3-lactamasaqueno contieneningúnresiduodehistidína(Dehottayy col., 1987)
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Figura 54. Mecanismocatalítico de la PGA de E. cvii. Los aminoácidosque participanen el
mecanismoque seha postuladoa partir de los datos cristalográficos(Duggleby y col. 1995)
son: la SerEl, la AsniB24l yla AIaBÓQ, todosellos pertenecientesa la subunidad¡3. El grupoa
-amino de la SerE1 aumentasu nucleofilia y sustituyea la His queparticipaen el mecanismo
catalítico establecidopara las serin-proteasas.La desacilaciónva acompañadadel ataque
nucleofilico de unamoléculade aguaquepuedeserindirecto, comosemuestraen estafigura, o
directo, mediantela interaccióncon el grupo a-amino.Ademásde las interaccionesmostradas,
se asumequeexisteuna interaccióndel grupohidroxilo de la sermacatalíticacon el nitrógeno
del enlacepeptidico de la GlnB23, que se mantienedurantetoda la reacciónenzimática.La
numeraciónde los residuosindica suposición en las subunidadesa y ¡3 maduras~¿Dugglebyy
col. 1995).
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2. CAMBIO DE LA ESPECIFICIDAD DE SUSTRATO A TRAVES DE

PRESION SELECTIVA.

Utilizando un procedimientodesarrofladopara donar los genespac (Garcíay
Buesa, 1986), sehan aisladomutantesde K. citrophíla que hidrolizan nuevossustratos.
Aunquese han utilizado procedimientossimilaresparagenerarmutantesde PGA de E.
cotí y P. rettgeri (Daumyy col. 1985a, b; Forneyy col,, 1989; Forneyy Wong, 1989)
sólo se Ita obtenidouna información limitada sobre la naturalezade las mutaciones que

alteraronla especificidad de sustrato (Williams y Zuzel, 1985).

Comoya seIta indicadopreviamente,la PCA es un heterodímeroque se origina
desdeun precursorcomún, siendo ambassubunidades(a y fi) necesariaspara que la

enzima sea activa (Daumy y col. 1985b, Schnniachery col. 1986). La subunidad13
contieneel residuode serbiaqueestádirectamenteimplicado en la catálisis(Martin y col.
1991, Síadey col. 1991), mientrasque se ha demostradoquela subunidada tieneun
importantepapelen la determinaciónde la especificidadde sustratopor la cadenalateral

delas penicilinas(Daumyy col. 1985).
La PCA muestra mayor especificidadpor la cadenalateral de la molécula de

penicilina, así la sustituciónde 6-APA por 7-ACA tiene pocos efectosen la actMdad
enzimática(Huangy col. 1963). Además,la PCA es tambiéncapazde hidrolizar otros
éstereso amidasde fenilacético(Margoliny col. 1980). Aquellossustratosquepresentan
un restoadío de carácter hidrofóbico son hidrolizados más eficientemente que los que

llevan grupos funcionalesionizables o polares. Así, la enzima puedeutilizar como

sustratos diferentes amidas que contienen como cadena lateral caproil, malonil o 2-

tienilacetil, mientras que es incapaz de hidrolizar sustratos con glutaril, adipil o

aminoadipil(Margolin y col. 1980, Huangy col. 1963).
Como seha descrito anteriormente seha conseguido obtener un mutante capaz

de hidrolizar adipil- o glutaril-L-leucina mediante mutagénesis¡ti vivo. La secuenciación

del DNA hapermitidolocalizar la mutaciónresponsabledel cambio de especificidadde
sustrato como una única transversión, Esta mutación origina un cambio Phe36OVaI.

Debido a la ausenciade datos cristalográficos, no era fácil explicar como estamutación

produce el cambio en la especificidadde sustrato. No se observó ningún cambio
significativo en los espectrosde dicroísmo circular de la proteína, y los análisis de

predicciónde estructurasecundariano mostrarontampocounaalteración(figuras16A y
17). Aunque no se podía descartar la posibilidad de que la Phe3áO jugara un papel

esencial en la estabilización de la estructura terciaria a través de interacciones

hidrofóbicas,se sugirió que su cadenalateral podría tenerun importante efecto en el
centroactivode la enzima,

Se ha propuesto que la PCAsigue un mecanismo de ajuste inducido, donde la

interacciónde la parteácida del sustratocon el centroactivo induceuna reorganización

conformacional de la proteína (Martin y col, 1990). Por tanto, los aminoácidos
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implicados en la estabilización del primer estado de transición así como en el complejo

enzima-sustrato deben jugar un papel crítico en el equilibrio de asociación y constante de

especificidadde la enzima.Esteargumentose ha propuestopara explicar el cambio de
especificidad que presenta el mutante Metl68Ala de la PGAde K. citrophila (Martin y

col. 1990; Prieto y col. 1990). El centro activo de la PGAparece estar constituido por

unaestructuracomplejamantenidapor dominios hidrofóbicosqueson reconocidospor

el sustrato de acuerdo a un mecanismo de ajuste inducido (Martín y col. 1990). El

residuo Plie3áO podría estar implicado en el mantenimiento de estos dominios

liidrofóbicos.

La comparación de las secuenciasde aminoácidos de varias fenilacetil y glutaril

acilasas muestra que la región alrededor de la Phe3óO está muy conservada (figura 16B).

Esteaminoácidoseconservaen la misma posición en cinco acilasas, pero, es remplazado

por una prolina en la PGAde A. faecalis(Ljubijankic y col. 1992). La presencia de una

prolina en estaposición relterzalos resultadosde predicción de estructura secundaria,

que indican que esta región presenta estructura no ordenada, y por tanto, el cambio de la

Phe360 por cualquier otro aminoácido no justificaría un cambio estructural responsable

del cambio de la especificidadde sustrato.

Recientemente se han identificado los residuos localizados en el “bolsillo

catalítico” de la POA de E. coil (Dugglebyy col., 1995). Debido al elevadogrado de

similitud encontrado con la PGA de K. citrophila, se podría asumir una disposición

estructural similar. Este hecho permitirá localizar al residuo de PheS6O,ya que se
corresponde con una Phe en la misma posición en la PGA de E. cotí (figura 16B).

Cercanosen la secuenciaprimaria, se han identificado residuos importantesen la

catálisis: Ala358, 5er356 y Phe34á. La Ala358 se sitúa en la boca del “bolsillo

catalíticotí, mientras que la 5er356 y la Phe346 se localizan en el “bolsillo catalítico”. Por

tanto, aunque el cambio de la Phe3 60 Val no parece provocar cambios significativos en la

estructura secundariay/o terciaria de la proteína, es posible que se produzcauna

alteraciónen la estructuradel centroactivo, cambiandola accesibilidaddel sustratoy la

catálisis. El residuo de Phe36O podría estar localizado en las proximidades de la
estructura tipo barril ¡3, quecomprendeel dominio B 74-B 142 (figura 3).

La observaciónde quela hidrólisisde adipil- o glutaril-L-leucinaseproducemás
eficientementea pH 5 estáen concordanciaconlos resultadosobtenidospreviamentepor
Forneyy col. (1989),perono existeuna explicaciónsencilladeestehecho.A estepHel

grupocarboxilolibre del adipico o del glutérico &Ka alrededorde 4,7)(Fasman,1976)

no está completamenteionizado, y no se puededescartarquetenga un efecto en una

parcial neutralización de la carga negativa. Por otro lado, se ha mostrado que a pH 5 se

produce un pequeño cambio conformacional, que de acuedo con el mecanismo de ajuste

inducido, podría modificar el reconocimiento del sustrato. Así, a este pH, la interacción

de la carga negativa del grupo carboxilo libre con un aminoácido cargado positivamente

en el centro activo, estabilizaríael estado de transición. Los estudios cinéticos y
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termodinámicosbasadosen la dependenciadel pH de V¡Km para la hidrólisis de

penicilina G por la PGA de K. citrophíla demostraronla existencia de dos valores de pK

de 4,6 y 9,5 (Martín y col. 1993a). Estos estudiosatribuyeron el valor de pK1 a una

histidina, sugiriendoque la alta hidrofobicidadpostuladaparael centroactivo del enzima

es responsablede estebajo valor depK parala histidina. La forma desprotonadade este

amínoacidopodría actuar como un aceptor de protones que estabilizaría la amida

mediantela formaciónde un puentede hidrógeno(Martín y col. 1993a),De acuerdocon

estaobservación,estahistidina deberíaestarparcialmenteprotonadaa pH 5, estefactor

contribuiría a la estabilización del carboxilato de las amidasde glutárico o adípico. Sin

embargo, se han encontradomutantesde PGA que hidrolizan sustratoscon cadenas

lateralesno ionizables,talescomo fenoxiacetil-,valeril- o caproil-L-leucina,con mayor

eficiencia a pH 5 que a pH 8. En estoscasos,no sepuedejustificar a travésdel efectode

pH la estabilización del sustrato vía interacciones iónicas. Además, es importante

considerar que una vez resuelta la estructura tridimensional de la PGAde E. cali, no se
ha localizado ningún residuo de histidina cercano al centro activo (Duggleby y col.,

1995).
Aunqueelmutantede PGA fre capazde hidrolizar adipil- y glutaril-L-leucina, no

11w capazde hidrolizarotrosderivadoscon cadenalateralpolarcomo glutaril-7-ACA. El

mutante de PGA obtenido por Fomey y Wong (1989), que liidroliza D-(-)-cc-

aminofenilacetil-L-leucina eficientemente, fre menos activo sobre cefalexina que la

enzimanativa. Los mutantesobtenidospor Forne>’y col. (1989)quemostraronactividad

sobreglutaril-L-leucinano seensayaronsobreglutaril-7-ACA, y por tanto, no se pueden

compararlos resultados.El único mutante de PGA que’~e ha ensayadocon derivados de

penicilina es el mutante Metl68AJa de la PGA de K. citrophlla que ffie capaz de

hidrolizar ácido 6-bromohexanoil-6-aminopenicilánico(Prieto y col. 1990). Estemutante

obtenidopor mutagénesisdirigida esequivalenteal mutanteBroA de E. cali (Dau’ny y

col. 1985b, William y Zuzel, 1985). Los mutantesde PGA de E. cali seseleccionaron

utilizando amidasprimarias como única frente de nitrógeno (Daumy ycol. 1985b).
Aparentemente, el uso de amidas de adipil-L-leucina como única frente de L-leucina, en

vezde la adipamidacomounica frentede nitrógeno,determinala selecciónde enzimas

con nuevasactividadesenzimáticasque pierden su capacidadoriginal de hidrolizar

eficientementelos núcleosde penamy cefem. El mutante de PGA de K. c¡trophlla

Phe36OVal hidroliza las amidas de fenilacético con igual eficiencia que la enzima nativa,

o algo menor,dependiendodela estructurade la amina del sustrato.

Finalmente,se puedeconcluir que la presión selectiva es un método útil para

modificar la especificidadde sustratode la PGA, pero, atendiendoal mecanismode

ajuste inducido del enzima,un cambio que favoreciesela unión de una nueva cadena

lateralpodríaalterarel amplio espectrode aminasreconocidaspor la enzimanativa. Por
tanto, el diseñode protocolosexperimentalesparael aislamiento in vivo de mutantes de
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PGA capacesde hidrolizar nuevaspenicilinas y cefalosporinasdebería considerarla

utilización de estos compuestos para realizar la presión selectiva.

1
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3. CARACTERIZACION DE NUEVOS SUSTRATOS. ESTUDIO DEL
MECANISMO CINETICO.

Sehapropuestoquela hidrólisis de la penicilina O por la PGA transcurrea través
de la formaciónde un intermediocovalenteacil-enzinia,queposteriormentetransfiereel
grupo fenilacetil a unamoléculade agua(Konecnyy col,, 1993;Prieto y coL, 1990). El
mecanismocatalíticode las serín-proteasas,ampliamenteestudiado,sedesarrollaa través

de una secuenciasimilar de reacciones(Milstein y Fife, 1969>. Ambostipos de enzimas
presentanla capacidadde hidrolizar amidas, así como ésteres,mediante el mismo

mecanismo.La formación del intermedio adil-enzimade la hidrólisis catalizadapor las
serín-proteasas ha sido bien caracterizado mediante el empleo de técnicas de flujo

detenido (Gutfteund y Sturtevant, 1956; Milstein y Fife, 1969; 1-liroahara y col., 1977).

Sin embargo, este estudio no ha sido realizado con las PGA, ya que hasta la fecha sólo se

hananalizadosuscinéticasen el estadoestacionario,lo que aporta una información muy

limitada acerca del mecanismo catalitico.

Con objeto de protbndizar en el conocimiento del mecanismo catalítico de la

PGA de K. citrophíla, seIta estudiadola formacióndel intermedioadil-enzima,y se han
determinadolas constantes cinéticas de adilación y desacilación. Este estudio a requerido

la caracterizaciónde nuevas actividadesenzimíticas, ya que los sustratosclásicos

empleadospara el análisiscinético en el estadoestacionadode la PGA, no resultaban

1 adecuadosen el estadopre-estacionario.
Sorprendentemente,el p-nitrofenilacetato y otros ésteres de p-nitrofenol,

resultaron ser sustratospara la PGA (tabla 12). Obviamente, el ácido acético,~1 propiónico,butírico o valérico no son estructurasde adio altamentebidrofóbicas,y por

consiguiente,susacetil derivados,éstereso amidas,no deberíanser consideradoscomo

~1 potencialessustratosde la PGA. Aunqueinicialinenteseplanteóla posibilidadde estar
ante la actividad de una esterasacontaminate de la preparaciónde PGA, varios11 experimentoshandemostradoque la PGA esciertamentela responsablede la hidrólisis
de los ésteresdep-nitrofenol.Enestesentido,resultómuy convincentela observaciónde

~71 que la hidrólisis de p-nitrofenilacetatolitera inhibida equimolecularmentepor PMSF
(figura 20A), pero no lo Riera por diisopropilfluorofosfato (DPI>). Aunque ambos

compuestosson inhibidoresde serín-proteasas,se ha demostradoque el DFP sólo noji causainhibición de la PGA, mientrasque el PMSF,que tiene una estructurasimilar a la
1 de cadena lateral de la penicilina G, inhibe totalmente la actividad PGA en

¡1 concentracionesequinioleculares(Kutzbach y Rauenbusb,1974; Prieto y col,, 1990;

Shvyadasy col., 1977; Siewinski y col., 1984). AdemAs, la penicilina O sulfóxido, la
penicilina O y el ácido fenilacético,que son inhibidoresespecíficosde la POA RieronII
tambiéninhibidoreseficientesde la hidrólisis dep-nitrofenilacetato(figura 2GB, C y D).

~1 La inhibición ejercida por el ácido fenilacético se ha demostTadoque es de tipo
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competitivo(figura 21). El perfil depH de la hidrólisisdelp-nitrofenilacetatoes idéntico
al obtenidoconpenicilina O (figura 22),

Los resultadosobtenidosindicanqueel p-nitrofenilacetato y ésteres relacionados,

puedeninteraccionarproductivamentecon la enzima, presumiblementecon el grupo

hidroxilo de la sernacatalítica del centro activo, para formar un adil-derivado que es

accesible a una posterior ataque por agua. La presencia de un grupo saliente muy

efectivo podría contribuir a disminuir el valor de KM de un sustrato, por otro lado,

pobrementeunido, y a una acumulación suficiente de intermedio adil-enzinia que

condujeraa una hidrólisis significativa en el estadoestacionano,Asimismo, esposible

que interacciones no covalentes entre la enzima y el grupo acetilo, u otros más largos,

pudieran contribuir a inducir los cambios conformacionalesnecesariospara ser
acomodados en el centro activo de la POA, y por tanto, para la catálisis. Mientras tanto,

el grupo acilo máspequeñodelp-nitrofenilformato,queno essustratoni inhibidor, sería
incapazde establecertalesinteracciones(tablas12 y 14). Por otro lado, el fenilacetato,

que eswi estermenosreactivo,es sin embargomejor sustratoque el p-nitrofenilacetato.
La posicióndel grupo nitro, tambiénparecedelimitar la disposiciónen el centro activo,
siendo másdesfavorablecuando selocaliza en posiciónorto. La ausenciade actividad
sobre el p-nitrofeniltrimetilacetato sugiere que la unión al centro catalítico está limitada

por restricciones estéticas. Estas propuestas están apoyadas por los datos de

especificidad obtenidos utilizando diferentes compuestos como inhibidores (tabla 14).

Aunque el modo de unión del p-nitrofenilacetato y los otros ésteres delp-nitrofenol no se

conoce, el grupo aromático podría ocupar el “bolsillo” catalítico, mejor que el resto de

acilo.

Una vez demostrada la especificidad de la hidrólisis de la PGAsobre esta familia

de sustratos, se determinaron los parámetros cinéticos del proceso en el estado

estacionario, para alguno de los miembros de esta familia. Los datos obtenidos de KMy

kcat para la hidrólisis de p-nitrofenilacetato, indicaron que la POApresenta para este

sustrato,unaKM similar a la que se observaparapenicilina O, siendola hidrólisis 50
vecesmáslenta (tabla 15). Estascaracterísticashacenque estesustratoseaidóneopara
realizar el estudio en el estado pre-estacionario. Asimismo, se determinaron los

parámetros cinéticos en el estado estacionario de la ADL, para algunos ésteres de p-

nitrofenol (tabla 16). Los datos indican que la hidrólisis es mis lenta, pero se lleva a cabo

con un valor de KMsimilar.

Estosresultados,demuestranquela PGA escapazde hidrolizarunanuevafamilia
de sustratos, que además proporcionan una excelente herramienta para analizar su

mecanismocatalíticoen el estadopre-estacionario.Además,este descubrimiento plantea

una nueva perspectiva acerca del papel fisiológico de la PGAen la naturaleza, ya que los

derivados de fenol podrían ser utilizados como una fluente alternativa de carbono por los

microorganismos productores de PGA. En este sentido, se ha demostrado recientemente

que los fenoles son sustratos de uná hidroxilasa que posee un amplio espectro de

1
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especificidadde sustratoque estácodificada por el operanhpaflC localizado a corta

distanciadelgenpacde la PGA (Prietoy García,1994).

La lúdrólisis de p-nitrofenilacetatoen el estadopre-estacionario,mostró una
cinéticabifásica, característicade la formaciónde un intermediocovalenteacil-enzima

(figura 19). El análisiscinético de esta reacciónha permitido caracterizarel intermedio
acil-enzima,asícomo determinarlasconstantesde adilación(k2), desacilación (k3> y de

unión (K5) (tabla 17). Se ha caracterizado la formación del intermedio acil-enzima para la

PGAnativa y mutante ADL. Los resultados obtenidos indican que durante la hidrólisis

de p-nitrofenilacetato,seproduceuna unión rápida del sustrato (K5 0,77 y 0,84 mM,

para PGAy ADL, respectivamente), seguido de la formación del intermedio acil-enzima

(k2 = 58 y 9,3 s’•l, PGA y ADL, respectivamente) y la subsecuente hidrólisis del

intermedio(k3 0,9y 0,051 51, PGA y ADL, respectivamente). Para ambas enzimas la

desacilación es la etapa limitante del proceso. Sin embargo, la relación entre las
constantes de acilación y desacilación (k2/1c3) no es igual en los dos casos, siendo tres

veces mayor en el caso de la POAnativa. Esto podría indicar que la mutación Phe36OVal

tiene mayor repercusión sobre el procesode hidrólisis del intermedio adil-enzima,que
sobre su formación. Quizás en este sentido, el mecanismo catalítico de las PGA, se

asemeje más al de las f3-lactamasas, donde el proceso de desacilación, no es simplemente

la etapa inversa del proceso de acilación(Herzbergy col., 1991; Strynadkay col,, 1992).
Durantela hidrólisis dep-nitrofenilacetatopor la PGA nativa y mutante,el FA

inhibió la parteexponencialde las cinéticasbif~sicas en amboscasos(figura 30). Los

valores de Ki obtenidos a partir de las cinéticasrealizasen el equipo de flujo detenido

(tabla 17), son similares a los valores de Ki, calculados para la inhibición por ácido

fenilacéticode la hidrólisis de NJiPAB (tabla 11). Este resultado es consistentecon la

interacciónde ambossustratoscon el mismoresiduocatalítico.

Los estudiosrecientesde cristalizaciónde la PGA, handeterminadola estructura

de la enzimaacomplejadacon ácido fenilacéticoy con PMSF, localizando el sitio de
unión de la cadena lateral del sustrato (figura 5). El resto fenilo de estos inhibidores se

localiza en un bolsillo hidrofóbico constituido por varias cadenas laterales aromáticas e

hidrofóbicas (Duggleby y col. 1995). Las interacciones moleculares que se establecen en

el transcurso de la catálisis, se pueden deducir del análisis de los complejos enzima-

inhibidor, mencionados anteriormente. A partir del complejo PGA-PMSF(figura Sa) se

han deducido las interacciones del intermedio tetraédrico, en el cual el grupo sulfonilo

tetraédricoseasemejaala estructurade un hemiacetal.El complejoPOA-FA(figura 5b)
muestraqueel O>’ de la Serdel extremoN-terminalde la subunidadJ3 (SerB 1), estáen

unaposiciónfavorableparaatacarel carbonocarbonlilco.

A diferenciade la triadacatalíticade las serín-proteasas,no seobservaun residuo

de histidinaadyacenteal centroactivo,por lo que seha propuestoque la nucleofiliade la

Sercatalíticadebeser promovidapor un mecanismodiferente(Dugglebyy col., 1995).
Es necesariala presenciade unabase-adyacentea la sermacatalíticapara aumentarla
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nucleofilia de sugrupo hidroxilo. El mejorcandidatopareceserel grupoa-aminolibre

dela propiaSercatalítica,quepodríaaumentarsu nucleofilia directamente,o a travésde

una moléculade agua(figura 54). El resultadodel ataquenucleofihico del Oy de la Ser

catalítica(Ser Rl) al carbono carbonilico de la penicilina G, originará un intermedio
tetraédiicooxianiónico,estabilizadopor las interaccionescon los enlacespeptídicosde

los residuosde Ala B69 y GIn B23, y con el NS del Asn B241, creándose un hueco

oxianiónico como en las serín-proteasas(Robertus y col., 1969) (la numeración

correspondea las subunidadesmaduras de la PCiA de E. cok). Este intennedio

tetraédiico evoluciona para formar el intermedio acil-enzima, liberándose el 6-APA, El

acil-enzima es ahora susceptible de ser atacado por una molécula de agua para formar un

segundointermediotetraédrico,estabilizadode la misma maneraque el primero, que

originará enzimalibre y ácido fenilacético.
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4. REGIJLACION Y EXFRESION GENICA.

La formación de POA activa, igual que ¡a de la mayoría de las BLA, es un
proceso que presenta una compleja regulación la cual aun no seha esclarecidoen detalle

a nivel molecular. Aunque se conocenparte de los factores que intervienen en la
producciónde la POA de E. col!, por ejemplo, temperatura,nivel de oxígeno,represión
catabólicae inducción por FA, no parececlaro que estosfactoresactúende la misma

manerasobrela producciónde la PGA de K. citrophila. Con objeto de determinar las

similitudes y diferencias, que puedan existir en cuanto a la regulación y expresión de la

PGAde estas dos procedencias, se ha estudiado la regulacióna nivel transcripcionaly

postraducional.

El primer pasoen el estudiode la transcripcióndel genpac de K. cttrophila ha

consistidoen la caracterizaciónde supromotor.Aunqueel promotordel genpacde E.

col! habíasido estudiadopreviamenteporValle y col. (1986),seha repetidoeste~stud.io

con objeto de cuantificar de forma precisa las posibles diferencias entre ambos

promotores. Mediante la secuenciación de la región que precede al ATOdel gen pacde

K citrophtla, y sucomparacióna la regióncorrespondientedel genpac deE. col! sehan
podido establecerlas primerasdiferencias(figura 33). Para comprobarque esta región
conteniael promotorsehanrealizadodistintasRisionescongenestrazadores(figura 34),
y se ha estudiadosi el patrón de expresiónde dichas Risiones, se correspondíacon el
patrónde expresiónde los genespac deE, col! y de K. citrophila.

El primer aspecto que se ha analizado ha sido la respuesta a la inducción por EA.

Era conocido el hecho de que mientras la cepa de E. col! ATCCI 1105 necesitaFA en el

medio de cultivo para producir PGA(figura 32A), la de K. dftrophila no responde a esta
inducción (figura 3 lA). El mismo comportamiento se observó al estudiarla producción

de la PGAcuando los genespac de ambasbacteriasfueron donados,y expresadosen

cepasheterólogasno productorasde PGA (figuras 3 lB y 32B). La expresiónde las

fisiones con los genestrazadorescorroboraronestosresultados(figuras 35A y 36A),

demostrandoque la región que se muestraen la figura 33 contienelas secuencias

responsablesde la expresióndel genpac. Por último, la produccián de UGA observada
en presencia de FA en el clon HIB 101 ~SKSpac) también apoyó esta hipótesis. Por

tanto, es la primera vez que se delimita con esta precisión el promotor del gen pac de K.

c!trophila, al mismotiempo que seconfirman los estudios de Valle y col. (1986) sobre el

promotordel genpacdeE. col!.

Resulta interesante, el hecho de que en las cepas recombinates de E. col! HB 101,

MCL116 y MC4100, que antesde ser transformadasno producenPGA, se hayan

obtenidoperfilesde inducciónpor FA similaresa los que se obtienenconla cepasalvaje
de E. col! ATCC1 1105. Si el efecto inductor del FA estuviera mediado por proteínas

reguladoras habría que suponer que los genes reguladores se encuentran presentes en

todaslas cepasde E. col! transformadas.De acuerdo con esta interpretación Merino y

1
1
1
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col. (1992) tambiénhan sugeridoquede existir proteínasqueregulenla inducciónpor

FA del genpac, no seríanespecificasde las cepasproductoras.Qiaoling y col. (1992b)
ha propuestoque el sistemade inducciónoperamediantecontrol negativo.Es decir, el

inductor, FA o un derivado, se uniría a un represor inactivándolo, efecto que se

traduciríaen un aumentode la expresióndel gen ¡Ñtc. Segúnestosautoresel sitio de
unión del represorselocalizaríaen un fragmentocontenidodentrodel propio genpac de

E. col!.

Un dato quecomplicala interpretaciónde la inducciónpor FA es el hechode que
si bien el genpac de K c!troph!la no seinduce en la cepasalvaje, sehabíaobservado

que al ser expresadoen varias cepas de E. col! se podía apreciarun cierto efecto

inductor(Garcíay Buesa,1986).
El hecho de que la producciónde la PGA de E. col! estésujeta a represión

catabólica por glucosa, fue descrito hace tiempio por Kanflnann y Bauer (1964).

Tambiénseconcocíaquela síntesisde estaenzimaestá reprimidaporglicerol y fructosa

(Szentirmai, 1964). Estudios posteriores realizados con mayor detalle confirmaron el

efecto represor de la glucosa(Levitov y col., 1967). Se aislaronmutantesde E. col! que
tenían dañado el transpone de glucosa y que presentaron una síntesis de PGA

parcialmenteinsensiblea la represiónpor estecompuesto(Golub y col., 1973). Según

Vojtisek y Slezak(1975b)la desrrepresiónde la síntesisde PGA en E. col! por cAMIP,
cuandose cultiva en un medio conteniendoglucosay FA, estáasociadaa la utilización
del inductor.Estosedebeposiblementea la desrrepresiónde otrasenzimasresponsables

de la degradacióndel ácidofenilacético.En estosestudiossecomprobóque el lactato se
comportaba como una Riente de carbono catabólicamenteneutra, Posteriormente,

Vojtisek y Slezak(1975c) observaronuna represiónparcial de la sintesis de POA en
presenciade acetato,comprobandoademásque la inducciónpor FA., en un medio con
lactatono estáinfluenciadaporcAMP.

Los primerosestudiosrealizadossobrela producciónde PGA por la cepade K.

c!troph!la bajo la influenciade diferentesfuentesdecarbonoy energía,indicaronque se

regulabade manerasimilar a como sucedeen E. col!. La sacarosay los ácidosglutámico

y aspárticoestimulabanel crecimientode la cepay la producciónde PGA, mientrasque

la glucosa, la fructosa, la maltosay la lactosa inhibían el creciniiiento y la producción

(Okachiy col., 1972).

Al menos,hay tres posiblesvías sobrelas cualespodría actuarla glucosapara

regular la producción4e PGA; i), regulandoel genpac a nivel de transcripción; II)
modulando la expresiónalgún otro gen implicado en el transporte del FA; iii) modulando

ia expresiónde algun gen implicado en la maduracióndel precursorde la PGA. Con

objeto de determinarcual de estas posiblesvíastenía lugar, serealizó,en primer lugar,

un estudiodel efecto de la represiónporglucosaa nivel transcripcional.Paraello, seha

determinadola expresiónde las Risionesgénicas(figura 34) en condicionesde represión

catabólicapor glucosa(figuras 35A y 36A). Los resultadosindican que la glucosa,y el
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FA, actúandirectamentemodulandoel nivel de transcripcióndel genpac. Aunqueno se

puededescartarque la glucosapuedaejerceral mismo tiempoun efectoindirecto sobre
la regulaciónde otro(s) factor(es)implicadosen el transportede FA o en el procesode

maduración del precursor de la PGA, no parece que sea éste el mecanismo de acción

predominante. Además la represión por glucosa y la inducción por FA, pueden tener

lugarsimultáneamente.

Por otro lado, se estudió si la represiónpor glucosa estabamediadapor el

complejoCRiP-cAMP, ya queno siempreestarepresióntiene lugarporestemecanismo.

Un ejemplo de este tipo de regulaciónno dependientede la formación del complejo
podemosencontrarloen la sintesisde la adenilatociclasade E. col!. Se ha caracterizado
la región reguladoradel gen cya encontrandodospromotores,Pl y P2. El primero es

sensiblea represióncatabólica,mientrasqueP2 no respondea la represiónporglucosa.

Aunquela secuenciade DNA revela la existenciade un sitio consensode unión de la

CRP,no seha detectadoefectodel cAMP (Roy y col. 1983), Otrasobservacioneshan

conducidoha definir la existenciade una represióncatabólicaindependientede cAN’IIP

(Ulmann y col. 1976; Wannery col., 1978; Ulmann, 1985; Shaibey col. 1985;Henldn y

col. 1991).

En el caso de los promotoresde los genes¡xx de K. citrophila y de E. col! la

represiónporglucosavienemediadapor la unión del complejoCRP-cAMP, comopuede

deducirsedela ausenciade represióncatabólicaobservadaal estudiarla expresiónde las

fusionesgénicasen la cepa5B5688(figuras 35B y 36B). Asimismo, la adición exógena

de cAMIP contrarrestóel efectode represióncatabólica(figura 39B y 40B), mientrasque

no tuvo ningún efecto significativo sobrela expresión,en ausenciade glucosa (figura

39A y 40A). El análisis del efecto del cAMP exógenosobrela represióncatabólicaha

puesto de manifiesto que el promotor del gen pac de K. c!trophila es capazde ser

inducido por FA en estas circunstancias(figura 39B). Este resultado apunta la

posibilidad de que exista una relación entre la unión del complejo CRP-cA?vIIP y el
procesode inducciónporFA. En la cepaSB5688no se observóinducciónporFA sobre
el promotordel genpacdeE. col!, ni tampocosobreel correspondientede K dtroph!la.

Dado que seha observadoun efecto de inducciónpor FA sobreambospromotoresen

condicionesde represióncatabólica(figuras 39B y 4DB) cabríaesperarque en la cepa

SB5688 se observarael mismofenómeno,ya que al carecerde CRiP seríauna situación

equivalentea la de máxima represióncatabólica,independientementede la fuente de

carbono utilizada, Una posible explicación a este hecho, podría encontrarseen la
presenciade niveles basalesde CRP-cAMP en la cepa MC4100 en condicionesde

represión catabólica, que no estarían presentesen la cepa 5BS688. Aunque una

concentraciónniínina de cAIVIP, como la queseencuentraen las célulasen presenciade

glucosa,no sería suficientepara inducir la expresión,podríanencontrarsesuficientes

moléculasdeCPRcon una conformaciónalostéricacapazde interaccionarcon el DNA

inespecificamente,modificando la curvaturadel DNA para permitir la interacciónde
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E otras proteínasreguladorasde la inducción por FA. Otra posible explicación de este

suceso,podría debersea que la cepa SB5688 llevara mutacionesno definidas que1’ interfirieranconel procesode entradaa la célula de FA. Tampocosepuededescartarla

posibilidad de que la posible proteínareguladorade la inducción por FA estuviera[ alteradaen estacepa.

La caracterizacióncompletadel promotordel gen¡nc de K. c!trophila, conileva

[ la identificación del sitio de iniciación de la transcripción.Por medio de la técnica de

“primer extension’(PEX), seha identificadoel sitio de iniciación de la transcripciónen la

posición -76 respectodel ATO (figura 43). Dado que este sitio era distinto de losu.
propuestospreviamenteporValle y col. (1986), o por Oh y col, (1987)parael genpac
de E. col!, seprocedióa determinarnuevamenteel sitio de iniciación de estegen en

nuestrolaboratorio.Los resultadoshan mostradola presenciade dosposiblessitios de

iniciación de la transcripción(figuras 4’ty 46). Al analizarlos clonesportadoresde la

fisionesgénicas,el sitio de iniciación de la transcripciónobservadose localizabaen la

posición-77 respectodel ATO, siendo equivalenteal encontradopara el gen¡nc de K.

citroph!la. Este resultado se ha obtenido independientementede las condiciones
— metabólicasempleadas(figuras 44 y 45), Sin embargo,al analizarel resultadodel PEX

utilizando RNA obtenido a partir de uno de los clones en fase estacionariase pudor
observarunabandademenorintensidaden la posición-30 respectodelATO inicial. Este
nuevositio de iniciaciónsecorrespondecon el propuestoporValle y col. (1986),

~ [ A la vista de estosresultados,se estudiola posibleinfluencia del gen ¡nc de E,

col! sobre la preponderanciade ambos sitios de inciación. Sowrendentemente,se

observoquecuandola regiónpromotoradel genpac seencuentrafisionadaa su propio
genaparecendosbandas,correspondiendoahorala másintensaa la de la posición-30, y~r la menosintensaa la deposición-77 (figura 46). Esteresultadofue másevidentecuando
se analiza el RNA de la cepade E. col! ATCC 11105,productoranatural de actividad
POA. En estecaso,seobservauna mayor heterogeneidaden el extremo 5’ del RNA quer comienzaen la posición-77. Estehechose observafrecuentementecuandola iniciación
-puedetenerlugaren dosresiduospróximos(Maizels, 1973).

ir El promotordel genpacdeK. c!trophtlano secomportaigual, ya que al analizar
el sitio de iniciación de la transcripciónen presenciadel genpac correspondiente,se

Ir obtieneunaúnica bandaa la altura de -76 (figura 46E1). Paraexplicar estasdiferencias
sepodría especularconla posibilidadde que el genpac de E. col! forinara estructuras

! r secundariasestablesqu~ originaranartefactosen los experimentosde PEX, estructuras
que no se formarían cuando se analiza el promotor ilusionado al gen de la b-
galactosidasa.Otra posible explicaciónde la diferencia observadaentre los sitios de

r
iniciación de la transcripcióndeterminadaen ausenciao presenciadel genpacde E. col!,
podría tenersu origen en la presenciade un ftagmentocontenidoen el genpacde E. col!

J que se ha propuestoque regula su expresión(Qiaoling y col, 1992a).Esteftagmento
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parece llevar dos potencialesfases abiertas de lectura que podrían codificar la(s)

proteína(s)reguladorasde la transcripcion.

Es importante resaltar aquí que se han encontradoalgunos cambios en la

secuencia de la región promotora del gen peso de E. col!, respecto de la secuencia
previamentepublicada por Valle y col. (1986). Estoscambios podrían debersea simples

errores de secuenciación,ahora bien, si estos cambios fueran reales, no podría

descartarsela posibilidad de que estuvieranafectandoa las propiedadesdel promotor.

Por otra parte, ya se ha comentadoque el sitio más probable de iniciación de la

transcripción según el promotor sugerido por Oh y col. (1987) para el gen pese de E.

col!, estaríalocalizadodosnucleótidospor delantedel sitio de uniónal ribosoma,lo que

resultaser unaposicióninusualparalos genesde E. col!, Es evidentequelos resaltados

presentadosaquí no soportan en modo alguno esapropuesta.

Una vezlocalizado el sitio de iniciación de la transcripción sehan analizado las

posiblessecuenciasreguladorasque aparecenen los promotoresde los genespesede K.

citroph!la, y de E. col! (figuras 47, 48 y 49). Es sabido que en los promotores

bacterianos, la función de la secuencia-35 constituye la seflal de reconocimientopara la

RNA polinierasa, mientras que la secuencia-10 permite que el complejo cerrado DNA-

RNA adoptela conformación abierta, mediante el desenrrollamiento del DNA (Schallery

col., 1975).En los promotores de losgenespesede K. cifroph!la, y de E. col! cuandose
consideracomo sitio de iniciación de la transcripciónla posición-77 (figura 47 y 49), la
región-35 seconservapoco respectode ¡a secuenciaconsensode los promotoress70 de

E. col!. Esta falta de similitud de la región -35 con la secuencia consenso,se ha

encontradoen promotoresque son absolutamentedependientesde la influencia de un

efector positivo, por ejemplo galPl, IPRE y crraBAD. Ya que la región -35 es
importanteen el reconocimientode la polimerasa,los efectoresseríanen granmedidalos
responsablesdel reconocimientoen estos casos. En otros promotores regulados
positivamente,como leso y IRPM, dondela región-35 estámásconservadarespectodela

secuenciaconsenso,se ha observadouna interacción con la polimerasa, aunquede
caracterdébil en ausenciade susefectores(Meyery col., 1975;Majors, 1975).

Se sabeque la afinidad que presentanlas secuenciaspromotoraspor la RNA
polimerasaesvariable.Esteaspectoesun factorimportanteen el controlde la ftecuencia

de iniciación, y por tanto, de la magnitud de la expresióngénica. La eficiencia de un
promotor no puede predecirse con exactitud, basándoseen su homología con la

secuenciaconsensode los promotoresde E. col!. Virtualmente,todos los promotores
varíanrespectodel consenso,por tanto los “vecinos” de cualquierbaseparticularpodrían
diferir de promotor a promotor, incluso aunquediche base se conserve.No puede
predecirseel efecto del contexto, es posible que una base diferente de la consenso
predichaen algunaposiciónpuedafUncionarde forma eficienteen un promotor pero no

en otro, Horwith y Loeb(1988) mostraronque en una poblaciónde secuenciasal azar,

habíasecuenciasdiferentesdel consensoque actuabancomopromotoresmásfUertesque
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el consenso.Esto sugirió que estas secuenciaspodrían adoptar una conformación

específicaque las capacitasepara fUncionar como promotores.La idea de homología

estructural entre diferentes promotoresha sido sugerida en diferentes ocasiones

(Siebenlisty col, 1980; Granay col., 1988; Lainondy Travers, 1983; Menzely Gellert,

1983; Werel y col., 1991). La implicación de determinantesestructuralesha sido

apoyadapor estudiossobreel papelque desempefiala curvaturadel DNA (Lamondy

Travers, 1983; Goursey col., 1986; Braccoy col,, 1989; Lavigne y col., 1992) y del

supereurrollamientoen la iniciación de la transcripciónde algunos genes(Menzel y

Gellert, 1983). Los superentrollamientosnegativos aumentanla ¡berza de ciertos

promotores,raramentese ha observadoel efecto opuestoen otros promotores(Liu y

col., 1988).Es posibleque el reconocimientode un promotorpor la RNA. polimerasa,
esté moduladopor la conformaciónlocal del DNA queviene dictada (predeterminada)

por la secuencia,pudiendo esta conformaciónser obtenidapor varias secuencias.Un
estudio comparativo de características estructurales comunes a las secuencias
promotorasy sus secuenciasflanqueantesha mostradoque son menos estables,más

flexiblesy que tienenmenor tendenciaa adoptarconformaciónB quesecuenciasal azar
(Lissery Margalit, 1994).Por lo tanto, aunquepuedeafirmarseque la reaccióntípica de

reconocimientodelpromotor sebasaen el reconocimientode la RNA polinierasade las

secuenciasconsenso-35 y -10, no se puededescartarque existanotros mecanismos
alternativos de reconocimiento. La fijación promotora pareceel resultado de una
combinación de varios factores más que la consecuenciaúnica de una secuencia

conservadaen el genoma.
Durantemuchotiempo secreíaque enE. col! sólo hablaun factor s, denominado

s70, pero se handescritodiferentesfactoress que participanen el cambio del patrón de
proteínasexpresadasbajo diferentescondicionesambientales.Por ejemploel factor s32

que intervienecomo resultadode un incrementoen la temperatura(Grossman,y col.,
1984). La transcripcióndel gen quecodifica porestefactor aumentaporefecto de otro

factorde transcripción,el factor s24.Otro factor sigma, sN, esactivadoen condiciones

de ausenciade nitrógeno.El factor sF, controla la transcripciónde genesimplicadosen

quimiotaxisy estructurasflagelares.En B. .subllll!s tambiénse ha descrito un factor
sigma principal, equivalenteal s70 de E. col!, pero tambiéncontieneuna variedadde

factoressigma menos abundantes.Algunos de estos factoresse activan al iniciar la

esporulación.La regulaciónde la esporulaciónimplica una cascadade factoressigma,

que activan sucesivamentediferentesclasesde genes(Haldenwangy Losick, 1980). El

fago SPO1 utiliza tambiénestemecanismoreguladorde ¡a transcripcióncuandoinfecta

B. subtill!s.

Uno de los puntosmássobresalientesen la última décadade investigaciónsobre

la expresióngénicaes el reconocimientode que el DNA no sólo contienela información

de lasproteínasestructuralesy secuenciasde reconocimientoparala unióndeproteínas

reguladoras,sino que también lleva intrínsecaspropiedadesestructuralesque le hacen
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desempeñarun papel activo en muchas¡Uncionescelulares(Pérez-Martiny col., 1994).
En 1984 seasociópor primeravez la presenciade un determinadogradode curvaturaen
la secuenciaprecedentea un gen con la actividad promotora(Bossi y Smith, 1984).
Posteriormenteseha demostradouna clara relaciónentrela ¡berzade un promotory la

presenciade regionescurvadasen la secuenciaprecedenteen elDNA (Plaskony waltel,

1987). La curvaturadel DNA esun elementointegralde la arquitecturadel promotor,y

pareceseruno de los principalesfactoresde control de la expresióngénicabacteriana.

La curvatura podría cambiar la afinidad de una proteína reguladoraen su sitio de
reconocimientoo tambiénactuarcomo elementodiscriminadorentrediferentescircuitos
reguladoressuperimpuestosen un mismopromotor(Pérez-Martíny col., 1994).

Si el puntode iniciación de la transcripcióndel genpesode E. col! secorresponde

con la posición-30, se podríaconsiderarquehay dosposiblessitios de unión de CRP,

denominadosCRPl y CRP2 (figura 48). El sitio de unión del complejo CRP-cAMiP

respectode CRPI sesitua a -113 paresde basesdel inicio de la transcripción,en tanto

que el sitio CRP2 se centra a -71 paresde bases.Teniendo en cuentala distancia de

CRPl con respectoal promotor este sitio no permitiría que el complejo CRP-cAMP

activara la transcripciónpor si sólo, necesitandoun segundoelementoregulador.Sin

embargo,el centrode CRP2 máscercano,podríaser capazde activarla transcripciónsin
ayudade otrasproteínasreguladoras.Estasafirmacionessebasanen el hechode quela

activaciónporCRP-cAMIP esdependientede la distanciadel centrodesitio deunióndel

complejoal inicio delpromotor.Cuandola unióndelcomplejosecentraa -41,-61 o -71,

el complejoCRP-cAMIPpor sí sólo escapazdeestimularla iniciación dela transcripción
por la RNA polimerasa.Si secentramáslejos, necesitala participaciónde un segundo

elementoregulador. (Raibaudy Schwartz, 1984). Un ejemplo de un sitio de unión de
CRP centrado a -70 pares de baseses el promotor mali, Por otra parte, se ha

identificado la presenciade dos sitios de unión en varios operonesbacterianos,por
ejemplo,enlos promotoresde cat y ares (DeCrombrugghey col,, 1984),ceo (Sbirabey
col., 1985),nag (Plumbidgey Kolb, 1991)y cytR(Gcrlachy col., 1990).En estoscasos

el sitio demayorafinidadsecreequees el quepromuevela transcripción.El otro sitio de

unióna CRPseune conmenosafinidady en muchoscasosno esfUncional.Porejemplo,

el gen ceo que codifica parala colicina El, es reguladopositivamentepor un sitio de

CRPcentradoen -63, mientrasque un segundositio de CRPcentradoen -107 no tiene

efectosobrela activación!n vivo.

Si seconsideracomo punto de iniciaciaciónde la transcripciónel residuo-76 o -

77, de los promotoresde los genespesode K o!troph!la y de E. col!, respectivamente

(figuras 47 y 49), sólo existiría un sitio de unión de CRP posible, que coincidiría con

CRP1, ahora centrado aproximadamentea -60 pares de bases del inicio de la

transcripción. Por tanto, sería capazde activar la transcripciónpor sí mismo, como

sucedecon el promotorloo dondela unión del CRIPseproducea la mismadistancia.Si
la uniónsecentraen-61, elmecanismodeactivaciónesmássimplequesi centraa-41, y
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sebasafimdamentahnenteen la unión CRP-RNApolinierasa.En el casode que el CRP

seuna a unadistanciade -41 paresde bases,haydosefectosprincipalesque contribuyen
a la activación, el contacto directo CRP-RNA polimerasay la estabilizaciónde la
curvaturadel DNA en la zona anterior a la unión de la RNA polimerasa. Por último,
cuandoel centro de la uniónde CL> se sitúaa -71 paresde bases,la activaciónessimilar
a cuandosesitúaa -61 (Kolb y col., 1993).

En aquellospromotoresdondela unión del complejosecentraen-41, -61 o -71,
la región -10 sueleserparecidaa la secuenciaconsenso,mientrasque en la mayoría de
los casosla región -35 se muestrapoco conservada(Raibaudy Schwartz, 1984). En

estoscasosla CRP y la RNA polinierasaseunen cooperativamenteal promotor, y sus
sitios de unión estáncorrectamenteyuxtapuestos.De esta manera el receptorCRP se
unemuy cercade dondelo hacela RNA polimerasay pareceque paraque la activación
tenga lugar se necesitaun contacto directo entreellas, contacto que no siempre es

suficiente para la activaciónpor CRP (Kolb y col., 1993). Se ha postuladoque la
proteínaCRP interaccionacon la RNA polimerasaparapromoverla activación,y que
estasinteraccionesvienenmoduladaspor la subunidadsigma de la polimerasa(Bostford

y Harman, 1992). Ya se ha comentadoanteriormentequela represióncatabólicay la
inducción por FA que tienen lugar en la expresiónde los genespeso, podrían estar
relacionadasa este nivel. Si la inducción por FA tuviera su origen, directa o
indirectamente,en la utilización de un factor sigma de la RNA poilmerasa,difbrenteal
s70, la interaccióncon CRPtambiénseveríaafectada.

El plásmido pRS5SE (figura 37) que porta una deleción en la región -10 del
promotor del gen peso de E. col!, que correspondeal sitio de iniciación de la

transcripción en la posición -30 (figura 48), es capaz de experimentarrepresión
catabólicapor glucosa(figura 42). En estecaso,losdossitios posiblesde uniónde CRP,

se handesplazadorespectode susituaciónen el promotororiginal del genpesoy resulta

interesante observar que cuando se expresa el gen en condiciones de represión
catabólica,seproduceuna inducciónpor FA (figura 42B). Este mismo fenómenotenía
lugar con los plásmidosportadoresdel promotor del genpesode K o!trophila (figura
39B). Por lo tanto, estosresultadosapoyanla hipótesisde que el fenómenode inducción

por FA no pareceestarmediado simplementepor un mecanismoclásico de regulación
positiva o negativa,sino que parecerespondera un mecanismocomplejo de regulación
donde las condicionesambientalesy el estadometabólico,participan del procesode
regulación. La región reguladoradel genpesode E. col! podríautilizar alternativamente

variospromotores,enfUnción de susrequerimientosambientales.
Seha localizadoen los promotoresde los genespeode E. col! y deK. ci’troph!la,

un elementode reconocimientode la RNA poliinerasa,caracterizadopor una secuencia
rica en (A+T) (figuras 47, 48 y 49). A esta clasede elementosse les denominaUP

(“upstreampromoter”) o “enhancer”, y se localizan generalmentepor delantede las
regiones-10 y -35 del promotor(Deuscliley col,, 1986; Plaskony Wartell, 1987), Sin

203

1



embargo,no se ha definido una localizaciónprecisade los mismos,no presentanuna
secuenciaconsenso,y su longitud puedeoscilar de 10 a 20 pares de bases. Estos

elementosestimulanla transcripcióntanto !n vivo, como !n v!tro, en ausenciacualquier
factorproteico,con la obvia excepciónde la RNA polinierasa.Seha comprobadoque es

un módulo independientedentro de la regiónpromotora,que puedesepararsede un

promotory fisionarsea otro, manteniendosu fbncionaildad.La subunidada de la RNA

poliinerasapareceestarimplicadaen el reconocimientode estetipo de elementos(Rossy

col., 1993). La activaciónde la transcripciónasociadaa zonasricas en A seha atribuido

a efectosde la curvaturadel DNA (Pérez-Martíny col., 1994). Por lo tanto, en algunos

promotores,la curvaturadel DNA podría requerirsepara facilitar la interaccióncon la

RNA poljinerasa, aunque el grado de curvatura por sí sólo, no siempre fUera el

responsabledirecto de la activaciónde la transcripción.En estoscasos,la participación

cte secuenciasespecíficasricas en (A+T) daríancuentade estefenómeno.La interacción

entreelC-terminalde la subunidada de la RNA poli’nerasa,y los elementosUP, podría

jugarun papel en el mecanismode actuaciónde otros activadorespositivos, como por

ejemplo,CRP-cAMP(Zou y col., 1992).

A lo largo de esta memoria ya se ha comentado varias veces que las

fermentacionesparaproducirPGA enE. col! hande hacersepordebajode 30 0C, ya que

se produceuna gran pérdidade actividadenzimáticapor encimade esta temperatura.

Esteefecto no puedeatribuirse a la estabilidadde la enzima,ya que la PGA esmuy

establea 50 0C, ni a la represiónpor catabolitos,puessucedelo mismo con las cepasno

reprin~bles.Para tratar de encontraruna explicación a estefenómeno,se estudiósi la

influenciade la temperaturaseproducíaa nivel transcripcional.Los resultadosobtenidos

al expresarlas fUsionesgénicasa 30, 37 y 40 0C <figura 50), indican que la temperatura

no pareceafectardrásticamenteal procesode transcripción.Ademásresulta interesante
observarquela inducciónpor FA tiene lugar a las trestemperaturas.El genpac de K.

o!trophila tambiénfUe capazdetranscribirsea 30, 37 y 40 0C, no induciéndoseporFA a

ninguna de estas temperaturas(figura 51). Deretié y col. (1984) propusieronuna

correlaciónentrela estabilidaddel plásmidoportadordel genpao deE. ool!, y el grado

de activacióntranscripcionalde dicho gen. Las condicionesempleadasen su estudio,
correspondierona una temperaturade crecimientode 37 0C, temperaturaa la que no se

detectaactividadPCIA de E. col!. Sin embargo,los estudiosque sehan mostradoen el

apanado3.6. de la secciónresultados,demuestrancomo incluso a 37 0C seproduce
transcripción,y por tanto, los resultadosobtenidospor estosautoresdebentenerotra

explicación.

El procesamientopostraduccionaldel precursor es sensiblea la temperatura
segúnhan demostradoSizmanny col. (1990). Esto es debido posiblementea que la

temperaturapor encima de 30 0C afecte a la(s) endopeptidasa(s)responsablesdel

procesamientodel precursoren sus siibunidadesestructurales,o bien que afectea la
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actividad autoproteolitica propuesta para la PGA (Barbero y col. 1986).

Alternativamente,el precursorpodríaestaradoptandouna conformaciónimpropiapara
su procesamiento.
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