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NOMENCLATURA.

6-APA Acido seis aminopenicilanico

ATCC American Type Culture Collection
cM Carboxi metil

CRP Proteina de represidn catabdlica
DEAE Dietil amino etil

DNA &cido desoxiribonuclé&ico

E. coli Escherichia coli

HPLC Cromatografia l1iquida de alta presidn
kD kilo Daltons

pb pares de bases

PMFS Fluoruro de fenil-metil—sulfonilo
RNA Acido ribonucléico

SPAsa

Proteasa del péptido semnal



I. PROLOGO Y JUSTIFICACION.

Las penicilinas semisintéticas son hoy en dia losantibiéticos mas
utiliééd§55éﬁﬁ €1 7mﬁhd§,‘~§£i@¢ipalmente ‘en paises en ‘vias de
desaffoiléiéén‘ ai£os 'ihdi¢ééf§de infecciones bacterianas. La
produccién industrial“dé ies£oé antibidéticos se basa en 1la
utilizacién del écid9r 6;amihopenici1énico (6—-APR). Este
produce a nivel indusﬁfiél‘Vérincipalmente por la accidn de la
enzima penicilino amiddhidr&lasa (PAC) sobre la molécula de la
penicilina G.Al considerar gque en 1984 se produjeron alrededor de
2,500 toneladas ' de S;APA (38), es evidente gque la 'enéima
penicilino amidohidrélasa es de gran iméortancia ‘pa?a}ila
industria. » '

Lo anterjior ha conducido . a la realizacién de diversos
de investigacién. .Los estudios realizados en una primer
fueron destinados  a entender y resolver algunos

problemas encontrados al tratar de producir y purifi ar:

cantidades de la enzima. Inevitablemente estas:

primeras

investigaciones condujeron a los aspectos puramente bé&asicos,. los

cuales demostraron gue esta enzima es hasta el momento:un modelo

especial en varios sentidos; Por ejemplo:

a) Es el primer caso en procariontes en gue las dos subunidades

gue conforman a una enzima activa se originan a partir de un

mismo precursor.

b) La presencia de esta actividad enzimdtica no confiere ninguna

resistencia a penicilinas al microorganismo portador.



Al tratar de obtener una visién general del campo, uno de los
primeros elementos gue se hace evidente es que - la informacidn
sobre esta enzima, se haya diseminada en diferentes tipos de
revistés'y las revisiones que existen se abocan en su mayoria a
los aspectos de interés industrial. Esta es una de las razones
por las cuales el presente trabajo, que se presenta como tesis
para optar por el grado de Doctor en Investigacidén Biomédica
B&asica, tuvo como parte de sus objetivos el conjuntar la
informacién publicada que fuera necesaria para intentar
comprender a esta enzima desde los puntos de vista enzim&tico,
genético y fisioldgico. ) :

Ademdas de la realizacidn de_'uﬁa revisisn bibliografica, el
presente trabajo se abocé a tratar de .contestar una serie de

preguntas relevantes para.’ el mejor entendlmlento de 1a enzlma a

diferentes niveles. Para: - 1ograr»lo anterlor se plantearon los
siguientes objetivos: N : ,V

1) Clonar y determinar,jla éeéuencia nucléotid;caV‘del  gené
estructural de la enzima penicilino amidohidrolasa - vy  de ‘las
regiones adyacentes 5' y 3°'.

2) Conocer la organizacién del gen, al Jdefinir fegiones

estructurales y regiones reguladoras.

3) Proponer b4 definir posibles elementos Y. mecanismos
reqguladores. ' ‘

4) Buscar similitudes a nivel de secuencia  de amino&cidos, de
la enzima penicilino amidohidrolasa con - otras proteinas, en

particular otras acilasas y enzimas que unen penicilinas.



5) Con base en lo anterior; ‘proponer residuos .de aminocacidos

claves para la actividad:enzimética.
6) Correlacionar = la actividad de, 1a penicilino

amidohidrolasa con el metabolismo general bacteriano.

La ~manera en que se presenta la informacién en este trabajo

es un poco distinta a la usual, ya que se ha estructurardo en

capitulos independientes. El primer capitulo trata

exclusivamente de wuna revisidén bibliogrédfica sobre distintos

aspectos de la enzima como son: producciodn, purificacién,

mecanismos de reaccidén, etc. Los demds capitulos presentan

primordialmente los resultados obtenidos en el transcurso de

las investigaciones realizadas durante el doctorado. Un aspecto
gque no se incluys en este escrito es la descripcidn de los
metodos seguidos para la clonacién Yy secuenciacién del DNA,
para la medicidén de actividad enzimdtica y otros métodos

particulares. Esto se debe a gue esta meodologia se ha descrito

en los dos articulos publicados dgue se incluyen como parte de

esta tesis ( ver capitulo IX).
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a. Introduccidn.

lL.as penicilinas semisintéticas continitan siendo en 1la actualidad
los antibidéticos méAs baratos y efectivos para el tratamiento de
numerosos . tipos ‘de. ‘infecciones

bacterianas que
poblacién humana.

afectan a la

Este escenario se ha mantenido audn a pesar

del
,surgimiqp;q §é nuevos antibidéticos como las cefalosporinas. Este
dominio - de las penicilinas se debe principalmente a dos
factores.

El primero es el costo elevado de las cefalosporinas.
El otro factor es que se

ha introducido en el mercado un nuevo
tipo de medicamentos, gque - combina a las penicilinaé;
semisintéticas con el 4&cido clavulénico; el cual ‘es.’un
potente . inhibidor de las B—lactamasas, enzimas que

confieren a las bacterias resistencia a las penicilinas. De esta
manera agquellas cepas bacterianas resisitentes a penicilinas, son
nuevamente suceptibles.

Todas las penicilinas semisintéticas se derivan del &cido 6-
aminopenicilanico (6—-APA)Y, el cual se obtiene

principalmente por la hidrolisis de la penicilina
métodos para

en la industria

G. Existen dos

generar el 6-APA a partir de penicilina G; el
quimico y el enzimatico. En la actualidad, Y debido al elevado
costo de los derivados del petrdleo qgue se utilizan para el
proceso quimico, la mayoria de las industrias utilizan la via

enzimatica.

El proceso enzimdtico para la obtencion de

6-APA a partir de
penicilina G, se basa en la utilizacién de la

enzima amidasa
penicilanica o penicilino amidohidrolasa, para Thidrolizar la
molécula de penicilina (Fig.IX.1l) .



Figura IIXI.1l. . Esquema de la accién de la enzima penicilino

amidohidrolasa sobre. la molécula de penicilina- G.
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Si bien esta actividad

enzimdtica se encuentra ampliamente
distribuida entre los microcorganismos., es evidente que la enzima
aislada de E.celi ATCC 11105 o ATCC,96;7 ‘es71a mds ampliamente
estudiada vy utilizada (17,22). En és§€:§écci6h.§é pretende dar

b. Clasificacidén.

Las primeras clasificaciones de. las penicilinoamido

hidreolasas se realizaron con base en 'ldé 6r§énismos de donde se
aislaron. C17) . Sin embargo, recientémeh£e7ée' ha.sugerido una
clasificacidn mds precisa y gue se basa en la accién preferencial
de 1la enzima sobre determinado substrato .(38), por ejemplo:
benzilpenicilino (penicilina G) amidohidrolasa,

amidohidrolasa,

Tipo I H
fenoximetil

r
(penicilina V)

Tipo II;
las D(—-)— <« -—aminobenzil penicilino (ampicilina)
En la tabla II.1 se

¥ Tipo III
amidohidrolasa.

presenta una lista de algunas de las enzimas
descritas en 1la

literatura, incluyendo las patentes. Como se
puede observar en dicha tabla, esta actividad enzimatica se
encuentra ampliamente distribuida

entre diversos
microorganismos.

c. Métodos de ensayo.

E) método mas especifico para medir la actividad enzimdtica es
el de la determinacidén de la velocidad de formacién del 6-APA a

partir de un substrato como penicilina G o penicilina V.

Con este
f£fin se han disefiado diversos métodos

espectrofotomeétricos o

(103).

tanto cromatogrédficos,
que se basan en el uso de

En la actualidad el método m&s utilizado es

radiocactiviadad
el gque se basa

11



TABLA Ir.1 Microorganismos productores de penicilino

amidohidrolasas descritos en patentes (2).

Compaifiia - - Organismo- tipéwde;en?ima
Bayer Escherichia coli I
ATCC 11105 y 9637
Beecham Streptomyces lavendulae II
Beecham Achromobacter sp. III
Sguibb Bacillus megaterium I
Pfizer Proteus rettgeri I
Eli Lilly Actinoplanes sp. IT
Biochemie Fusarium sp. II
Biochemie Bovista plumbea II
Kyowa Hakko Kluyvera citrophila I
Kyowa Hakko Pseudomonas melanogenum IIT
Takeda Especies de Mycoplana,
Proaminobacter, Aeromonas,
Xanthomonas y Acetobacter IIT
Novo Bacilos Gramm negativos II

12



en la reaccidén.del grupo amino -libre .del 6—APA -con . el reactivo

p—dimetilaminobenzaldehido (PABA) , :. para formar una’ . base de

Schiff . . colofeada,,,”'laﬂ  ,cuantlflca . pox su .|

absorbencia a 415 nm.

del substrato SLEmpre 'y cuando ste'no contenga grupos amino

libres (2).

Recientemente s el ‘uso de HPLC para . separar el

&cido - ‘fenilacétic -libefa “de la hidrélisis de 1la

penicilinaf‘ en21ma((12 40). "Este tltimo método permite
utilizariéomg_ ubstrato fenllacetamlda o derivados de aminod&cidos

fenilacetilado

d. Ptoducc;én )
ndustrial la enzima m&s utilizada es la que se
Escherichia coli (cepa ATCC 11105 o 9637). Antes de la

obtenclon L cepas sobreproductoras de la enzima por DNA

~recomb1nante, el proceso mas utilizado paré fermentar E.coli y
produc;r; la enzima era el reportado por Savidge y Cole (39). Una

desCripcidnfbreve de este método es la siguiente:

Sé‘pfeparé una suspensién de células por inoculacidén con cé&lulas

de cultives en tubo inclinado (slants), en matraces

provenlentes

con medlo def licor de maiz estéril pH 7.0. Los matraces se
lncuban a 24: C c9n agitacién durante 24 horas. Este cultivo se
utlllza para vinocular el fermentador. Para obtener una buena

producc;én de la enzima a este nivel es necesario considerar los

siguientes’ aspectos (9,10):

13



a) El componente mds importante del medio de cultivo es
el dcido fenilacético, el cual sirve como - fuente de
la expresisdn del gen

carbono e inductor de

estructural.

b) La temperatura delfcultivo;débe'ser entre 29 y 32° C

va gque a 37° no se déteéta aétividad enzimdtica. Este

fensdmeno no es debido a‘gue la. enzima sea inactiva a
37° C, mas bien parece’ tratarse de un fendmeno de

termoregulacidn éh’lafexpfesién del gen (16) .

c) Las condiciones de “aeréacisn del cultivo deben de ser
bajas, pues a niveles elevados de oxigeno disuelto la

actividad enzimidtica medible disminuye.

El medio de cultivo no debe de contener ninguna otra

a)
del &cido fenilacetico, de

fuente de carbono aparte
otra manera se presenta represidén catabdlica del

sistema (15).

los factores mencionados, el rendimiento

Al Tomar en cuenta
Agui es importante

unidades por mililitro (39).

tipico es de 0.3
resaltar que en la literatura analizada se ve una gran variedad

en los rendimientos, ya que no hay un criterio unificado para
Quizds la forma mé&s extendida

utilizada por Mayer vy
de 6-~APA por

reportar la actividad enzimatica.

la actividad sea 1la

de reportar
dato de micromolas

colaboradores (28) que usan el

14



gramo de células en peso hiumedo. Como se puede ver, los datos asi
reportados son de dificil comparacién; va que depende de. cémo
se prepare el paquete celular y cuanta agua le gquede a éste.

En el proceso de desarrdllo  de un sistema de qélﬁlas
inmovilizadas para la produccidén del 6—APA, se hah(seguido‘dos
rutas:

1—- Aumento de la actividad:respecifica de las células.y:

2—- Seleccién de mutantes ﬁés permeables al substfato.
En este sentido los datos reportados por. el grupo de Mayer et
al{(28), demuestran gque la clonacidén del gen estructural de la
enéima en un pldsmido multicopia ¥y la - seleccién de mutantes
permite incrementar en 8 veces la produccidn de la enzima.
Por otra parte Morita e Iwata (29) , a través de la seleccidn de
mutantes hipersensibles a penicilina G, han demostrado gue con
dichas mutantes es posible obtener los mismos rendimientos en
bioconversién de penicilina G a 6—APA , que las cepas portadoras

del gen clonado (28).

e. Purificacidén.

La penicilino amidohidrolasa es utilizada a nivel industrial como
enzima inmovilizada ya sea purificada o como parte de cé&lulas
completas. Debido a gque aun las células sobreproductoras
presentan una baja actividad especifica, la tendencia general es
la de inmovilizar a la enzima purificada o semipurificada. Para
realizar esta purificacién existen dos métodos recomendados
(25); de ellos el reportado por Kutzbach y Rauenbusch (21),
permite la obtencidn dé cristales homogéneos de la enzima.

Brevemente, este método consiste en lo siguiente:

15



) Realizar la lisis celular y ajustar el pH del lisado a 5.0
con dcido sulfurico. Se centrifuga y se desecha el
precipitado. SR g

2) Separacidén de la‘fraééién’de proteinas que precipita

entre 40 y 60 %‘dé‘QAﬁuracion con sulfato de amonio.

o e ) N

Purificacidn por columna de intercambio idénico SE-~Sephadex
C~50 y luego por. DEAE-Sephadex A-50

d) Cr;stal;zacxén‘én‘solucién de sulfatoc de amonio 45% pH 5.0

Este método permite obtener una preparacidén de
actividad especifica de 11.9

enzima’
actividad que

unidades por miiigrémo d

. eonuna
no se puede
recristalizaciones.

aumentar aun después -4 varias.’
El rendlmiento gque se obtlene por este métodd
es del 25% de la act1v1dad inicial.

Recientemente,

Veronese et al (46),

han descrito un nuevo métcdo:
en el cual la enzima es aislada no de un lisado de células sxnor'
gue, se apraovecha que la enzima
espacioc peripldsmico,

v del

en E.colli se localxza en. el

las c¢élulas se someten a un chogue osmétlco
sobrenadante sin células se aisla la enzima

su adsorcidén en

a través . de
DEAE~celulosa. Posteriormente se utiliza una

columna CM-celulosa vy una precipitacién diferencial con sulfato
amonio.

de

A lo anterior sigue una purificacidn por columna
hidroxilapatita y una columna de afinidad gque emplea
ligando y Sepharosa como soporte.
nmétodo

de

6—~APA como
Como se puede apreciar, este
es més laborioso que el reportado por RKutzbach vy
Rauenbusch (21). ‘

16



£. Propiedades.
Como ya se menciond anteriormente, la actividad de penicilino
amidohidrolasa esta ampliamente distribuida entre los

microorganismos (Tabla II.I). Esto a su vez correlaciona con gran

variabilidad en las propiedades fisicoquimicas de las enzimas gue

de ellos se aislan.

Por otra parte estd claro que'la enzimai,més estudiada es 1la

proveniente de E.goli

industria. Por estas
descripcion m&s detallada de’ 1
enzima,se procurara en 16
comparacidn con las eﬁziﬁas P
(24). e
La penicilino amidohidrolasa
gue se localiza en el espacio
compuesta por dos subunidades,
Cuando la enzima se purifica y
geles de poliacrilamida—-SDS,
heterogeneidad en el tamarfico de
de la secuencia carboxilo

encontrar dos especies de

entre si en gue una de ellas tiene 8 amincacidos méas

Un aspecto novedoso de

dos subunidades gque componen

partir de un precursor comin

la figura II.2 se

diferentes procesamientos

precursor. Como se puede

terminal,

presenta

proteoliticos

c‘utilizada en la
continuacidn una

Jiprincipales de esta

n gue sea posible, realizar una

nientes ‘de otros microorganismos

de E.coli ATCC 11105 es una enzima

periplasmico de las cé&lulas. Esta

una de 69 kXD Yy otra de 21 kD.

se separan las dos subunidades en

es posible observar cierta

la subunidad peguefia. El andlisis

ha mostrado gue es posible

dicha subunidad, las cuales difieren

(16) .

esta proteina es el hecho de gue las

a la enzima madura, se producen a

de aproximadamente 90 kD (17). En

un esguema de los

que experimenta este

observar para gque se produzca la enzima

17
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Figura II.2. Ruta de procesamiento

amidohidrolasa

segin Aruns et al
subunidad pequefia de la enzima
representa al péptido conector.

subunidad pequefia gque se

encuentra in

24000 ( in vivo))

20500 ( Enzima pura )

del precursor de la penicilino

(7). A y B representan la
madura respectivamente. E,
A* la forma de la

indica
vive.

Se indica

el peso

molecular en Daltons de los polipéptidos producidos en cada paso.
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madura se necesitan al menos tres cortes proteoliticos
especificos. Es importante resaltar que ningune de los
intermediarios de procesamiento del precursoxr
presentan  actividad de amidohidrolasa (5).

Por lo gue respecta a las funciones de cada subunidad se sabe

que en la subunidad pequefia se localiza el dominio gue le imparte

especificidad poxr la cadena lateral. La subunidad grande posee un
residuo (sexrina) PMFS sensible, que es necesario para la
actividad catalitica de la enzima (12). Ademds de lo anterioxr,
se sabe que la subunidad grande posee una actividad
proteolitica endogena (4., 5).

La clonacién del gen estructural de la enzima nos ha facilitado

¥ a otros grupos, realizar diversos estudios (ver capitulo III).
Ha permitido empezar el andlisis de la expresion del gen asi
como también la determinacién de su secuencia nucleotidica b
de ésta se ha deducido la secuencia de aminodcidos (7,34,42). E1l

andlisis de la secuencia ha permitido sugerir gque una regidn de

la subunidad peqguefia estéa directamente involucrada en 1la
especificidad por la penicilina G (34). Esto se ha hecho al
comparar las secuencias de proteinas gue unen penicilina
como son las p-lactamasas y D—alanina carboxipeptidasas (ver

capitulo IV).

L.a prediccién de gue una regidén de la subunidad pequeiia esté&
directamente involucrada en el reconocimiento del substrato, se ve
apoyada por los experimentos de mutagénesis dirigida reportados
por Williams y 2Z2usel (48). En dichos experimentos el coddén gue
codifica para la metionina que se localiza en la posicicén 142

de la subunidad peqgueiia, se modifico a f£in de gue codificara para

19



-han hecho un

los siguientes aminocacidos: Phe, leu, val, ala, thr, gly., his,
lys, glu y ala-val. Con estos cambios

que tienen

se obtuvieron mutantes
alterada ' la especificidad y/0o las

constantes
cinéticas.

Por lo gue respecta :a la especificidad

del substrato de la
enzima alislada de ggcbli; esta enzima se clasifica como del tipo
I, es decir’éue el substrato por el cual presenta mayor afinidad
b4 es

hidrolizado es la benzil-penicilina. Margolin et al (26),
estudio detallado de

los valores de Km de esta

enzima con diferentes substratos. En la tabla I1I.2 se presenta una

lista de algunos de ‘estos wvalores.

Como se puede apreciar en los datos de la tabla II.2 ; la enzima
presenta actividad sobre una gran variedad de substratos y no se
limita solamente a la accidn

amido hidrolitica,

sino que tiene
actividad sobre esteres y 4&cidos. Konecny (20) ha discutido
ampliamente gue los nombres de: amidasa penicilanica,
penicilino acilasa o penicilino

amidohidrolasa,
investigador en 1la
caracteristicas de

sSlo reflejan
aplicacién, méas
la proteina, la

el interés del

que las

cual seguramente se ha

naturaleza para propdésitos diferentes
o degradacidén de

seleccionado en la a la
sintesis los antibioticos

B-lactamicos.

Para
fundamentar este

Bvlcimo punto, este autor indica que las cepas
bacterianas gue presentan actividad de penicilino amidohidrolasa,
resistentes a penicilinas y a que

la enzima

no son

el gen estructural de
se induce por &cido fenilacético. En apoyo a esto
dltimo esté&n los datos de secuencia de DNA del gen

de la enzima
que sugieren gue la

expresioén de éste

se regula
relacionado con la utilizacidén

como un gen
de una fuente de

carbono (43) .
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TABLA II.2

ESPECIFICIDAD DE LA ENZ2IMA PENICILINO AMIDOHIDROLASA DE

Escherichia coli ATCC11105.

SUBSTRATO - Km (M) >
Bencilpenicilina 4, x7—10—6
7— PADCA X 10_
Etil— fenil acetato - x 107
p-Nitrofenil fenilacetato ',’x,.lo_,5
Fenilacetato p-nitroanilida .7 0% ;10_5,
Fenilacetilglicina ‘ . x 10%5-
Acido benzilpeniciloico 2. x 1073
Cefalotina 7 x’ 1073
Cefaloridina . %1074
Ampicilina x 1073
Cefalexina <lox 1073
acido D—(—)—~ o« — aminofenilacetico '
p-nitroanilida 3.2 x 1073

* Estos valores se obtuvieron a pH 7.5 y a 25°C.
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Bl estudio del mecanismo de reaccioén de la penicilino

amidohidrolasa ha aportado datos interesantes acerca de su
posible papel en la célula. La caracteristica principal de dicha
enzima, es gque cataliza la transferencia de grupos acilo a
partir de ésteres , amidas o dcidos hasta los aceptores como el

agua, aminas o alcoholes. Esta accidén recuerda a ciertas proteasas
como la guimotripsina, que poseen una propiedad similar. R

Se sabe que la penicilino amidohidrolasa presenta un mecanismo
de reaccién muy parecido al de las serina proteasas ya gque forma
un intermediario acilo—-enzima entre la enzima ¥ los donadores
del grupo acilo (20). También se ha demostrado qgue el &cido
fenilacético actia como inhibidor competitivé, mientras gue el
6— APA es un inhibidor ne competitivo. Esta diferencia en los
modos de inhibicidén es una consecuencia del mecanismo de dos
pasos de la enzima; los donadores de grupos acilo compiten por
el sitio activo de la enzima, mientras gue los aceptores de
grupos acilo compiten por el intermediario enzima-acilo. A
partir de consideraciones puramente termodinamicas, se sabe
que cualguier catalizador que hidrolice una unién amida o
ester de un &dcido dado, por el mecanismo antes descrito, debe
también catalizar la acilacidén de la amina por el ester (20).
Este concepto es muy importante porgue abre la posibilidad de
usar primero a la enzima para producir 6-APA Yy después
para formar las penicilinas semisintéticas al unirle al 6-APA
distintos radicales. Para dque ésto se lleve a cabo, es

necesario considerar el pH de la reaccidn. Se sabe qgque la

reaccién de hidrdélisis requiere de pH alcalino, por lo gue para

la reaccién reversa se  sugiere un pH ligeramente dcido.
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En este sentido se sabe tambien gue la enzima de
presenta baja actividad y estabilidad en

se piensa

E.coli

pPH acido, por lo que
gue para el caso ..de la

sintesis la
E.coli debe

enzima de

ser reemplazada (20). Porxr otro ladoes importante
resaltar, gue al menos la enzima proveniente de Kluyvvera
cit ila ha sido

utilizada

eficientemente
reacciones (24);

para ambas

recientemente su gen estructural ha sido clonado

Yy secuenciado.

Es interesante mencionar gue la comparacidn de las
secuencias de

los genes de

K.citrophila vy E.coll poseen una
similitud del 80%. Esta similituad

se eleva a 87% cuando se
comparan las secuencias

de aminoacidos de ambas enzimas (3).
La formacidn de penicilinas semisintéticas por via enzimdtica
quizds a la larga vaya a requerir un nuevo enfoque para optimizar
la sintesis,

va gque en la reaccidén de hidrdélisis de
G hay un solo aceptor del grupo acilo (H ,; O)
termodindmicamente

la penicilina
y los

cambio en la
acilacidén del 6—APA por un ester hay dos aceptores

productos son
estables. En

reaccién de

gque compiten:
el H 0 y el 6-APA y la amida qQue se

produce es termodindmicamente
inestable con respecto a sus productos de hidrélisis el 6-APA y
el acido fenilacético. Esta amida al ser también

enzima b4

un substrato
compite con el ester poxr la en este proceso es
hidrolizada (20) . Todo esto hace ver gue las condiciones
necesarias para lograr la reaccidn de sintesis de manera
comercialmente rentable, son. difjiciles de lograr por medios
convencionales. La investigacion desarrollada por el. grupo de
Alexander Klibanov . (19),

 permite vislumbrar nuevas posibilidades
investigador ha

en este sentido;, Este

demostrado gque si una
enzima

delgada de

estd rodeada por una capa

agua, puede
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funcionar en ciertos solventes orgdnicos. En este proceso la
enzima en ciertos casos se vuelve mdas termoestable y puede
llegar inclusive a exhibir distintas especificidades. Como un
ejemplo . de las aplicaciones de este nuevo método resalta el
trabéjo realizado con una lipasa. Esta enzima, en medios
acuosbs, puede catalizar solamente la reaccidén de hidrdélisis.
En cambio, en medios org&nicos puede catalizar al mencos seis
distintas reacciones que incluyen transesterificacidn,
amidolisis esterificacidn, e intercambio de grupos acilo (19).
Todo lo anterior sugiere gque hay nuevas posibilidades para
mejorar los procesos enzimdticos clasicos, que permiten la
sintesis de 1las Penicilinas semisintéticas.
g.Conclusiones.

-:En ~1966 Hamilton—Miller (17) escribié lo siguiente:"E1
déscubrihiento de las penicilinocacilasas abrié la puerta para la
produccién de las penicilinas semisintéticas. Raramente una sola

enzima es responsable de una revolucidén tan grande en la practica

terapéutica. Quizds no sea exagerado decir gque la introduccidn
de la metileilina, la primera penicilina semisintética
comercial y practicamente insensible a la accidn de la
penicilinasa de estafilococos, cambid el estatus del

estafilococo benzilpenicilina resistente, de enemigo numero uno, a
algo sin importancia. Las compaiiias farmacenticas que
invirtieron grandes sumas de dinero en investigacidén bdsica de 1la
molécula de la penicilina, han sido ampliamente retribuidas. Se

puede decir que desde el punto de wvista del médico y el
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industrial 1la historia de la penicilinocamidasa ha llegado a un

final feli=z, pero desde el punto de vista académico aun guedan

muchas interrogantes - fascinantes."

Ahora, 20 afios después podemos ver que el mencionado "Finallfeliz®

en"esta

atin no  llega,. ' 'ya' ' gue numerosas compafiias atun - trabajan’
enzima,y tratan de modificarla para gue sirva mejor -a los

propdésitos industriales que se tienen Y a las situaciones tan

cambiantes de las estrategias de produccidén rentable.

Con todos los nuevos métodos con gque cuenta ahora el

investigador, es posible entrever gque se producirdn nuevas enzimas

Y Pprocesos gque hagan mds eficaz y costeable la produccién de

penicilinas semisintéticas.
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IIIX. ORGANIZACION FISICA DEL GEN

PENICILINO AMIDOHIDROLASA. EL GEN pac .

1) Introduccién
2) Resultados

3) .Conclusiones
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1) Introduccidén:

El gen pac codifica para la formacidén del ‘precursor proteico de
la enzima penicilino amidohidrolasa.

Como se menciond en el capitulo I, este precursor experlmenta‘
varios

procesamientos a través de los cuales se generan las dos

subunidades que componen. ..a la enzlma madura.

A pesar de gue la actividad de penicilino amldohldrolasars

distribuida ampliamente entre los

mlcroorganlsmos (capltulo
I)., a nivel 1ndustr1al la enzima mas utilizada es

la de E. _.o_l_;
ATCC 11105 = (38).

Esta cepa y sus derivados han s;do utlllzados

por méas de 20 afios. Sin embargo, los procesos lndustrlales que

se emplean para obtener dicha enzima,

estdn lejos de "ser los
ideales ya que se requieren condiciones especiales para la
fermentacidén Y pasos laboriosos de purificacidén (capitulo Iy.
La manera

tradicional para tratar de resolver estos
problemas, es la obtencién por medio de agentes quimicos y/o
fisicos de cepas muatantes con nuevas caracteristicas. El
hecho de que 20 afios después, la misma cepa de

E.coli sea
aun utilizada y se tengan los mismos problemas para
obtener grandes cantidades de la enzima, muestran que las

técnicas tradicionales de mutagénesis han sido inefectivas (38).

Con el advenimiento de las técnicas de DNA recombinante gue

permiten aislar genes, caracterizarlos a

nivel de secuencia
nucleotidica y mutagenizarlos en sitios especificos, es posible

modificar la regulacién de la expresién del gen y/o la secuencia
de aminoacidos de la enzima para la que codifica. Todo esto
abri6é las puertas para crear cepas que produzcan mds de la
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enzima deseada. También es posible alterar los mecanismos gque

controlan la expresidn de los genes de tal manera gue la(s)
enzima(s) de intereés se produzca(n) bajo condiciones de
fermentacidén més sencillas. Otra aplicacidn de la mutagénesis es
la de modificar a los genes en forma tal gue produzcan enzimas

mas resistentes a la oxidacidén, temperatura, pH etc, creando asi
nuevas enzimas mas adecuadas para nuestros propdsitos.

Debido a todo lo anterior, la primera etapa del presente trabajo

consistié. 'en . la clonacidén y determinacién” de “la’ ‘secuencia
nucleotid céLdel geh pac. A continuacidén se resumirédn. alguncs de
,los‘reédltaaos.que en este sentido se obtuvieron y que han sido

pubiicé&éé'de una manera méis extensa (34,43). 
2) Reéultados-

a) Aislamiento del gen.
El gen pac se aisld del DNA cromosomal de  la cepa ATCC 11105. Se

determiné que toda la informacién necesaria para producir la

actividad de peniciline amidohidrolasa se encontraba contenida
en un fragmento de DNA flangqueado por 2 sitios de EcoRI
que contenia aproximadamente 7.5 kb (figura IrI.1). La
construccidén de diversas deleciones e inserciones permitis
definir que se reguerian aproximadamente 4 kKb para
producir la enzima. Los datos publicados por Bock et al (4 ),
sugirieron que la enzima estaba compuesta por dos subunidades,

una de 20 kD y otra de 69 kD, las cuales se generan a partir de

un mismo  precursor, a través de un procesamiento complejo en el

cual  se remueve un péptido conector (5). Estos datos se
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corroboraron con la secuvencia nucleotidica de los primeros 1,100
pPb del gen pag, obtenida por

nuestro grupo (37)
completa del gen estructural

¥ la secuencia
reportada por
(42).

Schumacher et al

b) Orgahizacién del gen pac.

Después de haber localizado al

gen pag de una manera gruesa en el
fragmento

se procedid a
nucleotidica de parte de este fragmento.

de DNA clonado,

determinar la secuencia

Asi se encontrdé que en
un £fragmento HIindIII-BglII (£igura 1) estaba codificada la
informacién para la sintesis de la subunidad de 20.5

kD. Asi como

amincdcidos de

también el peptido conector y

los primeros 79 la
subunidad de 69 kD (37).

Con el propdsito

de identificar las regiones del DNA due permiten
la expresidn del gen pac, se procedié a delimitar éstas por medio
de deleciones y andlisis de la expresidén del gen (43).
definié gqgue la rTegidn del

Y HindrII (figura

Asit, se

DNR comprendida entre los sitios de
Asull IIT.1), contenia la

informacidén .para
permitir la expresién regulada del gen pac. Basados en este

dato,
se procedid a determinar la secuencia nucleotidica de dicho
fragmento. Simaultaneamente se realizaron
extension

experimentos de
de ‘“primer" para definir el sitio de inicio de la
transcripcidén e identificar al

promotor activo bajo esas
condiciones metabdlicas . Una vez localizado el promotor, se
procedié a analizar las secuencia del DNA alrededoxr de éste para
tratar de identificar sitios probables de unidén de proteinas
reguladoras. Este anidlisis mostrd la presencia Qe varias
secuencias palindrdémicas y dos secuencias que

presentaban gran
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Figura III.1l. Mapa de Restriccion del plasmido pPA2.

S61lo se indican algunos sitios importantes para delimitar al gen pac
(43). La linea gruesa indica el fragmento del DNA cromosomal de
E.coli ATCC 11105 clonado. Con linea delgada se indica el vector de
clonacidén. Tc es el marcador de resistencia a ) tetraciclina,
codificado por el pl&smido. Las dos flechas fepresentan‘la regisén gue
codifica para las dos subunidades de 1la penciﬁiiinoiamidohidrolasa

madura.

BamHI1 Asull EcoRI Asull HindII Hpal Hpol BglOd Smol EcoRI BamHI
TR r
Tc

24 kD 85kD

w
0



Figura III.2. Organizacicén del Gen pac

Esquema de la organizacisén fisica del gen pac. A y B representanflas 2

subunidadési*de\la enzima madura. PC significa peptido cqneétgf,vLés,,r
lineas con. dos cabezas de flecha representan . tres . .secuencias
palindromicas (A,B,C). I y II sitios probables de unién de CRP. -35 y

-10 ‘fépfésentan al promotor funcional identificado. El dibujé'nQ'esta

a escala.

£ Represor P

Terminador

A 8 c
= - R sy
= @
I\ //n ~35  —10 ‘
PE c
CRP T~—_ R Il <N B
a B




similitud con los sitios gque reconoce la proteina CRP (43).
La distribucidén de estas secuencias se presenta en la figura
III.2.

Como  se puede observar, la posicién de los palindromes es la

adecuada para que si son reconccidos por una proteina, ésta sirva

como represora de la transcripcidn. Por otra parte, la posicidn
de los probables sitios de unién de CRP es la adecuada para due
ésta molé&cula ejerza un control positive en la expresidn del
promotor (43). Todos estos datos concuerdan con los datos
publicados de gue el gen pac estd regulado por control negativo
'y que la proteina CRP actda como aéﬁivador de la transcripcidn
(15) - ’

En este punto es importante resaltar que la obtencidén de la secuencia
nucleotidica de la regidn ‘de ddntr61>‘fue importante ya gue en dos
publicaciones de otro grupo, la secuencia presentada fue totalmente
distinta (6,7)- Al obtenef nosotros la secuencia de dicha regidn
pudimos constatar gue nuestra secuencia coincidia con la reportada
en la patente (6). Nuestros datos fueron confirmados posteriormente
por otro grupo (33).

Por gltimo, para terminar de caracterizar al gen pac, se decidid

realizar la secuencia nucleotidica de la regidn 3 del gen, para lo
cual se determiné la secuencia nucleotidica del fragmento Hpa I- Smal
(figura III.1l). La obtencién de esta secuencia fue importante porgue

en el articulo de Schumacher et al (42), sSlo se reportd la secuencia

nucleotidica que codifica para ambas subunidades de la enzima, con lo

cual no era posible saber si el gen pac formaba parte de un operdén o

era una unidad transcripcional aislada.
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Al analizar la secuencia obtenida del fragmento mencionado, se

encontrdé gque una parte de é€sta, podia codificar para la sintesis de

los Wltimos 20 aminodcidos de la subunidad de 69 kD. Ademds, a 14 pb

del codén de terminacién se encontrd una secuencia palindrdmica

similar a los terminadores de la transcripcién rho independientes

(14). Estos datos se presentan en la figura III. 3.

3). Conclusiones
Los experimentos antes descritos sugieren gue el gen pac es una

unidad transcripcional gque codifica par la formacidén de un precursor

proteico, del cual se generan las dos subunidades gue forman a la
enzima penicilino amidohidrolasa. Es importante serfialar que este
ultimo hecho es poco frecuente en

procariontes y comin .en
eucariontes. De hecho, hasta el momento en procariontes solo los genes

de penicilino amidohidrolasé de E.coli, K.citrophila y algunos genes

de cefalosporineo amidohidrolasas han

(27) .

mostrado dicha caracteristica

La identificacidén de .un promotor al inicio del gen .pac y la

similitud con terminadores de la transcripcién de 1la secuencia

palindrémica que se encuentra al £inal de la regién codificadora,

sugiere gque esta unidad transcripcional codifica para la formacidén de

un mensaje monocistrénico.

Al analizar en conjunto la informacidén hasta agqui presentada sobre el

gen pac, es razZonable proponer gue é&ste gen forma parte de las vias

metabdlicas para la utiljizacién de fuentes de carbono, especialmente

dcido fenilacético (capitulo VII). Es importante resaltar agqui due

debido a la forma en gue este gen fue encontrado y nombrado, uno

puede suponer gue su funcién en E.coli es producir una enzima para
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CAG GAA GUG UUG CAC GUU CAG AGA UAA BUUAAGECCGGAAA
Gin Glu Val Leu Hiwm Val Gin Arg Fin

BCCCUCAUVUAUUCUGGAGGAAUAUGAGTGUGAUA

1)

AAOBOUCUCAGGUAUUGUGAUGUUGGEGAGGGCUUG

GUUACUUUUUBUGAGUCCC 3

2)

UaAA U UV AAGCCCCGAAAGTC

Fin

>0
[}
ay

o0 n>$h:cn
0OdPOCICID0

UG AUAAAGUCUC A

Figura III. 3. Secuencia Nucleotidica de la regién 3' del gen pac.

1) Secuencia nucleotidica de
terminacién de la traduccidn

los tUltimos 8 amino&cidos de

2) Probable estructura del

3'0H.

los 113 bases posteriores al triplete de
UAA. También se muestra la secuencia de

la subunidad de 65 kD.

RNA mensajero del gen pac en su regidén

3y

4 m



degradar penicilina. Sin embargo debido a la organizacién f£isica del
gen, su regulacidn y la actividad enzimatica, del producto, més bien

parec;era que este gen estuv;era involucrado en  “la - asimilacioén-de

~carbono alternas.~nﬁpa dlscuSLGn'imas"amplla'géobré el

pdsibié:pgpél 'el gen E en el metabollsmo celular, se presenta en el

capitulo VII:: :
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IV. ESTUDIOS COMPARATIVOS A NIVEL DE SECUENCIA DE AMINOACIDOS.

a) Introduccidén

b) Resultados
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a) Introduccidén

La clonacidén Y secuenciacién del gen pac ha abierto la

posibilidad  de realizar diversos estudios comparativos con
otros genés, a nivel de secuencia de nucledtidos, amino&cidos,
organizéciéni fisica y de regulacidn.

para el caso del gen pac, el establecimiento de similitudes es
mas complejo, vYa que el conocimiento existente sobre la enzima
penicilino = amidohidrolasa se . ha obtenido debido a su. gran
importancia industrial, sin importar el papel de la enzima‘en‘el

metabolismo de la célula (17).

La realizacién de estudios comparativos como los mencionados

reviste gran importancia ya: que permite tener una | visidn mé&s

completa del gen, la enzima y su papel dentro de la’écopomié

celular. A continuacién se presentaran y discutirén los
resultados obtenidos hasta el momento en lo referente a tratar
de encontrar similitudes entre los productos del ".‘gen Q§g y . de

otros genes, a nivel de secuencia de aminodcidos.

b) Resultados
Un aspecto a considerar cuando se estd comparando  a una enzima

con un banco de secuencias, es el de las funciones
enzimdticas gue posee. Por lo que respecta a’'lo anterior, se sabe
que la amidasa penicildénica presenta varios aspectos

interesantes algunos de los cuales son::

1) El mecénismb de:réaccién de 1la penicilino amidohidrolasa es

semejante al‘'de las Serina'proteésas (20);
37
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2) En la subunidad de 69 kD se localiza un residuo de serina
que al reaccionar con PMFS ocasiona la inactivacioén de 1la
enzima (12).

3) La penicilina que es hidrolizada a mayor velocidad es la

Benzilpenicilina .o. . penicilina  G. La especificidad por la

cadena lateral de‘l"peﬁiéilina,radica en la subunidad de 24 kD

( 13) - N .
4) La actividadf“de:*aﬁidasa no le confiere a la célula
resistencia . a la penicilina (17).

5) Ninguna de las formas del precursor de la enzima posee
actividad enzimdtica (42).

6) La enzima presenta inhibicion competiﬁiva por el dcido

fenilacetico e inhibicién no competitiva por el 6-APA (2).
7) Algunos substratos pueden ser hidrolizados mds rédpidamente
que la penicilina G. Tal es el caso de la fenilacetamida (10 %

mas) , N—-fenilacetilglicina (82% mé&s ) y N-fenilacetil-L-alfa-
amino-fenilacético ( 39% mas) (26). '

Con base en lo anterior es evidente gue esta enzima debe poseer
algunas de las caracteristicas propias de las serina-proteasas.
Por lo anterior se decididé analizar si habia alguna similitdd de
la penicilino amidohidrolasa con dichas proteasas.

L.a funcidén bdsica de las proteasas es la ruptura de enlaces
peptidicos. Existen sélo unas cuantas formas de realizar esta
ruptura en condiciones fisiocldgicas, el mecanismo mds comin es el
de la polarizacidén de la unidn peptidica por atagque nucleofilico
de la unidén carbono-oxigeno; este proceso es asistido ademds por

la donacién de un protén al nitrédgeno de la unién peptidica. En

38
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las enzimas proteoliticas, varios aminodcidos poseen las
caracteristicas de agentes nucleofilicos y otros de donadores de
protones (32).

Las proteasas cuyos sitios activos se han identificade, han sido
agrupadas en familias con base en los aminodcidos que conforman
diche sitio. Se supone gue los miembros de cada familia se

originaron de un ancestro comun. Dentro de las serina proteasas

‘existen 2 " familias; ,uné_qﬁe;agrupa a“las proteasas de mamiferos

y otra qué esta constiﬁhida fpor las serina proteasas de
procariontes (32).‘ En 1a tabla ,IV I se presentan algunas de las

proteasas representat:x.vas d

stas dos famlllas, asi como también

las caracteristlcas res;duos que ‘conforman el sitio

activo.

Tabla Iv.i;"Famiiiaéjde Serlnanpf6téasaé’(32);

Familia PR A Proteasas . . Amino&cidos caracteristicos
brepresentativas del sitio activo
I Quimotripsina, Asploz .+ Ser 195, Hig’

tripsina, elastasa

kalikreina

Ix Subtilisina : Asp32 . Hi3221, Ser64
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Se dice que las serina proteasas de estas dos familias son un

de evolucidn convergente ya que, aungue tienen

caso tipico
presentan secuencia de

funcidén similar y sitio activo semejante,

aminodcidos y estructura tridimensional distinta (32).

comparar la secuencia de aminodcidos de la subunidad de 6% kD

Al

de la penicilino amidohidreolasa, con la secuencia de aminoacidos
de las proteasas de B.amilolvguefaciens y S.marescences (31,45),
se encontrdé cierto grado de similitud tal y como se puede

observar en la figura IV.1.
Es importante menc;onar que la similitdd encontrada se restringe

a las zonas que rodean los amlnoac;dos que conforman el sitio
negro en la

activo de las protesas, senalados_ con . un  cuadro

figura IV 1.

I, pero no se encontrd nlnguna

esperado pues las proteasas de esta famll

por la accidén de puentes dlsulfuro (32))

penicilino amidohidrolasa se sabe que 1

“madura no posee

cisteinas (42). . : : :
Otro aspecto jmportante ' en la o:ganizacién de las serina
proteasas es el orden y la distancié de los aminodcidos gue
conforman al sitio activo. En ese sentido b a continuacidén se
presenta una comparacidén entre las proteasas de la familia I,
las de la familia II y los aminodcidos de la penicilino

amidohidrolasa que presentan similaridad con serina proteasas.
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Figura IV.1. Similitud entre las serina

marcescens (Sm), Bacillus amyloliguefaciens (Ba)

amiddhidrolasa (PA) de

E.ceoli. Los aminod&cidos
para la‘:conformacién del sitio activo de sSm y Ba

un  cuadro negro. También se indica la numeracidn

de amino&cidos de la subunidad de 65 kD de PA gue

sm sf¥]p K a D NMS F[G]D
Ba S E G TN F@DNRNS
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més importantes
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Fam. X His 45aa* Asp 93aa Ser

Fam. II AsSD 32aa His 157aa Ser

PAC - HAis 64aa Asp 278aa Ser
*aa. Residuos de aminodcidos.

Como se puede observar, la penicilino amidohidrolasa presenta
similitidd con las proteasas de la familia II pero presenta el
arreglo tipico de las proteasas de la familia I. Estos datos nos
llevan a suponer gue la similitdd encontrada entre la penicilino
amidohidrolasa con serina proteasas se debe probablemente a una
evolucién convergente mads gQue a divergencia a partir de ﬁn
ancestro comin.

Por otra parte, el hecho de gque la penicilino amidohidrolasa
sea inhibida de una manera no competitiva por 6-APA, sugiere que
en la molécula de la enzima se debe de estructurar un sitio
similar al de otras proteinas gue son capaces de unir penicilina.
En todas las Eubacteria examinadas se encuentran proteinas
capaces de unir penicilina de una manera covalente. El numero de
estas proteinas puede variar de especie a especie, pero
generalmente se haya entre 3 y 8 distintas. Estas proteinas han
sido denominadas en conjunto como "Penicillin Binding Proteins"“
(PBP), aunque no necesariamente todas ellas tengan la misma

funcidn en la célula.
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Ademds de las PBP,

las enzimas RB-lactamasas

que confieren la
antibidticos

resistencia a B-lactdmicos, son capaces de

reconocer penicilinas pero

especificamente a las

sin formar
enlaces

covalentes con ellas. Una revisién muy amplia de

estas proteinas ha sido publicada por Ambler

vtodas
1. i

El an&lisis de las secuencias de aminoacidos de las proteih@é”que
se unen a las penicilinas : :

ha mostrado que:
a)

Las PB-lactamasas se originaron

aparentemente de iaéy
Las PBP son el blanco de la accidén de las peniéii héé;
c) No hay una

)

b)

similitidd extensa

entre las PBP
El mayor grado de

similitdd 'se encuentra e

proteina donde se localiza un residuo de serina,

demostrado gque es. necesario para la unidn deA;a

: penicilina en las
PBP y para conformar el sitio activo en las B—léctamasas (18).
Con base en 1lo

anterior, se decididé comparar 1la

aminodcidos de la penicilino amidohidrolasa
conservadas

secuencia de
contra las secuencias
vy PB-lactamasas (L,a4),
obtenidos se presentan en la figura IvV.2.

entre PBP Los resultados

Como se puede observar en dicha figura, la ypencilino
amidohidrolasa presenta una similitud importante

con las PBP ¥y
por lo que

enzima conformen
reconocimiento para el anilloc B-lactémico.

B-lactamasas en las regiones

presentadas,
probable gque estas regiones

es muy
de la el sitio de

Este probable sitio se
haya en la subunidad de 24 kD muy cerca del carboxilo terminal.

Los aminodcidos que conforman al

sitio propuesto se hayan
dispuestos de una manera contigua, al igual gque en Jlas
P—lactamasas y las PBP 5 'y 6 de E.coli yv 5 de B.subtillis, aundque
en &éstas el sitio de

unién se localiza en el extremo amino
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Figura - IV.2. -Similitud entre proteinas que unen penicilina

(PBP), PB—lactamasas (TEM, AMPC) Yy pencilino amidohidrolasa (PARC).
Las secuencias y alineamientos de PBP y pP—lactamasas

de ambler (1) .

se tomaron
La secuencia de amino&cidos de PAC gue se compara

corresponde “a ‘los amiono&cidos . 165 a 185 de la subunidad de 20.5

kD.
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terminal. Es importante resaltar gue en el

alineamiento de la
figura 1IV.2, la

pen;c;lxno amidohidrolasa neo presenta un residuo
de lisina (X) que se encuentra altamente conservado en todas las
proteinas

penlclllnan

laWﬂ;

que unen ;Por lo qgque

si bien la regiédn
carboxilo terminal de

subunldad pequefia de la penicilino

amidohidrolasa presenta nSLmllitud con p~-lactamasas,

no posee uno
de los residuos que ‘se suponen esenciales para la actividad de
la p-lactamasa (1,18).

Para completar la imagen de la enzima es importante mencionar que
se sabe que la penicilino amidohidrolasa

tiene preferencia
substratos gue poseen radicales

por

fenilo (capitulo i1y,

Yy ademés
actda como inhibidor competitivo de la enzima.

Con base en esto,
es posible suponer gque el grupo fenilo actie

como posicionador de
la molécula de substrato, al igqual gue pasa en quimotripsina,
esta

sitio activo

debe llevar

de
manera el

completo de la penicilino
amidohidrolasa también el sitio posicionador. En la
figura IV.3 se presenta un esguema de la

organizacidén probable de
la enzima penicilino amidohidrolasa.
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Figura IV.3. ‘Probable organizacién de la penicilino

amidohidrolasa dewg. coli.

Grupo hidrofdbico

posicionador
\\ " /
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V. PROCESAMIENTO DE LA ENZIMA PENICILINO AMIDOHIDROLASA.

a)

c)
4)

Introduccidn

Procesamiento de la preproenzima
Procesamiento de la proenzima
éPorgué la necesidad de un

procesamiento complejo?
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a) Introduccidén

Se ha demostrado gue para gque la enzima pencilino amidohidrolasa

se vprodﬁzca en su. forma activa en el espacio periplé&smico de
E.coli, es necesario dgue experimente varios procesamientos
proteoliticos (42). Como se ha indicado, hasta el momento este

procesamiénto es poco frecuente en procariontes , va gue las dos
subunidades ( A y B ) gque conforman a la enzima ( 24 y 65 kD)
provienen de un pPrecursor comin (5). En los demas casos
reportados en los gue una enzima peripldasmica o citopldsmica
esta formada por dos subunidades, cada una de ellas estd
codificada por un gen diferente Yy posee sus éropias sefiales 'de’
secrecidn. Un esquema de los diversos cortes proteoliticos que
experimenta el precursor de esta enzima se presenta en la figura
1 del capitulo II. ‘ L )
Como se puede observar en  dicha figura, para que la enzima
obtenga su tamafio final, en necesario que el precursor
experimente tres cortes proteoliticos muy precisos (7). El orden
en gque se efectdan dichos cortes ha sido determinado por
experimentos in vitro y se sabe gue la subunidad de 69 kD se
genera primero que la de 24 kD. También se sabe gue para que la
enzima sea activa necesita experimentar todos los cortes

proteoliticos mencionados (42).

Con Dbase en lo antes mencionado, es posible plantear algunas

preguntas: ¢ Qué enzimas intervienen en el procesamiento del
precursor?. < Qué caracteristicas del precursor confieren 1la
gran especificidad observada en el  proceso?. ¢ Por gué es

necesario que esta enzima experimente dichos procesamientos ?
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Para tratar de contestar estas preguntas se decidio
primeramente efectuar un estudio tedérico que sirviera como base

para plantear los experimentos. A continuacidén se presentarédn los

resultados obtenidos de dicho estudio.

b) Procesamiento de la preproenzima

Una caracteristica tipica de todas las proteinas peripldsmicas

vy de membrana externa de E.goli, es la presencia de una secuencia

sefial o péptido sefial en la regidén amino terminal de la proteina.
Esta secuencia sefial permite que ‘el precursor sea reconocide como

un péptido de secrecién por la maquinaria celular. En la mayoria
de los casos la sefial es removida proteoliticamente durante el

proceso de secrecidn (34).

En E.coli se han descrito dos enzimas capaces de remover al

péptido sefial; estas enzimas han sido denominadas SPAsa I y
SPAsa ITI. L.a primera es la gque procesa el peptido sefial de la
mayoria de las proteinas de secrecidén, mientras que la SPAsa
II se encarga de remover el péptido sefial de las lipoproteinas.
Ambos genes han sido clonados y secuenciados. De la comparacidn
de secuencia de aminodcidos y de nucleotidos de ambos genes, se
sabe gque no hay similitud entre ellos. Estas dos enzimas se
localizan en la membrana interna b4 sélo son capaces de
procesar proteinas que se localizan en el periplasma (34).
Del andlisis de las secuencias de los péptidos sefial procesados
por la SPAsa I se han podido establecer

sus caracteristicas
se presentan éstas.
el péeptido serfial esta

tipicas. En la £figura V.1

Como se puede
observar,

constituido por una secuencia
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Figura V.1. Caracteristicas del peéptido de secrecidén en

procariontes.

Se indica la disposicidn miAs comin de amino&dcidos (a.) cargados positivamente
(4++), aminodcidos no cargados o hidrofdbicos. ELl sitio de corte proteolitico
por la SPAsa se indica con una flecha.
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15—30 a. —
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de aminodcidos de 15 a 30 residuos de longitud. En esta regidn
es posible distinguir claramente tres regiones: En la porcidén mas
cercana al amino terminal se localiza una regidn con aminodcidos
basicos. Una segunda regidn que incluye varios amino&cidos
hidrsfobos y una tercera regidén formada primariamente
aminodcidos no

por
cargados Y gue se halla a los f£flancos de la
region hidrdéfoba. B

Ademas de lo anterior, se conoce gue la SPAsa I presenta una
clara preferencia por ciertos aminoacidos en la vecindad del
sitio de

corte. Vonaﬁéiﬁ“é (47) ha publicado recientemente un

método gQue permite préaééif los sitios de corte de la SPAsa I.
Este autor

de

se basé -en un andlisis estadistico de 36 proteinas

secrecidn Yy de origen procarionte

Yy cuyo sitio de
procesamiento del

peptido sefial era conocido.

obtenidos generd una

Con los datos
tabla en la gque se le asigna
segiin sea su

La probabilidad de gue

un valor a
cada aminocacido, posicidén respecto al sitio de

ocurra un

corte.

corte proteolitico por
la SPAsa I es la suma de los

valores asignados a los aminod&cidos
localizados en las posiciones

-5 a +2, donde

desconoce el

el 0 es el sitio
probable de corte. Si uno sitio lo gue se hace es
realizar el cSmputo antes mencionado, al variar la posicidn del
sitio de

al graficar

corte. Generalmente

los valores
calculadosobtenidos, se obtiene un sitio con un valor
claramente mayor, el cual es el

sitio de corte méas
probable.
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Se decidio aplicar el método anteriormente descrito, para

analizar la regidn del precursor de la penicilino amidohidrolasa

que se sabe es removida durante la secrecidén. Los valores
obtenidos se graficaron y el resultado se presenta en la figura
v.2.

Ccomo se puede observar, el sistema de von Heijne predice
claramente el sitio de procesamiento observado in vivo. Por lo
anterior, podemos afirmar gue es muy probable gue la SPaAsa I sea
la enzima encargada de procesar el péptido sefial de “esta’
penicilino amidohidrolasa. A lo anterior se debe aunar el heéhdf
de que el péptido sefial presenta ademds todas‘iéé‘

caracteristicas tipicas de los péﬁfidos de secrecidén (34):

c) Procesamienthderla proenzima

Como yaVSéiméﬁgibné para gque se obtengan las subunidades A Y B
de la‘rpenicilino amidohidreolasa a partir del precursor son
necesarios dos cortes proteoliticos. Se decidis aplicar el
método de Von Heijne para analizar si la SpPAsa I © una

proteasa con la misma especificidad pudiera reconocer los sitios

de corte observados in vive. En la figura V.3 se presenta la
grafica obtenidas. Se puede observar que el sistema de VvVon

Heijne predice el corte proteolitico gue genera el carboxilo
terminal de la subunidad Aa. Sin embargo no es capaz de
predecir al sitio de corte gue genera a la subunidad B tal y como

se puede observar en la figura V.4.
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Figura V.2. Probabilidad de corte de la SPAsa I en la regidén del

péptido de Se¢reci6n cdel precursor de la penicilino
amidohidrolasa.  La§f barras indican el valor acumulado de
probabkilidad ,(ﬁégi'fgﬁpé) de qgue el sitio sea procesado por la
spasa I. ©La f;éché, ihdica l1a posicién del corte observado in
vivo. A la iééﬁiérda de 1la grafica en cdédigo de una letra, se

presenta la secuencia de aminoacidos de la regidén.
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Figura V.3. Probabilidad de corte de 1la

SPAsa I en ' la regidn
carboxilo terminal de la subunidad de 24 kD de la; penicilino
amidohidrolasa. Los simbolos -utilizados son los mismos ‘de la
figura v.2. ‘ '
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Figura V.4. Probabllldad de corte de la SPAsa I en

la region
bsubunldad de 65 kD

amino . terminal: . de 1a de 1la penicilino

amidohidrolasa. Los simbolos son los mismos de la flgura v.2.
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De lo anterior es posible proponer gue una proteasa con la misma
especificidad gque la SPAsa I o ella misma , puediera ser la gque

genera a la subunidad A. Sin embargo, por lo que respecta a la

subunidad B podemos decir gue pareciera ser otra la enzima

encargada de realizar el coxrte proteolitico gue la genera a

partir del precursor, o bien que la SPAsa I sea modificada para

procesar especificamente dicho precursor.

Es importante mencionar gue hemos reportado gque en la vecindad

al sitio de corte gue produce a la subunidad B se localiza la

secuencia Leu-Ala-Gly, la cual ha sido identificada como

necesaria para que la SPAsa II procese a las lipoproteinas (49).

Por lo gue respecta a esta secuencia en las prelipoproteinas,

se habia reportado inicialmente qgue el sitio necesario para gue

las lipoproteinas fueran procesadas deberia de tener la

secuencia Leu—-Ala-Gly-Cys. Un  precursor de lipoproteina gue

llevara dicha secuencia, primero es modificado por la adicidén de

lipidos a la cisteina y posteriormente es procesado por la SPAsa

II. Los experimentos con mutantes han demostrado gue no es

necesaria la presencia del lipido para gue el precursor sea

procesado, aungue en estos mutantes el sitio de procesamiento

cambia (5). Al comparar la secuencia de algunos de dichos
mutantes con la regidén del péptido conector de la penicilino
amidohidrolasa, se encontré que uno de estos mutantes presenta

granvsimilitﬁd en secuencia y organizacidsn. En la figura V.5 se

muestra una éomparacién entre ambas secuencias.
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Figura V.5. Similitud entre las regiones amino terminal de la
penicilino amidohidrolasa (1) v la penicilinasa de

B.licheniformis (2). residuos de aminodcidos

Los

idénticos en
ambas

secuencias se presentan encerrados entre lineas.

flechas indican los sitios de corte observados in vivo.

Como es posible

Las

observar

entre ambas secuencias hay similitudd
a nivel de aminodcidos y distribucién de aminodcidos cargados,
ademéds de gque en ambos casos el corte proteolitico se efectua
antes de un residuo de serina. ’

De lo anterior se deduce gue probablemente la misma enzima gue
procesa a . la proteina mutante penP527p28 (49), sea la qgue

produce el corte proteolitico que genera la subunidad B.

q) &Porqué la necesidad de un procesamiento complejo 2

Un hecho gue llama la atencién inmediatamente cuando

se estudia
amidohidrolasa

la penicilino es la complejidad del

obtencidén de la

sistema de
procesamiento

gque permite la enzima activa y
surge la pregunta Para gué se ha seleccionado ese

sistema de
produaccidn ?

?. Quizds la respuesta mas probable sea la misma gue
se supone para la produccidén de insulina en eucariontes, ya que

también en ese caso las dos subunidades de insulina se producen a

partir de un precursor comin y entre ambas

subunidades

se halla
un péptido conector,

cuyo papel es el de

subunidades se conformen

permitir gue ambas

adecuadamente y se

obtenga insulina
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funcional. ' ' En este sentido, es importante resaltar que cuando

las dos subunidades = de.la penicilino amidohidrolasa se separan
fisicamente ‘fpdr “técnicas - cromatograficas, es muy dificil

reasociarlas y regenérar la actividad enzimatica nuevamente (12).
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VI.

Termoregulacidn

a) Introduccidén

b) Resultados y discusidn
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a) Introduccidén

Los estudios sobre la produccién de las proteinas de membrana
externa llamadas porinas, han demostrado que existen varios tipos
de regulacién gue modulan los niveles

de éstas (30).
regulacién que ha

Un tipo de
recibido poco interés

es el de la
termoregulacidén (23),

nombre con el que
la temperatura sobre

proteinas.

se conoce al efecto gue
tiene

los niveles y actividades de varias
Es importante mencionar que este efecto no se debe al
sistema global de regulacidén conocido como "Heat shock",

debe tampoco a inactivacién de las proteinas,

ni se
sino gque pareciera
méa&s bien un nuevo sistema global de regulacidén (23).

Lundrigan y Earhart (23) han demostrado que

para proteinas de

termoregulacidén.

diversos genes que
codjifican membrana externa, experimentan

El nivel al cual se ejerce la termoregulacion se
desconoce,

pero es posible pensar gue puede actuar a nivel de la
transcripcidn, es decir permir o né la forhacion del RNA
mensajero. Otro nivel de regulacidn podria ser el nivel
postranscripcional. Por ejemplo: a 37° ¢ una proteasa se
activa y degrada un cierto grupo de proteinas, pero a menor
temperatura dicha proteasa no

es lo suficientemente activa como
para causar un decremento substancial en la

cantidad vy/o
actividad de dichas proteinas.

Agui, es importante mencionar gque

este tipo de termoregulacién ha sido ya reportado en E.coli vy la
proteasa responsable se

sabe que estd codificada por el gene
ompT (30). Por otro lado es posible pensar

en otros mecanismos

postranscripcionales, temperatura dependientes,

que alteraren los
niveles finales de la actividad de una proteina. Algunos de ellos
podrian ser:

60



1) Alteracién en la vida media del RNA mensajero.

2) Cambios en la eficiencia de traduccidén de un determinado RNA.

3) Alteraciones en los niveles de secrecidn etc.

La  penicilinoc amidohidrolasa es una proteina cuyos niveles

finales pueden ser alterados drasticamente por la temperatura.

Como se ha mencionado (capitulo II) solo es posible detectar

esta actividad enzimatica en células crecidas a 30°C (9,39) y es

importante indicar gue este efecto no es por inactivacién de la

enzima, va gue el ensayo de la actividad para penicilino

amidohidrolasa se efectia a 42°cC.

Es dificil cuantificar la magnitud del efecto de la

termoregulaciédn a | partir del andlisis de ‘1as porinas, ya gque

en general &stas’ no. poseen actividades enzimaticas medibles.

Sin embargo, otro es el caso de la penicilino amidohidrolasa ya

que es muy sencillo medir su actividad (10), por lo gque el gene

pac puede ser de mucha utilidad para conocer algunos aspectos de

este sistema de regulacidn. Con base en estos elementos se

decidié estudiar el efecto de la temperatura en los niveles de

actividad de la pehicilino,amidohidrolasa en distintas cepas.

b) Resultados y discusion.
Como se mencionéien el capitulo III, hemos reportado la clonacidén
del gene pac defla—cepa ATCC11105 en pladsmidos multicopia y la

construccidn de mutaciones en la regién de control de dicho gene.

Una de las -~ mutaciones generadas permite la expresidn
constitutiva del gene pac, vya gue se substituyd completamente
la regién de ' DNA - donde se localiza el promotor de 1la

transcripcién de  dicho gene y todo el DNA gue se halla en la
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regién gue precede al promotor. Agqui es importante mencionar gue
el concepto de promotor que utilizamos es el de aguella regidn de
DNA gque precede al (los) gene(s) estructural(es). Esta regidn se
caracteriza por poseer una secuencia a la cual se une la RNA
polimerasa ¥ forman primeramente el complejo cerrado A4

posteriormente el complejo abierto (37a).

. Al utilizar los pldsmidos mencionados, se _decididé estudiar el
efecto de 1la temperatura en la produccidén de la penicilino
amidohidrolasa. Para ello, se midié la actividad de esta enzima
en la cepa ATCClllqs iy en dos'cépas‘que se obtuvieron al

transformar 1la cepa: :HB1OL con los pldsmidos pPA2 V.

pPPA10, por las siguiéﬁféi f %6h§é:;
1) La cepa ATééilOS és_lgﬂcépéf‘éilvestre gque se utiliza en la
industria para la éroduéciéh:de‘ia penicilino amidohidrolasa.

2) El pl&smido pPA2 tiene cionado el gene pac completo con sus
regiones de control intactas (43).

3) El plasmido pPA1l0 lleva el gene pac, pero el promotor nativo
del gene ha sido deletado Y el gene se expresa a partir de un

promotor del vehiculo molecular donde se encuentra clonado (37).

Con este experimento se esperaba contestar las siguientes

preguntas:

i) éCual es la magnitud del efecto de termoregulacién en el gene‘

pac ?.
ii)éEs posible observar termoregulacisdn en genes gque se localicen

en pldsmidos multicopia 2.
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iii) En caso de que el efecto termoregulador se presente en
2

plasmidos multicopia, este efectodes promotor dependiente

Los = datos obtenidos al ‘realizar las mediciones mencionadas, se
presentan‘en’la’ . tabla VI.1l. ‘

Actividad enzim&tica relativa

Temperatura de crecimiento

Cepa 30°c s 37°C

HB1O1 o ‘ 0

ATCC11105 100 ‘ <3

HB101 (pPA2) 100

HB101l (pPAl0) . 100

TABLA VI.I. Actividad relativa de penicilino amidohidrolasa en

cepas de E.coli, que llevan plé&smidos pPA2 o pPAlO (37,43).

Como se puede observar, la actividad enzimatica disminuye en

mas del 90% cuando las cé&lulas son crecidas a 37 °.C.
Ademéas, este efecto no sdlo se observs en la cepa ATCC11105,

sino gue también fue posible observarlo en la cepa HB101l

63



[

8 o

portadora del gene pac en plédsmidos multicopia alin cuando la

expresién del gene pac no proviene de las regiones de control

nativas del gene como es el caso del plasmido pPA1lO.

Los resultados anteriores demuestran que el efecto

termoregulador puede alterar dradsticamente los niveles de una

enzima, adn cuando su gene estructural se encuentre en

multicopia. Por otra parte, el hecho de gue aidn en la cepa gque

lleva el pléasmido PpPAR10 se pueda observar termoregulacidén,

sugiere fuertemente que el efecto no se lleva a cabo a nivel

transcripcional, va que casi todo el DNA original localizado en

la region 5°' del gene estructural ha sido deletado. Sin embargo
aGn quedan 54

pares de bases del gene original gque anteceden al

triplete ATG gue se encuentra al principjio del gene estructural

(37). Esta regidén podria ser la responsable de la termoregulacion

a nivel transcripcional.

Por otro lado, otra pregunta obvia es <& cudl es el sistema
genético encargado de la

termoregulacidén?. Esta pregunta resulta

interesante yva que como se puede observar en la tabla VI.I, la

termorequlacién no es un fendmeno exclusivo de la cepa ATCC11105,

va gue se observé también en la cepa HB1O1l. En este sentido se

ha identificado un locus genético gue interviene en la

termoregulacién de varias de las porinas. A este locus se le ha

denominado envY y se sabe gue su delecidn ocasiona una

ausencia
de termoregulacién de la mayor parte de las porinas, excepto
el producto del gene ompT, el cual en una cepa envyY se sigue
termoregulando normalmente (23)- Este uUltimo dato sugiere que
debe existir al menos otro locus involucrado en la

termoregqulacidén de ompT.
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Con el propésito de conocer qgue sistema es el gque termoregula al
gene pac, se decidié transformar los plasmidos pPA2 y pPAl0 en las

cepas RW193 ¥ UT5600, las. cuales son isogénicas excepto para el

gene envy,  vya . .gue - la.- cepa  UT5600 es .env¥. A las cepas
resultantes se les ~midis | la actividad de penicilino

amidohidrolasa. Los valorés‘bbtenidos se presentan en la tabla

VI.IT. : A 5
Actividad enzimdtica relativa
Temperatura de’ crecimiento

Cepa 30°C 37°c .

RW193 (o] (]
UTS5600 (o] 0

RW193 + pPA2 100 =3
UT5600 + pPA2 100 5

RW193 -+ pPA1l0 100 5
UTS600 + pPALO - . ) 100 8
TABLA‘vi.II.' Actividad relatiVa‘dé penicilino ~amidohidrolasa en

cepas deiﬁ.coli,,qué ileﬁan.pl&sﬁidos pPA2>d pPAib ;
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Como se puede observar, la termoregulacidén del gene pac no se ve

afectada.en ninguna de las cepas analizadas, lo cual indica que

el ' gene: . envy” 'nov

juegar”,ﬁni, papelk predominanter en la
termoregulac;én del ‘gen & ; S 3

Del anallsls de los datos presentados surgen dlversas preguntas:

1) jExisten m&é'ééhéé’iqueﬂseftermoregulen'en la-cepa UT5600 2.
2) El proceso de termoregulacidén jies comun en distintas cepas de

Ecoli Yy otras bacterias ?.

'3)éCual es el papel fisiolSgico de la termoregulacidn ?

Una manera sencilla de contestar la primera pregunta, es

analizar el patrén de proteinas totales por medio de geles de
poliacrilamida— SDS, de las cepas RW193 y UT5600 crecidas a 30 y
37°C.

En la figura VI.1 se presenta ei resultado de dicho andlisis.
Como se puede observar la cepa UT5600 a pesar de la mutacidn

envY aun presenta termoregulacién para varias proteinas.

El método anterior también se aplicé para estudiar si en otras

cepas bacteriana existia termoregulacidn. Las cepas que se
analizaron fueron: E.coli ATCCS637, Salmonella thypymurium,

Salmonella gallinarum vy un aislado clinico de_E.coli.

El patrdén
de proteinas totales de dichas cepas crecidas a 30 o 37° C se

presenta en la figura vI.2. Como se puede observar, todas las

cepas analizadas presentaron cambios en el patrdn de proteinas

totales, por lo gue puede decirse gue el fendmeno de

termoregulacién no es exclusivo de algunas cepas de E.coli.
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Figura VI .1. Patrén de proteinas totales de E.coli K-12. cepas
RW193 (carriles 1 y 2) Yy cepa UT5600 (carriles 3 y 4).

¥y 3) o a 37 C

Las cepas
fueron crecidas a 30° C (carriles 1
4y .

(carriles 2 vy

et

4




Figura vI .2. Patrédn de proteinas totales de distintas cepas
bacterianas crecidas a 30 o 37°C. 1 y 2, E.coli ATCC11105; 3 ¥y
4. Salmonella thypymurium; 5 y 6, Salmonella gallinarum; 7 y 8,
un aislado clinico de E.coli. Los 1,3,5,7 Yy 2,4,6
corresponden a crecimiento a 30° y 37°C respectivamente.

P
- ittt
- —~r§‘ww.r‘.r" -
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Aty by £ ¢ i et e rendy .

68



Por 1o gque respecta al posible papel fisioldgico de la
termoregulacidén, se ha sugerido gue este tipo de regulacidén es un
mecanismo gque le permite a la célula conocer si su estado es
parasitico o de wvida libre (30 ). Algunas bacterias pueden tener
distintos habitats, por ejemplo: E.coli puede encontrarse en el
suelo, sedimentos, agua y dentro del intestino humano. El1 medio
'émbiehte del intestino se 1le considéré‘ él habitat primario

b'd se caracteriza por su abundancia i de alimento b4 una

temperatura constante de 37°cC. I “ contrario, los demé&s

habitats son extremadamente ‘en - todos sentidos ¥
demandan una adaptacidn constaht‘ feélulas.
Se piensa gque la variabilidad proteinas de membrana

termoregulacién, es un respuesta

externa ocasionada por .
adaptativa a 1la difereﬁéiégvdé oémolaridad, concentracidn de
nutrientes y presencia‘dé}spétanéias inhibidoras del crecimiento,
que la célula bacteriana'enfrenta en diferentes medios ambientes.
En este sentido los estudios realizados con las porinas OmpF y
OompC coinciden con la hipsétesis anterior ’ vya gue a baijas
temperaturas Y baja osmolaridad, la porina OmpF es la méas
abundante. Esta éorina se caracteriza por permitir el paso de
substancias de mayor peso molecular que la porina OmpC. Las
condiciones bajo las cuales OmpF es méas abundante son aguellas
que E.coli enfrenta cuando ha abandonado el organismo humano, es
decir que se encuentra en medios ambientes variables y

generalmente pobres en alimento, por lo gue una porina como OmpF

es una ventaja (30 ).
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VII.Regulacién pox adcido fenilacético; Posible papel fisiolsdgico

de la penicilino amidohidrolasa.
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Se sabe que la  expresidn del gen estructural de la enzima
penicilino amidoﬁidelasé‘éé inducida por la presencia de &cido
fenilacético én-féllméaid (39).. En este sentido hemos reportado
que ésta regulacion parece ser a nivel transcripcional (43).
También se sabe queiel gen pac se regula también por represidn
catabolica (26). Los datos de secuencia nucleotidica de la regidn
reguladora de este gen, sugieren que éste presenta la
organizacisén tipica de genes que intervienen en la asimilacidn

de fuentes de carbono (43).

Todo lo anterior nos permite suponer que quiza el gen
estructural de la enzima penicilino amidohidrolasa (pac)
participe de alguna manera en la utilizacidn del 4&cido

fenilacético como fuente de carbono.

A fin de proponer un prdbable papel de la penicilino
amidohidrolasa en la wvia de utilizacidén del &cido fenilacético,
se procedidé primeramente a estudiar 1lo que se sabe sobre dicha
via .

Las Pseudomonas son capaces de metabolizar un amplio intervalo
de compuestos aromdticos. De hecho, la mayor parte de lo gue se
sabe hasta el momento acerca de la degradacidén bioldégica de
compuestos aromaticos, proviene del estudio de estos

microorganismos (8). Aungque E.coli ha sido utilizada en numerosos

estudios bioguimicos, su habjilidad para crecer en compuestos
aromdticos no ha sido bien estudiada. El hecho de que E.colji
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pueda catabolizar compuestos aromaticos no debe sorprender ya
que se ha demostrado que este tipo de compuestos provenientes de

la  degradacidn de tirosina, se encuentran en las heces fecales.
Los trabajos de Burlingame y Chapman (8) han demostrado que
E.coli es capaz. de‘metabolizar ciertos compuestos aromdticos y
utilizarlos como fuente de carbono. En la tabla VII.I se

presentan algunosyde los resultados de dichos autores.

i : L Acidos aromdticos utilizados para crecerxr. ..
Cepa de. - No.de i

E.coli’ ‘casos =~ FA 3-HFA 4—HFA 3—FP 3-3-HFP . 3-HC
B e i X I + 4 + + R
c R R T A R U + . + + Rt E e
W i + + + + L -+
K-12 a2 T+ - - + + +
NCTC 5928 - 1°" + - - + “+ +
Alslados 19. = - - - -
clinicos 5 -+ - - - - -
2 - - - - + +
8 - - - -+ -+ +
1 - + + - - -
2 + + + — - -
3 + - - + + -+
27 + + + + + +

Tabla VII.I. Crecimiento de diferentes cepas
de cultivo gue contienen distintas fuentes de
+ se observé crecimiento celular. -

de E.coli en medios
carbono.

no se observé crecimiento
celulaxr. FA= Acido fenilacético. 3-HFA= 3-hidroxifenilacético.
4—-HFA= 4-hidroxifenilacético. 3FP= 3-fenilpropidénico. 3-3 HFP=

3,3-hidroxifenilpropidénico. 3-HC= &cido 3-hidroxicinamico.

Como se puede observar en la tabla, diversas cepas de E.gcoli son
capaces de utilizar compuestos aromdticos para crecer. Tambien

se ve que existe una gran especificidad para dicha

utilizacién, pues alguna cepas son capaces de crecer en
dcido | fenilacético pero no pueden utilizar 3-hidroxi-
fenilacético.
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Las vias de wutilizacidn de fenil-propionico, 3-hidroxi-
fenilacético Y 4-hidroxifenilacético en E.coli, han sido
descritas en su totalidad y son préacticamente iguales a las
deséritas para Pseudomonas, siendo los productos finales de
estas vias son &cidos succinico ¥y pirtvico. Se ha determinado
que para realizar 1la asimilacién del 3 y 4—- hidroxifenilacético
se necesitan al menos 8 enzimas, que incluyen una permeasa, lo

via una de las mas largas descritas en E.coli
(8).

- cual. hace a esta

Por lo gue respecta a 1la via del fenilacético,

parece ser
distinta a la de los compuestos mencionados,

vya que en cepas de
Pseudomonas v E.colil capaces de utilizar A&cido fenilacético

como
fuente de carbono, no ha sido posible detectar la

actividad de

dioxigenasa que ocasiona la ruptura del anillo arom&tico y gue

es tipica de las vias degradativas del 3 y 4 hidroxifenil acético
(11).

Un hecho gue es importante resaltar es el de que la via de
utilizacidén de fenilacético ha sido mapeada en

el cromosoma de
E.colji K—-12 ¥ se ha localizado alrededor del minuto 30.4. Esta
regidén

del cromosoma se piensa dgue no posee genes esenciales
para el crecimiento en laboratorio ya

que es posible deletar 60
genere un fenotipo
sugerido dgue esta
E.goli al ser practicamente

Kb. de esta regidén sin que esto

distinto al
silvestre. Se ha

regién del cromosoma de

silenciosa desde el punto de vista de
identificacidén de mutantes, puede contener dgenes poco usuales,

es
decir genes involucrados en

funciones gque no se

han estudiado en
el laboratorio (1l1).
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De lo poco ‘que se conoce hasta el momento de la via de
utilizacién del &cido fenilacético, se sabe gue el mecanismo
es.  inducible Y se han identificado al menos dos-locus que
interyienen en esta via, donde uno de

ellos tiene gue ver ‘con el

transporte del &cido fenilacético (11).

Por otra parte se  sabe

que todo el fenilacético que

toman las células es modificado a

2-hidroxifenilacético, pero las mismas células son incapaces de
utilizar al 2-hidroxifenilacético si se coloca a éste en el
medio. Con base en estos datos, se piensa que las células toman
el &cido fenilacético del medio e intracelularmente lo modifican
a 2-hidroxifenilacético,

pero son incapaces de tomar a este

compuesto directamente del medio (11).

En este punto es importante recordar algunos datos dque sobre la

enzima penicilino amidohidrolasa se conocen; 1) Es una enzima que
se localiza en el periplasma, ¥ 2) La enzima parece reconocer al

grupo fenilo sin importar demasiado las cadenas laterales

gque se
hallen unidas a dicho grupo (capitulo II).

Dada la actividad enzimdtica de la peniclino amidohidrolasa, es
posible pensar gue ésta le permite a la célula

amplia gama de derivados del &cido fenilacético,
acido

degradar una

primeramente en
fenilacético y el radical correspondiente.
el fenilacético asi producido puede ser utilizado

carbono.

Posteriormente

como fuente de
La hipétesis anterior se ve apoyada por el hecho de que

se sabe gue la actividad medible de la

enzima pencilino
amidohidrolasa, se

haya regulada por la

temperatura (ver
Este tipo de

capitulo VI).

regulacidn hace que la actividad de
penicilino amidohidrolasa s6lo se detecte a 30°C vy no a
temperaturas mayores. Es decir en

las temperaturas dgue E.coli
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experimenta cuando no se localiza dentro del organismo humano.
L.a manera mas comin en gque E.coli abandona al organismo humano
es a través de las heces fecales y es ahi donde precisamente se
lﬁcalizan gran cantidad de compuestos fendlicos (11). Debido a
lo anterior, no es dificil pensar que la presencia de una
actividad enzimatica como Jla de la penicilino amidohidrolasa es
una ventaja, pues le puede permitir a la célula, una vez gue ha
abandonade al organismo humano, utilizar como fuente de carbono
derivados fendlicos presentes en las heces.

Lo antes expuesto sugiere una serie de preguntas:

—-:En donde se localiza el gen pac en la cepa de E.doli ATCC11105.
En plasmidos o en el cromosoma 7. o ik; .

—-:Tiene algin efecto la delecidén del gen pac dél.gepéma de E.coli
ATCC11105 en la capacidad de esta ce?a,,péra utilizar &cido
fenilacético como fuente de carbono? ‘

— Otras cepas capaces de utilizar &cido fenilacético como fuente
de carbono, (poseen actividad de penicilino amidohidrolasaZ?.

El contestar las anteriores preguntas es un algo necesario para
entender el papel gque la penicilino amidohidrolasa tiene dentro
de la economia celular. En este punto es importante recordar gue
se ha sugerido la actividad de esta enzima sobre penicilina G es
un propiedad incidental de una proteina gue en la célula tiene

una funcion totalmente distinta (17).
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VIIXI. Conclusiones generales y

perspectivas.
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tener una imagen ® m&as clara y.

permitido
del gen estructu:élidéf

Este estudio ha
completa de la organizacidn y regulacidn
amidohidrolasa. Asimismo,
es procesado el preéﬁrsor

la enzima penicilino ha pe:mitido
entender mejor la manera en gue
proteico de esta enzima , adem&s de las similitudes que hay’entre

penicilina y con serina

esta enzima con proteinas gue unen

se han publicado

proteasas.
Los resultados han sido varios. Por un lado
dos articulos en revistas internacionales como productos
directos de esta tesis doctoral. Hay también un manuscrito en
preparacidén sobre las similitudes a nivel de secuencia de
aminodcidos entre la penicilino amidohidrolasa y otras
proteinas. Existen una gran cantidad de datos experimentales
ser complementados con

sobre la termoregulacidn, los cuales al

otros datos experimentales deberd&n de tener una imagen

permitir

mas clara de este mecanismo de regulacidn.
Ademds el presente trabajo permite sugerir

cilertos caminos para futuras investigaciones con el gen pag¢c y su
se plantearan algunos

de lo anterior,

A continuacidn,

proteico.
varios enfogues para resolverlos:

producto
problemas y se propondrdan

1- Identificacidén de los residuos principales gue conforman el

sitio activo de la enzima penicilino amidohidrolasa.
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la penicilino amidohidrelasa

Con base en las similitudes de
propuesto algunos

proteasas y B-lactamasas,
participar
(¢ ver capitulo IV).
utilizar mutagénesis dirigida
© por algunos

se han

con  serina
pudieran directamente en la
Un enfoqgque

residuos que
estructuracidn del sitio activo

para corroborar lo anterior seria

para cambiar estos aminodcidos por otros similares
anterior se esperaria

similar probablemente

gue la

distintos. Con 1lo

" totalmente
substitucidén de un aminodcido por otro
aumentara o disminuyera la actividad enzimitica. El cambio de un
aminodcido por otro totalmente distinto, deberia en principioc
eliminar la actividad enzimdtica. Al enfogue anterior se le
deben aunar enfogues puramente bioguimicos como aguellos gque se
han utilizado para identificar sitios activos en serina

proteasas.
en el procesamiento

Identificacidén de los genes involucrados

2
del precursor proteico de la penicilino amidohidrolasa.
Con el fin de identificar el o los genes gue intervienen en la
maduracién del precursor proteico de la enzima penicilino
amidohidrolasa, seria recomendable la utilizacidn de cepas
mutantes que no produzcan las enzimas SPAsa I y SPAsa II (ver
analizar si en las cepas

anticuerpos,

el procesamiento del precursor.

capitulo V) y por medio de
mutantes hay algiin cambio en

Dependiendo de los resultados
necesario complementar los datos con experimentos

gue se obtengan, quizds seria
in wvitro, peor
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" obtengan cepas dgue no produzcan la enzima por

medio . de las enzimas SPAsa I y IXI purificadas y ‘el precursor

radioactivo producido por un sistema acoplado de
transcripcidén—traduccidén.

Si con el enfogue anterior mno se logra identifiéaf[él‘o los genes

que intervienen en el procesamiento, ' se Ciintentar una

mutagénesis gquimica generalizada, para - cual . .se. recomienda
utilizar una cepa gue lleve al gen pac 'enzplasmidos multicopia,

ésto con el £in de evitar gue al realizar = la mutagenesis se

mutaciones en el

propio gen pac. Después de la mutagenesis, se seleccionarian

aquellas colonias gue ya no produzcan a la enzima, y por medio de

anticuerpos seria posible identificar a las gque acumularan el

precursor.

3~ Probable papel del gen pac en el metabolismo celular.

Al poder contar con el gen pac clonado en plasmidos

malticopia, es posible obtener una delecién de dicho gen en la

cepa ATCC11105. Después de obtener ésto, se podria investigar el

fenotipo generado, especialmente en cuanto a la asimilacidén de

&cido fenilacético.

En este mismo sentido, otra pregunta interesante es la de ddénde

se localiza el gen pac, es decir si en la .cepa ATCCl1105, el gen

se encuentra en plé&smidos o en el cromosoma. Una manera sencilla

de contestar dicha pregunta es po:> medic' -de la +técnica de

Southerns. Si se obtiene que el .gen se localiza en el cromosoma,

seria recomendable mapearlo. ‘Poriotro” lado si los resultados

indican que el gen prac se .| encuentra en un elemento
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extracromosomal como un pldsmido, seria interesante estudiar méds
profundamente dicho plasmido para conocer ~gue otros genes se

encuentran en &l.

4— Sobreproduccidén de la enzima..

Con base en la literatura, reé evidente gque E.coli es un
-microorganismo que no puede secretar grandes cantidades de
penicilino amidohidrolasa (33,42). Si se deseara sobreproducir
la "enzima en grandes cantidades, seria recomendable utilizar
otros sistemas de expresidn, tales como Bacillus o Streptomyces,
aungue en &stos sistemas no se sabe si el precursor de la enzima
se procesaria adecuadamente. Ahora bien, si soélo se desea
incrementar un poco la produccidn de la enzima, las estrategias
de cambio de regiones de regulacién Yy seleccién de mutantes en

E.coli es lo mds recomendable.

Por ultimo gquisiera hacer hincapié en gue si bien el gen pac
presenta cierto numero de particularidades, también presenta una
gran similitdd con otros genes cuyos productos intervienen en la
asimilacién de fuentes de carbono, sobre los cuales hay gran
cantidad de informacidén, tales como los operdnes de Lac o Gal.
Debido a ésto considero, que por el momento, las preguntas gue se
deben tratar de responder son aguellas dgue sean novedosas, es
decir preguntas relevantes para el entendimiento de aspectos

propios del gen pac como seria el procesamiento del precursor,
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la termoregulacidn, regulacion por &cido fenilacético y su papel

(si tiene alguno) dentro de la via de asimilacién de este A&Acido.
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SUMMARY

Penicillin acylase (PA) is an industrial enzyme that is used to convert penicillin G into a precursor for
semisynthetic penicillins. We have cloned a segment of DNA that codes for the two subunits required for PA
activilty. We also report the nucleotide sequence of a DNA fragment that codes for (i) the small subunit, (ii) the

N-terminal region of the large subunit and (iii) a putative connecting peptide. Theseresults confirm the existence
of a common preccursor for both peptides.

INTRODUCTION subunits of 20.5 and 69 kDal (Bock et al., 1983a).

These peptides are appuarently produced from a

Theenzyme PA catalyzes the hydrolysis of benzyl- precursor peptide, after proteolytic cleavage (Bock

penicillin to give phenylacetic acid and 6-APA, the et al., 1983b). For many eukaryotic enzymes and

latter being a key intermediate in the production of hormonecs, onc or moreinternal proteolytic cleavages
semisynthetic penicillins (Lowe et al,, 1981). The

are required for full activity (Steiner, 1976). To our
knowledge, however, this mechuanism has only been
described in prokaryotes in the case of PA from
Escherichia coli ATCC11103 (Bock et al., 1983a,b).

To understand better this novel processing mecha-

active form of the enzyme consists of two different

* To whom correspondence and reprint requests should be
addressed. at Apartado Postal 70479, Méaico 04510 D.F.

nism at the molecular level, we have cloned the pac
(Mexico). gene and determined the nt sequence of 2 region that
codes for the 20.5-kDal subunit, as well as the first

Abbreviations: aa, amino acid(s };: 6-APA, 6-amino penicillanic

acid: bp, base pair(s s DM BA, pudi hylaminobernealdehyde: 7.8 N—u‘:.rmm.sl aa of the 69_-kDal stxbuml. The pos-
kb, 1000 bp: LB. Luria broth: nt. nucleotide(s): ORF. opcn sible existence of a connecting peptide between both
reading frame; PA. penicillin acylase; pac. E. coli gene coding for subunits and the processing steps involved in the
PA; SD. Shine—Dalgarno. formation of the enzyme, are discussed.

0378-1119/85/S03.30 © 1985 Elscvicr Science Publishers
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MATERJALS AND METHODS
(a) Bacterial strains, plasmids and phages

E.coli ATCCI11105 and Serratia marcescens
strains were obtained from the American Type Cul-
ture Collection, U.S.A. E. coli HB101 was described
by Boyer and Roulland-Dussoix (1969). Bacterio-
phage M13mp8 and M13mp9 and their permissive
host JM101 (Messing et al., 1981) were obtained
from P. Seeburg. The cloning vehicle pBR339 is a
deletion derivative of pBR329 (Covarrubias and
Bolivar, 1982), that Jacks the g-lactamasc gene (F.B .,
unpublished results).

(b) 6-APA assay

(1) Qualitative bioassay

E. coli colonies carrying the pac gene grown in LB
agar plates, were inoculated with 5 ml of soft agar
overlay containing 1 mg 'm! penicillin G and 0.5 ml
of an overnight culture of the 6-APA-sensitive, peni-
cillin G-resistant strain S. marcescens ATCC27117.
Expression of pac gene resulted in growth inhibition
of the 6-APA-sensitive strain (Schomer et al., 1983).

(2) Quantitarive assay

Initial rates of 6-APA formation were determined
based on the condensation of this miolecule with
DMBA as described by Balasingham ct al. (1972).

(c) DNA manipulations and sequencing

Isolation of DNA from E. coli ATCC11105 was
performed as described by Marmur (1961). Diges-
tion of plasmid and phage DNA with restriction
endonucleases was carried out as described by
Bolivar and Backman (1979). Ligation of DNA
fragments, transformation and transfection of com-
petent cells were carried out as described by Cohen
et al. (1972) and Messing etal. (1981).

Procedures described by Heidecker et al. (1980)
and Messing et al. (1981) werc used to determine the
nucleotide sequence of the various restriction frag-
ments cloned in M13 derivatives, using the Sanger
dideoxy chain terminator method.

RESULTS AND DISCUSSION
(a) Cloning and mapping the PA structural gene

To clone the pac gene, DNA from E. coli
ATCCI11105 was digested with £coRI, ligated to the
EcoRl-cut cloning vehicle pBR339, and transformed
into the E. coli HB101. In this manner we isolated
the hybrid plasmid pPA2, that carries a 7.5-kb
genomic DNA fragment. Mayer et al. (1979) have
previously cloned the pac gene of E. coli ATCC11105
and subsequent subcloning experiments allowed
them to loculize this gene to a 8-kb £coR! DNA
fragment. Cells carrying pPAZ inhibited the growth
of 8. marcescens suggesting the presence of the pac
structural gene in the cloned DNA fragment. This
result was confirmed by measuring the formation of
6-APA in cell cultures using the DN BA method.

To further localize the pac gene on the DNA
insert, we constructed a more detailed restriction
map of plasmid pPA2 (not shown). Based on these
daty, another plasmid derivative (pPA4), was con-
structed, which carries a AHindlll DNA segment
from pPA2, of approx. 3 kb, inserted at the AindIll
site of pBR339. This plasmid also expressed pac as
demonstrated by the bioassay and DMBA methods.
However, since expression could not be induced in
pPPA4 by phenylacetic acid (Casas, 1981), we pre-
sume that the regulatory sequences for the pac gene
(i.e., the pac promoter), were l0st in the construction
of this plasmid. These results are also in agreement
with those reported by Mayer et al. (1977).

Based on a dectailed restriction map of pPA4, a
scrics of derivative plasmids were constructed by
EcoRI linker mutagenesis and deletions of desired
restriction fragments (Fig. 1). These experiments
enabled us to localize the pac gene into a region of
approx. 2300 bp. between the AHindlll and Smal
sites (coordinates 3.8 to 1.3 in pPA4, Fig. 1).

(b) Partial nucleotide sequence of the pac genc and
its analysis

The idea that certain regulatory signals were lost
during the construction of pPA4, is consistent with
transcription of this gene proceeding from the
HindIll to the Smal sites (coordinates 3.8 1o 1.3;
Fig. 1). Using this information, we decided to deter-
mine the nt sequence of the Hindlll-Bgl/ll DNA
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Fig. 1. A detailed restriction map of pPAS, sequencing strategy und mutant derivatives. Only the positions of relevant restriction enzyme
cleavage sites are shown. The thick linc represents the ¢loned DNA fragment from E. coli ATCC11105 and the thin one the pBR339%
vector. Continuous arrows represent the transcripis. Coordinate numbers are given in kb. The different DNA fragments cloned in phage
M 13 derivatives arc indicated by dashed arrows, as well as the direction and extension of the nt sequence obtained. Plasmid p4PA7T
is a derivative from pPA4J resulting from the delction (broken line) of a Mpal {rugment. Plasmids pPA 10, pPA% and pPA9 are EcoRI
linker insertion derivatives from pPAA4. Finally, plasmid p1PA 30 resulted from deleting a Bam HI-Bglll fragment in pPA4. PA enzymatic

activity for cells carrying these plasmids is also indicated by symbols + and -.

fragment (coordinates 3.8 to 2.6; Fig. 1) of plasmid
pPA4. A detailed restriction map of this plasmid
together with the strategy used to determine the nt
sequence of this DNA fragment is shown in Fig. 1.
Analysis of the sequence (Fig. 2) revealed the pres-
ence of an ORF beginning with an ATG codon 52
bp from the end of the FindlIll fragment.

It has been previously shown that the N-terminal
sequence of the 20.5-kDal subunit of PA begins with
aa residues Glu-GlIn-Ser-Ser-Ser and that the aa
sequence of the 69-kDal subunit begins with
Ser-Asn-Mect-Trp-Val residues (Brtning etal,
1984). As shownin Fig. 2, both of these aa sequences
are encoded on the 3.5-kb insert of pPA4. These
sequences arc located at positions 27 to 31 and 290
to 294, respectively.

Since PA is located in the periplasmic space of
E. coli (Casas, 19581; Mayer et al., 1979), a precursor
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to the enzyme should possess a signal that permits
its transport into this space. Preceding the N-termi-
nal e¢nd of the 20.5-kDal subunit, a putative signal
peptide as well as other interesting features can be
found (Fig. 2). A comparison of this proposed signal
peptide with others reviewed by Perlman et al.
(1983), revealed that this putative exporting peptide
is the largest observed for a prokaryotic protein (26
aa). Following established criteria (Perlman and
Halvorson, 1983). the central hydrophobic core of
this signal peptide (aa position 7 to 20) is again the
largest reported to date, consisting of 14 aa. Our
proposed sequence micets most of the criteria for a
core sequence enumerated by Perlman and Halvor-
son (1983). For example, the proposed PA signal
peptide has two arginine residues at positions < and
6 and one lysine residue at position 2 (Fig. 2). It also
contains highly conserved alanine residues at po-
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Hind1l1-Bgl1l fragment (coordinates 3.8-2.6 in Fig. 1), The complete nt sequence for the

horizontal arrows. The possible processing signal region for the 69-kDal peptide is underlined with a dashed line.

Dal peptide is shown with the (SD) core sequence boxed. The putative signal peptide is underlined and the processing site is

indicated by a vertical arrow. Reported N-terminal sequences for the 20.5-kDal and €9-kDul peptide subunits are underlined by

sitions 24 and 26. The most frequent proteasc
(signal) cleavage sequence, Ala-X-Ala, is also pres-
ent in this signal peptide. The collective observations
above strongly support the hypothesis that this pep-
tide is the signal peptide that allows the transport of
the intact PA precursor to the periplasmic space.

A ribosome-binding site for PA can be located
four bp upstrcam from the initial ATG codon
(position 1, Fig. 2). The spacing between the SD
core sequence, and the first ATG codon is unusual
for most E. coli genes, however, such spacing has
been reported in the case of the rpo4 gene (Stormo
et al,, 1982).

The fact that two PA peptide subunits are pro-
duced from a common precursor (Bock et al.,

19834a,b), implics the presence of at least one
additional proteolytic cleavage site besides the one
required to cleave the signal peptide. One of these
proteolytic cleavages could occur between residues
threonine and serine (positions 289 and 290, Fig. 2),
1o give rise to the large PA subunit. An analysis of
the aa sequence preceding the 69-kDal peptide
reveals the sequence Leu-Ala-Gly (Fig. 2). This se-
quence has been identified in the E£. coli lipoprotein
as the signal for proteolytic cleavage with hydrolysis
occurring before the additional cysteine residue
(Watson, 1984). A similar signul sequence is also
present in the RBacillus licheniformis penicillinase
gene. In this case, the proteolytlic cleavage site is
located 7 aa ufter the signal, and the processed
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Fig. 3. Amino acid homologies between four penicillin-binding proteins of £, coli (1A, 1B, 3 and 5; Keck et al, 1985). and the

corresponding region of the small subunit of PA. The PA aa sequence extends from the methionine residus

position 168, 1o the lysine

residue, position 191, in Fig. 2. The conserved serine residuc observed in all penicillin-binding proteins is located at position 177 in the
small subunit of the PA.

protein starts, as in PA, with a serine residuce
(Watson, 1984). A similar scheme could be involved
in the processing mechanisms of the PA 69-kDal
subunit. It is interesting that after the sequence
Leu-Ala-Gly, a cysteine residuc appears in both
cases cited above, and a tyrosine residue appears in
the PA. These aa can be easily substituted by a single
base transition (TAT to TGT) in the DNAL
Several groups (Bock et al.,, 1983a; Muayer et al.,
1979) have described a small PA subunit of approx.
20.5 kDal. A polypeptide of this size would place the
C-terminal region of this subunit around aa position
200 in Fig. 2. Between this putative C end, and the
beginning of the 69-kDal subunit there are approx.
90 aa. At lcast two possible hypotheses can be
argued to explain thuse observations: (1) the small
subunit may exhibit anomalous migration on SDS-
polyacrylamide gels, and its reul M, is about 31 000;
or (2) a connecting peptide exists between the two
subunits and it is removed post-transiationally. We
favor the latter option since several species of active
PA can be found, after isoelectric focusing, suggest-
ing that these differences arise from a proteolytic
attack (Kutzback and Rauenbusch, 1974).
Examination of the nt sequence preceding the
proposed first ATG codon (52 bp) of PA did not
reveal any obvious promoter region. As we previ-
ously menuoned we believe that these regulatory
regions were deleted during the construction of plas-
mid pPA4. The fact that the pac gene is inducible by
phenylacetic acid in cells carrying pPA2 plasmid,
and is not (not shown) in cells carrying plasmid
pPAA4, supports this assumption. Thus, the pac gene
inserted in plasmid pPA4 is probably transcribed
from a promoter created during its construction.
Keck et al. (1985) have reccently compuared the aa
sequence of the active site of various penicillin-

binding proteins from E. coli K-12. A comparison of
these reported sequences to the aa sequence of PA
reveuls some interesting similarities (Fig. 3). These
similarities (which are not extensive between the
reported peptides) include a serine residue which is
strongly conserved for all (position 177, Fig. 2), and
suggest that the 20.5-kDal PA subunit is the one
involved in penicillin binding. This notion is sup-
ported by studies which show that the specificity of
PA for its substrate can be affected by replacing a

specific methionine (Fig. 3) with other aa (Williams
and Zuzel, 1985).

Finally, many relevant questions remain to be
answered about the pac gene and of its products
processing. In particular, it will be interesting to
know if the processing mechanism. which produces
both peptide subunits from a common precursor, is
unique for the PA or whether it is 2 more general
mechanism found in many prokaryotic systems,
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SUMMARY

Penicillin acylase is utilized in the enzymatic production of semisynthetic penicillins. The enzyme is composed
of two different subunits that originate from a common precursor. The partial nucleotide (nt) sequence of the
structural gene has been published. This paper reports the nt sequence of the regulatory region of this gene,

the identification of a functional promoter, the transcriptional start point, and the description of possible
regulatory regions.

INTRODUCTION Shaikh, 1976). Our group and others have reported

the cloning of the pac gene (Oliver etal., 1985;

Penicillin  acylase (PA) from Escherichia coli Mayer ctal., 1979; Dorectic et al., 1984) and its

ATCC11105 catalyzes the conversion of penicillin G partial nucleotide scquence (Bruns et al., 1985;
into phenylacetic acid and 6-APA, which is the Oliver et al,, 1983).

starting compound for the industrial production of
semisynthetic penicillins (Lowe et al., 1981). From regulatory region of this gene, the identification of a
the academic point of view, the enzyme and its functional promoter, the transcriptional start point,
structural gene possess several interesting features. and possible CRP binding sites.

For exampile, the mature enzyme is composed of two

dissimilar subunits which originate from a common

In this paper we report the nt sequence of the

precursor via a complex processing mechanism MATERIALS AND METHODS

(Bock et al., 1983; Bruns et al.,, 1985; Oliver et al.,

1985). Also, the expression of the PA structural gene (a) Plasmids and phages

(pac) is under several regulatory controls such as A

temperature, oxygen level, cAMP control and Bacteriophage M13 strains mp8 and _mp9 and
phenylacetic acid level (Casas, 19S1; Gang and their permissive host JM101, were obtained from

P. Secburg. Plasmids pPA2 and pPA4 carrying the
pac gene have been described previously (Oliver
et al., 1985).

* To whom correspondence and reprint requests should be
addressed, at Apdo. Postal 70479, Méaico D.F. (Mexnico).
Abbreviations: 6-APA, 6-aminopenicillanic acid: bp, base
pair(s); Cm, chloramphenicol; CRP, cyclic AMP recepror
protein; DMBA, p-dimethylaminobenzaldehyde; nt. nucleo- . . Y

tide(s); MI medium, sce MATERIALS AND METHODS, Al enzymes were obtained from New England
section e; nt. nucleotide(s); PA, penicillin acylase; pac. E. coli Biolabs and [z-*°P]dATP was obtained from
gene coding for PA; Te, tetracycline. Radiochemical Center (Amersham).

{b) Enzymes and radiochemicals

0378-1119/6/503.50 & 1986 Elscvier Scicnce Publishers B.V. (Biomedical Division)
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(c) DINA synthesis, sequencing and sequence ana-
1ysis

Previously described procedures (Heidecker et al..
1980; Messing et al.,1981) were used to determine
the nt sequence of various restriction fragments
cloned in M13 derivatives by the dideoxy chain
termination method. A DNA fragment 2] nt long
was synthetized according to the phosphotriester
method (Itoh et al., 1982). A computer scarch for
likely promoter sequences was performed using the
method described by Mullingan et al. (1984). A
variation of this method was used to find possible
CRP-binding sites using the reporied consecnsus
sequence (De Crombrugghe et al., 1984).

(d) RNA purification and primer extension

Messenger RINA was purified {rom stationary
phase bacterial cultures by the hot-phenol method
described by Young and Furano (1981). Primer
extensions were routinely performed by using 50 ug
of total RNA and 1 pmo!l of the pac gene specific
primer. Hybridization and extension reactions were
carried out according to Leon et al. (1985).

(e) Assay of penicillin acylase activity

E. coli strain ATCC11105 carrying plasmids
pPA2 and pPA4 was grown at 30°C in M1 medium
(Schomer et al., 1984) or MI plus phenylacetic acid
0.1%,. The initial rates of 6-APA formation were
determined based on the condensation of this

molecule with DMBA as previously reporied
(Balasingham ct al., 1972).

RESULTS AND DISCUSSION

(a) Localization of the regulatory region of the pac
gene

Previous studies have shown that the pac-coding
region is located between Hind1ll and Smal sites in
plasmids pPA2 and pPA4 (Fig. 1). In pPAZ2, the pac
gene expression is inducible by phenylacetic acid,
while in pP.AJ4 it is constitutive (Oliver et al,, 1985).
In order to localize more precisely the regulatory
region of the pac gene, we constructed plasmid
pP.A25, as shown in Fig. 1. In this plasmid the pac
cxpression is still inducible by phenylacetic acid
(Fig. 1). These results strongly suggest the presence
of the original regulatory region in pPA2S.

(b) Nucleotide sequence of the regulatory region

A restriction map and the strategy used for the
sequencing of the regulatory region of the pac gene
is presented in Fig. 2. Fig. 3 displays the nt sequence
obtained. This sequence extends by 328 bp towards
the 5’ -end, the one previously reported by us (Oliver
et al, 1985), and by 236 bp, the sequence reported by
Bruning etal. (1984). The comparison of our
sequence with the onc reported by Bruns et al. (1985)
showed a totul discrepancy in the DNA region 57 to
the Hindlll site (sce Fig. 1. and position —22 in
Fig. 3); however, our sequence coincides with the 94
nt presented by the same authors elsewere (Bruning

et al., 1984). Based on these date, we believe that our
sequence is correct.

{c) Transcriptional start point and promoter locali-
zation

The transcriptional start point of the pac gene was
determined by primer extension. using a synthetic
Fig. 1. Localization of the regulatory

region of the pac gene. Plasmids pPAZ2 and

pPA3 have been described previously

{Oliver et al., 1983). Plasmid pPA25 is a

deletion derivative of pPA2, which lacks a
Tag paeLizion 3.8-kb DNA fragment between the two
..\:_, ».\u x;;n mea e - m{-:_;x_: il s 3 Asullsites. The plasmids were transformed
oPh 2 AP A——— . rosLsrT ez into the E. cali strain ATCC11105, and PA
: pree o we activity was measured in cclls grown in
-t T ... . feanr - media with or without phenylacetic acid
on 2y Vi T o . ! e b (sec MATERIALS AND METHODS,
PATTIE AT section e). The arrows indicate plasmid-
coded products. Only the chromosomal
ot a1
R = 4

epeTinmia

DNA region (heavy line) is drawn to scale,
and relevant restriction sites arc indicated.
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P . Fig. 2. Strategy for subcloning and se-
PR 0.5 $D0 N0 69 LDa quencing (half-arrows) the pac regulatory
- L= ""\\\ region. A partial restriction map of plasmia
s~ woeT — N rees PPA2, for the relevant region, is shown.
= - The DNA fragments were cloned as blunte
ended fragments in the M13 vectors. Full
—— arrows indicate plasmid-coded products.

The heavy line indicates chromosomal
DNA.

DNA primer that hybridizes at positions 62 to 82
{see Fig.3) and RNA isolated from strain
ATCC11105 carrying plasmid pPA2 grown on 0.1%,
phenylacetic acid. The result of one such experiment
is shown in Fig. 4. The size of the reverse transcrip-
tase product was 90 + 1 nt. This result localizes the
transcriptional start point (+ 1) 30 + 1 nt from the
translational start point (see Fig. 3). When the same
experiment was done using RNA isolated from
strain ATCC11105 without plasmid, the observed
band was less intense (data not shown).
Inspection of the nt sequence upstream from the
transcriptional start point reveals a putative — 35
sequence TAGATA, which is identical in four out of
six positions with the consensus sequence (TTGA-
CA). The putative — 10 sequence TAGTAT has four
identities with the consensus (TATAAT) (sec
Fig. 3). The distance between the proposed — 35 and
— 10 regions is 17 bp, the optimal distance for pro-
moter activity. It is important to note that using the

algorithm developed by Mullingan et al. (1984) for
promoter search, this promoter gets a high score.

"(d) Analysis of the nucleotide sequence preceding the
pac gene

PA synthesis is apparently subject to catabolite
repression mediated by cANMP and the cAMP recep-
tor protein CRP (Gang and Shaikh, 1976). Two
potential CRP binding sites were found at nt coordi-
nates — 120 to — 100, and - 78 1o — 58. Both sites
arc homologous with the consensus sequence and
their positions with respect to the transcription ini-
tiation site are — 68/ — 69 and - 109/~ 110, respec-
tively. In this sense the reported distances of CRP-
binding sites liec between - 106/- 107 and
- 36/ —37. Using these criteria, both sequences are
potentiul CRP-binding sites. The presence of two
CRP-binding sites has been observed in other cases,
like lac, ara, cat, where one site is the primary binding

GOOTTACOCADGOA0CATOTOAOTOAACTATOO0COOSOTOTTOOTAKATAZTOCCTOTCTD

-3:5 -328

OATTCOAAAATTOCTACAAAATCCAACCATAAAAGTCOTTTACAACATATTTITTICTGATTTACATACAGATALTGACCTO

-283 -263 -240 -223
ABCTOTCTCTCTOO0DATCATCATCTATOCOT TeToT TAGAAAIAARATZATICAGEOGTG
-200 -182 -160
A -— .

Py — e e ettt
AATAAAGCOATTCOTTTFTAGATCACAT TAATOAAATTTTYOTATCAAAAATTAGT TATCGCOCTCACADTTCATAATOA

-1228 -103 -83
-3 -10

P — ag
AACAATTCTETOCAMNTADAT AMACCOAADCTTEOT IO AOTATEAATTCOSTAAT TATACACCTOCCAGARGOATACA
£ 2 LRERIASIIA "
-&3 -20

o

-2

Fig. 3. Nuclcotide scquence of the regu-
latory region of the pac genc. The 381 bp
preceding the initiation ATG codon of the
pac gence arc presented. Heavy bars (A and
-383 B)indizate two putative CRP binding sites.
The broken line indicates the zone where
the synthetic oligodeoxynucleotide hybrid-
-69 izes in the primer extension cxperiments.
Divergent arrows indicate palindromic
sequences. A functional promoter (boxed).
the identified transcriptional start-point
( + i~), and a putative ribosome-binding

ATO AAA AAT AGA AAT COT ATO ATC DTO AAC TOT QTT ACT OCT TCC CT0 ATG TAT TAT 700
Het Tyr Tyr Tre

Met Lym Aun Arg Aen Arg Met Ite Val Aan Cys Val Thr Ala

site (RB), are also indicated.
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Fig. 4. Primer exiension mapping The *P.labeled DNA
synthesized by reverse trancriptase was scparated in a 20°,
polyacrylamide gel. Lane | shows the primer extension product.
Lanes 2-5 show the M1i3mp9 DNA scguence (C, T, A and G.
respectively) that was used as an Af, marker

site. Although there is no evidence that secondary
sites are essential for transcription activation, they
may participate in the search by CRP for the main
site (De Combrugghe et al., 1984).

Another interesting feature found in this nt se-
quenceis the presence of three imperfect palindromic
sequences centered at positions — 86, — 19/ - 20 and
+ 3/+4. As can be seen in Fig. 3, onc of thesc
sequences lies between the two putative CRP
binding sites, and the other ones are located around
the ‘Pribnow box’. At present, we do not know
whether these sequences could be the recognition
sites for regulatory proteins; however, it is known
thatin E. colithe puc gene is under negative control
(Mayer ct al, 1979). Similarly located palindromic
sequences localized within different promoters have
been identified as part of opcrators (Bennet and
Yanofsky, 1978). In order to determine which
sequences are actually involved in the regulation of
this gene, we are performing mutagenesis experi-
ments in this DNA region.
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