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I. PROLOGO Y JUSTIFICACION. 

Las penici:iinassémisintéticas son hoy en di.a J.osantibióticos más 

util.izados en el. mundo, principal.mente en paises en ·vías de 

desarrol.l.6 con al.tos índices de infecciones bacterianas. La 

producción industrial. de estos antibióticos se basa en l.a 

util.ización del. ácido 6-aminopenicil.ánico (6-APA). Este se 

produce a nivel. industrial. principal.mente por l.a acciónde l.a 

enzima penicil.ino amidohidrol.asa (PAC) sobre l.a mol.écul.a de l.a 

penicil.ina G.Al. considerar que en l.984 se produjeron al.rededor de 

2,500 tonel.atlas de 6-APA es evidente que l.a enzima 

penicil.ino 

industria. 

amidohidrol.asa es de gran importancia pa.ra l.a 

Lo anterior ha conducido a l.a real.ización 

de investigación. 

fueron destinados 

Los estudios real.izados en una pr.imer~·· .. :~t'iOlpa:·, 
a entender y resol.ver al.gunas· de <cios 

probl.emas encontrados al. tratar de producir y purificar grandes 

cantidades de 1.a enzima. Inevitablemente estas ·primeras 

investigaciones condujeron a 1.os aspectos puramente básicos, 1.os 

cua1es demostraron que esta enzima es hasta e1 momento un modelo 

especial. en varios sentidos; Por ejemplo: 

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

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

mismo precursor. 

b) La presencia de esta actividad enzimática no confiere ninguna 

resistencia a penicil.inas al. microorganismo portador. 
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Al. tratar de obtener una visión general del campo, uno de los 

primeros elementos que se hace evidente es que la in:formación 

sobre eSta enzima, se haya diseminada en diferentes tipos de 

revistas y 1as revisiones que existen se abocan en su mayor~a a 

los aspectos de interés industrial. 

por las cuales el presente trabajo, 

para optar por el grado de Doctor 

Esta es una de las razones 

que se presenta como tesis 

en Investigación Biomédica 

Básica, tuvo como parte de sus objetivos el conjuntar la 

información publicada que fuera necesaria para intentar 

comprender a esta enzima desde los puntos de vista enzimático, 

genético y fisiológico. 

Además de la realización de una revisión bibliográfica, el 

presente trabajo se abocó a tratar de contestar una serie de 

preguntas 

diferentes 

relevantes para e1· m~jo~ entendimiento de 1a enzima a 

niveles. Para l~gr~r lo anterior se plantearon los 

siguientes objetivos: 

l.) Clonar y determinar la secuencia nucleotidica del.. gene 

estructural de la enzima penicilina amidohidrolasa y de las 

regiones adyacentes s• y 3' 

2) Conocer la organización del gen, al definir regiones 

estructurales y regiones reguladoras. 

3) Proponer y definir posibles elementos y mecanismos 

reguladores. 

4) Buscar similitudes a nivel de secuencia de aminoácidos, de 

la enzima penicilina amidohidrolasa con otras proteínas, en 

particular otras acilasas y enzimas que unen penicilinas. 
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5) Con base en lo anterior;,- proponer residuos de aminoacidos 

ciaves para ia actividad enzimática. 

6) Correiacionar ia actividad de la penici1ino 

arnidohidroiasa con ei metabo1ismo generai bacteriano. 

La manera en que se presenta ia información en este trabajo 

es un poco distinta a ia usuai, ya que se ha estructurardo en 

capítuios independientes. E1 primer capítuio trata 

exciusivarnente de una revisión bib1iográfica sobre distintos 

aspectos de la enzima corno son: producción, purificación, 

mecanismos de reacción, etc. Los· demás capítu1os presentan 

primordia1mente ios resuitados obtenidos en ei transcurso de 

ias investigaciones reaiizadas durante ei doctorado. Un aspecto 

que no se inciuyó en este escrito es ia descripción de ios 

metodos seguidos para ia cionación y secuenciación de1 DNA, 

para ia medición de actividad enzimática y otros métodos 

particuiares. Esto se debe a que esta meodo1ogía se ha descrito 

en 1os dos artícuios pub1icados que se incluyen como parte de 

esta tesis (ver capituio IX). 
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a. Introducción. 

Las penicilinas semisintéticas continúan siendo en 1a actua1idad 

tratamiento de 1os antibióticos más baratos y efectivos para 

numerosos tipos de infecciones bacterianas 

e1 

que afectan 

pob1ación humana. Este escenario se ha mantenido aún a pesar 

a 1a 

de1 

Este 

dos 

surgimient~ de nuevos antibióticos como 

dominio de 1as penici1inas se debe 

1.as cefal.osporinas. 

principa1mente a 

factores. E1 primero es e1 costo e1evado de 1as cefa1osporinas. 

E1 otro factor es que se ha introducido en el. mercado un nuevo 

tipo de medicamentos, 

semi sintéticas con e1 

que 

ácido 

combina a 

cl.avul.ónico; 

1as 

e1 

penici1inas 

cua1 es un 

potente inhibidor de 1as ¡¡-1actamasas, enzimas que 

confieren a 1.as bacterias resistencia a 1.as penicil.inas. De esta 

manera aque11as cepas bacterianas resisitentes a penici1inas, son 

nuevamente suceptibl.es. 

Todas las penicil.inas semisintéticas se derivan de1 ácido 6-

aminopenici1ánico (6-APA), e1 cua1 se obtiene en 1a industria 

principalmente por la hidro1isis de la penicilina G. Existen dos 

métodos para generar el. 6-APA a partir de penicilina G; el 

químico y 

costo de 

el enzimático. 

los derivados del 

En la actualidad, 

petróleo que 

y debido al elevado 

se utilizan para el 

proceso químico, 1a mayoría de las industrias utilizan la vía 

enzimática. 

El proceso enzimático para 

penicilina G, 

penicil.anica o 

se basa en 

penici1ino 

la obtencion de 6-APA a partir de 

la utilización de 1a 

amidohidrolasa, para 

enzima amidasa 

hidro1izar 1a 

mo1écu1a de penicilina (Fig.II.1). 
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Figura rr.1. Esquema de la acción de la enzima penicilina 

arnidohidrolasa sobre la molécula de penicilina G. 

/ 
PENICILINA G 

ACIDO FENILACETICO 

ACIDO 6-AMINO PENICILANICO 
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Si bien esta actividad enzimática se encuentra ampliamente 

distribuida entre los microorganismos, es evidente que la enzima 

aislada de E.coli ATCC l.1105 o ATCC 9637. es la más ampliamente 

estudiada y utilizada (17,22}. En esta sección se pretende dar 

una visión genera1 las propiedades de, e~~~ eJ1~:{ma en particular. 

b. Clasificación. 

Las primeras clasificaciones de las pe.n1:cilin6amido 

hidrolasas se realizaron con base en los organismos de donde se 

aisl.aron. ( 17) • Sin embargo, recientemente se ha sugerido una 

clasificación más precisa y que se basa en la acción preferencial 

de la enzima sobre determinado substrato (38), por ejemplo: 

benzi1penicilino (penicilina G) amidohidrolasa, Tipo I 

feno:x:imetil (penicilina V) amidohidrolasa, Tipo II; y Tipo III 

las D(-)-""'-aminobenzil penicilina (ampicilina) amidohidrolasa. 

En la tabla II.l se presenta una lista de algunas de las enzimas 

descritas en la literatura, incluyendo las patentes. como se 

puede observar en dicha tabla, esta actividad enzirnatica se 

encuentra ampliamente distribuida entre diversos 

microorganismos. 

c. Métodos de ensayo. 

El método mas especifico para medir la actividad enzimática es 

el de la determinación de la velocidad de formación del 6-APA a 

partir de un substrato como penicilina G o penicilina V. Con este 

fin se han disefiado diversos métodos tanto cromatográficos, 

espectrofotométricos o que se basan en el uso de radioactividad 

(10). En la actualidad el método más utilizado es el que se basa 
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TABLA :r::r:.1 Microorganismos productores de penici1ino 

amidohidro1asas descritos en patentes (2). 

Compafíia 

Bayer 

Beecharn 

Beecharn 

Squibb 

Pfizer 

E1i Li11y 

Biochernie 

Biochemie 

Kyowa Hakko 

Kyowa Hakko 

Takeda 

Novo 

Organismo 

Escherichia co1i 

ATCC 11105 y 9637 

Streptomyces lavendulae 

Achrornobacter §.lk-

Bacillus megaterium 

Proteus rettgeri 

Actinoplanes .e..r;L_ 

Fusarium ~ 

Bovista plumbea 

Kluyvera citrophila 

Pseudomonas melanogenum 

Especies de Mycoplana. 

Proarninobacter, Aeromonas. 

Xanthomonas y Acetobacter 

Bacilos Granun negativos 
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en la reacción del grupo amino libre del 6-APA con el reactivo 

p-dimetilaminobenzaldehido (FABA), para formar una base de 

Schi:f:f coloreada, la se cuanti:f ica por su 

absorbencia a 415 nrn. Esté ensayo-puede hacerse en la presencia 

del substrato siempre . y cuarido'' .este 'no contenga grupos amino 

libres (2). ·':':__' 

Recientemente se ha.····.· ~e;bi-t:'~do el uso de HPLC para separar el 

ácido :fenilacético' .que::; ·se. ·--:':1.:Lb.,;ra de la hidrólisis de la 

penicilina G·i?a:r:::2él.·::.~·nzi~a (12,40). Este último método permite 

utilizar .·como :~u~·~:tr~t~-. f'en.iiacetamida o derivados de aminoácidos 

:fenilacet.i1a:dJ·5~ 
. -.. : :·: ... ~,1~·',-' 

'.'·,· 

d. Pro·d~C~~ón:·}.~~ ·:. ,-_ · 

la enzima más utilizada es la que se 

obtien_e:cf~- Í;;scherichia coli (cepa ATCC 11105 o 9637). Antes de la 

obteric.i.ori de ·cepas sobreproductoras de enzima por DNA 

recombina-nte, el proceso más utilizado para :fermentar 

producir ia enzima era el reportado por Savidge y Cole (39). Una 

descripción breve de este método es la siguiente: 

Se prepara una suspensión de células por inoculación con células 

provenientes de cultivos en tubo inclinado (slants), en matraces 

con medio de licor de maíz estéril pH 7.0. Los matraces se 

incuban a 24 e con agitación durante 24 horas. Este cultivo se 

utiliza para inocular el :fermentador. Para obtener una buena 

producción de la enzima a este nivel es necesario considerar los 

siguientes aspectos (9,10): 

13 



Al 

a) El componente más importante del medio de cultivo es 

el ácido fenilacético, el cual sirve corno fuente de 

carbono e inductor de la expresión del gen 

estructural. 

b) La temperatura del cultivo debe ser entre 29 y 32º e 

ya que a 37° no se detecta actividad enzimática. Este 

fenómeno no es debido .. ·a·.~é 1a enzima sea inactiva a 

37 ° e, más bien parece-- tratarse de un fenómeno de 

terrnoregulaci6n en la:- expresión del gen { 16). 

e) Las condiciones de aer"éación del Cu.ltivo deben de ser 

bajas, pues a niveles elevados de oxígeno disuelto la 

actividad enzimática medible disminuye. 

d) El medio de cultivo no debe de contener ninguna otra 

fuente de carbono aparte del ácido feni1acetico, de 

otra manera se presenta represión catabólica de1 

sistema (15). 

Tornar en cuenta los factores mencionados, el rendimiento 

típico es de 0.3 unidades por mililitro (39). Aquí es importante 

resaltar que en la literatura analizada se ve una gran variedad 

en los rendimientos, ya que no hay un criterio unificado para 

reportar la actividad enzirnatica. Quizás la forma más extendida 

de reportar la actividad sea .la uti.lizada por Mayer y 

colaboradores (28) que usan el dato de rnicrornolas de 6-APA por 

14 



gramo de células en peso húmedo. Como se puede ver, los datos así 

reportados son de difícil comparación ya que depende de cómo 

se prepare el paquete celular y cuanta agua le quede a éste. 

En el proceso 

inmovilizadas para 

rutas: 

de desarrollo de un sistema de células 

la producción del 6-APA, se han seguido dos 

l- Aumento de la actividad especifica de las células y: 

2- Selección de mutantes más permeables al substrato. 

En este sentido los datos reportados por el grupo de Mayer et 

al(2B), demuestran que la clonación del gen estructural de la 

enzima en un plásmido multicopia y la selección de mutantes 

permite incrementar en B veces la producción de la enzima. 

Por otra parte Merita e Iwata (29) a través de la selección de 

mutantes 

dichas 

hipersensibles a penicilina G, han demostrado que con 

mutantes es posible obtener 

bioconversión de penicilina G a 6-APA , 

del gen clonado (28). 

e. Purificación. 

1os mismos rendimientos en 

que las cepas portadoras 

La penicilina amidohidrolasa es utilizada a nivel industrial como 

enzima inmovilizada ya sea 

completas. Debido a que 

purificada o como 

aún las .células 

parte de células 

sobreproductoras 

presentan una baja actividad específica, la tendencia general es 

la de inmovilizar a la enzima purificada o semipurificada. Para 

realizar esta purificación existen dos métodos recomendados 

( 25); de ellos el reportado por Kutzbach y Rauenbusch (21), 

permite la obtención de cristales homogéneos de la enzima. 

Brevemente, este método consiste en lo siguiente: 
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Real.izar l.a l.ísis cel.ul.ar y ajustar el. pH del. l.isado a 5.0 

con ácido sul.fürico. Se centrífuga y se desecha el. 

precipitado. 

~) Separación de l.a fracción de proteínas que precipita 

entre 40 y 60 % de saturacion con sul.fato de amonio. 

c) Purificación P.or .. col.umna de intercambio iónico SE-Sephadex 

C-50 y l.uego por DEAE-Sephadex A-50 

d) Cristal.ización en·· sol.ución de sul.fato de amonio 45% pH 5 ._o 

Este método permite obtener una preparación de enzima· con una 

actividad específica de 11.9 unidades por mi.Íigramo dr .prote..ína, 

actividad que no se puede aumentar aún después de varias 

recristal.izaciones. El. rendimiento que se obtiene par· .,;'!i;"t,.;; ·método .. 

es del. 25% de l.a actividad inicial.. 
'-. ' , 

Recientemente, Veronese et al. (46), han descrito un nuevo· método-

en el. cual. l.a enzima es aisl.ada no de un l.isado de cél.ul.as sino 

que, se aprovecha que l.a enzima en E,.<;;;.Q.li se l.ocal.iza en el. 

espacio peripl.ásmico, l.as cél.ul.as se someten a un choque osmótico 

y del. sobrenadante sin cél.ul.as se aisl.a l.a enzima a través de 

su adsorción en DEAE-cel.ul.osa. Posteriormente se util.iza una 

col.umna CM-cel.ul.osa y una precipitación diferencial. con sul.fato 

de amonio. A l.o anterior sigue una purificación por col.umna de 

hidroxil.apatita y una col.umna de a:f inidad que empl.ea 6-APA como 

l.igando y Sepharosa como soporte. Como se puede apreciar, este 

método es más l.aborioso que el. reportado por Kutzbach y 

Rauenbusch (21.). 
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f . Propiedades . 

corno ya se mencionó anteriormente, la actividad de penicilina 

arnidohidrolasa esta amp1.iamente distribuida entre los 

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

variabilidad en las propiedades f isicoqu.i.rnicas de las enzimas que 

de ellos se aislan. 

Por otra parte está claro que la enzima más estudiada es la 

proveniente de E.-=li y también es la ·más· utilizada en la 
.;·/:; '.':~~ 

héli-á industria. Por estas razones se·.-·· a continuación una 

descripción más detallada de. las"' propiedades principales de esta .... --'._- '"-' 

enzima, se procurará en lOs ~~,~~-c;-~--~.'.~~·Ü''>~i~ :>~:~~: posib1e, realizar una - ... . -
' - .. -·-_·. __ ,_;' . 

comparación con las enzimas :pr_ovenientes de otros microorganismos 

(24). 

La penicilina arnidohidrolasa de ~.coli ATCC 11105 es una enzima 

que se localiza en el espacio periplasrnico de las células. Está 

compuesta por dos subunidades, 

Cuando la enzima se purifica y 

geles de poliacrilamida-SDS, 

heterogeneidad en el tamaño de 

una de 69 kD y otra de 21 kD. 

se separan las dos subunidades en 

es posible observar cierta 

la subunidad pequeña. El análisis 

de la secuencia carboxilo terminal, ha mostrado que es posible 

encontrar dos especies de dicha subunidad, las cuales difieren 

entre sí en que una de ellas tiene 8 aminoacidos más (16) 

un aspecto novedoso de esta proteína es el hecho de que las 

dos subunidades que componen a la enzima madura, se producen a 

partir de un precursor común de aproximadamente 90 kD (17). En 

la figura II.2 se presenta un esquema de los 

diferentes procesamientos proteoliticos que experimenta este 

precursor. Como se puede observar para que se produzca la enzima 

17 



A E B 
•95000 

B 
'65000 

A i E i 29000 

¡ 
A ,E, 

1 1 27000 

i 
A* 

24000 ( .ill. _yjyQ_ 

i 
~ 20500 ( Enzima pura ) 

Figura II.2. Ruta de procesamiento dex precursor de ia peniciiino 

amidohidroiasa según Áruns et 

subunidad pequefia de 

representa ai péptido 

la enzima 

conector. 

( 7) • A y B representan ia 

madura respectivamente. E, 

A* indica ia rorma de ia 

subunidad pequeña que se encuentra .in vivo. Se indica ei peso 

rnoiecuiar en oaitons de ios poiipéptidos producidos en cada paso. 
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madura· se necesitan al menos tres cortes proteoliticos 

espec.1.ficos. Es importante resaltar que ninguno de los 

intermediarios de procesamiento del precursor 

presentan actividad de arnidohidrolasa (5) 

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

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

especificidad por la cadena lateral. La subunidad grande posee un 

residuo (serina) PMFS sensible, que es necesario para la 

actividad catal.1.tica de la enzima (l2). Además de lo 

se sabe que la subunidad grande posee una 

anterior, 

actividad 

proteol.1.tica endogena (4, 5) •. 

La clonación del gen estructural de la enzima nos ha facilitado 

y a otros grupos, realizar diversos estudios (ver capitulo III). 

Ha permitido empezar el análisis de la expresion del gen as.1. 

corno también la determinación de su secuencia nucleot~dica y 

de ésta se ha deducido la secuencia de 

análisis de la secuencia ha permitido 

aminoácidos (7,34,42). El 

sugerir que una región de 

la subunidad pequefia está directamente involucrada en 

Esto se ha hecho 

la 

al especificidad por la penicilina G (34) 

comparar las secuencias de proteínas que unen penicilina 

corno son las ~-lactam.asas y D-alanina carboxipeptidasas (ver 

capitulo IV). 

La predicción de que una región de la subunidad pequefia está 

directamente involucrada en el reconocimiento del substrato, se ve 

apoyada por los experimentos de mutagénesis dirigida reportados 

por Williams y Zusel (48). En dichos experimentos el codón que 

codifica para la metionina que se localiza en la posición 142 

de la subunidad pequefia, se modificó a fin de que codificara para 
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i. 

ios siguientes aminoacidos: Phe, ieu, val, aia, thr, giy, his, 

iys, giu y aia-vai. Con estos cambios se obtuvieron mutantes 

que tienen aiterada ia especi:ficidad y/o ias constantes 

cinéticas. 

Por io que respecta a ia especi:ficidad dei substrato de ia 

enzima aisiada de i:;_.coii, esta enzima se ciasi:fica como dei tipo 

I, es decir que ei substrato por ei cuai presenta mayor a:finidad 

y es hidroiizado es ia benzii-peniciiina. Margoiin et ai (26), 

han hecho un estudio detaiiado de ios vaiores de Km de esta 

enzima con di:ferentes substratos. En ia tabia II.2 se presenta una 

iista de aigunos de estos vaiores. 

Como se puede apreciar en ios datos de ia tabia II.2 :La enzima 

presenta actividad sobre una gran variedad de substratos y no se 

iirnita soiamente a ia acción a.mido hidroiítica, sino que tiene 

actividad sobre esteres y ácidos. Konecny (20) ha discutido 

ampiiarnente que ios nombres de: amidas a peniciiánica, 

peniciiino aciiasa o peniciiino amidohidroiasa, sóio re:fiejan 

ei interés dei 

características 

sel.eccionado en 

investigador en ia apiica.ción, más que ias 

ia. proteína, ia cua.i seguramente se ha de 

ia naturaieza para propósitos di:ferentes a ia. 

síntesis o degradación de ios antibioticos B-iactámicos. Para 

:fundamentar este i:.itimo punto, este autor indica que ias cepas 

bacterianas que presentan actividad de peniciiino amidohidroiasa, 

no son resistentes a penicilinas y a que ei gen estructurai de 

ia enzima se induce por ácido :feniiacético. En apoyo a esto 

ú1timo están ios datos de secuencia de DNA dei gen de ia enzima 

que sugieren que ia expresión de éste se reguia como un gen 

reiacionado con ia utiiización de una :fuente de carbono (43). 
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TABLA II.2 

ESPECIFICIDAD DE LA ENZIMA PENICILINO AMIDOHIDROLASA DE 

Escherichia coli ATCCl.l.105. 

SUBSTRATO 

Bencilpenicilina 

7- PADCA 

Etil- fenil acetato 

p-Nitrofenil. fenil.acetato 

Fenil.acetato p-nitroanil.ida 

Fenil.acetil.glicina 

Acido benzil.penicil.oico 

Cef al.otina 

Cefal.oridina 

Ampicil.ina 

Cefal.exina 

acido D-(-)- <><: - aminofenilacetico 

p-nitroanilida 

Km 

4.8 

l..O 

4.5 

3. l. 

9.7 

a.o 

2.0 

4.2 

l.. o 

5.2 

2. l. 

3.2 

(M) * 

-6 
X 10 

-5 
X l.O 

X l.0-5 

X 
0 

l.O-S 

X l.0-5 

X l.0-5 

X io-3 

X io-5 

X io-4 

X io-3 

X io-3 

X lo-3 

* Estos val.ores se obtuvieron a pH 7.5 y a 25ºC. 
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El estudio del 

amidohidrolasa ha 

posible papel en la 

mecanismo de reacción de la penicilina 

acerca de su 

enzima, 

partir 

es 

de 

aportado 

célula. 

que cataliza 

datos interesantes 

La característica principal de dicha 

la transferencia de grupos acilo a 

ésteres amidas o ácidos hasta los aceptares como el 

agua, aminas o alcoholes. 

como la quimotripsina, 

Esta acción recuerda a ciertas proteasas 

que poseen una propiedad similar. 

Se sabe que la penicilina amidohidrolasa presenta un mecanismo 

de reacción muy parecido al de las serina proteasas ya que forma 

un intermediario acilo-enzima entre la enzima y los donadores 

del grupo acilo (20). También se ha demostrado que el ácido 

fenilacético actúa como inhibidor competitivo, mientras que el 

6- APA es un inhibidor no competitivo. Esta diferencia en los 

modos de inhibición 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 que los aceptares de 

grupos acilo 

partir de 

compiten por el intermediario enzima-acilo. A 

consideraciones puramente termodinámicas, se sabe 

que cualquier catalizador que hidrolice una unión amida o 

ester de un ácido dado, por el mecanismo antes descrito, debe 

también catalizar la acilación de la amina por el ester (20). 

Este concepto es muy importante porque abre la posibilidad de 

usar primero a la enzima para producir 6-APA y después 

para formar las penicilinas semisintéticas al unirle al 6-APA 

distintos radicales. Para que ésto se lleve a cabo, es 

necesario considerar el pH de la reacción. Se sabe que la 

reacción de hidrólisis requiere de pH alcalino, por lo que para 

la reacción reversa se sugiere un pH ligeramente ácido. 
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En este sentido se sabe tambien que enzima de 

presenta baja actividad y estabilidad en pH acido, 

síntesis 

por ).o que 

se piensa que para caso _de la la enzima de 

J:;..=ll debe ser reemplazada (20). Por otro 3-adoes importante 

resaltar, que menos la enzima proveniente de Kluyvera 

citrgphila ha sido utilizada e:f icientemente para ambas 

reacciones (24); recientemente su gen estructural ha sido clonado 

y secuenciado. Es interesante mencionar que la comparación de las 

secuencias de los genes de 15_.citrophila y poseen una 

simiJ.itud del 60%. Esta simiJ.itúd se eleva a 67% cuando se 

comparan las secuencias de aminoácidos de ambas enzimas (3). 

La :formación de penicilinas semisintéticas por vía enzimática 

quizás a la larga vaya a requerir un nuevo enfoque para optimizar 

la síntesis, ya que en la reacción de hidrólisis de la penicilina 

G hay un solo aceptar del grupo acilo (H 2 O) y los productos son 

termodinámicamente estables. En cambio en la reacción de 

acilación del 6-APA por un ester hay dos aceptares que compiten: 

el H 'fP y el 6-APA y la amida que se produce es termodinámicamente 

inestable con respecto a sus productos de hidrólisis el. 6-APA y 

el acido :fenil.acético. Esta amida al. ser también un substrato 

compite con el ester por la enzima y en este proceso es 

hidro l. izada (20). Todo esto hace ver que l.as condiciones 

necesarias para l. o gr ar la reacción de síntesis de manera 

comercialmente rentable, son difíciles de lograr por medios 

convencionales. La investigación desarrollada por el grupo de 

Alexander Klibanov (1.9), permite vislumbrar nuevas posibilidades 

en este sentido. Este investigador ha demostrado que si una 

enzima está rodeada por una capa delgada de agua, puede 
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funcionar en ciertos solventes orgánicos. En este proceso la 

enzima en ciertos casos se vuelve más termoestable y puede 

llegar inclusive a exhibir distintas especificidades. Como un 

ejemplo 

trabajo 

de las aplicaciones de este nuevo método resalta el 

realizado con una lipasa. Esta enzima, en medios 

acuosos, puede catalizar solamente la reacción de hidrólisis. 

En cambio, en medios orgánicos puede catalizar al menos seis 

distintas reacciones que incluyen transesterificación, 

arnidolísis esterif icación, e intercambio de grupos acilo (l9). 

Todo lo anterior sugiere que hay 

los procesos enzimáticos 

nuevas 

clásicos, 

posibilidades 

que permiten 

para 

la mejorar 

síntesis de las penicilinas semisintéticas. 

g.Conclusiones. 

En 1966 Harnilton-Mil.ler (17} escribió lo siguiente:"El 

descubrimiento de las penicilinoacilasas abrió l.a puerta para la 

producción de las penicil.inas semisintéticas. Raramente una sol.a 

enzima es responsabl.e de una revolución tan grande en la practica 

terapéutica. Quizás no sea exagerado decir que la introducción 

de l.a metilcil.ina, la primera penicilina semi sintética 

comercial y prácticamente insensible a la acción de l.a 

penicil.inasa de estafilococos, cambió el. estatus del 

estafilococo benzilpenicilina resistente, de enemigo número uno, a 

al.ge sin importancia. Las cornpa:ñ.ias farmaceúticas que 

invirtieron grandes sumas de dinero en investigación básica de la 

mol.écula de la penicil.ina, han sido ampliamente retribuidas. Se 

puede decir que desde el punto de vista del médico y el. 
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industrial la 

final feliz, 

historia de la penicilinoamidasa ha llegado a un 

pero desde el punto de vista académico aun quedan 

muchas interrogantes fascinantes." 

Ahora, 20 años: después,.'podemos ver que el mencionado "Final··feliz" 

aún no llega, ·ya que numerosas compafiias aún trabajan en esta 

para que sirva mejor a enzima,y tratan de modificarla 

propósitos industriales que se tienen y a las situaciones 

cambiantes de J..as estrategias de producción rentable. 

Con todos los nuevos métodos con que cuenta ahora 

J..os 

tan 

el. 

investigador, 

y procesos 

es posible entrever que se producirán nuevas enzimas 

que hagan más eficaz y costeable la producción de 

penicilinas semisintéticas. 
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III. ORGANIZACION FISICA DEL GEN ESTRUCTURAL DE LA ENZIMA 

PENICILINO AMIDOHIDROLASA. EL GEN pac • 

J.) Introducción 

2) Resultados 

3) Conclusiones 
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l.) Introducción: 

El gen ~ codifica para la formación del precursor proteico de 

la enzima penicilina amidohidrol.asa. 

Como se mencionó en el. capitulo I, este precursor expeFimenta 

varios procesamientos a través de los cual.es se generan las.dos 

subunidades que componen a la e_nzima __ madura. 

A pesar de que la actividad de penicilina amidohidrol.asa se haya 

distribuida ampliamente entre los microorganismos (ca.pi.tul.o 

I), 

ATCC 

a nivel industrial. la enzima más utilizada es la de ~-~ 

l.l.l.05 (38). Esta cepa y sus derivados han sido utilizados 

por más de 20 años. Sin embargo, 1os procesos industriales que 

se emplean para obtener dicha enzima, están l.ejos de ser l.os 

que se requieren condiciones especial.es para la ideal.es ya 

fermentación y pasos laboriosos de purificación (capitulo I). 

La manera tradicional. para tratar de resol.ver estos 

problemas, es la obtenci,ón por medio de agentes químicos y/o 

físicos de cepas mutantes con nuevas características. El. 

hecho de que 20 años después, l.a misma cepa de sea 

aún util.izada y se tengan l.os mismos problemas para 

obtener grandes cantidades de la enzima, muestran que 1.as 

técnicas tradicional.es de mutagénesis han sido inefectivas (38). 

Con el. advenimiento de 1.as técnicas de DNA recombinante que 

permiten aisl.ar genes, caracterizarl.os a nivel. de secuencia 

nucl.eotídica y mutagenizarl.os en sitios específicos, es posibl.e 

modificar la regul.ación de 1.a expresión del gen y/o J.a secuencia 

de aminoacidos de la enzima para 1.a que codifica. Todo esto 

abrió las puertas para crear cepas que produzcan más de la 
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enzima deseada. También es posible alterar los mecanismos que 

controlan la expresión de 

enzima(s) de interés se 

los genes de 

produzca(n) 

tal 

bajo 

manera que la(s) 

condiciones de 

fermentación más sencillas. 

la de modificar a los genes 

Otra aplicación de la mutagénesis es 

en forma tal que produzcan enzimas 

más resistentes a 1a oxidación, temperatura, pH etc, creando así 

nuevas enzimas mas adecuadas para nuestros propósitos. 

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

consistió en la clonación y determinación de la- secuencia 

nucleotidica: .del gen pac. A continuación se resumirán algunos de 

los resultados que en este sentido se obtuvieron y que han sido 

publicados de una manera más extensa ( 34, 43) . 

2) ResuJ.tados. 

a) Aislamiento del gen. 

El gen J25l& se aisló del DNA cromosomal de la cepa ATCC 11105. Se 

determinó que toda la información necesaria para producir la 

actividad de penici1ino amidohidro1asa se encontraba contenida 

en un fragmento de DNA flanqueado por 2 sitios de 

que conten.í.a aproximadamente 7.5 kb (figura III.1) 

EcoRI 

La 

construcción de diversas deleciones e inserciones permitió 

que se aproximadamente 4 kb para definir 

producir la enzima. 

requerían 

Los datos publicados por Bock et al (4 ), 

compuesta por dos subunidades, sugirieron que la enzima estaba 

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 e 5 > . Estos datos se 
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corroboraron con l.a secuencia nucl.eotídica de los primeros l,lOO 

pb del gen ;ru¡&, obtenida por nuestro grupo (37) y la secuencia 

completa del gen estructural reportada por Schumacher et al 

(42). 

b) Organización del gen pac. 

Después de haber localizado al gen ;rui& de una manera gruesa en el 

fragmento de DNA clonado, se procedió a determinar la secuencia 

nucleotídica de parte de este fragmento. 

un fragmento HindIII-BglII (figura 1) 

Así se encontró que 

estaba codi:f icada 

en 

información para la síntesis de ia subunidad de 20.5 kD. Así como 

también el peptido conector y 

subunidad de 69 kD (37). 

los primeros 79 aminoácidos de l.a 

Con el. propósito de identificar las regiones del DNA que permiten 

la expresión del gen pac, se procedió a delimitar éstas por medio 

de delaciones y análisis de la expresión del gen (43). Así, se 

definió que l.a 

.8&!J,.II y HindIII 

región del DNA comprendida entre l.os sitios de 

(figura III.1), contenía l.a información para 

permitir la expresión regulada del gen ImS· 

se procedió a determinar la secuencia 

Basados en este 

nucleotídica de 

dato, 

dicho 

simul.taneamente se realizaron experimentos de fragmento. 

extensión de "primer 11 para definir el sitio de inicio de J.a 

transcripción e identificar al promotor 

].ocal.izado 

activo bajo esas 

condiciones metabólicas Una vez el 

procedió a analizar las secuencia del DNA al.rededor 

tratar de identificar sitios probables de unión 

presencia 

promotor, se 

de éste para 

de proteínas 

de varias regul.adoras. Este anál.isis mostró la 

secuencias pal.indrómicas y dos secuencias que presentaban gran 
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Figura III.1. Mapa de Restriccion del plásmido 

Sólo se indican algunos sitios importantes para 

pPA2. 

delimitar al gen ~ 

(43). La línea gruesa indica el fragmento del DNA cromosoma1 de 

~.QQ.J.j. ATCC 11105 clonado. Con linea delgada se indica el vector de 

clonación. Te es el marcador de resistencia a tetracicl.ina, 

codificado por el plásmido. Las dos f 1echas representan la región que 

codifica para 

madura. 

BomHl Asull EcoRI 

fu; ) e 

las dos subunidades de 

AsulI Hinam 

) e 
24k0 

30 

la pencicilino amidohidrolasa 
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Figura III.2. Organización del Gen EªC 

Esquema de la organización física del gen Eac. A y B representan las 2 

subunidades de' la enzima madura. PC significa peptido conector.. Las 

líneas con dos cabezas de flecha representan tres secuencias 

palindromicas (A,B,C). I y II sitios probabl.es de unión cte·cRP; -35 y 

-l.O representan al promotor funcional identificado. El dibujo no esta 

a escai.::l. 

¿Represor? 

Terminador 

/ 
)? 

r l! -35 -10 

""' / CRP • ~~.~~~-A-'-~~~-1~~~~~~--=ª=--~~~-

• 
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similitud con los sitios que reconoce la proteína CRP (43). 

La distribución de estas secuencias se presenta en la figura 

III.2. 

como se puede observar, la posición de los palíndromes es 1a 

adecuada para que sí son reconocidos por una proteína, ésta sirva 

corno represora de la transcripción. Por otra parte, la posición 

de los probables sitios de unión de CRP es la adecuada para que 

ésta molécula ejerza un control positivo en la expresión del 

promotor (43). Todos estos datos concuerdan con los datos 

publicados de que el gen pac está regulado por control negativo 

y que la proteína CRP actúa como activador de la transcripción 

( 15) . 

En este punto es importante resaltar que la obtención de la secuencia 

nucleotídica de la región de control fue importante ya que en dos 

publicaciones de otro grupo, la secuencia presentada fue totalmente 

distinta (6,7). Al obtener nosotros 1.a secuencia de dicha región 

pudimos constatar que nuestra secuencia coincidía con la reportada 

en la patente (6). Nuestros datos fueron confirmados posteriormente 

por otro grupo (33) 

Por último, para terminar de caracterizar al gen 

real.izar la secuencia nucleotidica de la región 3 • 

Rª-º' 1 se decidió 

del gen, para lo 

cual se determinó la secuencia nucleotídica del fragmento Hrui. I- SmaI 

fue importante porque (figura III.l). La obtención de esta secuencia 

en el artículo de Schumacher et al (42), sólo se reportó la secuencia 

nucleotídica que codifica para ambas subunidades de la enzima, con 1.o 

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

era una unidad transcripcional aislada. 

32 



'. 

Al analizar la secuencia obtenida del fragmento mencionado, se 

encontró que una parte de ésta, podía codificar para la síntesis de 

los últimos 20 aminoácidos de la subunidad de 69 kD. Además, a 14 pb 

del codón de terminación se encontró una secuencia palindrómica 

simil.ar a 1.os terminadores de 1.a transcripción rho independientes 

(14). Estos datos se presentan en 1.a figura III. 3. 

3) Concl.usiones 

Los experimentos antes descritos sugieren que el. gen pac es una 

unidad transcripcional. que codifica par 1.a formación de un precursor 

proteico, del. cual. 

enzima penicil.ino 

se generan 1.as dos subunidades 

amidohidrol.asa. Es importante 

que forman a 1.a 

señal.ar que este 

ultimo hecho es poco frecuente en procariontes y común en 

eucariontes. De hecho, hasta el. momento en procariontes sol.o 1.os genes 

de penicil.ino amidohidrol.asa de ~.coli, K-citrophila y al.gunos genes 

de cefal.osporino amidohidrol.asas han mostrado dicha característica 

(27). 

La identificación de un promotor al. inicio del. gen.~ y 1.a 

simil.itud con terminadores de 1.a transcripción de 1.a secuencia 

pal.indrómica que se encuentra al final de la región codificadora, 

sugiere que esta unidad transcripcional. codifica 

un mensaje monocistr6nico. 

para la formación de 

Al. analizar en conjunto 1.a información hasta aquí presentada sobre el 

gen pac, es razonabl.e proponer que éste gen forma parte de las vias 

metabólicas para 1.a util.ización de fuentes de carbono, especialmente 

ácido 

debido 

puede 

fenilacético (capitul.o VII). Es importante resaltar aquí que 

a 1.a forma en que este gen fue encontrado y nombrado, uno 

suponer que su función en ~._coli es producir una enzima para 
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1) 

2) 

CAG GAA OUG UUG CAC ouu CAG AGA UAA u u A A G e e e o G A A A 
Gln Glu V&l Hta V&l GJn Ar9 Fin 

G e e e u e A u A u u e u G G A G G A A u A u G A G o u o A u A 

A A o u e u e A o G u A u u G u G A u G u u G o A G G o e u u G 

G u u A e u u u u u u G A G u e e e 3• 

UAA 
Fin 

G A 
A G 

C-G 
U-A 
U-A 
A-U 
U-A 
A-U 
C-G 
U-A 
C-G 

u u A A o e e e e G A A A o e c-G u G A u A A A G u e u e A 

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

1) Secuencia nuc1eotídica de los 113 bases posteriores al triplete de 

terminación de la traducción UAA. También se muestra la secuencia de 

los últimos B aminoácidos de la subunidad de 65 kD-

2) Probable estructura del RNA mensajero del gen en su región 

3'0H. 



degradar penicilina. Sin embargo debido a la organización física del 

gen, su regulación y la actividad enzimática.del 

pareciera que este gen estuviera involucrado en 

fuentes de .. carbono.· alternas. Una discusión más 

posible· pa:pei: del gen pac•·· en el nietaholisi:n6 · ceilul.9.r, 

capitulo VII. 

35 

producto, más bien 

la asimilación de 

amplia sobre el 

se presenta en el 



IV. ESTUDIOS COMPARATIVOS A NIVEL DE SECUENCIA DE AMINOACIDOS" 

a) Introducción 

b) Resultados 
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a) Introducción 

La clonación y secuenciación del gen ~ha abierto la 

posibilidad de realizar diversos estudios comparativos con 

otros genes, a nivel de secuencia de nucleótidos, aminoácidos, 

organización física y de regulación. 

Para el caso del gen pac, el establecimiento de similitudes es 

más complejo, ya que el conocimiento existente sobre la enzima 

penicilina amidohidrolasa se ha obtenido debido a su gr_an 

importancia industrial, sin importar el papel de la enzima en el 

metabolismo de la célula (17). 

La realización de estudios comparativos como los mencionados 

reviste gran importancia ya que permite tener una 

completa del gen, la enzima y su papel dentro de 

visión más 

la economía 

celular. A continuación se presentarán y discutirán los 

resultados obtenidos hasta el momento en lo referente a tratar 

de encontrar similitudes entre los productos del gen ~ y de 

otros genes, a nivel de secuencia de aminoácidos. 

b) Resultados 

un aspecto a considerar cuando se está comparando a una enzima 

con un banco de secuencias, es el de las funciones 

enzimáticas que posee. Por lo que respecta a lo anterior, se sabe 

que la amidas a penicilánica presenta varios aspectos 

interesantes algunos de los cuales son: 

l) El mecanismo de reacción de la penicilina amidohidrolasa es 

semejante al"de las serina proteasas (20). 
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2) En la subunidad de 69 kD se localiza un residuo de serina 

que al reaccionar con PMFS ocasiona la inactivación de la 

enzima (l2). 

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

Benzilpenicilina o penicilina G. La especi:f icidad por la 

cadena lateral de J.a'pe~icilina radica en la subunidad de 24 kD 

e 13> 

4) La actividad ··de ····a.midasa no J.e confiere a la célula 

resistencia a la penicilina (17). 

5) Ninguna de las :formas del precursor de la enzima posee 

actividad enzimática (42). 

6) La enzima presenta inhibición competitiva por el ácido 

fenilacetico e inhibición no competitiva por el 6-APA (2). 

7) Algunos substratos pueden ser hidrolizados más rápidamente 

que la penicilina G. Tal es el caso de la :fenilaceta.mida (10 % 

más), N-:fenilacetílglicina (82% más y N-:fenilacetil-L-al:fa-

a.rnino-:fenilacético 39% más) (26). 

Con base en lo anterior es evidente que esta enzima debe poseer 

algunas de las características propias de las serina-proteasas. 

Por lo anterior se decidió analizar si había alguna similitú.d de 

la penicilina a.rnidohidrolasa con dichas proteasas. 

La :función básica de las proteasas es la ruptura de enlaces 

peptídicos. Existen sólo unas cuantas formas de realizar esta 

ruptura en condiciones fisiológicas, el mecanismo más común es el 

de la polarización de la unión peptídica por ataque nucleo:fílico 

de la unión carbono-oxígeno; este proceso es asistido además por 

la donación de un protón al nitrógeno de la unión peptídica. En 
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las enzimas proteo líticas, varios aminoácidos 

características de agentes nucleof ílicos y otros de 

poseen las 

donadores de 

protones (32). 

Las proteasas cuyos sitios activos se han identificado, han sido 

agrupadas en familias con base en los aminoácidos que conforman 

dicho sitio. Se supone que los miembros de cada familia se 

originaron de un ancestro común. Dentro de las serina proteasas 

existen 2 familias; una qile agrupa a las proteasas de mami.:feros 

y otra que está constituida por las serina proteasas de 

procariontes C.32) • En la tabla IV.I se presentan algunas de las 

proteasas repr.,;sentativas·· el.e· estas ,dos familias, así como también 

las característiCaS de· residuos que conforman el sitio 

activo. 

Tabla IV.I. Famil.ias de Serina.proteasas (32). 

Familia Proteasas Aminoácidos ca.racterísticos 

representativas del. sitio activo 

I Quirnotripsina, Aspl02 Ser 195 His5 7 , 
tripsina, el.astasa 

kal.ikreina 

II Subtil.isina Asp32 His221 , Ser 64 
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Se dice que las serina proteasas de estas dos familias son un 

caso típico de evolución convergente ya que, aunque tienen 

función similar y sitio activo semejante, presentan secuencia de 

aminoácidos y estructura tridimensional distinta (32). 

Al comparar la secuencia de aminoácidos de la subunidad de 69 kD 

de la penicilina amidohidrolasa, con la secuencia de aminoácidos 

de las proteasas de a.amilolyguefaciens y ~.marescences (31,45), 

se encontró cierto grado de similitud tal y como se puede 

observar en la figura IV.l. 

Es importante mencionar que la similitúd encontrada se restringe 

a las zonas que rodean los amino·ácidos que conforman el sitio 

activo de las pr?tesas, sefialados con un cuadro negro en la 

figura rv.1. 

También se buscó similitud con las 

r, pero no se encontró ninguna· 

serina p'rotesas .d.e -la. familia 

.·. E:.,;t~· '~it'i,ü;; '~-l::'~·~t.11.tado era 

esperado pues 

por la acción de puentes disulfuro ( 32) 1 . ':··.;y.2:b;,.;i-·a :. ;,,i caso 

penicilina amidohidrolasa se sabe que l·~ enz··irii~:··· madura no 

de la 

posee 

cisteinas (42) 

Otro aspecto importante en la organización de las serina 

proteasas es el orden y la distancia de los aminoácidos que 

conforman al sitio activo. En ese sentido y a continuación se 

presenta una comparación entre de la familia r, 

las de la familia II y los 

las proteasas 

aminoácidos de la penicilina 

amidohidrolasa que presentan similaridad con serina proteasas. 
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Figura IV. 1. simi1itud entre 1as serina proteasas de Serratia 

marcescens (Sm), Baci11us amyloliquefaciens (Ba) y 1-a penici1ino 

amidohidro1asa (PA) de E..~. Los aminoácidos más importantes 

para 1-a-conformación del. sitio activo de Sm y Ba se indican con 

un cuadro negro. También se indica la numeración de 1-os residuos 

de aminoácidos de 1-a subunidad de 65 kD de PA que se comparan . 
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Fam.I His __ 4Saa* __ Asp __ 93aa __ Ser 

Fam. II Asp __ 32aa __ His __ 157aa __ Ser 

PAC His __ 64aa __ Asp __ 27Baa __ Ser 

*aa. Residuos de aminoácidos. 

Como se puede observar, la penicilina amidohidrolasa presenta 

similitúd con las proteasas de la familia II pero presenta el 

arreglo típico de las proteasas de la familia I. Estos datos nos 

llevan a suponer que la simi1itüd encontrada entre la penicilina 

amidohidroiasa con serina proteasas se debe probablemente a una 

evolución convergente más que a divergencia a partir de un 

ancestro común. 

Por otra parte, el hecho de que la penicilina amidohidrolasa 

sea inhibida de una manera no competitiva por 6-APA, sugiere que 

en la molécula de enzima se debe de estructurar un sitio 

similar al de otras proteínas que son capaces de unir penicilina. 

En todas las Eubacteria examinadas se encuentran proteínas 

capaces de unir penicilina de una manera covalente. El número de 

estas proteínas puede variar de especie a especie, pero 

generalmente se haya entre 3 y B distintas. Estas proteínas han 

sido denominadas en conjunto corno "Penicillin Binding Proteins" 

(PBP), aunque no necesariamente todas ellas tengan la misma 

función en la célula. 
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Además de 1-as PBP, 1-as enzimas p-1.actamasas que confieren 

resistencia a antibióticos p-1.actámicos, son capaces de 

reconocer específicamente a 1-as penicil.inas pero sin formar 

enl.aces coval.entes con el.1-as. Una revisión muy ampl.ia de todas 

estas proteínas ha sido publ.icada por Ambl.er ( 1) -

E1 anáiisis de 1-as secuencias de aminoácidos de 1-as proteín_as_· que 

se unen a 1-as penicil.inas ha mostrado que: 
- -- --.. :. ~ - -- :_ 

a) Las ~-1.actamasas se originaron aparentemente de 1-as PBP-

b) Las PBP son el. bl.anco de 1-a acción de 1-as peniciJ::Lnas. 

c) No hay una simil.itód extensa entre 1-as PBP• .. 

d) El. mayor grado de simil.itód ·se encuentra en> i'a régión de 1-a 

proteína donde se 1-ocal.iza un residuo de serina, .ei cual. se ha 

demostrado que es necesario para 1-a unión de_ 1-a : peni.ciiina en 1-as 

PBP y para conformar el. sitio activo en 1-as p-iactamasas (18). 

Con base en ].o anterior, se decidió comparar ia secuencia de 

aminoácidos de 1-a penici].ino amidohidro].asa contra las secuencias 

conservadas entre PBP y )3-1-actamasas (1,44). Los resul.tados 

obtenidos se presentan en ia figura IV-2. 

Como se puede observar en dicha figura, 1-a pencil.ino 

amidohidrol.asa presenta una sirnil.itud importante con 1-as PBP y 

B-1-actarnasas en 1-as regiones presentadas, por 1-o que es muy 

probabl.e que estas regiones de 1-a enzima conformen ei sitio de 

reconocimiento para el. anil.1-o p-1-actámico. Este probabl.e sitio se 

haya en 1-a subunidad de 24 kD muy cerca del. carboxil.o terminal.. 

Los aminoácidos que conforman al. sitio propuesto se hayan 

dispuestos de una manera contigua, al. igual. que en 1-as 

p-iactamasas y ].as PBP S y 6 de E.col.i y 5 de B.subtil.1is, aunque 

en éstas e]. sitio de unión se 1-ocaiiza en el. extremo amino 
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Figura r.v.2. Simil.itud entre proteínas que unen penicil.ina 

(PBP), ~-1.actamasas (TEM, AMPC) y pencil.ino amidohidrol.asa (PAC). 

Las secuencias y al.ineamientos de PBP y p-1.actamasas se tomaron 

de Arnbl.er (1.). La secuencia de aminoácidos de PAC que se compara 

corresponde a 1.os amionoácidos 165 a 185 de 1.a subunidad de 20.5 

kD •. 
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terminal.. Es importante resal.tar que en el. alineamiento de l.a 

figura IV.2, 

de l.isina (K) 

l.a penicil.ino amidohidrol.asa no presenta un residuo 

que se encuentra al.tamente conservado en todas las 

prote.1.nas que unen penicil.ina. Por l.o que si bien la región 

carboxilo terminal. de l.a subunidad pequefia de la penicilino 

amidohidrolasa presenta similitud con p-lactamasas, no posee uno 

de los residuos que se suponen esenciales para la actividad de 

la ~-lactamasa (1, l.8). 

Para compl.etar la imagen de l.a enzima es importante mencionar que 

se sabe que l.a penicil.ino arnidohidrol.asa tiene preferencia por 

substratos que poseen radical.es fenil.o (capitulo :r I) , y además 

actüa corno inhibidor competitivo de l.a enzima. Con base en esto, 

es posibl.e suponer que el. grupo fenil.o actüe corno posicionador de 

la mol.écula de substrato, al igual. que pasa en quimotripsina, de 

esta manera el. sitio activo completo de l.a penicil.ino 

amidohidrol.asa debe l.l.evar también el. sitio posicionador. En l.a 

figura :rv.3 se presenta un esquema de la 

l.a enzima penicil.ino amidohidrol.asa. 

organización probable de 
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Figura IV.3. Probable organización de la penicilina 

arnidohidrolasa de ~.coli; 

Grupo hidrofÓbico 
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V. PROCESAMIENTO DE LA ENZIMA PENICILINO AMIDOHIDROLASA. 

a) Introducción 

b) Procesamiento de ia preproenzima 

e) Procesamiento de 1a proenzirna 

d) ¿porqué ia necesidad de un 

procesamiento compiejo? 
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a) Introducción 

Se ha demostrado que para que la enzima penci1ino arnidohidrolasa 

se produzca en su forma activa en el espacio periplásmico de 

es necesario que experimente varios procesamientos 

proteo1íticos {42). Corno se ha indicado, hasta el momento este 

procesamiento es poco frecuente en procariontes ya que las dos 

subunidades A y B ) que conforman a 1a enzima 24 y 65 kD) 

provienen de un precursor común ( 5) • En los demás casos 

reportados en los que una enzima periplásmica o citoplásrnica 

está formada por dos subunidades, cada una de ellas está 

codificada por un gen diferente y posee sus propias señales de 

secreción. Un esquema de los diversos cortes proteolíticos que 

experimenta el precursor de esta enzima se presenta en la figura 

1 del capítulo II. 

Corno se puede observar en dicha figura, para que la enzima 

obtenga su 

experimente 

en que se 

tamaño final, en necesario que e1 

tres cortes proteolíticos muy precisos (7) 

precursor 

El orden 

efectúan dichos cortes ha sido determinado por 

experimentos in vitre y se sabe que la subunidad de 69 kD se 

genera primero que la de 24 kD. También se sabe que para que la 

enzima sea activa necesita experimentar todos los cortes 

proteolíticos mencionados (42). 

Con base en lo antes mencionado, 

enzimas intervienen 

es posible plantear algunas 

preguntas: 

precursor?. 

¿Qué 

¿Qué características del 

gran especificidad observada en el 

en el procesamiento 

precursor confieren 

proceso?. ¿Por qué 

necesario que esta enzima experimente dichos procesamientos ?. 
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Para tratar de contestar estas preguntas se decidió 

primeramente efectuar un estudio teórico que sirviera como base 

para plantear los experimentos. A continuación se presentarán los 

resultados obtenidos de dicho estudio. 

b) Procesamiento de la preproenzima 

Una característica típica de todas las proteínas periplásmicas 

y de membrana externa de ~.coli, es 1a presencia de una secuencia 

señal o péptido señal en la región amino terminal de la proteína. 

Esta secuencia sefia1 permite que ·el precursor sea reconocido como 

un péptido de secreción por la maquinaria celular. En la mayoría 

de los casos la señal es removida proteolíticamente durante el 

proceso de secreción (34). 

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

SPAsa I y señ.a1¡ estas enzimas han sido denominadas péptido 

SPAsa II. 

mayoría de 

La 

las 

primera es la que procesa el peptido señal de la 

II se encarga de 

Ambos genes 

de secuencia 

sabe que no 

han 

de 

hay 

localizan en la 

proteínas de secreción, mientras que ia SPAsa 

remover el péptido señal de las lipoproteínas. 

sido c1onados y secuenciados. De 1a comparación 

aminoácidos y de nucleotidos de ambos genes, se 

similitud entre ellos. 

membrana interna y 

Estas 

só1o 

dos enzimas se 

son capaces de 

procesar proteínas que se localizan en el periplasma (34). 

Del análisis de las secuencias de los péptidos señal procesados 

por la SPAsa I 

típicas. 

observar, 

En la 

se han podido establecer sus características 

figura V.l se presentan éstas. Como se puede 

el péptido señal esta constituido por una secuencia 
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Figura v.1. Características del péptido de secreción en 
procariontes. 

Se indica la disposición más común de aminoácidos (a.) cargados positivamente 
(++)~ aminoácidos nu cargados o hidrofóbicos. El sitio de corte proteolítico 
por la SPAsa se indica con una flecha. 

J>;/;:;;) NO CARGADOS bí;i;.:N HIDROFOBICOS 

15-30 a. 

SPASA 
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de aminoácidos de 15 a 30 residuos de longitud. En esta región 

es posible distinguir claramente tres regiones: En la porción más 

cercana al amino terminal se localiza una región con aminoácidos 

básicos. Una segunda región 

hidró:fobos y una tercera 

que 

región 

incluye 

:formada 

varios aminoácidos 

primariamente por 

a.m.inoácidos no carga.dos y que se hall.a a l.os :El.ancas de l.a 

región hidrófoba. 

Además de l.o anterior, se conoce que 1a S?Asa I presenta una 

el.ara preferencia por ciertos aminoacidos en l.a vecindad del 

sitio de corte. Van Heijne (47) ha publicado recientemente un 

método que permite pr~deci~ los sitios de corte de la SPAsa I. 

Este autor se basó en un análisis estadístico de 36 proteínas 

de secreción y de origen procarionte y cuyo sitio de 

procesamiento del. peptido señal. era conocido. Con los datos 

obtenidos generó una tabla en l.a que se le asigna un valor a 

cada aminoácido, según sea su posición respecto al sitio de 

corte. La probabil.idad de que ocurra un corte proteolítico por 

1a SPAsa I es l.a suma de los valores asignados a los aminoácidos 

localizados en las posiciones -5 a +2, donde el O es el. sitio 

probable de corte. si uno desconoce el sitio lo que se hace es 

realizar el. cómputo antes mencionado, ai variar la posición del 

sitio de corte. General.mente al. graficar los valores 

cal.cul.adosobtenidos, se obtiene un sitio con un valor 

cl.aramente mayor, el. cual es el sitio de corte más 

probable. 
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Se decidió ap1icar e1 método anteriormente descrito, para 

anal.izar 1a región del. precursor de la penici1ino arnidohidrolasa 

que se sabe es removida durante 1a secreción. Los valores 

obtenidos se graficaron y e1 resu1tado se presenta en 1a figura 

V.2. 

Como se puede observar, e1 sistema de Van Heijne predice 

Por lo" claramente el sitio de procesamiento observado in vivo. 

anterior, podernos afirmar que es muy probable que la SPAsa I sea 

la enzima encargada de procesar el péptido señal de esta 

penicilina arnidohidrolasa. A lo anterior se debe aunar e1 hecho 

de que el péptido señal. presenta además todas las 

características típicas de los péptidos de secreción (34)' 

e) ProcesaJDiento de la proenzima 

Corno ya se mencionó para que se obtengan las subunidades A y B 

de la penicilina arnidohidro1asa a partir del precursor son 

necesarios dos cortes proteolíticos. Se decidió aplicar el 

método 

proteasa 

de Van Heijne para analizar si la SPAsa I o una 

con la misma especificidad pudiera reconocer los sitios 

de corte observados in vivo. En la figura V.3 se presenta la 

obtenidas. Se puede observar que el sistema de Van gráfica 

Heijne predice el corte proteolítico que genera el carboxilo 

terminal. de 1a subunidad A. Sin embargo no es capaz de 

predecir al sitio de corte que genera a la subunidad B tal y corno 

se puede observar en 1a figura V.4. 

52 



Figura v.2. Probabi1idad de corte de 1a SPAsa I en 1a región de1 

péptido de seC:reción de1 precursor de 1a penici1ino 

amidohidro1asa. Las barras indican e1 va1or acumu1ado de 

probabi1idad de que ei sitio sea procesado por 1a 

Sl?Asa I. La :f1echa indica 1a posición de1 corte observado j.n 

vivo. A 1a izquierda de 1a grá:fica en código de una :Letra, se 

presenta 1a secuencia de arninoacidos de 1a región. 
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Figura V.3. Probabilidad de corte de la SPAsa I en la región 

carboxilo terminal de J.a subunidad de 24 kD de la penicilina 

amidohidrolasa. Los símbolos utilizados son 1os mismos de la 

figura V.2. 
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Figura V.4. Probabilidad de corte de la SPAsa I en l.a región 

amino terminal. de la subunidad de 65 kD de l.a penicil.ino 

amidohidrol.asa. Los s.1.mbolos son l.os mismos de l.a figura V .-2. 

-
u 
w 
M 

N 

s 
T 

T 
p 

y 

G 

A 
L 

-~ 

/ 

o 

,, 
?,:1-

/ / 

/ 

10 20 

, 1 1 1 1 1 1 1 
30 40 50 60 70 80 90 

1 
100 



De lo anterior es posible proponer que una proteasa con la misma 

especificidad que la SPAsa I o ella misma , puediera ser la que 

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

subunidad B podemos decir 

encargada de realizar el 

que pareciera ser otra la enzima 

corte proteolítico que la genera a 

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

procesar especificamente dicho precursor. 

Es importante mencionar que hemos reportado que en la vecindad 

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

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

necesaria para que la SPAsa rr procese a las lipoproteínas (49). 

Por lo que respecta a esta secuencia en las prelipoproteínas, 

se había reportado inicialmente que el sitio necesario para que 

las lipoproteínas fueran procesadas debería de tener la 

secuencia Leu-Ala-Gly-Cys. Un precursor de lipoproteína que 

llevara dicha secuencia, primero es modificado por la adición de 

lípidos a la cisteina y posteriormente es procesado por la SPAsa 

II. Los experimentos con mutantes han demostrado que no es 

necesaria la presencia del lípido para que el precursor sea 

procesado, aunque 

cambia ( 5). Al 

mutantes con la 

en estos mutantes el sitio 

comparar la secuencia de 

región del péptido conector 

de procesamiento 

algunos de dichos 

de la penicilino 

amidohidrolasa, se encontró que uno de estos mutantes presenta 

gran similitüd en secuencia y organización. En la figura v.s se 

muestra una comparación entre ambas secuencias. 
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Figura V. 5. Simi1itud entre las regiones amino terminal. de 1a 

penicilina amidohidrolasa ( 1) y la penicilinasa de 

B.1icheniforrnis < 2). Los residuos de aminoácidos idénticos en 

ambas secuencias se presentan encerrados entre 1ineas. Las 

f1echas indican los sitios de corte observados in vivo. 

Como es posible observar entre ambas secuencias hay similitüd 

a nivel de aminoácidos y distribución de aminoácidos cargados, 

además de que en ambos casos el corte proteolítico se efectüa 

antes de un residuo de serina. 

De 1o anterior se deduce que probablemente la misma enzima que 

procesa a la proteina mutante penP527P28 ( 49), sea la que 

produce el corte proteolítico que genera la subunidad B. 

d) ¿porqué la necesidad de un procesamiento complejo ? 

Un hecho que llama la atención inmediatamente cuando se estudia 

la penicil.ino amidohidrolasa es la compl.ejidad del sistema de 

procesamiento que permite la obtención de l.a enzima activa y 

surge la pregunta Para qué se ha sel.eccionado ese sistema de 

producción ? .. Quizás l.a respuesta más probabl.e sea l.a misma que 

se supone para l.a producción de insulina en eucariontes, ya que 

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

partir de un precursor común y entre ambas subunidades se hall.a 

un péptido conector, cuyo papel. es el. de permitir que ambas 

subunidades se conformen adecuadamente y se obtenga insul.ina 

57 



:funcional. En este 

las dos subunidades 

sentido, es importante resaltar que 

de la penicilina amidohidrolasa se 

cuando 

separan 

:físicamente por técnicas cromatogra:ficas, es muy di:fícil 

reasociarlas y régenerar la actividad enzimática nuevamente '< 12) • 
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VI. Termoregulación 

a) Introducción 

b) Resultados y discusión 
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a) Introducción 

Los estudios sobre la producción de las proteínas de membrana 

externa llamadas porinas, han demostrado que existen varios tipos 

de regulación que modulan los niveles de éstas (30). Un tipo de 

regulación que ha recibido poco interés es el de la 

termoregulación (23), nombre con el que se conoce al efecto que 

tiene la temperatura sobre los niveles y actividades de varias 

proteínas. Es importante mencionar que este efecto no se debe al 

sistema gl.obal de regul.ación conocido como "Heat shock", ni se 

debe tampoco a inactivación de las proteínas, sino que pareciera 

más bien un nuevo sistema global. ·de regulación (23). 

Lundrigan y Earhart (23) han demostrado que diversos genes que 

codifican para proteínas de membrana externa, experimentan 

termoregulación. El nivel al. cual se ejerce la termoregulacion se 

desconoce, pero es posible pensar que puede actuar a nivel de 1.a 

transcripción, es decir permir o nó la formacion del. RNA 

mensajero. Otro nivel. de regul.ación podria ser el nivel 

postranscripcional.. 

activa y degrada un 

Por ejemplo: a 37 ° e una proteasa se 

cierto grupo de proteínas, pero a menor 

temperatura dicha proteasa no es lo suficientemente activa como 

para causar un decremento substancial en 1.a cantidad y/o 

actividad de dichas proteínas. Aquí, es importante mencionar que 

este tipo de termoregulación ha sido ya reportado en ~.col.i y 1.a 

proteasa responsable se sabe que está codificada por el. gene 

ompT (30). Por otro 1.ado es posibl.e pensar en otros mecanismos 

postranscripcionales, temperatura dependientes, que alteraren los 

nivel.es final.es de 1.a actividad de una proteína. Algunos de ell.os 

podrian ser: 
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1) Alteración en la vida media del RNA mensajero. 

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

3) Alteraciones en los niveles de secreción etc. 

La penicilina amidohidrolasa es una proteína cuyos niveles 

finales pueden ser alterados drasticamente por la temperatura. 

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

esta actividad enzimática en células crecidas a 30ºC (9,39) y es 

importante indicar que este efecto no es por inactivación de la 

enzima, ya que el ensayo de la actividad para penicilina 

amidohidrolasa se efectúa a 42°C. 

ES difícil cuantificar la magnitud del efecto de la 

termoregulación a partir del análisis de las porinas, ya que 

en general éstas no poseen actividades enzimáticas medibles. 

Sin embargo, otro es el caso de la penicilina am~dohidrolasa ya 

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

pac puede ser de mucha utilidad para conocer algunos aspectos de 

este sistema de regulación. Con base en estos elementos se 

decidió estudiar el efecto de la temperatura en los niveles de 

actividad de la penicilina amidohidrolasa en distintas cepas. 

b) Resultados y discusion. 

Corno se mencionó en el capitulo III, hemos reportado la clonación 

del gene pac de .:la- cepa ATCClllOS en plásrnidos multicopia y la 

construcción de :riiU:taciones en la región de control de dicho gene. 

·--> Una de las ·mutaciones generadas permite la expresión 

constitutiva del gene ~, ya que se substituyó completamente 

la región de DNA donde se localiza el promotor de la 

transcripción de dicho gene y todo el DNA que se halla en la 
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región que precede al promotor. Aquí es importante mencionar que 

el concepto de promotor que utilizamos es el de aquella región de 

DNA que precede al (los) gene(s) estructural(es). Esta región se 

caracteriza por poseer una secuencia a la cual. se une la RNA 

polimerasa y :forman primeramente el complejo cerrado y 

posteriormente el complejo abierto (37a). 

Al utilizar los plásmidos mencionados, se decidió estudiar el 

e:f ecto de la temperatura en l.a producción de la penicilina 

arnidohidrolasa. Para ello, se midió l.a actividad de esta enzima 

en la cepa ATCC1110S y en dos cepas que se obtuvieron a1 

trans:formar l.a con los plásmidos pPA2 y 

pPA10, por J.as siguie~tes ra_zones: 

1) La cepa ATCC110S es ·ia •'cepa- sil.vestre que se utiliza en l.a 

industria para l.a producción· de la penicilina arnidohidrolasa. 

2) El. plásmido pPA2 tiene clonado el gene pac completo con sus 

regiones de control intactas (43). 

3) El plásmido pPA10 lleva el. gene pac, pero el promotor nativo 

del gene ha sido deletado y el gene se expresa a partir de un 

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

Con este experimento se esperaba contestar las siguientes 

preguntas: 

i) ¿cual es la magnitud del e:fecto de termoregulación en el. gene 

pac ?. 

ii)¿Es posibl.e observar termoregulación en genes que se localicen 

en pl.ásmidos multicopia ?. 
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iii) En caso de que el efecto terrnoregulador se presente en 

plásrnidos multicopia, este efecto¿es promotor dependiente ?. 

Los datos"obteriidos al realizar las mediciones mencionadas, se 

presentan en la tabla VI.1. 

Cepa 

HB101 

ATCC11105 

HB101 (pPA2) 

HB101 (pPA10) 

Actividad enzimática.relativa 

Temperatura de crecimiento 

30°C 

o 

100 

100 

100 

37°C 

o 

<3 

5 

7 

TABLA VI.I. Actividad relativa de penicilina arnidohidrolasa en 

cepas de ~.co1i, que llevan p1ásrnidos pPA2 o pPA10 (37,43). 

Corno se puede observar, 

más del 90% cuando las 

la actividad enzimática disminuye 

crecidas a 3 7 ° .e. 

en 

Además, 

sino que 

este efecto no 

también fue 

células son 

sólo se 

posible 
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portadora del gene en pl.ásmidos multicopia aún cuando la 

expresión del gene ~ no proviene de las regiones de control 

nativas del. gene como es el. caso del pl.ásmido pPA10. 

LOS resultados anteriores demuestran que el e:fecto 

termoregul.ador puede alterar drásticamente l.os nivel.es de una 

enzima, aún cuando su gene estructural se encuentre en 

multicopia. Por otra parte, el hecho de que aún en la cepa que 

l.l.eva el. pl.ásmido pPA10 se pueda observar termoregul.ación, 

sugiere fuertemente que el efecto no se lJ..eva a cabo a nive1 

transcripcional, ya que casi todo el DNA original localizado en 

l.a region 5' del gene estructural ha sido del.etado. Sin embargo 

a'Cin quedan 54 pares de bases del gene original que anteceden al 

tripl.ete ATG que se encuentra al. principio del. gene estructural. 

(37). Esta región podría ser la responsable de la termoregul.acion 

a nivel. transcripcional.. 

Por otro lado, otra pregunta obvia es ¿cuál es el. sistema 

genético encargado de la termoregulación?. Esta pregunta resulta 

interesante ya que como se puede observar en l.a tabla VI.I, la 

termoregulación no es un :fenómeno exclusivo de la cepa ATCC11105, 

ya que se observó también en la cepa HB101. En este sentido se 

ha identi:ficado un l.ocus genético que interviene en la 

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

denominado envY y se sabe que su deleción ocasiona una ausencia 

de termoregulación de la mayor parte de las porinas, excepto 

el. producto del gene ompT, el cual en una cepa se sigue 

termor.egul.ando normal.mente (23). Este último dato sugiere que 

debe existir al menos otro involucrado en la 

termoregul.ación de .QI!UaT. 
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Con el propósito de conocer que sistema es el que termoregula al 

gene pac, se decidió transformarlos plásmidos pPA2 y pPA10 en las 

cepas RW193 y UT5600, las cuales son isogénicas excepto para el 

gene envY, 

resultantes 

ya 

se 

amidohidrolasa. 

VI.II. 

Cepa 

RW193 

UT5600 

RW193 + pPA2 

UT5600 + pPA2 

RW193 + pPA10 

UT5600 + pPA10 

que la cepa. UT5600 es .enyY. A las cepas 

les midió la actividad de penicilina 

Los valores obtenidos se presentan en J.a tabla 

Actividad enzimática relativa 

Temperatura de crecimiento 

30°C 

o o 

o o 
100 5 

100 5 

100 5 

100 8 

TABLA VI. II. Actividad relativa de penicilina amidohidrolasa en 

cepas de g.coJi, que 11e~an plásmidos pPA2 o pPA10 
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Corno se puede observar, la terrnoregulación del gene pac no se ve 

afectada en ninguna de_ las c_e~as __ ?-:r:ial.iz~das, lo cual. indica que 

el gene envY no juega un papel predominante en la 
.· ~· : .· . 

termoregulación del gene.· pac .> 

Del análisis de· los .·d:._~·~c~ 'pr.esentados surgen diversas preguntas: 

l) ¿Existen más genes·. que se terrnoregulen en la cepa UT5600 ? • 

2) El proceso de t·errnoregulación ¿es común en distintas cepas de 

g<;;oli y otras bacterias ?. 

3)¿cual es el papel fisiológico de la terrnoregulación ?. 

Una manera sencilla de contestar la primera pregunta, es 

analizar el patrón de proteínas totales por medio de geles de 

poliacrilarnida- SDS, de las cepas RWl93 y UT5600 crecidas a 30 y 

37°C. 

En la figura VI.l se presenta el resultado de dicho análisis. 

Como se puede observar la cepa UT5600 a pesar de la mutación 

envY aún presenta terrnoregulación para varias proteínas. 

El método anterior también se aplicó para estudiar sí en otras 

cepas bacteriana existía terrnoregulación. Las cepas que se 

anal.izaron fueron: E_.~ ATCC9637, Salrnonella thypymurium, 

Salrnonella gallinarum y un aislado clínico de E.coli. El patrón 

de proteínas totales de dichas cepas crecidas a 30 o 37 ° e se 

presenta en l.a figura VI. 2. Corno se puede observar, todas las 

cepas analizadas presentaron cambios en el patrón de proteínas 

totales, por lo que puede decirse que el fenómeno de 

termoregulación no es exclusivo de algunas cepas de g.coli. 
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VI .l.. Patrón de proteinas total.es de ~.col.i K-12. cepas 
(carril.es l. y 2) y cepa UT5600 (carril.es 3 y 4). Las cepas 
crecidas a 30º e (carril.es l. y 3) o a 370C (carril.es 2 y 
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Figura VI .2. Patrón de proteínas totales de distintas cepas 
bacterianas crecidas a 30 o 37°C. 1 y 2, ~.coli ATCClllOS; 3 y 

4. Salmonella thypymuriurn; 5 y 6, Salrnonella gallinarurn; 7 y 8, 
un aislado clínico de ~.coli. Los 1,3,S,7 y 2,4,6 
corresponden a crecimiento a 30°c y 37°C respectivamente. 
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Por lo que respecta al posible papel fisiológico de la 

termoregulación, se ha sugerido que este tipo de regulación es un 

mecanismo que le permite a la célula conocer si su estado es 

parasítico o de vida libre (30 Algunas bacterias pueden tener 

distintos habitats, por ejemplo: ~-ºº1...i. puede encontrarse en el 

suelo, sedimentos, agua y dentro del intestino humano. El medio 

ambiente del intestino se le considera el habitat primario 

y se caracteriza por su abundancia de alimento y una 

temperatura constante de 37"' c. Por'.•e1 contrario, los demás 

habitats son extremadamente en todos sentidos y 

demandan una adaptación constante· de· .. las células. 

Se piensa que la variabilid~d .en las proteínas de membrana 

externa ocasionada por la termoregulación, es un respuesta 

adaptativa a la diferencia de osmolaridad, concentración de 

nutrientes y presencia de s.ustancias inhibidoras del crecimiento, 

que 

En 

la célula bacteriana enfrenta en diferentes medios ambientes. 

este sentido los estudios realizados con las porinas OrnpF y 

OmpC coinciden con la hipótesis anterior ya que a bajas 

temperaturas y baja oamolaridad, la porina OmpF es la más 

abundante. Esta porina se caracteriza por permitir el paso de 

substancias de mayor peso molecular que la porina OmpC. Las 

condiciones bajo las cuales OmpF es más abundante son aquellas 

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 que una porina corno OmpF 

es una ventaja (30 ). 
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VII-Regulación por ácido fenilacético; 

de la penicilina amidohidrolasa. 
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Se sabe que la expresión del gen estructural de la enzima 

penicilina arnidohidrolasa es inducida por la presencia de ácido 

fenilacético en el.medio ( 39). En este sentido hemos reportado 

que ésta regulacion parece ser a nivel transcripcional (43). 

También se sabe que el gen pac se regula también por represión 

catabolica (26) Los datos de secuencia nucleotidica de la región 

reguladora de este gen, sugieren que éste presenta la 

organización típica de genes que intervienen en la asimilación 

de fuentes de carbono (43). 

Todo lo anterior 

estructural de la 

participe de alguna 

nos permite suponer que quizá 

enzima penicilina arnidohidrolasa 

manera en la utilización del 

el gen 

(pac) 

ácido 

fenilacético corno fuente de carbono. 

A fin de proponer un probable papel de la penicilina 

arnidohiqrolasa en la vía de utilización del ácido fenilacético, 

se procedió 

vía 

primeramente a estudiar lo que se sabe sobre dicha 

Las Pseudomonas son capaces de rnetabolizar un amplio intervalo 

de compuestos aromáticos. De hecho, la mayor parte de lo que se 

sabe hasta el momento acerca de la degradación biológica de 

de estos compuestos aromáticos, proviene del estudio 

microorganismos (8). Aunque ~.coli ha sido utilizada en numerosos 

estudios bioquímicos, su habilidad para crecer en compuestos 

aromáticos no ha sido bien estudiada. El hecho de que g.coli 
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pueda catabolizar compuestos aromáticos no debe sorprender ya 

que se ha demostrado que este tipo de compuestos provenientes de 

la degradación de tirosina, se encuentran en las heces fecales. 

Los trabajos de Burlingame y Chapman (8) han demostrado que 

E.coli es capaz de rnetabolizar ciertos compuestos aromáticos y 

utilizarlos como fuente de carbono. En la tabla VII.I se 

presentan algunos de los resultados de dichos autores. 

Acidos aromáticos utilizados para crecer_ 
Cepa de No.de 
~.coli casos FA 3-HFA 4 HFA 3 FP 3 3 HFP 3-HC 

B 1 + + + + + 
e _1 + + + + + 
w 2 + + + + + _+ 
K-12 2 + + + + 
NCTC 5928 1 + + + + 

Aislados 19 
clínicos s + 

2 + + 
a + + + 
1 + + 
2 + + + 
3 + + + + 

27 + + + + + + 

Tabla VII.I. crecimiento de diferentes cepas _de E.coli en medios 
de cultivo que contienen distintas fuentes de carbono. . . 
+ se observó crecimiento celular. - no se observó crecimiento 
celular. FA= Acido fenilacético. 3-HFA= 3-hidroxifenilacético. 
4-HFA= 4-hidroxifenilacético. 3FP= 3-fenilpropiónico. 3-3 HFP= 
3,3-hidroxifenilpropiónico. 3-HC= ácido 3-hidroxicinámico. 

Como se puede observar en la tabla, diversas cepas de ~.coli son 

capaces de utilizar cornpues~os aromáticos para crecer. Tambien 

se ve que existe una gran especificidad para dicha 

utilización, pues alguna cepas son capaces de crecer en 

ácido fenilacético pero no pueden utilizar 3-hidroxi-

feni1acético. 
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Las vías de utilización de fenil.-propionico, 3-hidroxi-

fenil.acético y 4-hidroxifenil.acético en E.coli, han sido 

descritas en su totalidad y son prácticamente igual.es a l.as 

descritas para. Pseudomonas, siendo 1.os productos final.es de 

estas v.i.as son ácidos succínico y pirúvico. Se ha determinado 

que para real.izar 1.a asimilación del. 3 y 4- hidroxif enil.acético 

se necesitan al. menos B enzimas, que incluyen una permeasa, l.o 

cual. hace a esta vía una de 1.as más 1.argas descritas en ~.col.i 

(8). 

Por 1.o que respecta a 1.a vía del. :fenil.acético, parece ser 

distinta a 1.a de 1.os compuestos mencionados, ya que en cepas de 

Pseudgmgnas y ~.~ capaces de utilizar ácidÓ fenil.acético como 

:fuente de carbono, no ha sido posible detectar 1.a actividad de 

dioxigenasa que ocasiona 1.a ruptura del. anil.1.o aromático y que 

es típica de 1.as vías degradativas del. 3 y 4 hidroxi:fenil. acético 

( 11). 

Un hecho que es importante resaltar es el. de que 1.a vía de 

utilización de :fenil.acético ha sido mapeada en el. cromosoma de 

~.col.i K-12 y se ha local.izado al.rededor del. minuto 30.4. Esta 

región del cromosoma se piensa que no posee genes esencial.es 

para el. crecimiento en laboratorio ya que es posible del.atar 60 

Kb • de esta región sin que esto genere un fenotipo distinto al. 

silvestre. Se ha sugerido que esta región del. cromosoma de 

~.~ al. ser practica.mente silenciosa desde el. punto de vista de 

identificación de mutantes, puede contener genes poco usual.es, es 

decir genes involucrados en :funciones que no se han estudiado en 

el. labora.torio (11). 
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De poco que se conoce hasta el momento de la vía de 

utilización del ácido fenilacético, se sabe que e1 mecanismo 

es inducible y se han identificado al menos dos locus que 

intervienen en esta via, donde uno de ellos tiene que ver con el 

transporte del ácido fenilacético (ll). 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 col.oca a éste en el 

medio. Con base en estos datos, 

el ácido fenilacético del medio e 

se piensa que las células toman 

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 que sobre la 

enzima penici1ino amidohidro1asa se conocen; 1) Es una enzima que 

se localiza en el periplasma, y 2) La enzima parece reconocer al 

grupo fenilo sin importar demasiado las cadenas laterales 

hallen unidas a dicho grupo (capitulo II). 

que se 

Dada la actividad enzimática de la peniclino amidohidro1asa, es 

posible pensar que ésta le permite a la célula degradar una 

amplia gama de derivados del ácido fenilacético, primeramente en 

ácido fenilacético y el radical correspondiente. Posteriormente 

el fenilacético así producido puede ser utilizado como fuente de 

carbono. La hipótesis anterior se ve apoyada por el hecho de que 

se sabe que la actividad medible de la enzima pencilino 

amidohidrolasa, se haya regulada por la temperatura (ver 

capitulo VI). Este tipo de regulación hace que la actividad de 

penicilina amidohidrolasa sólo se detecte a 30 ° e y no a 

temperaturas mayores. Es decir en las temperaturas que E-&2.l..i. 
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experimenta cuando no se localiza dentro del organismo humano. 

La manera más común en que E.coli abandona al organismo humano 

es a través de las heces fecales y es ahí donde precisamente se 

localizan gran cantidad de compuestos fenólicos (ll). Debido a 

lo anterior, no es difícil pensar que la presencia de una 

actividad enzimatica como la de la penicilina amidohidrolasa es 

una ventaja, pues le puede permitir a la célula, una vez que ha 

abandonado al organismo humano, utilizar como fuente de carbono 

derivados fenólicos presentes en las heces. 

Lo antes expuesto sugiere una serie de preguntas: 

-¿En donde se localiza el gen pac en la cepa de .s;..coli ATCClllOS. 

En plásmidos o en el cromosoma ?. 

-¿Tiene algún efecto la delación del gen pac del genóma de .s;..~ 

ATCCll105 en la capacidad de esta cepa para utilizar ácido 

fenilacético como fuente de carbono? 

Otras cepas capaces de utilizar ácido f enilacético como fuente 

de carbono,¿poseen actividad de penicilina arnidohidrolasa?. 

El contestar las anteriores preguntas es un algo necesario para 

entender el papel que la penicilina amidohidrolasa tiene dentro 

de la economía celular. En este punto es importante recordar que 

se ha sugerido la actividad de esta enzima sobre penicilina G es 

un propiedad incidental de una proteina que en la célula tiene 

una funcion totalmente distinta (17). 

75 



VIII- Conclusiones generales y 

perspectivas. 
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Este estudio ha permitido tener 

completa de la organización y regulación 

la enzima penicilina amidohidrolasa. 

entender mejor la manera en que es 

una imagen más clara y 

del gen estructural·de 

As.!.rnismo, 

procesado 

ha permitido 

el precursor 

proteico de esta enzima además de las similitudes que hay entre 

esta enzima con proteínas que unen penicilina y con serina 

proteasas. 

Los 

dos 

resultados 

artículos 

han sido varios .. Por un lado se han publicado 

en revistas internacionales como productos 

directos de esta tesis doctoral. Hay también un manuscrito en 

preparación 

aminoácidos 

sobre 

entre 

las 

la 

similitudes 

penicilino 

a nivel de secuencia de 

amidohidrolasa y otras 

proteínas. Existen una gran cantidad de datos experimentales 

sobre la termoregulaci6n, los cuales a.l ser complementados con 

otros datos experimenta.les deberán de permitir tener una imagen 

más clara de este mecanismo de regu.laci6n. 

Además de lo anterior, e.l presente trabajo permite sugerir 

ciertos caminos para futuras investigaciones con el gen 

producto proteico. A continuación, se plantearan 

EªC y su 

a.lgunos 

problemas y se propondrán varios enfoques para resolver.los: 

J.- Identificación de los residuos principales que conforman el 

sitio activo de la enzima penicilina amidohidrolasa. 
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Con base en las similitudes de la penicilina amidohidrolasa 

con serina proteasas y p-lactarnasas, se han propuesto algunos 

residuos gue pudieran participar directamente en la 

estructuración del sitio activo 

para corroborar lo anterior seria 

ver capitulo IV). Un enfoque 

utiliz.ar mutagénesis dirigida 

para cambiar estos aminoácidos por otros similares o por algunos 

totalmente distintos. Con lo anterior se esperaría que la 

substitución de un aminoácido por otro similar probablemente 

aumentara o disminuyera la actividad enzimática. E1 cambio de un 

aminoácido por otro totalmente distinto, debería en principio 

eliminar la actividad enzimática. Al enfoque anterior se le 

deben aunar enfoques puramente bioquímicos corno aquellos que se 

han utilizado para identificar sitios activos en serina 

proteasas. 

2- Identificación de los genes involucrados en ei procesamiento 

del precursor proteico de la penicilina amidohidrolasa. 

Con el fin de identificar el o los genes que intervienen en 2a 

maduración del precursor proteico de la enzima penicilina 

amidohidrolasa, 

mutantes que no 

sería recomendable la utilización de cepas 

II (ver produzcan las enzimas SPAsa I y SPAsa 

capitulo V) y por medio de anticuerpos, analizar sí en las cepas 

mutantes hay algún cambio en 

Dependiendo de los resultados 

el 

que 

procesamiento 

se obtengan, 

necesario complementar los datos con experimentos 
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medio de 1as enzimas SPAsa I y II puri:ficadas y e1 precursor 

radioactivo producido por un sistema acop1ado de 

transcripción-traducción. 

Si con e1 en:foque anterior no se 1ogra ident~:ficar. e1 o 1os genes 

que intervienen en el procesamiento, se podría·· intentar una 

mutagénesis química generalizada, 

uti1izar una cepa que 11eve a1 gen pac en.p1asmidos mu1ticopia, 

ésto con e1 :fin de evitar que a1 rea1izar 1a mutagenesis se 

obtengan cepas que no produzcan 1a enzima por mutaciones en e1 

propio gen pac. Después de 1a mutagenesis, se seleccionarían 

aque11as co1onias que ya no produzcan a 1a enzima, y por medio de 

anticuerpos seria posib1e identi:f icar a 1as que acumu1aran e1 

precursor. 

3- Probab1e pape1 de1 gen pac en e1 metabo1ismo ce1ular. 

A1 poder contar con e1 gen pac c1onado en p1ásmidos 

mu1ticopia, es posible obtener una de1eci6n de dicho gen en 1a 

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

:fenotípo generado, especia1mente en cuanto a 1a asimi1aci6n de 

ácido :fenílacético. 

En este mismo sentido, otra pregunta interesante es 1a de dónde 

se 1oca1iza e1 gen J2.5l_Q, es decir si en 1a cepa ATCC11105, e1 gen 

se encuentra en plásmidos o en e1 cromosoma. Una manera sencilla 

de contestar dicha pregunta es por medio de 1a técnica de 

Southerns. Si se obtiene que e1 ge:n se, 1oca1iza en e1 cromosoma, 

seria recomendable mapear1o. 

indican que e1 gen 

Por otro 1ado si los resu1tados 

se 
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extracromosomal corno un plásmido, 

profundamente dicho plásmido para 

encuentran en él. 

4- Sobreproducción de la enzima. 

seria interesante estudiar más 

conocer que otros genes se 

Con base en la literatura, es evidente que E.coli es un 

microorganismo que no puede secretar grandes cantidades de 

penicilina amidohidrolasa (33,42). Sí se deseara sobreproducir 

la enzima en grandes cantidades, sería recomendable utilizar 

otros sistemas de expresión, tales como Bacillus o Streptomyces, 

aunque en éstos sistemas no se sabe si el precursor de la enzima 

se procesaría adecuadamente. Ahora bien, sí sólo se desea 

incrementar un poco la producción de la enzima, las estrategias 

de cambio de regiones de regulación y selección de mutantes en 

E.coli es lo más recomendable. 

Por último quisiera hacer hincapié en que si bien el gen ~ 

presenta cierto número de particularidades, también presenta una 

gran sirnilitúd con otros genes cuyos productos intervienen en la 

asimilación de fuentes de carbono, sobre los cuales hay gran 

cantidad de información, tales corno los operónes de Lac o Gal. 

Debido a ésto considero, que por el momento, las preguntas que se 

deben tratar de responder son aquellas que sean novedosas, es 

decir preguntas relevantes para el entendimiento de aspectos 

propios del gen pac corno seria el procesamiento del precursor, 
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la termoregulación, regulacion por ácido fenilacético y su papel 

(si tiene alguno) dentro de la via de asimilación de este ácido. 
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A cornmon precursor for the two subunits of the penicillin acylase from Escherich,.a coli ATCCl 1105 

(Recombinant DNA; protcin proccssing; leader peplidc; DNA sequence; pBR339 vector) 

Guillermo Olh·er, Fernando VaUe, Francisco Rosetti., i\.tarisa Gómez-Pedrozo., Patricia Santamaria., Guillermo 
Gossct and Francisco Bolhrar• 

Deparramenro de Genélic,1 y Biología ,\folecular. Ce111ro de Jn .. ·esti"gación sobrt! Jngenit!ria Genética y Biotecnologia. Universidad 
Nacional Autónoma de .\texico. Cuerna .. ·aca •• \!ore/os (Aftb.ico) Tel. (527.3) 172399 

(Recc¡.,,.ed May 17th. 1985) 
(Rcvis.ion rcccivcd Junc: lOth. 1985) 
(.-\.cccptcd Junc 17lh. 1985) 

SU!'-1MARY 

Penicillin acylase (P A) is an industrial enzyme that is uscd to convert penicillin G into a precursor for 
semisynthctic pcnicillins. We have cloned a scgrnent ofDNA that codcs for the t'\VO subunits required far PA 
activity. '\Ve also rcport thc nucleotidc sequcncc of a DNA fragmcnt that eodes for (i) the small subunit, (ii) the 
N-terminal rcgion ofthe large subunit and (iii) a putative connecting peptide. These results confirm the existence 
of a common precursor for both pcptidcs. 

1 NTRODUCTI ON 

The cnzymc PA catalyzes the hydrolysis ofbenzyl
pcnicillin to give phenylacetic acid and 6-APA, the 
lattcr being a kcy intcrmediatc in the production of 
sen1isynthctic pcnicillins (Lo ... vc et al.. 1981 ). The 
active form of the cnzyn1e consists of two diffcrent 

• To whom corrcspondcncc and rcprint rcqucsts should be 

addres.sed. at A.panado Pos.tal 10479. MC,.ico 04510 D.F. 
(MCxico). 

Abbn.!.,,·i:nions: aa. amino acid(s); 6-APA, 6-amino pcnicillanic 
acid; bp, base: pair(s); DZ...1BA, p·dimcth)laminobcnzaldchyde; 
kb, 1000 bp; LB. Luria broth; nt, nuclcotidc(s); ORF. open 
rcading framc; PA. pcnicillin 3cyla!>c;pa,._ E. co/i ¡;ene coding íor 
PA; SD, Shinc-Oalgarno. 

0378-J l 19/85/S03.30 D 1985 Elscvicr Scicncc Publishcrs 

subunits of 20.5 and 69 kDaJ (Bock et al.. l 983a). 
Thcsc pcptidcs are apparcntly produccd from a 
precursor pcptidt:., aftcr protcolytic clcavage (Bock 
et aL. 1983b). For many eukaryotic enzymcs and 
hormones. onc or more interna) protcolytic cleavages 
are rcquircd for full activity (Stcincr, 1976). To our 
knowledgc. howcvcr, this mechanism has only bcen 
dcscribed in prokaryotcs in thc case of PA from 
Escherichia coli ATCCI 1105 (Bock et al., 1983a,b). 

To undcrstand bcttcr this novel proccssing mccha
nism at thc molecular lcvcl, ....... e havc cloned the pac 
gene and detcrn1ined thc nt scqucncc of a rcgion that 
codcs for thc 20.5-kDal subunit, as well as the first 
78 N-tcnninal aa of the: 69-kDal subunit. The pos
siblc existcncc of a connccting pcptidc bctwcen both 
subunits and thc proccssing stcps involved in the 
formation of thc enzymc. are discusscd. 
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MATERJALS AND METHODS 

(a) Bacterial strains, plasmids and phagcs 

E. coli ATCCI 1105 and Serraria 1narcescens 
strains ,.,.•ere obtained frorn the American Type Cul
ture Collection. U.S.A. E. co/iHB 101 ·was describcd 
by Boyer and Roulland-Dussoix (1969). Bacterio
phagc ?\.113mp8 and J\.113n1p9 and their pcrmissivc 
host J~1101 (!\.1cssing et al.. 1981) -.....-ere obtaincd 
from P. Sceburg. Thc cloning vehicJc pBR339 is a 
deletion dcrivative of pBR3::!9 (Covarrubias and 
Bolivar, 198:::!). that Jacks thc P-Iactamasc gene (F.B .• 
unpubJishcd rcsults). 

(b) 6-APA assay 

(1) Qualitarfre bioassay 
E. coli colonies carrying thepac gene gro·wn in LB 

agar platcs. ""'ere inoculatcd with 5 mi of soft agar 
ovcrlay conta.ining 1 mg 'ml pcnicillin G and 0.5 n1l 
of an ovcrnight culture of thc 6-APA-sensitivc, peni
cillin G-rcsistant strain S. 1narcesccns A TCC27117. 
Expression of pac gene resultcd in grov.'1.h inhibition 
ofthe 6-AP .-'\-sensitivc strain (Schomer et al .• 1984 ). 

(2) Qua111itati\e assay 
lnitial ratcs of 6-APA formation '\vcrc dctcrmincd 

based on thc condcnsation of this n1oleculc with 
D!\-IBA as dcscribed by Balasingha.rn et al. ( 1972). 

(e) DNA manipulations and scqucncing 

lsolation of DNA from E. coli ATCCl 1105 was 

peñonned as described by ?\.1armur (1961 ). Digcs
tion of plasmid and phagc DNA '>vith restriction 
endonucleases \.vas carried out as describcd by 
Bolivar and Backman (1979). Ligation of DN.~'\ 
fragrnents, transformation and transfcction of com
petent cells v.·cre carricd out as dcscribcd by Cohcn 
el al. (1972) and Messiog et al. (1981). 

Procedurcs described by Heidcckcr et al. ( 1980) 
and Messing et al. (l 981) v.·crc used to determine the 
nucleotide scquence of the various restriction frag
mcnts cloned in M 13 derivativcs. using thc Sanger 
dideoxy chain tcrminator mcthod. 

RESL!LTS ANO QlSCUSSlON 

(a) Cloning and mapping the PA structural gene 

To clone the pac gene. DNA from E. coli 
ATCCl 1105 was digested with EcoRI. ligated to the 
EcoRI-cut cloning vehicle pBR339. and transformed 
into the E. coli HB 101. In this manner we isolated 
thc hybrid p]ac;.mid pPA2. that carrics a 7.5-kb 
gcnomic D~.-'\ fragment. ?\!ayer et al. (1979) have 
previously cloned thepac gene of E. coli ATCCl 1105 
and subscqucnt subcloning c.xpcrimcnts al10 .. 1o·cd 
thcm to localizc this gene to a 8-kb EcoRI DN . .'\. 
fragmcnt. Cclls carrying pPA2 inhibitcd thc growth 
of S. tnarcescens suggesting thc prcscnce of thc pac 
structural gene in the cloncd DNA fragmcnt. This 
rcsult was confirmcd by measuring thc formation of 
6-.>\.PA in ccll cultures using thc D~IBA method. 

To furthcr 1ocalizc the pac gene en thc DN . .'\. 
inscrt, \.VC constructed a more detailcd restriction 
map of plasmid pPA2 (not shown). Bascd on these 
data, anothcr plasn1id derivati-..c (pP.-\~). \.\":3.S con
structcd. \.vhich carries a lfindlll DNA segment 
from pP.A2, of approx. 3 kb. inserted at the l:lindlll 
site of pBR339. This plasmid also expressed pacas 
dcmonstratcd by thc bioassay and D!\1BA mcthods. 
Hov .. ·cvcr. sincc cxprcssion could not be induccd in 
pPA4 by phcnylacctic acid (Cas::is, 1981 ). '\Ve pre
sume that thc rcgulatory sequen ces for the pac gene 
(i.c., thc pac prometer). wcre lost in thc construction 
of this plasmid. Thcsc rcsu1ts are al so in agrccment 
\.vith thosc reponed by ~1aycr et a.1. ( 1977). 

Bascd on a dctailcd rcstriction map of pP.-\A, a 
~crics of dcrivativc plasmids "\1.:crc constructcd by 
EcoRI hnkcr 1nutagcnc~i~ and dc.:ktion~ of dcsircd 
rcstriction fragmcnts (Fig. 1 ). Thcsc cxpcrimcnts 
cnablcd us to loca.lizc thc pac gene into a region of 
approx. 2500 bp. bct ... vcen thc Hindlll and Sn1al 
sitcs (coordinatcs 3.8 to 1.3 in pPAA. Fig. 1). 

tb) Partial nuclcotidc scqucncc of thc pac gene and 
its analysis 

Thc idea that ccrtain rcgulatory signals wcre lost 
during the construction of pPA4. is consistent with 
transcription of this gene proceeding from the 
HindIII to the Smal sitcs (coordinatcs 3.8 to 1.3; 
Fig. 1). Using this information. ,,.,,.e decided to deter
mine the nt scquencc of thc HindIIl-Bg/II DNA 
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Fig.. J. A detailcd n:striction map ofpPA4, scqucncing str..1.tc&: and mutant dcn\'atn.cs. Onl) thc positions ofrc:Jevant rcstriction cnzymc 

clcavagc sites are ~hown. Thc thick linc reprcscnts thc cloncd D:"-:A fr:if:.mcnt from E. co!i ATCCl l 105 and the thin one the pBR339 
vector. Continuous anows rcprcscnt thc transcripts. CoordinJtc numbcn. are gi\ en in kb. Thc differcnt DNA fragments cloned in phage 
fl.f 13 dcrh:atives are indicated by dashcd arrows, as wcll as thc dircction and cxtcnsion of the nt sequence obtaincd. PJasmid p.JPA 7 
i.s a dcrivativc from pP..-\4 rcsulting from thc delction (brokcn lini.:) of a llpal fro.igmc:nl. Plasmids pPAIO, pPA8 and pPA9 are EcoRI 
linke; insertion dc;ivatives from pPA4. Finally, plasmid pJP..\30 resu!tcd from deleting a BamHl-BgllI fragment in pPA4. PA enzymatic 
activity far ccJJs carrying thcsc plasmids is al~o indicatcd by symbub + and - . 

fragmenl (coordinatcs 3.8 to 2.6; Fig. 1) of piasmid 
pPA4. A delaiJed restriction map of this plasmid 
togcther \"-'ith thc stratcgy uscd to determine thc nt 
scqucnce of this DNA fragrncnt js shown in Fig. 1. 
Analysis of thc scqucncc (Fig. 2) rcvcalcd thc prcs
cncc of an ORF bcginning \.Vith an .A. TG codon 52 
bp from thc cnd of thc J{indIIJ fragmcnt. 

It has bccn previousJy sho\VO that the N-tcrn1inal 
scqucncc ofthc 20.5-k.DaJ subunit of P.·'\ begins ,.,.·ith 
aa residucs Glu-Gln-Scr-Scr-Scr and that thc aa 
scquencc of thc 69-kDal subunit bcgins with 
Scr-Asn-Mct-Trp-VaJ rcsiducs (Brüning et aJ .• 
1984 ). As shown in Fig. 2. both ofthcst! aa sequen ces 
are encodcd on thc 3.5-kb inscrt of pPA4. Thesc 
sequen ces are Iocated at positions 27 to 31 and 290 
to 2949 rcspcctivcJy. 

Since PA is Iocatcd in the peripJasmic space of 
E. co/i (Casas. 1951; 1\.-faycr et al .• 1979). a precursor 
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to thc cnzymc should possess a signal that pcrmits 
its transport into this space. Prcceding thc N-tcrmi
nal cnd of thc 20.5-kDal ~ubunit. a putative signaJ 
pcptide as wclJ as othcr intcrcsting fcaturcs can be 
found (Fig. 2). A comparison ofthis proposed signa] 
pcptidc \.Vith others rcvicwcd by Pcrln1an et al. 
( l 983). rcvcalcd that this putativc cxporting pcptidc 
is thc Jargcst obscrvcd for a prokaryotic protcin (26 
aa). Following cslablishcd critcria (Perlman and 
Halvorson. I 983). thc central hydrophobic corc of 
this signal pcptidc (aa position 7 to 20) is again thc 
Jargest rcportcd to date, consisting of 14 aa. Our 
proposcd scqucncc mccts n1ost of thc critcria for a 
core scqucncc cnumcratcd by Pcrlman and Halvor
son (1983). For cxamplc, thc proposcd PA signal 
peptidc has two argininc rcsidues a.t positions 4 and 
6 and onc Jysine residue al position 2 (Fig. 2). It aJso 
contains highiy conscrvcd aJaninc residucs at po-
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p!IJt.339 H1ndl1I SD 
ACCTCCTCATCTTTCACACCTTATCATCCAtIAC'Ci9ccTTCCTACTATCAATTCCCTAATTATACACCTCCCA~ACA 

1 
ATC 
MET LYS 

AAT ACA AAT CCT ATC ATC CTC AAC TCT CTT ACT CCT TCC CTC ATC TAT TAT T~i ACC TTA CCT CCA CTC 
ASH ARC ASN ARO MET ILE VAL ASN CYS VAL THR ALA S~R LEU MET TYR TYR TRP SER LEU PRO ALA LEU 

CAC TCC TCA ACT CAC ATA AAC ATT 
CLN SER SER SER CLU ILE LYS IL~ VAL 

60 

CAT 
ASP 

40 
CAA TAC CCC ATC CCC CAT ATT TAT CCC AAT CAT ACA 
CLU TYR GLY HET PRO HIS ILE TYR ASN ASP THR 

TCC CAC CTA TTT TAT CCC TAT CCC TAT CTA CTA CCA CAA CAT CCC CTT TTT CAC ATC CAA ATC CCA CCT CCC ACT 
TRP HIS L~U PKE TYR CLY TYJl CLY TYR VAL VAL ALA CLN ASP ARC LEU PHE CLN HET CLU HET ALA ARC ARC SER 

eo 
ACT CAA CCC ACT CTC CCC CAA 
THR CLN CLY THR ALA CLU 

CTT CGC AAA CAT TTT CTC AAA TTT CAT AAA CAT ATC CGT CCT AAC 
LEU CLY LYS ASP PHE VAL LYS PRE ASP LYS ASP lLE ARC ARC ASH 

'ºº TAC TCG 
TYR TRP 

:?.:?O 
CCC CAT CCT ATC CGC CCG CAA ATT GCT CCC CTT TCC CCA CAC CAT ATG TCC 
PRO ASP ARC lLE ARC ALA CLH lLE ALA ALA LEU SER PRO CLU ASP HET SER 

CTC CAA CCC TAC CCT CAT CCA 
LEU CLH CLY TYR ALA ASP CLY 

'40 
ATC AAT CCC TCC ATT CAT AAC CTA AAT ACC AAT CCA CAC ACG CTC TTA CCA AAA CAC TTT AAT ACA TTT CCC TTT 
H~T ASH TRP lLE ASP LYS VAL ASH THR ASH PRO CLU THR LEU LEU PRO LYS CLH PHE ASH THR PHE CLY PHE 

'60 
ACT CCT AAC CCC TCC CAA CCC TTT CAT CTC CCC ATC ATA TTT CTC CCC ACC ATC CCA AAC CCC TTC TCT CAT ACC 
TRk PRO LYS ARC TRP CLU PRO.PRE VAL HET ILE PHE GLY THR HET ALA ASH ARG PHE SER ASP SER 

'ªº ACT ACC CAA ATT CAT AAT CTC CTC CTA ACC 
THR SER GLU lLE ASP ASH LEU LEU LEU THR 

TTT AAT CAC TTC AAA TCC CTC CTA CCA TCA 
PHE CLH LEU LYS TRP LEU VAL PRO SER 

200 
TTA AAA GAT AAA TAT CCT GTA TCA CAA CCC ATC CCG CTA 
LEU LYS ASP LYS TYR GLY VAL SER CLH CLY HET ALA VAL 

:-::o 
CCA ACC ATT GCC CTA CAA GAG AC~ AAC TAC CCA CTT 
PRO THR ~HR ILE ALA VAL CLH CLU SER ASN TYR PRO LEU 

:..;o 
AAA TTT AAT CAC CAA AAC TCC CAA ACA CCA GCT CTC TTC CCA CCC TAC CAT TTA CCT CCA CCA ATG CTT CAC CCA 
LYS PRE ASH CLH CLH ASH SER CLH THR ALA ALA LEU LEU PRO TYR ASP LEU PRO ALA PRO HET LEU ASP ARC 

CCA CCA AAA CGC CCG CAT CCC CCA CTC ~~fe CCC TTA ACA CCA CCC AAG AAC CGG CAA ACT ATT CCT CCA CAA TTT 
PaO ALA LYS CLY ALA ASP CLY ALA LEU LEU LEU THR ALA GLY LYS ASN ARG GLU THR ILE ALA CLN PHE 

CCA CAC CCT CCT ~lBc AAT CCT ccc ccc TAT CCA ACC ACC ACC AAT ATC TCC ATC ccc AAA ACC AAA 
3c08c 

ALA CLN CLY CLY ALA ASN CLY ~~~-~~~-~~! TYR PRO THR THR SEP ASN HET TRP lLE CLY LYS SEk LYS ALA 

"º CAC CAT AAA CGA ATC ATC AAT CGT CCC CAG TTT CCC TGC TAT CCC CCT CCC TAT ACT TAT CCT ATT CCT 
CLN ASP LYS ARC lLE HET ASH CLY PRO CLN PHE CLY TRP TYR ALA PRO ALA TYR THR TYR CLY ILE CLY 

340 
CTC CAC CCT CCT CCT TAT CAT CTC ACT CCC AAT ACA CCA TTT CCC TAT CCT 
LEU HlS CLY CLY TYR ASP VAL THR CLY ASN THR PRO PHE ALA TYR PRO 

CTC C7T TTT CCT CAT AAT CCT 
LEU VAL PHE CLY HIS ASH CLY 

CTC ATT 
VAL I.LE 

TCC 
TRP 

ACC 
THR 

360 
CCT TTC 
CLY PHE CLY 

CTC GAT ATT TTT 
VAL ASP ILE PHE 

Fig. 2. Nucleotidc scqucncc of the E. co/i Hindlll-Bg/11 fragmcnt (coordinatcs 3.8-~ 6 in F1¡; 1) Th-.: (.;nrnplctc nt 5cquencc far the 
20.5-kDal pcptidc is shown with thc (SD) corc scqucncc bo>..t.:d. Thc putati\.t.: '>ig11al pt.:ptu.Jc ¡., unU..:rlin1.;d and th..: pr•Jr;:cs-.ing ~ite b 
indicatcd by a "·ertical arrow. Reponed N-termin:i.l -.cqucnccs für thc ~0.5-j..Dal :rnd 69-kD;.:.J t'Cf'":.íde -.utH1nit.., are undcrlined b;:.· 
horizontal arrows. "Jñc possible processins signal region far the 6Cj-kDal pcpudc is underhncd wüh a da!">hed linc. 

sjtions 24 and 26. Thc most frequent protease 
(signal) cJcavagc sequcnce. Ala-X-Ala. is also prcs
ent in this signal pcptidc. Thc collcctivc obscrvations 
above strongly support thc hypothcsis that this pcp
tide is thc signal pcptidc that allows the tra.nsport of 
the intact PA precursor to thc pcriplasmic spacc. 

A ribosomc-binding sitc for PA can be located 
four bp upstrcam from thc initial ATG codon 
{position 1, Fig. 2). Thc spacing bct .... vccn the SD 
core sequence. and thc first A TG codon is un usual 
for most E. coli genes. howcvcr. such spacing has 
been rcportcd in thc case of thc rpoA gene (Stonno 
et al., 1982). 

The fact that t"\.VO PA peptide subunits are pro
duccd from a common precursor (Bock et al.~ 

l 983a.b). implit:s the prcsencc of at least one 
additional protcolytic ckavagc site bcsides thc one 
rcquircd to clcave thc signa) pcptide. One of thesc 
protcolytic clcavage~ could occur bctwccn rcsidues 
thrconinc and scrine (positions 289 and 290. Fig. 2). 
to givc ri~c to thc largc PA subunit. .An analysis of 
thc aa scqucncc preceding thc 69-kDal peptide 
rcvcals thc scqucncc Lcu-Ala-Gly (Fig. 2). This se
qucncc has bccn identificd in thc E. coli lipoprotein 
as thc signal for proteolytic clcavagc with hydrolysis 
occurring befare thc additional cysteine residue 
(\.Vatson. 1984). A similar signa) sequcncc is also 
prcscnt in thc Bacil!us lichcnifornzis penicillinase 
gene. In this case, thc proteolytic clcavagc sitc is 
locatcd 7 aa aftcr the signal. and thc proccsscd 
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lA. -Lys-Phe~1hr-§-0-teu-B-0-\'al-0-8-:.o:..n-[E:~-G-:·n,,-l•:"~7..,,._,:-.1a..@1".C't-:..o:..:,..-t;-..-0-1..t-u-

-fil-t..r']-§-B-1hr-lle-"':'h•·-:..o:,,;:;-Val-Pr.c-0-6-ffi-[S}-7i-,•-·•.:i'i-Q-8,~·.:dl-·031.1-·., . ._~-[J3-.-.•·G-[!it'oa1-

-lt.>u~Glu-Gln-:..o:,,n-:..la-:."..;•-•"3l-G--@-B-@;.1 d-L""8- :,,. 0-~· ~ -filG'_,,_, -~, .-. ~ .. , _: i.--:.1. -[B-:.1 "-!"•·t -Q-

Fig. 3. Amino acid homologics bctv.ccn four ?cnic1llin-btndmr pr;;itcins of E. col1 l JA. lB. 3 and 5; Kcck et al.. 1985). and thc 
corrcsponding rcsion of thc small subunit of PA. Thc PA a~ scqucncc: cxtcnds from thc mcthioninc rc:!>1du1..", po!>ition 165, to thc: lysinc 
rcsiduc, position 191. in Fig. 2. Thc: conscrvcd scrine rc:sidue obscrvcd 10 ::i.11 r-enic1llin-binding_ protcin:. is locatcd at position 177 in thc 
small subunit of thc PA. 

protcin starts, as in PA. '"':ith a scrinc r.:~iduc 

(\Vatson. 198-+). A similar scht:mc could be involv1..:d 
in the processing mechanisms of thc PA 69-kDal 
subunit. It is intcrcsting t.hat aftcr thc scquencc 
Leu-Ala-Gly. a cystcine residue appears in both 
cases citcd abovc, and a tyrosine residue appcars in 
thc PA. Thc~e aa can be casily substitutcd b)" a single 
base transition (T.-\.T to TGT) in thc DN/\ .. 

Severa\ groups (Bock et al., l 9:S3a~ !'-.1aycr et al.. 
1979) have dcscribed a small P A subunit c.f approx. 
20.5 kDal. A polypeptide ofthis sizc ,..-ould place the 
e-terminal rcgion of this subunit a.round ªª position 
200 in Fig. 2. Betwcen this putative C cnd, and thc 
beginning of thc 69-kDal subunit thcrc are approx. 
90 aa. At least two possiblc h:~:pothescs can be 
argued to cxplain thc.:sc obscrvations: (1) thc ~n1all 
subunit n1uy exhibit anornalous n1igration on SDS
polyacrylamidc gcls, a.nd its real.\!, is about 31 000; 
or (2) a connecting peptidc cxists bctwccn thc nvo 
subunits and it is rcn1ovcd post-tr;insbtionally. '\Ve 
favor the lattcr option since scV'-!ral spccics of active 
PA can be found, after isoekctric focusing, suggcst
ing that these diffcrenccs aris'-! from a protcolytic 
attack (Kutzback and Raucnbusch, 197-+). 

Examination of thc nt scquencc prcccding the 
proposcd first ATG codoo (52 bp) of PA did not 
revcal any obvious pron1otl!r rt:g,ion. As ,.,,-e previ
ously menuoned wc bclievc that thcse rcgulatory 
rcgions were dclctcd during the construction of plas
m.id pPA4. The fact that thepac gene b inducible by 
phenylacetic acid in cells carrying pPA2 plasmid, 
and is not (not shown) in cclls carrying plasmid 
pPA4, supports this assumption. Thus, the pac gene 
inserted in plasmid pPA4 is probably transcribcd 
from a promoter created during its construction. 

Keck et al. (1985) havc rccentl)' compared the au 
sequcnce of the active sitc of various penicillin-

binding. prokins fron1 E. co/i K-1:!. A c.:on1parison of 
thcsc !"cportcd ~c4ucnCl!S to thc aa st:quence of PA 
revc~b sanie intert:sting sin1ibrities (Fig. 3). These 
sin1ilaritics ('vhich are not extensivc bC"tween the 
rt:portcd pcptidcs) includc a scrine residue which is 
strongly cons.erved for all (position 177. Fig. 2), and 
suggcst that thc 20.5-kDal PA subunit is the onc 
invol..-cd in penicillin binding. This notion is sup
poncd by studies which show th~1.t the specificity of 
PA far its substratc can be affccted by replacing a 
spccific methionine (Fig. 3) with other aa (\Villiarns 
a.nd Zuzcl. 1985). 

Finally. many rclevant questions rernain to be 
answt:rcd about the pac gene and of its products 
proccssing. In panicular. it will be intercsting to 
know if thc proces~ing mcchanism. which produces 
both peptide subunits from a common precursor. is 
uniqut: for the P A or whcther it is a more general 
1ncchanism found in rna.ny prokaryotic: systcms. 

\Ve ,.,.·i~h to thank Ailcen O'Connor for the 
construction of plasmid pPA4 and Guadalupe 
Ochoa fo:- ~01ne initial bioassay rcsults. '\Ve are also 
g.rateful to :-..1ario A. Cuevas and Salvador Antonio 
for the synthcsis and purification of EcoRl linkers. 
to Dr. Xavicr Sobcrón for thc critic:.tl reading of the 
111a.nuscript. and to Carmen Gonzálcz for thc typing 
ofthis manuscript. G.G. is a recipicnt ofa fcllo ... vship 
from Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología 
(CON/\CyT). :r-..1cxico. G.O. is a fcllow of the 
Secretaria de Relaciones Exteriores del Gobierno 
~fcxicano. This rcscarch was partially supported by 
Grant PCCBBNA-02016-+ from Consejo Nacional 
de Ciencia y Tecnología (CONACyT), Mcxico. 
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Characterization of the regulatory region of thc Escherichia coli penicillin acylase structural gene 

(Nucleotide sequence; primer extension: promoter identificaúon) 

F. Valle., G. Gossct., B. Tenorio., G. Olh·er a~d F. Bolh·ar• 

Departamento de Genérica y Biología Molecular. Centro de lm·estigacioncs sobre /ngenieria Genérica y Biotecnología. 
Uni¡.,·er.s1'dad b'acional Autónoma de AfCxico. Cuerna\'aCa, .\forelos (}'.fexico) Tel. (527.3) 172399. 

(Rcccivcd l\.1arch 28th, 1986) 
(Acccptcd August :6th. 1986) 

SU'MMARY 

Penicillin acylasc is utilized in thc enzyn1atic production ofscmisynthctic pcnicillins. Thc enzyme is composed 
of two di!Tcrcnt subunits that originate from a common precursor. The partía! nucleotide (nt) sequence of the 
structural gene has bccn publishcd. 'Ibis papcr rcports thc nt sequcncc of thc regula.ter)' region of this gene. 
thc idcntification of a functional prometer. thc transcriptional start point. and the description of possible 
regulatory rcgions. 

lNTRODl.iCTIOS 

Pcnicillin acylasc (PA) from Escherichia coli 
ATCC 11105 catalyzcs thc conversion ofpcnicillin G 
into phenylacctic acid and 6-APA. which is thc 
starting cornpound for the industrial production of 
semisynthctic pcnicillins (Lo .. vc et al .• 1981). From 
thc acadcmic point of vicv~--. thc cnzymc and its 
structural gene posscs~ severa] intcrcsting fcaturcs. 
For examplc. thc n1ature cnzyme is composcd oftwo 
dissimilar subunits which originatc from a comn1on 
precursor via a complcx proccssing mcchanisrn 
(Bock et al .. 1983; Bruns et al .• 1985; Olivcr et al .• 
1985). i'\.lso. thc cxprcssion ofthc PA structural gene 
(pac) is undcr severa} rcgulatory controls such as 
tcmperature, oxygen lcvel. cA!\.1P control and 
phcnylacctic acid lcvcl (Casas. 1981; Gang and 

• To ~hom corrc$po11den1..c and reprint rcquests should be 
addresscd. at Apdo. Po!-tal 7U4'79. !\1t::>.ico D.F. (!\te:>.ico). 

Abbrcviatíons: 6-APA, 6-aminop~mcilbni:: acid; bp, base 
pair(s); Cm. ch!o:-amf'hcnicoI; CRP. cydic A~1P receptor 
protcin; D~1BA, p-dimcth:·laminobenz;.ildch:dc; nt. nuclco
tide(s); MI medium, see MATERIALS ,.'\,SD !\1ETHODS, 
scction e; nt. nucleotide(s); PA, peni::illin acylasc; pac. E. coli 
gene codins. for P ...... ; Te, tctrac}clinc. 

Shaikh. 1976). Our group and others have rcported 
thc cloning of the pac gene (Olivcr et al.. 1985; 
?\1aycr et al.. 1979; Dorctic et al.. 1984) and its 
pa.rtial nuclcotidc ~cqucncc (Bruns et al.. 1985; 
Olivcr et al.. 1985). 

In this papcr wc report the nt sequencc of the 
rcgulatory region of this gene, thc identification of a 
functional prometer. thc transcriptionaI start point. 
and possiblc CRP binding sitcs. 

!\tATERl.\LS A:"D ~IETHODS 

(a) Pl.::ismids and phagcs 

Bactcriophagc ?\113 strains n1p8 and mp9 and 
thcir pcrmissive host J 1\.11O1. wcre obtaincd from 
P. Secburg. Plasmids pP.r'\ .. 2 and pPA4 carrying the 
pac gene havc bccn described previously (Oliver 
et al., 1985). 

(b) Enz)·mes and radiochcmicals 

All cnzymcs '\vcrc obtaincd from New England 
Biolabs and [ ::x-3 =P]dA TP was obtained from 
Radiochcmical Centcr (Amersham). 

0378-1l19j86/S03.50 C. 1986 Eh.cvier Sc1cncc Pubfü,hca B.V. (Biomcdir;.;:r.J Oivi!.ion} 
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(e) DNA synthcsis. scqucncing and scqucnce ana
lysis 

Previously describcd procedures (Heidecker et al.. 
1980; Messing et al .• 1981) ·wcre u sed to determine 
the nt sequencc of various restriction fragments 
cloned in l\.113 derivath:cs by thc dideoxy chain 
termination method. A DN.·'\. fragment 21 nt long 
was synt.hetizcd according to thc phosphotriestcr 
method {ltoh et al.. 1982). A computcr scarch for 
likcly promotcr scqucnccs ,,,,.as. pcrformcd using tht: 
mcthod dcscribcd by to..1u\lingan et al. (1984). A 
variation of this method "'"ªs uscd to find possiblc 
CRP-binding sitcs using thc reponed conscnsus 
sequcncc (De Crombrug.ghc et al.. 1984). 

(d) RNA purification and primer ex tcnsion 

Messenger RNA ... vas purified from stationaI)' 
phase bacterial cultures by thc hot-phcnol rnethod 
described by Young and Fura.no (1981). Primer 
extensions Vl.'erc routincly pcrformed by using 50 µg 
of total RNA and 1 pmol of thc pac gene specific 
primer. Hybridization and cxtension rcactions "vere 
carried out according to Lcon et al. (1985). 

(e) Assa~· of pcnicillin ac~•las~· acthil)' 

E. co/i strain ATCC 11105 carrying plasmids 
pP A2 and pPA4 was gro,vn at 30 = C in ~11 mcdium 
(Schomer et al., 198~) or 1'.11 plus phenylacctic acid 
O.l /"0 • Thc initi~ ratcs of 6-AP,'\. formation werc 
determined based on the condcnsation of this 
molcculc ,..,.·ith D?\.1B,'\.. as prcvious1y rcportcd 
(Balasingham et al .• 1972). 

RESCL TS A!".D DISCCSSIOS 

(a) Localization of thc rcgulatory region of the pac 
gene 

Previous studies havc sho,vn that thc pac-coding 
region is located bctween Hi11d111 and SnJal sites in 
plasn1ids pPA2 and pPr'\.4 (Fig. 1 ). In pPA2. the pac 
gene cxprcssion is. induciblc by phcnylacetic acid. 
,,,,.hile in pPA4 it is constitutivc (Olivcr et al.. 1985). 
1 n ordcr to localizc more prcciscly the regulatory 
rcgion of thc pac gene. wc constructcd plasmid 
pP.·'\.25, as shown in Fig. 1. In this plasmid thc pac 
C"-prcssion is still indu.:-ibk by phcnylacctic acid 
(Fig. 1 ). Thcse rcsults strongly suggest thc prcscnce 
of thc original rcgulatory rcgion in pP.·'\.25. 

(b) ~uclcotidc scqucncc of thc rcgulatory rcgion 

A rcstriction n1ap and tht.! stratcgy used for the 
scqucncing of the rcgulatory rcgion of the pac gene 
is prcscntcd in Fig. 2. Fig. 3 displays thc nt sequence 
obtaincd. This scqucncc extcnds by 328 bp to,vards 
thc 5' -cnd. thc one previously reponed by us (Oliver 
et aL. 1985). and by 236 bp. thc sequcncc reported by 
Bruning et al. (1984 ). Thc comparison of our 
scqucncc with thc onc rcportcd by Bruns et al. ( 1985) 
~ho.,,.•cd a total dbcrcpancy in thc DN/\. rcgion 5' to 
thc Hi11dll l sitc (scc Fig. l. and position - 2::? in 
Fig. 3); howcvcr. our sequcncc coincides ... víth the 9~ 
nt prcscntcd by the san1c authors elsc.,,..·ere (Bruning 
et al.. 1984). Bascd on thcsc date, ""e bclieve that our 
sequcnce is corrcct. 

(e) Transcdptional start point and promoter Jocali
zation 

The transcriptional start point ofthe pac gene was 
dctcrn1incd by primer cxtcnsion. using a synthetic 

.. ~ . : .... ,., 

Ft¡;. 1. Localizauon of the regulatOr)' 
rc¡;ion ofthc p~c gene. Pla.smids pPA~ and 
pPA~ havc bccn dcscribc<l previousl:
tOh-..cr et al.. 1985). Plasmid pPA:!!- is a 
delction dcrivati-..c ofpPA:!. . ...,.hich lacks a 
3.8-kb o:--:A fragmcnt bct...,.ccn thc 1 .. ,0 
Asull s1tc~. Thc p\:.t..,,mids wcrc transformed 
into thc E.,,-,¡¡ stra.in .·\.TCCl 1105. and PA 
activit) w01s mca.,,urcd in cclls grown in 
media with or without phcnybcetic acid 
(scc MATERIALS ANO METHODS. 
scction e). Thc arrows indicatc plasmid
codcd products. Only thc chromosomal 
DNA rci;:ion (hcavy linc) is drawn to scak. 
and rclc ... ant rcstriction sitcs are indicatcd. 

•Pt. Z '"='~-J.-:~---------------' _..:.L_.,.d 

,_.,! l<oO¡ ª"""' ,.91. H ~~-_.::_,__¡, ________ , ~ 

I<••: •-•: .,p,," ~~-===~__. _______ .. ~ 
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Fig . .:?. Str3tc:gy for subcloning a.nd sc:
quc:ncing. (half-arrows) thc: par: rc:gulatory 
reg.ion. A partial restriction map ofplasmid 
pPA:!. for thc rc:Jc,,.ant rcgion, is shown . 
Thc DN.·'\. fra~mcnts \~ere doncd .:ss blunt• 
c:nded frasmc:nts in the ~113 vectors. Full 
a.rrow.s indica.te: pl:::i.smid-codcd product.s. 
Thc: hcav~ Jinc 1nd1c:atC!. c:hromosomal 
DNA. 

DNA primer that hybridizes at pos1t1ons 6~ to 82 
(sec Fig. 3) and RNA isolatcd from strain 
ATCCI 1105 carrying plasmid pPA2 gro .. vn on 0.1 ~~ 
phenylacctic acid. The resuJt ofonc such cxpcrimcnt 
is sho\.vn in Fig. 4. Thc size of thc reverse transcrip
tase product \\.'as 90 ± l nt. This result localizcs thc 
transcriptional start point ( + 1) 30 ± l nt from the 
translational start point (sec Fig. 3). \Vhcn thc sarne 
experirnent was done using RNA isolatcd from 
strain ATCCI 1105 without plasmid. thc obscrvcd 
band '\vas Jcss intense (data not shm.vn). 

lnspection of thc nt sequcncc upstrcam frorn thc 
transcriptional start point rcvc~ls a putativc - 35 
sequence TAGATA. "':hich is idcntical in four out of 
six positions with thc conscnsus scqucncc (TTGA
CA). Thc putativc - 10 scqucncc TAGT.•\.T has four 
identities \.Vith the conscnsus (TAT/\.AT) (scc 
Fjg. 3). Thc distancc bct\.vccn thc proposcd - 35 and 
- 10 regions is 17 bp, thc optima! distancc far pro
motcr activity. lt is important to note that using thc 

algorithm dcvelopcd by 1\-·Iutlingan et al. (1984) for 
promotcr scarch~ this promotcr gcts a high score. 

(dJ Analysis oí the nuclcotidc scqucncc prcceding the 
pac gene 

PA svnthesis is apparcntly subject to catabolite 
rcprcssion mediated by cA1'-1P and the cA~IP recep
tor protcin CRP (Gang and Shaikh, 1976). Two 
potcntial CRP binding sitcs were found at nt coordi
natcs - 120 to - 100, and - 78 to - 58. Both sites 
are homologous "..vith thc conscnsus scqucncc and 
thcir positions "vith rcspc:ct to thc transcription ini
tiation sitc are - 68/ - 69 and - 109/ - 110. respec
tivcly. In this sen se the rcported distances of CRP
binding sites lic bctwccn - 106/ - 107 and 
- 36/ - 37. Using thcse critcria, both scqucnccs are 
potcntial CRP-binding sitcs. Thc prcsencc of l\.\"O 

CRP-binding sitcs has bccn obscrvcd in othcr cases, 
likc lac. ara, car, \.\."hcrc one sitc is thc primary binding 

QOOTT ACOl::AOOOAOO• TQ T GACJT GAACTA T OOOC:OOCGT GT T oo::AAA To:: Toce: T CJT e: TD 

-340 .JZ; .J'): 

GATTCOAAAA TTOC:TAC: AAAATC:C:AAC:C:A TAAAAOTCOTTT AC: AAC: ATA T T TT T C:T DA T T TAC: A TAC: AC.A T AA T GAC:C: TO 

-za5 -n5 -245 .n5 

AOC:TGTC:TCTCTGOCJOOTC:ATC:ATC:TATOC:OTC:C:OOOOOATC:TOTC:ACA.AAAA0'3A.ATAOAA.A.C:""AAAT:A1C:•GC:GGTC:. 

-zOO -1e6 -1~ -14; 

A B 
AATAAAGCO .. TTCGTTTTTAOATC:AC:AT T AA TOAAATT TTTOT A TCAA.AAA T T AD T TA TC GC:OC T C:A:AO T TC:A T •ATOA 

-120 -1o5 -eó -6'5 
-3~ -10 

AACA•TT~:aTOC:A.A+•OAT+•cco:~5~oc:fr•oTA'flFA•.T~----;;; ..... C:CTOCCAOA.~AC:A 

ATO ·- A .. T AQA AAT C:QT ATO ATC: OTO ••e TOT QTT AC:T oc;:-ycc·c;:;-¡;:o-;:;;:-;:;.;.-:roa 
M•• l.)'• ..... A'"9 Aa"' AP'9 Pl•t ll• Val A•" C')'• VAl Th'" Ala 5•,.. l•" "•t Tl",.. T7 .. Trp 
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Fig. 3. Nuckotidc scqucnce of the regu
lator:;.· rcgion of the pi.Je gene. Thc 381 bp 
prcc:cding thc initiation ATG codon of thc: 
pac g\;nc are prcscntc:d. !lea\")' bars (A and 
BJ indi=atc two puta ti ve CRP binding sitc:s. 
lñc brokc:n lim: indica.tes thc zonc: ._"·hcrc 
thc s:ynthcuc oligodeo:<ynuclcotidc hybrid
izc:s in thc primer cxtension cxpc:rimcnts. 
Divcr,gcnt arrow~ indic:.:i.tc pafindromic 
scqucnccs. A func:tion.:il prometer (boxed). 
thc: idcntificd transcriptional start-point 
( + i - }, and .:i put.:itive ribosome-binding 
sitc {RB). are also inc!ic:atcd. 



,.,, 

-
---- -

Fig. 4. Poimer cxtension mappin,!!' Thc :i-:;:P-labekd OSA 
synthcsized b)' reverse trancíiptasc was scpal'"atcd in a :':O~;, 

polyacryl:i.midc gel. Lane 1 sho .... s the primer e~ tcnsion product. 
Lanes 2-5 show the !\.113mp9 D:--:A scquc:n.;;e (C. T, r'\ and G. 
rcspcctivcly) that v.as u!>cd as an .\/, m~ri...cr 

site. Although thcrc is no cvidcncc that sccondary 
sites are esscntial for transcription activation, thcy 
may participatc in thc scarch by CRP for thc main 
sitc (De Combrugghc et al.. 1984). 

Another interesting featurc found in this nt sc
quence is thc prcscncc ofthrce impcrfcct palindromic 
scqucnccs ccntcrcd at positions - 86, - 19/ - 20 and 
+ 3/ + 4. As can be sccn in Fig. 3, onc of thcsc 
sequcnccs lies bct\vecn thc l\VO put3tivc CRP 
binding sites. and thc other oncs are locatcd :i.round 
thc "Pribno\.v box•. Al prcscnt. wc do not know 
whethcr thesc scqucnccs could be thc rccognition 
sites for regulatory protcins; ho .. vcvcr. it is kno-.. .. :n 
that in E. coli the pac gene is undcr ni:gativc control 
(J\..1aycr et al.. 1979). Similarly locatcd palindromic 
scqucnccs Iocalizcd within diffcrcnt promotcrs havc 
bccn idcntificd as part of opcrators (Bcnnct and 
Yanofsky. 1978). In arder to determine -..vhich 
scquences are actually involvcd in thc rcgulation of 
this gene. -..ve are pcrforrning mutagcncsis cxpcri
ments in this D~A rcgion. 
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