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RESUMEN 

RESUMEN 

La penicilino acilasa es una enzima muy utilizada en la industria farmacéutica para la obtención 

de antibióticos ~-Iactámicos. Uno de los principales pasos que limita la producción de la enzima 

es el procesamiento post-traduccional dependiente de temperatura que necesita para ser activa. 

En este evento, un endopéptido es excindido de un propéptido inactivo para dar lugar a una 

proteína heterodímerica activa en el periplasma. 

En este trabajo se planteó generar variantes de la penicilino acilasa que no dependieran del 

procesamiento post-traduccional para poder ser activas. Para lo cual, se construyó una 

permutación circular del gen de la penicilino acilasa, eliminando el endopéptido, obteniendo una 

enzima monomérica, donde los dos dominios importantes para la actividad fueron unidos por 

medio de un conector de cuatro aminoácidos (mutagenizados a saturación mediante técnicas 

de PCR), a fin de obtener una biblioteca donde se pudieran identificar a las mejores proteínas 

mutantes. Para seleccionar las mutantes activas fue necesario hacer una cepa de selección 

para actividad de penicilino acilasa en E. coli, con la característica de ser sensible a penicilina G 

y resistente a 6-APA. Para la identificación de las variantes se utilizó como sustrato de selección 

a la penicilina G, este sustrato al ser hidrolizado por la penicilino acilasa le confiere a la cepa 

resistencia a la penicilina G lo que le permite sobrevivir en medios adicionados con él. Se logró 

obtener varias mutantes con distintos conectores, aunque todas presentan problemas de 

expresión comparados con la enzima silvestre. Se midió la actividad de algunas mutantes y de 

la enzima silvestre a partir de extractos proteicos, donde se observó que las mutantes 

presentan menos del 50% de actividad respecto a la enzima silvestre. Debido a las diferencias 

de expresión, se semipurificaron las mutantes monoméricas L 1 Y L2 con secuencia en el 

conector NEGM y PGLR respectivamente, así como la enzima silvestre, las tres enzimas se 

caracterizaron cinéticamente a 37'C utilizando penicilina G como sustrato. La mutante L 1 

incrementó su eficiencia catalítica (kcatlKm) 2.698 veces con respecto a la enzima silvestre, 

mientras que la mutante L2 1.51 veces. En ambas enzimas éste incremento fue debido a una 

mejor afinidad por su sustrato. Como consecuencia de la monomerización la proteína puede 

producirse en E. coli a 37° C a diferencia de la enzima silvestre donde se produce entre 25 y 

28°C. 
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INTRODUCCION 

INTRODUCCION 

Gracias a las técnicas de DNA recombinante es posible que los genes de proteínas presentes 

en un organismo puedan ser clonados, expresados y secuenciados, así como el producto 

proteíco purificado y caracterizado. El conocimiento bioquimico generado de estas proteínas, 

permite que puedan ser utilizadas en industrias biotecnológicas, farmacéuticas o agrícolas 

como biocatalizadores en procesos específicos, sustituyendo a procesos de bajo rendimiento y 

en algunos casos altamente contaminantes. Por otro lado han surgido metodologías para 

mejorar algunas de las características de las proteínas como son la ingeniería de proteínas y la 

evolución dirigida de proteinas. El principio básico de estas herramientas se basa en la 

modificación de la secuencia del gen para proveer o mejorar cierta función de la proteína 

codificada. Esto implica, que la proteína en su forma natural esta solo optimizada para su 

función dentro de la célula, pero es posible que acepte algunos cambios para mejorar su 

actividad. 

Ingeniería de proteínas 

La ingeniería de proteínas integra la información sobre la estructura, secuencia, mecanismo de 

catálisis, función y propiedades bioquímicas, para diseñar y generar variantes de proteínas de 

forma racional, a modo de mejorar alguna de sus características en particular. Normalmente, en 

este tipo de estudio se diseñan cambios específicos que se introducen modificando el gen que 

codifica la proteína de interés, por medio de mutagénesis sitio dirigida utilizando PCR (reacción 

en cadena de la polimerasa) sobre uno o varios aminoácidos (Blundell et al, 1994). Las 

características que se han logrado mejorar por esta vía han sido estabilidad a un determinado 

pH o solvente (Chen et al, 1993 y del Río G. et al, 1995). termoestabilidad (Clarke J.ét al, 1993; 

Scott N et al, 2000; Eder J. et al, 1992), incremento de la actividad (Graham et al, 1993) yen el 

caso de anticuerpos su "humanización" (Rees et al, 1994). En el diseño racional de proteínas 

existen varias limitaciones, como la escasa información estructural para la mayoría de proteínas 

y lo difícil de interpretar la informacíón de la estructura en información de actividad biológica 

(Sleipe B. et al, 1999; Griffiths A. et al, 2000). 

Evolución dirigida de proteínas 

üna aiiernaiiva ai diseno de proteínas es la evolución dirigida, en donde el principio de la 

evolución Darwiniana, que involucra repetidos ciclos de mutación, recombinación y selección 

puede ser aplicado y acelerado en el laboratorio para generar enzimas mejoradas. Para la 
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INTRODUCCION 

evolución dirigida ya sea in vivo o in vitre es necesario tener tres componentes: primero, un 

método para generar la diversidad genética, segundo una vía para enlazar el genotipo al 

fenotipo y finalmente un método que permita identificar aquellas variantes con la actividad 

deseada. Para someter una proteína a un proceso de evolución in vitre, se generan los genes 

mutados por alguna metodología adecuada, éstos son clonados en un vector y transformados 

en una cepa hospedera, finalmente son sometidos a un proceso de identificación que puede ser 

selección o búsqueda diferencial de aquellas mutantes con la característica que se quiere 

modificar, este proceso se repite por varios ciclos para acumular mutaciones benéficas (Arnold 

F. et al, 1997). 

Generación de la diversidad genética 

Se han generado varios métodos para este propósito, los cuales se basan en la mutagénesis al 

azar sobre el gen de interés y la búsqueda de aquellas variantes que muestran la característica 

deseable. Dentro de los métodos más exitosos se encuentran el PCR mutagénico o Error

prone-PCR (Craig C. et al, 1992), Gene Shuffling o PCR sexual (Stemmer WP, 1994-a; 

Stemmer WP, 1994-b y Zhao H. et al, 1997-a) y StEP o staggered extension process, el cual 

consiste en una recombinación in vitre de genes utilizando PCR (Zhao et al, 1998). Otro tipo de 

evento que permite generar variantes ha sido la permutación circular, la cual se menciona 

posteriormente (Goldenberg and Creighton, 1983). 

Identificación de las variantes 

Uno de los problemas de generar un gran número de variantes, es la identificación entre toda la 

población de aquellas que tienen la característica requerida. Para identificar las posibles 

candidatas, se busca alguna característica fenotípica que pueda monitoriarse y relacionarse 

directamente al genotipo. Dentro de las técnicas más utilizadas se encuentran la búsqueda 

diferencial y la selección. 

al Búsqueda diferencial (screeningl: Con este método se pueden identificar las variantes con 

una característica especifica de entre toda la población de mutantes generada. Estos estudios 

requieren ensayos individuales para cada miembro de la población. Por lo que analizar librerías 

de gran tamaño resulta laborioso, además de que necesitan métodos que desarrollen un color, 

un halo, turbidez, hidrólisis, etc., que permitan discernir de manera adecuada. Recientemente 

con la incorporación de robots de "hight throughput screening " o "ultra-high-throughput" 

(Sundberg S, 2000) que engloban automatización, miniaturización y uso de métodos como 
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"phage display", los ensayos dependientes de caja Petri van siendo excluidos cada vez más. La 

identificación de variantes por medio del robot requiere del desarrollo de ensayos altamente 

sensibles para la identificación de variantes que emitan señales detectadas por fluorescencia o 

que desarrollen reacciones que puedan ser medidas en el espectrofotómetro. La principal 

limitante de este sistema son los grandes costos que implica comprar y mantener este equipo, 

lo que lo hace inaccesible por el momento. 

b) Selección: Es el enriquecimiento de variantes activas en una libreria molecular. La selección 

puede ser de tres tipos, completamente in vivo, in vitro-in vivo y totalmente in vitro. 

En sistemas in vivo, la selección requiere que la actividad a identificar pueda representar una 

ventaja de crecimiento a la cepa hospedera en una condición determinada. La selección se 

realiza en un compartimento de la célula y puede involucrar el complemento de una función que 

la cepa inicialmente no tiene, proveer una sustancia esencial para crecer o la neutralización de 

un compuesto que le es tóxico o que inhibe su crecimiento. 

Una de las técnicas más utilizadas es la complementación de la actividad, donde se utiliza una 

bacteria que es deficiente en la actividad o función que se busca, de esta manera se puede 

seleccionar a aquellas bacterias que adquieran la propiedad buscada por tener el gen que 

complementa la actividad o función. Dentro de los ejemplos de sistemas de selección se 

encuentran aquellos en donde se involucran a enzimas que catalizan vias metabólicas criticas 

(Riaño, L. 2000 Y Juarez R., 2000), que confieren resistencia a algún sustrato como antibióticos, 

contaminantes, pesticidas, hidrocarburos etc., o que liberan algún nutriente esencial para el 

crecimiento de la cepa hospedera. La selección presenta la ventaja de ser un método rápido y 

económico ya que permite analizar una mayor población de variantes y al mismo tiempo evaluar 

directamente la actividad de la enzima por la capacidad que le confiere a la cepa hospedera de 

crecer en las condiciones de selección. 

Tanto la búsqueda diferencial como la selección in vivo, presentan limitantes debido a que la 

célula por sí misma puede seleccionar o discernir en cuanto al mantenimiento de las variantes 

dentro de ella. La generación de algunas enzimas o de algún producto, puede representar una 

desventaja que le afecte para el mantenimiento de la homeostasis y de esta forma se puede 

contra seleccionar la variante deseada. Otro problema común en la selección son las 

mutaciones espontáneas en la célula húesped, que pueden dar falsos positivos en las 

condiciones de selección. 
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INTRODUCCION 

Debido a las limitaciones que presentan tanto la ingenieria de proteínas como la evolución 

---- - dirigida,se-han-utilizado-tos-recursos-disponibtes-de-amba-s-para tratar ae evólucionar proteínas - - -

in vitro involucrando el diseño racional. De la ingeniería de proteínas se ha tomado el análisis 

de estructuras y de bases de datos así como el uso de algoritmos computacioJ)ales para 

identificar algún tipo de estructura o motivos estructurales (alfa hélices, estructuras de hojas 

beta plegada, vueltas beta, etc .. ), con los cuales se puede obtener información de homología 

entre secuencia y estructura, energía mínima de la conformación, análisis de la topología, 

exposición al solvente etc .. que pudieran ayudar a dicernir entre los cambios adecuados (Voigt 

Ch. et al, 2000; Zhang Ch. et al, 2000, y Chotia C. et al, 1997). De la evolución dirigida se han 

tomado las técnicas para generar la variabilidad y de selección. De está combinación, el caso 

más exitoso ha sido la migración catalítica de actividad de PRAl (fosforibosil~ntranilato 

isomerasa) a IGPS (indolglicerol fosfato sintasa). En este caso se escogieron como modelos, 

dos actividades consecutivas en la biosíntesis de triptófano, en donde el producto de PRAl es el 

sustrato de IGPS. Ambas enzimas esta n formadas por un dominio de barril aJ~ y sus sitios 

activos difieren considerablemente. En este trabajo, la estrategia general consistió en la 

modificación del gen que codifica para IGPS, primero se deletaron elementos de estructura 

secundaria no observados en PRAl (una alfa hélice en el amino terminal y un loop), 

posteriormente se introdujó un Asp que es un residuo consenso en PRAl de .diferentes 

organismos que no esta presente en IGPS y finalmente se realizaron ciclos de gene shuffling y 

selección in vivo hasta lograr identificar una IGPS que isomerizara el sustrato de PRAl (N-

5'fosforibosil antranilato) (Altamirano M. et al, 2000). 

Permutación circular 

El estudio de proteínas genéticamente alteradas ha comenzado a ser una estrategia importante 

para examinar la relación entre la secuencia de aminoácidos y la estructura tridimensional de 

las proteínas. En la mayoria de los casos el efecto de la sustitución de uno o varios 

¡¡minoácidos en la estructura, estabilidad o plegamiento ha sido estudiado a detalle. 

Recientemente se ha estudiado el efecto que puede causar el intercambio de los elementos de 

estructura secundaria en la estabilidad, plegamiento y actividad de una proteína. Para ello se ha 

realizado un evento conocido como permutación circular. 

Una permutación circular es el resultado de la unión del carboxilo terminal y el amino terminal 

de la proteína y la generación de nuevos sitios amino y carboxilo terminal en alguna, otra parte 

de la proteína (figura 1). Este tipo de evento se ha realizado por ingeniería genética en la 

mayoría de los casos, en la naturaleza también han ocurrido permutaciones circulares las 
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cuales han sido identificadas por comparaciones 

varias familias de proteínas (Lindqvist Y et al, 1997). 
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Figura 1. Diagrama topológico de un barril a/fl en donde se muestra el evento conocido como 
permutación circular, en la parte inferior se muestra este evento a nivel de gen. Los extremos 
amino y carboxilo terminales originales se unen y se generan otros en un sitio diferente. a) 
enzima silvestre y b) enzima permutada circularmente. Los triangulos simbolizan betas 
plegadas y los circulos alfa-hélices. 

Dentro de las proteínas permutadas circularmente en la naturaleza se encuentran la 

concanavalina A presente en plantas, la cual del resultado de modificaciones post

traduccionales, se genera una proteína muy similar a la lectina tridimensionalmente, pero con 

diferencias en la conección de los elementos de estructura secundaria y en los sitios amino y 

carboxilo terminal (Cunningham et al, 1979). 

La eswaposina otra proteína de plantas, surgió por una permutación circular a nivel de gen de 

una saposina (Ponting et al, 1995). Las glucosiltransferasas son otro ejemplo de una 

permutación circular a nivel de gen. Esta enzima presenta un dominio de barril a/fl permutado 

circularmente respecto a las a-amiJasas (figura 1). El barril a/fl de la glucosiltransferasa 

comienza en una alfa-hélice que corresponde a la hélice tres en la a-amilasa (MacGregor et al, 

1996). La transaldolasa, es un ejemplo de como se puede generar una actividad de novo por 

una permutación circular, está enzima al igual que la aldolasa clase l presenta una estructura de 

barril a/fl. Como en el ejemplo anterior, las posiciones de los sitios amino y carboxilo terminal 
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son diferentes, pero en la estructura tridimensional presentan una alta homología (Lindqvist Y et 

al, 1997). 

Permutaciones circulares construidas por ingeniería genética 

Las caracteristicas requeridas para permutar circularmente un gen son: que los extremos amino 

y carboxilo en la estructura estén cercanos entre sí, esten favorablemente orientados y con la 

generación de los nuevos sitios ami no y carboxilo terminales no se afecte drásticamente la 

estructura tridimensional. Las proteínas permutadas circularmente han servido en estudios tan 

diversos como evolución, plegamiento, estabilidad y actividad. 

La primera permutación circular se realizó en 1983 con el inhibídor de la tripsina pancreática 

(BPTI), la unión entre el amino y carboxilo terminal fue mediante síntesis química y la 

generacíón de los nuevos sitios se realizó con una proteasa específica (Goldenberg et al, 1983). 

Luger en 1989 abrió un nuevo camino al íncorporar la ingenieria genética para crear la 

permutación circular de la fosforíbosil antranílato isomerasa (PRAl) (Luger K et al,1989). 

Otras proteínas que se han modificado genéticamente para obtener permutaciones circulares 

han sído la a-espectrina (Viguera A. R. et al, 1995), aspartato transcarbamoilasa (Graf R. et al, 

1996), aamilasa (MacGregor E. A., et al, 1996), ~-Iactamasa (Pieper U. et al, 1997), 

dihidrofolato reductasa (Iwakura, M. et al, 1998), ~-glucosidasa de Bacillus (García-Valvé S et 

al, 1998), Eco Al (Janscak P et al, 1998), 1,4 ~-glucanasa (Ay J. et al, 1998), crístalina ~B2 del 

lente del ojo (Wieligmann K. et al, 1998), la proteína verde fluorescente (Baird G. et al, 1999) y 

disulfuro oxido reductasa DsbA (Hennecke J. et al, 1999). 

Relación de la penicilino acilasa con los antibióticos p-Iactámicos 

El éxito de la penicilina y sus derivados se debe a que tienen una alta eficiencia y específicidad 

cuando son utilízados como agentes antibacterianos (Frére & Nguyen-Distéche, 1992) y solo en 

1998 de los 252,698 millones de dólares correspondientes a las ventas totales mundíales de 

medicamentos, 6,878 millones corresponden a antibiótícos de tipo cefalosporanico y 3,818 

millones corresponden a penicilinas (Pharmaceutical and Healthcare Industries, 1998). 

Los antibióticos ~-Iactámicos (penicilinas y cefalosporinas) forman una gran familia que tienen 

en común un anillo ~-Iactámíco. Al inhíbir las enzimas transpeptidasas, ambos antibióticos 

interfieren en la biosíntesis dp.1 péptidog!!cano, e! mayor constituyente de la pared celular 

bacteriana (Frére et al. & Ghuysenand et al, 1991), el péptidoglicano es un heteropolímero 

compuesto de N-acetilglucosamina yAc. N-acetilmurámico alternados y unidos por enlaces ~ 

(1-4), que forman una red tridimensional la cual encierra completamente a la bacteria 
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manteniendo la forma y rigidez de la pared celular para protegerla de presiones osmóticas. 

Debido al uso indiscriminado de estos antibióticos durante las últimas décadas, se han 

seleccionado cepas resistentes a ellos, de ahi la necesidad de crear nuevos antibióticos que 

los sustituyan (Travis J., 1994). El mecanismo más común de resistencia bacteriana a estos 

antibióticos es la inactivación por la ruptura del enlace amídico del anillo ~-Iactámico mediante 

las enzimas ~-Iactamasas (Foye W. 0.,1988). 

Mecanismo de obtención 

La preparación comercial de la penicilina se basa en la técnica de cultivo sumergido, utilizando 

la cepa Penicillium chrysogenum. La fermentación dura alrededor de 4 a 5 días, con control de 

la aireación y con adición de antiespumantes, periódicamente se le adiciona ácido fenilacético 

para conseguir la síntesis de penicilina G o ácido fenoxiacético para producir penicilina V. 

Debido a que la efectividad de la peniCilina G se ha visto disminuida por la aparición de cepas 

resistentes, han surgido los antibióticos ~-Iactámicos de tipo semisintético (Glazer A.N. et al, 

1994). 

Antibióticos j3-lactámicos semisintéticos 

Este grupo se puede dividir en dos tipos; las cefalosporinas que tienen un anillo ~-Iactámico 

fusionado a un anillo de seis miembros llamado 1,3 tiazina y las penicilinas, cuyo anillo .~

lactámico está fusionado a un anillo de cinco miembros llamado tiazolidino (figura 3). 

En la producción industrial de antibióticos ~-Iactámicos semisintéticos la conversión química 

tradicional de penicilina G a 6-APA, ha sido remplazada por procesos catalizados por enzimas. 

Algunas compañías han réemplazado la hidrólisis química que requiere de compuestos 

químicos y solventes costosos altamente contaminantes, por la peniCilina acilasa que cata liza la 

hidrólisis en un ambiente acuoso. A pesar que se conoce desde hace cinco décadas que la 

penicilina acilasa convierte la penicilina G en 6-APA (figura 2) sólo en la última década ha sido 

introducida con éxito en los procesos industriales. Una de las principales causas han sido los 

problemas para prodUCirla en forma activa. 

El 6-APA es un intermediario que se utiliza en la preparación de las penicilinas semisintéticas y 

de ahí el interés en mejorar su producción. 
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penicilino- H2NJ=(S 

~ 
acilasa ~CH3 + r'po 

V00H 
Penicilina G AFA 

Figura 2. Reacción de la enzima penicilino acilasa sobre la penicilina G. 

La obtención de antibióticos ¡3-lactámicos semisintéticos se lleva a cabo mediante hidrólisis de 

penicilina G (figura 3:E1) o cefalosporina G por la penicilino acilasa, con el fin de obtener ac. 6-

aminopenicilanico (6-APA) yac. 7aminodesacetoxicefalosporánico (7-AOCA). Posteriormente, 

el 6-APA y 7-AOCA son transformados en penicilinas semisintéticas (SSP's) y cefalosporinas 

semisintéticas (SSC's), mediante la condensación con 0-(-) fenilglicina o derivados de 0-(-) 4-

hidroxifenilglicina por síntesis qulmica, respectivamente (Figura 3:03, 04). Recientemente se 

ha intentado sustituir estos últimos pasos por una etapa de condensación asistida por la propia 

penicilino acilasa en procesos de producción de antibióticos de gran valor comercial como son 

amoxicilina, ampicilina, cefaclor, cefadril y cafalexin (figura 3:E3, E4) (Bruggink A. et al, 1998). 

Por otro lado, para obtener la cefalosporina G se necesita la expansión de su anillo tiazolidino 

a un anillo de tipo 1,3 tiazina (figura 3:01, E5) que puede ser transformado por sintesis qufmica 

o por la enzima expandasa (Walsh Ch. et al, 2001). Por un mecanismo similar y dos pasos 

extras de sfntesis química, la penicilina G se puede transformar en cefalosporina C, otro 

intermediario en la fabricación de antibióticos cefalosporanicos, (figura 3:01, E5). A partir de la 

hidrólisis qufmica de la cefalosporina C se puede obtener 7-ACA, que es un intermediario muy 

parecido al 7 -AOCA que se utiliza también como precursor para antibióticos ¡3-lactámicos 

semisintéticos. 

Penicilino acilasa 

La enzima penicilino acilasa (PA, EC 3.5.1.1.1) es conocida también como penicilino amidasa, 

dependiendo del sustrato que hidroliza esta familia se clasifica de la siguiente forma: 

Tipo 1: hidrolizan preferencialmente la penicilina V (fenoximetilpenicilina). 

Tipo 11: especificidad por Penicilina G (bencilpenicilina). 

Tipo 111. específicamente la ampicilina (O-A-aminobencilpenicilina) (Vandamme, 1989). 

La actividad de penicilino acilasa está presente en una gran variedad de organismos, como 

Gram (-), Gram (+), hongos filamentosos y levadura. El número de microorganismos que han 

demostrado poseer actividad de penicilino acilasa es amplio, dentro de los organismos donde 
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se ha identificado la enzima tipo 11 se encuentran: Escherichia co/i, Proteus rettgeri, Bacillus 

megaterium, Penicillium notarium y para penicilina V: Fusarium oxisporium, K/uyvera citrophila, 

A/caligenis faeca/is, K/uyvera citrophila, Pseudomonas me/anogenum, Streptomyces 

/avendu/ae, Micrococcus roseus (Savidge TA and Cale M, 1975). La función de la penicilina 

acilasa no está muy clara, pero se ha sugerido que en la cepa E. coli ATCC 11105 de donde fue 

aislada, pueda estar involucrada en la degradación de compuestos fenilacetilados, generando 

ac. fenilacético, el cual puede ser utilizado como fuente de carbono (Valle F. et al, 1991). 

Penicilina G 

6-APA 

Q4/E4 

SSP's 

Fermentación 

I 

H,N ~ , 
HOOC,/CH- (

CH
2) 3y N'l----T';[lS 

o J-~_...... . 
o CH20c0CH3 

o OH 

Cefalosporina C 

QlIE5 E2IQ2 

7-ADCA 

~R 
R'~ ~ 

E3/Q3 

m"'" NHI2 =:cr1S 
• 

.& o N ...... R' o 

o OH 

SSC's 

Figura 3. Obtención de antibióticos beta-Iactámicos semisintéticos. 
Q: paso asistido por síntesis química. E: paso catalizado por una enzíma. 
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La penicilino acilasa de E. coli (tipo 11 ) ha sido la enzima más utilizada a nivel industrial en el 

proceso de producción de 6-APA a partir de la penicilina G. Por otro lado, E. coli ha facilitado 

esto, debido a que es un microorganismo conocido desde un punto de vista genético y 

metabólico, lo que facilita su manipulación para incrementar el rendimiento de la penicilino 

acilasa y por la ventaja que representa el poder producirla en grandes lotes y cortos tiempos, 

dada su alta velocidad de crecimiento. Se ha encontrado que la penicilino acilasa tiene 

especificidad por sustratos con grupos fenilo presentes en penicilina G, 7-PADCA, ampicilina, 

etilfenilacetato, p-nitrofenil, fenilacetato, p-nitroanilina, fenilacetilglicina, ac. bencilpenicilánico, 

cefalotin, cefaloridina, ampicilina, cefalexina, cefalosporina G (Margolin A., et al, 1980). También 

se le ha conferido especificidad mediante mutagénesis química hacia glutaril-L-Ieucina (Forney 

L.J. et al, 1989-a), bromohexamida (Daumy G.O. et al, 1985) y D-(-)a-aminofenilacético-(L)

leucina (Forney L.J. et al, 1989-b). 

La penicilino acilasa ha sido involucrada en reacciones de estereoselectividad, como nucleófilo 

en la resolución de aminoácidos y esteres péptidicos (Furganti et al, 1986), así como en la 

protección y desprotección de grupos hidroxilo y amino de azucares y péptidos (Bossi A. et al, 

1998) y en años recientes se le ha involucrado como activador de profármacos específicos por 

su actividad de acilasa (Lu JY et al, 1999). 

Superfamilia de las Nucleofil ami no terminal-hidrolasas ( Ntn-hidrolasas) 

Esta superfamilia estructural fue propuesta en 1995 por Brannigan y hasta el momento en la 

base de datos SCOP se han clasificado seis proteínas (Murzin AG et al, 1995). Todas estas 

protefnas son amidohidrolasas porque hidrolizan grupos amidas en diferentes sustratos. Dentro 

de ella se pueden encontrar la glutamina PRPP amidotransferasa (GAT), subunidad ~ del 

proteasoma (Lowe J. et al, 1995), penicilino acilasa G, glucosilasparaginasa (AGA) (Kaartinen V 

et al, 1991), 'Y-glutamiltransferasa (GGT) (Suzuki H, et al, 1989) y penicilina acilasa V (Suresh 

C.G. et al, 1999). Algunos datos cristalográficos (Kinoshina, T. et al, 2000; Kim Y. et al, 2000) y 

de procesamiento post-traduccional (U Y et al, 1999) sugieren que la cefalosporina acilasa 

puede pertenecer a esta superfamilia, de igual manera sucede con la glutaril acido 7-

aminocefalosporanico acilasa (GL-7ACA) (Lee Y S et al, 1998; Lee Y S et al, 2000 y Know T et 

al, 2000). Por su parte, la enzima (HslV) de E. coli presenta identidad estructural y similitudes 

en ia maduración posi-traduccional con la subunidad ~ del proteasoma por lo que es otra 

candidata a pertenecer a esta superfamilia (Bochtler M et al, 1997). Dentro de las 

caracteristicas de esta superfamilia es que todas son generadas a partir de un precursor 
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inactivo que sufre un proceso post-traduccional, en donde se excinde un endopéptido a partir 

del propéptido inactivo, generando un nuevo extremo amino, en el cual se encuentra un residuo 

nucleofílico que participa directamente en la autoproteólisis y catálisis (Brannigan J. A., et al, 

1995), este residuo nucleofilico puede ser Thr, Ser o Cys (tabla 1). 

Esta familia no presenta una alta homologia a nivel de estructura primaria ni terciaria, pero 

posee un plegamiento relacionado el cual puede ser superpuesto tridimensional mente, 

caracterizado por un núcleo de siete hojas beta antiparalelas (sandwich) que son espacialmente 

equivalentes flanqueadas en ambos extremos por dos a-hélices (a~~a). 

Hasta el momento, no está claro sí esta superfamilia es el resultado de evolución divergente a 

partir de una proteina ancestral o si es el resultado de evolución convergente en la cual 

proteínas no relacionadas tienen forma independiente de llegar a una estructura similar 

(Artymiuk, P. et al, 1995). 

Tabla 1. Secuencias en el N-terminal de miembros de la superfamilia Ntn-hidrolasa. 

nucleófilo hidrolasa Secuencia N-terminal fuente referencia 

Ser PGA SNMWVIG •• E. coli Duggleby H,1995 

CAl SNSWAVA •• Pseudomonas Matsuda,1985 

Ishii ,1994 

CAJI SNNWVJ:S •• Pseudomonas Aramori,1991 

CAl JI SNNWAVA •• Pseudomonas Matsuda,1987 

Aramori,1991 

GL-7ACA SNSWAV •• Pseudomonas LeeYS,1998 

Thr PRO T'l"l'EGI'l' •• Archaeon L6we ,1995 

T. acidophilum 

HslV 'l"l'IVGVR •• E. coli Bochtler M., 1997 

AGA 'l'IGMVVI •• Leucocitos humanos Oinonen C, 1995 

Artymiuk, P, 1995 

GGT 'l"l'BYSIV •• E. coli Suzuki, 1989 

CAIV 'l"l'HV'l'VA. • Pseudomonas Matsuda,1987 

Cys GAT CGVFGIW •• B. subtilis Smith,1994 

PVA CSSLSIR •• E. coli Suresh, 1999 
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Maduración post-traduccional de la penicilino acilasa 

La penicilino acilasa se sintetiza como un precursor de 95 kD en el citoplasma de la bacteria, el 

cual sufre dos eventos de maduración (Oliver G. et al, 1985). La translocación del precursor al 

espacio periplásmico de la bacteria es auxiliado por una chaperona del sistema de translocación 

sec (Chou P.C. et al, 1999-c) y el péptido señal de 3kD es removido. El propéptido de 92 kD 

presente en el periplasma (Schumacher et al, 1986) sufre la excisión del endopéptido (figura 4), 

el primer punto de corte ocurre entre los residuos Thr289 y Ser290 (ser ~1), dejando libre la 

subunidad B de 62 kD (Slade et al, 1991). El complejo de 30 kD formado por el endopéptido 

unido a la subunidad A, sufre otra excisión entre los residuos Ala235 y Ala236 dejando libre la 

subunidad A de 24 kD, finalmente la subunidad A y B se pliegan adecuadamente para obtener 

un heterodímero activo de 86 kD (figura 4) (Sizmann D. et al, 1990; Lindsay and Pain, 1991). 

In vivo, se ha observado una dependencia de la maduración de la penicilino acilasa de E. coli a 

temperaturas entre 25 y 28 oC, ya que en este intervalo se obtiene la mayor cántidad de 

proteína madura. A temperaturas superiores a 32 oC se tiene una inactivación total del 

mecanismo de maduración (Keilmann C. et al, 1993). 

La excisión del endopéptido es un mecanismo autocatalítico. Estudios in vivo demuestran que la 

serina 290 (~1) es esencial para el procesamiento y para la actividad, ya que al mutarla por 

treonina, arginina o glicina la protelna no puede ser procesada y al ser modificada por cisteina 

(Bruns J, et al, 1985) puede ser parcialmente procesada pero sin actividad (Choi et al, 1992). En 

este mecanismo también se involucra la lisina 299 (Lys ~10) que crea un ambiente propicio por 

el pKa de su cadena lateral. Este residuo se haya conservado en seis penicilino acilasas 

áisladas de Escherichia coli, Kluyvera cryocrescens, Providencia rettgeri, Bacillus megaterium, 

Arfhrobactor viscosus y Alcaligenes faecalis (Lee H. et al, 2000). 

Para investigar el mecanismo autocatalítico en la penicilino acilasa se han hecho mutaciones 

cercanas al carboxilo terminal del endopéptido con el fin de eliminar el procesamiento. La 

sustitución de treonina en la posición 263 por glicina permite que el precursor se prócese muy 

ineficientemente, en la estructura cristalográfica de esta mutante denominada T263G (figura 5), 

se observa que el endopéptido bloquea la entrada a la cavidad del sitio activo de la proteína y 

como consecuencia la proteína es inactiva (Hewitt et al, 2000). 
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Figura 4. Mecanismo de maduración de la penicilino acHasa de Eseheriehia eoli. 
Una vez traducido el precursor, se transloca al periplasma por el péptido señal de 
26 aa, una vez en el periplasma, el endopéptido de 54 aa se excinde por un 
mecanismo autocatalítico en donde participa directamente la S290 «(31), para 
finalmente formar un heterodí mero activo. 

Figura 5. Modelo de la estructura de la penicilino acilasa en su estado maduro y sin 
procesar. al penicilino acilasa silvestre procesada PDB:1 PNK y bl precursor 
PDB:1E3A. Se puede observar la obstrucción de la cavidad del sitio catalítico por el 
endopéptido. El endopéptido se indica en color rojo, en azul el domino B, en verde el 
dominio A y en amarillo se señala la serina catalítica. 
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Características estructurales de la penicilino acilasa 

De la estructura tridimensional por difracción de rayos X de la penicilino acilasa G aislada de E 

coli y Providencia rettgeri se determinó que esta enzima posee un plegamiento a+fl. La 

proteína se caracteriza por tener en el centro una cavidad profunda formada por residuos 

hidrofóbicos una vez madura, donde se encuentra la Ser fl1 involucrada en catálisis. 

Se distinguen cinco regiones estructurales: un sandwich-beta, dos regiones de a-hélices un 

barril parcial tipo beta y una pequeña región de hojas beta. La cavidad hidrofóbica está formada 

por residuos de las cinco regiones. En el sandwich-beta se encuentran la serina catalítica y la 

mayoría de los residuos que forman la cavidad hidrofóbica (figura 6). 

B 

A 

Figura 6. Regiones estructurales de la penicilino acilasa. En amarillo se ilustra el sandwich
beta, dos regiones de a-hélices en rojo y naranja, un barril parcial de betas en verde, una 
pequeña región de hojas f3 en azul. Los elementos de estn..!ctura secundaria astan designados 
como rectángulos para a-hélices o hélices 310 y como flechas para hojas beta. Las conexiones 
entre las sub unidades a y fl anteriores a la maduración se muestran con una línea punteada. 
(Tomado de McDonough et al. 1999). 
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Mecanismo de acción de la penicilino acilasa 

Existen cuatro residuos en el sitio activo de la estructura de la penicilina acilasa Ser ~1 (Ser290), 

Gln ~23 (Gln312), Ala ~69 (Ala358) y Asn ~241 (Asn530) directamente involucrados en la 

catálisis. Cuando se cata liza la desacilación, la cadena lateral de la Ser 113 está involucrada en 

el ataque nucleofilico del grupo acil uniendose al sustrato, de lo cual se forma un intermediario 

acil- cava lente. 

El intermediario tetrahedral cargado negativamente es estabilizado por un oxianión formado por 

dos nitrógenos, el de la amida de la cadena lateral de la Asn ~241 y el amino de la cadena 

lateral de la Ala ~69. En este mecanismo interviene una molécula de agua, que se une al 

nucleófilo Oy de la Ser113 y el grupo a-amino hace que el ay se vuelva más nucleofílico. Otra 

molécula de agua también forma puentes de hidrógeno con la amida de la Gln ~23. El grupo a

amino de la Ser131 forma un puente de hidrógeno con el oxígeno del grupo carbonil de Gln 1323 y 

Asn 1341 dando a la unión entre el agua y el oxígeno un carácter más básico. El enlace amida 

del sustrato es hidrolizado cuando el nucleófilo ataca el oxigeno del grupo carbonil del sustrato, 

formando un intermediario acil-enzima. El rompimiento del enlace es facilitado por la nueva 

posición del grupo carbonil del sustrato, que forma el oxianión con el nitrógeno del grupo amida 

de la Ala ~69 y No de la Asn ~241 (figura 7). 

Por otro lado, hay una similitud en el mecanismo catalítico entre la penicilina acilasa y familia de 

las serin proteasas las cuales hidrolizan enlaces amidas y estero Ambas utilizan una serina 

catalltica para hidrolizar el sustrato y forman un intermediario acil-enzima, aunque para llevar a 

cabo la catálisis las serin proteasas utilizan una triada catalítica formada por una serina, una 

histidina y un ac. aspártico (Kraut J, 1977), la cual no se ha identificado en la peniCilina acilasa. 
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Figura 7. Mecanismo de acción de la penicilino acilasa sobre la penicilina G. 
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Estrategias para optimizar la producción de penicilino acilasa 

Desde su utilización en la obtención de 6-APA se han planteado diferentes estrategias para 

obtener con mejores rendimientos a la penicilino acilasa, así como la obtención de mutantes 

que sean más activas. Para producir la protelna con buenos rendimientos se ha abordado el 

problema desde varios puntos de vista: se han buscado cepas sobre productoras, se han 

utilizado diferentes sistemas de expresión y mejorado las condiciones de fermentación para 

obtener la enzima. 

Los factores que se deben considerar en las estrategias de selección de cepas 

sobreproductoras son mutantes beta-Iactamasa negativas (ya que estas enzimas hidrolizan la 

penicilina G), que produzcan grandes cantidades de penicilino acilasa en forma constitutiva y 

que sean resistentes a represión catabólica. 

Se ha demostrado que la expresión de la enzima penicilino acilasa puede ser regulada a nivel 

transcripcional, traduccional y en los eventos post-traduccionales, que a su vez esta n 

directamente relacionados con el sistema hospedero/vector utilizado (Chou CP, 1999-b). Las 

causas principales del poco éxito obtenido en la sobreproducción de la penicilino acilasa se 

mencionan a continuación: 

a) Dado que la slntesis de la enzima es favorecida a bajas temperaturas, los cultivos se hacen a 

menos de 30 ·C lo cual no es óptimo para el crecimiento de E. coli. 

b) Los medios de cultivo son usualmente suplementados con Ac. fenilacético para inducirla 

producción de la proteína, esta adición afecta el crecimiento de E. eoli. 

c) La glucosa es una buena fuente de carbono para favorecer el crecimiento de E. eoli, pero la 

síntesis de la penicilino acilasa se reprime catabólicamente por este azúcar. 

d) Se ha observado que la sobreproducción de la penicilino acilasa afecta negativamente el 

crecimiento de E. eoli. 

e) La protelna tiende a formar agregados tanto en el citoplasma como en el espacio 

periplásmico de la bacteria. 

f) Eliminar el propio sistema de regulación de la enzima, ha repercutido directamente en la 

obtención de la enzima. 

g) La utilización de un determinado sistema hospedero/vector puede o no favorecer la 

producción de enzima activa. 

Con el fin de encontrar cepas que produzcan mayor cantidad de proteína activa o con cambio 

de especificidad, se han usado agentes mutagénicos como son radiación UV, N-metil N-nitro

soguanidino (MNNG) (Erarslan A. et al,1991), etilmetanosulfonato (EMS) ; así como la selección 

en diferentes fuentes de carbono o nitrógeno (Chou et al, 1999-d). En todos los casos se ha 
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regulado la temperatura de cultivo. De estos estudios, el grupo de Eraslan en 1991 alcanzó una 

cepa mutante que produce 570 UlL, alrededor de cuatro veces más que la cepa original ATCC 

11105 (180 U/L), pero desafortunadamente no se conocen las mutaciones que dan origen a 

este fenotipo. 

Utilizando tecnología de DNA recombinante, también se ha intentado obtener cepas 

sobreproductoras de penicilino acilasa. La utilización de diferentes promotores que van desde 

una fuerza transcripcional débil a fuerte ha indicado que la enzima se expresa mejor con su 

propio promotor, la introducción de bases de DNA haciendo más largo el espacio entre el sitio 

de unión a ribosoma y el codón de inicio ATG ha incrementado la eficiencia de la traducción 

(Chou et al, 1999-d). La clonación del gen pac de E. coli se ve afectada con la exclusión total de 

la zona reguladora, pero dejando diferentes fragmentos de esta zona, ha ayudado a mejorar la 

producción de la enzima (280 U/L) (Chou et al, 1999-b), desafortunadamente la 

sobreproducción favorece la formación de cuerpos de inclusión en muchos de los casos 

(Sriubolbas et al, 1997; Scherrer, 1994; Chou et al, 2000) para evitar estos problemas se ha 

adicionado a los medios de cultivo coadyuvantes como glicerol o sacarosa, los cuales no han 

resuelto totalmente el problema (Scherrer, 1994; Chou et al, 2000). 

Dentro de los sistemas utilizados actualmente y con alta eficiencia de recuperación de la enzima 

activa ha sido la expresión en levadura, en donde la proteína es excretada al medio de cultivo 

en contraste con los sistemas bacterianos donde la enzima es retenida en periplasma. 

Cuando se expresó en Saccharomyces cerevisiae el gen de la penicilino acilasa proveniente de 

E. coli y Providencia rettgeri , se obtuvieron los más altos rendimientos hasta el momento, pero 

solo con la de P.rettgeri (1500 U/L), ya que con la enzima de E. coli los rendimientos fueron 

muy pobres en este sistema (0.5 U/L) (Ljubijankic et al, 1999). Otro sistema desarrollado con 

menores rendimientos, han sido un sistema hospedero-vector que ayuda a identificar mutantes 

sobreproductoras por medio de screening en el antibiótico penicilina G (Chou, et al, 1999-a). 

También se ha logado desplegar la penicilino acilasa de Providencia rettgeri en la superficie del 

fago fd, sin embargo, el despliegue de la proteína por el canal de secreción no es muy 

eficiente, posiblemente por el tamaño de la proteína en el fago fd (Verhaert et al, 1999). 
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OBJETIVOS 

HIPOTESIS 

En este trabajo se propone que la generación de la enzima penicilino acilasa en forma 

activa puede ser independiente del mecanismo post-traduccional donde se excinde un 

endopéptido, mediante la permutación circular del gen que codifica para la proteína. 

OBJETIVOS 

Diseño y obtención de proteínas monoméricas de la penicilino acilasa independientes 

del mecanismo de maduración post-traduccional. 

Objetivos específicos 

*Diseñar un sistema que permita seleccionar para actividad de penicilino acilasa. 

*Construir una permutación circular para obtener una enzima monomérica de la 

penicilino acilasa tratando de mantener la actividad. 
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DISEÑO DEL SISTEMA DE SELECCION 

Diseño del sistema de selección de actividad de penicilino acilasa 

Para la identificación de mutantes con actividad de penicilino acilasa era necesario contar con 

un sistema de selección. El sistema planteado en este trabajo, se basa en la capacidad que se 

le confiere a la bacteria de crecer en presencia de penicilina G cuando se expresa la actividad 

de penicilina acilasa. La penicilino acilasa puede hidrolizar a la penicilina G y fonmar ac. 6-

aminopenicilanico (6-APA) yac. fenilacético (AFA). El 6-APA fonmado, al igual que la penicilina 

G tiene actividad bactericida. Para identificar a las mutantes era necesario contar primero con 

una cepa que fuera resistente a 6-APA. Para este fin se utilizó una tl-Iactamasa específica para 

6-APA, está mutante se obtuvó de la sustitución en la posición 132 de una asparagina por un 

ac. aspártico. Con este cambio la Kca. de la enzima modificada incrementó hacía 6-APA y 

disminuyó hacía penicilina G su sustrato natural a pH 7.0 (Osuna et al, 1995). Una vez que a la 

cepa de E. eoli se le confirió resistencia a 6-APA por la transfonmación del plásmido que 

expresa el gen de esta enzima, se transfonma con la biblioteca de variantes y se identifican solo 

aquellas variantes que tienen actividad de penicilina acilasa directamente por crecimiento sobre 

medios de cultivo que contienen penicilina G (figura 8). 

penicillno 
acilasa 

Penicilina G 
COOH 

E. coli 

f>lactamasa 
6-APA especifica 

Sobrevivencia 

Figüfil a. Pianieamiento <lel sistema de selección de actividad de penicilino acilasa en la cepa 
de Eseheriehia eoli. La penicilina acilasa al estar presente en la cepa de E. eoli le permite 
sobrevivir en penicilina G, de este evento se genera 6-APA un compuesto también tóxico, el 
cual es transformado por una tl-Iactamasa específica para 6-APA a un compuesto que permite 
la viabilidad de la bacteria. 
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DISEÑO DE LA PERMUTACION CIRCULAR 

Diseño de la permutación circular de la penicilina acilasa para obtener variantes 
monoméricas 

Considerando que uno de los principales problemas que presenta esta proteína para obtenerse 

en forma activa es su procesamiento post-traduccional, se planteó construir una enzima 

monomérica catalíticamente activa que excluyera este mecanismo. Para este evento era 

necesario rediseñar el gen de la penicilino acilasa, mediante una permutación circular. 

Basándonos en la estructura tridimensional de la penicilina acilasa aislada de Escherichia coli 

resuelta a 1.9 Á (PDB:1PNK), se rasuraron cuatro codones en el extremo S'del gen y tres 

codones del extremo 3', utilizando oligos especfficos, a modo de dejar las betas plegadas 

antiparalelas cercanas a los sitios amino y carboxilo terminal íntegras (figura 10-a), en este 

espacio de alrededor de S A se introdujo a nivel de gen, por medio de oligonucleótidos 

mutagénicos un conector de cuatro aminoácidos con posibilidad de generar alrededor de 1X106 

variantes monoméricas (figura 10-b). Con este conector se trató de simular una vuelta beta, que 

es el tipo de estructura más característico en la unión de dos betas plegadas. Para unir los 

extremos amino y carboxilo terminal de la proterna próximos en la estructura tridimensional pero 

separados a nivel de estructura primaria, fue necesario hacer una permutación circular a nivel 

de las secuencias que codifican para los dos dominios de la proteína y eliminar la secuencia 

que codifica para el endopéptido, los nuevos sitios amino y carboxilo terminal en esta proteína 

corresponden a los que se generan en la excisión del endopéptido (figura 9). 

Gen silvestre 

s 

Dominio B 

Gen permutado circularmente 

s 

PS Dominio B 11 Dominio A I 

Conector introducido 
con oligonucleótidos 
mutagénicos. 

Figura 9. Representación de la permutación circular del gen de la penicilino acilasa. 
Como resultado de la permutación circular la enzima penicilino aciasa se expresa 
como un monoméro. e! cual ya no sufre la excisión del endopéptido para poder ser 
activo, pero sr tiene la capacidad de translocarse a periplasma. PS:representa el 
péptido señal de localización a periplasma y S representa a la serina catalítica. 

23 



a) b) 

Figura 10. a) Representación de la estructura secundaria de la penicilina acilasa madura, en verde se 
representa a las estructuras betas plegadas y en azul a las a-hélices y asas. El grupo amino y carboxilo 
terminal se encuentran formando parte de dos betas plegadas antiparalelas, se enmarca en color rojo la 
distancia de 5 A entre los aminoácidos en donde se introdujo el conector (realizado en el programa VMD 
1.5) b) Modelo tridimensional propuesto para la penicilina acilasa monomérica con secuencia NEGM. En 
color gris se representa al dominio A y en azul al dominio B, en amarillo se denota a la serina catalítica y en 
rojo el conector de cuatro aminoácidos introducido (realizado en el programa Insight 11 Biosym 
Technologies, Inc.) 



MA TERIALES y METODOS 

MATERIALES Y METODOS 
Medios y soluciones 

Medio Luria-Bertani (LB) 
Triptona 10g 
Extracto de levadura 5g 
NaCI 10g 
Bactoagar 5g 
Aforar a un litro, ajustar pH a 7.0 y esterilizar a 15 lb! in2 de presión por 20 mino 
El medio líquido es equivalente excepto por el bactoagar. 

Medio SOC 
Triptona 10g 
Extracto de levadura 2.5g 
NaCI (1M) 5mL 
KCI (1 M) 1.25mL 
Glucosa (2M) 50 JlL 
MgSO. (1 M) 50 JlL 
Aforar a 500mL, ajustar pH a 7.0 y esterilizar a 15 lb! in2 de presión por 20 mino 

Medio mínimo M9 
Sales M910X 0.1% 
Glucosa 0.2% 
Mg2SO. 0.001 M 
Tiamina 0.001 % 
Casaminoácidos 6.24% 
Glicerol 10.0% 
Cloramfenicol(20 mg !mL) 1mL 
Ampicilina (200 mg!mL) 1 mL 
Aforar a un litro con agua miliQ estéril. Todos los reactivos excepto las sales M9 se esterilizaron 
por filtración en poro de 0.22 micras (Millipore). 

Sales M9 10x 
Na2HPO. 60g 
KH2PO. 30g 
NaCI 5g 
NH.CI 10g 
Aforar a un litro con H20 miliQ y esterilizar a 15 lb! in2 de presión por 20 mino 

Buffer de Tris borato (TBE) 10X 
108 9 Tris base 
55 9 Ac. bórico 

20 mL 0.5M EDTA pH 8.0 
Aforar a 1 L con H20 milliQ. 

Buffer PBS 1X 
NaC! 8g 
KCI 0.2g 
Na2HPO. 1.44g 
KH2P04 0.24g 
Aforar a 1 L con H20 milliQ, ajustar pH a 7.4 y esterilizar a 15 lb! in2 de presión por 20 mino 
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Cepas 

E. coli JM1 01 
E. coli XL1-Blue 

E. coli HB101PAC 

E. coli BL21 DE3 

Secuenciación 

MA TERIALES y METODOS 

utilizada para la selección de proteínas con actividad de penicilino acilasa. 
cepa de alta eficiencia de transformación utilizada para recuperar las 
mutantes y hacer la cepa de selección. 
tiene mutaciones a nivel cromosomal no identificadas que la hace 
resistente a 6-APA (Chou, et al 1999). 
contiene la polimerasa del fago T7 para complementar con el promotor de 
T7 del vector pET. Esta cepa fue utilizada para sobreexpresar las 
proteínas permutadas circularmente. 

Para las secuencias se purificó plásmido de la construcción a determinar con el kit de 

purificación de plásmido de Boehringer (High Pure TM Plasmid Isolation Kit). El volumen final de 

la reacción de secuencia fue de 16 ¡¡L, en donde aproximadamente se puso 1 ¡¡g de plásmido y 

5 pmolas/¡¡L del oligo adecuado. Todas las secuencias se hicieron en el secuenciador 

automático Perkin-Elmer 377-18; él cual detecta la fluorescencia de los cuatro diferentes 

f1uoróforos usados como terminadores de la reacción para identificar las reacciones de 

extensión de las bases nucleótidicas A, G, C, y T. Cada fiuoróforo se excita a diferentes 

longitudes de onda cuando se exponen al rayo láser y de esta forma las cuatro emisiones 

pueden ser detectadas y distinguidas en un solo carril del gel (ABI PRISM, 1995) 

Purificación de oligonucleótidos 

Todos los oligos utilizados en este trabajo fueron purificados en gel de poliacrilamida- 8 M 

UREA, la electroforesis se realizó a 250 V en buffer TBE 1 X, la banda fue identificada por 

radiación UV y cortada, el oligo se eluyó del gel en H20 por 12 h a 37 oC, posteriormente se 

secó en el Savant por 30 min y se resuspendió en H20 bidestilada, finalmente se cuantificó su 

concentración en el espectrofotómetro a 280 nm. 

Electrotransformación 

El plásmido o ligación a electroporar se mezclaron con las células competentes adecuadas 

preparadas de acuerdo al protocolo descrito por Maniatis en 1989, en una celda de 

electroporación de 1 mm (Biorad), posteriormente se les aplicó un pulso de 1.8 KV en un 

electroporador de BIORAD GENE PULSER. Después del pulso las células se recuperaron en 

1 mL de medio SOC e incubaron a 37 oC durante una hora para posteriormente sembrarse 

sobre medio sólido LB con los antibióticos adecuados. 
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MA TERIALES y METODOS 

Construcción de las cepas de selección para actividad de penicilino acilasa 

Subclonación del gen de la ~-Iactamasa específica para 6-APA 

Este gen se subclonó bajo los promotores silvestre y (re en el plásmido pACYC 184 (figura 11), 

el gen fue obtenido a partir de construcciones previas de los plásmidos pT4 Km' y pKGS Km'. 

Los oligos que flanqueaban al gen en los diferentes promotores se describen a continuación. 

Promotor (re 

38PT4BAM S'CTGCAGGGATCCTATCAAGCGGCCGCACTAGT 3' 

32PT4SAL S'GAGGTCGTCGACGCGCCGACATATAAACGGTT 3' 

Promotor silvestre bla 
38BAMH1 S'CTGCAGGGATCCTCA TTACCAA TGCTTAATCAGTGAGG 3' 
32SAL S'GAGGTCGTCGACTCTTGAAGACGAAAGGGCCT 3' 

Promotor trc o blac 
N .,., > ".H" 

32PT4sal 
325al 

Condiciones para la PCR 
ONA 200 ng 
Buffer de PCR 1 X SO mM KCI, 10 mM Tris-HCI 8.3 (Perkin-Elmer) 
ONTP's 2.S mM de cada dATP. dCTP, dGTP y dTTP (Perkin-Elmer) 
aligo S'-3' 20 pmol 
aligo 3' -S' 20 pmol 
MgCl, 1.S mM (Perkin-Elmer) 
Taq pOlimerasa 2.S U 
H,O bidestilada a acompletar 100 ¡AL de reacción final 

.. 
e 

38PT4bamh1 

38bamh1 

Programa en el termociclador para amplificar el gen de la ~-Iactamasa 6-APA específica 
No. ciclos 94°C 55 oc 72° C 

1 7 . 

5 2' 2' 2' 
20 l' 2' 2' 
1 10' 

El producto de PCR se purificó por gel de agarosa al 2% utilizando el kit de Qiagen con las 

condiciones ahí mencionadas, se digirió un 1).1g del producto con las enzimas BamHI y Sall 

en el buffer adecuado según Boehringer a 37 oC durante 12 h, posteriormente se purificó con el 

kit de producto de PCR de Boehringer con las condiciones ahí descritas. Una vez purificados 

los fragmentos de DNA se verificó su concentración aproximada mediante electroforesis en un 

gel de agarosa al 1.5%. 
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MA TERIALEs y METO DOS 

Figura 11. Mapa del vector de expresión pACYC184 de E. coli de bajo 
numero de copias, con un tamaño de 4244 pb presenta resistencia a 
cloranfenicol (Cm) y tetraciclina (Tt) además se muestran todos los sitios de 
restricción y el origen de replicación (ORI) (Chang et al, 1978 and Rose et 
al ,1988). 

Preparación del vector pACYC 184 

Se digirió 1 ll9 del plásmido pACYC 184 con las enzimas BamH 1, Sal I y Sph I en el buffer 

adecuado según Boehringer a 37°C durante 12 h. Una vez que se verificó que la digestión fue 

completa, los fragmentos obtenidos se purificaron mediante electroforesis en un gel de agarosa 

al 1.5%, teñido con bromuro de etidio 0.01 ll9, las bandas fueron visualizadas con radiación UV 

de longitud larga y cortadas. Los fragmentos de DNA fueron purificados de la agarosa utilizando 

el kit de Qiagen con el protocolo estándar y se verificó su concentración aproximada, mediante 

electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%. 

Construcción de la ~-Iactamasa bajo los promotores trc y bla en el plásmido pACYC184 

Se realizó una reacción de ligación con aproximadamente 100 ng de vector y 200 ng de cada 

inserto en un volumen final de 40 III con ligasa de fago T4 en el buffer adecuado según 

Boehringer. La ligación se incubó por 30 min a 30 ·C, posteriormente el DNA fue precipitado 

con butanol y centrifugado por 10 min a 15,000 rpm. La pastilla de DNA se secó en el Savant 

por 10 min y se resuspendió en 10 llL de H20 estéril, de los cuales 3 llL de utilizaron para 

electroporar 5 III de células XL 1-Blue electrocompetentes, después de la ieCUpef8ción se 

sembraron en medio lB sólido con Cm 20 llglml a 30 oC. Posteriormente de las colonias 

obtenidas, se tomaron dos al azar de cada transformación y se inocularon en 5 ml de medio 

lB líquido con una concentración de Cm 20 ll91 ml y se incubaron a 37 oC por 12 h. Una vez 
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crecidos los cultivos, se purificó el plásmido pACYC 184 con los dos diferentes insertos 

utilizando el kit de Boehringer (High Pure TM Plasmid Isolation Kit) con el protocola ahí 

propuesto. Se verificó que presentaran el inserto mediante análisis de restricción. 

Selección de clonas de las cepas XL 1-Blue y JM1 01 transformadas con la ~-Iactamasa 

específica para 6-APA, 

1 ¡tL de cada plásmido superenrrollado se utilizó para electroporar 5 ¡tI de células XL 1-Blue o 

JM101 electrocompetentes, después de la recuperación se sembraron a 30°C en medio LB 

sólido con los siguientes antibióticos: Cm 20 ¡tg/mL, Cm 20 ¡tg/mL con 6-APA o P.G. a 

diferentes concentraciones. De aquí se escogió una clona bajo promotor silvestre y se 

retransformó en las cepas XL1-Blue y JM101 por los procedimientos antes descritos y 

finalmente resultaron en las cepas XL 1-Blue PACYCPKGS-9 o JM101 PACYCPKGS-9 de las 

cuales se hicieron células electrocompetentes. 

Construcción de la penicilina acilasa bajo promotor trc y blac 

Para amplificar por medio de PCR el gen se utilizaron los oligonucleótidos NCOPA que 

introduce un sitio de restricción Nco I y el 28CB que introduce un sitio de restricción Xho I en el 

extremo 3'del gen. 

NCOPA 
28 CB 

5'GGC CCA TGG AAAATA GAAATC GTA TGA TCG TG 3'. 
5'CCG GCT CGA GTI ATC TCT GAA CGT GCA A 3.' 

Una vez amplificado el fragmento de PCR, se purificó de gel de agarosa al 1,5% utilizando el kit 

de Qiagen con las condiciones ahí mencionadas. El fragmento se digirió con 3 ¡tL de la enzima 

Xho I en un buffer adecuado según Boehringer. Se hicieron digestiones parciales con 0.3 ¡tL de 

la enzima Nco I por 5 minutos, posteriormente se purificó el fragmento de 2400 pb digerido 

parcialmente de gel de agarosa al 1.5% por el kit de Qiagen. 

Se realizó una reacción de ligación con aproximadamente 100 ng de cada vector y 200 ng del 

inserto en un volumen final de 20 ¡tI con ligasa del fago T4 en el buffer adecuado según 

Boehringer. La ligación se incubó por 30 min a 30 ·C, posteriormente el DNA fue precipitado 

con butanol y centrifugado por 10 min a 15,000 rpm. La pastilla de DNA se secó en el Savan! 

por 10 min y se resuspendió en 10 ¡tL de H20 estéril, de los cuales 3 ¡¡L se ütilizarün para 

electroporar 5 ¡tI de células XL 1-Blue electrocompetentes, posteriormente a la recuperación se 

sembraron en cajas Petri con medio LB sólido y 25 ¡tgl mL de km a 28 oC por 12 h. Se 

crecieron tres colonias de cada caja en medio LB líquido y 25 ¡tgl mL de Km por 24 h a 28 oC. A 
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MA TERIALES y METODOS 

partir de estos cultivos se purificó plásmido y se verificó el inserto por patrones de digestión. Se 

secuenció un plásmido de cada construcción para verificar la integridad de los promotores. 

Validación del intervalo dinámico de las cepas de selección de actividad de penicilino 

acilasa 

Para validar las diferentes cepas de selección se hicieron ensayos de MIC (concentración 

mlnima inhibitoria) con y sin el gen silvestre de la penicilino acilasa como se describe en la 

siguiente estrategia. 

Ensayos de concentración mínima inhibitoria (MIC's) 

1 ¡¡L de un plásmido que contiene al gen de interés, se utilizó para electroporar 5 ¡¡I de células 

electrocompetentes XL 1-Blue PACYCPKGS-9 o JM101 PACYCPKGS-9, mediante un pulso de 

1.8 KV en una celda para electroporar de 1mm en un electroporador BIORAD GENE PULSER. 

Después del pulso, las células se recuperaron en 1 mL de medio SOC e incubaron a 37 oC 

durante una hora antes de sembrarlas ~ 30 oC en el medio sólido LB con Cm 20 ¡¡g/mL por 12 

h. Se seleccionaron algunas colonias y se inocularon medios LB liquidos con los respectivos 

marcadores. Una vez obtenidos los cultivos se hicieron diluciones 1:100, 1:1000, 1 :10,000, 

1 :100,000 con medio LB liquido estéril y se sembraron gotas de 5 ¡¡L en cajas previamente 

preparadas con diferentes dosis de antibióticos de P.G. y 6-APA Y se incubaron a 30 o 370 <;: 
según el ensayo, por las horas necesarias hasta que se vean las colonias. Para cada ensayo se 

realizó una caja Petri control con medio LB con 20 ¡¡g/mL de Cm y 25 ¡¡g/mL de km (figura 12). 

Las concentraciones utilizadas en las cajas Petri con 25 mL de medio LB sólido para este tipo 

de ensayo normalmente se hicieron en el intervalo para 6-APA de 10 a 290 ¡¡g/mL a partir de 

un a solución patrón de 2.5 mg/mL y para P.G. de 10 a 200 ¡¡g/mL 

Ensayos en la cepa HB101 PAC 

1 ¡¡L de un plásmido que contiene al gen de la penicilino acilasa silvestre bajo el promotor tre o 

silvestre, se utilizó para electroporar 30 ¡¡I de células electrocompetentes HB1 01 PAC, una vez 

recuperadas se sembraron a 28°C en medio sólido LB con 25 ¡¡g/mL de km por 12 h. De las 

colonias obtenidas se picó una colonia de cada transformación y se inocularon en medio liquido 

LB con 25 Ilg/mL de km por 12 h. Con estos cultivos se hicieren ensayos de rv'~c ·S. 
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o Transfonnación 

Plásmido con la 
construcción 

1:100 

1:1000 

1:10000 

1: 100000 

• 
• 
® 
O 
O 

Cepa de selección 

.. 

Crecer a 30 o 37 oC de 24 a 30 hrs. 

Recuperación a 
37°Cl1h 

Medio SOC liquido 

Sembrar en medio LB sólido 

con el antibiótico adecuado. 

Incubar a 30 o 37 oC por 12 h. 

Picar una colonia e inocular en 
medio LB liquido con el 
antibiótico adecuado. 

Crecer por 12 h a 30 o 37 oC a 
250 rpm 

• Hacer las diluciones 1: 1 00, 1: 1 000, 
1:10000, 1:100,000 con medio LB estéril 
liquido. 
'Sembrar en medio LB sólido gotas de 5 
¡¡L de cada dilución a diferentes dosis de 
P.G. o 6-APA con los respectivos 
marcadores Cm y Km. 

Figura 12, Esquema general para el ensayo de concentraciones mínimas 
inhibitorias MIC. 

Estrategias para la obtención de la biblioteca de permutaciones circulares de la 

penicilino acilasa 

Primera estrategia: Para obtener las permutaciones circulares de la penicilina acilasa, se 

reensambló el gen como se indica en la figura 13. 
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endopéptido 
Gen de la penicilino acilasa 

1fU'I.. ______ D_°m_1_·"_i°_A __ ttIEIE}. ________ D_°_m_i_ni_°_B _____ --' 

f+,LI----:p"'~"':"'7-in-io-~----:;-----~ 
f,. PCR2 ~ 

~ 
(NNG/C)4 

~l'I'¡·:1 Dominio B 

'1 ( PCR3 

• f---+ PCR4 
Frag. dominio A .. 

Neo! 

----t~.J Dominio B ~ 
{NNG/C)4 

PCR5 • Xho! 

r--.------;=~"""'""-------__c:=-------------, Xho! 

'"""~. 

Neo! 

Transformación a Xll-Blue 

Recuperación a 37 °G/l h 
en medio SOG . 

Verificación del 
tamaño del banco. 

[ 
~ 

1 

Verificación del porcentaje de 
colonias que traen el inserto. 

'PGR de colonia o de olásmido 

Recuperación del 
plásmido de la librería. 

o a 

+ 

a 
o o 

Transformación a la cepa 
de seiección. 

o 

Figura 13. Primera estrategia para la construcción de la biblioteca de 
permutaciones circulares del gen de la penicilino acilasa de E. coli . 
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Para amplificar los diferentes fragmentos del gen de la penicilina acilasa se utilizaron los 
siguientes juegos de oligonucleótidos. 

PCR1 18NA S' AGTGAG ATAAAGATTGTT3' 
27NCO S'GCG GTT TGC CAT AGT GCC CAC AAA TAn' 

PCR2 2SNCO S'GGG CAC TAT GGC AAA CCG CTT CTC T3' 
31CA S'CCG GCT CGA GTC ATT ATG CTG TIT GCG AGT T3' 

PCR3 18NA S' AGTGAGATAAAGATTGTT3' 
31CA S'CCG GCT CGA GTC ATT ATG CTG TIT GCG AGT T3' 

PCR4 SP47NB S'CTA GCAATA TGT GGG TG3' 
4SBLlNKCB S'AAC AAT cn TAT CTC ACT SNN SNN SNN SNN AAC GTG 

CAACACTTC3' 
SNN= Introduce un aminoácido con variabilidad. En las dos primeras posiciones las cuatro bases nucleotldicas y en 
la tercera solo guanina y citosina. 
PCRS 
NCO-SP S'CGG GCC ATG GCT ATT CAA CAT TIC CGT GTC GCC CTT ATI 

TIT GCG GCA TIT3' 
CCC TIT 

31CA S'CCG GCT CGA GTC ATI ATG CTG TIT GCG AGT n' 

Los templados utilizados en las diferentes PCR se describen a continuación: 
PCR1 PCR2 PCR3 PCR4 

DNA plásmidico que 
contiene al gen 
silvestre de la 
penicilina acilasa. 

DNA plásmidico que 
contiene al gen 
silvestre de la 
penicilina acilasa. 

Se utilizaron los 
productos de PCR 1 y 
PCR2 previamente 
purificados. 

DNA plásmidico que 
contiene al gen 
silvestre de la 
penicilina acilasa. 

PCR5 
Se utilizaron los 
productos de 
PCR3 y PCR4 
previamente 
purificados. 

Condiciones para la PCR1, PCR2 y PCR4 realizadas en una maquina Perkin Elmer, modelo 
Gene Amp PCR system 9700. 
DNA 50 ng 
Buffer de PCR 1X 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI8.3 (Perkin-Elmer) 
DNTP's 2.5 mM de cada dATP, dCTP, dGTP y dTIP (Perkin-Elmer) 
Oligo 5'-3' 20 pmol 
Oligo 3'-5' 20 pmol 
MgC121.5 mM (Perkin-Elmer) 
Taq polimerasa 2.5 U 
H20 bidestilada a acompletar 100 ¡¡L de reacción final 

Condiciones para la PCR3 y PCRS realizadas en una maquina Perkin Elmer, modelo Gene Amp 
PCR system 9700. 
DNA 200 ng 
Buffer de PCR 1X 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI8.3 (Perkin-Elmer) 
DNTP's 2.5 mM de cada dATP, dCTP, dGTP y dTIP (Perkin-Elmer) 
Ollgo 5'-3' 20 pmol 
Oligo 3'-5' 20 pmol 
MgCI2 1.5 mM (Perkin-Elmer) 
Taq polimerasa 2.5 U 
H20 bidestilada a acompletar 100 ¡¡L de reacción final 

Programa en el termociclador para amplificar PCR1 
No. ciclos 94 oc 35 oc 72 0 e 

1 3' 
25 l' 1.5' 2' 
1 10' 
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Programa en el termociclador para amplificar PCR2 
No. ciclos 94 oc 40 oC 

1 5" 
5 2" 2" 

20 2" 
1 

Programa en el termociclador para amplificar PCR3 
No. ciclos 94 oc so oC 

1 3" 
5 1" 2" 

20 1" 
1 

Programa en el termociclador para amplificar PCR4 
No. ciclos 94 oc 35 oc 

1 5" 
5" 1" 1" 

20" 1" 
1 

• con rampa en un 60%" 

Programa en el termociclador para amplificar PCR5 
No. ciclos 94 ·C 4S oc 

1 5" 
5 2" 2" 

20 2" 
1 

55 oc 

2" 

SS"C 

2" 

MA TERIALES y METODOS 

2" 
2" 
lO" 

72" C 

2" 
2" 
lO" 

7'1:' C 

2" 
2" 
lO" 

72" C 

Todos los productos de PCR"s se purificaron en gel de agarosa al 1"5% utilizando el kit de 

Qiagen con las condiciones ahí mencionadas" Alrededor de 5 J.lg del producto de PCR5 se 

digirió con las enzimas de restricción Nco I y Xho I por 12 h según las condiciones de 

Boehringer y se purificó el fragmento con el kit de producto de PCR de Boehringer" 

Alrededor de 5 ¡g de plásmido PT 4 promotor tre se digirieron con las enzimas de restricción 

Nco 1, Xho I y Eco RV por 12 h según las condiciones de Boehringer, posteriormente se purificó 

el fragmento en gel de agarosa al 1"5% con el kit de Qiagen" 

Se realizó una reacción de ligación con aproximadamente 500 ng de vector y 1 /.1g del inserto en 

un volumen final de 40 /.11 con 1/.11 de ligasa del fago T4 en el buffer adecuado según Boehringer 

por 12 h a 16 oC, posteriormente el DNA fue precipitado con butanol y centrifugado por 10 min a 

15,000 rpm" La pastilla de DNA se secó en el Savant por 10 min y se resuspendió en 10 J.lL de 

H20 estéril, de los cuales 5 J.lL se utilizaron para electroporar 30 J.lL de células XL 1-Blue 

electro competentes, después de la recuperación se sembró 1 J.lL en medio LB sólido con km 25 

J.lg/mL a 30 oC, el resto se recuperó en 10 mL de medio LB sólido con km 25 fÁg/mL y se 

crecieron a 30 oC por 12 h" Se purificó el plásmido proveniente del medio líquido por el kit de 

plásmido de Boehringer según el protocolo ahi descrito" Se verificó la concentración aproximada 

del plásmido, mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1"5%" Aproximadamente 100 ng 

34 



MA TERIALES y METODOS 

de plásmido del banco se electroporó en 30 j.lL de la cepa de selección pACYCPKGS-9 XL1-

Blue, después de la recuperación se sembraron en cajas de medio LB con 20 j.lg/mL de Cm, 25 

j.lg/mL de km y P.G en un intervalo de 60 a 200 j.lg/mL . 

Segunda estrategia:Para amplificar los genes permutados de la penicilino acilasa, el 
procedimiento se indica en la figura 14. 

Nde I Il's, :1 DOMINIOB 
Pr.R1 

PCR3 

+--j 

c=JIII[========~D~O~M~I~N~IO~A~=tI~s~a~I7,I:: 
tapón 

I ~PCR2 ~ 

~ 
San 

Ndel 

Transformación a XL 1-Blue 

Medio LB con Amp 
200 j.l g/mL o 
Amp +IPTG 5 mM. 

Recuperación a 37 °C/1h ~ 
en medio SOC . O 
~ 

Verificación del porcentaje de 
colonias que traen el inserto: 
·PCR de colonia o de plásmido 
purificado de colonia. 
·Patrones de digestión. 

o 

Recuperación del 
plásmido de la 
librería. 

a Cl 

o o o 

~ 
Transformación a la cepa 
de selección. 

Figura 14. Construcción de la biblioteca de genes permutados de la penicilino 
acilasa por la segunda estrategia. 
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Para el reensamblado de los diferentes fragmentos del gen de la penicilino acilasa se utilizaron 
los siguientes juegos de oligos. 

PCR1 
PSNde S'GGG CCA TAT GAG TAT TCA ACA TTT CCG TGT CGC CCT TAT TCC CTT 

TTT TGC GGC ATT T3' 
S 'GCA ACA CTT CCT GCG ACT CC3' 20BC 

PCR2 
ACLlNK S'CGCAGG AAG TGT TGC ACGTT N NSN NSN NSN NSAGT GAG ATA 

AAGATTGTT3' 
39ACTAP S'AGC CGT GGA TCG TGG ACT AGT TeA TTA AGA AGC GTA GTC CGG AAC 

GTC GTA CGG GTA TGC TGT TTG CGA3' 
PCR3 NDENEW S'GGA ATT TCC ATA TGA GTA TTC AAC ATT TCC G3' 

TAIL20 S'GGAATAGCCGTGGATCGTGG3' 

Los templados para las diferentes PCR se indican a continuación. 
PCR1 PCR2 PCR3 

DNA plásmidico que 
contiene al gen silvestre de 
la penicilina acilasa. 

Producto de PCR3 de la 
primera estrategia 
previamente purificado por 
gel de agarosa 1 % por el kit 
de Oiagen. 

Se utilizaron los productos de PCRl y 
PCR2 previamente purificados por gel de 
agarosa 1 % por el kit de Oiagen. 

Condiciones para la PCR, realizadas en una maquina Perkin Elmer, modelo Gene Amp PCR 
system 9700. 
DNA 100 ng 

Buffer de PCR lX SO mM KCI, 10 mM Tris-HCI 8.3 (perkilHllmer) 
DNTP's 2.S mM de cada dATP, dCTP, dGTP y dTTP (perkilHllmer) 
Oligo S' -3' 20 pmol 
Oligo 3'-S' 20 pmol 
MgCl, 1.S mM (perkin-elmer) 
Taq polimerasa 2.S U 
H,O bidestilada a acompletar 100 IlL de reacción final 

Programa en el termociclador para amplificar PCR1 
No. ciclos 94 ·C 50 ·C 

1 5' 
5 1.5' 1.5 

20 l' 
1 

Programa en el termociclador para amplificar PCR2 

5S·C 

2' 

No. ciclos 94 oc 55 oc 72° e 
1 5' 

20 l' 2' 2' 
1 10' 

Programa en el termociclador para amplificar PCR3 
No. ciclos 94 ·C 50 ·C 55 ·C 

1 5' 
5 1.5' 1.5' 

1 2' 

72· C 

2' 
2' 
10' 

72° e 

2' 
2' 
10' 
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Todos los productos de PCR's se purificaron en gel de agarosa al 1.5% utilizando el kit de 

Qiagen con las condiciones ahí mencionadas. Alrededor de 5 /.1g del producto de PCR3 se 

digirió con las enzimas Ndel y Sal I por 12 h según las condiciones de Boehringer y se purificó 

el fragmento con el kit de producto de PCR de Boehringer. Alrededor de 5 ¡.g de plásmido 

pTHIOC promotor tre se digirieron con las enzimas de restricción Nde 1, Sal I y Eco RI por 12 h 

según las condiciones de Boehringer, posteriormente se purificó el fragmento en gel de agarosa 

al 1.5% con el kit de Qiagen. Se verificó la concentración aproximada del vector, mediante 

electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%. Se realizó una reacción de ligación con 

aproximadamente 320 ng de vector y 200 ng del inserto en un volumen final de 30 con 1/.11 de 

Iigasa del fago T4 en el buffer adecuado según Boehringer por 12 h a 16 oC, posteriormente el 

DNA fue precipitado con butanol y centrifugado por 10 min a 15,000 rpm. La pastilla de DNA se 

secó en el Savant por 10 min y se resuspendió en 10 ¡¡L de H20 estéril, de los cuales 5 /.1L se 

utilizaron para electro parar 30 /.1L de células XL 1-Blue electrocompetentes, posteriormente de 

la recuperación se sembraron por duplicado 1 /.1L en medio LB sólido con Amp 200 /.1g/mL a 30 

oC y 1/.1L en medio LB sólido con Amp 200 /.1g/mL + IPTG 0.5 mM, el resto se recuperó en 10 

mL de medio LB sólido con Amp 200 /.1g/mL y se crecieron a 30 oC por 12 h. Se purificó el 

plásmido proveniente del medio líquido por el kit de plásmido de Boehringer según el protocolo 

ahí descrito. Se verificó la concentración aproximada del plásmido, mediante electroforesis en 

un gel de agarosa al 1.5%. 

Tercera estrategia:EI procedimiento para el reensamblado de los genes permutados 
circularmente se describe en la figura 15. 

Neolr-~ ____ ~ ______ ~ ________________ ~~ ______ ~~~~~ ____ ~ 

~~l'f¡_.~1 _______ D_O_M_~_[O_B ______________ ~~:~·~·~· _______ D_OM __ m_IO __ A ______ ~1 

L~ 
r---r-_________________ --'i(NNG/C)4 

Neo 1 ID.~· .'1 I ,P' • DOMINIO B . 

~ PCRI +-l 
c:. Xhol 

DOMmlO A K"~o" '--____ ---'==== ___ .. ____ ..J_ ~6n 

PCR3 l PCR2 

~ 
Una vez ,que se tenía la biblioteca de los genes permutados se clonó en e! 
V6Ctüi pT4 bajo promotor blac y posteriormente se siguió la metodología de 
la primera estrategia a partir de la transformación de la cepa XL 1-Blue. 

Figura 15. Tercera estrategia para la obtención de los genes permutados 
circularmente de la penicilino acilasa. 
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Los oligonucleótidos utilizados en la tercera estrategia para el reensamblado de los genes 
permutados circularmente de la penicilino acilasa se describen a continuación. 
PCR1 
NCO-SP 5'CGG GCC ATG GCT ATT CM CAT TTC CGT GTC GCC CTT ATT CCC TTT 

TTT GCG GCA TTT3' 
5'GCA ACA CTT CCT GCG ACT CC3' 20BC 

PCR2 
39ACTAP 

ACLlNK 
PCR3 
NCO-SP 

5'AGC CGT GGA TCG TGG ACT AGT TCA TIA AGA AGC GTA GTC CGG MC 
GTC GTA CGG GTA TGC TGT TTG CGA3' 

5'CGCAGGMGTGTTGCACGTTNNSNNSNSNSNSAGTGAGATAAAGATTGTT3' 

5'CGG GCC ATG GCT ATT CM CAT TTC CGT GTC GCC CTT ATT 
TTT GCG GCA TTT3' 

Tail20 5 'GGM TAGCCGTGGATCGTGG3' 
N: mezcla equimolar de G,C,T,A y S mezcla equimolar de G y C. 

CCC TTT 

Los templados usados para armar los genes permutados circularmente de la penicilino acilasa 
en esta estrategia se describen a continuación 

PCR1 PCR2 PCR3 
DNA plásmidico que 
contiene al gen silvestre de 
la penicilino acilasa. 

Producto de PCR3 de la Se utilizaron los productos de PCRl y 
primera estrategia previamente PCR2 previamente purificados por gel 
purificado por gel de agarosa de agarosa 1 % por el kij de Oiagen. 
1 % por el kit de Oiagen. 

Condiciones para la PCR en una maquina Perkin Elmer, modelo Gene Amp PCR system 9700. 
DNA 100 ng 
Buffer de PCR IX 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI 8.3 (Perkin-Elmer) 
DNTP's 2.5 mM de cada dATP, dCTP, dGTP y dTTP (Perkin-Elmer) 
Oligo 5'-3' 20 pmol 
Oligo 3'-5' 20 pmol 
MgCI21,S mM (Perkin-Elmer) 
Taq polimerasa 2,5 U 
H20 bid estilada a acompletar 100 I1L de reacción final 

Programa en el termociclador para amplificar PCR1 y PCR3 
No. ciclos 94 oc 50 oc SS oc 

1 S' 
S I.S' 1,5 
m l' 2' 
1 

Programa en el termociclador para amplificar PCR2 
No. ciclos 94 oc 55 oc 72° C 

1 S' 
m l' 2' 2' 
1 la' 

2' 
2' 
10' 

Todos los productos de PCR's se purificaron en gel de agarosa al 1,5% utilizando el kit de 

Qiagen con las condiciones ahf mencionadas. Alrededor de 5 /lg del producto de PCR3 se 

digirió con las enzimas Nco I y Xho I por 12 h según las condiciones de Boehringer y se purificó 

el fragmento con el kit de producto de PCR de Boehringer. Alrededor de 10 /lg del plásmido pT4 
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promotor blac se pusieron a digerir con las enzimas Nco 1, Xho I y Eco RV por 12 h según las 

condiciones de Boehringer, posteriormente se purificó el fragmento en gel de agarosa al 1.5% 

con el kit de Qiagen. 

Se realizó una reacción de ligación con aproximadamente 500 ng de vector y 1 ¡rg del inserto 

en un volumen final de 40 ¡rl con 1 ¡rl de ligasa del fago T4 en el buffer adecuado según 

Boehringer por 12 h a 16 oC, posteriormente el DNA fue precipitado con butanol y centrifugado 

por 10 min a 15,000 rpm. La pastilla de DNA se secó en el Savant por 10 min y se resuspendió 

en 10 ¡rL de H20 estéril, de los cuales 5 ¡rL de utilizaron para electroporar 30 ¡rL de células XL1-

Blue electrocompetentes, posteriormente a la recuperación se sembró 1 ¡rL en medio LB sólido 

con 25 ¡rg/mL de km a 30 oC, el resto se recuperó en 10 mL de medio LB sólido con 25 ¡rg/mL 

de km y se crecieron a 30 oC por 12 h. Se purificó el plásmido proveniente del medio líquido por 

el kit de plásmido de Boehringer según el protocolo ahí descrito. Se verificó la concentración 

aproximada del plásmido y 100 ng del banco de plásmido se electro paró a 30 ¡rL de la cepa de 

selección PACYCPKGS-9 XL1-Blue, posteriormente a la recuperación se sembraron en cajas 

con medio LB con 20 ¡rg/mL de Cm, 25 ¡rg/mL de km y P.G. en un intervalo de 60 a 250 ¡rg/mL. 

Cuarta estrategia:La estrategia general de amplificación de genes permutados se describe en la 
figura 16. 

Los oligonucleótidos utilizados para amplificar los diferentes fragmentos del gen de la penicilino 
acilasa son los siguientes: 
PCR1 
ACLlNK 5'CGCAGGAAGTGTTGCACGTTNNSNNSNSNSNSAGTGAGAT MAGA TTGTT3' 
ACTAPSPE 3' AGC CGT GGA TCG TGG ACT AGT TCA TTA TGC TGT TTG CGA 5' 
PCR2 
BMLU 5'GGT GTA CCG CAG GCC GCA3' 
Tail-20 5'GGA ATA GCC GTG GAT CGT GG3' 
N: mezcla equimolar de G,C,T,A y S mezcla equimolar de G y C. 

Condiciones para las PCR's realizadas en una máquina Perkin-Elmer modelo gene Amp PCR 
system 9770. 
DNA 100 ng 
Buffer de PCR lX 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI8.3 (Perkin-Elmer) 
DNTP's 2.5 mM de cada dATP, dCTP, dGTP y dTIP (Perkin-Elmer) 
Oligo 5'-3' 20 pmol 
Oligo 3'-5' 20 pmol 
MgCI, 1.5 mM (Perkin-Elmer) 
Taq polimerasa 2.SU 
H20 bidestilada a acompletar 100 ¡lL de reacción final 
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a) 

PCR1 +-

b) ~r=~~llill~r=I=UI====:]~~====~~~~J __ --b:s·J DOMINIO R _ DOMINIO A 
~

StOP)2 

Spel 

tapón 

-.!:M~IU~I~..,I[2F~ ... ~gm:e:n'~O~do~m~. ~B=JI~:~: :~::I:~: :~II!~Do:m:;:n;~o ~A=~~ ~(~S;to~p~)2¡]h tapón 
~ PCR2 

Spel .. 
clonación 

Vector 

Digestión Mlu I/Spe I 
Spe I 

MluI 

Neo 1 

1 
Una vez clonados los genes, se siguieron los pasos de la primera 
estrategia a partir de la transformación en la cepa XL 1-Blue 

Figura 16. Cuarta estrategia para obtener los genes permutados de la penicilino 
acilasa, a) se amplifico el domino A con la variabilidad en el conector, b) Para 
amplificar el fragmento a clonar (PCR2) se utilizó como templado un gen permutado 
circularmente y el producto de PCR1. 

Templados utilizados en las diferentes PCR's 
PCRl PCR2 

Produc1o de PCR3 de la primera 
estrategia, previamente purificado. 

DNA plásmidico que contiene al gen de 
la permutación circular L 1 Y producto dt:' 
PCR1, previamente purificados en gel 
de agarosa 1.5% 
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Programa en el termociclador para amplificar PCR1 y PCR2 
No. ciclos 94'oC 50 oc 55 oc 

1 4' 
5 1.5' 1.5' 
m 1~' 2' 
1 

MA TERIALES y METODOS 

72· C 

2' 
2' 
10' 

Todos los productos de PCR's se purificaron en gel de agarosa al 1.5% utilizando el kit de 

Qiagen con las condiciones ahi mencionadas. Alrededor de 5 Ilg del producto de PCR2 se 

digirió con las enzimas Nco I y Xho I por 12 h según las condiciones de Béiehringer y se purificó 

el fragmento con el kit de producto de PCR de Béiehringer. 

Alrededor de 10 !ti del plásmido pT4-permutación circular Blink1 promotor blac se digirieron 

con las enzimas Mlu I y Spe I por 12 h según las condiciones de Boehringer, posteriormente se 

purificó el fragmento en gel de agarosa al 1.5% con el kit de Qiagen en una electroforesis con 

buffer TBE 1 X a 100V. 

Se realizó una reacción de ligación con aproximadamente 3 Ilg de vector y 3 Ilg del inserto en 

un volumen final de 20 111 con ligasa del fago T4 en el buffer adecuado según Boehringer por 12 

h a 16 oC, posteriormente el DNA fue precipitado con butanol y centrifugado por 10 min a 

15,000 rpm. La pastilla de DNA se secó en el Savant por 10 min y se resuspendió en 10 IlL de 

H 20 estéril, de los cuales 3 IlL se utilizaron para electroporar 5 IlL de células XL 1-Blue 

electrocompetentes, después de la recuperación se sembro 1 IlL en medio LB sólido con 25 

Ilg/mL de Km a 30 oC, el resto se recupero en 10 mL de medio LB sólido con 25 Ilg/mL de Km y 

se crecieron a 30 oC por 12 h. Se purificó el plásmido proveniente del medio liquido por el kit de 

plásmido de Boehringer según el protocolo ahi descrito. Aproximadamente 100 ng del banco de 

plásmido se electroporó en 30 IlL de la cepa de selección PACYCPKGS-9 XL 1-Blue después 

de la recuperación se sembraron en cajas con medio LB con 20 Ilg/mL de Cm, 25 Ilg/mL de km 

y P.G. en un intervalo de 60 a 250 Ilg/mL. 

Caracterización de las mutantes 

Ensayos de MIC's 

A un inoculo de la variante de interés en 3 mL de medio LB crecido por 12 h, se ajustaron las 

0.0. a la misma concentración a 600 nm con medio LB y se siguió el procedimiento antes 

descrito. 

Adición de una etiqueta de 10 aminoácidos en algunas mutantes y enzima sHvesÍfe 

A los genes de la enzima silvestre y de algunas mutantes permutadas circularmente se les 

adicionó una etiqueta de 10 aminoácidos para poder ser inmunodetectadas con anticuerpos 

monoclonales. 
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Mlu I 

~~~------------.. .. 
Spe I 

TPTNVPDTAS (STOP)2-..... 

Oligos utilizados para introducir la bandera de 10 aminoácidos 

BMLU híbrida S' GGT GTA CCG CAG GCC GCA 3' 
ACTAPSPEAA Híbrida con 12 pb del dominio A e introduce un sitio Spe 1, una parte del oligo 
tapón y una bandera de 10 aa 
S' AGC CGT GGA TCG TGG ACT AGT TCA TIA AGA AGC GTA GTC CGG AAC GTC GTA 
CGG GTA TGC TGT TIG CGA3' 

Condiciones para la PCR en una máquina Perkin-Elmer modelo Gene Amp PCR System 9770. 
DNA 200 ng 
Buffer de PCR IX 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI8.3 (Perkin-Elmer) 
DNTP's 2.5 mM de cada dATP, dCTP, dGTP y dITP (perkin-elmer) 
Oligo 5'-3' 20 pmol 
Oligo 3'-5' 20 pmol 
MgCi21.5 mM (perkin-elmer) 
Taq polimerasa 2.5U 
H20 bidestilada a acompletar 100 ¡tL de reacción final 

Programa en el termociclador para amplificar PCR 
No. ciclos 94 oc so ·C 

1 4' 
5 1.5' 1.5' 

20 1.5' 
1 

72" e 

2' 
2' 
10' 

Todos los productos de PCR's se purificaron en gel de agarosa al 1.0 % utilizando el kit de 

Qiagen con las condiciones ahí mencionadas. Alrededor de S ~g del producto de PCR se digirió 

con las enzimas Mlu I y Spe I por 12 h según las condiciones de Boehringer y se purificó el 

fragmento. 

Se realizó una reacción de ligación con aproximadamente 100 ng de vector y 100 ng del inserto 

en un volumen final de 20 ~I con 1 ~L de ligasa del fago T4 en el buffer adecuado según 

Boehringer por 12 h a 16 oC, posteriormente el DNA fue precipitado con butanol y centrifugado 

por 10 min a lS,OOO rpm. La pastilla de DNA se secó en el Savant por 10 min y se resuspendió 

en 1 O ~L de H20 estéril, de los cuales 3 ~L se utilizaron para electroporar S ~I de células XL 1-

Blue electrocompetentes, después de la recuperación se sembraron en medio LB sólido con 

Km 2S ~g/mL a 30 oC por 12 h. Se purificó el plásmido proveniente de 3 colonias por el kit de 

plásmido de Boehringer según el protocolo ahí descrito. Se verificó la concentración aproximada 

de! p!ásmido. Posteíiolii¡enle se hicieron ensayos de MIC como se menciona anteriormente. 

42 

• 



MA TERIALES y METODOS 

Inmunodetección de penicilino acilasa 

Un gel de SOS-PAGE se transfirió a una membrana de nitrocelulosa durante una hora a 60 V en 

buffer de transferencia (TRIS 50 mM ,Glicina 39 mM, SOS 0.037% Y metanol 20% pH 8.3), se 

lavó la nitrocelulosa con PBS 1 X Y se bloqueó con BSA 3% durante una hora en agitación. 

Posteriormente se lavó la nitrocelulosa con PBS 1X y se inmunodetectó con el primer 

anticuerpo (antitag10aa-12CA) a una dilución 1:500 en BSA 1% por una hora. Se lavó la 

nitrocelulosa con PBS 1 X Y se acopló el segundo anticuerpo anti-ratón acoplado a fosfatasa 

alcalina 1: 1 000 en BSA 1 % durante una hora. Se lavó la nitrocelulosa con PBS 1 X Y se reveló 

con 1.5 mL de solución para fosfatasa alcalina (BCIP/NBT premixed ZYMEO) se detuvó la 

reacción a los dos minutos con 50 mL de EOTA 0.005M y se lavó con agua miliO en exceso y 

secó la nitrocelulosa. 

Expresión de la proteína bajo promotor blac 

Un preinóculo de 3 mL crecido por 12 h de la variante de interés, se usó para inocular un 

volumen de 10 mL por 12 h en medio LB liquido con 25 ¡.¡g/mL de km, en el caso de muestras 

en serie se ajustaron las 0.0. a la misma concentración a 600 nm con medio LB, la masa 

celular se recupero por centrifugación a 4000 rpm por 15 min y se resuspendió en 500 ~L de 

PBS 1 X. Las muestras se mantuvieron en hielo y se sonicaron tres veces por periodos de 15 

pulsos con intervalos de 20 segundos en un equipo SONIFER 450, posteriormente se 

centrifugaron a 10000 rpm a 4°C por 3 min y se recolectó el sobrenadante, 10 ¡.L de cada 

muestra se mezclaron con 1 O ~L de buffer de carga para proteinas, se calentaron por 5 min a 

95 oC y se cargaron en un gel de poliacrilamida al 10% el gel se corrió en una electroforesis a 

60 V para el gel de empacamiento y posteriormente a 100V con buffer de TRIS-Glicina (0.3% 

TRIS, SOS 0.1% Y Glicina 1.44%). 

Actividades enzimáticas de extractos proteicos 

Determinación de la concentración de proteína por el método de Bradford 

El extracto de proteínas se ajustó en un volumen final de 0.8 mL en H20, se le agregaron 0.2 

mL de reactivo de Bradford (Biorad) se dejaron reaccionar por 5 min y se leyeron a 595 nm en 

un espectrofotómetro Beckman OU650. Para determinar la concentración de proteínas se 

inierpoiO en una curva patrón de albúmina bovina en un intervalo de O a 20 ~gl mL. 
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Método de paradimetilaminobenzaldehido (PDAB) para la determinación de 6-APA. 

Este método se basa en la formación de una base de Schiff entre el PDAB y el 6-APA que 

produce una coloración amarilla que puede ser detectada espectrofotométricamente. 

La reacción se llevó a cabo en un volumen final de 100 /1L en buffer de fosfatos pH 7.B. 

La cantidad de proteina se ajustó en 90 /11 de buffer de fosfatos y se incubo por 5 minutos a 

37"C, posteriormente se agregaron 10 ¡¡L de Penicilina G (SIGMA) 20% Y se dejó desarrollar la 

reacción a 37 oC por 10 mino Se detuvó la reacción con 2.5 mL de etanol absoluto y se reveló 

con 1.25 mL de PDAB por 15 mínutos, en el caso donde se presentó un precipitado blanco, la 

muestra se centrifugó a 3000 rpm/2 min y finalmente se leyó a 412 nm en un espectrofotómetro 

Beckman DU650. Se calculó la concentración de 6-APA (SIGMA) por interpolación en la curva 

de calibración. La curva de calibración se preparó realizando 5 diluciones 1:1 de una solución 

patrón que contiene 2.5 mg/mL de 6-APA en buffer de fosfatos 0.1 M pH7.B de las cuales se 

toman 0.1 mL para realizar la determinación de 6-APA. 

La preparación del reactivo paradimetilaminobenzaldehido (SIGMA) fue de la siguiente 

manera:solución de PDAB al 1 % (plv) , alcohol etílico al 60%y ácido sulfúrico concentrado 

0.5% (v/v). 

Clonación en el vector pET bajo promotor del fago T7 

Al gen de la enzima silvestre y de tres mutantes permutadas circularmente se les adicionó una 

etiqueta de seis histidinas con el fin de poder purificarlas por medio de una columna empacada 

con resina de Niquel. Los oligos utilizados para las anteriores construcciones son los siguientes: 

Gen silvestre 
Ncopac 5' GGC CCA TGG AAA ATA GAA ATC GTA TGA TCG TG 3' 
Gen permutado circularmente 
Ncosp 5' CGG GCC ATG GCT ATT CAA CAT TTC CGT GTC GCC CTT ATI CCC TTT 

TTT GCG GCA TTT 3' 

TAQHIS 
5' TCG TGG ACT AGT TCA TTA GTG GTG GTG GTG GTG GTG AGA AGC GTA GTC CGG3' 

Condiciones de PCR para amplificar el gen de la penicilina acilasa permutada circularmente 
DNA 200 ng 
Buffer de PCR lX 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI8.3 (Perkin-Elmer) 
DNTP's 2.5 mM de cada dATP, dCTP, dGTP y dTTP (Perkin-Elmer) 
Oligo 5'-3' 20 pmol 
Oligo 3'-5' 20 pmol 
MgCI2 1.5 mM (Perkin-Elmer) 
Tao oolimerasa 2.5 U 
H20 'bidestilada a acompletar 100 !1L de reacción final 
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Programa en el termociclador para amplificar el gen de la penicilina acilasa 
No. ciclos 94 ·C 50 oC 55 ·C 72° e 

1 1 . 
5 l' l' l' 2' 

20 l' l' 2' 
1 10' 

Los productos de PCR se corrieron en una eleclroforesis en un gel de agarosa al 1.5%, teñido 

con bromuro de etidio 0.01 Ilg, las bandas fueron visualizadas con radiación UV de longitud 

larga y cortadas. Una vez purificados los fragmentos de DNA se verificó su concentración 

aproximada. Estas construcciones se subclonaron en el vector de expresión pET y se 

transformaron a la cepa BL21 DE3 pLys S de E coli para su expresión. 

El sistema de expresión utilizado (pET system de Novagen) fue desarrollado para la clonación 

y expresión de protefnas recombinantes en E coli (figura 17). La cepa contiene una copia 

cromosómica del gen de la RNA polimerasa del fago T7. Este se encuentra bajo el control del 

promotor lac UV5, que a su vez es inducido por isopropil-~-D-tiogalactopiranósido (IPTG). Esta 

cepa además contiene al plásmido pLysS que codifica para la lisozima del fago T7, la cual es un 

inhibidor de la RNA polimerasa del mismo fago, por lo que puede haber una expresión 

controlada del gen que está clonado en el vector pET. La producción de la lisozima por parte de 

la cepa permite además que la pared celular sea digerida y sea mucho más sencillo lisar las 

células. 

CElUlA HUESPED 

Figura 17. Elementos que componen el sistema pET 

Inducción de la sobreexpresión de las enzimas mutantes permutadas 

A partir de un preinóculo de 10 mL de la construcción de interés previamente transformada en la 

cepa BL21 DE3, se inoculó un matraz que contenía un litro de medio mínimo M9, se dejó crecer 

a 30 oC y 300 rpm hasta una densidad óptica de 0.5 O.Dsoo Y se indujo con IPTG 0.5 mM por 

12 h. 
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Expresión de la enzima silvestre 

Con un preinóculo de 10 mL de la cepa XL 1-Blue previamente transformada con la construcción 

que contenía a la enzima silvestre bajo el promotor tre y la etiqueta de His, se inoculó un matraz 

que contenía un litro de medio líquido LB, se dejó crecer a 28 oC y 300 rpm por 12 h. 

Purificación de las proteínas mutantes y silvestre en condiciones nativas 

Una vez sobreexpresada la proteína, el cultivo se centrifugó en una centrifuga Eppendorf 

5804R a 10000 rpm por 3 min a 4 oC y se resuspendió en 20 mL de PBS lX. Las muestras se 

mantuvieron en hielo y se sonicarón cinco veces por periodos de 30 segundos con intervalos de 

20 segundos en un equipo SONIFER 450, posteriormente se centrifugaron a 10,000 rpm a 4°C 

por 15 min y se recolectó el sobrenadante. Al extracto de proteínas se le agregaron 400 ¡¡L de 

agarosa con níquel al 50% (NTA de Qiagen), se agitaron cuidadosamente a 4 oC por 2h. Una 

vez montada la columna con la resina se realizaron lavados con 250 mL de PBS lX pH 820 

mM de imidazol, finalmente se llevó a cabo la elución con 5 mL de PBS lX pH 8.0 250 mM de 

imidazol. Para la proteína L2, los lavados se hicieron con 250 mL de PBS 0.5X pH 8 15 mM de 

imidazol. Una vez obtenida la proteína purificada, se realizó una electroforesis en gel de 

poliacrilamida al 7.5% a 15 mA en buffer de TRIS- Glicina (TRis-base 0.3%, SDS 0.1 %, glicina 

1.4%) en una cámara de marca Hoefer Scientific (HIS) modelo SE280. Una vez terminada la 

electroforesis el gel se tiñó en una solución al 5% de ac. acético glacial, 0.1 % de azul de 

Comassie y 10% de etanol industrial por 30 min en agitación, posteriormente se destiño con 

H20 destilada mediante 10 pulsos en el microondas de 30 seg. 

Obtención de los parámetros cinéticos de penicilino aciJasa silvestre y permutación 

circular. 

Se midieron velocidades iniciales a diferentes concentraciones de P.G. (10 a 100 mM) utilizando 

una concentración constante de proteína para cada caso, está concentración de proteína fue 

determinada por el método de Bradford y por titulación del sitio activo. El tiempo final de 

reacción fue de 10 min a 37 oC, para determinar el 6-APA formado se utilizó el método de 

PDAB. Se hicieron curvas de velocidades iniciales para obtener la Km y Vmax. 

Titulación de sitios activos de las penicilino <!d!asas por fenilmelaiíosuiÍonii fiuoruro 

(PMSF) . 

Fueron determinados directamente usando diferentes concentraciones de PMSF (GIBCO BRL ) 

hasta la alcanzar la inhibición total. La enzima fue incubada a 37 0 C por 20 min en un volumen 
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final de 100 jlL en buffer de fosfatos pH 7.8 en concentraciones de PMSF de O a 200 nM. La 

actividad residual fue determinada por el método de PDAB con penicilina G a 10 mM. El PMSF 

se preparó momentos antes de usar, se disolvió en acetonitrilo y se protegió de la luz visible con 

papel aluminio. 

Evolución dirigida por gene shuffling de la permutación circular L 1 

Este método se realiza en varias etapas consecutivas. 

1.- Amplificación del gen con los oligos que se utilizaron para clonar el gen en el vector pT4. El 

producto de PCR se purificó de los oligos sobrantes y de cualquier otro producto inespecífico 

utilizando electroforesis preparativa en gel de agarosa al 1.5%. La banda de DNA se visualizó 

con una lampara de luz ultravioleta de longitud de onda larga y se cortó del gel con una navaja. 

La agarosa se solubilizó y purificó por el kit de de Oiagen por el protocolo estándar. 

2.- Degradación controlada de DNA de doble cadena con DNAsa. 

Tres reacciones de 10 jlg del producto puro de PCR se pusieron en presencia de 0.1 U de 

DNAsa (Boehringer len un buffer con 50 mM de TRIS HCI pH 7.4, 1 mM de MgCI2 y la reacción 

se llevó a cabo por 15 min a 37 oC . 

La reacción se detuvó con 10 jlL de la mezcla de terminado (stop mi x: azul de bromofenol 

0.25%, xilencianol 0.25%, EDTA 50 mM pH 8). Los fragmentos de DNA entre 100 y 300 pb se 

purificaron por eleclroforesis en gel de agarosa al 2% utilizando el Kit de Oiagen. Se cuantificó 

la concentración de fragmentos de DNA por medio de una electroforesis en gel de agarosa al 

2%. 

3.- Etapa de PCR "sin oligos".- Alrededor de 2 jlg se sometieron a una reacción de PCR 

convencional pero que careció de oligos. 

Programa en el termociclador 
No. ciclos 

1 
50 
1 

94 ·c 
3· 
1· 

50 ·c 

1· 

72·C 

2· 
10· 

4.- Etapa de PCR "con oligos".- En reacciones separadas, 1 jlL de las reacciones de PCR del 

paso anterior se sometieron a una nueva PCR especifica en presencia de los oligos. 

Condiciones para la PCR realizada en una maquina Perkin-Elmer modelo Gene Amp PCR 
system 9700. 
UNA 100 ng 
Buffer de PCR 1X 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI8.3 (Perkin-Elmer) 
DNTp·s 2.5 mM de cada dATP, dCTP. dGTP y dTIP (Perkin-Elmer) 
Oligo 5·-3· 20 pmol 
Oligo 3·-5· 20 pmol 
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MgCI, 1.5 mM (Perkin-Elmer) 
Taq polimerasa 2.5 U 
H20 bidestilada a acompletar 1 00 ~L de reacción final 
Programa en el termociclador para amplificar el dominio B y dominio A 

No. ciclos 94 'C 55 'C 72' C 
1 1 . 
5 l' l' 2' 

20 l' l' 2' 
1 10' 

MA TERIALES y METODOS 

Todos los productos de PCR's se purificaron en gel de agarosa al 2% utilizando el kit de 

Qiagen con las condiciones ahí mencionadas. Alrededor de 5 Ilg del producto de PCR se 

digirió con las enzimas de restricción Nco I y Xho I por 12 h según las condiciones de 

Boehringer y se purificó el fragmento adecuado. 

Preparación del vector pT4 -permutación circular Blink1 con el promotor blac 

Debido a que se clonaron por separado los dominios A y B mutagenizados, fue necesario hacer 

dos tipos de vector a partir del plásmido pT 4 penmutación circular Blink1. 

Alrededor de 5 ll9 de plásmido se digirieron con las enzimas Mlu Iy Spe I por 12 h Y otros 5 ll9 

de plásmido se digirieron con las enzimas de restricción Neo I y Mlu I por 12 h según las 

condiciones de Boehringer, posteriormente se purificó el fragmento en gel de agarosa al 1.5% 

con el kit de Qiagen. Se realizó una reacción de ligación con aproximadamente 3 Ilg de vector 

y 3 Ilg del inserto en un volumen final de 20 III con 1 IlL de ligasa del fago T4 en el buffer 

adecuado según Boehringer por 12 h a 16 oC, posteriormente el DNA fue precipitado con 

butanol y centrifugado por 10 min a 15,000 rpm. La pastilla de DNA se secó en el Savant por 

10 min y se resuspendió en 10 IlL de H20 estéril, de los cuales 3 IlL se utilizaron para 

electroporar 5 III de células XL1-Blue electrocompetentes, después de la recuperación se 

sembró 11lL en medio LB sólido con 251l9/mL de km a 30 oC, el resto se recuperó en 10 mL de 

medio LB sólido con 25 1l9/mL de km y se crecieron a 30 oC por 12 h. Se purificó el plásmido 

proveniente del medio líquido por el kit de plásmido de Boehringer y se verificó la concentración 

aproximada del plásmido. Aproximadamente 100 ng del plásmido del banco se electroporaron 

en 30 IlL de la cepa de selección PACYCPKGS-9 XL 1-Blue después de la recuperación se 

sembraron en cajas con medio LB con 20 Ilg/mL de Cm, 251lg/mL de km y P.G. en un intervalo 

de 60 a 250 1l9/mL. 
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RESULTADOS 
Para la identificación de las proteinas activas permutadas circularmente, era necesario contar 

con una cepa de selección para actividad de penicilino acilasa. 

Se escogieron dos cepas de E. coli a las cuales se les confirió resistencia a 6-APA por medio 

de una ~-Iactamasa, previamente modificada para tener una mayor especificidad por 6-APA y 

menor por penicilina G (Osuna et al, 1995). 

Caracterización de la ~-Iactamasa específica para 6-APA 

Se adicionaron los sitios de restricción BamH I y Sal I al gen que codifica para está ~-Iactamasa 

(figura 18) posteriormente se clonaron bajo dos diferentes promotores en el plásmido pACYC 

Cm'. 

2 3 

800 pb 

Figura 18. Amplificación del gen de la ~- lactamasa específica para 6-APA con los sitios de 
restricción BamH I y Sal I por medio de PCR. Carril1: ~-Iactamasa bajo promotor blac, carril2: 
PCR control de la ~- lacta masa y carril 3: ~-Iactamasa con promotor tre. 

El gen se expresó con el promotor bla (nativo) y con el promotor tre de mayor fuerza 

transcripcional que el de tipo natural. Estas clonaciones se introdujeron a la cepa XL 1-Blue y se 

sembraron en cajas con medio LB con diferentes dosis de 6-APA. Se seleccionaron diez 

colonias de cada construcción que crecieron a una dosis de 100 Ilg/mL de 6-APA y se hicieron 

ensayos de MIC (concentración miínima inhibitoria) en penicilina G y 6-APA de cada una de 

ellas. De las colonias obtenidas en esta fase se seleccionaron cuatro que presentaban una 

sensibilidad a una concentración de 60 Ilg/mL de penicilina G, estas se crecieron y se purificó 

su plásmido. Para comprobar que el MIC's era debido a los genes de las construcciones, se 

retransformaron a la cepa de selección. Sólo bajo el promotor blac se obtuvó sensibilidad a 

penicilina G a una dosis de 60 fjg/mL y resisiencia a una concentración de 240 Ilg/mL de 6-

APA. Se seleccionó una colonia denominada PACYCPKGS-9 y con ella se montó el sistema de 

selección positiva para actividad de penicilino acilasa. 
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Con respecto a los ensayos bajo promotor trc, el MIC de la cepa en penicilina G se incremento 

a 100 ¡Jg/mL, lo que representa un ruido de fondo demaciado alto para poder ser utilizado en 

selección. 

Construcción de las cepas de selección 

Debido a que la maduración de la penicilino acilasa puede depender de la cepa de expresión 

decidimos evaluar el sistema de selección con las cepas de E. coli JM1 01 Y XL 1-Blue. 

Con el plásmido que contenfa la construcción de la ~-Iactamasa específica para 6-APA se 

transformaron las dos cepas, posteriormente se hicieron ensayos de concentración mínima 

inhibitoria (MIC) sobre los antibióticos penicilina G y 6-APA a 28°C y 37°C, obteniéndose los 

resultados de la tabla 2. Por otro lado, un grupo de Taiwan logró obtener una cepa de selección 

en E. coli (HB101PAC) para actividad de penicilino acilasa mediante mutagénesis química, está 

cepa tiene la característica, al igual que la propuesta en este trabajo, de ser sensible a P.G. y 

resistente a 6-APA (Chou C.P. et al, 1999-a), sus valores de ensayos de MIC's se muestran en 

la tabla 2 para su comparación. 

Tabla 2, Concentraciones mínimas inhibitorias de las cepas de selección para actividad 
de penicilino acilasa a 28 y 37 oC 

En las tres cepas crecidas tanto a 28 y 37 oC no se observaron variaciones en los valores de 

MIC en penicilina G y 6-APA. Se observó que en las cepas E. coli XL 1-Blue PACYCPKGS-9 y 

E. coli JM101 PACYCPKGS-9 los valores de resistencia a P,G. son relativamente elevados y 

esto repercute directamente en la selección de mutantes, ya que mutantes con actividades 

pequeñas no podrían ser identificadas por crecer dentro del intervalo de ruido de fondo. 

La cepa HB101 pac presentó una resistencia a P.G. menor que las otras cepas, esto hace que 

el ruido de fondo sea menor al momento de rastrear mutantes con actividad de penicilino 

acilasa. 

Las cepas E. co/i XL1-Blue PACYCPKGS-9 y E. coli JM101 PACYCPKGS-9 se someten a 

cuatro antibióticos cuando se utilizan como sistema de selección. El plásmido que codifica para 

la ~-Iactamasa específica para 6-APA contiene resistencia a cloramfenicol, la penicilina G que 
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es el sustrato de la penicilina acilasa, el 6-APA formado de la hidrólisis de la penicilina G y el 

marcador que se introduce en los bancos de mutantes de penicilina acilasa, en cambio la cepa 

HB1 01 PAC se somete solo a tres ya que no utiliza ningún plásmido para tener resistencia a 6-

APA, lo que representa una carga metabólica menor. 

Sistema de selección vs penicilina acilasa silvestre 

Para definir mejor las características de las cepas de selección, el gen de la penicilina acilasa 

silvestre se clonó bajo dos promotores, un promotor de expresión transcripcional débil blac y un 

promotor de intermedia fuerza transcripcional tre. Previamente, se amplificó el gen por PCR 

(figura 19), debido a que el gen tiene un sitio interno Nco l se realizó una digestión parcial y se 

purificó el fragmento de interés (2400 pb), para su posterior clonación en los dos vectores. 

234 

2400 pb 

Figura 19. Amplificación del gen de la penicilino acilasa silvestre por medio de PCR (2400 pb). 
Carril 1: marcador de peso molecular 1 Kb plus, carril 2: PCR de penicilina acilasa silvestre, carril 
3: PCR purificada y carril 4: PCR purificada y digerida parcialmente Neo I y totalmente Xho 1. 

Una vez clonados los genes, se transformaron en XL 1-Blue y se comprobaron por patrones de 

digestión y secuencia la integridad del gen y del promotor en ambos vectores. Posteriormente 

las diferentes cepas de selección se transformaron con estas construcciones y se hicieron 

ensayos de MIC a 28 y 37 ·C. 

En la tabla 3 se resumen las características de las cepas de selección, en donde se confirma 

que el sistema de selección es funcional en las dos cepas desarrolladas en este trabajo. 

Los ensayos de la enzima silvestre con diferentes promotores mostraron diferencias entre los 

valores de MIC. Como se esperaba, en el de mediana fuerza transcripcional (tre) se produce 

una mayor caniidad de proieina, io que permite que las cepas sobrevivan a concentraciones 

más altas de penicilina G que las cepas en donde la penicilino acilasa silvestre esta bajo un 

promotor de menor fuerza transcripcional (blac). Esto puede representar una ventaja, ya que 

bancos de mutantes en donde se rastreé la actividad de penicilina acilasa se pueden clonar 

51 



RESULTADOS 

bajo promotor trc y someter a selección, para rescatar algunas mutantes con actividades 

pequeñas que no se podrían identificar bajo el promotor débil por caer en el ruido de fondo de la 

cepa. 

Tabla 3. Concentraciones mínimas inhibitorias detectadas en las diferentes cepas de 
selección transformadas con la penicilina acilasa silvestre y crecidas a 28 oC. 

MIC con ruido de MIC real 
Cepa de selección 

fondo Penicilina G IIg/mL 

Penicilina G Ilg/mL 

E. coli XL 1-Blue PACYCPKGS-9 120 60 
PAClrc 
E. coli XL 1-Blue PACYCPKGS-9 95 35 
PAC blac 
E. coli JM101 PACYCPKGS-9 100 40 
PAClrc 
E. coli JM101 PACYCPKGS-9 85 25 
PAC blac 
E. coli HB101 PAC 60 
PAClrc ' .. ' 

E. coli HB101 PAC 45 35 
PAC blac 

El gen de la penicilino acilasa con los dos promotores estudiados dan un nivel de resistencia 

mayor a penicilina G en la cepa XL1-Blue que en la JM101, lo cual sugiere que esta cepa 

produce mayores niveles de proteína en forma activa. 

Con respecto a la cepa HB101 PAC los valores de MIC en penicilina G son más bajos que los 

obtenidos en las cepas E. coli XL1-Blue PACYCPKGS-9 y E. coli JM101 PACYCPKGS-9, sin 

embargo hay que considerar que el valor de ruido de fondo de esta cepa es menor que en las 

otras cepas. Para comparar los datos reales de selección de las diferentes cepas, se resto el 

MIC de P.G. de las diferentes cepas de selección a los valores de MIC obtenidos con la enzima 

silvestre (MIC real). 

Construcción de las variantes permutadas de la penicilino acilasa 

Para realizar la construcción de las variantes permutadas se siguieron cuatro estrategias debido 

a que los bancos no alcanzaban los tamaños adecuados para representar toda la variabilidad 

generada por medio de PCR en el diseño propuesto. 

52 



RESULTADOS 

Primera estrategia 

El gen de la penicilino acilasa tiene un sitio de restricción Nco I que corresponde a las 

posiciones 419 a 423 de del gen. Este sitio de restricción se eliminó por medio de 

oligonucleótidos dirigidos al sitio, sin afectar la estructura primaria de la proteina (figura 13). 

Diversos fragmentos de PCR se fueron extendiendo por medio de PCR para obtener la 

construcción final de los genes que codifican para las variantes monoméricas (figura 20). 

Posteriormente esta biblioteca fue clonada en el vector pT 4 bajo el promotor trc previamente 

preparado. Se realizaron ensayos de ligación variando la relación inserto:vector debido a que no 

se lograba alcanzar el tamaño adecuado. 

1 234 5 6 

Figura 20. Ensamblado del gen para la biblioteca de las variantes monoméricas de la penicilino 
acilasa. Carril1 :marcador de peso molecular 1 Kbplus, carril2:fragmento correspondiente a la 
PCR1 (220 pb), carril 3:fragmento correspondiente a la PCR2 (400 pb), carril 4: amplificación 
del producto de PCR correspondiente al dominio A (780 pb), carril 5: amplificación del dominio B 
mutagenizado con la introducción de un conector de cuatro aminoácidos (1700 pb) Y carril 6: 
amplificación del b de la permutación circular (2400 pb). 

El mejor banco obtenido fue de alrededor de 5x10 5 variantes, pero al analizar el tamaño real de 

esta biblioteca por patrones de digestión y PCR de DNA de 20 colonias, solo una cumplió los 

requisitos de permutación circular (figura 21). Para analizar. sí estaba presente al menos el 

dominio A del gene se realizó la PCR correpondiente. El fragmento adecuado se amplificó en 

dos de cuatro variantes, lo cual indicaba la presencia del gen, pero al tratar de amplificar el gen 

completo solo la variante denominada pt4h-1 amplificó producto de PCR del tamaño adecuado 

(datos no mostrados). Estas mismas clonas fueron analizadas por patrones de digestión para 

buscar el inserto. La misma clona pt4h-1 fue la única que cumplió c.on e! patrón de digestión 

esperado como se observa en la figura 21. Al secuenciar la clona denomina pt4h-1, se verificó 

la integridad del gen y la secuencia del conector. La secuencia del conector corresponde a 

Stop-P-P-T. 
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Figura 21. Patrones de digestión de siete variantes aisladas en una concentración de 60 ~g/mL 
de penicilina G . carril 1 :control vector pT4 (2000 pb) Y 13-lactamasa (800 pb), carril 2:variante 
Pt4h1, carril 3: variante Pt4h2, carril 4:variante P!4h3, carril 5: variante Pt4h4, carril 6: variante 
Pt4h5, carril 7:variante Pt4h6, carril 8: variante P!4h7 y carriI9:control:plásmido sobreenrrollado. 

Todo el banco se retó en la cepa de selección XL 1-Blue PACYCPKGS-9. La mayoría de las 

clonas crecieron en la concentración de ruido de fondo, es decir alrededor de 60 f-Ig/mL de 

penicilina G. Finalmente, para eliminar una posible contaminación del gen silvestre se utilizaron 

oligonucleótidos específicos y ninguna amplificó el fragmento esperado (datos no mostrados). 

Segunda estrategia 

Para observar si existía un efecto de intoxicación de las células bacterianas por la proterna 

permutada circularmente, se clonaron los bancos en el vector pTHIO-C el cual tiene la 

característica de poder ser reprimído o inducido a nivel transcripcional. De existir este efecto, en 

el estado reprimido obtendríamos un mayor número de variantes respecto al estado inducido. 

Una vez amplificada la biblioteca de los genes de la penicilino acilasa permutada circularmente 

se clonaron en el vector pTHIO-C. 

El tamaño de la biblioteca en estado reprimido fue de 440,000 variantes, de las cuales se 

identificó por patrones de digestión y PCR que 6 de 10 contienen el inserto (datos no 

mostrados), por lo que el tamaño real de la biblioteca se estimó en 264,000 variantes, en el 

estado inducido el tamaño real fue de 144,000 variantes, alrededor de 54.54% menor respecto 

al del estado reprimido. Algunas de las variantes secuenciadas provenientes del estado 

reprimido tienen una tendencia a mostr~r glicinas, como se muestra en la tabla tt. 
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Tabla 4. Secuencias obtenidas en la zona del conector 
de genes de variantes permutadas circularmente. 

Secuencia 
PTHIOC-3 
PTHIOC-6 
PTHIOC-7 
PTHIOC-9 

Nombre 
G-G-S-G 
R-G-G-S 
A-G-T-G 
",,-R-N-P 

Se intentó cambiar el gen que da resisitencia a ampicilina por el de resistencia a kanamicina. 

pero en este plásmido el efecto de regulación se modificó. 

Tercera estrategia 

El plásmido pT4 se utilizó con un promotor de fuerza transcripcional menor a tre llamado blae. 

se supuso que al disminuir la fuerza transcripcional y de está forma la cantidad de la protefna 

dentro de la célula, no resultaría tóxico para la bacteria. Debido a que el ensamblaje del gen 

de las permutaciones circulares de la penicilino aCilasa, se obtenía con muy bajos rendimientos 

y muchos subproductos, se modificó la estrategia. En está nueva estrategia, el conector se 

ensambló en el lado del dominio A que es un fragmento más pequeño que el dominio S, de esta 

forma se beneficiaron los rendimientos de productos de PCR (figura 22). 

1 2 3 

Figura 22. Reconstrucción del gen de la penicilino acilasa permutada circularmente. Carril 
1 :amplificación por PCR del dominio A, carril 2:amplificación por medio de PCR de la 
permutación circular de la penicilino acilasa por la segunda estrategia y carril 3:amplificación 
del dominio S del gen de la penicilino acilasa. 

Una vez clonada la biblioteca en el plásmido pT4 se transformó en la cepa XL 1-Slue, donde se 

obtuv6 IJn.i3. btbliote.c.a de 90,000 variantes. Por patrones de digestióii y PCR se conÍlrmó que 

tres de cinco colonias tomadas al azar traen el inserto (figura 23), por lo que el tamaño real de 

la biblioteca se estimó en 37,800. 
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1 2 3 4 5 6 

Figura 23. PCR para amplificar el gen de la penicilina acilasa de cinco variantes tomadas al 
azar de la segunda estrategia. Se observa que solo tres de cinco amplifican el fragmento 
esperada. Carril 1 :control del tamaño esperado, carril2: variante1, carril3:variante 2, carril 4: 
variante 3, carril 5:variante 4 y carril 6:variante 5. 

Las variantes aisladas se secuenciaron y una de ella presentó deleción de una base, las otras 

variantes denominadas PT 4pblac-2 y PT 4pblac-5 tienen la secuencia en el conector de G-G-S

G y R-A-A-V respectivamente. La biblioteca se transformó a la cepa de selección E. eoli 

PACYCPKGS-9 y se sembraron en penicilina G en un intervalo de 60 a 300 ¡lg/mL, solo 8 

colonias crecieron entre 70 y 200 ¡lg/mL de peniCilina G, a estas variantes y las obtenidas 

previamente en estrategia, se les realizaron ensayos de MIC y solo cuatro lograron crecer en 

95 ¡lg/mL de P.G. en una dilución 1:1000 en 48 h, entre las que se encuentran las variantes 

PT4pblae-2 y PT4pblac-5. 

Cuarta estrategia 

La aparición de genes truncados indicaba que el inserto tenía problemas para clonarse, 

posiblemente por su tamaño. Por lo que se decidió tratar de clonar un fragmento más pequeño. 

El gen de la peniCilina acilasa tiene un sitio de restricción Mlu I antes de donde se introduce la 

zona del conector, este se aprovechó para dejar como parte del vector un fragmento de 1500 

pb del gen permutado y de esta forma el fragmento clonado fue de 888 pb. 

Se hicieron patrones de digestión de la mutante pT4pblac5 con las enzimas de restricción Neo 

1, Mlu 1, Spe I y Pvu 11 para verificar los sitios unicos (datos no mostrados). Posteriormente para 

eliminar el fragmento de alrededor de 900 pb correspondiente a una fracción de la permutación 

circular, se digirió con las enzimas Mlu I y Spe 1, este último sitio es parte del vector y se 

encuentra 30 pb después del sitio Xho I con el que previamente se clonó el gen, se digirió 

adicionalmente con la enzima Pvu 11 (presente dentro del fragmento Mlu I ISpe 1) para obtener 

un vedar con mejor caiidad. Se hicieron nuevos juegos de oligonucleótidos espeCíficos para la 

construcción del fragmento del gen permutado circularmente con la introducción del conector 

mutagenizado a saturación. Previamente se amplificaron, los dominas A y B Y se 

reensamblaron con la zona mutagenizada a saturación como en las estrategias anteriores 
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(figura 24). Posteriormente se clonó el fragmento digerido con las enzimas Mlu l y $pe l en el 

vector previamente preparado. El tamaño de la biblioteca obtenida por esta estrategia fue de 

1.2X106 variantes, se obtuvieron tres fenotipos con respecto al tamaño de las colonias, los 

cuales se clasificaron como pequeño, mediano y grande. De las seis colonias tomadas al azar 

para verificar el tamaño real de la biblioteca, todas amplificaron el fragmento de PCR del 

tamaño adecuado, por lo que el tamaño real de la biblioteca se estimó en 1.2X10· variantes. 

1 2 3 4 

Figura 24.Reensamblado de un fragmento del gen de la penicilino acilasa. Carril 1: 
Amplificaci ón del gen permutado circularmente utilizado como control de peso molecular, carril 
2:marcador de peso molecular 1500 pb, carril 3: amplificación por PCR del dominio A con el 
conector mutagenizado a saturación y carril 4: amplificación del fragmento a de 900 pb. 

Todas las colonias que presentaron fenotipo grande y que se secuenciaron tienen un codón de 

paro en la zona del conector, a excepción de PT4BLlNK-17 en donde el conector se recortó en 

un aminoácido y presentó únicamente glicinas (tabla 5). la secuencia en la zona del conector 

_-P-P-T se repitió cuatro veces, tal vez por una contaminación del templado original de donde 

se amplificaron los fragmentos del gen. Algunas secuencias presentaron deleciones en el 

conector y todas las mutantes con fenotipo clasificado como chico y mediano presentaron 

Integra la secuencia de su conector (tabla 5). En todos los casos se observó una tendencia a 

presentar por lo menos una glicina en el conector. 
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Tabla 5. Secuencias obtenidas en la zona del conector 
de genes de variantes permutadas circularmente. 

Secuencia Nombre 
PT4BLlNK-1 N-E-G-M 
PT4BLlNK-2 P-G-l-R 
PT4BLlNK-3 G-G-E-A 
PT4BLlNK-11 E-P-Q-R 
PT4BLlNK-13 G-G-l-K 
PT4BLlNK-15 D-P-A-G 
PT4BlINK-17 G-G-G 
PT4BLlNK-20 P-G-V-G 
PT4BlINK-21 Q-G-G-G 
PT4BLlNKPG-4 G-D-A-l 
PT4BLlNKPG-5 R-G-A-G 
PT4BlINK-5,8,14,18 .... -P-P-T 
PT4BlINK-10 l-"",,-E-G 
PT4BlINK-12 ",,-G-G-R 

fenotipo 
chico 
chico 
chico 
mediano 
mediano 
mediano 
grande 
selección 
selección 
selección 
selección 
grande 
grande 
mediano 

RESULTADOS 

El banco se transformó en la cepa de selección E. col; Xl1-Blue PACYCPKGS-9, se sembraron 

en dosis crecientes de penicilina G y se obtuvieron colonias en el intervalo de 60 a 200 Ilg/ml 

de penicilina G. En la caja de 200 Ilg/ml de P.G. en 48 h se obtuvieron 10 colonias de tamaño 

pequeño, se purificó el plásmido de cuatro de ellas. Para comprobar que el inserto estaba 

presente, se hicieron patrones de digestión y PCR (datos no mostrados), posteriormente se 

secuenciaron (tabla 5) y en todas se observó la aparición de glicinas, adicionalmente, se 

retransformaron a la cepa de selección para verificar los valores de MIC, los cuales se 

encontraron entre 85 y 100 Ilg/ml de P.G. en la dilución 1 :1000 en 48 h /37 oC. 

Caracterización de las mutantes 

Ensayos de expresión de la enzima monomérica vs silvestre 

Para confirmar si la expresión y maduración (en el caso de la silvestre) de la penicilina acilasa 

variaba en dos diferentes cepas de E. col; se hicieron ensayos de inmunodetección (figura 25). 

A la penicilina acilasa silvestre y a la mutante l1 previamente se les colocó una etiqueta de 10 

aa en el carboxilo para la cual contamos con anticuerpos monoclonales, de esta forma, en la 

enzima silvestre solo es posible inmunodetectar la subunidad B. Para analizar cantidad de 

proterna inmunodetectada se utilizó un programa de análisis de imagen (N1H !maga 1.61/68 K). 

El análisis se hizó comparando todas las bandas con la correspondiente al dominio B de la 

enzima WT producida en la cepa JM101. 
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Tabla 6. Análisis densitométrico de la expresión de la enzima penicilino acilasa WT y 

monomérica 

JM101 XL1-Blue 

S S 

L1 33.77 35.52 34.92 31.99 

WT Precursor 58.74 37.25 47;26 75.76 

WT dominio B 100 84.53 61.39 40.26 

Se observó que la penicilino acilasa silvestre se expresa mejor en la cepa JM101 que en la 

XL 1-Blue. En ambas cepas se observan dos bandas inmunodetectadas, la de mayor peso 

molecular corresponde al precursor inactivo y la banda de alrededor de 68 kD corresponde al 

dominio B. Por su parte, en la inmunodetección de la enzima monomérica L 1 solo se observa 

una banda de alrededor de 86 kD, en ambas cepas los niveles de la enzima disminuyeron con 

respecto a la enzima silvestre. 

L1 WT L1 WT 

s S liS S S 

XLI-Bloe J M 101 

Figura 25. Inmunodetección con anticuerpos monoclonales en donde se observa la expresión 
de la penicilino acilasa silvestre y la mutante monomérica L 1 en dos cepas de E. eoli. 
De la columna 1 a 4, las proteinas se expresaron en la cepa XL 1- Blue de la columna 6 a 9 en 
la cepa JM101, en la columna 5 como control de ambas cepas se tiene una mezcla de partes 
proporcionales de ambas cepas de las fracciones solubles e insolubles y en el carril 10 se tiene 
el marcador de peso molecular. 
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Expresión de las diferentes variantes de la penicilino acilasa monoméricas 

Analisis de geles de acrilamida SDS-PAGE teñidos con azul de Coomassie. indicaron bajos 

niveles de expresión para las variantes monoméricas de la penicilino acilasa como se observa 
en la figura 26. 

soluble insoluble 
kD 

97 

68 

43 

29 

19 

eL 1 L2 L 15 L20 Bla2 e L 1 L2 L15 L20Bla2 

Figura 26. Gel SDS-PAGE 12.5% teñido con azul de Commasie. donde se 
muestran extractos totales de proteína de diferentes variantes monoméricas 
expresadas en la cepa Xl1-Blue. C indica el control de proteínas totales de 
la cepa Xl1-Blue. 
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Inmunodetección de las enzimas monoméricas 

Debido a que no era posible identificar a las proteinas mutantes en geles de SDS-PAGE teñidos 

con azul de coommasie, se hicieron ensayos de inmunodetección para determinar los niveles 

de producción en E. coli de las mutantes L 1, L2, L3, L 13, L 15, L20 Y Bla-2 a las que 

previamente se introdujo mediante PCR una etiqueta (tag) de 10 aa (confirmada por 

secuenciación). La inmunodetección se realizó a partir de extractos totales de la fracción soluble 

e insoluble con anticuerpos monoclonales anti tag-10 (figura 27). En las mutantes L3 y L 13 no 

se logró inmunodetectar a la proteína (datos no mostrados) posiblemente porque la cantidad de 

enzima que se produce es poca, bajo el limite de resolución del método de revelado de la 

reacción acoplada a fosfatasa alcalina, que tiene un limite de sensibilidad de 100 pg. 

Ac. LI L2 LIS L20 B18-2 MP 

... 
- --

. 

Figura 27. Inmunodetección con anticuerpos monoclonales anti tag-10, a 
partir de extractos totales de proteína de diferentes mutantes expresadas 
bajo promotorblac en el vector pT4 y transformadas en XL 1-Blue. En todos 
los casos se muestran las fracciones solubles. La banda de Ac 
corresponde a un anticuerpo catalítico que tiene muy pobres niveles de 
expresión. 
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Actividades de extractos totales de proteínas 

Una vez que se adaptaron las condiciones para medir actividad de penicilina acilasa por el 

método de PDAB, se determinó la actividad a partir de extractos proteícos totales de las 

mutantes L1, L2, L3, L13, L15, L20, L21 y L11 (figura 29) así como de la enzima silvestre (WT) 

transformadas en la cepa XL 1-Blue. Adicionalmente se determinó la actividad de extractos 

proteícos totales de las mutantes pbla2, pbla5, apg2 y apg5 transformadas en la cepa de 

selección E. coli XL 1-Blue PACYCPKGS-9 (figura 30), en ambos casos se consideró como 

control, el extracto de proteínas de la cepa XL 1-Blue transformada con el plásmido pT4 sin 

inserto. Para la determinación de actividad se ajustó la concentración total de proteínas por el 

método de Bradford (figura 28-a) a 100 /lg totales. Para determinar la actividad fue necesario 

interpolar en una curva de calibración de 6-APA los valores de absorbancia a 412 nm obtenidos 

de las díferentes variantes utilizando la ecuación de la recta (figura 28-b), esta actividad se 

representa en relación porcentual con respecto a la enzima silvestre en la figura 29. El control 

de la cepa presentó un valor que se consideró como ruido de fondo, el cual fue restado a todos 

los ensayos de actividad de las variantes (figura 29). En el recuadro inferior a la figura 29 se 

muestran los valores de MIC obtenidos de las diferentes variantes. 
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Figura 28. a) Curva de calibración para determinar la concentración de proteína por 
ei méiodo de Bradiord. b) Curva de calibración para determinar la concentración de 
6-APA producido en los diferentes extractos por el método PDAB. 
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Figura 29. Determinación de actividad de penicilino acilasa de extractos totales de 
proteina a 37 oC. WT representa a la enzima silvestre. p T 4 representa al control de 
cepa, 1, 2, 3,13,15,17,20,21,11 son variantes monoméricas de la penicilino acilasa 
expresadas en la cepa XL1-Blue. La actividad está referida a la actividad de la enzima 
silvestre. Las desviaciones estándar fueron obtenidas de tres mediciones realizadas en 
idénticas condiciones. En el recuadro inferior se muestran los valores de MIC 
obtenidos para cada mutante a 37 oC y a 28 oC para la de tipo silvestre en la cepa de 
selección XL 1-Blue PACYCPKGS-9. 

Para tener un valor comparativo de las variantes seleccionadas con la cepa XL 1-Blue 

PACYCPKGS-9, fue necesario tener como control al extracto total de proteínas de la cepa XL 1-

Blue-PACYCPKGS-9 para cuntificar si la ~-Iactamasa especifica para 6-APA interfiere con el 

método de determinación de actividad de penicilino acilasa. Como se observa en la figura 30 

aparentemente la cepa control da cierto valor de actividad de penicilino acilasa, por lo que es 

necesario restar este valor a las actividades determinadas de extractos de la cepa XL 1-Blue

PACYCPKGS-9. 
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Figura 30. Actividad penicilino acilasa determinada por el método PDAB a partir de 
extractos de proteínas. WT es la enzima silvestre transformada en la cepa XL 1-Blue, 
pt4 es el control de cepa, apg4, apg5, pblac2 y plac5 son variantes monoméricas de 
la penicilino acilasa transformadas en la cepa de selección XL 1-Blue PACYCPKGS-
9, lact6apa es la cepa de selección. 

Purificación de enzimas con actividad de penicilino acilasa 

Se seleccionaron tres proteínas a las cuales se introdujo una etiqueta de seis histidinas a nivel 

de DNA por medio de PCR con el fin de poder purificarlas por afinidad a níquel. Se hicieron las 

PCR's para adicionarles la etiqueta (figura 31), una vez purificadas y digeridas en los sitios de 

restricción Mlu I y Spe I se clonaron en el vector apropiado. El vector en este caso fue 

preparado a partir de la mutante Pt4-hi3 previamente clonada en el plásmido pT4 bajo el 

promotor blac, aprovechando un sitio de restricción Mlu I al final del dominio B, se dejó como 

parte del vector tres cuartas partes del gen permutado circularmente. Una vez que se 

obtuvieron colonias, se purificó el plásmido de cada transformación y se secuenciaron para ver 

la integridad de la etiqueta. 

Figura 31, PCR para introducir una etiqueta de (His)6. Carril 1 :marcador de peso 
molecular 1 Kb plus, carril2: PCR amplificada del fragmento de la WT para 
introducir (His)6-tag, carril 3: PCR amplificada del fragmento de la mutante L 1 
para introducir (His)6-tag. 
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Se logró semipurificar a las enzimas mutantes L 1 Y L2 así como a la enzima silvestre por 

afinidad a Ni 2+ mediante la etiqueta de (His)6 adicionada a nivel de gen (figura 32). A pesar de 

que las enzimas monoméricas fueron clonadas en el vector de sobreexpresión pET y que se 

barrió un intervalo de inducción de concentraciones de IPTG desde 0.1 mM hasta 1 mM, la 

expresión fue muy similar en todos los casos, excepto en 1 mM donde la expresión disminuyó a 

una quinta parte (datos no mostrados). Por su parte la enzima silvestre bajo el promotor tre se 

expresa en niveles que hizó posible la purificación de la enzima, sin embargo se observa que la 

proteína posiblemente forma cuerpos de inclusión, ya que mediante análisis de 

inmunodetección de la penicilino acilasa en la fracción insoluble se detectó la acumulación del 

precursor, del dominio S y productos de degradación (figura 33). Desafortunadamente no se 

puede decir algo respecto al dominio A, debido a que la etiqueta fue colocada en el carboxilo 

terminal de la proteína y la información del dominio A no hay forma de identificarla. 

De las enzimas L 1 Y L2 se obtuvó alrededor de 1 mg de enzima semipurificada por litro de 

cultivo, con respecto a la enzima silvestre se obtuvieron alrededor de 3 mg por litro de cultivo. 

Para verificar que las proteínas corresponden a las que buscamos se hicieron ensayos de 

inmunodetección a partir de las enzimas semipurificadas (figura 33). Para la enzima L 1 se 

obtuvo la banda esperada de alrededor de 86 kD Y algunos productos de degradación de la 

enzima, por su parte la enzima silvestre se logró inmunodetectar mediante el dominio S, el 

precursor y algunos productos de degradación. De la fracción insoluble se pudo identificar la 

acumulación del precursor, del dominio S y algunos productos de degradación (figura 33). 

Ll L2 KP WT kD 

-... 200 

97 

68 

43 

29 

.. Dominio B 

Figura 32. Enzimas semipurificadas L 1, L2 Y WT por afinidad a 
níquel visualizadas en un gel de acrilamida al 7.5% en 
condiciones desnaturalizantes. 
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a) Mutante L 1 b) 
Silvestre 

s 

Figura 33. Inmunodetección con anticuerpos monoclonales anti-tag10 
para confirmar el producto de purificación de proteina. a) enzima L 1 
semipurificada. b) enzima silvestre, carril 1: fracción insoluble carril 2: 
fracción soluble. 

Titulación de sitios activos 

RESULTADOS 

El PMSF es un inhibidor irreversible altamente especifico de la penicilino acilasa que actúa 

directamente sobre la serina catalltica (Eraslan A., et al 1991). Para conocer la cantidad real de 

enzima activa, se hicieron ensayos de inhibición con diferentes concentraciones de PMSF 

(figura 34), considerando una relación molar 1:1 entre el PMSF y los sitios activos de la enzima. 

En cada caso, los ensayos de titulación se realizaron con 0.5 11M de enzima semipurificada 

(determinados por Bradford) utilizando diferentes concentraciones de PMSF hasta la inhibición 

total (figura 34-a). Las ecuaciones de las rectas fueron obtenidas con los puntos anteriores a la 

inhibición total (figura 43-b). Las ecuaciones obtenidas en cada caso fueron L 1=-1941x+249.19 

(."=0.9421), L2=-1305.2X+277.32 (."=0.9263) y WT=-2543x+764.49 (.-'=0.9954); a partir de ellas se 

determinaron los sitios activos totales en el eje de las abscisas cuando la ordenada es igual a 

cero. Los valores de sitios activos determinados fueron 0.3006 11M para la enzima silvestre, 

0.128 11M para la enzima L 1 Y 0.2124 11M para la enzima L2. 
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Figura 34. Titulación de sitios activos por PMSF. a) inhibición completa b) puntos 
para obtener las ecuaciones de la recta. 

Caracterización cinética de las mutantes L 1, L2 Y la enzima silvestre 

Para la caracterización de los parámetros catalíticos se realizaron cinéticas de velocidades 

iniciales con las diferentes enzimas a 37 oC utilizando como sustrato penicilina G a diferentes 

concentraciones. la cantidad de proteína activa utilizada en cada caso fue 0.3006 ¡!M de enzima 

silvestre, 0.128 ¡!M de la enzima l1 y 0.2124 ¡!M de la enzima L2 (figura 35). Mediante un 

análisis tipo Michaelis-Menten se determinó la Km y V max de cada enzima, la Kcat se calculó 

dividiendo el valor de la V rnax entre la concentración de proteína activa previamente determinada 

por titulación por PMSF para cada caso (tabla 7), 

Tabla 7. Parámetros cataliticos de actividad de penicilina acilasa utilizando 
penicilina G como sustrato determinados a 37° C. 

Enzima conector Km Vmax Kc.t Kc.tlKm 

mMP.G. 11M 6-APA seg" seg" mM "p.G. 

L1 NEGM 2.049 ±0.38 397.36 ±32.70 51.619±4.24 25.63 ±2.41 

L2 PGLR 2.298 ±0.09 415.56 ±1.66 32,980 ±0.10 14,37 ±0.52 

wr 9.052 ±0.28 1,550.73 ±43.96 85.979 ±1.99 9.498 ±0.02 
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Figura 35. Representación de las cinéticas de velocidades iniciales de 
las enzimas L 1, L2 Y silvestre realizadas a diferentes concentraciones 
de penicilina Ga 37"C en un amortiguador de fosfatos pH 7.8. Cada 
punto es el promedio de tres detenminaciones. 
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RESULTADOS 

Evolución dirigida de la mutante L 1 

Para tratar de obtener una mutante monomérica más activa o con menos problemas de 

expresión, se sometió el gen de la mutante L 1 a mutagénesis mediante la técnica de 

recombinación sexual (gene Shuffling). Se lograron establecer las condiciones para 

mutagenizar el gen de la mutante L 1 por esta técnica (figura 36 y 37). Debido a que se tuvieron 

muchos problemas al reensamblar el gen por recombinación homóloga, se amplificaron los dos 

dominios por separado, éstos se clonaron en vectores en donde el fragmento mutagenizado 

complementaba con el resto del gene para restituir la actividad aprovechando el sitio de 

restricción Mlu I que se encuentra al final del dominio B. Sin embargo, cuando los bancos fueron 

transformados a la cepa de selección, no se logró obtener mutantes que crecieran en un MIC 

mayor al de L 1. 

1 2 3 1 2 3 4 5 
a) b) 

Figura 36, Gene shuffling. A) Fragmentación del gen mediante DNAsa, carril 1 
tratamiento con DNAsa: 7 min 37 oC , carril 2 gen íntegro de la mutante L 1 Y 
carril 3 marcador de peso molecular 1 Kbplus. B) Reensamblado del gen por 
recombinación homologa, carril 1 :marcador de peso molecular, carril 
2:proveniente de 10 IlL de fragmentos de DNAsa purificados, carril 3: 
proveniente de 20 IlL, carril 4: proveniente de 30 IlL Y carril 5:control negativo de 
PCR. 

123456 

Figura 37. Gene shuffling. Keemsambiado dei gen. Carrii i marcador de 
peso molecular 1 Kbplus, carril2 y carril 3 :amplificación del dominio B con 
diferentes condiciones, carril 4: amplificación del domino A, carril 
5:control de tamaño del dominio B y carril 6: control de tamaño del 
dominio A. 
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DISCUSION 

Sistema de selección 

En este trabajo se diseñó una cepa de selección de actividad de penicilino acilasa en E. coN que 

nos permite identificar variantes que presenten esta actividad. 

Se realizó el sistema de selección en dos cepas de Escherichia coN debido a que se ha 

observado un efecto en la producción de la penicilino acilasa de acuerdo a la cepa utilizada 

(Chou. et al, 1999). Se escogió la cepa XL 1-Blue ya que es una cepa de alta eficiencia de 

transformación, utilizada frecuentemente en la obtención de bibliotecas de mutantes y la JM101 

porque es una buena productora de penicilino acilasa (Merino et al, 1992). 

Las cepas Xl1-Blue PACYCPKGS-9 y JM101 PACYCPKGS-9 fueron generadas mediante la 

introducción de una ~-Iactamasa que les confiere resistencia a 6-APA, un subproducto tóxico a 

la bacteria que se obtiene de la hidrólisis de la penicilina G cuando está presente la actividad de 

penicilina acilasa. La ~-Iactamasa con la que se realizaron las cepas de selección hidroliza el 6-

APA formando otros productos no tóxicos a la célula. La mutación del Asp de la posición 132 

por Asn que presenta esta ~-Iactamasa permitió que la eficiencia cataHtica de esta mutante 

sobre la penicilina G, su sustrato natural disminuyera 18 veces y su !<ca. se incrementara 2.5 

veces sobre el 6-APA, con respecto a la enzima de tipo silvestre a un pH 7.0 (Osuna, et al, 

1995). Aunque la actividad de hidrolizar penicilina G no se abolió en esta enzima, el incremento 

en su eficiencia catalítica con respecto al 6-APA, permitió obtener las cepas de selección de 

variantes con actividad de penicilino acilasa. 

Las cepas Xl1-Blue y JM101 presentaron un MIC(concentración minima inhibitoria) de 20 

¡¡g/mL para penicilina G. Cuando se les transformó la ~-Iactamasa especifica para 6-APA, este 

valor se incrementó hasta 60 ¡¡g/mL (tabla 2). Con respecto al 6-APA las cepas tienen un MIC 

de 15 y 20 ¡¡g/mL para la JM101 y Xl1-Blue respectivamente. Al introducir la ~-Iactamasa 

específica para 6-APA, su MIC incrementó hasta una concentración de 200 y 250 ¡¡g/mL de 6-

APA respectivamente para la JM101 PACYCPKGS-9 y Xl1-Blue PACYCPKGS-9 (tabia 2), es 

decir alrededor de 12.5 veces más. 

Existen cepas reportadas en la literatura, que identifican la actividad de penicilina acilasa, la 

más usada es la de Serratia marcenscens ATCC27117 (Meevootisom, et al, 1983), que al igual 

que todas fas cepas de selección de actividad de penici!ino aci!as8, tiene !a característica de ser 

resistente a 6-APA y sensible a penicilina G. Con esta cepa se ha logrado identificar cepas 

sobreproductoras de penicilina acilasa asi como enzimas mutantes. Recientemente otras cepas 
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han sido desarrolladas por un grupo Taiwanes, ellos han generado mediante métodos químicos 

las cepas mutantes HB101PAC, MD7 y MD!l7 (Chou et al,1999-a). 

Nuestras cepas de selección se compararon con la cepa HB101PAC que fue gentilmente 

regalada al Dr. Osuna, esta cepa presentó un MIC de 10 Ilg/mL y 140 Ilg/mL en penicilina G y 

6-APA respectivamente (tabla 2). Comparados con las cepas XL 1-Blue PACYCPKGS-9 y 

JM101 PACYCPKGS-9, el MIC de la HB101PAC es menor para los dos antibióticos, pero los 

valores de MIC eliminando el ruido de fondo (resistencia a 6-APA y P.G.en las cepas sin la 

presencia de la j3-lactamasa) fueron de 110, 125 Y 170 Ilg/mL para HB101PAC, JM101 

PACYCPKGS-9 y XL 1-Blue PACYCPKGS-9 respectivamente. Por lo que podemos decir que las 

cepas desarrolladas en este trabajo presentan una resistencia mayor a 6-APA. 

Debido a que el mecanismo de maduración de la penicilino acilasa silvestre es dependiente de 

temperatura era necesario identificar si las características de las cepas de selección no se 

afectan con la temperatura de crecimiento. Para, ello se realizaron ensayos de MIC a las 

temperaturas de 28 y 37 oC de las cepas de selección en donde no se observaron diferencias 

en sus limites de detección (datos no mostrados). 

Para verificar si las cepas de selección permitirian identificar mutantes con actividad de 

penicilino acilasa, se realizaron ensayos transformando el gen silvestre de la penicilino acilasa 

en estas cepas. En los ensayos realizados a 28 oC se obtuvieron colonias en concentraciones 

mayores de 60 Ilg/mL de penicilina G (tabla 3), a diferencia de los obtenidos a 37" C en donde 

solo crecieron colonias en el ruido de fondo de la cepa de selección (datos no mostrados), este 

efecto se explica, en base a que a 37 oC el mecanismo de maduración no es funcional y la 

enzima no se encuentra en forma activa, por lo tanto concentraciones mayores de 60 Ilg/mL de 

penicilina G, resultan tóxicas a las bacterias inhibiendo su crecimiento. En la cepa HB101PAC 

también se observó este efecto, lo cual coincide con lo reportado en la literatura, en el sentido 

de que la enzima solo se produce en el intervalo de temperatura de 25 a 30 oC teniendo su 

valor óptimo en 28 oC (Sizman, et al, 1990). 

Para observar el efecto que tienen diferentes niveles de expresión de la penicilino acilasa en las 

cepas de selección, se realizaron ensayos con dos promotores: uno débil (blac) y otro de 

mediana fuerza transcripcional (tre). Los valores de MIC obtenidos a 28°C en ambos ensayos 

muestran el comportamiento esperado; bajo el promotor fuerte (tre) se produce mayor cantidad 

de prcte!na y por tanto e! valor de ~.4IC es mayor con respecto a los obtenidos cuando e! gen se 

halla bajo la transcripción de un promotor débil donde se produce menor cantidad de proteína 

(tabla 3). 
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La cepa JM101 PACYCPKGS-9 siempre presentó un MIC menor respecto a la cepa XL1-Blue 

PACYCPKGS-9 cuando expresaba la penicilino acilasa bajo el mismo promotor y en las mismas 

condiciones de cultivo. 

límite de resolución de las cepas de selección 

Basándose en los MIC·s de las cepas XL 1-Blue y JM101 a penicilina G y 6-APA (tabla 2) se 

puede considerar, que una mol de 6-APA le resulta igual de tóxica a la bacteria como una mol 

de penicilina G. Como la resistencia a 6-APA es debida a la ¡3-lactamasa modificada, el limite 

superior en la selección queda delimitado por el MIC a este antibiótico en las dos cepas cuando 

tienen presente este gen. 

Considerando lo anterior el intervalo funcional de las cepas de selección quedó establecido a 

partir de 65 I!g/mL en ambas cepas hasta una concentración de 200 y 250 I!g/mL de penicilina 

G en las cepas XL 1-Blue PACYCPKGS-9 y JM101 PACYCPKGS-9 respectivamente (tabla 2). 

Para la selección, es necesario considerar factores como la cantidad de enzima que se produce 

en forma activa, los parámetros catalfticos de la enzima, su estabilidad, solubilidad y en gran 

medida la eficiencia del mecanismo post-traduccional (translocación para el caso de mutantes 

monoméricas o translocación y procesamiento para la enzima heterodímerica). Para identificar 

variantes con actividad de penicilino acilasa, se pueden expresar las bibliotecas bajo los 

promotores tre y b/a, los criterios de su utilización dependeran de la característica que se quiera 

modificar. 

Mutantes monoméricas 

Uno de los problemas en la búsqueda de mutantes fue obtener el tamaño adecuado de la 

biblioteca que cubriera todas las posibilidades generadas con la estrategia mutagénica 

diseñada. Para resolver este problema, se siguieron básicamente cuatro estrategias, finalmente 

en la biblioteca más grande se obtuvieron 1.2x106 variantes, la cual fue obtenida clonando un 

fragmento más pequeño que contenfa un fragmento del dominio B, la zona del conector y el 

dominioA . Dentro de los obstáculos que se encontraron en la generación de la biblioteca de 

genes permutados circularmente de la penicilino acilasa fueron:la obtención de genes truncados 

en la cepa XL 1-Blue (utilizada en la obtención de la biblioteca de mutantes), la selección 

frecuente de mutantes cen ccd6n de pare en al conector. les bajes niveleS ds expiesióii y ~a 

baja frecuencia de selección de variantes. 

En la primera estrategia utilizada para obtener la biblioteca de genes permutados circularmente, 

se utilizó un promotor de mediana fuerza transcripcional (tre). Esto parecía lo más adecuado, 
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debido a los resultados obtenidos de la expresión de la enzima silvestre bajo este promotor, 

donde se observó que el MIC en la cepa de selección era fácilmente discernible del ruido de 

fondo. A pesar de que se realizaron modificaciones en el protocolo de ligación tratando de 

mejorar el tamaño del banco, solo se logró identificar una mutante que presentó un codón de 

paro en el conector y algunas mutantes que solo amplificaban el dominio A a pesar de que 

todos los pasos de la clonación fueron cuidadosamente monitoreados. 

Para avanzar más en la confirmación de la hipótesis sobre el efecto tóxico que pudiera causar 

la protefna monomérica a la bacteria, la biblioteca se clonó en un vector con un promotor 

regulable a nivel transcripcional (pTHIO-C, promotor trc). Esta biblioteca en estado reprimido 

fue de 264,000 variantes sin ser retada en la cepa de selección, sin embargo, en estado 

inducido su tamaño se redujo alrededor de un 45.46%, lo que sugiere que una parte de la 

población generada se perdió por un efecto de intoxicación de las cepas cuando tienen 

presente a la penicilino acilasa de tipo monomérico. Este efecto tóxico pudiera deberse o bien 

a problemas de plegamiento presentados por algunas variantes o a la poca tolerancia de la 

bacteria por la actividad enzimática. 

Considerando un efecto negativo en las bacterias causado por las protefnas monoméricas, se 

clonó la biblioteca en el mismo vector utilizado en la primera estrategia, pero ahora con un 

promotor de menor fuerza transcripcional (blac). 

En esta estrategia se obtuvó un mayor número de mutantes, pero al igual que en las anteriores 

estrategias, antes de someterse a selección en penicilina G se identificaron mutantes con 

codones de paro en el conector y deleciones que causan corrimiento en el marco de lectura. 

Una vez que está biblioteca fue sometida a selección se obtuvieron mutantes con MIC en un 

intervalo de 65 a 95 /!g/mL. De todas las variantes que fueron sometidas a selección solo el 1 % 

logró sobrevivir en penicilina G. 

En la cuarta estrategia, para evitar un posible problema en la reacción de ligación por el tamaño 

del vector (2000 pb) y del inserto (2400 pb), se clonó solo un fragmento del gen, para lo cual se 

aprovechó la existencia de un sitio de restricción Mlu I dentro del gen, de esta forma solo se 

clonó una fracción pequeña del dominio B, la zona del conector y todo el dominio A (880 pb) en 

un vector que contenfa tres cuartas partes del gen permutado circularmente. El tamaño de la 

biblioteca por esta estrategia fue de 1.2 X106 variantes en donde se observaron tres tamaños 

distintos de colonia, al ser crecidas sin presión de selección en penicilina G. 

La obtención de tres fenotipos diferentes en relación al tamaño de colonia, favorece la hipótesis 

de una preselección de la cepa de E. col; por aquellas variantes monoméricas que le resultan 

menos tóxicas. De las mutantes que presentaron un fenotipo de tamaño de colonia grande, se 
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puede decir que no causaron un efecto negativo en el crecimiento, sin embargo al ser 

secuenciadas a nivel de DNA todas presentaron un codón de paro en el conector, en estas 

condiciones, solo es posible la traducción del dominio B de la proteína, que a pesar de tener a 

la serina catalítica, no presenta actividad por si mismo (Burtscher H. et al, 1992; Shamolina T. 

A. et al, 2000). En cambio, las mutantes que presentaron integridad en el conector presentaron 

un tamaño de colonia muy pequeño y en algunos casos mediano (tabla5), lo que indica que 

existe un efecto negativo en la cepa por la presencia de las enzimas monoméricas. 

Cuando esta biblioteca se sometió a selección en la cepa XL 1-Blue PACYCPKGS-9, el número 

de variantes que sobrevivieron fue menor del 1 % de las variantes originales. Las mutantes que 

tenían integro su conector presentaron un MIC en el intervalo de 80 a 90 Ilg/mL de penicilina G 

y como era de esperarse aquellas mutantes con deleciones en el conector no permitieron crecer 

a la cepa de selección en concentraciones de P.G. mayores a 60 Ilg/mL. 

Para verificar si la producción de la proteína es dependiente de la cepa, se expresó a la enzima 

silvestre y a la mutante monomérica L1, en las cepas JM101 y XL1-Blue y se realizó una 

inmunodetección (figura 25). Con respecto a la enzima silvestre se observó que en la fracción 

soluble de la cepa JM101 se produce cerca del doble de enzima procesada con respecto a la 

cepa XL 1-Blue. 

En ambas cepas se observó la formación de agregados tanto del precursor como del dominio B, 

con estó se podria suponer que una gran cantidad de proteína no se pliega adecuadamente 

para formar proteina activa, sin embargo, como la información del dominio A no está disponible 

por este método, no se puede discernir, si no se forma protelna activa debido a que el paso de 

excisión del endopéptido del dominio A no se lleva a cabo eficientemente y de esta manera la 

proteina tiende a agregarse o si la disponibilidad de los dos dominios para poder plegarse no es 

asequible. Con respecto a la producción de la enzima monomérica, se observó que en ambas 

cepas se produce en las mismas proporciones y que casi la mitad se encuentra en la fracción 

insoluble (tabla 6). Comparando las fracciones solubles en la cepa XL 1-Blue, de la mutante 

monomérica (figura 25, carril 2) y la enzima silvestre (figura 25, carril 4), se observó que la 

producción de la enzima monomérica disminuyó en un 70 %. Con estos resultados, podría 

pensarse que la enzima monomérica es susceptible de proteasas, debido a un plegamiento 

inadecuado. 

Cuando se realizaron geles de SDS-PAGE para visualizar las proteínas tanto de la fracción 

soluble como insoluble, no se logró identificar por tinción de Coomassie, a la enzima silvestre 

(datos no mostrados) ni a un grupo de enzimas mutantes (figura 26). Para tratar de definir la 

cantidad de enzima monomérica que se estaba produciendo en la bacteria, se hicieron ensayos 
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de inmunodetección (figura 27). Estos resultados sugieren que la cinética de plegamiento de las 

variantes podria estar afectada y que la mayor parte de la proteina producida podria ser 

susceptible a proteasas en el citoplasma (Lo n o ClpX) o en el periplasma (Tsp o HtrA) o bien 

que existe un compromiso entre la cantidad de proteina producida y la viabilidad de la bacteria. 

Análisis del conector 

En el diseño de la permutación circular de la penicilino acilasa, se pensó que el conector podfa 

tener una mayor predisposición a formar una vuelta beta (beta-turn) debido a que los dos 

elementos de estructura secundaria a unir eran dos betas plegadas antipara lelas. 

Las vueltas beta de cuatro posiciones en base a la conformación que adoptan 

tridimensionalmente se clasifican en nueve subtipos (1, 11, VII, 1', 11", Vla1, Vla2, Vib y IV ) 

(Hutchinson and Thornton, 1994). Analizando las frecuencias a nivel de estructura primaria de 

vueltas beta 11", se observa que la glicina en la posición i+1 representa el 75%, en la posición 

i+3 un 15% yen las posiciones i e i+2 representa un 10% (figura 39). 

El análisis de la composición a nivel de estructura primaria de 19 conectores obtenidos de las 

diferentes mutantes monoméricas, muestra una marcada tendencia a presentar glicina en las 

cuatro posiciones (i, i+1, i+2, i+3) que forman el conector En la posición i+1 se obtuvó la 

frecuencia relativa más alta con un 75% como en la vuelta beta 11", en la posición i+3 la 

frecuencia fue de alrededor de un 45%, en la posición i alrededor de un 38% y la posición i+2 

presentó la menor frecuencia con un 20% (figura 38), esto es favorable si consideramos que la 

glicina en general se presenta con alta frecuencia en vueltas betas debido a que permite cierta 

flexidad. 

Para un análisis con mayor confiabilidad es necesario analizar un número mayor de conectores. 

Con los 19 conectores analizados, se observa que al igual que en la vuelta beta /1" se tiene una 

marcada selección de glicina en la posición i+1 y en fa posición i+3, por fo que puede ser un 

buen indicio de que se haya formado una vuelta beta en el conector de la enzima monomérica. 

Sin embargo, para identificar el tipo de motivo estructural en el conector asi como posibles 

cambios globales en la estructura de la proteina monomérica es necesario contar con estudios 

estructurales de ella. 
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Figura 38. Frecuencia relativa de aminoácidos en las cuatro posiciones 
del conector introducido en el gen de la penicilino acilasa para obtener 
variantes monoméricas. 
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Figura 39. Frecuencia relativa en la composición de la vuelta beta 11". 
Los datos analizados fueron tomados de una preselección de 68 vueltas 
beta 11" realizada por Hutchinson en1994. 

76 



DrSCUSION 

Por otro lado, la frecuente aparición de glicinas en los conectores podría deberse a un efecto 

relacionado con el oligonucleótido mutagénico utilizado en la construcción de los genes 

permutados circularmente. Cuando se sintetiza un oligonucleótido con estas características, a 

pesar de que las bases nucleótidicas se inyectan equimolarmente en un robot, existe un 

intervalo de error en el que se puede presentar, que una base esté más representada con 

respecto a las otras tres y al momento de hacer la PCR se generen más templados de ella y en 

la transformación se obtengan en mayor proporción. Con los conectores que tienen codón de 

paro, se podrfa ver un posible sesgo por el oligonucleótido, sin embargo solo se cuenta con 

cuatro secuencias diferentes de este tipo, en las cuales dos tienen glicinas y dos no presentan 

glicinas. Otro residuo con frecuencia relativa importante es la alanina en la posición i + 2 llama 

la atención debido a que fue mayor que la observada con la glicina en esa misma posición. Sin 

embargo, aunque no es muy frecuente en las vueltas betas, la alanina en esta posición se ve 

favorecida en las vueltas betas tipo 1, 11, VIII, 1" y Ir (Hutchinson, 1994). 

En las secuencias de los conectores en general se observa una frecuencia mayor por residuos 

hidrofflicos que por residuos hidrofóbicos, esto concuerda con las vueltas beta que se 

caracterizan por tener su superficie expuesta al solvente por lo cual estan formadas 

principalmente por residuos hidrofilicos. 

Cuando las mutantes L1, L2, L3, L13, L15, L17, L20, L21, L11, pblac2, pblac5, apg4 y apg5 se 

analizaron por actividad a partir de extractos totales de protefnas asf como ensayos de MIC en 

penicilina G en la cepa de selección XL 1-Blue PACYCPKGS-9 se pudo conocer más acerca de 

sus caracterfsticas ( figura 29 y 30). Se observa una relación del MIC con respecto a la actividad 

de extracto, a menor MIC se presenta una actividad menor. 

Todas las mutantes presentaron actividad de penicilina acilasa en el intervalo del 5 al 35% de la 

actividad de la enzima silvestre. A pesar de que las mutantes L3 Y L 13 no se pudieron 

identificar por inmunodetección, se detectó actividad en la cepa de selección XL1-Blue 

PACYCPKGS-9 y actividad en extractos totales (figura 29). La actividad de la enzima silvestre 

fue un 65% mayor, respecto a la mutante con mayor actividad determinada de extracto 

denominada L15, pero en base a los resultados de inmunodetección podemos decir que esos 

valores no son muy comparativos, ya que la cantidad producida de la enzima silvestre con 

respecto a las enzimas monoméricas fue aproximadamente 35% mayor en la cepa XL 1-Blue. 

Para una comparación más cuantitativa de las enzimas monoméricas con respecto a la enzima 

silvestre era necesario determinar la actividad con la misma cantidad de proteína. Por lo cual, 

se semipurificaron las enzimas monoméricas L 1 Y L2 Y la enzima silvestre. Como se mencionó 
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anteriormente, las enzimas al ser expresadas en el vector de expresión pET, no se lograron 

sobreproducir como ocurre en el caso de otras proteínas (datos no mostrados). 

Para cuantíficar la cantidad total de proteína activa, se titularon los sitios activos con un inhibidor 

especifico de la penicilino acilasa (PMSF), las tres enzimas se inhibieron al 100% (figura 34-a), 

las pendientes de las enzimas monoméricas no fueron del todo lineales (figura 34-b), la cual 

pudiera deberse a una perdida de especificidad de las enzimas monoméricas por el inhibidor, 

aunque de este efecto no se ha discutido al respecto, coincide con algunas mutantes reportadas 

(del Rio G. et al, 1995; Prieto l. et al,1990). De esta manera se pudiera estar sobrestimando la 

cantidad de sitios activos sobre todo en la mutante L 1 donde se obtiene el mayor error en la 

pendiente de la recta. 

Analizando sus parámetros catalíticos se encontró que la velocidad de recambio (I<caJ decreció, 

este efecto fue más drástico en la mutante monomérica L2 que disminuyó alrededor de 2.6 

veces con respecto a la enzima silvestre, en la mutante L 1, este valor disminuyó 1.66 veces 

respecto a la enzima silvestre (tabla 7). Sin embargo, se observó un incremento en la eficiencia 

catalítica (1<ca,/Km) con respecto a la enzima silvestre en ambas mutantes (tabla 7) esto es 

debido a que la Km disminuyó cerca de tres veces. La disminución de la Km pudiera explicarse 

por un efecto debido a un reacomodo de los aminoácidos que contactan a la penicilina G como 

consecuencia de la monomerización de la proteína, lo cual es permitido en la estructura de la 

penicilino acilasa por la facilidad que tiene de adoptar diferentes posiCiones energéticamente 

favorables para acomodar una variedad de compuestos en el sitio activo (Done S., et al, 199B; 

McDonough M. et al, 1999). 

¿Existe un efecto de intoxicación en la bacteria por la presencia de penicilina acilasa en 

forma monomérica? 

Debido al efecto de mortandad observado cuando las bibliotecas se inducen con IPTG 

(estrategia 2), a la deleción del gen de diferentes vectores, la aparición de genes truncados sin 

someter a selección, los problemas de expresión en un promotor débil y en un promotor fuerte 

como el de fago T7, creemos que puede existir un efecto de intoxicación en las bacterias 

provocado por las proteínas monoméricas y como consecuencia una preselección de la cepa de 

E. coli por aquellas que le son menos tóxicas. 

Este posible efecto pudiera explicarse por dos hipotésis. En la primera hipotésis el efecto de 

intoxicación sería debido problemas de translocación, de plegamiento o una inestabilidad 

estructural como consecuencia de la monomerización. En la segunda hipotésis, la enzima 

monomérica tendría la capacidad de ser activa en el citoplasma de la bacteria. 
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Para apoyar la primera hipotésis se pueden considerar los problemas de translocación de la 

penicilino acilasa silvestre observados en este trabajo (figura 25) y en estudios previos en 

donde se observó la acumulación del precursor en el citoplasma de la bacteria y del dominio B y 

del dominio A unido al endopéptido en el periplasma tanto en forma soluble como en cuerpos de 

inclusión (Sizmann D. et al, 1990; Keilmann C. et al,1993; Sriubolmas N. et al,1997; Ignatova Z. 

et al, 2000). 

los bajos niveles de proteínas monoméricas observados en este trabajo (figura 27) podrlan ser 

consecuencia de la ineficiente translocación hacia el espacio periplásmico, ocacionando que 

estas protelnas sean susceptibles de proteasas, el evento de degradación en la penicilino 

acilasa se ha observado que es muy rápido y en cuestión de 6 a 30 min el 90% del precursor es 

perdido por proteólisis intracelular. 

Otro punto que no debe perderse de vista, es la construcción de las enzimas monoméricas, el 

donde el gen de la penicilino acilasa fue permutado circularmente y aunque se sabe que el 

orden de la estructura secundaria en una proteína permutada circularmente, no afecta la 

estructura tridimensional, en algunos casos se ve afectada la cinética de su plegamiento 

(Viguera A, 1995) aunado a esto, en la conformación adecuada de la penicilino acilasa, es 

necesario que el dominio A se pliegue primero para servir de base en el plegado del dominio B 

(lindsay Ch. et al, 1991). En las mutantes monoméricas primero se sintetiza el dominio B y 

posteriormente el dominio A. lo que puede causar que se afecte la cinética de plegamiento, lo 

cual ocacionaría que las protelnas monoméricas fueran susceptibles de degradación para ser 

eliminadas y en este evento la bacteria se vea afectada por el gasto energético intrínsico a la 

máquinaria de degradación (Gottesman S. et al,1997). 

En la segunda hipótesis, la presencia de actividad de acilasa de las proteínas podrían afectar la 

viabilidad de la bacteria; para apoyar está hipótesis se puede considerar la fuerte regulación del 

gen de la penicilino acilasa en la cepa original de donde se aisló (Merino, et al 1992; Roa et al 

1999; Valle F. et al,1991; Sizman et al, 1990), así como la presencia de endopéptido del cual no 

se tiene una idea clara de su función, de la semejanza con el mecanismo de reacción de las 

serin proteasas o que la actividad de penicilino acilasa se ha utilizado en algunos procesos que 

se pueden llevar a cabo en el interior de la célula como son la slntesis de péptidos (Bossi A et 

al,1g9B), la hidrólisis y formación de enlaces amidos in vitro (luuk M. et al,1999; Bruggink A. et 

al,199B; Murza A. et al,20QQ) e in vivo (lu J.Y. et al, 1999) y de su capacidad autocatalítica 

(Brannigan JA et al, 1995;Kasche R. et al,1999). 

ESTA TESiS NO SALE 
DE LA BIB!..[OTECA 
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Con respecto a las protelnas monoméricas, en primera instancia se puede suponer que no son 

activas en citoplasma por la presencia del péptido señal, que interferiría entre la serina catalltica 

y el sustrato, sin embargo considerando las características catalíticas de esta enzima se puede 

sugerir una autoexcisión del péptido señal, o a poder llevar a cabo su catálisis dentro del 

citoplasma con todo y péptido señal. Sin embargo, adecuado plegamiento de estas enzimas en 

citoplasma sería el siguiente obstáculo a salvar. La enzima cefalosporino acilasa puede 

plegarse en citoplasma y presentar actividad en la misma magnitud que la de tipo periplásmico 

(Li Y. et al, 1999), esta enzima presenta una alta homologia a nivel de estructura primaria y 

terciaria con la penicilino acilasa y en su mecanismo de maduración también se haya 

involucrada una serina nucleófilica, aunado a estó se ha logrado restituir en un 62.5% la 

actividad en el citoplasma de la bacteria cuando se han expresado por separado las dos 

subunidades de la penicilino acilasa (Burtscher H. et al, 1992). 

Como ya se mencionó en la introducción, la penicilino acilasa es un buen catalizador en 

reacciones de acilación y en este sentido, dentro del citoplasma de la bacteria podría acilar 

componentes útiles para la sobrevivencia de la misma. Los bajos niveles de expresión de 

enzima monoméricas (más activas) pudieran deberse a que la célula de alguna manera se ve 

afectada por está actividad y puede utilizar mecanismos alternos para mantener solo pequeñas 

cantidades de la enzima monomérica que no afecten su viabilidad. 

Por otro lado, la frecuencia de glicinas en el conector de las mutantes encontradas sin selección 

de actividad, asl como en las cepas de selección, pudieran ser el resultado de la preselección 

por la bacteria de aquellas menos tóxicas de entre toda la población generada en la estrategia 

mutagénica. Ellas pudieran permitir un reacomodo a nivel estructural en las proteínas 

monoméricas que les permita ser más solubles o menos activas que otras mutantes no viables 

para la bacteria. 

Finalmente, queda en el aire la pregunta ¿Cuál es la función del endopéptido? 

Hasta el momento, no se ha encontrado alguna función específica para él, sin embargo 

podemos sugerir dos alternativas para su función. 

En la primera alternativa, el endopéptido interferirla el plegamiento de la proteína dentro del 

citoplasma. Si fuera posible que se formaran intermediarios plegados, estos no pOdrían 

translocarse al espacio periplásmico, porque primero tendrían que volver a un estado 

desnaturalizado, lo cual conlleva un gasto energético extra para la bacteria por las chaperonas 

dependientes de ATP involucradas en este proceso (Gottesman S. et al,1997). 
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En la segunda alternativa el endopéptido impediría que la actividad de acilasa de la proteína 

éste presente en el citoplasma de la bacteria, para no causar un efecto negativo que ponga en 

riesgo su sobrevivencia, como en el caso de algunas proteínas que tambien sufren proteólisis 

para poder ser activas una vez que se encuentran en el sitio adecuado para su función 

biológica, de esta manera se previene el daño generalizado en la célula. 

Dentro de los ejemplos de protefnas que sufren proteólisis para ser activas son enzimas 

digestivas y proteasas (Neurath, 1984), hormonas (Docherty, 1982), neuropéptidos (Lynch, 

1986), protefnas que participan en la coagulación de la sangre (Creighton, 1993) y ensamble de 

algunos virus (Hellen, 1989). 
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CONCLUSIONES 

» Con la permutación circular del gen de la penicilino acilasa, mediante técnicas mutagénicas, 

fue posible la biosintesis a 37 oC de enzimas catalíticamente activas, independientes del 

mecanismo post-traduccional (excisón del endopéptido). 

» Se cuenta con dos cepas de Escherichia coli que permiten la selección de actividad de 

penicilino acilasa. 

» Se construyeron bibliotecas de mutantes del gen de la penicilino acilasa monoméricas. A 

partir de estas se identificaron enzimas monoméricas con actividad. 

» Las enzimas monoméricas denominadas L 1 Y L2 mostraron mejores eficiencias catalíticas 

respecto a la enzima heterodímerica (silvestre) debido a que tienen una mayor afinidad por 

penicilina G. 

» Se puede inferir un efecto tóxico de la enzimas monoméricas a la cepa de Escherichia coli, 

el cual no fue esclarecido. Sin embargo, se pueden plantear dos posibles causas, la primera 

un efecto por problemas en la translocación o inestabilidad de la proteína y la segunda un 

efecto causado por la presencia citoplásmica de la actividad de acilasa de la enzima. 

» La cepa de Escherichia coli XL 1-Blue no es una buena hospedera de las enzimas 

monoméricas. 

» La enzima penicilino acilasa es un modelo dependiente de varios factores como expresión, 

translocación, plegamiento, estabilidad y toxicidad los cuales se deben considerar en su 

estudio. 
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PERSPECTIVAS 

~ Como hasta el momento no es clara la causa de los bajos niveles de producción de las 

enzimas monoméricas, es necesario discernir si este efecto es debido a la actividad per se 

de la proteína que pudiera tener un efecto negativo en la bacteria o a un efecto de 

degradación de la proteína por causas como solubilidad, estabilidad o una combinación de 

ambas cosas. 

~ Considerando que la eficiencia catalítica de la enzima monomérica L 1 es tres veces mayor 

respecto a la enzima silvestre, sería conveniente hacer estudios de viabilidad para ser 

utilizada en la producción de antibióticos ~-Iactámicos semisintéticos. Dentro de los 

procesos más interesantes está el hacer CLEC (cross-linked enzyme aggregates), ya que 

estos se caracterizan por tener una vida media mayor y tolerancia a solventes (Cao L. et al, 

2000). 

~ Es importante estudiar desde el punto de vista de plegamiento si la modificación de la 

penicilino acilasa dimerica a monomérica causa un efecto importante, que haga que las 

enzimas monoméricas sean susceptibles de degradación. 

~ Debido a los problemas de expresión de las enzimas monoméricas pudiera considerarse 

evolucionar alguna proteína monomérica, para obtener enzimas más estables o solubles, 

una vez que se compruebe que los pobres rendimientos no son por problemas de toxicidad 

enzimática causada por actividad. 

~ Es necesario contar con estudios cristalográficos de una mutante monomérica para 

comprender un poco más acerca de la estructura de esta enzima y en general de la 

superfamilia estructural Ntn-hidrolasa a la que pertenece. 

~ Actualmente existe una demanda creciente a nivel mundial por los antibióticos de tipo 

cefalospóranico. En base a características estructurales y catalíticas entre la penicilina 

acilasa y la cefalosporino acilasa (Kim Y. et al, 2000; Li J. et al, 1999), podría pensarse en 

un carnbio óe especiticidad de la enzima penicilino acilasa monomérica hacia cefalosporina 

G, de está forma se obtendrían precursores clave en la síntesis de cefalosporinas 

semisintéticas. 
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