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| Resumen

La Penicilina G acilasa (PGA), es una enzima de interés industrial, ya que lleva a
cabo la hidrdlisis de Penicilina G para dar como productos dcido fenilacético (PAA) y
dcido 6 aminopenicildnico (6 APA), este Ultimo es el componente principal para la sintesis

de antibidticos semisintéticos.

La PGA es sintetizada como un precursor polipeptidico citoplasmdtico (PrePro PGA), el
cual es transportado hacia el periplasma de la bacteria mediante el sistema de transporte
Tat. La proteina pierde el péptido senal, para formar un segundo precursor (Pro PGA). Este
segundo precursor sigue el proceso de maduracién de la enzima, el cual es la remocién
del péptido conector y la unién de las subunidades, para dar lugar finalmente a la

proteina madura.

En el presente trabajo, mutagenizamos al azar el péptido sehal de PGA en busca de
variantes que presenten una diferencia en la eficiencia de translocacién de la enzima

hacia el periplasma. Se clond el gen pac de Escherichia coli AECC11105, en un vector que

contiene el promotor débil de p-lactamasa, pT4BLA. Utilizando la técnica de mutagénesis
por coddén (Gaytan, 2004), se muté al azar el péptido senal en dos regiones, una
corresponde a las posiciones 2-13 y la ofra a las posiciones 14-25 (NH y COOH),
obteniendo asi dos bancos de mutantes. Estos bancos fueron introducidos a una cepa

XL1Blue que contiene el vector pACYCPKGS-9, que le confiere resistencia a 6 APA.

Siguiendo la estrategia de seleccion desarrollada por Flores y colaboradores para la
bUsqueda de mutantes con actividad de PGA, la cual esta basada en los la resistencia a
penicilina G, encontframos mutantes con diferentes niveles de resistencia a penicilina G
tanto por arriba (péptidos sehal activos) como por debajo (péptidos sefal deficientes) de
los niveles de resistencia de la silvestre. Por medio de la prueba disenada por Balasingham
para PGA determinamos la actividad de PGA para las mutantes y corroboramos la
cantidad de enzima por medio de inmunodeteccidn por western blot. Por medio de estas
pruebas logramos determinar que algunas de nuestras mutantes tienen hasta 3 o 4 veces
mayor actividad que la enzima silvestre, lo cual concuerda con la cantidad de enzima en

periplasma observada por “westtern blot”.



Il Introduccidn

1.1 Las Penicilina acilasas

Las Penicilina acilasas (PA) son un grupo de enzimas involucradas en la
produccion industrial del 6-dcido aminopenicildnico (6 APA), que es el
componente inicial o nucleo para la sintesis de antibidticos P-lactdmicos

semisintéticos (1,3).

PA también pueden ser utilizadas en otras biotransformaciones, tales como:

¢ Sintesis de péptidos.

¢ La resolucidon de mezclas racémicas de compuestos quirales.

¢ En la deteccidon de nuevas especificidades enzimaticas hacia otfras penicilinas
naturales.

¢ Inmovilizacién enzimdatica

¢ Optimizacion de enzimas que catalizan la hidrdlisis y sintesis en presencia de

solventes orgdnicos (1,2).

Las Penicilina acilasas se encuentran presentes en una gran variedad de
organismos, tales como: bacterias gram negativas, bacterias gram positivas,
hongos y levaduras (1,3,7). El papel que juegan las penicilina acilasas in vivo aln
no ha sido elucidado, sin embargo se ha propuesto que estas enzimas pueden
funcionar durante el modo de vida libre para metabolizar compuestos aromdticos
y generar una fuente de carbono (2). Esto se ha pensado porque degradan
componentes fenilacétilados, generando dcido fenilacético (PAA) él cual puede

ser utilizado como fuente de carbono (2).

Dependiendo de su origen las Penicilina acilasas difieren en sus propiedades y

se clasifican de acuerdo con la especificidad de su sustrato (Fig.1) (1-3).



Penicilina acilasas:

¢ Tipo | (fungicas)

La caracteristica primordial de las penicilina acilasas tipo |, es que hidrolizan
fenoximetilpenicilina (penicilina V) mas rdpido que benzilpenicilina (penicilina
G). Ha sido descrita en varias especies de actinomicetes, hongos filamentosos

y levaduras (1,3).

e Tipo Il (bacterianas)

Las penicilina acilasas tipo Il hidrolizan mucho mds répido benzilpenicilina
(penicilina G) que fenoximetilpenicilina (penicilina V). Este fipo de actividad ha
sido encontrado en los géneros:

Aerobacter, Alcaligenes, Bordetella, Cellulomonas, Corynebacterium, Erwinia, Escherichia,

Flavobacterium, Micrococus, Nocardia, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Sarcina vy

Xhantomonas (3).

e Tipollil
Este tipo de penicilina acilasas son las que utilizan como sustrato a la

ampicilina (2).

a) b)

i HH
R—C—HN Y &
N

< 1 \. (:l"’_‘.‘
N Cagt B Antibiotic R
0
enicilli CH—
l Penicillin acylase Penicillin G Q_ X
HaN E; ¥ g Penicillin ¥V Q.U_._-”_,_

\_CH

JTL/_ ™ch * R—COOH -
0 Ampicillin FH=

COOH

G-amino penicillanic acid (6-APA)

Figura 1. a) Las penicilina acilasas catalizan la hidrdlisis de las penicilinas para producir &cido 6-
aminopenicilanico. b) Con base en la especificidad por su sustrato se pueden clasificar en tres grupos:
penicilina G acilasas, penicilina V acilasas y ampicilina acilasas (Arroyo et al. 2003).



I.1.1Penicilina G acilasa de Escherichia coli

A pesar de que PA es producida por una amplia variedad de organismos, E. coli

es el organismo mas utilizado para la produccion de dicha enzima (11).

La peniciina G acilasa de E. cofi ATCC11105 (E.C.3.5.1.11), pertenece a la

superfamilia de enzimas: nucledfilo, hidrolasa amino terminal (Ntn-hidrolasas)
(1,6,7). Generalmente es sintetizada como una proteina precursora, que sufre un
procesamiento autocatalitico post-tfraduccional, para generar la proteina

madura con el centro catalitico en el nuevo amino terminal (5,6,10).

En el caso especifico de PGA de E. cofi, el nucledfilo amino terminal es un

residuo de serina (Ser 18) de la cadena B (6,7,9). La superfamilia de enzimas no
solo muestra un procesamiento similar, sino también una estructura cuaternaria
equivalente. El plegamiento caracteristico de las Ntn- hidrolasas consiste de un
nucleo affa con cuatro capas que forman el sitio activo, conformado por dos
cadenas B empaguetadas una contra otra y cubiertas por una capa de a hélices

antiparalelas en un lado (Fig. 2)(1.6.7).

Figura 2. Estructura del plegamiento
caracteristico de las Nth-hidrolasas, el cual
consiste de 4 laminas con un centro oo
que forma el sitio activo.




La enzima cataliticamente activa es un heterodimero localizado en el espacio

periplasmatico (Fig. 3). El heterodimero tiene un peso molécular de 86 KDa y estd

compuesto por la subunidad a de 23 KDa y la subunidad B de 62.24 KDa. Las

subunidades estdn unidas por fuerzas débiles no covalentes (6,7).

11.1.2 Procesamiento de PGA

Cell wall consists of
thick paptidoglycan
layer

Plagma

mambwrans

mambrane includas
fipoprotein and
lipopolysacchende
Cell wall consists of thin
peptidogiyean layer

; }Camp;e: outer

 Plasma
memiorane

Gram-negative wall

Figura 3. Diagrama que muestra
las diferencias en la cubierta
celular de las bacterias Gram
positivas  (arriba) y  Gram
negativas (abajo).

Las bacterias Gram positivas
consisten de pared celular y
membrana plasmatica.

Las Gram negativas por: una
membrana externa, una pared
celular, un espacio periplamatico y
la membrana periplasmatica.

Este orden esta dado del exterior
hacia el interior.

PGA es sintetizada como un precursor (PrePro PGA) el cual es codificado por el

gen pac, cuyo marco de lectura abierfo codifica para los cuatro dominios

estructurales (5):

i) posiciones 1-78 codifican para el péptido senal.

ii) posiciones 79-705 codifican para la subunidad .

iii) Posiciones 706-867 codifican para el péptido conector.

iv) Posiciones 868- 2538 codifican para la subunidad B (Figs. 4y 5).



1 sD Met Lys Asn Arg Asn Arg Met Ile Val Asn Cys Val Thr

-52 ,g._ugg;r-y:c-m;c1ncramnﬂccc-rnﬁnmaccmccmnman&n ATG AMA AAT AGA AAT CGT ATG ATC GTG AAC TGT GTT ACT
Hind ™ —

14 Ala Ser Leu Met Tyr Tyr Trp Ser Leu Pro Ala Leu Ala Glu Gln Ser Ser Ser Glu Ile Lys Ile val Arg Asp Glu Tyr

40 GCT TCC CTG ATG TAT TAT TGG AGC TTA CCT GCA C‘I‘G_‘hcg’l'_ erJCAG TCG TCA AGT GAG ATA AAG ATT GTT CGC GAT GAA TAC

41 Gly Met Pro liis Ile Tyr Ala Asn-Asp Thr Trp His Leu Phe Tyr Gly Tyr Gly Tyr Val Val Ala Gln Asp Arg Leu Phe

21 GGC ATG CCG CAT ATT TAT GCC AAT GAT ACA TGG CAC CTA TTT TAT GGC TAT GGC TAT GTA GTA GCA CAA GAT CGC CTT TTT

68 Gln Met Glu Met Ala Arg Arg Ser Thr Gln Gly Thr Val Ala Glu Val Leu Gly Lys Asp Phe Val Lys Phe Asp Lys Asp
202 CAG ATG GAA ATG GCA CGT CGC AGT ACT CAA GGG ACT GTC GCG GAA GTG CTT GGC AAA GAT TTT GTG AAA TTT GAT AAA GAT

95 Ile Atrg Arg Asn Tyr Trp Pro Asp Ala Ile Arg Ala Gln Ile Ala Ala Leu Ser Pro Glu Asp Met Ser lle Leu Gln Gly
281 ATC, CGT CCT AAC TAC TGG CCG GAT GCT ATC CGG GCG CAA ATT GCT GCC CTT TCC CCA GAG GAT ATG TCC ATT CTG CAA GGC

122 Tyr Ala hsp Gly Met Asn Ala Trp Ile Asp Lys Val Asn Thr Asn Pro Glu Thr Leu Leu Pro Lys Gln Phe Asn Thr Phe
364 TAC GCT GAT GGA ATG AAT GCC TGG ATT GAT AAG GTA AAT ACC AAT CCA GAG ACG CTC TTA CCA AAA CAG TTT AAT ACA TTT
149 Gly Phe Thr Pro Lys Arg Trp Glu Pro Phe Asp Val Ala Met Ile Phe Val Gly Thr Met Ala Asn Arg Phe Ser Asp Ser
445 GGC TTT ACT CCT AAG,CGC TGG GAA CCG TTT GAT GTC GCG ATG ATA TTT GTG GGC ACC ATG GCA AAC CGC TTC TCT GAT AGC

i
176 Thr Ser Glu Ile Asp Asn Leu Ala Leu Leu Thr Ala Leu Lys Asp Lys Tyr Gly Val Ser Gln Gly Het Ala Val Phe Asn
526 ACT AGC GAA ATT GAT AAT CTG GCA CTG CTA ACG GCT TTA AAA GAT AMA TAT GGT GTA TCA CAA GGC ATG GCG GTA TTT AAT

203 Gln Leu Lys Trp Leu Val Asn Pro Ser Ala Pro Thr Thr Ile Ala Val Gln Glu Ser Asn Tyr Pro Leu Lys Phe Asn Gln
607 CAG TTG AAA TGG CTG GTA AAC CCA TCA GCG CCA ACC ACT ATT GCC GTA CAA GAG AGT AAC TAC CCA CTT AAMA TTT AAT CAC

230 Gln Asn Ser Gln Thr Ala Ala Leu Leu Pro Arg Tyr Asp Leu Pro Ala Pro Met Leu Asp Arg Pro Ala Lys Gly Ala Asp

688 CAA AAC TCG CAA ACA qul_c_c_-g CTG TTG CCA CGC TAC GAT TTA CCT GCA CCA ATG CTT GAC CGA CCA GCA AAA GGG GCG GAT
|

257 Gly Ala Leu Leu Ala Leu Thr Ala Gly Lys Aen Arg Glu Thr Ile Val Ala Gln Phe Ala Gln Gly Gly Ala Asn Gly Leu

169 GGC GCA CTG CTG GCE"&F:\_}%GCR GGG AAG AAC CGG GAA ACT ATT GTT GCA CAA TTT GCA CAG GGT GGT GCC AAT GGT CTG
[ —+

284 Ala Gly Tyr Pro Thr Thr Ser Asn Met Trp Val Ile Gly Lys Ser Lys Ala Gln Asp Ala Lys Ala Ile Met Val Asn Gly
B50 GCG GGG TAT CCA ACG ACC AGC AAT ATG TGG GTT ATC GGC AMA AGC AAA GCC CAG GAT GCG AAA GCA ATC ATG GTA AAT GGT

I Pro Gin Phe Gly Trp Tyr Ala Pro Ala Tyr Thr Tyr Gly Ile Gly Leu His Gly Ala Gly Tyr Asp Val Thr Gly Asn Thr
931 CCG CAG TTT GGC TGG TAT GCG CCT GCG TAT ACT TAT GGT ATT GGT CTG CAC GGT GCT GGT TAT GAT GTC ACT GGC AAT ACA

338 Pro Phe Ala Tyr Pro Gly Leu val Phe Gly MHis Asn Gly Val Ile Ser Trp Gly Ser Thr Ala Gly Phe Gly Asp Asp Val
1012 CCA TTT GCC TAT CCT GGG CTG GTT TTT GGT CAT AAT GGT GTG ATT TCC TGG GGA TCA ACG GCA GGT TTC GGC GAT GAT GIC

365 Asp Ile Phe Ala Glu Arg Leu Ser Ala Glu Lys Pro Gly Tyr Tyr Leu His Asn CGly Lys Trp Val Lys Met Leu Ser Arg
1093 GAT ATT TTT GCT GAA CGG CTG TCG GCA GAG AAA CCA GGC TAC TAC TTG CAT AAT GCT AAG TGG GTG AAA ATG TTA AGC CGT
392 Glu Glu Thr Ile Thr val Lys Asn Gly Gln Ala Glu Thr Phe Thr Val Trp Arg Thr Val Hia Gly Asn Ile Leu Gln Thr
1174  GAG GAA ACC ATT ACG GTG AAA AAT GGT CAG GCA GAG ACC TTT ACT GTC TGG CGT ACG GTG CAT GGC AAC ATT CTC CAA ACT

419 Asp Gln Thr Thr Gln Thr Ala Tyr Ala Lys Ser Arg Ala Trp Asp Gly Lys Glu val Ala Ser Leu Leu Ala Trp Thr His
1255 GAC CAG ACG ACA CAA ACG GCT TAC GCT AAA TCC CGC GCA TGG GAT GGT AAA GAG GTG GCG TCT TTG CTG GCC TGG ACT CAT

446 GIn Met Lys Ala Lys Asn Trp GIn Glu Trp Thr Gln Gln Ala Ala Lys Gin Ala Leu Thr Ile Asn Trp Tyr Tyr Ala Asp
1336 CAG ATG AAG GCC AAA AAT TGG CAG GAG TGG ACA CAG CAG GCA GCG AAA CAA GCA CTG ACC ATC AAC TGG TAC TAT GCT GAT

473 Val Asn Gly Asn Ile Gly Tyr Val His Thr Gly Ala Tyr Pro Asp Arg Gln Ser Gly His Asp Pro Arg Leu Pro Val Pro
1417 GTA AAC GGC AAT ATT GGT TAT GTT CAT ACT GGT GCT TAT CCA GAT CGT CAA TCA GGC CAT GAT CCG CGA TTA CCC GTT CCT

500 Gly Thr Gly Lys Trp Asp Trp Lys Gly Leu Leu Pro Phe Glu Met Asn Pro Lys Val Tyr Asn Pro Gln Ser Gly ?yr Ile
1498 GGT ACG GGA AAA TGG GAC TGG AAA GGG CTA TTG CCT TTT GAA ATG AAC CCT AAG GTG TAT AAC CCC CAG TCG GGA TAT ATT

527 Ala Asn Trp Asn AsBn Ser Pro Gln Lys Asp Tyr Pro Ala Ser Asp Leu Phe Ala Phe Leu Trp Gly Gly Ala Asp Arg Val
1579 GCT AAC TGG AAC AAT TCT CCC CAA AAA GAT TAT CCC GCT TCA GAT CTG TTT GCC TTT TTG TGG GGT GGT GCA GAT CGC GTT
554 Thr Glu Ile Asp Arg Leu Leu Glu Gln Lys Pro Arg Leu Thr Ala Asp Gln Ala Trp Asp Val Ile Arg Gln Thr Ser Arg
1660 ACG GAG ATC GAC CGA CTG CTT GAG CAA AAG CCA CGC TTA ACT GCT GAT CAG GCA TGG GAT GIT ATT CGC CAMA ACC AGT CGT

581 Gln Asp Leu Asn Leu Arg Leu Phe Leu Pro Thr Leu Gln Ala Ala Thr Ser Gly Leu Thr Gln Ser Asp Pro Arg Arg Gln
1741 CAG GAT CTT AAC CTG AGG CTT TTT TTA CCT ACT CTG CAA GCA GCG ACA TCT GGT TTG ACA CAG AGC GAT CCG CGT CGT CAG

608  Leu Val Glu Thr Leu Thr Arg Trp Asp Gly Ile Asn Leu Leu Asn Asp Asp Gly Lys Thr Trp Gln Gln Pro Gly Ser Ala
1822 TTG GTA GAA ACA TTA ACA CGT TGG GAT GGC ATC AAT TTG CTT AAT GAT GAT GGT AAA ACC TGG CAG CAG CCA GGC TCT GCC

6§35 Tle Leu Asn val Trp Leu Thr Ser Met Leu Lys Arg Thr val Val Ala Ala val Pro Met Pro Phe Asp Lys Trp Tyr Ser
1903 ATC CTG AAC GTT TGG CTG ACC AGT ATG TTG AAG CGT ACC GTA GTG GCT GCC GTA CCT ATG CCA TTT GAT AAG TGG TAC AGC

662 Ala Ser Gly Tyr Glu Thr Thr Gln Asp Gly Pro Thr Gly Ser Leu Asn Ile Ser Val Gly Ala Lys Ile Leu Tyr Glu Ala
1984 GCC AGT GGC TAC GAA ACA ACC CAG GAC GGC CCA ACT GGT TCG CTG AAT ATA AGT GTT GGA GCA AAA ATT TTG TAT GAG GCG

689 Val Gln Gly Asp Lys Ser Pro Ile Pro Gln Ala Val Aep Leu Phe Ala Gly Lys Pro Gln Gln Glu Val Val Leu Ala Ala
2064 GTG CAG GGA GAC AAA TCA CCA ATC CCA CAG GCG GTT GAT CTG TTT GCT GGG AAA CCA CAG CAG GAG GTT GTG TTG GCT GCG

716 Teu Glu Asp Thr Trp Glu Thr Leu Ser Lys Arg Tyr Gly Asn Asn Val Ser Asn Trp Lys Thr Pro Ala Met Ala Leu Thr
2146 CTG GAA GAT ACC TGG GAG ACT CTT TCC AAA CGC TAT GGC AAT AAT GTG AGT ~AC TGG AAA ACA CCT GCA ATG GCC TTA ACG

743 Phe Arg Ala Asn Asn Phe Phe Gly Val Pro Gln Ala Ala Ala Glu Glu Thr Arg His Gln Ala Glu Tyr Gln Asn Arg Gly
2227 TTC CGG GCA AAT AAT TTC TTT GGT GTA CCG CAG GCC GCA GCG GAA GAA ACG CGT CAT CAG GCG GAG TAT CAA AAC CGT GGA

770 Thr Glu Asn Asp Met Ile val Phe Ser Pro Thr Thr Ser Asp Arg Pro Val Leu Ala Trp Asp Val val Ala Pro Gly Gln
2308 ACA GAA AAC GAT ATG ATT GTT TTC TCA CCA ACG ACA AGC GAT CGT CCT GTG CTT GCC TGG GAT GTG GTC GCA CCC GGT CAG

197 Ser Gly Phe Ile Ala Pro Asp Gly Thr val Asp Lys His Tyr Glu Asp Gln Leu Lys Met Tyr Glu ASn Phe Gly Arg Lys
2389  AGT GGG TTT ATT GCT CCC GAT GGA ACA GTT GAT AAG CAC TAT GAA GAT CAG CTG AAA ATG TAC GAA AAT TTT GGC CGT AAG

824 Ser Leu Trp Leu Thr Lys Gin Asp Val Glu Ala His Lys Glu Ser Gln Glu Val Leu His Val Gln Arg
2470 TCG CTC 'rr.g_r_niggc AAG CAG GAT GTG GAG GCG CAT AAG GAG TCG CAG GAA GTG TTG CAC GTT CAG M;g TAA

Figura 4. Secuencia nucleotidica del gene estructural de la penicilina G acilasa de E.cofi. Las subunidades o y 8
son indicadas por una linea sobre la secuencia de aminoacidos. El péptido sefal esta localizado en el amino-terminal de la
molécula precursora y el péptido conector entre las subunidades ay B (Schumacher et al. 1986).



Una vez sintetizado, el precursor PrePro PGA es dirigido hacia la membrana
plasmdatica, donde comienzan los pasos de maduracion de la enzima. Primero es
reconocido el péptido senal por el sistema de translocacion Tat (twin arginine
franslocation) ahi ocurre el primer corte, son entonces removidos los 26
aminodcidos (aa.) del péptido senal para dar forma a otfro precursor llamado Pro

PGA, el cual es translocado hacia el espacio periplasmdtico, donde se llevaran a

cabo subsecuentes cortes proteoliticos para generar la proteina madura (Fig. 5).

Figura 5. a) Estructura cuaternaria del precursor de PGA, donde el péptido sefal es mostrado en
azul, el péptido conector en verde (blogueando el sitio activo), la subunidad o en rojo y la subunidad B en
amarillo. b) estructura de PGA madura, mostrando las unidades estructurales secundarias para la subunidad

o en rojo y la subunidad B en amarillo. La serina catalitica es mostrada en naranja (50,51).

Este Ultimo paso de la maduracién de PGA, Ia unién de las subunidades a y B, es
un proceso que aun no esta completamente definido, sin embargo, se tiene
pruebas de que:

i) La maduracién de la enzima debe ocurrir durante el transporte a través de
la membrana periplasmatica o rdpidamente después de la enfrada a

periplasma (2,10).

i) El proceso comienza con una autoprotedlisis inframolecular en el enlace
Thrags — Serass , que expone a la serina catalitica (Ser 1),y deja libre la
subunidad B (9).



iiii) El corte en el enlace Thras y Ser4 resulta en el inicio de la remocion del
péptido conector, dejando libre el grupo amino primario de la Seris, que

es el residuo catalitico de la enzima (6,9).

iv) En la siguiente fase del procesamiento la cadena a es cortada en el
carboxilo terminal por autoproteolisis infra e intermolecular, entre los
residuos Alaass.ay Alazzsa, obteniendo finalmente la remocion del péptido

conector (10).

v) La unidn de las subunidades a y B, se da por medio de interacciones no

covalentes (6,7).

vi) El corte autoproteolitico y el proceso de plegamiento se cree que ocurren
concomitantemente con la unidn de calcio a la enzima en el periplasma

(Fig.6)(6.7).

Outer Membrane

Processing at+C Processing )
a+C+B ; a+p Periplasm
(proPAC) B (PAC)

i

Cytoplasmic Membrane

Translocation Cytoplasm

Replication

S+oa+C+ Translation Transcription
(preproPACl? pac mRNA et — pac Gene

Figura 6. Sintesis y maduracion de PGA en E.cofi. El gene estructural pac codifica a un precursor

polipeptidico (PreProPAC) de un peso molecular aproximado de 95 KDa, el cual esta compuesto por un
péptido senal (S), una subunidad o (o), un péptido conector (C) y una subunidad B (B). El péptido sefal dirige
la exportacién de PreProPAC hacia el periplasma (via sistema Tat) y es removido para formar otro precursor
(ProPAC) después de la translocaciéon. La protedlisis periplasmica remueve el péptido conector y las

subunidades a y B se ensamblan para dar lugar a la proteina madura (Chou et al. 2000)



11.L1.3 Mecanismo de accidn

PGA hidroliza la cadena acilo de la penicilina G para dar como productos al

dcido fenildcetico (PAA) y al dcido 6-aminopenicildnico (6-APA) (Fig. 7) (1.2,3)
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COQH B-amino-penicillanic acid (6-APA) phenylacetic acid (PAA)

Figura 7. La hidrolisis de la penicilina G por la penicilina G acilasa da como productos acido

fenilacético (PAA) y acido 6 aminopenicilanico (6 APA) (Valle et al. 1991).

El sitio de corte de PGA es en el enlace amida de la penicilina G, que esta entre
el anillo aromdtico y la cadena lateral es. El sitio activo de PGA es una cavidad
profunda bordeada por residuos de amino dcidos aromdticos donde se une el
sustrato (Fig.8). Los residuos hidrofébicos que forman la unidn al grupo acilo en el
sitio activo de la PGA son los principales contribuyentes en el reconocimiento de

sustrato y su unidn, resultando asi la especificidad por la penicilina G.

Figura 8. Estructura de PGA con la penicilina G en
la cavidad de unién hidrofébica, la cual es mostrada
en naranja.




Se ha demostrado que la unidn con el sustrato induce un cambio
conformacional debido a interacciones estéricas entre el sustrato y el residuo
Pheis:a, formandose un plegamiento con conformacién y abierta. EI cambio
conformacional involucra el desplazamiento de los residuos Pheirssa y Argisas:a del
sitio activo por cerca de 3 y 8 A respectivamente, reorientédndolos hacia el
solvente para formar una configuracién abierta, permitiendo a la enzima
acomodar a la penicilina G (6). Ademds, los residuos aromdaticos Phezis y Pheissa,
junto con una via de iones de calcio con coordinacion geométrica tipica, juegan
un papel importante en la unidn del sustrato (7). La enzima utiliza la unién de los
jones de calcio con el borde del sitio activo para ayudar a definir la estructura del
sifio activo y unir las cadenas a.y B (7). Los residuos de la cadena B (Phezis, Asprss,
Valrss y Aspres) que coordinan los iones de calcio, son parte de una extensa
llaomada region B-loop y los residuos de la cadena o Pheissa y Gluisza son los
responsables de la coordinacién de calcio (7). La unién del sustrato a Pheaasz Serszs
y Pheszs es por medio de puentes de hidrogeno. Ademds, se confirmd un papel

crucial para la Asnz2i418 €n la catdlisis de penicilina G (6,7)).

El mecanismo por el cual PGA hidroliza a la penicilina G para producir PAA y 6-
APA, es similar al de las serin proteasas sin la triada catalitica. PGA casi siempre se
parece a ofras Ntn-hidrolasa por la presencia de una sola serina que es el punto
focal en el centro catalitico. El plegamiento Ntn embebido en la cadena B de
PGA provee la estructura sobre la cual la mayoria de los residuos cataliicamente
importantes estan distribuidos. La Seriz en el amino terminal de la cadena B en el
sitio activo funciona como nucledfilo y como base catalitica para aumentar la
nucleofilicidad. La nUcleofilicidad de la Seris es aumentada por su propio grupo o-
amino y es posicionada por el Asn2s1, lo cua le da el potencial catalitico a la
serina. Asnz41s actUa para posicionar el sustrato en el sitio activo y contribuye en la

estabilizacion del oxianiéon (6).
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El mecanismo de accidon propuesto para PGA (fig. 9) comienza con un ataque
nucleofilico por Oy el grupo hidroxilo de la Sens al carbono del carbonilo del
enlace amida, dando como resultado la formacion de un oxianidn en el estado
de transiciéon (8,34,35). El intermediario tetraédrico resultante es estabilizado a
través de enlaces de hidrogeno del oxigeno cargado negativamente del
intermediario con los residuos de estabilizacién del oxianidon: Glnzsz, Aldsses y ND1
de Asna4i (7,8,35). El colapso del estado de transicion resulta en la formaciéon de
un intermediario acil-enzima y concomitantemente el primer producto, el dcido
fenildcetico es liberado del sitio activo. El intermediario acil-enzima es hidrolizado
nuevamente via ataque nucleofilico por el agua a través de un estado de
transiciéon similar, el segundo producto, el dcido 6-aminopenicildnico es liberado
del sitio activo y la enzima es regenerada. El mecanismo de accidn que involucra
la formacién de un intermediario covalente en PGA es similar al bien conocido

mecanismo de las serin proteasas (6,7,35).
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I1.1.4 Regulacion y pasos limitantes en la produccion de PGA

Un aspecto muy importante que no debemos olvidar es que la actividad

intfracelular de PGA vy la expresidn de su gen pac, estdn bajo el control de varios

reguladores, tales como: temperatura, nivel de oxigeno, represidon catabdlica e
induccioén por PAA (12-14).

Dado que la enzima sufre un procesamiento complejo para ser madura, los
elementos regulatorios pueden actuar a diferentes niveles incluyendo

transcripcion del gen pac traduccion, fransporte y maduracion de PGA (11,15,16).

Varios grupos han trabajado para determinar la regulacion del gen pac pero

ahora se ha visto que es mucho mds compleja de lo que se pensaba al principio y
por eso se pueden explicar las discrepancias que se han encontrado en los

reportes.

Valle et al (12) secuenciaron la regidn 5’ no codificante y con esto determinaron
el punto de inicio transcripcional (+1) 30 nucledtidos antes del punto de inicio
traducional; encontraron una posible secuencia -35 (TAGATA) y una posible
secuencia -10 (TAGTAT), dos posibles sitios de unién a CRP (Proteina Receptora de
cAMP), asi como tres secuencias palindrémicas que pueden estar involucradas en
la regulacién tfranscripcional. Posteriores experimentos revelaron que: i) la
expresion de PGA es minima cuando la glucosa es usada como fuente de
carbono; ii) una fuente de carbono alternetiva tal como el glicerol, incrementa la
expresion de PGA; iii) la expresion de PGA es mdxima cuando PAA es usado
como Unica fuente de carbono; iv) PAA puede inducir actividad aun cuando
glucosa o glicerol sean adicionados al medio. Los datos anteriores y otras
observaciones les permitieron concluir que la induccion por PAA y la represion
catabdlica por glucosa deben estar involucradas en la regulacion de pac a nivel
transcripcional y que la glucosa y PAA pueden regular simultdneamente la

expresion de PGA. Readlizaron también andlisis computacionales buscando
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posibles promotores de 67° con lo cual lograron identificar 4 posibles promotores

rio arriba del gene estructural.

Oh et al. (13)también han trabajado fratando de encontrar la forma en que es
regulado el gen pac han descrito un promotor con las secuencias TIGCTA vy
TATACA para las cajas —35 y —10 respectivamente, las cuales estdn localizadas rio
arriba del sitio de restriccion HindI11, justo a 6 pb rio abajo del propuesto por Valle

et al. (12).

e » —CRP1

-171 TCATCAGCGGTGAATAAAGCGATTCGTTTTTAGATCACATTAATGAAATTTTTGTATC

-35P1
CRP2 o« o

-113 AAAAATTAGTTATCGCGCTCACAGTTCATAATGAAACAATTCTCTGCAAATAGATAAC

-35p2 -10P1 -10P2 +1 +1 -35p3
primer
HindIII ] « PEC1
-55 CGAAGCTTCGTTGCTAGTATCAATTCGCTAATTATACACCTGCCAGAAGGATACAATG >
-10P3 +1 RBS pac

Figura 10. Secuencia de la regién 5 no codificante del gene pac de E. coli. CRP1y CRP2 indican

posibles sitios de union de CRP (proteinas receptoras de AMPc). Las cajas —35 y —10 de los promotores P1,

P2 y P3 se encuentran subrayados. El ATG en negritas indica el sitio de inicio de la traduccion del gene pac.

Rbs indica el sitio de unién a ribosoma y el +1 indica el sitio de inicio de la transcripcién de los diferentes
promotores (Roa et al. 1999)

Roa et al. (14) sugieren que la regidén hasta 170 pb rio arriba del gen estructural

pac contfienen las senales regulatorias requeridas para el confrol de la expresion
del gen pac. Los andlisis de “primer extension” mostraron que la transcripcion del
gen pac puede ser iniciada desde tres promotores diferentes, a -81 pb (promotor

P1) a -77 pb (promotor P2) y -30 pb (promotor P3) rio arriba del ATG de inicio. Rio
arriba del sitio de inicio podemos enconftrar las secuencias correspondientes a las
cajas =35y -10 (TATCAA y CACGAT; TTAGTT y CATAAT; y TAGATA y TAGTAT) de los
posibles promotores P1, P2 y P3 respectivamente (fig. 10). Observaron que los 3

promotores son funcionales, pero que su actividad depende del gen pac y que

una delecidon cercana a la caja -10 de P3 da una expresidn constitutiva,
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indicando que es requerida para la induccidén por PAA, lo que sugiere que la
expresion de pac es regulada por un mecanismo de represion y que las proteinas
receptoras de cAMP estdn involucradas no sélo en la represidn por glucosa sino

en la induccién por PAA (14).

Ahora trataremos el nivel fradicional; en €. cofi la traduccién puede estar

limitada por varios factores que incluyen la eficiencia en la iniciacion de la
fraduccion, el nimero de ribosomas viables y/o tRNAs, la estructura secundaria
y/o estabilidad de los mRNAs (15). La eficiencia de iniciacién es afectada por los
nucledtidos cercanos al ATG de iniciacién, la secuencia de nucledtidos del sitio
de unidn al ribosoma y el espacio entre el sitio de unién al ribosoma y el coddén de
inicio. Aunque el friplete "AAA" adyacente al ATG de inicio del gen pac puede
tener efectos positivos en la expresion del gen, el espacio de tan sélo 4 pb. entre
el sitio de unién a ribosoma y el ATG de inicio, tiende a limitar la eficiencia del
inicio de la traduccién (15). Otro punto de control en la produccién de PGA es el
nivel post-tfraducional, dado que puede observarse la formacién de cuerpos de
inclusién, es decir, la agregacién de precursores citoplasmdaticos y periplasmdticos
(15). Scherrer et al. (44) encontraron cuerpos de inclusidon sdlo en el periplasma,
pero Sriubolmas et al. (45) encontraron agregados de proenzima en periplasma y
agregados de preproenzima en el citoplasma. El porque se forman los cuerpos de
inclusion esta relacionado directamente con la eficiencia del sistema de

transporte y la unidn de las subunidades (17).

I1.L1.5 Estrategias para aumentar la produccién de PGA

Aunque PGA ha sido utilizada en la industria durante décadas y diversas
estrategias de expresion basadas en tecnologia de ADN recombinante
constantemente se han desarrollado, en una revisién de Shewale y Sivaraman (46)
se indica que estos avances en ingenieria genética han dado como resultado un
incremento de 2 a 150 veces la produccién de la enzima, que aun asi necesita ser

mejorada (15,16).

14



En lo que se tiene que trabajar para mejorar la producciéon de PGA es en los
puntos limitantes, asi las estrategias desarrolladas se enfocan en los siguientes
aspectos:

i) Disenar un vector el cual tenga una o mds modificaciones que eliminen
alguno de los pasos limitantes ya sea a nivel transcripcional, fraduccional, o post-

tfraducional.

ii) Desarrollo de un huésped sobreproductor de PGA.

i) Utlizacion de una tecnologia de cultivo eficiente para la producciéon de
PGA (2,11,15,16).

Vector

Una estrategia ampliamente empleada para la sobreproduccion de PGA es el
diseno de vectores con diversas modificaciones, tales como:

e Eluso de plasmidos multicopia (2,15).

e Fl uso de promotores fuertes, por ejemplo tac y trc, que actuan a nivel

franscripcional (2,15).

¢ La modificacion en la distancia entre el sitio de unién a ribosoma y el ATG

de inicio (15).

e Eliminar el procesamiento proteolitico, para obtener directamente una

proteina madura (4).

Chou et al. (16) han desarrollado varios vectores con modificaciones con los que
obtuvieron un aumento en la eficiencia a nivel traduccional y transcripcional,
pero observaron que sus modificaciones no son suficientes, ya que se formaron
cuerpos de inclusion, lo que nos permite ver que sigue habiendo un paso o varios

pasos limitantes a nivel post-fraducional (11,15,16).
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Flores et al.(4) hicieron algo sumamente interesante, esto es, disenaron una PGA
por medio de una permutacion circular, que no necesita del procesamiento
autocatalitico para remover el péptido conector y producir la enzima activa,

pero la limitante en este caso también fue la translocacién hacia el periplasma.

Huésped

Dentro de los sistemas utilizados con eficiencia en la recuperacion de la enzima
activa ha sido la expresidon en levaduras, la mds exitosa ya que la proteina es
excretada al medio, en confraste con los sistemas bacterianos en donde la

enzima es retenida en el periplasma (40).

Con el fin de encontrar cepas que produzcan una mayor cantidad de proteina
activa o con cambio de especificidad, se han usado agentes mutagénicos como
son radiacién UV, N-metil N-nitrosoguanidino (MNNG), etimetanosulfonato (EMS),
asi como la seleccién en diferentes fuentes de carbono o nitrégeno. Dentro de
estas estrategias estd aquella desarrollada por Chou et al. (16) para seleccionar
una cepa de E. coli conveniente para la produccién de PGA; crearon una
novedosa estrategia, basada en el hecho de que PGA hidroliza a la penicilina G,
por lo tanto aquellas mutantes que resistieran a mayores concenfraciones de
penicilina G son superproductoras de PGA. Asi obfuvieron un par de cepas

superproductoras denominadas MDAP7 y MFAP1 (16).

Cultivo

Una buena opcidén es el cullivo de alta densidad celular (“feed-
batchcultivation”) en el cual el biorreactor tiene un flujo constante de medio . El
primer paso en esta operacion es el desarrollar una estrategia de alimentacion
6ptima, donde las células puedan ser mantenidas en un estado de alta energia
para aumentar la producciéon de la proteina recombinante, ya que la densidad

celular es aumentada (19).
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Se debe considerar que:

La sintesis de la enzima es favorecida a temperaturas bajas, y que los
cultivos deben de incubarse a menos de 30° C, lo cual no es éptimo para

las bacterias (40).

La glucosa es una buena fuente de carbono para favorecer el

crecimiento de E. coli pero la sintesis de PGA es reprimida

catabdlicamente por ésta (13,40).

Los medios son suplementados con PAA para inducir la produccidén de

PGA, pero esta adicion afecta el crecimiento de E. coli (40).

Se ha visto que la sobreproduccion de PGA afecta negativamente el

crecimiento de E. coli.

I1.2 Sistema de translocacion Tat

El sistema Tat opera en las membranas tilacoidales de los cloroplastos de

eucariontes y en las membranas plasmdticas de una amplia variedad de

procariontes, tiene la capacidad de transportar proteinas plegadas a través de

las membranas cerradas herméticamente y no parece requerir de la hidrélisis de

nUcleotidos trifosfatados en ningUn paso del proceso (20).

La mayoria de los sustratos del sistema de translocacion Tat son proteinas que

contienen cierto tipo de cofactores activos redox, los factores asociados a este

sistema son aquellos que tienen grupos metal-sulfuro o nUcleotidos (21).
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11.2.1 El péptido senal

Las proteinas que son exportadas por la via Tat son reconocidas por el péptido
senal en el amino terminal de la proteina precursora. El péptido senal estd
constituido por una regidn bdsica (n) en el amino terminal, que es seguida por
una region hidrofébica (h) y luego sigue una regidnen el extremo carboxilo
termminal (c), que contiene el sitio de reconocimiento para el corte de la
peptidasa. El péptido senal de Tat contiene una secuencia en el limite de la
region n y la region h, esta secuencia puede ser definida como SRR x F L K. Las
argininas (R) son casi siempre invariantes, la frecuencia de otro residuo en el
motivo es mayor que 50% y x normalmente es un aminodcido polar. La
conservacion de las dos argininas es lo que le da el nombre al sistema t_win
arginine_translocation (Fig. 11)

MTHNEISSSDNLSNAVSATDDNASRTPNLTRRALVGGGVGLAAAGALASGL] Gfo

MNNEETFYQAMRROGVTRRSFLEYCSLAATSLGLGAGMAPET AWA Hyal

MNNNDLEOASRREFLADLGCLTVAGMLGPELLT PREATAMIA TorA

MDVSRROFFKICAGGMACTTIVAALGFADKOALA FdnG
MSLERRUF I QASGLALCAGAVPLEASA Sufl
METKIPDAVLAAEVSRRGLVKTTAT GGLAMASSALTLPFSRTIARA DmsA
MENRNEM TVNCVTASLMYYISLOALA PDPPA

SRRRFLK

congensus
Figura 11. Ejemplos de los péptidos sefiales deTat. Gto, glucosa-fructosa oxireductasa de

Zimomonas mobilis ; HyaA, subunidad pequefia de la hidrogenasa—1; TorA, trimetilamina N-oxido reductasa;

FdnG, subunidad catalitica de la formato dehidrogenasa-N; Sufl, funcién desconocida; DmsA, subunindad

catalitica de la dimetilsulfoxido reductasa; prepropenicilina acilasa, estas ultimas son de . cofi. Los residuos

que corresponden al motivo “twin-arginine” se encuentran en negritas (Palmer et al. 2003).

Algunos experimentos de mutagénesis sitio dirigida han confiimado que los
residuos de arginina del motivo consenso juegan un papel clave en el proceso de
exportacién. Aunque se ha visto que la sustitucion de la primera o segunda
arginina del péptido senal en la proteina pre-Sulf de E. cofi por lisina aln presenta
exportaciéon, cuando se sustituye por alanina esto ya no ocurre. Se ha identificado
qgue de manera natural ocurre una sustituciéon de arginina por lisina en la primera

posicion. Ademds se sabe que la PGA de E. coli es exportada via el sistema de

secrecion Tat, sin presentar un motivo obvio “twin arginine” (21 y 22).
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Los residuos bdsicos son necesarios para el tfransporte dependiente de Tat en la
posicion de la primera arginina en Tor A, y residuos como asparagina o glutamina
son tolerados en la posicidon de la segunda arginina. Estas observaciones pueden
contar para que se dé el reconocimiento del sistema Tat y el péptido senal de
PGA, el cual es plausible como un motivo arginina-glutamina en las posiciones de

las argininas consenso (21,20).

Ademds del motivo twin arginine, el péptido senal tiene una fenilalanina
consenso, es el aminodcido mds conservado en el motivo Tat, su sustitucion por
leucina no tiene efecto, pero una alanina o tirosina lleva a un dramdtico
decremento en la tasa de exportaciéon, sugiriendo que la hidrofobicidad del

aminodcido en esta posicidn es importante para el proceso de exportacion (21).

La leucina consenso sélo contribuye en la eficiencia de la exportacién, ya que
la sustitucion por un residuo no hidrofébico resulta en un pequeno decremento en
dicha tasa. Una observacién sorprendente es que la sustitucidn de la lisina del
motivo incrementa la tasa de exportacién, lo que lleva a especular que el papel
de la lisina puede ser el de mediar las interacciones con las proteinas accesorias
necesarias que aseguran que la insercidon del cofactor ha sido llevada a cabo
(21).

I.2.2 Componentes de Tat

Los dos loci que codifican para los componentes de la maquinaria Tat han sido

identificados en E. coli. El operdn tatd, estd mapeado en el minuto 86 en el
cromosoma de E. coliy codifica para 4 genes tatd, B, C y D, mientras que el loci
monocistronico tatE se encuentra mapeado en el minuto14. Ambas unidades

franscripcionales son expresadas constifutivamente, indicando un requerimento

de Tat bajo todas las condiciones de crecimiento (21) (Fig. 12)
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E. coli 14.2 min que permite la regulacion de tat D. Abajo

encontramos al monocistronico fat E

< (Palmer et al. 2003).

yheM tatE  lipA

Los genes tat4, B, C, © y E son traducidos a las proteinas TatA, B, C, D y E

respectivamente. TatA, TatB y TatkE son proteinas homdlogas con una estructura
comun; y las predicciones indican que pueden ser proteinas transmembranales,
con una o hélice en el amino-terminal, seguida de una hélice anfipdtica
localizada en el lado citoplasmdtico de la membrana y una regién carboxilo-
terminal de longitud variable. TatA y TatE tienen mds del 50 % de identidad de
secuencia y muestran tener funciones soblelapadas en la exportacion de

proteinas dependientes de Tat. Deleciones en tat4 o tatE llevan a un decremento

en la franslocaciéon a través de Tat y una delecidn de ambos es requerida para
observar un blogueo total de la via de transporte. Generalmente la delecién de

tatA muestra un efecto mayor en el decremento en el fransporte que la delecion
de tatFE; esto concuerda con estudios genéticos que muestran que tat4 es
transcrita y traducida de 50 a 100 veces mds que tatE. A pesar de que TatB tiene
20 % de identidad con TatA y TatE, tiene una funcién diferente en la via de

exportacién, ya que la delecion de TatB por si sola es suficiente para abolir por

completo la exportacion de sustratos para Tat (21).

La proteina TatC es altamente hidrofébica y se predice que posee 6 hélices
transmembranales, con las hélices amino y carboxilo terminales localizadas en la
cara citoplasmdatica de la membranas, aungue sélo se han logrado detectar 4 de
estas hélices transmembranales. TatC es estrictamente requerida para la
exportacion por el sistema Tat. De todos los componentes de la via esta proteina

es la que preserva el mds alto nivel de conservacion de aminodcidos (21).
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Finalmente, tat® codifica para una proteina citoplasmdatica con actividad de

nucleasa. La familia de las TatD no juega un papel obligado en la exportaciéon

dependiente de Tat. tatD es transcrito junto con tat4, By C, y la presencia de una
posible estructura de tallo-asa en la regiéon intergénica tat(C-tat® sirve para reprimir

el nivel de sintesis de TatD (21) (Fig. 13).

periplasm

Figura 13. Prediccion de la
organizacién topolégica de los
componentes del sistema de
translocacion Tat en E. cofi. El
amino-terminal de cada polipéptido
es marcado como N (Palmer et al.
2003).

1.2.3 Funciones de los componentes de Tat

Las funciones de cada proteina del sistema Tat en la via de exportaciéon son
pobremente comprendidas. Se ha predicho que las proteinas TatA, B y E actuan
como receptores de membrana para los sustratos de Tat o para formar el canal
de exportacion, mientras que se han demostrado ambos papeles para la proteina
TatC (21,24).

Se determind, por medio de co-inmunoprecipitacién de las proteinas TatA, By C
de las membranas de E. coli solubilizadas y también por medio de cromatografia,
la presencia de un complejo con una masa molecular de ~600 KDa. Este
complejo estd compuesto principalmente por TatB y C, junto con una pequena
proporcion de TatA. Dado que TatC es la proteina que contiene la mds alta
contidad de aminodcidos conservados, podria formar el sitio de unidn al motivo

Twin Arginine de los péptidos senales de los sustratos del sistema Tat. (21,23,25).
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La mayor parte de la proteina TatA forma otro complejo de TatA/B, que tiene
una masa molecular de ~600 KDa y contiene un exceso molar de TatA sobre TatB
de aproximadamente 20 veces. Una estructura cilindrica con una cavidad de ~70
A de didmetro se ha observado por medio de microscopia (Fig. 14), que puede

corresponder al canal de fransporte (21, 24).

Figura 14. Proyeccién de estructuras del complejo
TatA/B de E. coli. Solubilizado y purificado con
detergente CHAPS. Se observa la formacion de una
estructura cilindrica, compuesta principalmente por
TatA (Sargente et al. 2001).

1.2.4 Eliminacion del sistema Tat

Se ha predicho que proximadamente el 20 % de todas las proteinas sintetizadas

por E coli estdn localizadas fuera del compartimiento citoplasmdtico. Se ha

identificado que mdas de 20 productos génicos son exportados por medio de Tat.
De ahi el que los genes que forman el sistema de transporte Tat sean expresados
constitutivamente, indicando un requerimiento de dicha maquinaria bajo todos

los regimenes de crecimiento (26, 29).

Se ha reportado que la pérdida de los genes que codifican para los
componentes esenciales de Tat, hace que se formen cadenas de mds de 10
células (Fig. 15), lo cual hace pensar que son defectuosas en la separacion
celular. Se ha observado por microscopia electrénica que este fenotipo es similar

al observado en la mutante fpxC (envA) que muestra un defecto en la sintesis del

lipido A en la membrana exterior. Consistente con esto, las mutantes en Tat son
hipersensibles a drogas hidrofébicas y a lisis inducida con lisozimma en ausencia de
EDTA (26).
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Fugura 15. Andlisis por microscopia de las cepas a) MC4100 (Cepa parental), b) JARV15 (A tatAE)
y ¢) BILKO (A tat(C), revelan que las células defectuosas en Tat presenta un defecto en la divisién celular
(Sargent et al. 2001).

ATat muestra un defecto en la divisidon celular

Las cepas mutantes forman cadenas de mds de 10 células, esta formaciéon se
produce independientemente al tipo de crecimiento (aerobio o anaerobio) y ala

temperatura. Células con eliminacién de los genes tatAE (fig 15b), tatC (Fig.15c) o
tat®, que bloquean completamente el sistema Tat muestran el mismo fenofipo.
Por ofro lado, la delecion de los genes tatA y tat®B por separado, lo cual produce

un blogueo incompleto, muestran un fenotipo de formacion de cadenas de

maximo 4-5 células (26, 27).

ATat muestran hipersensibilidad a antibidticos y detergentes

La sensibilidad de las cepas AtatB y AtatC a antibidticos tales como eritromicing,
rifampicina y ampicilina es mayor a la presentada por la cepa parental,
sugiriendo que la barrera de permeabilidad de la membrana exterior estd
comprometida. Esta inferencia es apoyada por la observacion de que las ATat
son sensibles a detergentes aniénicos (SDS), pero no a surfactantes no idnicos
(Triton X-10) (26,27).
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Cepas Alat sensibles a lisozima

EDTA es requerido para quelar cationes metdlicos divalentes que sirven para
estabilizar la estructura de los lipopolisacdridos (LPS) y permitir el acceso de la

lisozima al sdculo de murina subyacente. Para la lisis de las células parentales se
tubo que utilizar EDTA vy lisozima, mientras las células AtatAE y AtatC mostraron una

rapida y dramdtica lisis bajo la adicién de Unicamente lisozima (26), lo cual indica

que la envoltura célular en las cepas ATat tiene defectos.

Ize et al. (27) describen el aislamiento de mutantes por fransposon de la cepa

AtatC que mantienen una franslocacion defectuosa en Tat, pero que tienen una

variaciéon en el grado de integridad de su membrana externa, la cual fue
determinada por su resistencia a detergentes. Aquellas mutantes que tenian una
mayor resistencia a detergentes se observd que sobreregulan la expresion de
genes que codifican proteinas de la pared célular (AmiB, AmiA y AmiC). AmiA y
AmIC resultaron ser las responsables del defecto en la envoltura celular de las

cepas mutantes en Tat (26,27).

I1.3 Diferencias entre los sistemas de translocacion Tat y Sec

El sistema de tfranslocacion Tat estd localizado en la membrana citoplasmdtica
bacteriana y opera de manera paralela a Sec. En la via Sec, después de emerger
del ribosoma, las preproteinas se unen a la proteina SecB, la cual previene el
plegamiento. Luego es transferido a la proteina SecA, la cual dirige la
translocacién dependiente de ATP a fravés del complejo SecYEG, después del

cual el precursor es procesado a su forma madura y es plegado.
En conftraste, en la via Tat, la mayoria de los sustratos unen cofactores redox y

funcionan en el citoplasma. Después de la sintesis en el citoplasma, las proteinas

transportadas por Tat estan listas para plegarse y unir su cofactor, después la
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proteina es transferida a través del aparato Tat en una forma plegada, usando

como fuerza motriz una diferencia en el gradiente de protones (ApH) y no por la

hidrdlisis de ATP. Finalmente es procesada para dar lugar a su forma madura

(20,21).

Los péptidos senales de ambas via estdn divididos en tres regiones:

¢ Regién n, una regidn amino-terminal bdsica.

e Regién h, unaregién central la cual es hidrofébica.

e regidn c, una region carboxilo terminal que contiene el sitio de

reconocimiento de la peptidasa de la senal.

Cofactor
insertion

L~ & Folding

Synthesis

Figura 16. a) via Tat, donde los sustratos
estan plegados y unen su cofactor (cuadro
blanco), después la preproteina es
translocada por medio de Tat de manera
plegada y es procesada para dar lugar a la
forma madura. b) en la via Sec, la
preproteina se una a SecB, que previene el
plegamiento, luego se une a SecA, que
dirige la translocacion dependiente de ATP
a través del complejo SecYEG, después es
procesada y plegada (Robinson et al.
2001).

Entre los péptidos senal de estas vias encontramos algunas diferencias:

i) El péptido senal de Tat contiene una secuencia de aminodcidos

conservada entre la regién n y la regidén h. Este motivo es definido

como: S-R-R-x-F-L-K, donde R-R es lo mds conservado.

i) La region h en los péptidos senales Tat son significativamente menos

hidrofébicos que los de Sec. Un incremento en la hidrofobicidad de la

region h resulta en una re-direccién en la exportacion de Tat hacia Sec,

aunqgue el motivo R-R se mantenga intacto.
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i) Los péptidos senales de Tat frecuentemente tienen residuos bdsicos en
la regidn ¢, mienfras que estos aminodcidos no son encontrados en la
posicion equivalente en Sec, estas cargas positivas actian como

senales de anulaciéon de Sec.

iv) Los péptidos senales de Tat son marcadamente mds grandes que su
contraparte en Sec, en muchos casos hasta por 58 aminodcidos en
longitud, de los cuales su mayoria son atribuidos a una extensién en la
region n (20,21,31).

1.4 Relacién de PGA con los antibiéticos B-lactdmicos

Los antibidticos B-lactédmicos (penicilinas y cefalosporinas) forman una familia
que tienen en comuUn un anillo B-lactémico. Al inhibir a las enzimas
transpeptidasas, ambos antibidticos interfieren en la biosintesis del peptidoglicano,

el mayor constituyente de la pared celular bacteriana (40).

Debido al uso indiscriminado de estos antibidticos durante las Ultimas décadas,
se han seleccionado cepas resistentes a ellos, de ahi la necesidad de crear
nuevos antibidticos que los sustituyan. El mecanismo mds comun de resistencia
bacteriana a éstos antibidticos es la inactivacién de éstos por la ruptura del

enlace amidico del anillo B-lactémico mediante las enzimas B-lactamasas (40).

I1.4.1 Antibidticos B-lactdmicos semisintéticos

Este grupo de antibidticos se puede dividir en dos grupos, las penicilinas
(penicilinas semisintéticas [SSPs], por ejemplo amoxicilina y ampicilina) que tienen
un anillo B-lactédmico fusionado a un anillo de cinco miembros llamado fiazolidino.

Y las cefalosporinas (cefalosporinas semisintéticas [SSCs], por ejemplo cefadroxil y
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cefalexin) cuyo anillo B-lactédmico esta fusionado con un anillo de seis miemibros

llamado 1, 3-fiazina (40).

En la produccion industrial de los anfibidticos semisintéticos la conversion
quimica tradicional de la penicilina G a é6-APA, ha sido reemplazada por procesos
catalizados por enzimas. Algunas companias han reemplazado la hidrdlisis
quimica de compuestos quimicos y solventes costosos altamente contaminantes
por la penicilina acilasa que cataliza la hidrdlisis en un medio acuoso. A pesar de
que se conoce desde hace cinco décadas que la penicilina acilasa rompe a la
penicilina G en 6-APA y PAA (fig. 7), sélo en la ultima década ha sido infroducida
en los procesos industriales. Uno de los principales problemas han sido la
produccion de la enzima activa. El 6-APA es un intfermediario que se utiliza en la
preparacion de las penicilinas semisintéticas y de ahi entonces el interés en

mejorar su produccion (30,35).

Por medio de las enzimas, la obtencién de antibidticos semisintéticos se lleva a
cabo mediante la hidrélisis de penicilina G (fig. 17:E1) o cefalosporina G por la
penicilina acilasa, con el fin de obtener el dcido é-aminopenicilanico (6-APA) 6 el
dcido  7-aminodesacetoxicefalospordnico  (7-ADCA).  Posteriormente  son
transformados en penicilinas semisintéiticas (SSPs) y cefalosporinas semisintéticas
(SSCs), mediante la condensacion con D-(-)-fenilglicina o derivados de
D-(-)-4-hidroxifenilglicina, por sintesis quimica, respectivamente (fig. 17:Q3, Q4).
Recientemente se ha intentado sustituir estos Ultimos pasos por una etapa de
condensacion asistida por la propia penicilina acilasa en procesos de produccion

de antibidticos de gran valor comercial como son (30):

amoxicilina,

e ampiciling,

cefaclor,

cefadroxil

y cefalexin (fig. 17:E3, E4)
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Por otfro lado, para obtener la cefalosporina G se necesita de la expansién de su
anillo tiazolidino a un anillo de tipo 1, 3-fiazina (fig. 17:Q1, E5) que puede ser
transformado por sintesis quimica o por la enzima expandasa. Por un mecanismo
similar y dos pasos extras de sintesis quimica, la penicilina G se puede transformar
en cefalosporina C, otro intermediario en la fabricacion de antibidticos
cefalospordnicos, (fig. 17:Q1, E5). A partir de la hidrdlisis quimica de la
cefalosporina C se puede obtener 7-ACA, que es un intermediario muy parecido
al 7-ADCA que se utiliza también como precursor para anfibidticos B-lactédmicos

semisintéticos (30).
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Figura 17. Obtencion de los antibidticos p-lactamicos semisintéticos, los principales
intermediarios son acido 6-aminopenicilanico y acido 7-aminodesacetoxicefalosporanico. La condensacion
con D-(-)-fenilglicina o un derivado de D-(-)-4-hidroxifenilglicina, por medio de enzimas (E) o de procesos
quimicos (Q) (Brugginn et al., 1998).
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Il Antecedentes

Tomamos como base para la realizacion de este proyecto tres antecedentes, el
primero corresponde a mutaciones en el péptido senal de penicilina G acilasa, el
segundo a un novedoso método de mutagénesis a nivel de coddn vy el tercero al

sistema de seleccion.

lll.1 Seleccion de PGA por el sistema Tat

Ignatova y colaboradores (22) disenaron 3 variantes con reemplazos de
aminodcidos en el extremo amino del péptido senal (fig. 18A), estudiaron su
translocacién por experimentos de pulso y caza (fig. 18B) y midieron la cantidad

de proteina madura tanto en la cepa E. coli MC4100 como en la cepa JARVIS5, la

cual contiene una delecion de tatAy ta B (figura 18 C).

A n h c 4
ppPA MENRNRMIVNCVTASLMYYWSLPALA EQSSS. ..
RR-PA MENNRRMIVNCVTASLMYYWSLPALA EQSSS...
R6K-PA MENRNEMIVNCVTASLMYYWSLPALA EQSSS...
R6S-PA MENRNSMIVNCYTASLMYYWSLPALA EQSSS...
C
B —a—ppbA —o—RRE-EA -
—a&—RE5-EL —aA—REK PR E
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Figura 18. Analisis de la exportacién de péptidos sefial de ppPGA mutantes. (A) secuencia de
aminoacidos del péptido sefal de ppPGA y los péptidos sefal disefiados. Los residuos introducidos por
mutagénesis se encuentran en cursivas. El sitio de corte esta marcado como una flecha. (B) Analisis de pulso
y caza in vivo de la exportacion de precursores de PGA en la cepa E. coli MC4100, cada punto en la gréafica
representa la intensidad de PGA madura en autoradiogramas. (C) Eficiencia de translocacion relativa de los
péptidos senal estimada por la intensidad de la cadena 3 de PGA por Western blot, expresada en la cepa E.
coliMC4100 (gris) y en JARV15 (4tatA Atat®) (Ignatova et al. 2002).
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Los autores observaron que la translocacion de las variantes RR-PA y R6K-PA es
similar a la franslocacidon de la proteina silvestre (ppPA), mientras que la
translocacién de R6S-PA fue menor que ppPA. La franslocacion de RR-PA fue

completamente bloqueada en la cepa que tiene la delecidn en tatAy tat®, la

exportacion de R6K-PA fue bloqueada de forma similar. Sin embargo en R6S-PA se
retarda la franslocacion del precursor en la cepa con la delecion en tatA vy tatB.
Esto hace pensar que la mutacion RéS-PA puede redirigir al péptido senal hacia el

sistema de fransporte Sec.

Después construyeron dos hibridos de péptido senal de OmpT que dirige hacia
Sec y PGA, sustituyendo la region n o hc del péptido senal de PGA con la region
correspondiente de la secuencia senal de OmpT (fig. 19A). Experimentos de pulso
y caza demostraron que los dos hibridos son exportados hacia el periplasma en el

mismo tiempo que ppPGA en E.coli MC4100. En la cepa JARV 15 la exportacion de

los precursores hibridos fue retardada, la construccion nOhcP-PA fue exportada

mads eficientemente que NPhcO-PA (fig. 19B)

n h 4 C
A oPheo-PA MKNRNRMIVNLLGIVLTTPIAISSFAST EQSSS. ..
nOheP-PA MRAKCVTASLMYYWSLPALA EDSSS. ..
nPheO-PA nOheP-PA
MC4100 R 1
B 05 10715 207 30° 0" 57107157 20° 30°
JARVIS - = == %
(Ma!.-‘i'-’_‘ﬂr:l[f] 0° 15 25" 35" 45° 0 T 15 203 407

Figural9. Andlisis de pulso y caza de las tasas de traslocacion de los péptidos sefial

hibridos (Ignatova et al., 2002).

El frabajo concluye que: i) Las argininas, aungue no sean consecutivas en el
péptido senal de ppPGA parecen funcionar como senal de reconocimiento para
el sistema de fransporte Tat. i) La regidon-n del péptido senal original de ppPGA no
es suficiete para para dirigir eficientemente hacia Tat. iii) La hidrofobicidad del

segmento h tiene una contribucion importante en la direccion hacia Tat.
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lll.2 Nuevos sistemas de mutagénesis a nivel de codon

Se han desarrollado varios métodos para acelerar las modificaciones de las
enzimas, por mutagénesis enzimdtica de los genes que las codifican o por
amplificaciéon de moldes mutantes. Los métodos enzimdticos estdn basados
principalmente en PCR que introduce nucledtidos erroneos, y/o recombinacion in
vivo (32). Desafortunadamente, un gran nUmero de reemplazamientos de
aminodcidos no son representados adecuadamente, dado que requieren

cambios en dos o tres nucledtidos del coddn blanco.

Gaytdn y colaboradores (32) pusieron en prdctica la teoria propuesta por
Shortle y Sondek (32), donde se hacen reemplazamientos por codones, ufilizando
una combinacién de trinucledtidos fosforamiditos protegidos por Fmoc (Fmoc
representa el grupo 9-fluoreniimethoxicarbolnil) y mondmeros protegidos por DMTr.
(DMTr representa el grupo protector 4,4-dimethoxitritil). Los codones mutantes son
infroducidos por incorporacién subestequiométrica de trinucledtidos Fmoc a las
cadenas de oligonucledtidos crecientes, mientras que los codones silvestres son
ensamblados a fravés de mondmeros DMTr; durante la sintesis de
oligonucledtidos. El éxito de esté método reside en la ortogonalidad de los grupos
protectores, mientras DMTr es sensible al dcido y estable al bdsico, el Fmoc es al
contrario. Con este método se elimina la redundancia de codones, asi como
codones de paro y permite una exploracion completa del espacio de secuencia,

obteniendo mutaciones simples, dobles, triples 0 mds en una proteina (33).

Se sintetizaron 20 fosforamiditos trinucledtidos Fmoc, en la figura 20 se enlistan

estos fosforamiditos trinucledtidos Fmoc y y los aminodcidos que codifican.
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Una vez sintetizados los fosforamiditos trinucledtidos el siguiente paso es la
mutagénesis. Aqui se da una combinacion de fosforamiditos trinucledtidos Fmoc
y fosforamiditos mondmeros de DMTr, los codones mutantes son ensamblados con
fosforamiditos trinucledtidos protegidos con Fmoc mientras que los codones
silvestres son ensamblados con mondmeros protegidos con DMTr. Esto se muestra
en la figura 21, donde la esfera inicial representa un oligonucledtido protegido
con DMtr que crece en un soporte sdlido. La sintesis procede en la direccion 3°-5".
En el primer paso, el grupo DMTr es removido por un tratamiento acido (H*). Una
parte del oligo creciente reacciona con una solucién diluida de un solo
fosforamidito trinucledtido o con una mezcla de fosforamiditos frinucledtidos Fmoc
(XXX-O-Fmoc), sin tener capucha, oxidacién y destritilacion. Las cadenas restantes
son saturadas con tres acoplamientos secuenciales ordinarios (W-O-DMTr) para
ensamblar el codon silvestre para ser parcialmente reemplazado. Finalmente se
da la remocidn de los grupos por tratamientos secuenciales dcido y base (B7) y se

prepara al oligo para un nuevo ciclo de mutagénesis.
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Figura 21. Método que combina Fmoc/DMT para la sintesis librerias de oligonucleétidos (Yafez et
al., 2004).

1.3 Sistema de seleccidén para actividad de PGA

El Dr. Perry Chou (16) tuvo la idea de disenar un sistema de seleccion para PGA,

basdndose en el hecho de que células que expresan pac pueden hidrolizar

penicilina G para formar los productos: PAA y 6-APA. PAA puede ser asimilado
como fuente de carbono, mientras que 6-APA es téxico para la bacteria.
Cualguier aumento en la resistencia a penicilina G es debida a un incremento en
la hidrélisis mediada por PAG, la cual debe ser acompanada por un incremento
en la resistencia que corresponda al nivel de 6-APA. Asi, las cepas que

sobreproducen PAG son resistentes a penicilina a altas concentraciones.

Chou y colaboradores (16) utilizaron la cepa E. coli HB101, la sometieron a
mutagénesis por N-metil-N"-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG) y a seleccién en
placas de agar con 6-APA o penicilina G, algunas fueron resistentes a ambos
antibidticos y adqguirieron un aumento en el nivel de actividad de R-lactamasa.

El sistema de seleccion de mutantes PGA activas es llamado concentracion
minima inhibitoria para penicilina G (MICpen c), en el cual los indculos de las cepas
fueron goteados en cajas con LB que contienen varias concenfraciones de
penicilina G (60-100 ug/ml), las cajas son incubadas a 30° C por ~24 horas. El MIC
penc fUue determinado como la concentracidn minima a la cual el crecimiento

celular es inhibido.
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Osuna y colaboradores (4), utilizando una modificacion del sistema de Chou y
utilizando la cepa E. coli XL1-Blue introdujeron un pldsmido que contiene una
B-lactamasa, la cual le confiere resistencia a 6-APA. La B-lactamasa especifica
para 6-APA se obtuvo al hacer una sustitucion en la posicion 132 de una
asparagina por un dcido aspdrtico, con este cambio la enzima presenta una
pobre Km hacia penicilina G, convirtiendola en una enzima especifica para é-

APA. Este gen se subclond bajo el promotor trc en el plasmido pACYC184 y se

infrodujo en las cepas XL1-Blue y JMI101 dando como resultado las cepas
PACYCPKGS-9 y JM101pACYCPKGS-9.
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IV Objetivos

IV.1 General:

Obtener mutantes en el péptido senal de la Penicilina G

acilasa de Escherichia coli, que permitan una translocacion mds

eficiente de esta enzima hacia el periplasma y determinar la

importancia de algunos aminodcidos para dicho transporte.

IV.2 Particulares:

e Obtener una amplia gama de mutaciones en diferentes

posiciones del péptido senal de PGA.

e Reevaluar la novedosa técnica de mutagénesis por codon,
disenada en el laboratorio del Dr. Xavier Soberén por el Dr. Padl

Gaytan.

e Observar diferencias en el fransporte de PGA hacia periplasma,

el cual es proporcional a la resistencia a penicilina G.

e Enconfrar mutantes que muestren un incremento en la

exportacion hacia periplasma de PGA.

¢ |dentificar, por medio del nivel de exportacion observado en las
variantes, los aminodcidos que pueden ser importantes para

una eficiente tfranslocacidén hacia periplasma.
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V Materiales y Métodos

V.1 Medios de cultivo y soluciones

Medio Luria-Bertani (LB)
NaCl 10 Q.
Triptona 10 .
Extracto de levadura 5.
Se afora a un lifro con agua bidestilada, se ajusta el pH a 7.0 y se esteriliza a 121°C
por 15-20 min.
Medio sdlido (para placas) agregar:

Bactoagar 5Q.
Medio LB bajo en sall

NaCl 54.

Triptona 10g.

Extracto de levadura 5 g.
Se afora a un lifro con agua bidestilada, se ajusta el pH a 7.0 y se esteriliza a 121°C
por 15-20 min.

Medio SOC
Triptona 10 g.
Extracto de levadura 2.5 9.
NaCl (1 M) Sml.
Glucosa (2 M) 50 pl.
Kel (1 M) 1.25 ml.
Mg SO4 (1 M) 50 pl.

Se afora a 500 ml. con agua bidestilada, se ajusta el pH a 7.0 y se esteriliza a 121°C
por 15-20 min.

Medio GYT
Glicerol 10 %
Extracto de levadura  0.125 %
Bacto-triptona 0.125%
Se esteriliza a 121 °Cpor 15-20 min.
PBS 1X
NaCl 84.
KCI 0.29.
Na2HPOy4 1.44 9.
KH2HPO4 0.24 g.

Se afora a un litfro con agua bidestilada, se ajusta el pH a 7.4 y se esteriliza a 121°C
por 15-20 min.
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Buffer De Tris Bérato (TBE) 10X

Tris Base 108 g.

Acido bérico 55 g.

EDTA pH 8 20 ml.

Aforar a un litro con agia bidestilada.
Glicerol 10%

Glicerol 10 ml.

Se afora a 100 ml con agua bidestilada y se esteriliza a 121°C por 15-20 min.

Buffer Tris-Glicina 5X

Tris base 15.1 g.
Glicina 94 9.
SDS 10% 50 ml.
pH 8.3

Buffer de transferencia
Tris base 5.8 9.
Glicina 2.949.
SDS 0.37 g.
Metanol 200 ml.

Kanamicina 25 mg/ml.
Kanamicina 0.25¢.
Agua bidestilada 10 ml.
Se esteriliza por filtfracidn y se almacena a =20 °C.

Tetraciclina10 mg/ml.
Tetraciclina 0.1g.
Agua bidestilada 10 ml.
Se esteriliza por filtracion y se aimacena a -20 °C.

Cloranfenicol 40 mg/ml
Cloranfenicol 0.04 g.
Etanol absoluto I ml
Agitar hasta disolverse y se almacena a -20 °C.

Penicilina G 200 mg/ml
Penicilina G 029
PBS 1X T ml.
Agitar hasta disolverse y se almacena a -20 °C.

Penicilina G 50 mg/ml.
Penicilina G 0.05¢g
PBS 1X 1 ml.
Agitar hasta disolverse y se almacena a -20 °C.
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6 APA 2 mg/ml
Acido 6 aminopenicilanico 0.01 g
PBS 1X Sml
Agitar hasta disolverse y se almacena a -20 °C.

Agarosa 1%
Se disuelve por calentar 1 g. de agarosa (grado analitico y electroforético) en 100
ml. de TBE 1X.

Agarosa 2%
Se disuelve por calentar 2 g. de agarosa (grado andalitico y electroforético) en 100
ml. de TBE 1X.

V.2 Procedimientos generales

V.2.1 Purificaciéon de plasmidos

Se forma un paquete celular centrifugando el cultivo durante 20 minutos a 3,500
romy se continua la purificacion utilizando el equipo High Pure Plasmid Isolation Kit
para minipreparaciones de Roche (Boehringer Mannheim, 1754785). Por cada 5
ml de cultivo bacteriano se resuspende el paquete celular en 250 ul. del
amortiguador para suspension (solucién I: Tris-HCI 50 mM, EDTA 10 mM y Rnasa a
pH 8); la lisis celular se realiza adicionando 250 ul de la soluciéon para lisado
(solucion Il: Na OH 0.2 M y SDS 1%) para luego neutralizar con 350 ul del
amortiguador de unidn( solucién lll: hidrocloruro de guanidino 4 M y acetato de
potasio 0.5 M a pH 4.2); se centfrifuga durante 10 minutos a mdxima velocidad
(14,000 rom) y el sobrenadante se transfiere a una columna de filirado para
cenftrifugarse durante un minuto a 13,000 rom. Se decanta el sobrenadante y se
lava la columna con 500 ul de una solucién de lavado (solucién IV: hidrocloruro
de guanidino 5 M y Tris-HCI 20 mM a pH 6.6) centrifugando durante un minuto a
13,000 rom, nuevamente se descanta el sobrenadante y se realiza un lavado con
700 w de ofra solucién de lavado (solucién V: NaCl 20 mM vy Tris-HCI 2 mM a pH
7.5) centrifugando igual que en el primer lavado; se elimina el sobrenadante y se
vuelve a cenfrifugar de 30 segundos a un minuto, para quitar el exceso de
amortfiguadores. Ya seca la columna se eluye el ADN adicionando 100 ul de agua

bidestilada y centrifugando durante un minuto a 13,000 rpm.
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V.2.2 Purificacion de productos de PCR

Se utiliza el equipo High Pure PCR Product Kit de Roche (Boehringer Mannheim,
1732676). Por cada 100 ul de reaccion se adicionan 500 ul del amortiguador de
union (solucidén VI: tiocianato de guanidino 3 M, Tris-HCI 10 mM y etanol 5% a pH
6.6), la mezcla se transfiere a una columna de filfrado para centrifugarse durante
un minuto a 13,000 rom. Se descanta el sobrenadante y se lava la columna con
500 ul de la solucién IV se centrifuga por un minuto a 13,000 rom, nuevamente se
descanta el sobrenadante y se realiza un segundo lavado con 700 ul de la
solucion V, centrifugando igual que en el primer lavado, se elimina el
sobrenadante y se vuelve a centrifugar para quitar el exceso de amortiguadores.
Ya seca la columna, se eluye el ADN adicionando 50-100 ul de agua bidestilada y

centrifugando también durante un minuto.

V.2.3 Extracciones por electroforesis en gel de agarosa

Utilizando una ldmpara de luz UV con longitud de onda larga se visualiza la banda
de ADN de interés tenida con bromuro de etidio y se corta del gel con una
navaja limpia. El frozo de gel se pesa en un tubo sin color, por cada 100 mg. de
gel se adicionan 300 ul del amortiguador para solubilizacion ( solucion VII: Merck
Buffer QG, con indicador de pH, QUIAGEN) vy se incuba a 37 °C hasta que se
disuelva el gel. La mezcla gel-amortiguador debe estar amairilla, o cual indica
que el pH es < 7.5. Si el color de la mezcla es anaranjado o violeta se debe
agregar acetato de sodio 3 M a pH 5 hasta que cambie a color amairillo. Una vez
disuelto el gel, se transfiere el solubilizado a una columna de filtrado para
cenftrifugarse durante un minuto a 13,000 rom. Se descanta el sobrenadante y se
lava la columna con 500 pl de la soluciéon IV se centrifuga por un minuto a 13,000
rom, nuevamente se descanta el sobrenadante y se realiza un segundo lavado
con 700 ul de la solucion V, centrifugando igual que en el primer lavado, se
elimina el sobrenadante y se vuelve a cenfrifugar para quitar el exceso de
amortfiguadores. Ya seca la columna, se eluye el ADN adicionando 50-100 ul de a

gua bidestilada y centrifugando también por un minuto a 13, 000 rom.
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V.2.4 Preparacion de células electrocompetentes

Se toma una colonia del medio sdélido y se pone a crecer en 10 ml de medio LB
liguido toda la noche (over night, ON) con el antibidtico adecuado. Estos 10 ml se
pasan a un matraz con un litro de medio LB bajo en sal con los antibidticos
adecuados y se deja crecer hasta que tenga una densidad optica de 0.6 ODeoo.
El medio de cultivo se cenftrifuga 15 minutos a 5,000 rom a 4°C y se desecha el
sobrenadante. Entonces se resuspende en 1 volumen de glicerol 10% frio, se
cenftrifuga 15 minutos a 5,000 rom a 4C y se desecha el sobrenadante, este paso
se repite para %2 y 4 de volumen y para /s de volumen el tiempo de
cenfrifugacion es de 9 minutos. Finalmente se resuspende en 1-2 ml de GYT, se
pasan a varios tubos de 0.5 ml, los cuales se colocan en hielo seco durante unos

minutos y después se guardan a -70°C.

V.2.5 Electrotransformacion

La electroporacion o elctrotransformacion es un proceso fisico que permeabiliza
temporalmente las membranas celulares por medio de un pulso eléctrico; la
infroducciéon de ADN a una bacteria por este método provee una eficiencia
mayor que por los medios quimicos: una mezcla de ADN y células se someten a

un campo eléctrico intenso de onda en decaimiento exponencial.

El pldsmido o la ligacién a electroporar se mezclan como ya mencionamos con
las células electrocompetentes adecuadas y con glicerol 10% en una celda de
electroporacién de 1 mm (Biorad), posteriormente se les aplica un pulso de 1.6 a
1.8 KV en un electroporador Biorad Gene Pulser. Después del pulso las células se
recuperan en 1 ml de medio liquido LB o SOC y se incuban por una hora a 30°C,
para posteriormente ser sembradas en un medio LB sdlido con los anfibidticos
adecuados. Todo el procedimiento se debe redlizar bajo condiciones de

esterilidad, en campana de flujo laminar y con todo el material estéril.
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V.2.6 Secuenciacion

Para la secuenciacién se purificé el plasmido con la construccidon a determinar
con el estuche High Pure Plasmid Isolation Kit para minipreparaciones de Roche
(Boehringer Mannheim, 1754785). El volumen final de la reaccién de la secuencia
fue de 16 u, donde se puso de 500-700 ng de pladsmido, 10 pmol del
oligonucleotido adecuado y el resto de agua bidestilada. Todas las secuencias se
determinaron en el secuenciador automatico Perkin-Elmer 377-18, el cual detecta
la fluorescencia de los cuatro diferentes fluoréforos usados como terminadores de
la reaccién para identificar las reacciones de extension de las bases nucledtidicas
A, G, C y T. Cada fluoroforo se excita a diferentes longitudes de onda cuando se
exponen al rayo l&ser y de esta forma las cuafro emisiones pueden ser

detectadas y distinguidas en un solo carril de gel.

V.2.7 Digestiones

Se toman de 100 ng a 500 ng del ADN que se desea digerir; se agrega 1ul por
cada 10 ul del volumen final del buffer adecuedo para la digestion con las
enzimas deseadas; si la enzima lo requiere se agrega también BSA (0.1 ul por
cada 10 pl del volumen final); se agregan 1 unidad de las enzimas deseadas y se
llevan a un volumen final con agua. Se deja digiriendo toda la noche (ON) a
37°C.

V.2.8 Limpieza de digestiones

La digestion se corre en un gel de agarosa al 1% o 2% segun el tamano del
fragmento deseado, se corta la banda correspondiente a dicho fragmento y se
extrae el ADN siguiendo el protocolo para extracciones por electroforesis en gel

de agarosa. Posteriormente se cuantifica la concentraciéon de ADN extraido.
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V.2.9 ligaciones

Para la ligacién se ponen en una proporcion 1-3 o 1-5 el vector y el inserto, se
agrega el buffer (Tul por cada 10 ul del volumen final) para la ligasa, una unidad
de T4 ADN ligasa y agua. LA reaccién se deja a 16° C ON. La ligacion se
concenfra con butanol, adicionando 500 ul de butanol por cada 100 ul de
reaccion de ligacion, centrifugando 10 minutos a 14,000 rom para luego decantar
el sobrenadante, secar la pastilla en Savant por ofros 10 minutos vy resuspenderla

en 10 W de agua bidestilada.

V.3 Los oligonucledtidos

En la tabla 1 se listan los oligonucledtidos (oligos) utilizados para las PCRs, la
secuenciacion y las polimerizaciones de ADN con el fragmento Klenow, que es la

subunidad de la ADN polimerasa con actividades de polimerizacién y correccion.

Todos los oligos fueron sintetizados en la unidad de sintesis del Instituto de

Biotecnologia —-IBt (www.ibt.inam.mx ), utilizando el método de fosfito-triéster en

fase sélida, en el que la cadena creciente de ADN se mantiene “anclada” a un
soporte sélido depositado en una columna delimitada por dos filtros e insoluble en

los reactivos que fluyen a través de la misma.

Oligo Longitud Secuencia
(pb)
30-TAILECO 30 5" CCGTGG ATC GTG GTT GAC GAA AGG GCC TCG &
45-NDEBLA 45 5" ACG GAA ATG TTG AAT AGA CAT ATG CCT CCTTIT TCA ATA
TTATIG 37
34-NDEBLA 34 5 AAG GAG GCATAT GTC TATTCA ACATITCCGTGTC 3’
ENDXHOHIS 42 5" CCG GCT CGA GTC ATT AGT GGT GGT GGT GGT GGT GCC
AAT GCT 3
SECPROBLA 20 5 CGG GGA AAT GTG CGC GGA AC 3’
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Spal 57 5 TCG TGG CAT ATG AAT CGC AAT CGT ATG ATC GTG AAC
TGT GTT ACT GCTTCC CTG ATG 3
20-Sphl 20 5 AGGTGC CATGTATCATIG GC &
27-Sacl 27 5" CCTTAT CTC ACTTGA GCT CTG CTC AGC 3’
21-NCOl 21 5" CAG AGA AGC GGTTIG CCATGG 3’
PSNH 61 5" AGG AGG CAT ATG AAA AAT CGC AAT CGT ATG ATC GTG
AAC TGT GTT ACT GCTTCC CTG ATG 3
59-Sacl 59 5 AT CTC ACT TGA GCT CTG CTC AGC CAG TGC AGG TAA
GCT CCA ATA ATA CAT CAG GGA AGC &
PSCOOH 63 5" TGA CGA CTG CTC AGC CAG TGC AGG TAA GCT CCA ATA
ATA CAT CAG GGA AGC AGT AAC ACA GTT 3’
24-PSCOOH 24 5" TAT CTC ACTTGA GCT CTG CTC AGC 3
48-Ndel 48 5" AGG AGG CAT ATG AAA CGC AAT CGT ATG ATC GTG AAC
TGT GTT ACT 37
19-PCRPSNH 19 5 GGG CGGTAGGCG GCATATG &
Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados para las PCRs, la polimerizacion de ADN (Klenow) y las
secuenciaciones.
V.4 Las enzimas

La tabla 2 se enlistan las enzimas utilizadas en el proyecto

Enzima Tipo / Uso Fuente Condiciones de uso Descripcion
AatIl endonucleasa / comercial *NEBuffer 4 1X: 5GACGT/C
restriccion (NE BioLabs) Acetato de potasio 50 mM 3C/TGCAG

Tris-acetato 20 mM

Acetato de magnesio 10 mM
DDT 1 mM

*pH 7.9

*Incubar a 37°C
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Xhol

endonucleasa /

restriccion

comercial
(NE BioLabs)

*NEBuffer 2 1x:
NaCl 50 mM
Tris-HCI 10 mM
MgCl, 10 mM
DDT 1 mM

pH 7.9

*BSA 100 mg/ml
*Incubar a 37°C

5C/TCGAG
3’GAGCT/C

Ndel

endonucleasa /

restriccion

comercial
(NE BioLabs)

*NEBuffer 4 1X:

Acetato de potasio 50 mM
Tris-acetato 20 mM

Acetato de magnesio 10 mM
DDT 1 mM

*PH 7.9

*Incubar a 37°C

5 CA/TATG
3’GTAT/AC

Sphl

endonucleasa /

restriccion

comercial
(NE BioLabs)

*NEBuffer 4 1X:

Acetato de potasio 50 mM
Tris-acetato 20 mM

Acetato de magnesio 10 mM
Ditiotitreitol 1 mM

*PH 7.9

*Incubar a 37°C

5GCATG/C
3’C/GTACG

Neol

endonucleasa /

restriccion

comercial
(NE BioLabs)

*NEBuffer 4 1X:

Acetato de potasio 50 mM
Tris-acetato 20 mM

Acetato de magnesio 10 mM
DDT 1 mM

*pH 7.9

*Incubar a 37°C

5 C/CATGG
3’GGTAC/C
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Sacl endonucleasa / comercial *NEBuffer 1 1X: 5GAGCT/C
restriccion (NE BioLabs) Bis Tris Propano-HCI 10 mM 3’C/L. TCGAG
MgCl, 10 mM
DDT 1 mM
*PH 7
*BSA 100ug/mi
*Incubar a 37°C

Scal endonucleasa/ comercial *NEBuffer 3 1X: 5AGT/ACT
restriccion (NE BioLabs) NaCl 100 mM 33TCA/TGA
Tris-HCI 50 mM
Mg Cl, 10 mM
DDT 1 mM
*PH 7.9
*incubar a 37°C

BglIT endonucleasa/ comercial *NEBuffer 4 1X: 5A/GATCT
restriccién (NE BioLabs)  Acetato de potasio 50 mM 3TCTAG/A
Tris-acetato 20 mM
Acetato de magnesio 10 mM
DDT 1 mM
*pH 7.9
*Incubar a 37°C

*Buffer 1x :
Tris-HCI 50 mM
MgCl>,10 mM * Cataliza la formacion

. ADN ligasa / comercial DDT 10 mM de enlaces fosfodiéster

T4 Ligasa o .
ligaciones (NE BioLabs) ATP 1 mM entre los extremos 5°-

BSA 25 pg/ml fosfato y 3"-hidroxilo de
*pH 7.5 ADN duaplex o RNA

*Incubar a 16°C
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*Perkin Elmer Buffer Il para
PCR 1x:

*Se probd que 3 ul

equivalena2.5U de la

obtenida por  Tris-HCI 10 mM Ampli Taq Polymerase
Tag ADN polimerasa / purifiacacién ~ KCI 50 mM ( Perkin Elmer ) al dar
Polimerasa reacciones de PCR (1Bt) *pH 8.3 el mismo rendimiento
*MgCl, 1.5 mM de producto utilizando
iguales condiciones de
PCR.
Klenow Fragmento Klenow comercial NEBuffer 2 1X:

de la ADN

polimerasa I/

(NE BioLabs)

polimerizacion y

correccion

NaCl 50 mM
Tris-HCI 10 mM
MgCl, 10 mM
DDT 1 mM

*PH 7.9

Tabla 2. Lista de enzimas empleadas en el proyecto.

V.5 Las cepas

E.coli XL1-Blue :

cepa de alta eficiencia de transformacion utilizada

para recuperar las mutantes y realizar las pruebas de

actividad para penicilina G acilasa

E.coli XL1-Blue PACYC PKGS #9 :
(Flores et al 2004)

cepa de seleccidén, en la cual se realizaron

también los ensayos de concentracion

minima inhibitoria a penicilina G.
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V.6 Preparacion del vector

Las construcciones se hicieron en el vector pT4BLA que porta un gen de
resistencia a kanamicina (KmR) y el promotor relativamente débil del gene que

codifica para la enzima B-lactamasa (pBlac) como se muestra en la figura 24a.
V.6.1 Cambio de Ncol por Ndel

El primer paso fue cambiar el sitio de restriccidon Neol por un sitio Ndel en el
vector pT4BLA (fig. 24b), por medio de tres PCRs utilizando los siguientes pares de
oligos: Primera PCR: 30-TAILECO y 45-NDEBLA; Segunda PCR 34-NDEBLA vy
ENDXHOHIS; y tercera PCR 30 TAILECO y ENDXHOHIS. En la primera y en la
segunda PCR se utiliza al vector pT4BLA como molde, mientras que para la

tercera PCR se usa como molde el producto de las PCRs anteriores.

Hinc II Aatll Ncol XhoI
35 -10 B - lactamasa
laPCR —, —
30-TAILECO 45-NDEBLA
2a PCR —_ —
34-NDEBLA ENDXHOHIS
3aPCR —, -—
30-TAILECO ENDXHOHIS
Hinc I AatII Nde I XhoI
-35 -10 B - lactamasa

Figura 22. Estrategia para cambiar el sitio de restriccién Ncol a un sitio Ndel. Las flechas
indican los oligos, en rojo se indica la mutacion.

Las PCRs (Polimerase Chain Reaction) se realizaron en una mdaquina Perkin Elmer,
modelo Gene Amp PCR system 9700.

ADN 100 ng

Buffer de PCR 1X (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH 8.3)

Oligo 5°-3"20 pmol

Oligo 3°-520 pmol

MgCl2 1.5 mM

Tag polimerasa 2.5U

H20 bidestilada para completar 100 ul de reaccién final.
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En la figura 23 se muestra el programa en el termociclador utilizado para las
PCRs.

95°C
3 min. S ac 94 ac
1 min. 72°C 1 min. 72°C 72°C
1 min. 55°C 1 min. 1 min.
20°C 1 min.
1 min.
. . . . 4°C
1 ciclo 5 ciclos 15 ciclos 1 ciclo
[~e]

Figura 23. Programa del termociclador para amplificar las PCRs.

La digestion
3ug pT4BLA 5ug producto de 3* PCR
AatIl/Xhol AatIl/Xhol
BSA BSA

Los fragmentos obtenidos fueron purificados, el vector mediante extraccion por
electroforesis en gel de agarosa al 1% vy la digestion del producto de PCR por
columna. La concentracién de ADN se estimé mediante electroforesis en gel de

agarosa.

La reaccion de ligacion se lleva a cabo por 1 hora a temperatura ambiente:
100 ng pT4BLA 300 ng producto de 3* PCR

De los 10 ul resultantes de la ligacion se tomaron 3 ul para elctroporar 5 ul de
células XL1-Blue electrocompetentes mds 32 ul de glicerol al 10% con un pulso de
1.7 KV. Después de la recuperacion, se sembraron en cajas de LB sdlido con 25
ug/ml de kanamicina a 37°C ON. Posteriormente de las colonias obtenidas se
tomaron 5 colonias al azar que fueron crecidas en 5 ml. de medio LB liquido con
kanamicina 25 pug/ml ON a 37°C. A estos indculos se les purificd el pldsmido
utilizando el kit de Boehringer (High Pure TM Plasmid Isolation Kit), y se verificd que
tuvieran el inserto por medio de un andlisis de restriccion. A este nuevo vector le

denominamos pT4BLA/Nde*.
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V.6.2 Reemplazamiento de B-lactamasa por pac

El segundo paso fue insertar el gene pac en el lugar de la enzima B-lactamasa en

el vector pT4BLA/Nde* (fig. 24c)

La digestion

5ug pT4BLA/Nde* 5ug pACWT

Ndel Y Xhol Ndel y Xhol

Ambas digestiones se purificaron mediante electroforesis en gel de agarosa al
1%, se cortaron las bandas correspondientes al vector pT4BLA/Nde* (sin el gene de

B-lactamasa) y al gene pac, respectivamente.

Se ligan por 1 hora a temperatura ambiente:

100 ng pT4BLA/Nde* 300 ng gen pac

Se utilizaron 3 de los 10 ul de ligacion para electroporar 10 ul de células
electrocompetentes XL1-Blue. Después de la recuperacion se sembraron en
medio LB sdélido con kanamicina 25 pg/ml y se incubaron ON a 30°C. De esas
cajas se tomaran 4 colonias para purificar su pldsmido con High Pure TM Plasmid
Isolation Kit. Los posibles vectores pT4PAC puros, se cuantificaron por electroforesis

en gel de agarosa 1% y se corroboraron por andlisis de restriccion.

Se tomaron 2 vectores (pT4PAC# 3 y 4) que cumplieron con el patrén de
restriccién y se mandaron secuenciar aproximadamente 500 ng de cada vector,
con 10 pmol de oligo SECPROBLA en un volumen fotal de 16 ul a la Unidad de
Secuencia del Instituto de Biotecnologia —IBt. Y encontramos los mismos errores en

las secuencics:

WT ATG-AAA-AAT-AGA-AAT-CGT-ATG-ATC-GTG-AAC-TGT
PT4PAC#3y4 ATG AAA AAT CGC-AAT-CGT-ATG-ATC-GTG-AAC-TGT
WT GTT-ACT-GCT-TCC-CTG-ATG-TAT-TAT-TGG-AGC-TTA
PT4PAC#3y4 GTT-ACT-GC- - - -C-CTG-ATG-TAT-TAT-TGG-AGC-TTA
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Los cambios se muestran en rojo, la mutacién de AGA por CGC es una
mutacion silenciosa, ya que ambos codones codifican para arginina, aunque la
tasa preferencial de coddn es mayor para el segundo coddn en E. coli XL1-Blue.
La delecion de los 3 nucledtidos da lugar la perdida de un aminodcido (serina)

porque el coddn GCC codifica para alanina al igual que GCT.

V.6.3 Correccioén de pac

Asi el tercer paso fue corregir la delecién de los tres nucledtidos por medio de
PCR (fig 24d), empleando los oligos 20-Sphl y Spal, con el vector pT4PAC#4 como
molde y bajo las condiciones ya mencionadas. La PCR se purificd por columna,
siguiendo el protocolo para purificaciéon para PCRs de Boehringer (High Pure PCR
Kit).

Se digiri6 ON
500 ng pT4PAC#4 5000 ng de PCR
Sphl Sphl
Y después se anadid
Ndel ™ Ndel

Y se dejo por 5 horas
Los productos de estas digestiones se purificaron mediante electroforesis en gel de

agarosa al 1y 2% para el vectory el producto de PCR, respectivamente.

La ligacién se dejé por 1 hora a temperatura ambiente

100 ng pT4PAC#4 200 ng de PCR

Tomamos 3 ul de la ligacion para electroporar 5 wl de células XL1-Blue
electrocompetentes, mds 42 ul de glicerol 10. Después fueron sembradas en 3
cajas (a, b, ¢) con medio LB sélido mdas 25 ug/ml de kanamicina y se dejaron
crecer a 30°C ON. De las tres cajas tomamos 10 colonias, se pusieron indculos y

les purificamos el pldsmido bajo el protocolo de High Pure TM Plasmids Isolation Kit.
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Mandamos a la Unidad de Secuencia del Instituto de Biotecnologia -Bt,
aproximadamente 500 ng de los 10 vectores pT4PAC#4 (al, a2, a3, b1, b2, b3,b4,
cl, c2, c3) con 10 pmol del oligo SECPROBLA y agua, en un volumen final de 16 pl.
De estas 10 secuencias sélo obtuvimos dos (pT4PAC#4b1 y 4b2) que tienen la

secuencia corregida, a los cuales nos referiremos como pT4PAC (WT).

pT4PACWT ATG-AAA-AAT-CGC-AAT-CGT-ATG-ATC-GTG-AAC-TGT-GTT-ACT-GCT
TCC-CTG-ATG-TAT-TAT-TGG-AGC-TTA

V.6.4 Cambio de vector

Un cuarto paso fue cambiar el vector por un vector pT4BLA que difiere del

PT4BLA/Nde* en la delecion del sitio de restriccion Sacl por medio de una mutacion

silenciosa, al cual nos referiremos como pPT4BLA/Sac y fue construido por el Dr.
Osuna (fig 24 e).

Se digirieron

4000 ng pT4BLA/Sac’ 4000 ng pT4PAC

Ndely Xhol Ndel'y Xhol

Ambas digestiones fueron purificadas por electroforesis en gel de agarosa al 1%,
de la primera digestion se cortd la banda correspondiente al vector y de la segunda

la correspondiente al gene pac.

Para la ligacion se dejaron por 4 horas a temperatura ambiente
100 ng pT4BLA/Sac’ 300 ng pT4PAC

Del resultado de la ligacion se tomaron 3 ul para electroporar 5 ul de células XL1-
Blue electrocompetentes. Una vez recuperadas las celulas, sembramos en cajas con

medio LB sdlido con 25 ug/ml de kanamicina y las dejamos crecer ON a 30°C.
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De las colonias crecidas en las cajas tomamos 5 y las pusimos a crecer en indculos
de 5 ml. con medio LB liquido con 25ug/ml de kanamicina, ON a 30 °C. Para obtener
los 5 respectivos pldsmidos utilizando el protocolo de High Pure TM Plasmids Isolation
Kit. Se cuantificd el ADN por electroforesis en gel de agarosa al 1% y les hicimos un
andlisis de restriccion. Todos cumplieron con el patrén de restriccion y los

etiquetamos como pT4PAC/Sac-.

V.6.5 Introduccion del sitio de restriccion Sacl

El quinto y Ultimo paso fue la introduccidon de un sitio Unico de restriccion Sacl
dentro del gene paclo mas cercano al péptido senal posible (fig 24f), por medio de

dos PCRs.

La primera PCR utilizando como molde el vector pT4PAC/Sac- y los oligos Spal y 27-
Sacl. El producto de esta primera PCR fue purificado por medio de electroforesis en

gel de agarosa al 2%.

La segunda PCR fue una extensién hasta Ncol, utilizando el mismo molde y como

oligos a 21-Ncol y el producto purificado de la primera PCR, el producto de esta 2¢

PCR se purificd también por medio de electroforesis en gel de agarosa al 2%.

El producto puro de la 2¢ PCR fue digerido
4000 ng pBLA/Sac’ 5000 ng 2° PCR

Ndel Y Xcol Ndel Y Xcol

Se purificé y cuantificd por medio de electroforesis en gel al 1% vy 2, para el vector

pPT4BLA/Sacy el producto de la 29 PCR, respectivamente.

La ligacién se realizé con
100 ng pBLA/Sac’ 300 ng 2° PCR

De estd ligacion se tomaron 3 u para electroporar 10 ul de células

electrocompetentes de XL1-Blue mds 40 ul de gilcerol 10%.
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Después de la hora de recuperacion se sembrd en cajas de LB sélido mds 25 ug/ml
de kanamicina, ON a 30°C. De estas cajas se tomaron 9 colonias al azar y se
crecieron en 5 ml de LB liquido mds 25 png/ml de kanamicina, se dejaron crecer ON a
30°C vy se les purificd el plasmido con High Pure TM Plasmid Isolation Kit. Una vez puro
se les cuantificd el ADN vy se les hizo un andlisis de restriccion. A los 2 pldsmidos que

cumplieron con el patrén de restriccion les denominamos pT4PAC/Sac

a) 1} c) d)
NdFI

Nege
5 H H

RS

e pT4PAC
= 475k

PT4PAC
4.75kb

pT4BLA
2.20kb

Nael
Xhel

pr4CLASac-

e

L] Pie o)

J

—— x?'( pT4PACSac-

pT4PACSac+
4.751b

ke
4.75kb

pac xr.mé):

Nha

Figura 24. Construccion del vector. El vector deriva del plasmido pT4BLA (a) al que se le cambi6 el sitio Ncorl
por Ndel (b). En este vector se cloné el gen de PGA (c), pero portaba mutaciones mostradas como un asterisco
que fueron corregidas por PCR (d).Se volvié a clonar Ndel/Xhol en un vector pT4BLA/Sac (e) y se disefio un sitio
SacI al inicio del gen pac (f) El plasmido final pT4PAC/Sac+ contiene un nuevo sitio de restriccion Sacl, que se

encuentra al inicio de la regién codifica para el sitio de inicio de PGA

V.7 La mutagénesis al azar

La mutagénesis por coddn de la regidn que codifica al péptido senal de la

penicilina G acilasa fue dividida en dos segmentos o ventanas:

ATG AAA AAT CGC AAT CGT ATG ATC GTG AAC TGT GTT ACT / GCT TCC CTG ATG TAT TGG AGC TTA CCT GCA CTG GCT
— I N _/

PrimMnTono Segund%’rono
(PSNH) (PS COCH )
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Se sintetizaron quimicamente como lo describen Gaytdn y colaboradores (32) seis
fosforamiditos trinucledtidos protegidos con Fmoc cuyas secuencias son: ATA, CCA,
CGG, GCA, GCT Y TIC. Estos trinucledtidos y los 20 compuestos previamente
descritos  (32) fueron Utilizados para preparar los pools mutagénicos
correspondientes a los codones y anti-codones. Cada mezcla fue usada para
modificar los segmentos de ADN de la cadena codificante o la no codificante,

respectivamente.

V.7.1 Lareacciones de polimerizacion con el fragmento Klenow

Para lograr lamutagénesis al azar se disenaron los oligos:

De la 1@ Ventana (PS NH)

PSNH
5 AGG AGG CAT ATG AAA AAT CGC AAT CGT ATG ATC GTG AAC TGT GTT ACT GCT TCC CTG ATG 3————»
3 <4——— CGAAGG GAC TAC ATA ATA ACC TCG AAT GGA CGT GAC CGA CTC GTC TCGAGT TCATCTTA 5
59-Sacl
De la 2¢ Ventana (PS COOH)
PSCOOH
5" TGA CGA CTG CTC AGC CAG TGC AGG TAA GCT CCA ATA ATA CAT CAG GGA AGC AGT AACACAGTT 3 —
3 <4— TCATTG TGT CAA GTG CTA GTA TGC TAA CGC TAA AAA GTATAC GGAGGA 5
48-Ndel

Los nucledtidos en azul indican  sitios de restriccién para Ndel, en rojo para Blpl y

en verde para Sacl; en negritas aquellos codones que pueden ser mutados

19 Ventana (PSNH)
Se hizo una mezcla con:

~100 pmol del oligo mutagénizado PSNH (1 ul)

~100 pmol del oligo 59-Sac | (27 W)
Buffer para Klenow (5 w)
dNTP’s (10 wl)
Agua bidestilada (4 W)
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Esta mezcla permanecidé por 15 minutos a 75°C y dejamos bajar gradualmente la
temperatura hasta la temperatura ambiente (25°C), enseguida lo pasamos a hielo
por 15 minutos, tfranscurridos los 15 minutos agregamos 2.5 U de Klenow vy la dejamos
por hora y media a 37°C. Para inactivar a la enzima calentamos por 15 minutos a

70°C y la guardamos a 4°C.

29 Ventana
Se hizo una segunda mezcla con:

~100 pmol del oligo mutagénizado PSCOOH (21 pl)

~100 pmol del oligo 48-Nde (5 ul)
Buffer para Klenow (5 W)
dNTP’s (10 pl)
Agua bidestilada (6 W)

Se realizd el mismo procedimiento con esta ventana que con la anterior.

PCR de la Klenow de la 2¢ ventana

Debido a un cambio de estrategia (porque no logramos clonar con Nde I/Blp |,
como habiamos pensado en un principio), tuvimos que extender la klenow de la

segunda ventana e insertar el sitio de restriccion Sacl (una mutacion silenciosa) por

medio de PCR.

Para la PCR se utilizarén como oligos: 48-Ndel y 24-PSCOOH, este Ultimo es el que
infroduce el sitio SacI (mutacién que se muestra en rojo) y hace la extension. 48-Nde.
Como molde el producto de la Klenow (de la segunda ventana), bajo las
condiciones para PCR previamente mencionadas. El producto de esta PCR se

purificd y se cuantificd por electroforesis en gel de agarosa al 2 %.

Oligonucledtidos:

24-PSCOOH 5" TAT CTC ACT TGAGCT CTGCTC AGC 3’
48-Ndel 5" AGG AGG CAT ATG AAA CGC AAT CGT ATG ATC GTG AAC TGT GTTACT 3
Molde:

El producto de la polimerizacién con el fragmento Klenow
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24PSC00H
5°TAT CTC ACT TGACGT CTEOTE AGC §°

H TGEACEACTS CTC AGC CAGTGE ACC TS GCT CCA ST A STAC AT CAG GGA AG0 AGT A8C ACA GTT CAC GAT CAT ACG STT GCG STT TTT CAT ATG
3 BCT GOTGAC GO5 TCG GTC AZGTGG AT CGo GET TAT TAT GTAGTC CCT TCGTCATTS TGT Con GTE CTA GTATG: TAACCE TAA L0 GTATAC
TCATTG TET G0 GTE CTA GTATEE TAL CGC TN A08 GTATAC GGHLGEAS

e

P
5

45 -hde

Secuencias de los oligos y el molde para la PCR, en rojo se muestra el sito de restriccion Blpl, en café el
cambio que se introduce para dar lugar al sitio SacI (GCT en lugar de CGA)y en verde el sitio de restriccion Sacl.

V.8 La clonacidén

V.8.1 Las digestiones

El vector

Se digirieron

700 ng pT4PAC/Sac*

Ndel/ Sacl

BSA

Esta digestion se purificd por electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Los insertos:

Toda la Klenow de la 12 ventana

1000 ng PCR de la Klenow de la 2% ventana

Ndel/ Sacl

Ndel/ Sacl

BSA

BSA

Las digestiones se purificaron por electroforesis en gel de agarosa al 2%

V.8.2 Las ligaciones

A) Parala 1@ ventana

‘ 1 ug pT4PAC/Sac*

500 ng Klenow de la 1* ventana

B) Para la 2@ ventana

‘ 1 ug pT4PAC/Sac’

400 ng PCR de la Klenow de la 2° ventana
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Las ligaciones se dejaron toda la noche a 16°C, se concentrardén con butanol y se
resuspendieron con 20 ul de agua bidestilada. De cada ligacion se tomaron 5 pl
para electroporar 80 ul de células XL1-Blue electrocompetentes. Lo cual fue seguido
por la recuperacion de una hora a 37 °C, en 1 ml de medio SOC complementado
con 15 ul de glucosa 20 %. Este inéculo se paso a otro de 20 ml de medio LB liquido
con 25 ug/ml de Kanamicina, se dejo crecer ON a 37 °C para purificar los plasmidos

y obtener dos grupos de mutantes (uno de cada ventana).

FSMH
54005 260G AT TG ALL AAT ©5C AAT CGTATG ATCGTG 446 T3 T6TT 40T GETTIE CTGATG §
3 CGAAGE G TAC ATALTA ACC TOG AST GGACGT GAC CGACTD GTC UG AT TCATCTTA §

Klemow 59-5ad

5 A5 A6 0 AT TG AL AAT €5 AAT CGTATG ATC 6T A8 T3 T6TT ACT GCTTLC CT6 AT6 TAT TAT T 460 TTACCTGCA CT0 GO T (A5 CAG 460 04 AGT AGAAT &
37TCC ACC GTATEC TITTTA GG T GCA TAC TAGCAC TIG ACAC 48 TG ACGA AGE GIC TAC ATA ATA ACC TUG ANTGGACGT GAC 0G4 CTC GTC UG AGTTCATETTA §

Digestidn
Ple I/ SacT

5 TATGAAANTCGE AST C3T ATG ATC 616 AACTGT 61T ACT GCTTCCCTG ATG TAT TAT T6G AGE TTA CCTRLACTG L TGAG LAG AGE T 3
3 ACTITTER GOG TT: GC& TEC TAG CAC TG 204 CAA TRACGE 460 GAC TAC ATRATE ACC TOG AATGGACG TGAC C64CTE 6T 5

l Ligacidn

NieieT

PT4PAC/Sac+
4 75kb

xhal
PSCOOH
5 TEACGACTECTE 260 C.46 T60 456 TAAGCT £0A ATA ATACAT 45 66A J60 AGT AR CAGTT 3
3 TCATIG TTC i 615 CTAGTATRG o4 €60 Taé S42GTA TAC GOAGGL 5

l Klenow 4ckel

5 TGACGACTG CTE 260 046 T5C A5G TARGCT ODA ATA ATA CAT 45 664 260 AGT A ACAGTTCAC GATCAT ACG ATTCLGATTTTTC AT ATG CETCET 3
FHTOUTG GG TUGET: 46 TIC ATTCGS GETTRTTATGTAGTE COTTG TEATTG TOTCA GTGC TAGTATRE To 0G0 TAA MAGTATA GHAGEE §

24PSCOOH

5 TETCTC T Tl CGTC TR CTE 6L 3

5 TEACGACTGO T AG0 CA4G TGE ACC TAAGCTCLA ATA ATACAT (4G GGA 260 H6T A ACAGTTGAL GATCAT 06 ATTGLGATTTITCATATS 3
H ACTECTGAC G4G TUG GTC A05 TOG ATTCGE GET BTTATGT GTCCCT TUG TCA TTG TRTC A0 GTECTRGTA TGC TRt 6L T80 Aa GTe T 5
3 TCATIG TG CA2 GTGETAGTA TR TA4CHE TR A% GTA TAL G2 G045

43-hdel

Producto de
FCE.

STETCTC AT To 0GACTS CTC 460 CAG TGL A TRAGCTCCA
STETCTC 20T ACT G0 TGAC GG TOG GTC 06 T66 ATTCGAGET

TG G2 AT G TAMC ACAGTTCAC GATCATALG ATTGEG STTTITCAT ATG GGAGG A
MGTECCTEG Toa TG TGTCAAGTG CTAGTATEE TRACGE TAASAAGTATEC GGAGEA §

Digestidn
Ple/sacT
5 CTGECTE AL CARTEE AGE TAA GCTCCAATAATACAT CAG GEAAGT AGT AL AL AGTTCACGATCAT LG ATCLGATTTITCE 3
3 TCGAGAL GG TCG GTC ACG TCC &TTCGA GGT TAT TATGTAGTE CCTTCG TCA TG ToTC A2 GTG CTAGTA LD TAACGE TRL A8aGTR T
l Ligacion

pT4PACSact

4.75kb

Xhal

Figura 25. Construccion de las librerias o grupos de muatantes. A) obtencién de la libreria NH y B) obtencién

de la libreria COOH. El sitio de restriccion Ndel se muestra en azul, el sitio Sacl en verde y el sitio BlpI en rojo.

Se muestran los pasos de la polimerizacion con el fragmento Klenow, una PCR extra en el caso de la libreria

COOH, la digestion con las enzimas Ndel/Sacl y la clonacion en el vector pT4PAC/Sac”.
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V.9 Seleccidon de colonias mutantes

Se hicieron por separado dos electroporaciones con 5 ul de cada grupo de
mutantes (19 y 2 ventana) para electroporar 10 yl de células XL1-Blue PACYC PKGS-
9.

V.9.1 Variantes aisladas al azar o sin seleccion

Se sembraron en cajas con medio LB sélido adicionando solamente los

antibiéticos Kanamicina (25 ug/ml.) y cloranfenicol (20 pg/ ml.).

De estas cajas se fomaron 5 colonias al azar de la 19 ventana (NH) y ofras 5
colonias al azar de la 2° ventana (COOH), cada colonia se puso a crecer
ON a 30 °C, en un inoculo de 5 ml de medio LB liquido mds los respectivos
antibidticos (Kanamicina [25 ug/ml] y cloramfenicol [20 pg/ ml]). Se les
purificd el plasmido (con High Pure Plasmid Isolation Kit), y se mandaron a

secuenciar estas 10 colonias sin algun tipo de seleccion con el oligo 21-Ncol

V.9.2 Concentraciéon Minima Inhibitoria (MICpenc)

De estas mismas cajas se seleccionaron 29 colonias de cada ventana (1°¢
ventana NH y 2¢ ventana COOH) y se pusieron a crecer ONa 30°Cen 1 ml
de LB liguido mds los respectivos antibidticos (Kanamicina [25 ug/ml] y
cloramfenicol [20 ug/ ml]). Una vez obtenidos los cultivos, se hicieron
diluciones 1.100, 1:1000 y 1:100000 con medio LB liquido estéril y se
sembrarén gotas de ~10ul en cajas previamente preparadas con LB sdlido,
los antibidticos Kanamicina (25 ug/ml) y cloranfenicol (20 pg/ ml) vy
diferentes dosis de penicilina G (60, 70, 80, 90 y 100 ug/ml), estas cajas se
incubaron a 30 °C segun el ensayo, por el tiempo necesario para ver las

colonias.
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Del MIC se escogieron:

¢ Colonias que mueren a concentraciones de penicilina G 60 ug/ml.

Se tomaron 30 colonias que mueren a una concenfracion de 60 ug/ml
de PG, 15 colonias de la ventana NH y 15 colonias de la ventana
COOH, las cuales se pusieron en inoculos de 5ml. de medio LB, para
posteriormente purificarles el pldsmido y mandar a secuenciarlos con el

oligo 21-Ncaol.

¢ Colonias que viven a concentraciones de penicilina G 80, 90 y 100 pg/ml.

También de este MIC se escogieron las colonias que viven hasta 80, 90 o
100 pg/ml de PG. (4 colonias de la ventana NH y 6 colonias de la
ventana COOH), cada colonia se puso en un inéculo de 5 ml de medio
LB liguido mds los antibidticos correspondientes y se les purificd el

pldsmido para finalmente ser secuenciados con el oligo 21-Ncol.

V.9.3 Seleccion directa a penicilina G

Se sembraron en cajas de medio LB sélido con los respectivos antibidticos
(Kanamicina [25 ug/ml] y cloranfenicol [20 upg/ml]) vy diferentes
concentraciones de PG (80, 90 y 100 ug/mil). De aqui tomamos 10 colonias de
la ventana NH y 10 colonias de la ventana COOH, de las cuales se pusieron a
crecer indculos en medio LB liquido mds los respectivos antibidticos durante
toda la noche, para purificarles el plasmido y mandarlos a secuenciar con

el oligo 21-Ncol.
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V.10 Actividad enzimatica

De las variantes de interés se pusieron a crecer indculos en 5 ml de medio LB a
30°C toda la noche, se ajustaron las OD a la misma concentracion a 600 nm con
medio LB, la masa celular se recuperd por centrifugacion a 3800 rpom por 15 minutos
y se resuspendieron en 500 yl de PBS 1X. Las muestras se mantuvieron en hielo y se
sonicaron 3 veces cada una de 10 segundos en un equipo SONIFER 450,

posteriormente se centrifugaron a 14,000 rom por 10 minutos.

V.10.1 Determinacidn de la concentracion de proteina

Del extracto de proteinas (sobrenadante) se tomaron 4 uyl a los cuales se les
agregaron 796 ul de PBS 1X y 200 ul de reactivo de Bradford (Biorad), se agitaron y
se leyeron a 595 nm en un espectrofotdmetro Beckman DU650. Para determinar la
concentracion de proteinas se interpold en una curva patrén de suero de albUumina
bovina (BSA). La curva se cred tomando Tul, 2ul, 3ul, 4ul, 8ul, 1éul y 24ul de BSA, que
se aforaron a 800 ul con PBS 1X y se les anadié la solucidn de Bradford, se agitaron y
se leyeron a 595 nm, las lecturas obtenidas se graficardn en el programa Kaleida
Graph y obtuvimos la ecuacion para determinar la concentracién de proteina en 4

ul de cada variante.

V.10.2 Método de paradimetilaminobenzaldehido (PDAB) para la

determinacion de 6-APA

Este método se basa en la formacidén de una base de Schiff entre el PDAB y el 6-
APA, que produce una coloracion amarila y puede ser detectada
espectrofotométricamente. 100 ug de proteina se ajustaron a un volumen de 90
con PBS 1X y se incubaron por 10 minutos a 37°C, enseguida se le agregaron 10 ul de
PG 20%, se dejo llevar a cabo la reaccion a 37 °C por 10 minutos. La reacciéon se

detuvo con 2.4 ml de etanol absoluto y agitacién, se reveld con 1.25 ml de PDAB, se
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agitd y se incubd por 15 minutos a 37°C, para finaimente ser leidos a 415 nm en un

espectrofotdbmetro Beckman DU650.

Se calculd la concentracion de 6-APA por la interpolacidon en la curva de
calibracién. La curva de calibraciéon se determind utilizando 2 mg de 6-APA mds
1000 ul de PBS 1X, a lo cual se le hicieron diluciones para dar concenfraciones de 2
mg/ml, Tmg/ml, 0.5 mg/ml, 0.25 mg/ml, 0.125 mg/ml y 0.0625 mg/ml De cada una se
tomarén 100 ul los cuales se incubaron por 10 minutos a 37°C, después se les
agregaron 2.4 ml de etanol absoluto y se incubaron nuevamente por 10 minutos a
37°C. Se reveld con 1.5 ml de PDAB, se incubardn 15 minutos a 37°C y se leyeron a
415 nm en un espectrofotdbmetro Backman DU650.

Las lecturas obtenidas se infrodujeron en el programa Kaleida Graph y obtuvimos
la ecuaciéon que nos permitié calcular la concentracion de 6-APA en cada una de

las variantes.
La férmula resultante fue:

-Y =0.0037831 + 5.3689 X
Con un valor de confiabilidad de:

R =0.9998

V.11 Colocacién del 742G

Para que PGA pueda ser inmunodetectada con anticuerpos monoclonales se
adiciond el TAG, que es una etiqueta o bandera de 10 aminodcidos al final de la

proteina.
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Esto se logro digiriendo el vector pTHIC/TAG proporcionado por el Dr. Osuna, con

las enzimas BglIl, Mlul y Xhol de aqui fue tomado el fragmento Mlul/Xhol, que

contiene el decapéptido con la secuencia:

5" TCGTGG CTC GAG TCA TTAAGA AGC GTA GTC CGG AAC GTC GTA CGG GTATCTCTGAACGTG 3’

Donde los nucledtidos en negritas dan lugar a los aminodcidos que son

reconocidos en la inmunohistoquimica por el anticuerpo primario.

Los vectores pT4PAC/Sact de la enzima silvestre y de las 22 variantes fueron

digeridos con las enzimas Mlull/Xhol. El fragmento mds grande fue purificado.

Finalmente se ligaron los 23 vectores pT4PAC/Sac* con los fragmentos que

contienen el TAG del pTHIC/TAG.

V.12 Inmunodeteccion de Penicilina G acilasa

V.12.1 Gel SDS-PAGE

Gel de proteinas, gel de poliacrilamida estandar al 12%:

H20
Acrilamida 30%
Tris
pH 8.8
pH 6.4
SDS 10%
PSA
TEMED

Superior
5%

2.1 ml

0.5 ml

0.38 ml
30 i
30 ul

4l
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V.12.2 La inmunodeteccion

El gel SDS-PAGE se transfiere a una membrana de nitrocelulosa durante una hora a
400 mA en buffer de transferencia (Tris 50 mM, Glicina 32 mM, SDS 0.037% y metanol
20% con pH 8.3). El papel de nitrocelulosa se queda ON a 4°C en BSA 1%, después
de este tiempo se lava varias veces con PBS 1X y se le coloca el primer anficuerpo
(antitag 10aa-12CA) en una dilucidon 1:500 en BSA 1%, durante una hora a
temperatura ambiente con agitacion constante. El papel se vuelve a lavar varias
veces con PBS 1X y se le acopla el segundo anticuerpo anti-ratén acoplado a
fosfatasa alcalina 1:1000 en BSA 1%, durante una hora a temperatura ambiente con
agitacion constante. Se lava nuevamente varias veces con PBS 1X y con agua
destilada, se revela con 5 uyl de solucidn para fosfatasa alcalina, la reaccién se
detiene con 50 ml de EDTA 0.005 M vy se lava con agua miliQ en exceso para

posteriormente secar el papel de nitrocelulosa.

V.13 Re-clonacién

5 variantes de la ventana NH fueron nuevamente clonadas en el pldsmido
pT4PAC/Sac*.

5000 ng de cada uno de los plasmidos

Ndel/ Sacl
BSA

La ligacidén se realiza durante 2 horas a temperatura ambiente.

300 ng pT4PAC/Sac* 500 ng de cada uno de los plasmidos
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V.14 Anadlisis de la diversidad de las librerias, clonacion en el vector

pT4BLA/Sac*

V.14.1 El vector: pT4BLA/Sac*

El vector se digiriere por 6 horas

5000 ng pT4BLA/Sac*

Ndel/Sacl/Scal
BSA

La digestion se purifica por electroforesis en gel de agarosa al 1%, seguido del

protocolo para purificacion, se cuantificd igualmente por electroforesis.

V.14.2 La libreria NH

1) Laligacién

‘ 30 pmol Klenow de la 1* ventana 500 ng pT4BLA/Sac*

De la ligacion se tomaron 2 uyl para electroporar 10 yl de XLl Blue
electrocompetentes. Una vez que se recuperan se siembran en cajas con medio
LB y antibidticos. De estas cajas se tomaron 100 colonias para hacerles indculos y

purificarles el pldsmido. Para mandar a secuenciar con el oligo SecProBla.

2) 20 pmol de la libreria se tomaron como molde para hacer una PCR, como
oligos se utilizaron 59 Sacl y 19PCRPSNH. El producto de esta PCR se purificd
por medio de electroforesis en gel de agarosa al 1 % seguido del Kit para

purificacién de productos de PCR.

Se digieren

200 ng del producto de PCR

Para la reaccion de ligacion se utilizan
200 ng pT4BLA/Sac” 100 ng del prducto de PCR
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De la ligacién se tomaron 2 ul  para electroporar 10 yl de XLl Blue
electrocompetentes. Una vez que se recuperan se siembran en cajas con
medio LB y antibidticos. De estas cajas se tomaron 25 colonias para hacerles
indculos, purificarles el pldsmido y mandar a secuenciar con el oligo

SecProBla

V.14.3 La libreria COOH

Se ligaron

‘ 500 ng pT4BLA/Sac” 30 pmol de PCR de la Klenow de la 2* ventana

Se tomardén 2 ul de la ligacidon y se elctroporaron a 10 yl de células XLI Blue
electrocompetentes. Después de la hora de recuperacion se sembraron 200 ul en
cajas con medio LB sélido con antibidtico. De estas cajas tomamos 43 colonias, de
las cuales se pusieron indculos para después extraer el pldsmido y mandarlo

secuenciar con el oligo SecProBla.

V.15 Método Tat P

Recientemente, un método Tat P fue descrito para predecir la presencia y
localizacion de variantes del péptido senal Tat, discrimina entre los péptidos senal de
Sec y Tat, aunque que no contfienga el motivo"Twin Arginine” (Ser/Thr, Arg, Arg, X,
Phe, Leu, Lys). Asi también elimina aquellas proteinas citoplasmdticas que contienen
un motivo similar. Tiene 2 sistemas para la identificacion: el sitio de corte y los
patrones de hidrofobicidad. El servidor esta disponible en la pdgina

http://www.cbs.dtu.dk/services/TatP/. El péptido senal silvestre y los péptidos senal

de las variantes funcionales fueron sometidos a este servidor TatP 1.0. Donde se
infrodujeron por separado cada uno de los péptidos senal y se obtuvo el resultado
de la busqueda (39).
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VI Resultados

VI.1 El vector pT4PAC/Sac*

El vector pT4PAC/Sac* fue el resultado de 5 modificaciones en el vector pT4BLA,
estas modificaciones se muestran en la figura 24.El vector pT4PAC/Sac* tiene las

siguientes caracteristicas:

= Un promotor débil de B-lactamasa

= Un gene pacsilvestre (WT), clonado con los sitios de restriccion Ndel/Xhol

= Un sitio de restriccion Unico SacI al inicio de la subunidad adel gene pac.

V1.2 La mutagénesis al azar

El péptido senal del gen silvestre de PAC (WT) fue dividido en 2 ventanas de
mutagénesis, la NH y la COOH. En experimentos separados se introdujeron en el
vector pT4PAC/Sac*, el cual confiene el gen de PAC, un gen de resistencia a
kanamicina. Se obtuvieron dos librerias de mutantes: la libreria NH vy la libreria COOH,

gue contienen tedricamente 103 y 104 diferentes miembros, respectivamente.

V1.3 Variantes aisladas al azar o sin seleccion

De las colonias crecidas en medio LB mds kanamicina, se tomaron 10 colonias (5
de cada libreria). Sélo se obtuvieron 8 secuencias, 4 de cada una de las librerias.
Aqui 4 (50%) colonias presentan mutaciones, 1 (12.5%) colonia porta la secuencia
silvestre y 3 (37.5%) colonias presentan inserciones y/o deleciones. En 2 de las 4
secuencias que portan las mutaciones se observan también cambios en el sitio Shine

Dalgarno.
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1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 26
WT MKNRNRMI VNCVT A
NH1G F
NH 2G R
NH 4M H Y R
COOH2G * * * * * =«
COOCH 3M * * *
COOH 4M I A * S C Y
COOH 5M v Q G N C H

Tabla 3. Sin seleccion. Secuencia de colonias que contienen las librerias clonadas en el vector pT4PAC/Sac”,
que fueron tomadas de platos con medio LB y Kananicina, es decir sin presion de seleccion. Los aminoacidos
sometidos a mutagenesis se indican en negritas. La linea vertical separa las regiones mutagenizadas. Las
deleciones y/o inserciones son indicadas por asteriscos.

V1.4 Variantes aisladas con actividad de PGA o con seleccién

Utilizamos un sistema de seleccion basados en el hecho de que cualquier péptido
senal funcional es capaz de translocar a PGA al periplasma, lo cual confiere una
resistencia a peniciina G, pero se debe considerar que como resultado de la
hidrdlisis de penicilina G se da una acumulacién de 6-APA y PAA, y que 6-APA es
toxico para la célula. Asi que necesita ser degradado, lo cual es posible gracias a

una B-lactamasa especifica para 6-APA.

Para tal efecto las librerias NH y COOH que fueron clonadas en el plasmido
pT4PAC/Sact se intfrodujeron en experimentos separados en la cepa XLI-Blue PACYC

PKGS-9, que contiene la B-lactamasa especifica para 6-APA.

VI.5 Concentraciéon Minima Inhibitoria (MIC) para penicilina G

En cajas con medio LB y kanamicina se sembraron 200 ul de cada una de las
librerias, de aqui se escogieron al azar 58 colonias (29 colonias de cada libreria),
estas colonias fueron sometidas a diferentes concentraciones de penicilina G, 0, 60,
70, 80, 90 y 100 yg/ml. La resistencia a penicilina G de cada una de las colonias es

mostrada en la tabla 4.
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V1.6 Péptidos senal no funcionales

De las 58 colonias que fueron sometidas al MIC el cual se resume en la tabla 4, se

puede ver que 25y 22 colonias, de la libreria NH y COOH respectivamente, ya no

crecen a 60 ug/ml. de penicilina G. Los péptidos senales de estas 45 colonias

pueden llegar a ser considerados como péptidos senal no funcionales o no

mejorados, dado que estdn por debajo del rango del péptido senal silvestre que es

de 60 ug/ul de penicilina G.

Colonia
NH 60

J
© ® N OO RN O © N NN

[\STEN \C I \C I V]
w N =+ O

10%

NN
a »

10%
90%
90%
90%
90%

N NN NN
© 00 N O

70

80%
80%
80%
80%

80

20%
70%
70%
70%

Mg de Penicilina G / pl

90

50%
50%
50%

100

10%
10%

Colonia
COOH 60

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

90%

10%
30%
10%

60%
60%

70%

30%

10%
10%

80%
80%
80%

Mg de Penicilina G / pl

70
80%

10%

50%

50%

70%

10%

80%
80%
80%

80 90 100
70% 50% 10%

10%

70% 50% 50%

60% 50% 50%
60% 50% 50%
60% 50% 50%

Tabla 4.Concentracion Minima Inhibitoria de Penicilina G (MICpen ). Niveles de resistencia de las 58

colonias tomadas al azar, a concentraciones de 60, 70, 80, 90 y 100 pg/pl depenicilina G; 1-29 libreria NH y 31-

59 libreria COOH. El porcentaje representa el nimero de colonias vivas.
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De estas 46 colonias que murieron a una concentracién de 60 ug/ul, se
seleccionaron al azar 30 colonias, que se mandaron secuenciar y de las cuales sdlo
se obtuvieron 23 secuencias. Los resultados de la secuenciacion muestran que: 7
secuencias son silvestres, 7 secuencias contienen deleciones y/o inserciones y 9
secuencias confienen mutaciones, de estas Ultimas 4 secuencias corresponden a la
libreria NH y 5 secuencias a la libreriac COOH. En la tabla 5 se representan las

secuencias de las colonias que portan deleciones, inserciones y mutaciones.

V1.7 Péptidos seinal funcionales

De las 58 colonias que fueron sometidas al MIC, 4 colonias (13.7%) y 8 colonias
(27.5%) de la libreria NH y COOH respectivamente, mostraron una resistencia mayor

a 60 yg/ml de penicilina G.

De la libreria NH tenemos que 1 colonia resistié 80 ug/ml de penicilina G, 1 colonia
resistié 90 yg/ml de penicilina Gy 2 colonias resistieron 100 ug/ml de penicilina G. En
el caso de la libreria COOH, encontramos 1 que soporta hasta 70 ug/ml, 1 que
soporta hasta 80 pg/ml, 1 colonia que soporta hasta 90 ug/ml, y 4 colonias que
soportan hasta 100 yg/ml. Una resistencia mayor a 60 uyg/ml es indicativa de
péptidos senal funcionales y/o mejorados, dado que sobrepasan la resistencia del

péptido senal silvestre.

De las 12 colonias que muestran resistencia a una concentracion mayor a 60 pg/ul
se tomaron las 11 que tienen la mayor resistencia a concentraciones de PG vy las

colonias se mandaron secuenciar.

Se obtuvieron 10 secuencias, entre las cuales no se enconfraron secuencias
silvestres y solamente 2 presentaron deleciones y/o inserciones, 8 confienen
mutaciones, 4 pertenecen a la libreria NH, cuyos cambios se encuentran en las
posiciones 4, 6, 7, 8, 10 y 13, en la posicion 10 encontramos representados 3

aminodcidos. Las 4 mutantes de la libreriac COOH muestran los cambios en las
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posiciones 14, 15, 16, 18, 19, 20, 21, 22 y 23, las posiciones 14, 15, 20, 21 y 23 se

presentan en mds de una clona, mostrando sustituciones por mds de un amino

dcido.

WT

<
4

PSNH 4
PSNH 18
PSNH 20
PSNH 21
PSCOOH 32
PSCOOH 34
PSCOOCH 35
PSCOOH 39
PSCOOCH 42
PSCOOCH 44
PSCOOCH 46
PSCOOH 47
PSCOOH 50
PSCOCH 51
PSCOOH 53

Z_;
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gl =+ )]
=

C
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Tabla 5. Péptidos sefal no funcionales. De las 46 colonias que en el MIC murieron a 60 ug/ul de penicilina G,

se tomaron al azar colonias cuya secuencia se muestra en esta tabla. Los aminoacidos sometidos a mutagenesis

se indican en negritas. La linea vertical separa las regiones mutagenizadas. Las deleciones o inserciones y son

indicadas por asteriscos. La columna de la derecha indica la concentracion minima inhibitoria para penicilina G,

esta dada en pg de penicilina G/pl.
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Tabla 6. Secuencia de las colonias seleccionadas que mostraron una resistencia a concentraciones de

penicilina G superiores a las de una colonia silvestre. Los aminoacidos sometidos a mutagenesis se indican en

negritas. La linea vertical separa las regiones mutagenizadas. Las variantes que muestran alteraciones en el sitio

Shine Dalgarno son indicadas con asteriscos.
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Otro grupo perteneciente a los péptidos senal funcionales corresponden a
aquellas colonias que fueron sembradas directamente a diferentes concentraciones
de penicilina G 80, 0y 100 ug/ml, sin pasar por todo el MIC, pero siguiendo el mismo

principio.

De este grupo se obtuvieron 19 secuencias las cuales se muestran en la tabla 7. 10
secuencias corresponden a la libreric NH y 9 a la libreric COOH. Entre estas 19
secuencias no se encontraron secuencias silvestres, solamente se encontraron 2
secuencias con deleciones y/o inserciones, una de estas variantes tiene una
inserciéon de un trinucledétido completo entre la posicién 3 y 4. Las 17 variantes
restantes portan exclusivamente mutaciones, las de la libreriac NH se dan en las
posiciones 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11 y 13, en las posiciones 6, 7, 9, 10 y 13 se observa un
reemplazamiento por mas de un aminodcido. Las mutaciones en la libreriac COOH se
dan en las posiciones 14, 15, 17, 18, 19, 20, 21, 22 y 23, varios reemplazamientos se

ven en las posiciones 14,15, 17,18, 19, 20y 21.

1 7 8 9 10 11 12 13
WT M N CV T

x N
Z w
o
Z o
o o
=
<

NH 100-2 F
* NH 90-3 |
* NH 80-4 L G
* NH 80-5 |
* NH 80-7 F G
NH 80-9 vV W K
NH 80-11 R
*NH 80-13 G
*NH 80-15 vV N G

< 0 = =

COOH 100-1
COOH 100-2
COOH 90-8
COOH 80-13
COOH 100-4
COOH 100-5
COOH 90-10
COOH 90-11
COOH 80-15

0]

=S < >»n -=0

P4

W

G

Tabla 7. Secuencia de las colonias tomadas directamente de diferentes concentraciones de penicilina G. Los
aminodcidos sometidos a mutagénesis se indican en negritas. La linea vertical separa las regiones

mutagenizadas. Las variantes que muestran alteraciones en el sitio Shine Dalgarno son indicadas con asteriscos.
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Asi, el grupo de los péptidos senales funcionales esta conformado por las 7 y 18
variantes obfenidas del MIC y de colonias tomadas directamente a altas
concetraciones de penicilina G, respectivamente. Para fines prdcticos se eliminaron
las secuencias que presentaban deleciones o inserciones, salvo aqguella que

contiene la insercion de un trinucledtido completo.

Las variantes NH90-3, NH80-4, NH80-5, NH80-7, NH80-13, NH80-15, NH27, NH28, NH29
muestran alteraciones en el sitio Shine Dalgarno, el cual se duplica y se le agregan

ofros nucledtidos:

AGGAGG CAT AGGAGG
o
AGGAGG C AGGAGG

En la tabal 8 se enlistan las 25 variantes que conforman el grupo de péptidos senal
funcionales. Las variantes NH 27 y NH80-13 fienen la misma secuencia, por lo cual se

elimind arbifrariomente la muestra NH 27.

VI.8 Re-clonacion

De las 9 secuencia que sufrian modificaciones en el Shine Dalgarno escogimos 5 al
azar: NH80-4, NH80-7, NH80-15, NH27, NH28. Estas se digirieron y se volvieron a ligar

para de esta manera corregir el sitio Shine Dalgarno.

AGGAGG CAT AGGAGG |::> AGG AGG

AGGAGG C AGGAGG

Al volver a realizar el MIC para estas muestras con y sin alteraciones en el sitio Shine
Dalgarno, observamos que aquellas que poseen dichas alteraciones tienen una
mayor resistencia a PG, esto se puedo observar cuando se les realizé el MIC; los

resultados se representan en la tabla 9.
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WT

10 11 12
N C V

13

NH 100-2
*NH 90-3
*NH 80-4
*NH 80-5
*NH 80-7
NH 80-9
NH 80-11
*NH 80-13
* NH 80-15
PSNH26
*PSNH 27
*PSNH2 28
*PSNH 29
COOH 100-1
COOH 100-2
COOH 90-8
COOH 80-13
COOH 100-4
COOH 100-5
COOH 90-10
COOH 90-11
COOH 80-15
PSCOOH 31
PSCOOH 43
PSCOCH 57
PSCOCH 58
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Tabla 8. Secuencia de todas las variantes funcionales, incluye los dos grupos. Los aminoacidos sometidos a
mutagenesis se indican en negritas. La linea vertical separa las regiones mutagenizadas. . Las variantes que
muestran alteraciones en el sitio Shine Dalgarno son indicadas con asteriscos.

Con secuencia Shine Dalgarno  Con secuencia Shine Dalgarno

simple doble
Cepa (Resistencia a ug/ml de penicilina G) (Resistencia a ug/ml de penicilina G)
NH80-4 70 90
NH80-7 100 100
NH80-15 ?0 100
NH27 90 100
NH28 80 90

Tabla 9. Resistencia a penicilina G de mutantes con y sin alteraciones en el sitio Shine Dalgarno.
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V1.9 Niveles de actividad enzimatica

Todas las variantes que contienen una secuencia del péptido senal funcional y
cuyo Shine Dalgarno no se encuentra alterado, fueron tomadas para realizarles la

prueba de actividad enzimdatica.

Por medio del sistema de Bradford se cuantificd la cantidad de proteina y se
tomaron 100 ug, para el ensayar la actividad de penicilina G con el método de
PDAB, basado en la determinacion de 6-APA por la lectura en espectrofotdmetro a
415 nm (Tabla 10).

La curva de 6-APA por medio del programa Kaleida Graph nos da la ecuacion:

-Y = 0.0037831 + 5.3689 X

para determinar la cantidad de 6-APA es necesario despejar X

X Y + 0.0037831
5.33689

donde Y es la absorbancia del ensayo de PDAB a 415 nm, mienfras que X es la

cantidad de 6-APA por cada 100 yg de proteina.
VI.10 Niveles de expresion de penicilina G

En el western blot se determind el nivel de expresidon de penicilina G de cada una de
las variantes a las cuales se les realizd la prueba de actividad para penicilina G, con
el método de PDAB. En el andlisis densitométrico de este western blot se tomd como
unidad la intensidad de la banda de la enzima silvestre. Como se esperaba, los
niveles de actividad enzimdtica coinciden con los niveles de expresidon de la

proteina secretada (Figura 25y tabla 10)
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Lectura a Lectura a ug 6-APA por pg 6-APA por
100ug de 100ug de proteina Western
No. Variante 415 nm 415 nm (%) proteina (%) blot
WT 0,1435 100 0,0274 100 1
1 NH 100-2 0,0967 67,3 0,0187 68,2 0,81
2 NH 80-11 0,2749 191,5 0,0519 189,41 2,66
3 NH 80-9 0,4172 290,6 0,0784 286,13 3,43
4 NH 80-15 0,2123 147,89 0,0402 146,71 1,88
5 NH 80-4 0,1376 95,85 0,0263 95,98 0,96
6 NH 80-13 0,3822 266,24 0,0718 262,04 2,85
7 PSNH2 28 0,2661 185,37 0,0502 183,21 2,91
8 PSNH26 0,2083 145,1 0,0395 144,16 1,93
9 NH 80-7 0,3934 274,08 0,0739 269,7 3,05
10 | PSCOOH 58 0,4242 295,5 0,0797 290,87 3,36
11 | COOH 80-15 0,4098 285,4 0,077 281,02 2,97
12 | COOH90-10 0,4789 333,64 0,0899 328,1 3,87
13 | PSCOOH 43 0,4693 326,92 0,0881 321,53 3,43
14 | COOH90-8 0,5518 384,39 0,1034 377,37 4,03
15 | COOH 80-13 0,4345 302,71 0,0816 297,81 4,24
16 | PSCOOH 31 0,224 156,07 0,0424 154,74 2,31
17 | COOH 100-2 0,5517 384,32 0,1034 377,37 3,49
18 | COOH 100-1 0,5207 367,46 0,0976 356,2 3,37
19 | COOH 100-5 0,4915 344,82 0,0922 336,49 3,25
20 | COOH 100-4 0,4864 338,87 0,0913 333,21 3,06
21 | PSCOOH 57 0,4677 325,8 0,0878 320,43 3,47
22 | COOH 90-11 0,257 179,6 0,0485 177 2,74

Tabla 10. Niveles de actividad y expresién de la proteina PGA. La actividad enzimatica es dada por la lectura a
415 nm por medio de PDAB, esta es traducida a pg de 6-APA por 100 pg de proteina, lo cual esta dado en
nameros y porcentajes. La expresion esta dada por el analisis densitométrico al que fue sometido el Western
blot, tomando como unidad la densitometria de la enzima silvestre.
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Figura 25. Actividades relativas de PAC. El nivel de expresién de las variantes es mostrada por las barras. La
actividad especifica de la enzima silvestre es de aproximadamente 30 ug de 6- APA por 100 ug de proteina

soluble total y es tomada como unidad.
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VI.11 Diversidad de la libreria

Para evitar algun sesgo y lograr que la diversidad de las librerias este libre de
efectos negativos causados por la expresidon de PAC, la libreria fue clonada en el
vector pT4BLA, el cual no contfiene el gen PAC, la variabilidad obtenida en las

librerias es representada en la tabla 11.

Se observd que la libreria NH contiene principalmente péptidos senal no
mutagenizados (34 de 58), que su tasa de mutagenesis fue de 0.047, esta por
debajo de la tasa de mutagénesis tedrica de 0.15. La mayoria de estas variantes
tienen mutaciones sencillas (75%), seguidas por dobles (16.6%) y solamente una

mutante triple (4.1%).

En la libreria COOH el numero de secuencias silvestres fue muy bajo (4 de 21), su
tasa de mutagenesis fue de 0.33 la cual es muy cercana a la tasa de mutagenesis
teorica de 0.3 y estas variantes presentan principalmente mutaciones multiples:
quintuples (29%), sextuples, cuddruples y ftriples (17.6%), sencillas (11.7%) y dobles
(5.8%).

Cuando se observa la diversidad de la libreria encontramos que en la regién NH, la
posicion 13 fue la que tuvo un mayor niUmero de reemplazamientos en é de 24
variantes, con 6 distintos aminodcidos y es seguida por las posiciones 5y 10 siendo

sustituidas en 5 de 24 variantes, pero solo resultan en 4 diferentes aminodcidos.

En la region COOH la serina de la posicion 15 fue reemplazada en 11 de las 17
variantes, resultando en 10 diferentes aminodcidos en esta posicidn, es seguida por
las posiciones 24 y 25 que fueron sustituidas en 7 de 17 variantes, pero que muestran

6y 7 aminodcidos distintos, respectivamente.
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Tabla 11. Diversidad de la libreria. Los aminoacidos sometidos a mutagenesis se indican en negritas. La linea

vertical separa las regiones mutagenizadas. Las variantes que muestran alteraciones en el sitio Shine Dalgarno

son indicadas con asteriscos.

VI.12 Método Tat P

Desafortunadamente el método Tat P no funciond para identificar el péptido senal

silvestre o cualquiera de las variantes funcionales que aqui fueron descritas (tabla 8).

Encontramos que reemplazando un par de residuos tirosina en las posiciones 18 o 19

con varios residuos, el péptido senal resultante es entonces considerado como

“potencial péptido senal Tat”, sin un motivo Tat.
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VIl Discusiones de resultados

VII.1 Diversidad de la libreria

A pesar de ser muy pequena la muestra de variantes en pT4PAC/Sact que no
fueron sometidas a seleccion, se puede ver una diferencia con respecto a las
variantes que portan la clonacion en pT4BLA, asi vemos que el nUmero de colonias
no mutantes es menor en la libreria P4tPAC/Sac* la cual es de 12.5% comparada
con el 65.5% en la libreria pT4BLA. El nUmero de mutaciones entre las variantes
también es diferente, parece ser mdas amplio en el la libreria pT4PAC/Sac* dado que
en 3 variantes se observan mutaciones sencillas, dobles y triples, mientras que en la
libreriac pT4BLA encontramos principalmente mutaciones sencillas. Esto, puede
indicar dos cosas que no son excluyentes: la primera es que la clonaciéon en el
vector pT4BLA fue menos eficiente que en el vector pT4PAC/Sact, lo cual puede ser
sustentado por el hecho de encontrar un mayor niUmero de secuencias no mutadas

en pT4BLA; la segunda es que la presencia del gen pac confiera una seleccion

negativa para mutantes multiples.

VIl.2 Variantes aisladas al azar

Este fue el primer experimento y fue al principio tan solo para determinar que se
habia hecho bien la mutagénesis. Con éste se comprobd que efectivamente
habian mutantes y no se escogieron mds porque se pensd que podria haber algun
sesgo si se frataba de determinar por este medio la diversidad de la libreria. Al
parecer cometimos un error al no tomar algunas variantes mds, porque como
mencionamos anteriormente no tuvimos punto de comparacién, sin embargo
pudieron dar una idea sobre que si hay un sesgo, que si hay una seleccidn por el

hecho de portar el gen de PGA.
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VII.3 Variantes no funcionales

Las variantes que morian a concentraciones menores a 60 ug/ul de penicilina G,
que ya hemos dicho es el rango de resistencia de la proteina silvestre, se pudo ver
que la mayoria de estas variantes tienen deleciones y/o inserciones. Lo cual
modifica el marco de lectura y por lo tanto, modificar proteina puede perder su

funcion.

En la region NH tenemos 3 de estas variantes que no portan deleciones y/o

inserciones, que pudieron haber disminuido o perdido su funcién:

a) PSNH 4 tiene 2 sustfituciones, la primera en la arginina 6 que es
reemplazada por una metionina y la segunda sustitucidén es en la treonina 13 que
cambia por isoleucina. Probablemente la disminucién o perdida de funcidon puede
estar dada por la mutacién en la arginina 6, ya que se ha observado en frabajos
previos que cambios en en “Twin Arginine” no son permitidos, salvo que los cambios

sean por lisinas.

b) PSNH 18 también tiene 2 sustituciones, la primera se da en la citosina 11
por glutamina, es decir un cambio de un aminodcido no polar por un aminodcido
polar no cargado; y la segunda sustitucién se da en la valina 12 por una alanina,
ambos aminodcidos son no polares. Cuando comparamos con las variantes
funcionales se observa que en la posicion 11 sélo hay una sustitucidon por un
aminodcido igual, no polar; mientras que en la posicidn 12 no se observan
sustifuciones, lo cual hace pensar que estas posiciones son importantes para el

péptido senal.
c) En PSNH 20 las sustituciones estdn dadas en las posiciones 3 y 8 en la

primera se sustituye una asparagina que es un aminodcido polar no cargado por

una isoleucina que es un aminodcido no polar.
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Cuando comparamos con las variantes funcionales vemos que no hay
sustituciones, indicando que cambios en esta posicidn no pueden ser tolerados. En
la otra posicidon tfenemos un cambio de isoleucina un aminodcido no polar por una
lisina un aminodcido bdsico. Cuando se compara esta posicion con las variantes
activas vemos que las sustitucion es por glicina y triptofano, aminodcidos no polares,
lo que sugiere que esta posicion solo permite cambios por aminodcidos de la misma

familia.

Por el otro lado en la regién COOH tenemos 5 variantes que no portan deleciones

y/o inserciones y que sin embargo disminuyen o pierden su resistencia a penicilina G.

a) La primera es PSCOOH 39, con una Unica sustitucién en la posicién 16,
donde se sustituye una leucina por una glicina los dos aminodcidos no polares. Al
compararlas con las variantes funcionales tenemos que solo hay una sustitucion por
fenilalanina que es tfambién un aminodcido no polar, por lo que se deduce que en
esta posicién solo se permiten ciertos cambios y que no es facilmente sustituible

aungue sed por aminodcidos del mismo grupo.

b) Otra variante es PSCOOH 44 que porta una sustitucién en la alanina de la
posicidon 24 por una prolina ambos aminodcidos no polares, sin embargo entre las
variantes funcionales tenemos 2 con cambios en esta posicidn por histidina y valina
un aminodcido bdsico y uno no polar. Para esta posicion es dificil definir que
sustituciones son permisivas y cuales no, por lo que se deberia aumentar el nUmero
de variantes tanto las que pierden o disminuyen funcién como las que la conservan
o incrementan, para poder hacer este tipo de comparaciones y llegar a

conclusiones.

c) En COOH 47 tenemos 3 sustituciones, la primera se da en la posicién 16

de una leucina por una serina, un aminodcido no polar por un aminodcido polar no
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cargado, como ya vimos esta posicidon no permite cambios tan facimente, pues ni
siquiera acepta los miembros de su familia polar. La otra sustituciéon la tiene en la
posicion 23 donde se cambia la prolina por asparagina, es decir, un aminodcido no
polar por un polar no cargado, sin embargo esta posicibn parece que permite
cambios por aminodcidos de la misma familia no polar, lo cual se observa por la
presencia de una fenililanina en una variante funcional. La Ultima posicion sustituida
es la posicidn 24 donde se sustituye una alanina por un friptofano, ambos
correspondientes a la familia de aminodcidos no polares, mientras que cuando se
compara con las variantes funcionales se ven 2 reemplazamientos de esta alanina
por histidina que es un aminodcido polar no cargado y por una valina que es un
aminodcido no polar, podria ser que esta posicion permita algunas sustituciones vy el
hecho de que esta variante no sea funcional este dado por la accion de las ofras

sustituciones.

d) La variante PSCOOH 51 tiene una sustitucidn Unica en la posicion 24,
donde la alanina es reeplazada por tirosina, que es un aminodcido polar no
cargado, prolina y ftriptofano que son aminodcidos nopolares pero si permite
cambios por una valina que es un aminodcido no polar y por histidina que es un
aminodcido bdsico. Por lo que se insiste en una ampliacién en el nimero de
variantes a examinar, para poder distinguir que sustituciones son permitidas, ya que

con esto no es suficiente para determinarlo.

e) Finalmente de este grupo tenemos a la variante PSCOOH 53 que tiene 5
sustituciones en las posiciones 15, 16, 17, 18 y 19, la posicidn que parece ser la critica
es la 16, donde se da una sustitucidn de la leucina por cisteina, un aminodcido
igualmente no polar, pero como ya mencionamos esta posicién no es faciimente
sustituible ni siquera por miembros de la misma familia no polar. Las posiciones 15, 17,

18 y 19 parecen ser altamente sustituibles.
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VIl.4 Variantes funcionales

Cuando comparamos las secuencias de las variantes clonadas en pT4BLA vy
pPT4PAC/Sact, representadas en las tablas 11 y 8, se observa que algunas posiciones
tienen una frecuencia de reemplazamiento mucho menor en los péptidos senal
funcionales (clonados en pT4PAC/Sac*), tal es el caso de la posicion 25 donde la
leucina es sustituida por 7 aminodcidos distintos (en pPT4BLA), lo cual nos da una
frecuencia de mutacién de alrededor de 0.41. Si la posicion es irrelevante para el
péptido senal, entonces, se esperaria que 5 de las 13 variantes funcionales
(PT4PAC/Sac*) mostraran un reemplazamiento en dicha posicion, sin embargo esto
no ocurrid asi, ya que no se encontro sustitucion alguna en esta posicion entre las

variantes funcionales.

Otro caso, aunque menos evidente se ve en la posicidn 24, donde la alanina es
sustituida en 7 variantes por 5 aminodcidos distintos (en pT4BLA) y en las variantes
funcionales (pT4PAC/Sac*) solo tenemos 2 sustituciones y no 5 como se esperaria, lo
gue nos habla de que esta posicidn es importante pero que puede permitir ciertos

cambios.

Un caso mds esta dado en la posicidn 16, en la que una leucina es sustituida por 5
aminodcidos distintos (pT4BLA), pero al compararse con las variantes funcionales
(PT4PAC/Sac*) se tiene una sola sustitucion y no las 3 o 4 que se esperarian, esto mas
el hecho de que las variantes (PSCOOH 39, 47 y 53) con sustitucion en esta posicion
son disfuncionales, indican que la posicidon 16 tiene un papel importante para el

péptido senal.

También se tienen las posiciones que son altamente reemplazables, como ocurre

con la posiciéon 15, que tiene 10 sustituciones con 9 aminodcidos distintos en la
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lioreria clonada en pT4BLA y 9 sustituciones con 8 aminodcidos distintos en la libreria

clonada en pT4PAC/Sac*. En la posicidén 17, donde hay 4 sustituciones en pT4BLA y 3

en las variables funcionales (pT4PAC/Sac*). También esta la posicion 18, que tiene 5
sustituciones con 4 aminodcidos distintos en pPT4BLA y 6 sustituciones con 5
aminodcidos distintos en las variables funcionales 8 pT4PAC/Sac*). Por ultimo
tenemos las posiciones 20 y 21 donde tenemos el mismo numero de sustituciones en

los 2 vectores.

Con respecto a la regidén NH tenemos que en la libreria de pT4BLA la mayoria de
las posiciones tienen 1, 2 o 3 sustituciones, lo cual no nos permite determinar si hay o
no una diferencia entre el numero de sustituciones en las variantes funcionales. Sin
embargo en la posicion 12 se observa que tiene 5 sustituciones por 4 aminodcidos

distintos en pT4BLA y no se observa alguna sustitucion en las variantes funcionales

(pT4PAC/Sact), cuando se observaron las variantes no funcionales se enconfraron
sustituciones en esta posicién, esto puede llevarnos a pensar que la posicién juega

un papel relevante en el péptido senal, tanto asi que no se toleran cambios.

Tambien se pueden observar posiciones que son reemplazables, como ocurre con
las posiciones 13 y 7, que tienen remplazamientos por 6 y 4 aminodcidos distintos,
respectivamente en pT4BLA y en las variables funcionales (pT4PAC/Sact)

encontramos sustituciones por 3 aminodcidos en cada posicion.

Algo interesante es que en la libreria NH de variables funcionales acepta una
carga mutacional alta, comparada con la variabilidad observada en el grupo
clonado en pT4BLA. Estos resultados indican que esta parte del péptido senal puede
tolerar una alta fasa de sustituciones. Mdas del 50% de las sustituciones contienen

residuos aromaticos o glicinas.
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Tabla 12. Muestra en la parte superior las secuencias de las cepas que no son funcionales y en la parte inferior
las secuencias de las cepas que son funcionales. Observamos posiciones que son altamente sustituibles y

posiciones que no permiten cambios.

VII.5 Expresion y niveles de actividad de PAC

La actividad especifica de PGA es aumentada de 3 a 4 veces en la mayoria de
las variantes funcionales de la libreria COOH, indicando que el niumero de
sustituciones en esta regidn da un aumento en el nivel de secrecion de PGA.
Mientras que en las variantes funcionales de la libreric NH el aumento de la
actividad especifica es menor, la mayoria de las variantes estan en el rango de
actividad de la proteina silvestre y el doble, salvo 3 variantes que llegan a tener el

triple.
Como se esperabal los niveles de actividad enzimdatica correlaciona con los niveles

de expresion que fueron estimados por medio de andlisis densitométricos del

western blof.
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VIL.é Elsitio Shine Dalgarno

Finaimente se debe mencionar que en aquellas variantes en las cuales se
encontraron alteraciones en el sitio Shine Daldgarno se observé una mayor
resistencia a concentraciones de penicilina G, este aunmento en la resistencia se vié
disminuido cuando se les corrigid el sitio Shine Dalgarno por medio de una
reclonacion, esto se puede observar en la tabla 9. Este suceso nos indica que al
recorrer el sitio Shine Dalgarno de 7 a 9 posiciones se aumenta el nivel de tfraduccion

de la proteina, debido probablemente a un aumento en la afinidad a ribosomas.

VI.7 Método Tat P

Sabemos que el péptido senal de PGA es un péptido senal Tat. Porque Tat P no lo
reconoce es una buena pregunta. Y si no reconoce el péptido senal silvestre

enfonces, no debe sorprender que no reconozca a los de las variantes funcionales.

Esto puede responderse con el hecho de que al modificarse los residuos tirosina
por diferentes residuos se le confiera el cardcter de “potencial péptido senal Tat”,
esta prediccién positiva puede deberse a que presentan una regidon central menos
hidrofébica que los clasicos péptidos senal. Entonces Tat P no reconoce el motivo
“Twin Arginine” en estas secuencias, sino el centro hidrofébico y el péptido senal de
la enzima silvestre y de las variantes funcionales no son reconocidos por la ausencia

del “twin Arginine” y la hidrofobicidad de la region central.
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VIlIl Conclusiones

La metodologia de mutagénesis por coddn nos permitid crear librerias con un alto
nUmero de sustituciones, permitiendo un amplio andlisis en el espacio de secuencia

del péptido senal de penicilina G acilasa.

Se generaron péptidos senal que aumentan la secrecion de hasta 3 o 4 veces la
actividad de la enzima silvestre. Siendo las de una mayor ganancia de funcion las

variantes cuyos reemplazamientos se dan en la region carboxilo.

Se determind que hay aminodcidos que son liboremente reemplazables, porque al
sustituirse no afectan la funcion de la proteina, ya que estas sustituciones se pueden
observar en las variantes funcionales, tal es el caso de las posiciones 15, 17, 18, 19,
20, 21 y 22.

También se determind que hay posiciones que solamente permiten ciertos
reemplazamientos, esto ocurre en las posiciones 8,11, 14 y 23, que permiten
sustituciones por miembros de su misma familia de aminodcidos, ya que se
encuentran sustituciones de miembros de su misma familia de aminodcidos en
variantes funcionales, mientras que enftre las variantes no funcionales se encuentran

cambios por miembros de otras familias.

Ofras posiciones que al parecer no permiten reemplazamientos, como ocurre con
las posiciones 12 y 25, las cuales se vid que si fueron sustituidas al ver la libreria en
PT4BLA, pero que al ver las variantes funcionales no habian sustituciones y al
comparar con las no funcionales se encontraba que presentaban sustituciones.
Ademds, encontramos las argininas en las posiciones 4 y 6, que forman el motivo

“Twin Arginine"”, que como se sabe sélo puede ser sustituida una por lisina.

Finalmente tenemos que el recorrer el sitio Shine Dalgarno de 7 a 9 nucledtidos da

un aumento en el nivel de fraduccidn de la enzima.
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IX Perspectivas

Este fue un gran trabgjo, sin embargo un aumento en el nimero de
variantes para cada grupo: variantes no funcionales, variantes funcionales y
diversidad de la libreria, parece ser necesario. Ya que explorar mds estos
bancos puede dar mds informacién Se propone como minimo el triple de las
variantes analizadas en el caso de la libreria COOH y un nUmero mucho

mayor para la libreria NH.

Por otro lado, para lograr determinar si los péptidos senal funcionales son
péptidos senal de Tat, se propone tfransformalos en una cepa que contenga
suprimido el sistema de transporte Tat, como es el caso de la cepa JARVI1S,
que tiene una delecién en Tat A y Tat E. Determinar entonces, si estas
variantes ahora tienen o no la actividad de penicilina G acilasa, si tienen
actividad de penicilina G acilasa, indicaria que el péptido senal no utiliza el
sistema de tranporte Tat para secretar a la proteina madura hacia
periplasma. Pero, si no tiene dicha actividad es porque la proteina no es
traslocada a periplasma y no es madura, por tanto no es activa, entonces, el

péptido senal es transportado por via Tat.
Finalmente, buscar la manera de llevar la produccién a gran escala de una

o varias de las mutantes, por medio de su crecimiento en un birreactor que

tenga las condiciones idéneas para el crecimiento de la cepa.
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Secretion of Escherichia coli penicillin acylase was improved by codon-based random mutagenesis of its
signal peptide. The mutagenesis technology was applied to the gene region coding for positions Lys2 to Thrl3
(N half) and Alal4 to Leu25 (C half) of the signal peptide. Protein secretion was higher in several signal
peptide variants (up to fourfold with respect to the wild-type value).

Penicillin acylase (PAC) from Escherichia coli is an impor-
tant enzyme for the production of semisynthetic antibiotics.
PAC is synthesized in the bacterial cytoplasm as a precursor
containing an N-terminal signal peptide, an «-subunit, a con-
nector peptide and a B-subunit. Once the cytoplasmic precur-
sor is translocated to the periplasm, the signal peptide is re-
moved and the periplasmic precursor is processed by various
autoproteolytic reactions (9) into the mature heterodimeric,
secreted protein. Much work has been done to improve tran-
scriptional (4), translational (4), and posttranslational (7, 13)
steps to enhance the production of penicillin acylase. lgnatova
and coworkers (8) recently demonstrated that the PAC signal
peptide, which does not contain a typical twin-arginine motif,
could still target the precursor protein to the twin-arginine
transporter (Tat) system (3, 12). We previously reported a
selection system based on penicillin G (PenG) resistance which
requires a functional PAC in the bacterial periplasm (6). Ex-
ploiting this selection system, we aimed to optimize the leader
peptide of PAC with the purpose of improving translocation.
Optimization was performed by a codon-based mutational ap-
proach using the whole signal peptide. The results could be
helpful for identifying functional residues and, most impor-
tantly, finding signal peptide variants that improve the secre-
tion rate of this industrial enzyme.

The pac gene from E. coli ATCC 11105 was obtained by
PCR amplification with oligonucleotides designed to add Ndel
and Xhol restriction sites at the start and stop codons, respec-
tively, and cloned into vector pT4Bla (11) (Km") to produce
pT4BlaPAC (see Fig. 53 in the supplemental material ). A new
Sacl restriction site at the positions coding for Ser3 and Serd of
the mature enzyme was introduced by site-directed mutagen-
esis to produce plasmid pT4BlaPACSac (Fig. S3). For random-
ization, the pac gene region coding for the signal peptide was
divided into two segments: the region coding for positions Lys2
to Thrl3 was mutagenized under nonsaturating conditions by
spiking each of the wild-type codons with a mixture of 20

* Corresponding author. Mailing address: Instituto de Biotecnolo-
gia/UNAM, Av. Universidad 2001, Col. Chamilpa, 62210 Cuernavaca,
Morelos, México. Phone: (52) (777) 329 1605, Fax: (52) (777) 317
2388, E-mail: joel@ibt.unam.mx.

T Supplemental material for this article may be found at hrtp://aesm
.asm.org/.
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codons (Table 1: see also Fig. S1), to produce the N-half
library. The pac region coding for positions Alal4 to Leu25
was mutagenized similarly, but in this case a mixture of 20
anticodons was used (Table 1; see also Fig. 51) to produce the
C-half library. Oligonucleotide synthesis conditions are briefly
described below. Duplexes of the randomized regions were
generated by extension of 500 pmol of complementary primer
over 500 pmol of mutagenic oligonucleotide using the Klenow
fragment of DNA polymerase I (Fig. 52).

For all experiments, around 40 pmol of the double-stranded
and double-digested mutagenic DNA fragment was ligated to
2 pmol of the pT4BlaPACSac cloning vector using T4 DNA
ligase (Fig. S4). The recombinant plasmids were electropo-
rated into E. coli XL1-Blue cells already transformed with the
pACYC184 vector containing a f-amino penicillanic acid (6-
APA)-specific B-lactamase (6). The transformants were spread
on plates containing kanamycin, chloramphenicol, and increas-
ing amounts of PenG (concentrations ranging from 60 pg to
120 pg per ml of culture media). Plasmid DNA from bacterial
colonies was purified, and the pac gene coding for the signal
peptide was sequenced.

In additional experiments, designed to assess the variability
of the libraries, the mutant duplexes were cloned into an empty
pT4Bla vector at the Ndel and Sacl restriction sites (Fig. 54).
The resultant recombinant plasmids were used to transform E.
coli XL1-Blue cells, and some clones were randomly selected
to isolate plasmids for nucleotide sequence analysis.

For protein detection (Western) experiments, a decapeptide
tag (NH-Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser-COOH)
was added to the end of the p domain of all resulting functional
clones (22 clones). The decapeptide tag was added to each
clone by replacing a Bglll/Xhol fragment containing the final
913 nucleotides of the pac gene with a similar DNA fragment
also encoding the tag (Fig. 55). The decapeptide tag is specif-
ically recognized by the monoclonal antibody 12Ca5 (1. A.
Wilson, TSRI, San Diego, CA). All final constructs were ver-
ified by DNA sequencing.

E. coli XL1-Blue was transformed by electroporation with
the different expression plasmids and grown overnight with
agitation at 30°C in 5 ml of LB medium containing kanamycin.
Before the cells were harvested by centrifugation, the optical
density at 600 nm (ODgya) of the cultures was measured and
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TABLE 1. List of trinucleotides prepared for codon and
anticodon mutagenesis®

)

P
| B
Y

B

AT
£

=

A

Amino acid corresponding to:

By

FTP (B,B:B;)
Codon Anticodon

ANA Lys Phe
AAC Asn Val
ACC Thr Gly
AGC Ser

ATA Tyr
ATC lle Asp
ATG Met His
CAG Gln Leu
CAT His Met
CCA Trp
CCG Pro

CGC Arg Ala
CGG Pro
CTG Leu Gln
GAA Glu

GAT Asp Ile
GCA Cys
GCG Ala Arg
GCT Ser
GGT Gly Thr
GTT WVal Asn
TAT Tyr

TGC Cys

TGG Trp

TTC Glu
TTT Phe Lys

# List of Fmoc-protected trinucleotide phosphoramidites (FTPs) used to as-
semble the wo mutagenic oligonucleotides reported in this study. The sense
mutagenic oligonucleotide (AGG AGG CAT ATG AAA AAT CGC AAT CGT
ATGATC GTG AAC TGT GTTACT GCT TCC CTG ATG) was assembled using
an equimolar pool of the trinuceotides with entries in the “codon™ column;
codons in bold were subjected to partial mutagenesis. The antisense mutagenic
oligonucleotide (AT CTC ACT TGA GCT CTG CTC AGC CAG TGO AGG
TAA GCT CCA ATA ATA CAT CAG GGA AGC AGT AAC ACA GTT C) was
assembled using an equimolar pool of the trinucleotides with entries in the
“anticodon™ column; codons in bold were subjected to partial mutagenesis. The
basic structure of FTPs is shown above the table.

the cell pellets were resuspended in 50 mM phosphate-butf-
ered saline (PBS) with the appropriate volume (around 500 )
in order to normalize all samples to the same ODgy,. The
resuspended cell pellets were disrupted by sonication, and total

ArrL. Envirow. MicroBioL.

and soluble (collected by centrifugation ) protein fractions were
taken.

Western blotting was performed according to published pro-
cedures (14). Bovine serum albumin (3%) in PBS was used to
block nonspecific sites in the nitrocellulose paper. The PAC
band was revealed using an anti-mouse immunoglobulin alka-
line phosphatase-conjugated secondary antibody and ready-to-
use alkaline phosphatase liquid substrate system for mem-
branes from Sigma (St. Louis, MO). Finally, PAC specific
activity assays using total soluble protein extracts were deter-
mined under substrate saturation conditions (PenG final con-
centration, 2%) by the paradimethyl amino-benzaldehyde
method (1).

Codon-based random amino acid substitutions in the PAC
signal peptide. Six Fmoc-protected trinuclentide phosphora-
midites with the sequences ATA, CCA, CGG, GCA, GCT, and
TTC were chemically synthesized as described by Yanez and
coworkers (15). These trinucleotides and the 20 compounds
previously described (15) are enough to prepare two muta-
genic pools corresponding to 20 codons and 20 anticodons, as
seen in Table 1. Each mixture can be used to modify DNA
segments of either the coding or the noncoding strand, respec-
tively, and still encode all natural amino acids. Fmoc-protected
trinucleotide phosphoramidites are valuable, unique reagents
that can be substoichiometrically incorporated during the or-
dinary assembly of oligonucleotides to produce libraries of
mutagenic oligonucleotides containing wild-type and mutant
codons interspersed. The Fmoc-trinucleotide approach elimi-
nates codon redundancy as well as stop codons and allows the
production of libraries of mutant proteins containing few
amino acid replacements in a target region comprising several
residues. The method has been thoroughly described else-
where (6a).

For the present study, two mutagenic oligonucleotides were
assembled to explore mutations along the complete pac signal
peptide. The oligonucleotide with the sequence 53'-AGG AGG
CAT ATG AAA AAT CGC AAT CGT ATG ATC GTG AAC
TGT GTT ACT GCT TCC CTG ATG-3', encoding amino
acids 2 to 13, was assembled using the pool of trinucleotides
corresponding to codons. The codons subjected to replace-
ment are those in bold. The total concentration of the muta-
genic pool was 4 mM, and all their components were equimolar,
yielding an average mutagenesis rate of 0.15 per substituted
codon. The oligonucleotide with the sequence 5'-AT CTC
ACT TGA GCT CTG CTC AGC CAG TGC AGG TAA GCT
CCA ATA ATA CAT CAG GGA AGC AGT AAC ACA GTT
C-3', encoding amino acids 14 to 25, was assembled using the
pool of trinucleotides corresponding to anticodons. For this
oligonucleotide, the codons in bold were subjected to replace-
ment using a higher mutagenic pool concentration (& mM) to
yield on average a mutagenesis rate of (.3 per codon. Thus,
different mutagenesis rates were designed for each oligonucle-
otide to induce fewer amino acid changes in the N-half region
and several more changes in the C-half region of the signal
peptide. Finally, the wild-type pac gene coding for the signal
peptide was replaced with a cassette coding for a library of
mutagenized signal peptides (see Fig. S2 to 54 for details about
the procedures). Libraries containing approximately 107 differ-
ent members were obtained.
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TABLE 2. Library diversity

Amino acid at position®:

Wariant(s)
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? Undesigned modifications (mostly single nucleotide deletions, not shown) occurred at positions marked with an asterisk; the segments of sequence that do
correspond to the design are shown properly aligned. The mutagenized regions are the regions from position 2 to 13 and from position 14 to 25, The amino acids are

designated by the single-letter nomenclature.,

Library diversity. Data in Table 2 show the variability that
resulted from the two different mutagenic strategies. The N-
half region contained mostly nonmutagenized signal peptides
(34 of 58 randomly chosen variants; data not shown). The
observed mutagenesis rate for this experiment (0.047) was
lower than the theoretical (0.15). In contrast, we did not find a
wild-type signal peptide within the randomly chosen set of
C-half variants (17 clones). The actual mutagenesis rate for
this experiment (0.33) was close to the theoretical (0.3). For
these experiments, the mutagenic duplexes were cloned in a
vector not containing the penicillin acylase gene, such that the

variability obtained is free from the known bacterial detrimen-
tal effects caused by penicillin acylase gene expression (13). It
is important to note the high mutation rate that resulted in the
C-half region. For instance, serine at position 15 was replaced
in 11 of 17 randomly selected variants, resulting in 10 different
amino acids at this position. This sequence space exploration is
possible only by codon-based mutagenic methods such as the
one we describe here.

PAC selection system. To identify functional signal peptides
present in the libraries, we used our previously reported PAC
selection system (6). Briefly, the selection system works as

TABLE 3. Functional variants

Amino acid at position®:

Wariant(s)

3 4 5 6 7 8 9 W 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
WT M KN R NR MI VvV N CVTAS L1 MY Y W S5 L P AL A
1,10 F v v P H
2,11 R W I K F G
3,12 VoW K W G M W W G
4,13 ¥V N G b g A N E
5,14 L G I G A
6,15 G Cc 5
7,16 N T
8,17 S G 1 M L N W Y
9,18 F G C N
19 v L
20 F Q
21 G L F L I o v
22 G b

“The mutagenized regions are the regions from position 2 to 13 and from position 14 to 25. The amino acids are designated by the single-letter nomenclature.
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FIG. 1. Relative PAC activities of the N-half variants. The expres-
sion level of the respective variant is shown above each bar. PAC
wild-type specific activity of 30 pg of 6-APA produced per 100 pg of
total soluble protein was taken as 1. Numbers inside the bars identify
the variant as described in Table 3.

follows. Any functional signal peptide able to translocate PAC
to the periplasm will confer resistance to PenG because the
6-APA formed as a result of hydrolysis of PenG by PAC is then
degraded by a 6-APA-specific B-lactamase expressed in the
bacterial cell using a compatible plasmid. Colonies are then
selected on plates containing PenG. To select for improved
signal peptides, we used plates containing PenG at concentra-
tions above the level conferred by the wild-type signal peptide
(around 60 pg/ml of PenG in the expression system described
here).

PAC leader peptide functional variants. From the data in
Table 2 and Table 3, we show that some amino acid positions
have a very low replacement frequency among the functional
signal peptides. For instance, according to Table 2, leucine at
position 25 has a mutation frequency of around 0.35 (6 clones
out of 17 showed a replacement at position 25). The 13 func-
tional variants described in Table 3 for the C-half region re-
sulted from plating approximately 50,000 colonies. If the
amino acid at position 25 is irrelevant for the signal peptide
function, the expectation would be that 4 out of 13 functional
clones will show a replacement at this position. This was clearly
not the case. Similar analyses for every position suggest that
positions 14, 15, and 17 to 22 are freely replaceable residues.
The mutation frequency observed for the C-half library (0.33;
see above) and the small number of variants rescued during
selection (13 clones [Table 3]) strongly suggest that we get only
a fraction of the potential functional clones. A library size of
several million different variants will be required to sample all
the possible single-, double-, and triple-mutant combinations
in our library. In contrast, in the N-half library, the low muta-
tion frequency (0.047; see above) and the small number of
colonies that were subjected to the selection system (around
50,0000 colonies) make it impossible to reach similar conclu-
sions. However, 1t is interesting that the N-half functional
clones accepted a higher mutational load (8 out of 9 selected
clones are at least double mutants) compared with the vari-
ability observed within the nonselected group (around 60% of
the clones are single mutants [Table 2]). This result indicates
that this part of the signal peptide could tolerate a high sub-
stitution rate. However, more than 50% of the replacements in
the N-half functional variants contained aromatic or glycine
residues. Unexpectedly, one of the best signal peptides from
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FIG. 2. Relative PAC activities of the C-half variants. The expres-
sion level of the respective variant is shown above each bar. PAC
wild-type specific activity of 30 pg of 6-APA produced per 100 pg of
total soluble protein was taken as 1. Numbers inside the bars identify
the variant as described in Table 3.

this library contains a phenylalanine in the N region {Table 3,
clone 9).

Recently, a method (called TatP) to predict twin-arginine
signal peptides was described (2). TatP was designed to poten-
tially predict variant Tat signal peptides not containing the
consensus twin-arginine motif (Ser/Thr Arg Arg X Phe Leu
Lys). Unfortunately, TatP was unsuccessful in identifying the
wild-type signal peptide or any of the functional variants de-
scribed herein as a twin-arginine signal peptide. However, we
found that by replacing a pair of tyrosine residues at positions
18 and 19 with several different residues, the resultant signal
peptide was considered a “potential Tat signal peptide” with-
out a Tat motif. TatP positive prediction of these modified
PAC signal peptides could be due to the fact that Tat signal
peptides present a less hydrophobic central region than classi-
cal signal peptides (5). Further experimental work is needed to
find if the identified “potential Tat signal peptides™ are able to
secrete the enzyme through the Tat system.

PAC expression and activity levels. Due to the stringency of
the selection step, we were able to isolate mainly gain-of-
function signal peptide variants (Fig. 1 and 2). The three- to
fourfold enhancement in the specific PAC activity shown by
almost all of the C-half variants (Fig. 1) indicates that a num-
ber of substitutions in this region make a larger improvement
in the PAC secretion level than mutations in the N-half region
(Fig. 2). As expected, the measured enzyme activity levels
compared very well with the quantified expression levels of
secreted protein (as estimated by densitometric analysis of the
Western experiments).

In conclusion, a codon-based mutagenesis method allowed
us to make a leader peptide engineering effort to improve PAC
secretion to the bacterial periplasm. The best gain-of-function
leader peptides obtained included replacements in residues
from the C-half region of the signal peptide.

We thank Eugenio Lopez. Santiago Becerra and Jorge Yinez for the
oligonucleotide synthesis and DNA sequencing and Filiberto Sdnchez
for technical support. We are indebted to Francisco Barona-Gomez,
Humberto Flores, and the anonymous reviewers for suggestions for
improving the manuscript.
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