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TESIS: DISENO Y CONSTRUCCION DE CEPAS DE Bacillus subtilis
SOBREPRODUCTORAS DE PROTEINAS HETEROLOGAS

ABSTRACT

The aprE gene of Bacillus subiilis codes for the mavor alkaline protease known as
subtilisin. It is expressed during the transition state and transcribed by the o form of the
RNA polymcerase (RNAP). Although the basic and applicd imponance of the apr£ genc is
widely accepted. and its Transcription Initiation Site (TIS) has been determined. there is
no clear description of its promoter scquence.  Part of this work was involved in the
characterization of the regulatory region of the aprE gene (rraprf) from B. subtilis. By
computer analysis and site-dirccted . mutagenesis. we localized the apr£ promoter
sequence scven base pairs (bp) upstream from its TIS. The promoter sequence functional
in vivo is: TACTAA——17 bp—TACAAT, at Icast under the growth conditions assaved in
this study. We also characterized the static curvature properties of the rraprE DNA and
found two different arcas of DNA-bending. within the first four hundred bp upstream of
its TI1S. They arc located beside DegU-binding site (around 100 and 200 bp upstrcam the
aprE TI1S). We postulate that these particular curved DNA regions could play a role in the
interaction with some regulatory proteins and discuss possible implications rclated to

aprf£ transcription regulation.

We evaluated the effect of several genetic factors that had been reported to play a
role in the expression of recombinant protcin in B. swubrlis. We have utilized the B-
galactosidase reporter protein from Escherichia coli as our model for the overproduction
of heterologous proteins in B. suhbiilis. The lacZ gene was expressed using the regulatory
region of the aprf gene. The uprE expression is highly controlled by negative and
positive regulators. Our cfforts were focused to improve factors that modulate the

transcription and translation initiation rates. genctic and mRN A stability and the effect of
specific genetic backgrounds such as degl 52 and Apr2. that until now. had been studied
independently in the construction of protein overproducer strains of 8. swbulis. The most

significant result corresponded to the change of the native -35 promoter box to the
consensus TTGACA sequence. This modification yviclded an increasc of 100-fold the 3-
Gal activity. in rclation to the strain considered as the wild type. Interestingly. this new
aprE promoter still responded to temporal regulation as the one observed in the wild type
aprE promoter: therefore. its expression begins at the onscet of the transition state.
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TESIS: DISENO Y CONSTRUCCION DE CEPAS DE Bacillus subtilis
SOBREPRODUCTORAS DE PROTEINAS HETEROLOGAS

RESUMEN

El gen apr& de Bacillus subrilis codifica para la protcasa alcalina mayoritaria conocida como
subtilisina. Esta enzima se¢ expresa durante ¢l estado de transicion v es transcrito por el factor o?
de la RNA polimerasa (RNAP). Pese a que la importancia basica v aplicada del gen aprf& cs
ampliamente aceptada. v quc su sitio de inicio de la transcripcion (SIT) ha sido determinado. no
habia una descripcion clara de su secuencia promotora. Parte de cste trabajo se enfoco cn la
caracterizacion de Ia regidn de regulacion del gen aprE (rraprE) de B. subitlis. Mediante analisis
de computo vy mutagénesis sitto dirigida. localizamos la sccuencia promotora de apr£E a sicte
pares de bases (pb) hacia arriba su SIT. La sccuencia promotora funcional i1 vive ¢s:
TACTAA— 17 pb —TACAAT. bajo las condiciones ensavadas on este estudio. Asi mismo.
caractcrizamos las propicdades de curvatura estitica del DNA en g rrapr£E »v encontramos dos
regiones de DNA-curvo dentro de las primerds cuatrocientos pb hacia arriba de su SIT.
localizdandosc a los lados de la sccuencia de unidon de la proteina DeglU (alrededor de —100 y» =200
pb cn relacion al S1T). Postulamos que estas regiones de DN A curveadas podrian jugar un papel
cn la interaccion con algunas protcinas reguladoras v discutimos las posibles implicaciones

rclacionadas con la regulacion de la transcripcion de aprk£,

Por otra partc, cvaluamos ¢l efecto de algunos factores genéticos que han sido reportados en la
induccidon de la expresion de proteinas recombinantes cn 8. suhrilis. Utilizamos a la proteina
reportera B-galactosidasa como nucstro modelo para la sobreproduccion de protcinas heterdlogas
en B. subtilis. El gen lacZ fue expresado usando la regién de regulacidon del gen aprE. La
expresion de gprf£ es altamente controlada por reguladores tanto negativos como  positivos.
Nuestros csfucrzes fucron dirigidos hacia factores que modulan la tasa de iniciacion de la
transcripeion y la traduccidén. la estabilidad del material genctico » del mRNA, ¢l cfecto de
fondos gencéticos especificos tales como Jegl 32 and /i1 que hasta cherza, han sido estudiados
de manera independiente en la construccion de cepas sobreproductoras de proteinas de B, subtilis.
Dc los factores analizados. ¢l cambio mas importante correspondié a la formacion de la caja -35
conscnso de los promotores dependientes de o™ en la rrapr£. Este cambio produjo un incremento
dc 100 veces la actividad con respecto a la cepa considerada como silvestre. Es de importancia
destacar quc la regulacion de esta nueva cepa cs similar a 1a que Heva ¢l promotor aprk£ silvestre:
cs decir. su expresidén sc presenta al inicio de la fasc de transicion.
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I.1 RESUMEN



El gen aprE de Bacillus subtilis codifica para la proteasa alcalina mayoritaria conocida
como subtilisina. Esta enzima se expresa durante el estado de transicién y es transcrito por el
factor 0" de la RNA polimerasa (RNAP). Pese a que la importancia basica y aplicada del gen
aprE es ampliamente aceptada, v que su sitio de inicio de la transcripcién (SIT) ha sido
determinado, no habia una descripcion clara de su secuencia promotora. Parte de este trabajo
se enfocod en la caracterizacion de la region de regulacion del gen aprE (rraprE) de B. subtilis.
Mediante analisis de cOmputo y mutagénesis sitio dirigida, localizamos la secuencia
promotora de aprE a siete pares de bases (pb) hacia arriba su SIT. La secuencia promotora
funcional in vivo es: TACTAA— 17 pb —TACAAT, bajo las condiciones ensayadas en este
estudio. Asi mismo, caracterizamos las propiedades de curvarura estitica del DNA en la
rraprE y encontramos dos regiones de DNA-curvo dentro de las primeras cuatrocientos pb
hacia arriba de su SIT, localizandose a los lados de 1a secuencia de union de la proteina DegU
(alrededor de —100 y —200 pb en relacién al SIT). Postulamos que estas regiones de DNA
curveadas podrian jugar un papel en la interaccidn con algunas proteinas reguladoras y
discutimos las posibles implicaciones relacionadas con la regulacion de la transcripcion de
aprE (Jan er al. 2000).

Por otra parte, evaluamos el efecto de algunos factores genéticos que han sido
reportados en la induccién de la expresion de proteinas recombinantes en B. subtrilis.
Utilizamos a la proteina reportera pB-galactosidasa como nuestro modelo para la
sobreproduccion de proteinas heterdlogas en B, subtilis. El gen lacZ fue expresado usando la
region de regulacion del gen aprE. La expresion de aprE es altamente controlada por
reguladores tanto negativos como positivos. Nuestros esfuerzos fueron dirigidos hacia factores
que modulan la tasa de iniciacion de la transcripcion y la traduccién, la estabilidad del
material genético y del mRNA, el efecto de fondos genéticos especificos tales como deglU32
and Apr2:. que hasta ahora. han sido estudiados de manera independiente en la construccion de
cepas sobreproductoras de proteinas de B. subrilis. De los factores analizados, el cambio mas
imporntante correspondié a la formacion de la caja -35 consenso de los promotores
dependientes de ¢" en la rraprE. Este cambio produjo un incremento de 100 veces la actividad

con respecto a la cepa considerada como silvestre. Es de importancia destacar que la
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regulacién de esta nueva cepa es similar a la que lleva el promotor gpr£ silvestre; es decir, su

expresion se presenta al inicio de la fase de transicién (Jan er al. sometido).



1.2 ABSTRACT



The aprE gene of Bacillus subtilis codes tor the mayor alkaline protease known as
subtilisin. It is expressed during the transition state and transcribed by the ¢* form of the RNA
polymerase (RNAP). Although the basic and applied importance of the aprf£ gene is widely
accepted, and its Transcription Initiation Site (TIS) has been determined., there is no clear
description of its promoter sequence. Part of this work was involved in the characterization of
the regulatory region of the apr£ gene (rraprf) from B. subtilis. By computer analysis and
site-directed mutagenesis. we localized the apr£ promoter sequence seven base pairs (bp)
upstream from its TIS. The promoter sequence  tunctional in vivo ist TACTAA—17 bp—
TACAAT, at least under the growth conditions assayed in this study. We also characterized
the static curvature properties of the rrapr£ DNA and tound two different areas of DNA-
bending, within the tirst four hundred bp upstream of its TIS. They are located beside DegU-
binding site (around 100 and 200 bp upstream the apr£& TIS). We postulate that these
particular curved DNA regions could play a role in the interaction with some regulatory
proteins and discuss possible implications related to aprE transcription regulation (Jan et al.
2000).

We evaluated the effect of several genetic factors that had been reported to play a role
in the expression of recombinant protein in B. subtilis. We have utilized the B-galactosidase
reporter protein from Escherichia coli as our model for the overproduction of heterologous
proteins in B. subtilis. The lacZ gene was expressed using the regulatory region of the aprf
gene. The apr£ expression is highly controlled by negative and positive regulators. Our
efforts were focused to improve factors that modulate the transcription and translation
initiation rates, genetic and mRNA stability and the effect of specific genetic backgrounds
such as degl/32 and Apr2. that until now, had been studied independently in the construction
of protein overproducer strains of 8. subtilis. The most significant result corresponded to the
change of the native -35 promoter box to the consensus TTGACA sequence. This
modification yiclded an increase of 100-fold the PB-Gal activity, in relation to the strain
considered as the wild type. Interestingly, this new aprE promoter still responded to temporal
regulation as the one observed in the wild type aprf promoter; therefore, its expression begins

at the onset of the transition state (Jan ez al. sumitted).



II INTRODUCCION



1.1 Bacillus subtilis en la produccién de proteinas recombinantes

Durante las dos décadas pasadas, la investigacién basada en tecnologia de DNA
recombinante ha permitido el desarrollo de una variedad de productos con aplicaciones tan
diversas como el tratamiento de cancer o la produccion de detergentes bioldgicos (Glick y
Pasternak, 1994). La mayoria de estos productos han sido obtenidos a través de sistemas de

expresion genédtica, como consecuencia, la optimizacion y estudio de dichos sistemas ha

tenido importantes avances.

Diversos sistemas hospederos han sido empleados en la produccion de proteinas y de

metabolitos de interés e incluyen el empleo de fagos, bacterias, levaduras, plantas, hongos,

insectos y células de mamifero en cultivo (Marino, 1989). Cada uno de estos sistemas

representa caracteristicas especiales, por lo que la selecciéon de alguno de ellos requiere
evaluar las ventajas y desventajas de un sistema sobre otro. En ocasiones la decision se
encuentra sujeta a consideraciones de indole econdmica, principalmente en la seleccion del

proceso y disefio, requerimientos en equipo, instalaciones y personal (Ver Tabla 1).

De manera general, cuando se inicie la produccion de cualquier proteina recombinante
se consideran algunas cuestiones tales como la selecciéon del microorganismo huésped y del

sisterna de expresion a utilizar. Ademas. se deben tomar en cuenta caracteristicas relacionadas

con el crecimiento del microorganismo hospedero y aquéllas vinculadas con la proteina de

interés, como son: integridad biolégica, grado de pureza, cantidad de proteina que se obtiene,
posibles efectos tdxicos para la célula huésped, localizacion del producto (intracelular o

extracelular) y finalmente. la posibilidad de modificaciones post-traduccionales.

De los microorganismos utilizados a nivel industrial, algunas especies del género
Bacillus son un grupo de hospederos particulanmente atractivos para la sintesis de cantidades
abundantes de proteinas heterdlogas; convirtiéndolo en uno de los géneros mas valiosos para
la industria biotecnoldgica (Ferrari er al., 1993; Harwood, 1992; Zukowski, 1992).



Tabla 1 Diferentes hospederos para la produccién de proteinas de interés comercial

Sistema hospedero

Ventaja

Desventaja

Escherichia coli
(Bacteria)

Bacillus subtilis
(Bacteria)

Saccharomyces
cervisiae
(Levadura)

Ampha vanedad de vectores de clonacion
Expresion gendética facil de controlar

Experiencia en ¢l darea de fermentaciones; ha
sido utilizada ampliamente para la produccién
de proteinas recombinantes y de metabolitos de
interés

Bacteria grado GRAS (Generalmente
reconocida como segura por la FDA de los
Estados Unidos)

Una de las bacteria mas estudiadas, después de
E. coli

Secreta proteinas  al  medio  de

cultivo,
facilitando su purificacién

B. subtilis ha sido utilizado para la produccion
de proteinas de interés comercial, por lo que
existe experiencia en el idrea de fermentaciones.
Vectores de clonacion disponibles

Crecimiento rapido

Organismo considerado como GRAS

Los paramewtos para la obtencién de productos
de

interés a gran escala ya han sido
establecidos
Las fermentaciones de levaduras  son

relativamente baratas

Este sistema permite la glicosilacion y la
formacién de puentes disulfuro

No cs una bacteria grado GRAS

Las bactenas
posecen alto
endotoxinas

Gram-ncgativas
contenido de

Las proteinas se agregan como
cuerpos de inclusion cuando son
sobreexpresadas: haciendo mas
dificil su purificacién y
disminuyendo su actividad
biologica

La protcina recombinante no sufre
modificaciones post-traduccionales

La protcina recombinante no sufre
modificaciones post-traduccionales

La actividad biologica e
inmunogénica de la proteina
recombinante puede diferir de la
proteina natural

B. subrilis produce proteasas que
podrian interferir con la integridad
de la proteina recombinante

Genética poco entendida

El control de la expresion genética
no es facil

La manipulacién genética de los
plasmidos de levadura es dificil

Pocos vectores de clonacién son
disponibles




Aspergillus sp
(Hongo)

Células cultivadas
de insecto
Vector Baculovirus

Células de
mamifero

Solo el 0.5% dc las proteinas de levadura
nativa son secretadas.  simplificando el
aislamiento de los productos recombinantes
secretados

Exite experiencia en ¢l drea de fermentaciones
hongos

empleando como hospedero
filamentosos
Costos reducidos para ¢l crecimiento  del

organismo

Es fuente natural de muchas enzimas y en
algunos casos secreta las proteinas al medio de

cultivo

Posee mecanismos para procesar proteinas de
origen cucariotico

Sistema seguro, ya que pocos artrépodos son
utilizados como su hospedero

Las propicdades funcionales y antigénicas de
los productos recombinantes difieren muy poco

de los naturales

La infeccidén viral de las células cultivadas
detiene la produccion de la proteina del
hospedero, pero ¢l gen heterdloge es expresado
a altas concentraciones

Actividad bioldgica similar a la proteina

natural

Los vectores de expresion de mamiferos estin
comercialmente disponibles

La glicosilacion de levaduras no es
idéntica a la de mamiferos
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Dentro de sus caracteristicas mas destacadas de 8. subrilis, se encuentra su capacidad

para crecer a altas temperaturas, 1a ausencia de productos t6xicos y su habilidad para producir
y secretar grandes cantidades de proteinas. Sin embargo, al igual que otros procaridtes, las
bacterias de este género no son capaces de glicosilar proteinas y consecuentemente no pueden
producir proteinas funcionales de origen eucariético (Harwood 1992). El género PRacillus

constituye uno de los grupos mas diversos de bacterias Gram-positivas, entre los cuales se



encuentran microorganismos aerobios, aerobios facultativos y anaerobios. Tienen una
morfologia tipo barra y son formadoras de esporas (Priest, 1993). Estas esporas pueden
sobrevivir mucho tiempo, ya que son resistentes al calor, a la luz ultravioleta, la desecacién y

a solventes organicos (Slepecky, 1992).

Uno de los miembros mas estudiados del género Bacillus s B. subtilis, el cual se
encuentra ampliamente distribuido, habitando principalmente el suelo, aunque también se le
halla en el aire, rios y ecstuarios (Priest, 1989). B. subiilis es una bacteria grado GRAS
(Generalmente Reconocida Como Segura) por la FDA de los EUA por no considerarse
potencialmente patdégena, en gran parte debido a que no posee lipopolisacaridos sobre su
superficie celular. Posee un sistema natural de excrecion muy eficiente, secretando al medio
de cultivo grandes cantidades de enzimas degradativas, entre las cuales se encuentra la
subtilisina (Zukowski, 1992 Pierce, 1992). Aunado a ello, en los ultimos afios B. subrilis ha
sido utilizado ampliamente como un microorganismo hospedero para la produccién de
proteinas heterdlogas, en parte debido al conocimiento genético y biogquimico que se tiene
sobre él. El progreso en los procesos de fermentacién ha permitido la producciéon de diversas
proteinas heterdlogas en cantidades que por otras vias, tales como fuentes naturales o
microorganismos silvestres, hubiese sido mas dificil de obtener (Lee, 1996). En 1989 se
estimo que el mercado mundial de enzimas industriales de gran volumen era de 600 millones
de dolares, de los cuales 33% eran producidas con cepas recombinantes de B. subtilis (Argige
vy Pitcher, 1989). Las principales enzimas producidas por B. subrilis son: a-amilasa, B-amilasa,
proteasa alcalina (subtilisina), P-galactosidasa. f-glucanasa, pentosanasas y penicilasa.
Ademas de la produccidon de enzimas industriales, B. subtilis ha sido extensamente empleado
para la produccion de metabolitos primarios; tales como, hipoxantina, inosina ¥ guanosina,
que por fosforilacion quimica son convertidos a acido xantanilico, acido inosinico y acido
guanilico, respectivamente. Estos ultimos son de gran valor comercial en la industria
alimenticia, debido a que son utilizados para mejorar el sabor (Harwood, 1992; Zukowski,

1992).
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Por otro lado, B. subtilis ha sido también utilizado como un modelo para entender los
mecanismos de diferenciaciéon celular, ya que en este microorganismo culminan con la
formacion de una espora. La produccion de enzimas degradativas se leva a cabo al inicio de
la esporulacion; se considera que este proceso no esta asociado al crecimiento de la bacteria,
por lo tanto no es constitutivo (Schaeffer, 1965; Ferrari ef al, 1993). De manera que la
induccion que desencadena la produccion de enzimas degradativas, se produce de manera
natural al principio de la fase estacionaria; lo cual representa una ventaja importante ya que no
se requiere la adicion de algun inductor exégeno:; ademas, el cultivo en ese momento ha

generado una alta cantidad de biomasa.

11.2 Caracteristicas del gen aprE

Entre los genes que codifican enzimas degradativas se encuentra el gen aprE, el cual
codifica la enzima subtilisina, la proteasa mayoritaria que produce B. subtilis (Jacobs, 1995;
Nagarajan er al., 1992; Nagarajan ef al., 1993; Strauch y Hoch, 1992a; Valle y Ferrari, 1989;
Wang et al., 1988a; Wong, 1995). Esta enzima es utilizada ampliamente en la elaboracion de
detergentes bioldgicos. Para producirla a nivel industrial se han utilizado cepas
sobreproductoras, reportandose concentraciones de hasta 20 g de subtilisina por litro
(Zukowski, 1992), Sin embargo, dichas cepas tienen el inconveniente de presentar efectos
pleiotropicos; entre ellos. la sobreproduccién de otras enzimas degradativas tales como
levansacarasa, proteasa neutra. PB-glucanasa y serin-proteasa intracelular; defectos en la
sintesis de flagelo y del desarrollo de competencia; defectos en la represion catabdlica normal
de la esporulacion por glucosa (Kunst er al., 1974; Valle y Ferrari, 1989; Strauch y Hoch,
1992b).

El gen aprE es transcrito por ¢* (Park er al., 1989). Estudios sobre su regulacion
transcripcional sugieren que se lleva a cabo a través de la accién concertada de multiples
elementos de control, como son las proteinas AbrB, Hpr, DegU/DegS y SinR, entre otras.
También existe un conjunto de reguladores que afectan en menor grado la expresién de aprE,

entre los cuales se encuentran las proteinas Pai, SenS, DegQ, DegR. Se sabe que estos factores



actian a nivel de la transcripcion del gen apr£ y que 400 pb de su region S° de regulacion son
suficientes para permitir su regulaciéon normal (Fig. 1). Aunado al efecto de las proteinas
reguladoras antes mencionadas, se sugirié que la geometria curva de esta region pudiera

también atectar la expresion de aprE (Strauch y Ayazifar, 1995).
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Fig. 1 Elementos y mecanismos de regulacién involucrados en la expresién del gen aprE. La regulacion

postiva se indica con (+) y la regutacion negativa con ().
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Los sistemas de expresion de proteinas homélogas y heterdlogas son ampliamente
empleados en la obtencion de proteinas recombinantes por la conveniencia en su manipulacién
y habilidad para alcanzar altos niveles de produccion. En la actualidad el campo en la
produccion de proteinas recombinantes esta en una ctapa de continuo avance. Se han
desarrollado cepas sobreproductoras en diversos microorganismos a través de mutaciones
quimicas y de manipulacién genética. Sin embargo, en muchos casos ¢l vasto conocimiento de

la genética del microorganismo huésped ha sido explotado solo parcialmente.

En nuestro laboratorio hemos considerado a B. subrilis como un organismo modelo,
con un potencial tedrico y aplicado que ain no ha sido explorado en su totalidad. Se conocen
varios de los elementos que intervienen en la sobreproduccion de proteinas en B. subtilis. A

continuacién se mencionan algunos de ellos:
III.1  Sistema de expresiéon.

Existe un gran nuimero de sistemas para la expresion de genes heterdlogos en B.
subtilis, la seleccién de alguno de ellos depende de varios factores. Entiéndase por sistema de
expresion aquel conjunto de elementos que intervienen en la obtencién final de un producto
bioldgico de interés. En este sentido el promotor afecta en el inicio de la transcripcion; a nivel

de la traduccidn, la secuencia SD, la disponibilidad de tRNAs, el uso preferencial de codones,

la secuencia SD.

Cuando se considera la configuracion de la construccién recombinante, la expresion de
genes heterdlogos en B. subtilis se clasifica como directa o a través de fusiones. Ademas, de
acuerdo a la localizacién del producto recombinante puede dividirse en expresion intracelular

o secrecion.

La expresion directa se requiere cuando los productos tienen funciones que dependen
absoluctamente de una estructrua primaria no-fusionada, por ejemplo, productos

farmacenticos. A diferencia de las proteinas de fusion, las cuales son fusiones indeseables, por



ejemplo aquellas generadas por falta de sitios de clonaciéon adecuados; o bien, planeadas, lo

que facilita 1a localizacion del material clonado.
-1IL2 Estabilidad del material genético.

En B. subiilis ¢l material genético que se desea expresar puede ser clonado en
plasmidos de alto numero de copias. Sin embargo, existen limitaciones que disminuyen su
uso. Las clonas recombinantes frecuentemente tienen problemas de inestabilidad, resultando
en la pérdida total o bien rearreglos del gen de interés (Erhlinch er al., 1986).
Alternativamente se pueden elegir plasmidos de bajo numero de copias, uno o dos copias por
cromosoma (Imanaka cr a/.. 1987; Bron er al., 1987). Con la finalidad de disminuir estos
problemas, en B. subtilis se han construido cepas donde ¢l material genético es integrado en el
cromosoma. Sin embargo, en algunas ocasiones una sola copia dentro del cromosoma no
alcanza los niveles transcripcionales requeridos para ser utilizados en aplicaciones
biotecnolégicas. Como opcion para aumentar el nivel de expresion, la dosis genética se
incrementa por la amplificacion del gen de interés (Fahnestock y Fisher, 1986; Fahnestock er.

al., 1986; Petit er al., 1990; Kallio et al., 1986).

Es interesante notar que el nivel de expresion en algunos genes de B. subtilis no
depende estrictamente del namero de copias (Mountain, 1989). Se han reportardo casos donde
se obtienen niveles de expresion similar cuando B. subtilis cuenta con dos copias de a-amilasa
de B. amyvioliquefaciens en el cromosoma, en lugar de 40 copias del mismo gen clonadas en

plasmido (Kallio er al.. 1986). Para cada gen blanco el efecto del nimero de copias debe

determinarse experimentalmente.
I1I.3 Disefio y construccién de una unidad de expresion

Una unidad basica para la expresién de genes heterdlogos en B. subrilis esta compuesta
usualmente de los siguientes componentes: promotor, sitio de union a ribosoma o secuencia de
Shine-Dalgarno (SD), péptido sefial cuando se requiera exportar la proteina recombinante,

secuencia codificante del gen de interés. En algunos casos para facilitar la localizacién de la
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proteina se inserta una secuencia en el extremo amino o carboxilo terminal del gen heterdlogo;
ejemplos de ello es la localizacion de proteinas en: cultivos celulares (Ludin er al. 1996),
cromosoma de levaduras (Bahler er al.) y plantas (Lindsey er a/. 1993). En ocasiones también
se incluye una secuencia de término de la transcripcion localizada rio abajo de la secuencia
codificante. El terminador transcripcional sirve como seciial de término y como elemento
protector evitando la degradacion del mRNA (Gold y Stormo, 1990; Hall er a/., 1982). Los

elementos citados anteriormente tienen impacto directo sobre la eficiencia de la expresion

gendtica.
I111.4 Factores a nivel transcripcional

La transcripcion es el paso primario en la expresiéon genética. Puede ser dividida en

tres etapas: (1) iniciacion, (2) elongacién y (3) terminacién.

En la mayoria de los casos la expresion genética en procariontes es controlada en el
inicio de la transcripcion por la holoenzima, formada por un factor sigma y el complejo de la
RNA polimerasa (RNAP). Este proceso es la ctapa limitante en la sintesis de mRNA
(deHaseth er al.. 1998). El inicio de la transcripcidn es controlada por secuencias promotoras,
las cuales pueden ser moduladas por una variedad de mecanismos, principalmente la
interaccion de una o mas proteinas reguladoras con secuencias especificas en la vecindad del
promotor. En B. subtilis la interaccién holoenzima-DNA es muy especifica y en algunos casos
la transcripcion a partir de un promotor heterdlogo por la holoenzima de B. subrilis es
ineficiente (Doi, 1984; Doi y Wang, 1986). Una forma de expresar eficientemente un gen
heterdlogo en B. subrilis es reemplazar su region promotora por un promotor de B. subtilis o
un promotor compatible a la RNAP de B. subrilis. Se han empleado varios promotores nativos
junto con promotores heterélogos para la expresion de genes heterdlogos en B. subrilis, entre
ellos: promotores fuertes de la fase vegetativa: vegl// (Peschke et al., 1985), spol (Yansura y
Henner. 1984), promotores regulados temporalmente: el de subtilisina (aprf) y o-amilasa
(Park, 1989): promotores inducibles: el de triptofano, arginina (Shimotsu and Henner. 1986),
sacarosa, xilosa, arabinosa y gluconato (Crutz ez al., 1990; Gartner er al., 1988), levansacarasa

(Crutz er al., 1990). Por tanto, es necesario decidir bajo que condiciones el gen homdlogo o
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heterélogo quiere ser expresado, antes de la seleccion del promotor (Moran, 1989). Las

secuencias consenso de [os promotores dependientes de cada tipo de holoenzima de B. subtilis

se muestran en la Tabla 2

Tabla 2. Secuencias consenso de los promotores de 8, subtilis

Secuencias Promotores Consenso

Funciones
-35 -10
s Generales Basicas TTGACA TATAAT
o® Respuesta a condiciones de estrés AGGNTT GGNATTGNT
o Desconocidas AAATC TANTGNTTNTA
Pexd Sintesis de flagelo CTAAA CCGATAT
ot Fase de esporulacion 11 GAANAANT CATATT

Especifico de la madre

sl Fase de esporulacién I Similar a o®
Especifico de la ferospora
s© Fase de esporulacién 111 YGHATR CAHWHTAH
Especifico de la ferospora
o' Fase de esporulacién O CAGGA GAATTWWT
s* Fase de esporulacién Desconocido

Especifico de la célula madre
Se exhibe la cadena que no transcribe. 5° a 3° de izquierda a derecha. H=A, Co T: R=A 0 G, W=A o T; Y=Co
T. Referencia de las secuencias consensos: o', Moran er al. (1982); o®, Tatti y Moran (1984); o, Johnson ez al.
(1983); 6°, Gilman er al. (1981); o*. Roel et al. (1992); o', Sun er al. (1991); o°, Nicholson e al. (1989); o
Tatti (1989); o* Foulger y Errington (1991); ¢* Debarbouille er al. (1991).

Los factores sigma hacen contactos de tipo secuencia-especifico con las regiones -10 y
-35 de los promotores de B. subrilis. Ademas, se ha establecido que ademas de las regiones -

10 y -35 de los promotores reconocidos por ¢”° de E. coli y o de B. subtilis, existe en algunos



casos una region rica en As y Ts localizada aproximadamente a 20 pb hacia arriba de la region
-35. Este tercer elemento se considera importante para la interacciéon de la subunidad o de la
RNAP. Se puede considerar que la fuerza del promotor es una funcién de los tres elementos:
la regidn -10, la -35 vy la secuencia rica en As y Ts. Al conjunto de ellas se le ha llamado
promotor extendido (Busby y Ebright, 1994; Ross er al., 1993; Helmann, 1995). Estudios
posteriores proponen en £. coli que la secuencia rica en As y Ts tiene el consenso: -59
NMMAAAA/THATA/ T TTTTnNAAAANNN -38 (Ross er al., 1998; Estrem er al., 1998).

Término de Ia transcripciéon

Una vez que la transcripcion se inicia a partir del promotor, el mRNA se sintetiza vy
concluye en sitios especificos. El término eficiente de la transcripcion determina una
expresion genética favorable; la transcripcion no controlada puede ser nociva, especialmente
cuando el gen a expresar esta presente en un plismido de alto numero de copias o cuando se
expresa a partir de un promotor fuerte. Asi mismo se asegura que hayan suficientes moléculas
de RNAP para la expresion de los genes de mantenimiento de la bacteria, previniendo el
secuestro de todas las moléculas de RNAP para la expresion del gen heterélogo (Wong y
Chang, 1986). Dependiendo de 1a localizacion cromosomal y orientaciéon de la integracidn, la
transcripcion de escape podria también tener un papel central en determinar la estabilidad y
nivel de expresion de los genes recombinantes integrados en el cromosoma del hospedero. La
incorporacion de un terminador transcripcional eficiente es, por tanto, altamente recomendada

en la construccidén y diseiio de sistemas de expresion.

Una sefial de término de la transcripcion parecida a la sefial de terminacion p-
independiente de E. coli se ha observado en B. subrilis. Esta sefial es usualmente una regiondel
tipo *“tallo y asa” seguida por una corrida de seis residuos de timina. Estas sefiales han sido
observadas en los extremos de los genes y operones, y también en sefiales de atenuacidn
localizadas entre promotores y marcos abiertos de lectura de genes u operones. Aunado a lo
antes mencionado, la secuencia terminadora aumenta la vida media del mRNA, evitando la

degradacion por exonucleasas en el extremo 3° (Carter er al., 1988). Wang er al. han
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identificado terminadores fuertes de la transcripcidén en B. subrilis. dentro de ecllos se
encuentran ¢l del gen senS (Wang ef al., 1988b) y en Bacillus thuringiensis el del gen cryllid
(Wong y Chang, 1986)

IIL.S Factores a nivel traduccional

La expresion de un gen depende de un nivel elevado de transcripcidén, asi como
también de una traduccion eficiente. La maquinaria traduccional de B. subtilis es altamente
especifica, lo que representa una barrera para la mayoria de genes heterdlogos expresados en
este microorganismo. En términos generales, los elementos del mRNA que condicionan el
inicio de la traduccién son: 1) coddén de inicio preferencial AUG, aunque con menor
frecuencia GUG, UUG, AUU y AUA: 2) la secuencia de unién al ribosoma o secuencia
Shine-Dalgarno (SD) tiene al menos 4 nucleétidos de la secuencia AAGGAGG; 3) el espacio
entre la secuencia SD y el AUG es de 9+/-3 nucledtidos; 4) al lado de la secuencia SD, los
nucledtidos localizados en el extremo 5° del AUG deben ser As y Us; 5) la secuencia GCAU o
AAAA localizada después del AUG mejora la traduccién; 6) la region alrededor del sitio de

inicio debe ser poco estructurada (Revisado en Vellanoweth, 1993).
1I11.6 Uso preferencial de codones

En términos generales el uso preferencial de codones es otro parametro a considerar.
Los genes expresados débilmente se caracterizan por la presencia de codones reconocidos por
especies raras de tRNA. Sin embargo B. subtilis presenta la ventaja de no tener una tendencia

marcada en su uso de codones (Kunisawa, 1995).
H1.7 Degradacion proteica

Pese a las ventajas que ofrece B. subrtilis, su empleo en la produccién de proteinas
recombinantes ain presenta un problema, el causado por el gran numero de proteasas

producidas por el microorganismo que degradan al producto de interés. Dentro de estas

proteasas se encuentran las de tipo extracelular como son AprE, Npr, Epr, Bpf y Mpr y de
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tipo intracelular, siendo la mas importante Ispl. Las proteasas AprE y Npr son producidas
mayoritariamente, representan cerca del 70% de la concentracién total de proteasas
extracelulares producidas por B. subrilis. Con la finalidad de evitar la degradacién proteica del

- producto de interés se han empleado mutantes que producen cantidades minimas de proteasas
(He et al., 1991).

111.8  Ciclo celular

Por ser de particular interés el periodo en el cual se lleva a cabo la expresién del gen
aprE durante el crecimiento de la bacteria, a continuacién se presenta un breve resumen de su

ciclo celular y los cambios que sufre a lo largo del mismo.

El ciclo celular de B. subrilis consiste en tres etapas facilmente discernibles:

crecimiento exponencial, estado de transicion y fase estacionaria.
IIL.8.1 Crecimiento Exponencial

Cuando las bacterias se encuentran en condiciones medio-ambientales 6ptimas y en un
medio de cultivo que les provea de todos los nutrientes necesarios para reproducirse, tienden a
dividirse a una velocidad maxima. A este tipo de desarrollo se le llama crecimiento
exponencial y es caracteristico de cada bacteria. B. subtilis es capaz de dividirse cada 20
minutos bajo condiciones controladas; mientras que en vida libre su tiempo de generaciéon

varia entre 50 y 100 horas (Harwood y Archibald, 1990).
1I1.8.2 Estado de transicién

El estado de transicidon es la etapa entre el crecimiento exponencial y el inicio de la
fase estacionaria. En este periodo la célula monitorea condiciones de estrés. En B. subtilis, asi
como en algunas otras bacterias, hongos y eucariotes inferiores, una respuesta a dicho estrés
acumulado es la formacion de una espora latente (Setlow, 1994; Strauch y Hoch, 1992b).

Ademas de las proteinas necesarias para el inicio de este complejo programa de desarrollo; en
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este momento, se sintetizan otras proteinas no esenciales para la esporulaciéon (Kunst er al.,
1994). Muchas de estas proteinas son enzimas degradativas, tales como levansacarasa, alfa-
amilasa y proteasas, que permiten a la célula utilizar todas las fuentes disponibles de energia y
metabolitos en el medio circundante. Concomitante a la sintesis de enzimas degradativas, otras
enzimas se expresan en este intervalo e incluyen aquéllas relacionadas con el desarrollo de
competencia para la asimilacion de moléculas de DNA, la produccién de antibioticos, la
sintesis de flagelo y la induccion total del ciclo de Krebs, ¢l cual normalmente no funciona en

su totalidad durante el crecimiento vegetativo de este microorganismo (Strauch y Hoch,
1992a).

En B. subtilis se conocen al menos nueve genes, abrB. hpr. sinR. degU., degS, degR.
degQ, senS y pai. cuyos productos peptidicos producen efectos pleiotrépicos sobre la sintesis
de muchas de las proteinas y de las funciones antes mencionadas (Kunst er al., 1994; Strauch
¥ Hoch, 1992a). Debido que dichas proteinas controlan funciones que son expresadas durante

el estado de transicién se ha acuifiado el término de reguladores del estado de transiciéon para
describirlos, Fig. 2 (Perego er al., 1988).

Ninguna de las mutaciones reportadas en los reguladores del estado de transiciéon
conducen a defectos significativos en la esporulacién. Sin embargo. existe evidencia que
algunos de ellos son controlados por genes esenciales para la esporulacién. Es decir, el control
de la sintesis de enzimas degradativas y otros procesos del estado de transicién se sobrelapan
con la red especifica para la esporulacion y puede ser, de hecho, una parte de ella. Con objeto
de comprender completamente cdmo operan estos reguladores v como son integrados con la
via de esporulacion, se ha vuelto necesario definir las funciones bioquimicas de los productos
de los genes reguladores y como interactian uno con otro. Dado que la mayoria de los
reguladores del estado de transicidon que se conocen afectan la expresién del gen aprE, en este

apartado se describira las interacciones regulatorias involucradas en su expresion genética.
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Fig. 2 Eventos que se producen durante el crecimiento de Bacillus subtilis.
El tiempo estd expresado en horas. TO corresponde al inio de la fase
estacionaria en cultivos utilizando medio Shaeffer (Shaeffer, 1965).
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Proteina AbrB

E! producto del gen abrB funciona como un regulador, con efectos positivos y
negativos sobre ciertos genes que son expresados durante el estado de transicién. En el caso
del gen aprE, su efecto es ¢l de reprimir su transcripcion. El gen abrB codifica para una
proteina hexamérica y posee un peso molecular de 10,500 Da (FirbaB y Marahiel, 1991).
Mediante un estudio de proteccion de AbrB al DNA se ha sugerido que la proteina puede
interferir de alguna manera con la interaccion entre la RNA polimerasa y los promotores que
afecta (Robertson er al., 1989). No se ha podido detectar alguna secuencia consenso para la
union de AbrB; sin embargo cada una de las regiones protegidas es relativamente rica en AT,
por lo que se crec quc la unién se lleva a cabo sobre una estructura secundaria especifica de

DNA (Fig. 4). Se ha sefialado un efecto regulador positivo de AbrB sobre el gen Apr, ver Fig.
3 (Strauch ez al., 1989).

Proteina Hpr

El locus hpr fue definido por mutaciones que causaban sobreproduccién de las
proteasas neutra y subtilisina (Higerd er al., 1972). El gen Apr ha sido clonado y secuenciado,
y la proteina purificada a homogeneidad. Mediante experimentos de protecciéon con DNAsa [
ala regién 5° de control de aprE se encontré que Hpr se une a cuatro regiones separadas, dos
sitios muy cercanos al promotor y otros dos sitios en la region que lo precede,
aproximadamente 200 pb hacia arriba. Dos de estos sitios estan localizados muy lejos del
promotor y cercanos uno del otro: -324 a -295 y -292 a -267 (Fig. 4). Los otros dos sitios
estan también cercanos uno del otro, pero localizados muy cerca y sobrelapando con el
promotor: -79 a -59 y -35 a -14. El analisis de todas las regiones protegidas ha revelado lo que
parece ser la secuencia consenso de Hpr: ATANTATT. También se ha revelado que uno de
los sitios de unién de Hpr, el que comprende la region de -35 a -14, esta ubicado
completamente dentro de la region a la cual se une la proteina AbrB (-59 a +15). Por la

técnica de ‘“‘footprinting™ y en experimentos donde se mezclan Hpr y AbrB, se determiné que
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ambas moléculas se unen a la misma region de DNA (Strauch y Hoch, 1992a). La presencia
de dos series de sitios de unién de Hpr separados por distancias relativamente grandes (183
pb) sugiere que Hpr pudiera funcionar a través de la formacion de una horquilla y que la
represion ocurra por la existencia de esa estructura. Si bien Hpr es claramente un regulador
negativo de la transcripcion de gpr£, éste no es un represor clisico ya que en su ausencia la

subtilisina no es expresada constitutivamente (Dod y Balassa, 1973; Ito y Spizizen, 1971).

Proteina SinR

El gen sinR clonado en un plasmido multicopia inhibe la esporulacién y la produccién
de proteasas extracelulares (Gaur er al., 1986). Este gen forma parte de un operdn dicistrénico
v es precedido por el gen sinf, el cual codifica para la proteina Sinl constituida por 57
aminodcidos. La funcién de Sinl es inactivar a la proteina SinR a través de interacciones
proteina-proteina durante Ia etapa final de T, (Bai er al.,, 1992). El sitio de unién de SinR a la
region de regulacidon de apr£ abarca de la posicién -263 a -216 respecto al inicio de la
transcripcion, ver Fig. 4 (Gaur er al., 1991; Strauch y Hoch, 1992a).
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Fig. 3 Regulacién de 1a proteina AbrB en cl estado de transicion. La regulacién postiva se
indica con (+) y la regulacién negativa con (-). Ademads. abrB8 se autoregula. La
conversién de la proteina SpoOA a su forma fosforilada (activa), reprime su transcripcién
y ocurre al final del crecimiento exponencial.
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-100
GGCGGCCGCA TCTGATGTCT TTGCTTGGCG AATGTTCATC TTATTTCTTC CTCCCTCTCA

HPR ()
T

AGCATTTAAC CTAAAAAAGC

[éTGACAI T ICA(SJ CATAATGA ACATTTACTC ATGTCTATTT TCGTTCTTTT CTGTATGAAA

DEGU/Q

-100 o
ATAGTTATTT CGAGTCTCTA CGGAAATAGC GAGAGA

-35

HPR (3) L
TCATCTCAAA AAAATGGGTCH TTACAATA AATTCACAGA

ABRB

ATAGTCTTTT AAGTAAGTCT ACTCTGAATT TTTTTAAAAG GAGAGGGTAA AGAGTGAGAA
Met

Fig.4 Secuencia nucleotidica de la regién de regulacién del gen aprE. Los sitios de unidn de los
reguladores transcripcionales estdin indicados en rectdangulos: verde (sitio de unién de Hpr); rojo
(sitio de unién de SinR), amarillo (sitio de unién de DegU). La regién protegida por AbrB se
indica con la linea subrayada. Asimismo. se exhiben las cajas -10 y -35 de la secuencia
promotora y el inicio de la traduccién (Met). La numeracién de la secuencia se realizé en base
al inicio de la transcripcién (+1).



Proteinas Deg

l.os productos de los genes degS y degl/ estan involucrados en activar la transcripeion
de aprfE durante el estado de transicion (Henner er a/., 1988a: Msadek er al.. 1990). Las
mutaciones en degS y degll  afectan pleiotropicamente la produccion de otras enzimas
degradativas y otros procesos involucrados en el estado de transicion (Strauch v Hoch, 1992a;
Msadek er al., 1990). El anilisis de la secuencia de aminoacidos de DegS v DeglU reveld que
forman parte de una familia muy conservada de proteinas procarioticas. Esta familia cuenta
con un sistema que transmite seitales por medio de dos componentes (Henner ef a/., 1988b).
DegS es una cinasa que se autotosforila en respuesta a sefiales ambientales especiticas vy que
posteriormente tosforila al segundo componente. la proteina Degli. la cual a su vez actiia

como proteina reguladora uniéndose al DNA (Henner er al., 1988a).

De acuerdo a las observaciones mencionadas y analizando la naturaleza molecular de
varias mutaciones en degl’ y degS. ha sido posible plantear la siguiente hipodtesis: la forma
fostorilada de DegU tiene dos funciones: a) regulacidén positiva sobre la expresion de algunas
enzimas degradativas y b) regulacion negativa en ¢l desarrollo de competencia ¥y movilidad
(Msadek ef al.. 1990). Por otra parte, un analisis de eliminacion entocado a localizar los sitios
de union de DegU en la region de regulacion del gen apr£ (rraprf). sugiridé que el tragmento
de DNA involucrado abarcaba desde la posicion -164 a la -1341 respecto al inicio de la
transcripcion (Henner er a/.. 1988a). Sin embargo. en experimentos de proteccion in virro
utilizando DegU y la region de regulacion de apr£ no se localizéd el sitio de unidon para esta
proteina. Contrario a estos resultados, un anailisis posterior basado en el alineamiento de
regiones promotoras de genes regulados por DepS y Degl, se infirid que la secuencia
consenso para el control de DegU es AGAAN, TTCAG (Dartois, ¢t al. 1998); en aprE esta
secuencia se ubica entre las posiciones -188 a -169 en relacién al inicio de la transcripcion
(Fig. 4).



Proteinas Pai y SenS

Ademais de los reguladores antes mencionados, existen dos genes que codifican
proteinas involucradas en la regulacion de la expresion génica en ¢l estado de transicion. La
presencia del operon pa/ en un plasmido multicopia resulta en la inhibicion de a-amilasa,
levansacarasa, proteasas neutra y alcalina; asi como inhibicion de la esporulacidn. El operdn
pai codifica para dos proteinas necesarias para ¢l efecto multicopia. La eliminacion del ORF2
del operon pai es letal; mientras que la eliminacion del ORF! no tiene etecto sobre la
produccion de enzimas degradativas, pero libera la represion por la accion de la glucosa sobre

la esporulacion (Honjo er al., 1990).

El gen monocistronico senS, cuando esta presente en multicopia, tiene efectos opuestos
a los vistos con pai: estimula la transcripcién de los genes que codifican para subtilisina,
proteasa neutra, alfa-amilasa y fosfatasa alcalina (Wang er al., 1988b; Wang y Doi, 1990). Asi
mientras que pai codifica para un regulador negativo de subtilisina, senS codifica un

activador. El conocimiento que se tiene sobre ellos es aan limitado.

I[1.8.3 Proceso de esporulacion

La esporulacion en B. subtilis es parte de un complejo programa de desarrollo y
diferenciacién celular que tiene como resultado la formacion de una estructura altamente
resistente denominada espora. Este proceso se ha dividido en diferentes estadios. La
formacién de esta estructura es un ejemplo extremo de la adaptabilidad de B. subrilis al medio
e involucra a mas de 80 genes (Kunkel, 1991). En el inicio de la esporulacién la proteina
SpoOA, la cual funciona como represor y activador, juega un papel central. El gen spoOA4 es
transcrito a partir de dos promotores, Pv y Ps. Pv es activado por el factor de transcripcion

Eo”, lo cual proporciona un nivel basal de sintesis de SpoOA en células en crecimiento



vegetativo. Ps es regulado por EG”, el cual produce un incremento stbito en la sintesis de

SpoOA al inicio de la esporulaciéon (Chibazakura et a/., 1991 Yamashita er al., 1989).

La proteina SpoOA pertecene a la familia de reguladores bacterianos de dos
componentes (Stock er al.. 1989). La tosforilacion de SpoOA es la clave en el control del
inicio de la esporulacion. El tosfato es transterido a SpoOA por un mecanismo complejo que
involucra a proteinas histidin-cinasas y al menos a dos acarreadores de fosfato que actuan
como intermediarios. Las interacciones entre los distintos participantes han sido reproducidas
in virro (Burbulys er al.. 1991). Al menos dos proteinas histidin-cinasas. codificadas por los
genes AinAd vy AinB, pueden transferir el fostato a la proteina SpoOF, la cual a su vez transfiere
el fosfato a un segundo acarreador llamado SpoOB. La proteina SpoOB es ¢l donador directo
del fosfato a SpoOA. Esta via puede permitir que mediante sensores ambientales, tanto
internos como externos, se controle el nivel de SpoOA fostorilada de una manera rapida y
precisa (Grossman, 1991). Congruente con esta idea, se ha demostrado que las cinasas KinA y

KinB pueden responder a diferentes sefales, ver Fig. S (LeDeaux, 1995).

SpoOA-P regula negativamente algunos genes. siendo el mas importante abrB, uno de
los represores de apr£ (Perego et al.. 1988; Strauch er¢ al., 1990). Por otra parte, la funcién
positiva de SpoOA-P es responsable de la activacion de ciertos genes especificos de la
esporulacién, como son los operones spol/ld (Perego er al., 1991), spollG (Satola er al., 1991;
Satola er al., 1992), spollE (York er al.. 1992) y el gen sinl/ (Bai er al., 1993). Se sabe que
algunas mutaciones en spoOA bloquean la esporulacién en su fase inicial y eliminan la
produccidn de proteasas extracclulares, entre ellas subtilisina (Strauch y Hoch, 1992a). Otras
mutaciones, como la denominada spoOAbV. bloquean la esporulacion en el estadio 1I. Sin
embargo. al parecer esta mutacién produce niveles normales de subtilisina (Perego er al.,

1991).
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Fig. 5 Transduccion del tostato. Diversas sefiales metabolicas, ambientales
y de densidad celular desencadenan la transmicion del grupo fosfato, para
dar inicio a la esporulacién. Al tinal de este proceso. la proteina SpoOA
queda fosforilada (activa)., con ¢l potencial para activar o reprimir diversos

genes.
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El inicio de la esporulacion es complejo y se conocen algunas sefiales que se

interrelacionan y dan inicio a ésta:

a) Seiiales nutricionales

La limitacion de fuentes de carbono, nitrégeno o fosforo puede inducir la esporulacién
(Freese, 1981; Sonenshein, 1989). A su vez, buenas fuentes de carbono., como la glucosa. la
reprimen (Lopez ¢ al.. 1980). Se ha demostrado que la concentracion intracelular de GTP (o
GDP) probablemente representa el efector clave de la sefial nutricional (Lopez et al., 1979;
Lopez er al.. 1981). Sin embargo, aun s¢ desconoce como la célula monitorea la concentracion

de GTP y como la sefial se transmite al aparato transcripcional.

b) Densidad de poblacién

Grossman y Losick (1988) observaron quec la esporulacion no puede inducirse
eficientemente cn células mantenidas a baja densidad de poblacion. Sin embargo, la
esporulacién eficiente se obtiene cuando las células se resuspenden a baja densidad en un
medio estandarizado para el crecimiento de células a alta densidad. El efecto no se debio al
agotamiento de un factor esencial de crecimiento sino a la produccion de substancias,
posiblemente oligopéptidos. que son necesarios para inducir una esporulacién eficiente
(Waldburger er al., 1993). Se conoce poco acerca de la naturaleza de dichos factores y, menos

atn., de cOmo su presencia es monitoreada e interpretada.
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IV  JUSTIFICACION
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Pese a la }mportancia basica y aplicada del gen aprf vy que su sitio de inicio
de la transcripcién ha sido determinado (Ferrari er al., 1988), no hay una descripcién
precisa de su secuencia promotora. Consideramos que para posteriores cstudios es
necesario conocer la posicidon exacta de los elementos de su promotor, por lo que

parte de este trabajo fue enfocado a este fin.

Aunado a ello, ¢n nuestro laboratorio se han construido cepas de B. subrilis
que presentan un nivel clevado de produccion de (3-galactosidasa recombinante,
cuya expresion es controlada por la regidén de regulacién del gen uprf£, codificada
cromosomalmente y en la que no requicre de la adicion de inductores exdgenos para
su expresion (Bolafios, 1994). Sin ecmbargo, consideramos que estas cepas pueden
ser mejoradas si se toma en cuenta de mancra conjunta ¢l conocimiento genético
relevante de procesos en B. subtilis, como son: la transcripcion, la traduccioén, la
estabilidad del material genético ¥ la estabilidad del mRNA., que habian sido

estudiadas previamente de manera aislada.
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V. OBJETIVOS
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OBJETIVOS GENERALES
1. Definir y caracterizar la secuencia promotora del gen aprf.
2. Disciiar y construir integralmente cepas sobreproductoras de proteinas heterédlogas de

Bacillus subtilis. empleando ¢l conocimiento de los procesos gendticos que intervienen

en la sobreproduccién de proteinas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizacion del promotor funcional del gen apr£ mediante:

1.1 Programas de computo.

1.2 Mutagénesis sitio especifico sobre bases potencialmente relevantes.
2. Disefio y construcciéon de cepas sobreproductoras de B. subtilis

Ewvaluar distintas condiciones que modulan el nivel de produccidn de proteinas
heterdlogas, usando como modelo la fusidn traduccional rrapr£ -lacZ. Los factores

considerados son:

2.1 Nivel transcripcional
2.1.1 Construccion del promotor canénico, que incluya:
2.1.1.1 La caja -35 (TTGACA) candnica.
2.1.1.2 La separacién entre las cajas -10 y -35 de 17 pb.
2.1.1.3 La regidn de reconocimiento para la subunidad « de la

RNAP.

2.1.2 Adicion del terminador de la transcripcion del gen ery///4 de

Bacillus thuringiensis.
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2.2 Nivel traduccional

Construccion de la secuencia Shine-Dalgamo candnica AAGGAGG
Mutacion del wriplete GTG (coddn de inicio de la traduccion de

aprE) por ATG.

Estabilidad del material genético:
2.3.1 Integracidn en el cromosoma de las construcciones realizadas en la

rraprk£

Efecto de los fondos genéticos

2.4.1 Transferir los genotipos hpr-. degU32 a las cepas con las

construcciones realizadas en 1a rraprE.
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Abstract

The upr£ gene of Bucidlus subridiy encodes the major seane alhaline protedase hnown as subtibain, 1o expressed during the transition state
and traascnibed by the ot form of the RNA polymerase iRN AP In this work. we characterized the reculatons region of the apr& gene
(rraprE) from B subndis. By computer analysis and ute-directed mutagenesis. we locabized the wpr k) promoter sequence 7 bp upstream from
its transenption initiation site { TIS) We also charactenized the stauc curvature properties of the rrapr £ IDNA and found two different areas

of DNA bending. within the first 300 bp upstream ot TIS. We postulate that these particular cursed DNA regions could play a role in the

interaction with some regulatory protems and disctuss passibie imphoeations related to aprd traaseripuon regulation
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1. Introduction

The apr& gene encodes the extraccllular alkaline pro-
tease subtilisin from Bacilus subridis. It is expressed dunng
the stationary phase and reaches its highest espression
Ievel approximuately 2 h after the onset. It has been ostab-
lished that AprE contributes to more than 70", of the total

extracelivlar protease activity [22] The ranscniption of

wprE gene has been used as @ model to understand the
regulatory network that controls the gene expression at
the transition state. when the cell ceases exponenual
growth and sporulation is initiated [16]. Alkaline protease
production, as well as other extracellulur protedases, are
subject to regulation by a complex group of positive and
negative regulators, such as: DegU/DegS, AbrB. Hpr and
SinR. These proteins act at the transcriptional level and
require at least 300 bp upsiream of the apr& transcription
initiation site (TIS) to present their normal mode of con-
trol [20].

= Cortesponding autkos: Apdo. Postal $10.3, Cuernavaca, Morelos CP
62250, Meuca. Tel.: +52 (73) 29-16-01; Fax: +52 (73) 17-23-88;
E-mail: menno@ibt.unam.ms

0378-1097/00/820.00 < 2000 Federauon of Euror n Macr il 1S

PII. S037%-1097(99)00621.7

Although the basie and applicd importance of the aprE
gene is widely accepted, and its TIS has been determined
[3]. there iy no Clear desenipuon of its promoter sequence.
Prevtous studies by Park et all [H]] reported a purtative
wpr£ promoter T bp oupstream of its TIS, that had 19 bp
between their 10 and - 33 boxes. Contlicting with these
data, Strauch and Hoch [I5] suggested a4 different pro-
moter region. 12 bp oupstream of ats TIS and 16 bp be-
tween their - 10 and - 35 boxes. Taking into account these
conticting data, and the lack of exvpennmental results to
evaluate the relevant nucleotdes (nt) for RNA polymerase
tRNAP) recogmition. in this work, we pertformed site-di-
rected mutagenesis 1 the regulatory region of the uprE
wene (rraprf) to determine the funcnonal promoter se-
quence. Our results indicate that the functional upr£& pro-
moter does not correspond 1o any of the previous reported
promoter sequences. at least under the growth conditions
assared in this study.

In additton. the curmved DNA geometry of the rruprE
has been proposed to be involved in upr£ gene expression.
The presence of a static curvature within this region has
previously been reported (17): however, there are no ex-
perimental studies that characterize the exact position of
the region(s) involved in such curvature. Using electropho-
retic analyses of circular permuted DNA fragments con-
taining rraprE. as well as curvature analysis based on com-

. Publishcd by Elsevier Soicnce BV, Al nights reserved.
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puter programs, we have found that the major determi-
nants of anomalous gel migration are located around 100D
and 200 bp away from its TIS. The results of these studies
are discussed in the light of the aprE transeription regu-

laton.

2. Mlaterials and methods

21 Cumputer analvsis direcred to identify putative ot

Proestorers

Based on the statistical ulgorithm proposed by Mulligan
et al. [10]. we developed a program to scarch o promoter
sequences. In this algorithm. cach base of the —35 and
=10 boses as well as the ones near to them are weighed
according to o score matnn. This score matnx was built up
from the frequency of occurrence of cach bise on a list of
122 B subritis o promoters compiled by Helmann [7]
The space between the 3% and 10 regions contributes
in geometrical terms to the rinal score. The mavimum
possible score of 4 putative perfect promoter s 1000 A
cut-off value was used to select only the best promoters
within a4 DNA region.

2.2. Compurer analysis of the DN statie curvature ar the
rraprkE

To visuahize the DNA three-dimensional trugectory. we
used the DNAstar computer program (DNASTAR, Mad-
son, WI, USA) which 1s based on the nearest-neizhbor
wedge model [3] The analysis was made with 336 bp of
the rruprE sequence previously reported by Valle and Fer-
rari [20).

23 Suwre-directed riiasenesis of cprE promoter and

plaserticdd constricction

Plasmid pT7-uprE£ wias constructed by subcloning
bp EcoRI-BumHI tragment denved from plasnud pSG3sid
[3) into pT7 Bluc (Novagen. Madison., WIL USA) and
contains the apr£ promoter and its tirst cight codons,
pT7-upr£ was used as a template for oligonucleotide-di-
rected PCR mutagenesis according to the protocol de-
scribed by Merino et al. [9]. PCRs were carried out with
Tug DNA polymerase (Promega., Madison. WL USay.
The nt substitutions were as follows: AT —-G), —3t
{(A—C), —37 (T—G) tsee Fig. 1) The PCR products
were double-digested with E£coRI and BuamHI, cloned
into the same restriction sites of pSG-PLK. and verified
by DNA scequencing [12] to yield plusmids p-7G, p-31C
and p-37G. respectively. pSG-PLK is a pSG35.1 derivative
that carries a promoterless /ucZ gene. In this plusmid. the
aprE promoter huas been replaced with the pUCH9 poly-
linker region. This meaodification makes the selection of
transformants  easier, because colonies that carry the

Sivmr.w o fy

mutated aprf promoter are blue when they are plated
on X-Gul (S-bromo-—3-chloro-3-indolyl-fi-p-galactopyrano-

sidey agar.

24 Elecrrophoren anmady ey of circidar pertaced DN A

Fecrrricnt s

Ihe sequences of the primers used for the PCR analysis
to map the cursed loct are shown an Table 1| We utibived a
PCR-bhased method (21 1o construct circular permutations
ot the rrapr £ These fraements were analszed by 8 0 pols-
acrylammide el clectrophoress tPAGE)Y at 4°C at 4 con-
stant voltage of 8 V oem™ ' n 89 M Trs borate (pH R 3,
2 mN EDTA butter

D3 Bacreread straems aond transporsations

Eschericdua colt INTVOY [lac-proy supl 0 F° rraD30
pro U8 Lacl v VIS5 was used as the host for plasmid
constructons. Plasmids were obtained as deseribed in (2]
B subtdid straans constructed e this study were derived
trom BSR1! {5] Plasouds p-TCG, p-31C and p-37G were
hneartzed with vl and used o transform B subiilis
BSR1. to construct the strains listed in Table 2. The trans-
formation protocod was followed according 1o Anagnosto-
poulos and Spizizen [1]: the selection was made for chlor-
amphenicol-resistance (5 e mil ). Inteprupon of plasmid
DNA was contirmed by testing the amylase production by
odie statning. as described previoushy {15]

26 PGaldotostdase avsany

B subtihs cells carmvang the mutagenized rrapr£ were
grown at 37°C n Shaetler’s sporulation media [16]. At
repular tme ntervals, samples of 18 ml were tuken and
assayved for B-galactosidase specific activity as described in

{31

3. Results and discussion
34 Compurer analvsis of the aprE promorer

To idenufy and evaluate putative o promoters within
the 53° control region of the uprE gene (rraprE), we devel-
vped 4 computer program based on the statistical algo-
rithm derived by Mulligan et al. {10]. With this program, a
maximum value of 100 15 obrained when all bases match
the promoter extended consensus aaaaatttgTTGACAL-11
bp-tatega TATAATaaaa (see Section 2). When a cut-off val-
uc of 60 was used. the program only found two putative
promoters within the first 100 bp upstream the upr& TIS,
One of these promoters had a score value of 63 and cor-
responded to that previously proposed by Park et al. [11].
located 7 bp upstream to the apr£ TIS with a 19-bp space
region between the — 10 and —35 boxes. A second pro-
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Table |
Primer sequences

Name Seqjuence 5 — 3°

ic R Eol--

M
N

Sequence of ditferent oligonudleotides used to sdennty vursed DN A re-

gons,

moter with & score of ol was also found. It has the same
=10 box but a ditferent -~ 33 box, separated by 17 bp. On
the other hand. the promoter proposed by Strauch and
Hoch [18]) was found only when the cut-off value was set
down ro 37. Furthermore. with this cut-off svalue. there
were 71 other sequences with an equal or greater score
within the first 100 bp upstream the T1S: therefore, at i
unlikely that the promoter proposed by Strauch and Hoch
{18] is lunctional in vivo

Our computer analysis indicated that these two putative
promoters, located at 7 bp trom the T are the most
feasible within this region. However. due to the small dif-
ference between their score vitlues, we could not determine
which one was the functional promoter of the upr& gene:
theretore. we made site-directed mutagenesis at relevant nt
presumably involved in this promoter recogmition,

3.2 Analvsis of the aprE promorer sequence by site-direcred

PLACCRCSLS

To verify our theoretical results and Jdiscern between the
wo potential promoter sequences, we accomplished site-
directed mutagenesis on the nt considered as relevant for
RNAP recognition. For a given putative promoter se-
quence, we replaced the most conserved nt at specific po-
sitions by the Ieust frequent nt at the same sites. according
to frequency matrix of 8. subtilis promoter sequences. This

Table 2

8 subrils stramms

Strain Description Reference
BSR Anpr his4 wivB Lab stock
BSR6 BSRI umy £::pSG35.1 car This work
BSSG BSRI umy£::p-7G car This work
BS-31C BSR) amyE: p-31C car This work
BS-37G BSR1 amyE::p-37G car This work

Abbreviations: rat. chloramphenicol acety ltransferase gene.

B B A N L TR 1

frequency was constructed supported on the sequence of
122 promoters compiled by Helmann [7).

In the 10 box. common to the two putatinne promoters,
we replaced the it at position 7. which is a highly con-
seryved T base i the & swhatiy oV promoters, with a G
We constructed plasnud p-TGl which carnes this moditied
nt an the aprf&-lec 2 transtanonal fuston. The upr (4
translanonal fuston was mtegrated by double homologous
recombination nto the amivE locus of 8 subrdes stran
BSRI1, genceratung the BS-TG strin isce Sceetten 2) 0 Thas
strin evpresses only <
reliation to ats parental BSR6 stram that carries the wild-
npe rrapr This result s presented in Table 3 The Jdra-
matic reduction of the g-palactosidase activaty in the BS-
TGostram clearly indicates that the sequence TACAAT,
wdentiticd by our computer analvsas as the - 10 box, s an
fuct tunctional n vivo for RNAP recognition,

In order to discern swhich of the o 335 boxes denti-
fied by our computer program corresponded to the func-

o! the Poralactosdase activity in

tonal box, we mutitventred ot 31 (A —C) and nt
SAT AT —Go: vencrating BS-21C and BS-37G strams, re-
spectively. In both cases. we considered subsututions of a

highly conserved base an the o promoter consensus, 1o
the least vonserved nt an that speaific positon. To avoid
armbiguous results, the mutagenesis was designed in such o
wad that changes mntroduced in the DN A sequence would

. <o “

l
TG0 TC TAhaT Lo aaTATTATICC TrcTar T ur'\“ru‘xc;cA

f
-—— i ]

n
Lrr—ry Copyerr—

T ey TS few
PLTETE o GGTUTACTAA (e
] GTCTACTAA s wurn
nc GOTCT ACTCA e TACAAT e This work
3G e COGCTACT AR TACAAT o This wun

Fig. 1. (A) Putatine promoter sequences and plasmud consteuctions. (A)
Representation of posuble gprf promoter sequences . empty boxes ()
show the promater sequence r‘hvr\ostd by Strauch and Howh (18]
dashed boves @) exhibit the 7 sugg by Park et al
[11] and black boves (m) display lhe most hikely promoter sequence ac-
cordingly with our mutageness study. The latter two sequences pre-
wcnted the highest scores I the computer analysis. The incorporated
mutabions at the regulatory region ot the upr£ -lacZ fusion gene are ex-
hibited at the top of the spevific nt and positions arc shown as subin.
dexes. The nt are numbered in relation 1o the TIS ¢+ 1). (B) nt sequence
of plasmud regions constructed 10 this study, Underlinod nt represent
the mutations introduced at the 5° regulatory region of the apr&-luc
gene fusion.
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Fig. 2. Straiegy to map the position of the bending loct on the rrapr £ Several 536-bp DNA fragments were generated by PCR, using a set of primers
complementary to different regions of the apr£ gene and to its regulatory region (A), and analysed by 6% PAGE (B). The positions of the primers

used for PCR are relative to the TIS and their sequences are shown in Table 1. In each PCR

striction site to both ends of cach fragment is alse indicated.

only affect onc of the two analyzed —35 boxes (scc Fig.
1A). The BS-37G strain showed a 69% decreasc in the
aprE’lacZ transcription rate. On the other hand, BS-
31C did not yield a significant variation on its aprE”-
lacZ transcription rate, as it can be inferred from their
B-galactosidase activity. 81% with respect to the BSR6
strain (sec Table 3). Therefore. our results indicate that.
under the conditions tested. the aprE promoter has 17 bp
between the —10 and 35 boxes and it is located 7 bp
upstream of its TIS (Fig. 1A). Nevertheless, we could not
discard the possibility that both promoter sequences may
be functional and transcribe the apr£ gene at particular
conditions not assayed in our study. However, the condi-
tions used in the present work are the same used by severat
other groups to study apr£ regulation as well as many
sporulation-associated proce:

DNA the of the Tagql- o) re-

3.3. Electrophoretic analysis of circular permuted DN A
Sragpments of the rraprE

The presence of a static curvature DNA region on the
rraprE has been reported {20]. However, the exact position
of the sequence(s) responsible for such curvature was not
identified. We used u PCR-based method to map curva-
ture loci in this region. Using different sets of primers, we
gencrated several DNA frugments of the same size, but
with a specific DNA region permuted at different distances
from the ends of the DNA fragments. This procedure
allows the scanning for the contribution of different
DNA regions to gel migration anomalies {21]. Because
preliminary results suggested that the 160 bp preceding
the —35 region was involved in DNA bending [20], we
tocused our etforts on that region.
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Fig. 3 Computer-generated structure of the rruprE The sequence ana-
lvzed camprised the region fram —418 to =15 of the published sequence
by Valle and Ferran (20] The postons of the tinding site for Hpr.
SinR and AbrB protemns are indicated with broken hines [18] The 1INA
region essential for actnation by the decl 32 mutation {20} a5 also
shown tblack bar). Liwaltzation of the Tagl. .o festnction site s andi-
cated as T

Diagrams of the probes used. as well as the gel migra-
tion of these PCR-pencrated DNA fragments, are pre-
sented in Fig. 2. As can be seen, all the DNA fragments
migrated anomalously, ditferent from the expected size of
536 bp (Fig. 2B). Furthermore, when the Tugl. oy site was
almost in the middle of the DNA segment (fragment CJ.
Fig. 2A). the slowest migration was observed, suggesting
that the center of bending was at, or very close to. this
Taql-ipx site. This interpretation was supported by the
migration behavior of the BI und DK DNA segments,
where the Tugl_jo1 site i1s 208 or 209 bp from cither end.
and the fragments migrated almost identcally.

In the case of the AH and EL DNA frugments. the
Taql_py site is located at the same distance from each
end, and therefore we would expect to observe the same
migration. Neverthcless, it was not the case. Fragment AH
migrated more slowly and therefore we can assume it has
an extra curved clement that is not present in the fragment
EL (Fig. 2B). Furthermore. if we consider the important

migration dilferences between fragments DK and EL, we
can circumsenbe this second curved locus 1o the DNA
regon located between 209 and 109 bp upstream the
Tagl. oy site. These duta focate the muyor Jdeterminants
of anomalous gel nugration of the DNA fragments con-
tuining the rraprE around 100 and 200 bp upstream the
TIS and more than tive hebix-turns away from the AbrB-
binding site, consistent with 4 previous report by Strauch
and Avaatar [17)

33 Compurer anddvsis of the static DN cursature

Considenng the vomplexity of the rrapr£, revealed by
the permutation assay descnibed before, we decided to
utlize a computer-based program to predict the three-di-
mensional trajectory of the rraprE DNA sequence. The
predictions were made with the DNAstar computer pro-
grams (see Sevuon 2). This computer analysis showed that
the DegU-binding site is surrounded by two curved loci,
locahzed around 10 and 200 bp upstream the apr& TIS
(Fig. 3). This result is 1o good agreement with our circular
permutalion assay

There are numerous examples of curvature loct associ-
ated with regulatory clements/regions for transcription in
both prokaryvotes and cukaryvotes (6,19]. Plaskon uand War-
tell {13} analyzed the distmbution of sequence elements
associtated with DNA curvature for prokaryotic promoters
and found a4 strong correlation between the presence of
putative clements of curvature and the promoter strength
for reglons upstream ot the associated genes. The local-
izatton of the ninnsically curved DNA upstream the
RNAP-binding site might vary, ranging from —235 bp
in the distal activating region of streptococcal promoter
pcitl to -4 bp in the carly promoter of TS and T7
phages (reviewed in [12D. In most of the known cases,
only one curved upstream DNA region was present, but
cxampies can be found in which two regions placed in
phase contnibute 1o promoter activatton {8). In our case.
we postulate that the two curved regions presented in the
rraprE could play an active role in the formation of the
transcription open complex, by mediating the interactions
between the RNAP und the Degl regulatory protein.
DegU has been involved in the transcriptional control of
several genes that are expressed during the transition state,
such uas: levansucrase, neutral protease, a-amylase, B-glu-

Table 3

B-Galactosudase specific achvity

Strain B-Gal »pecific activity (U mg~! proteinr Relative activity (percentage)® Time
BSR6 16485 100 5
BS-7G 65,1 1 s
BS-31C 1333.3 81 s
BS-37G 50.8 31 3

*The values shown are the averages of three independent experiments and represent the mauimum specific acuvity for cach strain assayed.

®The relative activities were calculated with respect to BSR6 strain activity.
i acuvity is reached. after the transiuon state (T0).

“Period (haurs) when the level of B-gal d
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canase, serine protease (reviewed in [20]). However, there
is not a clear consensus sequence for its binding. We con-
sider that the curved loci present in the rraprE might torm
a specific three-dimensional domain, that could modulate
the interactions between the set of proteins that control
aprE transcription. Currently. we are testing this hypoth-
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Abstract

We evaluated the effect of several genetic factors that had been reported with a role in the
induction of the expression of important levels of recombinant protein in Bacillus subtilis. We
have utilized the B-galactosidase reporter protein from Escherichia coli as our model for the
overproduction of heterologous proteins in Bacillus subtilis. The lacZ gene was expressed in
B. subrilis using the regulatory region of the subtilisin gene apr£, whose transcription is
directed by the o factor and its expression is highly controlled by negative and positive
regulators. In this study., we considered factors modulating the transcription and translation
initiation rates, genetic and mRNA stability and the effect of specific genetic backgrounds such
as deglU32 and Apr2; that until now, had been studied independently in the construction of
protein overproducer strains of B. subrilis. We obtained a very significant increase in the B-
galactosidase activity, more than 100-fold, by changing the native -35 promoter box to the
consensus TTGACA sequence. The effects of site-directed mutagenesis on this and other

important regulatory /oci are discussed in detail.
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Introduction

The overproduction of homologous and heterologous polypeptides by recombinant cells is
widely used for research and commercial purposes. Overproducing strains from a broad range
of prokaryotic and eukaryotic cells have been constructed through genetic engineering. Among
them., members of the Bacillus group are particularly notorious since they produce many
metabolites and enzymes with commercial value (Zukowski 1992). The most common bacilli
used in industry are 8. licheniformis. B. amyloliquefaciens and B. subtilis, being the former,
the best studied from different points of view. Furthermore. because of its GRAS (generally
recognized as safe) status, B. subtilis is a natural candidate for the production of metabolites
and proteins utilized in the food and phamaceutical industries.

Several genetic and process factors are involved in the performance of an overproducing strain
and the production of each particular metabolite or protein present their own challenges.
However, there are some common factors that through the yvears, have shown to be important.
One of them, is obtaining the proper expression level of the relevant gene(s) during the process.
In bacteria, this has been achieved through the use of a small set of well characterized
regulatory regions that allow the controlled expression of the genes of interest.

In the present study, we utilized the regulatory region of the aprf gene of B. subrilis as our
working model for the construction of protein overproducer strains. The apr£ gene codes for
the extracellular protease subtilisin. a valuable enzyme manufactured by the biotechnology
industry (Debadov 1982). The development of recombinant protein production systems using
B. subtrilis as a host organism, especially those driven by the subtilisin promoter, provides an
important tool for research and cornmercial production in this area (Oyama et al. 1989).
Although subtilisin synthesis is not required for sporulation (Stahl and Ferrari 1984), its
production is triggered by mechanisms common to those events responsible for the sporulation
initiation, and hence. it has served as a model for developmentally-associated gene expression
(Sonenshein 1989). The aprE gene is transcribed by sigma A (o) and its expression is
controlled by several regulators, such as: DegU/DegS, AbrB, Hpr and SinR (Valle and Ferrari

1989).

48



Here we report the results of experiments directed towards the optimization of the rate of
transcription of the apr£ promoter, as well as the translation frequency and stability of the

mRNA produced.

Materials and methods
Bacterial strains and transformations procedures

The strains used in this work are listed in Table 1. £ coli JIM101, transformed by standard
procedures (Sambrook et al. 1989), was used for plasmid constructions and amplifications. B.
subtilis strains were derived from BBS80. The integrative plasmids listed in Table 1 were
linealized with Ps/I or Xmnl to transform B. subriliis BB80 and its derivatives were used to
construct the strains detailed in Table 2. The transformation protocol was as described by
Anagnostopoulos and Spizizen (1961); chloramphenicol was used as the selection resistance
marker (5ug/ml). Integration of plasmid DNA was confirmed by testing the absence of amylase
production by iodine staining as described by Sekiguchi et al (1975). To measure the agpr&
gene expression, we used an aprf -lacZ translational fusion integrated in the amy Jlocus, as

previously described by Ferrari et al. (1986).

B-galactosidase activity measurements

B. subtilis cells were grown at 37°C in Shaeffer’s sporulation media (Shaeffer et al. 1965). At
regular time intervals, samples of 1.5 ml were taken for measuring P-galactosidase specific

activity as described by Ferrari et al. (1986).

Site-directed mutagenesis of the transcription and translation regulatory regions of the apr&

gene
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Plasmid pT7-aprE was constructed by the cloning of the 509 base pairs (bp) EcoRI-Bamtl
fragment derived from plasmid pSG35.1 (Ferrari et al. 1988), that contains the aprf promoter
and the first eight codons of the structural genel into the plasmid pT7 (Novagen)., This new
plasmid was used as a template tor single or combinatorial oligonucleotide directed PCR
mutagenesis accordingly with the protocol described by Menno et all (1992). PCRs were
carried out with 7ag DNA polymerase (Promega Co.) in a Perkin Elmer PCR System. The
nucleotide substitutions introduced into the 37 gprE regulatory region were as tollows: A-
34>T, C-332>G. T-322A, A-312C. A-122G, G+~ 12> A (sce Fig. 1A). The final products of
the PCR mutagenesis were verified by determining the nucleotide sequence using the dideoxy
chain termination method described by Sanger et al. (1977). These DNAsS were digested with
EcoRl and BamH1, and cloned into the same restriction sites of the integrative plasmid pSG-
PLK in order to yield the plasmids listed in the Fig. 1B. Plasmid pSG-PLK is a pSG35.1
derivative in which the EcoRI-BamHl repion has been replaced by the polylinker derived from
pUCI19, leaving a promoterless lacZ gene. This change in pSG-PLK provides an easier
selection of transformants because colonies plated on X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-

galactopyranoside) agar are blue only if they carry the apr£ promoter.
Transcriptional fusion of the apr£ -lacZ gene and the crv transcription terminator fragment

To introduce the transcription terminator of the cmn///4 gene downstream the lacZ gene in our
overproducer strains, we constructed the integrative plasmid pTerm  This plasmid is a
p1515Tc derivative (Guérout-Fleury et al 1995) that contains a DNA fragment carrying 1154
bp of the 3° end from the lacZ gene, 621 bp of the B. subtilis amvE locus and 47 bp from the
crviliA transcription terminator of B. thuricngiensis (Wong and Chang 1986). These DNA
fragments were cloned by the introduction ot specific restriction sites at their ends using the
PCR reaction. First, we synthesized oligonucleotides that corresponded to the crvflld
terminator sequence; the ends of them had Bam#1 and .Ybal restriction sites. respectively. This
DNA fragment was cloned downstream the /acZ gene in order to evaluate its effect on the
specific mRNA stability. The nucleotide sequence of the hairpin was obtained from a previous

report (Wong and Chang 1986). To facilitate the identification of clones containing the cry/liA
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terminator, we generated a new Dral restriction site in it. This was done by a single base pair
change G—>C in the middle of the inverted and repeated sequence that corresponds to a loop in
the mMRNA. The sccondary structure of the moditied cn:///-1 terminator was analyzed with the
“Fold RNA program™ ot the GCG package (Wisconsin Package., Version 9.1-UNIX. Sep.
1997. Genetic Computer Group., Inc. Oxtord Molecular Group., Inc. Madison, Wisc.) and we
confirmed that the secondary structures of the native and modified terminator were identical.
The carboxy terminal end ot fauce”Z was cloned into the vector by placing Sacl and \\Vhal sites in
the oligonucleotide ends utilized in the PCR reaction. Finally, the carboxy terminal end of amv£
gene was cloned into the Hindlli-EcoRl sites of the vector. These two DNA fragments
carrying the /acZ and amvE genes were used as substrates for homologous recombination with

a previously integrated amvE::lacZ loci derived from strains BSR6 and JJ1.

Results

Transcription initiation

Recently we have identified more precisely the aprfE promoter using site-directed mutagenesis
(Jan et al. 1999 submitted). Some characteristics of the wild type aprf regulatory region
(aprE-WT) are as follow: a promoter with an almost perfect o consensus sequence on its -10
box (TACAAT): the -35 region (TactaA) has only two of the six nucleotides characteristic of
the consensus sequence TTGACA. These two boxes are separated by 17 bp. Another
characteristic of this regulatory region is the presence of un AT rich sequence upstream the -35
box, that is important for the recognition of the o— subunit of the RNA polymerase (RNAP)
(Ross et al. 1993). Taking all these data into account. and with the purposec of improving the
interactions of the RNAP with this regulatory region, we decided to perforrn  site-directed
mutagenesis of the -35 region of apr£ promoter, to generate a -35 consensus region. For this,
we introduced four nucleotide changes (ACTA -34 to -31> TGAC). We named this modified
regulatory region as rraprE-TTGACA. For its analysis, rrapr£-TTGACA was cloned upstream

of the /acZ reporter gene and integrated into the amy locus of the B. subtilis chromosome,
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generating strain JJ1. Identical construction with wild type aprf promoter has been reported
previously (Ferrari et al., 1988). The B-galactosidase activity of strains carrying these lacZ
fusions was assayed. It was tound that the modifications to the -35 box, increased 106-fold -
galactosidase levels, with respect to the parental BSR6 strain that camries the apr£ wild type
promoter (See Table 2 and Fig. 2). It is important to mention that the timing of expression of
the rraprE-WT and the rraprE-TTGACA was identical (see below). suggesting that the
changes on the —35 box did not aftect the regulatory mechanism(s) that block apr£ expression
during exponential growth.

Transcription termination and mRNA stability

It has been reported that the cr//14 terminator derived from B. rhuringiensis is a very etficient
transcription terminator that increase the half life of certain mRNA molecules (Wong and
Chang 1986) and consequently, the amount of protein produced per mRNA produced. To
explore if the cr/l/4 terminator could provide a benefit in the levels of B-galactosidase
produced in our experimental system, we cloned the cn:///4 terminator at the 3’ end of the
aprE -lacZ gene fusion. The effect of this terminator on the PB-galactosidase activity and
presumably the mRNA stability was analyzed in strains JJ14 (BSR6 /acZ::pTerm::amyvE) and
3I15 (I lacZ::pTerm::amyE). The insertion of the crv///A4 terminator in these strains produced
an increase in the B--galactosidase activity of 12% and 7%, respectively, with regard to their

parental strains lacking the crv///4 terminator (Sce Table 2).

Translational initiation; changing the GTG start codon of aprE "-lacZ to ATG

Translation initiation requires a specific initiation codon and a properly spaced sequence
upstream of the initiation codon that has potential base pairing with the 3° end of the 16S
ribosomal RNA (the Shine and Dalgarno or SD sequence) (Gold et al. 1981). The recent

sequencing of B. subtilis genome indicated that the initial codon for 78% of the B. subtilis



genes is ATG, while GTG and TTG are used 9 and 13% respectively (Rocha et al. 1999). The
first codon of the apr£ gene is GTG and we wanted to quantity the effect of changing GTG to
ATG on aprE expression.

For such a purpose, we constructed plasmids pATG-WT and pATG-TTGACA that carry the
mutated ATG start codon of the aprfs -lac” translational fusion. This fusion comprises the first
cight codons of aprf and the flacZ reporter gene. The only difference between these two
plasmids is that pATG-WT carries the rrapr£E-WT while pATG-TTGACA carries the rraprf-
TTGACA. The G2 A mutation in the aprf ~lucZ start codon was verified by DNA sequencing.
These translational fusions were integrated by double homologous recombination into the amvE
locus of the B. subrilis BSR1 strain, generating strains JJS and JJ1 1. respectively (See material
and methods). As shown in Table 2 and Fig. 3. these two strains produced similar B-
galactosidase activities levels as their parental BSR6 and JJ1 strains, which carry the wild type

GTG start codon.

Changing the aprE -lacZ ribosome binding sequence

Another important factor that could affect the translational initiation rate is the interaction of
the 37 end of the 16S rRNA with the mRNA. It has been reported that the B. subitilis SD
consensus sequence AAGGAGG, increases the rate of translational initiation in other organisms
(McLaughlin 1981 Ringquist et al. 1992; Lee et al. 1996). The native SD sequence of the aprE
gene is AAGGAGA. Therefore, we decided to make it consensus by changing the first A to a
G. This change was done in the rrapr£-WT and rraprE-TTGACA regulatory regions. In this
way, strains JJ9 and JJ12 were generated. In both cases, this change had a ncgative effect on
the B-galactosidase levels. JJ9 strain produced only 24% of the B-galactosidase activity
detected in its predecessor BSR6 strain; while JJ12 strain yielded 51% of the activity in relation
to the parental JJ1 strain. The data for these B-galactosidase activities are also summarized in

Table 2., exhibited in Fig. 3, and commented in detail in the Discussion section.

Combinatory effects on the translational level
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To analyze the etfect of the modifications to the SD sequence and to the initiation codon
simultaneously, we combined these two modifications in a single aprE£ -lacZ fusion. (see Fig. 1
and Table 1). Once again., we tested these modifications with the rmaprE-WT and rraprke-
TTGACA regulatory regions. The resulting strains were named as JJ10 and JJ13, respectively.
In both strains. there was a decrease in the B-galactosidase levels.  As shown in Table 2 and
Fig. 3; strains JJ10 and JJ13 produced 14 and 63%; respectively, of the B-galactosidase levels

detected in their parental strains BSR6 and JJ1.

Effect of hpr2 and degl/32 backgrounds on aprf -lacZ expression

It has been reported that the /Apr2 and degl’32 mutations have a positive and accumulative
effect on aprk£ expression. Both mutations increase the total amount of aprf£ mRNA produced
(Ferrari et al. 1988). To explore the etfect of these mutations in the expression levels promoted
by the rraprE-WT and rraprE-TTGACA regulatory regions, the Aipr2 and deglU32 mutations
were introduced in strains BSR6 and JJ1 (see Table 1). The effect of each mutation individually
and their combination was analyzed in this way.

The B-galactosidase levels of these strains are shown in Table 2. The results obtained with the
rraprE-WT regulatory region were consistent with the ones reported previously by Ferrrari et
al. (1988): the Apr2, degl/32 and hpr2-degl’/32 backgrounds produced increases of 3.3, 36.3 or
66-fold of B-galactosidase activity with respect to the wild type straian (BSR6). Interestingly,
strains carrying the rraprE-TTGACA regulatory region were also atfected positively by some
of these mutations. Strain JJ2 (Apr2) showed an increase of 1.8 fold over the JJ1 strain, while
the JJ4 (degl/32) strain had a marginal increase. However, the combination of these two

mutations (hpr2-degU32) in strain JJ6, produced a 2.7 fold increase on B-galactosidase level.

Measurement of B-galactosidase synthesis
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To have a direct estimation of the amount the B-galactosidase protein produced by our best
overproducing strain JJ6 (BSRI1 amyE:pTTGACA hpr2 degl’32).  we analyzed its total
protein profile by SDS-PAGE. For this, it was grown in Schaetler medium (see material and
methods) and samples were taken at regular intervals. The cell-tree extracts obtained by
sonication were analyzed by SDS-PAGE and stained with Coomassie brilliant blue (Fig. 4). B-
galactosidase protein was observed as a band with a molecular mass of 116 kDa. The
sporulation process started five hours atter the inoculation. At this time, the expression of the
recombinant protein started and reached its maximun two hours later. corresponding roughly to

1026 of the total intracellular protein.

Discussion

Several expression systems have been used to overproduce heterologous polypeptides in
different species of Bacillus. This has been achieved by the combination of strong but regulable
promoters, a variety of translation/secretion signals, as well transcriptional terminators. All
these factors have been used in ditferent genetic backgrounds. vectors and under a variety of
growth conditions, making difficult to evaluate the impact of each one of these factors in the
overall process. In this work we analyzed the effect of several modifications to the
transcriptionv/translation signals of the apr£ gene, using an aprf£-B-galactosidase fusion to
quantify the effects.

The aprf£ gene is an interesting model to develop systems for the overproduction of natural or
recombinant proteins. aprf is induced in a natural way at the end of the exponential growth,
when the maximum biomass is reached. minimizing the possibility of mutations and plasmid
segregation. Natural induction avoids the necessity of artificial inducers such as those systems
base on chemicals, like IPTG, oxygen (Walsh and Koshland 1985; Jensen et al. 1993; Makrides
1996) or physical induction by heat (Bujard et al. 1983: Mieschendahl and Muller-Hill 1985).
This natural induction of the apr£ gene represents an important economical advantage and also
because of its simplicity in the fermentation processes, specially at a large industrial scale.

The first modification studied was designed to increase the rate of transcription. Qur approach
consisted in the modification of the —35 region of the apr£ promoter to make it identical to the

consensus sequence identified for ¢* dependent promoters (Helmann 1995). We found that by
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changing 4 bascs on this region. more than 100-told increase in the B-galactosidase activity was
obtained. Interestingly. this new apr& promoter sull responded to temporal regulation as the
wild type apr£E promoter. Furthermore. it also retained its ability to respond to certain
mutations that are known to increase aprf transcription. i.e the  Apr2 and deg 32 mutations.
hpr2 mutation eliminates the negative regulator Hpr while degl32 makes Degl 1o remain
phosphorylated tor longer periods of time. This is particularly interesting because one of the 4
binding sites for the Hpr regulator that have been identiticd on the aprd regulatory region
overlaps with the promoter (Kallio et al.1991). In this sense, the =35 region corresponds to the
first 6 bases of the 22 protected from DNAse 1 cleavage by the binding ot Hpr. These results
may indicate that the moditied bases do not establish critical contacts with Hpr or that the
presence of 3 other Hpr binding sites in the same region. diminish the eftect of the mutations.

In this paper we demonstrate that the changes introduced into the apr£ regulatory region could
increase the 3-Gal activity even more (1.6 tolds Sce Table 2) than the increase obtained by the
hpr2 degl/32 mutations, commonly present in strains used at industry. Furthermore, we believe
that this is particularly relevant because the presence of the Aprl degl32 mutations have
several pleiotropic eftfects, like the hyper-production of several other extracellular degradative
enzymes; propensity to cellular lysis and the lack of motility and competence (Kunst et al.
1994). The absence of some these pleiotropic effects could explain why. while in both strains
BSR6 and JJ1 B-galactosidase activity was obtained 10 hours after To. the accumulated -
galactosidase started to decrease in the BSR6 strain. but remained constant for 20 hour in the
JJ1 strain (See Fig. 2).

Another aspect considered in this work was the change of the initiation codon GUG of the
aprE gene. As mentioned before. the inspection ot the Buaci/lus genome indicated that the
frequency of use of AUG, UUG and GUG as initiation codons was 78%,. 13% and 9%
respectively. Interestingly, the same GUG codon is used in the orthologous genes of Bacillus
stearothermophilus and Bacillus amyvioliquifaciens. After changing the initiation codon GUG
to ATG, we expected a positive effect in the expression of our aprE£ ‘-lacZ fusion. However, it
did not have any significant modification on the amount of f3-galactosidase produced. it has
been proposed that start codon frequency is partly a result of mRNA structure avoidance

(Rocha et al., 1999). In this sense, on average the in silico mutation of an AUG implies
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signiticantly more stable structures (energy 7% lower for GUG). The formation of stable
structures at the beginning of the mRNA can aftect translation by atfecting ribosome binding
and/or movement (Rocha ¢t al., 1999). The tact that we did not measured any effect of the
change of the initiation codon. suggest that the change had no significant impact the alternative
structures tormed at the beginning of the apr£-lacZ mRNA. Here it is important to stress that
the formation of these alternative structures will depend on the initiation codon as well as on
the downstream sequence. Because of this, the lack of effect of the GUG to AUG change
should not be gencralized.

Regarding the change ot the ribosome binding site in the apr£& -lacZ gene fusion, our results
suggest that the nucleotide A at the position +49 is relevant for the ribosome binding and has
some influence on the yicld ot the protein synthesis. It has been reported that SD sequences
closer to the B. subrilis AAGGAGG consensus, increased the translation efficiency due to the
easier recognition ot the ribosomes (Band and Henner 1984; Vellanoweth et al. 1992); however
in our particular case. we did not tind this etfect. One possible explanation for the lack of a
positive ctfect in the construction of the consensus SD sequence. is that altering the natural
aprE SD sequence could also generate a secondary structure in the leader region that could
block the translation initiation. Nevertheless, as tar as our computer analysis could tel], this
possibility was found not to be true. The translation initiation site was free of stable interactions
that could mask the SD sequence or the initiation codon, as it happens in the wild type SD
sequence. However, there are other factors that could influence the translation efficiency like
the space and the sequence between the initiation codon and the SD sequence. One element to
be considered is that in a consensus sequence, the more frequently utilized nucleotides are in
general considercd important, but are they the most feasible for a particular gene? Sometimes
it is not possible to predict the effect of the context and a nonconsensus base at a specific
position could be important for a particular mRNA, as it was the case for the aprf£ SD
sequence. It is important to notice that our modified aprE -lacZ reporter gene and the T7
mRNA late genes had the same AAGGAGG sequence. A low efficiency to translate the late
mRNA of the £. coli phage T7 by B. subtilis ribosomes despite the presence of a strong SD
sequence has been reported by Hager and Rabinowitz (1985). Therefore, a strong SD sequence
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may not always be sutlicient tor etlicient translation of a mRNA by B. subtilis ribosomes. but it
is in fact, a necessary one.

The cloning ot the craf//1 transcription termination at the 3° end of the /acZ gene produced a
minor increase of the B-galactosidase activity, in contrast to other cases where the same
transcription termination has been used to stabilize the mRNA ot the penicillinase gene of
Bacillus licheniformis (penf) or the interleukin 2 ¢DNA trom the human Jurkat cell line (Wong
and Chang ct al. 1986). In our case, it is important to consider the nature of the mRNA decay.
in £, coli the main degradation of the /acZ mRNA happens at the 57 end (Bechhofer and
Dubnae 1987: Agaisse and Lereclus 1996; Carrier and Keasling 1997). Theretore the addition
of stable secondary structures at the 37 end could not be sutficient to stabilize its mMRNA., We
belicve that the cloning of this transcription termination at the 37 end ot any other gene could
perhaps increase its stability; although in the particular case of lacZ gene, it did not work so
efficiently. Theretore, it would be necessary to design experiments to protect the JacZ mRNA
against the 3° end of the exonucleases action. Accordingly to this, Carrier and Keasling (1997)
have developed a system that consists in the introduction of hairpins into the leader region
between the start of the transcription and the translation ot the gene of interest. The mRNA
containing the hairpin structure exhibited a half-lite three times longer than the haltf-life of the
mMRNA with no hairpin, resulting in an increase of both, mRNA stability and protein levels.
Furthemore, Jurgen et al. (1998) have studied the importance of the 3° end of the /lacZ mRNA.
They concluded that the stability is not determined by specific sequences at the 3° end of the
transcript but rather by sequences upstream the translational start codon and suggested that the
lacZ mRNA degradation is probably the result of sequential cleaves of naked mRNA at
vulnerable sites exposed by transit of the last translating ribosome (Subbarao and Kenell 1988).

This work shows that a high level of a specific recombinant protein, around 102s of the total
protein. can be produced in certain B. subrilis strains. It is important to consider that this
increase was achieved only by a single copy of the gene. integrated in the chromosome. In this
regard it has been reported that the integration of DNA into bacterial genomes is a feasible
approach for the stabilization of heterologous genes in industrially important bacteria. The
pressure exerted on autonomous replicons appears to be absent or reduced when genes are

inserted into the bacterial chromosome (Peredelchuk and Bennet 1997). In contrast, the
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expression systems based on plasmids present difficulties to maintain the genetic information
due to their segregational instability properties (Balbas et al. 1993). This problem is commonly
solved by the introduction of antibiotic resistance genes: nevertheless, the addition of high
concentration of antibiotics to the media is required. Other important problem related to
plasmids is the rearrangement and deletion events that are significantly selected, because of the
loss of the genes to be expressed. often impart a cell growth advantages over the producer
strain. In our study, these drawbacks were minimized by the integration ot’ the genetic material
into the bacterial chromosome. Furthermore, it is possible to increase the productivity by
multiple integration or amplification of the DNA region of interest; there are several methods
for this purpose (Mori et al. 1988; Kiel ¢t al. 1995 Balbas ¢t al. 1996: Le Borgne et al. 1998).
This system can also be applied to others genes of commeercial relevance, with the advantage
that the aprf£ promoter avoids the use of expensive clements for large scale fermentation
induction.

In this study. we only made modifications at the genetic level: however, there are some others
possibilities to raise the level of gene expression related with the fermentation conditions of the
culture. It has been reported that it is possible to increase the productivity of a system, if a
higher cell density is attained by the use of O:-enriched air for sparging (Fass et al. 1989),
removing growth inhibitory metabolites by ultrafiltration (Lee and Chang 1990), using
computer control (Paalme et al. 1997) or combinations of these strategies (Martinez et al.
1997). Therefore, the 100-fold increase in the 3-galactosidase expression obtained in our study

(strain JJ1 ) could be considered as an advantageous starting point for an optimized scale-up

process.
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Table 1 B. subtilis strains

Strain Description Reference
BSR1 Anpr his4 givB Lab stock

BSR2 Anpr hisA hpr2 Lab stock

BSR3 Anpr glvB deglU'32 car Lab stock

BSR6 BSR1t amyE::pSG35.1 car This work
JJ3 BSRG6 hpr2 This work
JIs5 BSR6 degli32 This work
J¥7 BSR6 Apr2 degl/32 This work
JI8 BSR1 amyE:: pATG This work
JJjo BSR1 amyE:: pSD This work
JJ¥10 BSR1 amyE:: pATGSD This work
JJ14 ' BSR6 lacZ:: pTerm:: amyE-front tc This work
JJ1 BSR1 amyE:: pTTGACA cat This work
JJ2 JIl hpr2 car This work
Jja I deglU32 This work
Ji6 JI1 hpr2 degU32 This work
JIit JI1 amyvE:pATG This work
JJi2 1 amyE:: pSD This work
JJ13 I amyE:: pATGSD This work
JJ1s I lacZ::pTerm::amyE-front tc This work

Abbreviations: cat, chlorampenicol acetyltransferase gene; fc tetracycline resistance gene,

amyE-front, the 5° end of the amyE gene.
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Table 2 B-galactosidase activity in different overproducer strains

Strain® Maximum specitic Relative activity Relative activity
activity (U/mgprot®) with respect to BSR6 _ with respect to JJ1 Time®

Effect of ipr2 and degl/32 backgrounds

BSR6 2452 IX 009X 10
JJ3 8 105 3.3X 03X 14
JJs 89 000 36.3X A 0.3X s
JI7 162 330 66X 0.6X 8
JJi 261 360 106X 11X 7
JJI2 472 090 192X 1.8X 11
JJ4 335 810 137X 1.3X 9
JJo6 712 300 290X 2.7X 23
Effect of the cryZll4 terminator

JJ14 2747 112X 01X 10
JJ15 278 800 114X 1.067X 7
Effect of the ATG and SD mutations
JI8 2370 IX 0.009 8
JJ9o 595 0.24X 0.002 6
JJ10 355 0.14X 5.3E-7 5
JJIil 268 060 109X 1X 7
JJi12 132 880 54X 0.51X 5
JJi3 163 720 67X 0.63X S5
* The relevant genotype or mutation from each strain is exhibited

" The values shown are the averages of three independent experi The activity assayed is B-gal expressed'

from the apr£ -lacZ fusion.

¢ Period (hours) when the maximun level of B-galactosidase activity is reached, after the transition state (T,).
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Legends

Fig. 1-A Representation of the mutations incorporated at the regulatory region of the apr& ‘-
lacZ tusion gene. Numbers indicate the nucleotide positions relative to the transcription start
site (+1). The bases that correspond to the promoter sequences. boxes -10 and -35, are
exhibited by squares. The analyzed modifications are shown on the top of the specific

nucleotides.

Fig. 1-B Plasmids constructed in this study. Nucleotides in bold face represent the mutations

introduced at the apr£ regulatory region.

Fig. 2 PB-galactosidase activity in different B. subrilis backgrounds. (A) Estimation of the
biomass as units of optic density. (B) Specific B-galactosidase activity in strains: JJ1 (BSR1
amyE::pTTGACA) and BSR6 (BSR1 amyE::pSG35.1); this last strain was considered as the
wild type.

Fig. 3 Effect of mutations affecting the translation initiation rate. (A) Mutations incorporated at
the aprE -lacZ fusion carrying the -35 box consensus, TTGACA. (B) Mutations incorporated
at the aprk -lacZ carrying the wild type -35 box sequence.

Fig. 4 PB-galactosidase synthesis in strain JJ6 detected by SDS-PAGE. The number above each

lane represents the samples taken at specific intervals, accordingly with the specific expression

time (See text). LacZ protein (116kDa) was used as the molecular marker.
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Plasmid DNA sequence Reference
-35 Box -10 Box SD sequence  star codon
pPSG35.1 TACTAA - TACAAT---AGGAGA----- GTG Ferrari et
al. 1988
PSG-TTGACA TTGACA — TACAAT---AGGAGA----- GTG  This work
PATG TACTAA — TACAAT---AGGAGA----- ATG This work
PATG-TTGACA TTGACA — TACAAT---AGGAGA--—--- ATG  This work
PSD TACTAA — TACAAT---AGGAGG----- GTG This work
PSD-TTGACA TTGACA — TACAAT---AGGAGG----GTG This work
PATGSD TACTAA — TACAAT---AGGAGG----- ATG This work
PATG-TTGACA TTGACA — TACAAT---AGGAGG----- ATG This work

Fig. 1B
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Fig. 2
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Fig. 4
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VII Experimentos no incluidos en los articulos
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V1.1 Adicién de 20 pb entre los sitios de unién 3 y 4 de la proteina Hpr en la rraprE.

Dentro de nuestro grupo de investigacion se realizaron experimentos donde se

insertaron multiplos de 5 pb entre los sitos de pegado 3 v 4 de la proteina represora Hpr
(Sampieri A.. Tesis de Maestria, En preparacion). Estos experimentos tueron realizados con la
finalidad de conocer la topologia del DNA en la rrapr/ v ver si la insercion de las bases
producia giros que atectaran de alguna manera la uniéon de la proteina represora Hpr v sus
posibles contactos con otras proteinas reguladoras. Se observo que la insercion de 20 pb sobre
regulacion  silvestre  del gen auprt [rrapr£E(WT)]  producia, al menos

la region de
positivo sobre la expresion  de 3-Galactosidasa (Fig. 6). Razon

fenotipicamente. un cfecto
por la cual insertamos esita secuencia sobre la region de regulacion del gen apr£ que lleva la

caja -35 consenso. rraprE(TTGACA), y analizamos su etecto. Los plasmidos integrativos

pPSG-20WT y pSG-20TTGACA fueron construidos para este tin. (Ver Fig. 7).

pPSG-20WT y pSG-20TTGACA al ser digeridos con Psrl y transformados en la cepa
BSR1 se integran por doble recombinacion homdloga en ¢l /ocus de amyE, obteniéndose las
cepas JJ17 y JJ16, respectivamente. Antes de proceder a la transformacién se verifico
mediante secuencia. que los plasmidos tnicamente presentaran las mutaciones deseadas:
ademas. la integracion fue probada al sembrar las cepas en cajas de almidon (Sekiguchi er al.,
1975). Consideramos de interés construir durante ¢l proceso las correspondientes cepas con
genotipo degl”32. mutacion que hace que el regulador positivo Degl se mantenga mayor
tiempo en estado fosforilado. Las mutantes resultantes las llamamos JJ18 y JJI19. La
construccidon de estas mutantes estuvo basada en la siguiente propuesta: la insercion de 20 pb
afectaria la unidén del represor Hpr y el efecto que produjera seria similar al obtenido en
mutantes bajo el fondo Apr2 (mutantes previamente caracterizadas, que no producen el
represor Hpr). Por consiguiente, esperabamos alcanzar niveles de actividad similares a la cepa
JI3 (rraprE-we. hpr2) v 12 (rraprE-TTGACA. hpr2). con las cuales se obtuvieron aumentos
de 3.3 y 1.8 veces mas actividad, respectivamente (considerando como silvestre la cepa BSR6

y JJ1, en cada caso) con la ventaja de no tener efectos pleiotropicos del fondo Apr2.
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Fig.6 Adicion de 20 pares de bases {en morado) entre los sitios de pegado 3 y 4 de la proteina Hpr de
la region de regulacion del gene aprE
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El plismido pSG-20WT leva la rraprE(NWT) v pSG-20TTGACA la rraprE (TTGACA). La
secuencia AGCTTAATCCAGTAACAGTA fue insertada entre los sitios de pegado 3 y 4
de la proteina represora Hpr.
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La descripcion de las cepas, que llevan la insercidon de 20 pb. se presenta a continuacidn:

Cepas construidas:

JI17  amyirraprE (W.T.) Q20pb lacZ Cm™ Anpr his™ giv-

JI9  amyrrraprE (W.T.) Q20pb lacZ Cm"™ Anpr deglU™ 32 his™ gl
JIN6  amyirraprE (TTGACA) Q20pb lacZ” Cm" Anpr his~ ghr

JJI8  amvirraprE(TTGACA) Q20pb lacZ” Cm" Anpr degl”™32 his™ gl

La cepas BSR6 y JJI sirvieron como control. Los resultados de actividad enzimatica

de B-galactosidasa sc exhiben en la siguiente tabla:

Comparacion de cepas

Act. Especifica de Act. Relativa Tiempo
B-galactosidasa (Porcentaje)” (h)*
(U/mg-prot)”

BSR6 (wt) 2452 1 10
JJ17 (Wt,20pb) 6 051 2.5 12
JJ19 (wt,20pb,degUh32) 22 720 9.3 7
JJ1 (rtgaca) 261 360 1 7
JJ16 (1tgaca,20pb) 347 800 1.3 13
JJ18 (ttgaca,20pb,degUh32) 387 710 1.5 10
NOTAS:
* Los valores exhibidos son el promedio de 3 experimentos independi y repr la actividad especifica maxima

de cada cepa.
" La actividad relativa fue calculada con respecto a la actividad de la cepa BSR6.
id es al do, después del do de tr

* Periodo (horas) cuando el nivel maximo de actividad de B-galac

(TO).
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Aungue en nuestras construcciones no obtuvimos incrementos de similar magnitud,
nuestros resultados sugieren que la adicion de 20 pb entre los sitios de union 3-4 hacen que el
represor Hpr no pueda unirse tan eficientemente y que por ende su efecto represor es inferior

respecto al de la cepa silvestre.

Es importante mencionar que dentro de las inquicetudes del grupo se encuentra la de
obtener mutantes sobreproductoras y que no presenten etectos pleiotropicos. Antes de la
obtencién de la cepa JJ1. Ganicamente contibamos con cepas bajo los fondos /ipr2 y Jegl”32,
con las cuales se alcanzaron niveles considerables de actividad. Sin embargo estas cepas
presentan etectos pleiotrdpicos: entre ellos, lisarse facilmente. inconveniente trascendental
cuando se trabaja a nivel fermentador. Consideramos de importancia la obtencion de las cepas
que llevan la adicion de 20 pb porque permiten tener efectos positivos en ¢is que no originen
efectos pleiotropicos. En este sentido, las cepas JJ16 v JJ17 no presentan efectos
pleiotréopicos. Ademas con la cepa JJ16 se obtiene un incremento adicional. del 30%%, en la
actividad de B-Gal en relacion con JJ1. Otra caracteristica sobresaliente es que JJ16 presenta
regulacion similar a la cepa que lleva el promotor silvestre, BSR6. Esto es, l1a expresion de la
proteina recombinante se inicia después de T, (Ver. Fig. 8) v en consecuencia el crecimiento

del cultivo en su parte vegetativa no se ve afectado. lo que permite niveles de biomasa final

elevados.

Se ha reportado que Hpr se une a 4 regiones separadas sobre el promotor aprf y han
sugerido un modelo de su interaccién sobre el DNA (Strauch er. al.. 1991). El modelo se basa
en la tformacién de una horquilla de represion. tal como la reportada en otros sistemas; operén
arabinosa (Huo er al.. 1988), operodn lactosa (Ocehler er. al.. 1990). Es posible que la insercién
de 20 pb afecte de tal manera que el tentativo efecto cooperativo de la proteina represora Hpr
disminuya; lo que no es el caso en cepas spr2, donde existe la completa remocion de Hpr. Es
indudable que ésta es solamente una hipotesis y que se requieren de mas experimentos que nos
den la pauta sobre la interaccion de Hpr. Sin embargo debemos recordar que en el promotor
del gen existe la unién de otras proteinas; como lo es la proteina Sin que tiene efecto represor

vy la proteina DegU, a la cual se le ha adjudicado efecto activador sobre la expresion de apr£.
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Por tanto, los experimentos deben plancarse de tal manera que no se enmascare el efecto que

pudieran tener estas proteinas.

En relacion a las mutantes JJ19 y JJI8, fueron construidas csperando un aumento
similar al obtenido con las dobles mutantes degl”32-hpr2. Con ellas, tampoco se obtuvo el
incremento esperado. Sabemos que la falta de incremento no son efectos de carga metabélica
debido a que tenemos una cepa, JJ7, con la cual hemos alcanzado niveles por arriba de los

obtenidos con las cepas presentadas en este apartado.
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VII DISCUSION GENERAL
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Caracterizaciéon del promotor del gen aprE de B. subtilis

La expresion gendtica en procariotes comienza con la unidn especifica de la RNAP al
promotor con la RNAP para iniciar la sintesis del RNA. La cantidad de transcrito sintetizado
se encuentra intimamente relacionada con la velocidad de iniciacion efectiva; a su vez la

cantidad y vida media del mRNA producido repercute en la cantidad de proteina recombinante
(McClure, 1985).

El inicio de la transcripcion es un proceso que involucra multiples etapas, en el que

intervienen parametros termodinamicos y cinéticos. Las etapas involucradas en el proceso se
ilustran a continuacion:

(89 (In wtp D
Ky ks Complejo bk'. Complcjos
RNAP + Sccuencia ——3» Complejo ~ ——9= "0 ﬁ’nal ermarion
Promotorna  wf——— binano inicial g (Abi ) f_ iniciados
(Cerrado) €TI0 NTP awvy
Abortiva (=4

Complejos termanos + Sccuencia
en transcapcion Promotora
(Elongacion)

Fig. 9 Etapas en el proceso de la transcripeion.

Etapa I: Reconocimiento especifico. El complejo RNAP-o se une a la doble hélice de DNA

en el promotor formando un complejo binario *‘cerrado™. Este complejo es reversible y es
descrito por una constante de equilibrio (K,).

Etapa II: Formacién del complejo abierto. El complejo cerrado es convertido en un complejo

abierto por la *““apertura” reversible de una regién de 10- a 15-pb de DNA en el sitio de inicio
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de la transcripcion. La apertura de las cadenas comienza arriba del sitio de inicio de la
transcripcion (+1) y se extiende hasta este mismo, produciéndose el complejo abierto binario
final. Para promotores fuertes, la conversion hacia un complejo abierto es irreversible, por lo

que esta reaccidn ocurre a una velocidad constante k,. Esta reaccion es rapida.

Etapa III: Unidn de nucledtidos. La siguiente etapa es la incorporacion de los primeros
nucledtidos (NTP), que son complementarios a la cadena templado. Esto genera un complejo
ternario que contiene RN A asi como también DNA y RNAP, ¢l cual es descrito por una
velocidad contante k,, que es mas rapida que K,. Sin embargo ¢s posible que la enzima libere

la cadena. comprometicndo a la iniciacion de novo del proceso “*iniciacién abortiva™.

Etapa IV: Elongacion (Liberacion del promotor). Una vez que 7-12 nucledtidos del

transcrito se sintetiza, la subunidad ¢ es liberada y la elongacion continua.

Por consiguiente la expresion eficiente requiere que cada una de estas etapas se lleve a
cabo a una alta velocidad; por consiguiente, es necesario que las velocidades de las etapas
reversas (direccién de disociacion) sean pequefias en comparacion con la siguiente etapa, asi

la direccion hacia delante es esencialmente irreversible.

Se han realizado varios esfuerzos con la finalidad de especificar las caracteristicas
estructurales comunes de los promotores, principalmente los reconocidos por el factor ¢™° de
la RNAP de E. coli (Lisser y Margalit, 1994) y de su homdlogo & en B. subtilis (Helmann,
1995). La mayoria de los promotores conocidos se han determinado a través de experimentos
basados principalmente en identificar el sitio de inicio de la transcripcion, a través de mapeo
por nucleasa S1 o por extension de primero (Brosius er al., 1982; Izui et al., 1985; Lee y
Roeder, 1981).
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En afos posteriores el anadlisis de computo ha sido empleado como una herramienta
para la busqueda de posibles promotores dentro de una secuencia de DNA (Mulligan er al.,
1984: Chen er al.. 1997). El trabajo descrito aqui, ratifica que una secuencia de DNA que
contenga un promotor, puede ser analizada semi-cuantitativamente para su localizacién y
estimacion de su posible fuerza in vive. El algoritmo que utilizamos fue el descrito por
Mulligan er al. (1984) v esta basado en adjudicar valores a cada nucledtido de acuerdo a una
matriz de peso para promotores o © de £. coli. La caliticacion obtenida relaciona el grado con
la cual una secuencia de DNA sc¢ acerca al consenso de promotores o de £. coli. Con el
objeto de analizar los posibles promotores en Ia rraprE, hemos construido una matriz de
frecuencia relativa ¢n base a una lista de 122 promotores o de B. subtilis compilado por
Helmann (1995); al igual que la matriz de Mulligan er af. (1984) para promotores de £. coli,
nuestra matriz para B. subrilis contempla 16 pares de bases de la region —35. incluyendo 9
nucledtidos rio arriba de la caja candnica —335 y una sola base hacia abajo: ademas de 14 pares
de bases de la region —10. 5 nucledtidos hacia arriba v 3 hacia abajo de la caja —10 (Fig. 10).
Por tanto, seria interesante incluir bases adicionales arriba de la caja —35, elemento “*up™, las
cuales mejoran la actividad del promotor por la unién de la subunidad o de la RNAP o por
facilitar la curvatura del DNA. En este sentido. se ha reportado que el elemento *“*up™ en E.
coli tiene el consenso: -59 NNAAAATHA T T(A T TTTTInnAAAANNNn —-38 (Ross et al.,
1998: Estrem er al., 1998). Los residuos de la subunidad o involucrados con la union a DNA
son altamente conservados (Gaal et al., 1996: Murakami er al.. 1996); por lo tanto, las
secuencias de DNA reconocidas por la subunidad o tienen alta probabilidad de ser
conservadas. Ademas se ha reportado la presencia del elemento *“up™ en ecubacterias. En
promotores de B. subtilis ha sido identificado el clemento *‘up™ en los promotores de:
flagelina, Ahag (Fredrick er al., 1995), del estado de esporulacion, spot’'G (Banner et al., 1983),
del fago SP82, A4/uI56 (McAllister y Achberger, 1988). Sin embargo, pese a la similitud de las
secuencias que reconoce ¢’ de E. coli y o de B. subtilis, no puede asegurarse que el promotor
extendido sea 100% funcional en todos los genes transcritos en B. subrilis. Existen casos tal
como, el promotor laclUV5 de E. coli que es transcrito pobremente en B. subtilis a pesar de su
acercamiento al consenso (Henkin y Sonenshein, 1987). Ademas se ha reportado que el

dinucledtido TG (en la posicién —15 y -14) y una secuenciarica en As cercana al —43 son
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conservados en promotores de bacterias gram-positivas pero no en £, coli (Graves y
Rabinowitz, 1986; Moran et al., 1982; Voskuil er al.. 1995; Voskuil y Chambliss, 1998). D¢
acuerdo a lo anterior, consideramos de importancia la construccion de una matriz de
tfrecuencia relativa ampliada, que incluya tanto las regiones “‘up™ como aquellas relevantes en

promotores de bacterias gram-positivas.

Este tipo de andlisis anicamente sugiere posibles promotores; la disposicidon de tal
evidencia debe ser obtenida en una manera mas intformada y eficiente a través de la evaluacién
experimental. En cl articulo **Characterization of the 5’ subtilisin (apr£) regulatory region
from Bacillus subtilis** abordamos ambos tipos de analisis. El valor maximo que se obtiene al
correr el programa es 100, cuando todas las bases coinciden con la secuencia promotora
consenso aaaaatttgTTGACAL — 11pb — tatgaTATAATaaaa. Al realizar la evaluacion de la
rrapr£, para obtener sus promotores putativos, encontramos dos secuencias con calificaciones
tan cercanas una de otra (63 v 61) que no fue posible mediante este andlisis excluirse una de la
otra; por tal razén fue necesario realizar la mutagénesis sitio-cspecifico. El criterio que
utilizamos fue la mutacién de residuos altamente conservados por los nucledtidos menos
frecuente en ecsa posicion [Fig. 1A Articulo 1. “Characterization of the 5" subtilisin (aprk£)
regulatory region from Bacillus subtilis®, pag. 41]. Ademas nuestro programa sugiere que el
promotor reportado previamente por Strauch y Hoch (1992a) es poco probable de ser
funcional ya que obtuvo una calificacién de 37: existen al menos 71 otras secuencias con igual
o mayor calificacion. Este articulo ilustra como la localizaciéon de promotores hipotéticos es
una tarea relativamente sencilla, el problema es comprobar experimentalmente cual de los
sitios es el funcional; ademas discute como dos posibles promotores sobrelapados pueden ser

funcionales in vivo bajo diferentes condiciones.

Actualmente se conoce la secuencia de genomas completos de diversos organismos y
otros mas estan en este proceso, lo que genera un gran numero de fragmentos de DNA
secuenciados con funcién desconocida. El desarrollo de métodos confiables para identificar
funciones en regiones de DNA, incluyendo promotores, juega un papel importante en el
andlisis de estas secuencias. Sin embargo. un dilema en desarrollar programas para el

reconocimiento de promotores es descartar una gran porcién de promotores falsos-positivos,
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lo cual indica que este tipo de andlisis preliminar es util, pero como se menciond con

anterioridad, debe aun verificarse experimentalmente.

Curvatura de la regién de regulacion del gen aprE

La regulacidon del gen aprE es altamente controfada, interviniendo en su expresion

diversas proteinas con efectos activadores o represores sobre su expresidn, asi mismo se ha

sugerido la presencia de curvatura en esta region. El analisis presentado en el articulo
**Characterization of the 5° subtilisin (apr£) regulatory region from Bacillus subrilis*, es un
estudio de la curvatura en la rraprE. Los loci curvos fueron determinados a través de
fragmentos de DNA permutados circularmente de acuerdo al método previamente descrito por
Valle (1994). ubicindose a 100 v 200 pb hacia arriba del inicio de la transcripcién. Nuestros
resultados coincidieron con los previamente reportados Strauch y Ayazifar (1995) y sugicren
que la mayor curvatura de la rraprf se encuentra alrededor del sitio de union de la proteina
DegU; estas regiones curvas juegan un papel tundamental e¢n la formacion del complejo
abierto de la transcripcion, por mediar la interaccion entre la RNAP v la proteina reguladora
DegU. En este sentido se han reportado numerosos ejemplos de /ocsi curvos asociados con
regiones reguladoras de genes de origen procariote y cucariote (Gourse et al., 1986; Lloubes et
al.. 1988; Struhl. 1985). Existe una correlacion fuerte entre los elementos de curvatura y la
fuerza del promotor. indicando que el DNA curvo situado hacia arriba de la caja -35 mejora la
actividad transcripcional (Plaskon v Wartell. 1987). La localizacion de DNA intrinsecamente

curvo puede variar; en el promotor pcrll de Streprococcus el DNA curvo se encuentra a -235

pb respecto al inicio de la transcripcion ¥ en los promotores tempranos de los fagos TSy T7 a

-40 pb (revisado por Pérez-Martin et al., 1994).

Construcciéon de cepas sobreproductoras

Una de las estrategias mas socorridas para la generacidn de cepas sobreproductoras en

diferentes microorganismos es a través de rondas de mutagénesis quimica; sin embargo
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conocer el genotipo exacto de estas cepas y la posibilidad de reproducirlo es dificil. Por otra

parte, la mayoria de las cepas sobreproductoras han sido patentadas, lo que imposibilita su

acceso.

En afios recientes B. subrilis se ha utilizado como hospedero para el desarrollo de
sistemas de expresidn-secrecion de proteinas de interés comercial, entre ellas proteasas,
amilasas, celulasas y otras enzimas degradativas (Hoch, 1991). Dentro de sus caracteristicas
sobresalientes se encuentran: microorganismo GRAS por la FDA de los Estados Unidos de

América, tacil de manipular a nivel genético. secreta con facilidad proteinas y metabolitos al
medio de cultivo, sencillez para cultivarlo, su amplio conocimiento en el drea de
fermentaciones. Como consecuencid, en B. subrilis se han construido cepas para producir
diversas enzimas y proteinas de interés: sin embargo estas cepas en la mayoria de lo casos
presentan efectos pleiotropicos, interfiriendo en la expresion de genes involucrados en el

crecimiento, lisis celular, motilidad y competencia (Kunst ez al., 1994),

El gen aprfE de B. subtilis es uno de los modelos clasicos para entender los
mecanismos reguladores del estado de transicion: el grupo de investigacion al cual pertenezco
al igual que otros grupos de investigacion, lo han adoptado para realizar diversos estudios.
Una de las caracteristicas mas atractivas de este gen es que se expresa al final del crecimiento
exponencial sin necesidad de induccién, lo cual representa una ventaja potencial si se
considera la produccioén a nivel industrial. En este momento se alcanza la biomasa maxima,

minimizando la posibilidad de mutaciones y la segregacion de plasmidos.

Gran parte de los experimentos realizados en la presente tesis doctoral fueron hechos
con la finalidad de construir cepas sobreproductoras de B. subrilis, tomando en cuenta
parametros involucrados en modular los eventos en el inicio de la transcripcion y traduccién,
la estabilidad genética y del mRNA, asi como también los efectos de mutaciones especificas in
dos /oci regulatorios del gen aprZ: Hpr y DegU. En el articulo **Construction of protein
overproducer strains in Bacillus subtilis by an integrative approach™ se hace la descripcion de
las mutaciones efectuadas y de los efectos que estas produjeron de manera individual; asi

como también algunas combinaciones de las mismas.
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Después de localizar el promotor funcional del gen apr£, a 7 pb del inicio de la
transcripcion, con 17 pb de separacion entre las cajas -33 y -10 (Fig. 1A art. 1 pag. 41) fué
posible proponer las moditicaciones puntuales que se llevaron a cabo y que tienen etecto sobre
las sefiales a nivel transcripcional y/o traduccional. El resultado mas sorprendente fué
obtenido con la cepa JJ1, la cual lleva la caja -35 consenso. Esta moditicacion produjo un
incremento de 106 veces con respecto a la cepa considerada como silvestre, BSR6 (Fig. 1A v
Tabla No. 2, articulo 2 “Construction of protein overproducer strains in Bacillus subtilis by
an integrative approach™, pag. 65 ¥ 67). pensamos que esta mutacion tavorece el
reconocimiento de la region promotora por la RNAP. tacilitando la formacién del complejo
abierto ¢ incrementando la velocidad de su formacion. Ademas, JJ1 tiene gran potencial a
nivel industrial. ya que con ella se¢ alcanzaron valores de actividad de B-Gal por arriba de los
obtenidos con la cepa de produccion JJ7. que alcanza 66 veces mas actividad que la cepa
BSR6. La cepa JJ7 tiene una mutacion en el regulador positivo DeglU manteniéndose en
estado fosforilado por periodos mas largos, asi como también la climinacion del regulador
negativo Hpr. Es de importancia destacar que JJ1, a diferencia de JJ7, no presenta efectos
pleiotrépicos (Kunst er al.. 1994) y su nivel de actividad se mantiene 20 h después de TO, lo
que no sucede con las cepas BSR6 y JJ7. Aunado a ello. la cepa JJ1I presenta regulaciéon

genética similar a la cepa silvestre, BSR6: esto e¢s, ambas cepas expresan la proteina

recombinante después de alcanzar el estado de transicion (T,).

La transferencia del genotipo Apr2 a la cepa JJ1 (cepa JJ2) produjo un incremento
adicional, del 80%. Sin embargo, la transferencia del genotipo deglUh32 (cepa JJ4) no causd
un aumento significativo, lo que nos hace suponer que la mutacion degUh32 y la mutacion
que forma la caja -35 consenso favorecen ¢l reconocimiento de la secuencia promotora por la

RNAP de manera similar, razén por la cual no observamos un incremento significativo.
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La activacién de DegU parece ser similar a la estimulacion de la proteina activadora
catabolica, CAP. El papel comun de CAP, ¢n la activacion de la transcripcidn, es estimular
eventos que dirijan la formacion de un complejo abierto en un conjunto de promotores con
una secuencia consenso pobre en las cajas =35 0 10, como es ¢l caso de la caja —35 del
promotor del gen apr£. Diversos operonces, incluyendo los promotores de lactosa, galactosa y
arabinosa en £. col/i involucran la regulacion a través de ANIPe-CAP (Adhya 1987; Gang er

al.. 1997; Tagami y Aibam 1998). En este sentido. se¢ ha reportado que los sitios de unidon de
la proteina Degl en la region de regulacion de apr/ cubren los nucleotidos de -188 a -169
hacia arriba del sitio de inicio de la transcripeion (Dartois, V. of. «f. 1998). Es posible que la
interaccién entre la forma fostorilada de Degl (DegU-PO,") ¥ la RNAP se necesite solo
temporalmente para activar la transcripcion de la fusion silvestre apr£ -lacZ, cuya caja -35 se
acerca muy poco a la secuencia consenso. Podrian ocurrir dos vias en las cuales DegU active
la transcripcion: 1) por su interaccion directa con la RNAP, 6 2) por actuar sobre el DNA,

cambiando su estructura de alguna manera que asista la unién de la RNAP.

Consideramos que los cambios en la caja -35 de las cepas JJ1, JJ2. JJ4 y JJI6
produjeron una regién —35 tuncional, que podria interaccionar independientemente con la
RNAP. Por 1o que la formacion del complejo abierto es mas efectivo y probablemente no se
requiera mas activacion por parte de DegU-PO,". Creemos que las modificaciones de la caja —
35 hacia el consenso TTGACA (cepa JJ1) y la mutacion que lleva el gen degl/32 tienen
efectos *‘redundantes™ sobre el inicio de la transcripcién de aprf£-laZ;, por tanto, solo un

incremento minoritario en la actividad de B-Gal fue obtenido cuando ambas mutaciones

actuaron juntas (cepa JJ4).

Cuando la doble mutante Apr2 y deglU32 fue analizada, especulamos que tendria
efectos aditivos e incrementos proporcionales a las mutaciones Apr2 y degl32; sin embargo,
esto no ocurrié. Nuestros resultados sugieren que aunque ambas mutaciones llevan a cabo sus

funciones de manera independiente, el efecto de estas mutaciones no es completamente

aditivo, como puede ser visto en la cepa doble mutante JJ7 (BSR6 Apr2degl/32). Sin

embargo, conforme los niveles de B-Gal fueron mis elevados por la presencia de estas
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mutaciones cis, ¢l efecto del tondo fue menos significativo. Una posible explicacién es que la
carga metabolica sea limitante en las cepas sobreproductoras. Casos similares se han reportado
en la sobreproduccion de B-lactamasa (Togna er al., 1993; Gu er al.. 1994) ¥y en la produccién
de la insulina humana recombinante en £ cof/i (Schmidt M er al. 1999). Ademas, sc ha
reportado que la concentracidn de ribosomas libres podria repercutir en la traduccion de un
mRNA: por consiguiente, la cantidad de mRNA de /lacZ de las cepas JJ6 y JJ7 podria no
retlejar la actividad final de B-Gal (Carrier er al. 1998; Vind er al. 1993) y tendriamos que

medir ¢l RNAmM de estas cepas.

Una de las moditicaciones realizadas a nivel traduccional fue la mutacién que
correspondiente al codon de inicio de la traduccion GTG =2 ATG. Con clio esperibamos un
efecto positivo sobre la sintesis de la proteina recombinante AprE-BGal; sin embargo, no
obtuvimos modificaciéon significativa. Uno de los resultados mas inesperados. fue el obtenido
a través de la mutacién que forma la secuencia Shine-Dalgarno consenso AAGGAGG. Lejos
de tener efecto positivo sobre la actividad de B-Gal, observamos una marcada disminucién.
Con la finalidad de analizar si la mutacion puntual en la secuencia SD altera la estructura
secundaria en la regidon lider y por ende el bloqueo del inicio de la traduccion, evaluamos la
secuencia mutagenizada a través de un analisis de cdmputo. Dicho analisis descarté por

completo esta posibilidad.

L.a secuencia SD consenso para genes de B. subrilis es idéntica a la de los genes tardios
del fago T7 de E. coli. Paradojicamente se reportd la pérdida de eficiencia para traducir el
mensajero del fago T7 por los ribosomas de B. swbrilis a pesar de tener una secuencia SD
fuerte (Hager y Raminowitz, 1985). Es posible que los ribosomas de B. subrilis reconozcan
eficientemente los sitios de inicio en el mensajero, pero exista alguna influencia atn no

descrita de los residuos vecinos a ser traducidos.
Si bien en algunos casos la clonacién de un terminador de la transcripcidén en el

extremo 3 de un gen ha sido empleado como una herramienta para aumentar la vida media

del mensajero (Wong y Chang er al.. 1986), en el caso particular del terminador
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transcripcional del gen crv/l/4 de B. rhuriengiensis clonado en el extremo 3° del gen lacZ, no
produjo incremento considerable en la estabilidad del mRNA, evaluado a través de la
actividad de B-Gal. Tal parece que la proteccion en ¢l extremo 3° del mRNA de /acZ no es
suficiente para contender con la degradacion por nucleasas. En posteriores estudios debera
considerarse la clonacidon de estructuras que protejan la degradacion en el extremo 5°, tal
como se ha reportado en otros casos (Bechhoter y Dubnae, 1987:; Agaisse y Lereclus, 1996;
Carrier ¥y Keasling, 1997). Una discusion mas amplia de este evento se describe en el apartado
disscuss (pag. 35) del articulo "Construction of protein overproducer strain by an integrative

approach™.

Cabe mencionar que todas las mutaciones fueron analizadas a través de la fusién
traduccional apr£‘'-lacZ integrada en el cromosoma de B. subrilis por un solo evento de
recombinacion homéloga en el locus de amyvE. En este sentido, ha sido ampliamente reportado
que la integracion a cromosoma estabiliza los genes heterdlogos producidos industrialmente
(Peredelchuk y Bennet, 1997). Ademas, ¢s posible incrementar la productividad mediante
integraciones multiples o amplificaciones de la region de interés. Existen varios métodos
reportados para ello (Mori er al.. 1988; Kicl er al., 1995). Asi mismo. ¢l nivel de expresiéon de
un gen puede incrementarse si las condiciones de fermentacion del cultivo son manejadas de
manera adecuada. En este sentido hay numerosos reportes cn los cuales ha sido posible
incrementar la productividad de un sistema; por egjemplo. cuando se esparce aire enriquecido
con oxigeno para alcanzar una densidad celular mayor (Fass ez a/.. 1989), se remueven los
metabolitos que inhiben el crecimiento (Lee vy Chang 1990), se¢ usa un control automatizado
(Paalme ef al., 1997) o combinaciones de las estrategias anteriores (Martinez er al.. 1997). Por
lo tanto, el incremento en la expresion de B-Gal obtenido con la cepa JJ1 en este estudio, es

considerado como un punto de inicio en la optimizacion de un proceso a gran escala.
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IX Conclusiones
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De los resultados experimentales obtenidos en el desarrollo de este trabajo se pueden

obtener las siguientes conclusiones relevantes:

e El analisis tedrico utilizado e¢n nuestro estudio relevo dos secuencias promotoras
hipotéticas del gen aprE. Estos promotores estan localizados a 7pb del sitio de inicio de la
transcripcion, ticnen la misma caja -10, pero diferente caja -35. Determinamos por
mutagénesis sitio-especifico. que solamente una de ellas (TACTAA— 17 pb —TACAAT)
es tuncional in vivo bajo las condiciones ensayadas en este estudio. Sin embargo, no se
descarta la posibilidad que ¢l segundo promotor pudiera transcribir bajo condiciones no

analizadas en este trabajo.

e Hemos establecido mediante ensayos de permutaciones circulares, que hay al menos dos
loci curvos en la rraprE. Estos fragmentos estan localizados a los lados de la secuencia de
unién de la proteina DegU (alrededor de -100 a -200 pb en relacidn al sitio de inicio de 1a
transcripeidn) que podrian jugar un papel importante en la regulacion de la transcripeién

del gen aprE.

e De los factores analizados en la construccion de cepas sobreproductoras de B. subtilis, el
cambio mas importante correspondié a la formacion de la caja -35 consenso de los
promotores dependientes de ¢* en la rrapr£, formando la cepa JJ1. Este cambio produjo
un incremento de 100 veces la actividad con respecto a la cepa considerada coro silvestre
(BSR6). Es de importancia mencionar que la adicién de 20 pb entre los sitios de pegado 3
v 4 de la proteina Hpr. en la cepa JJ16, produjo un incremento adicional, del 30%. La
regulacion de los promotores modificados en las cepas JJ1 y JJ16 presentan patrones

similares al del promotor aprE silvestre; es decir, su expresion se presenta al inicio de la

fase de transicidn.



E! efecto del fondo genético hpr2 y deglU/32 no es tan notorio en la cepa JJI (2.7 veces)
como lo es en la cepa BSR6 (66 veces); sin embargo debera evaluarse si este beneficio

compensa los efectos pleiotropicos causados por estas mutaciones.

El cambio efectuado en el codén de inicio de la traduccion, GTG-> ATG, no tuvo impacto
en la expresion de la proteina recombinante; a diferencia de la modificacién para la

formacién de la secuencia SD consenso, AAGGAGG, que causé efecto negativo sobre la

expresion de B-Gal,

La clonacion del terminador transcripcional del gen cryv/lllA de Bacillus thuriengiensis en

el extremo 3’ de la fusién aprE-lacZ, aumentd la estabilidad del mensajero en un 10%.

93



X. PERSPECTIVAS
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En base a los resultados obtenidos, para trabajos futuros se recomienda:

Mejorar el método predictivo de reconocimicento de promotores mediante la construccion
de una matriz de frecuencia relativa ampliada, que incluya tanto la region de
reconocimiento de la subunidad alfa de lTa RNAP como aquellos nucleétidos relevantes en

promotores de bacterias Gram-positivas.

Con el fin de reducir la degradacion del mRNA de /acZ, clonar estructuras secundarias en

su extremo 5° que lo protejan de la acciéon por nucleasas.

Con el proposito de incrementar la produccién de la proteina recombinante, construir

cepas no productoras de las proteasas mayoritarias (aprE, ispl).

Evaluar la productividad de las cepas JJ1 v JJ16 a nivel fermentador; para que mediante

posteriores estudios se puedan manipular las condiciones de crecimiento y del medio de

cultivo con la finalidad de aumentar la cantidad de proteina recombinante.

Fusionar la rraprE a otras proteinas de interés comercial.

Incluir las mutaciones sobre los nucledtidos reportados importantes en el reconocimiento
de la subunidad alfa de la RNAP, cuyo consenso es: -59
NNAAAA/TA/T)T(A/T) TTTTnnAAAANnn -38, )
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