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RESUMEN 

Nocardia /actamdurans es el microorganismo utUlzado por la industria para la producción de 

cefamicina C. N. lactamdurans LC411 crecido en medio NYG proouce cefamiclna C. Las actividade~ 

enzlmáticas lsopenicUina N sintasa e Isopenlcilina N epimerasa están Implicadas en dos etapas 

tempranas de la v[a biosintética de cefamlcina C. Ambas son Interesantes: IPNS por ser una enzima 

común en las ramificación de esta 'Ita que conducen a la producción de penicilinas, cefalosparinas y 

cefamicinas y por sintetizar el primer compuesto con actfvk:lad antibiótica que aparece en la ruta 

bioslntética de ¡3-lactamas; IPNE por ser la primera enzima exclusiva de los microorganismos capaces 

de llevar a cabo tooas las etapas blosintéticas .. Nuestros estudios se centraron en estas dos enzimas 

Intentando aislar estas proteínas y determinar su secuencia de aminoácidos. Una causa de la baja 

prooucttvidad de N. lactamdurans es la Inestabilidad intrínseca de la cepa. Aparecen frecuentemente 

variantes espontáneos Ami carentes de micelio aéreo que sintetizan cefamicina e en cantidades 

prácticamente indetectables. La pérdida de funciones que afectan al metabolismo secundario es 

corriente entre los actinomicetos, grupo de microorganismos al que pertenece N. Jactamdurans, pero 

no lo es tanto. que este fenómeno se manifieste de forma espontánea. 

la escasa actividad de las enzimas de N. IBctamdurans dificultó enormemente su purificación, 

siendo preciso partir de gran cantidad de micelio para conseguir el seguimiento de la actividad 

enzimática durante el proceso de purificación. Esta biomasa pudo conseguirse al optimizarse las 

condiciones de fermentacKln del microorganismo en fermentador para hacerlas similares a las de 

matraces Indentados. B proceso de purificación también se vio entorpecido por la poca estabilidad 

de las activ1dades enzirnáticas (especialmente la IPNE), y la dificultad de su detección por bioensayo 

dado que se requieren no menos de 16-17 h para cuantificar la activkiad de cada etapa de purificación. 

IPNS DE Nocardia lactamdurans 

la enzima IPNS se considera crucial en la regulación de la biosfntes¡s de estos antibióticos, tanto 

en los productores eucariotas como en los procariotas. En nuestro caso. habla sido realizado un 

estlx;!io preliminar de la enzima de N. Jactamdurans por Castro en 1985. Este estudio ha sido mejorado 

en varios aspectos, entre los que destaca la utilización de Sephadex G-75, más apropLado aJ tamaño 

esperado de la enzima, lo que hizo posible purificarla 63.1 veces con un porcentaje de recuperación 

del 85.5%. Aunque la purificación de la enzima en DEAE·HPLC fue menor, con ella se eliminaron d. 

la muestra gran cant.idad de protelnas contaminantes, obteniénd~se fracciones con una actividad 
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enzimática muy baja. pero que estaban lo suficientemente puras como para determInar sin 

interferencias los parámetros de la proterna, peso molecular y punto Isoeléctrico, en electroforesls 

bidimensional. El peso molecular de la enzima IPNS determinado a partir de Sephadex G- 75 Y de 

electroforesis en geles de poIiacrUamida con dodecnsulf~to sódico (SDS-PAGE) fue 37500± .1000 

Da • confirmándose nuestros resultados por la clonación del gen pcbC que la codifica. Su punto 

Isoeléctrico es 5.5. 

IPNE DE Nocardia lactamdurans 

la enzima IPNE de N. lactamdurans convierte IsopenicOina N en penicilina N cambiando a forma 

D la configuración del ácido L-a-aminoadlpico que forma parte de la molécula de isopenlcllina N.IPNE 

se detectó por primera vez en extractos acelulares de Acremonlun chrysogenum y fue descrrta como 

una enzima muy lábH. Paralelamente al trabajo que se presenta en esta memoria, Usul y Yu (1989) 

han purificado la enzima de Streptomyces clavuligerus a homogeneidad electroforética. En nuestras 

condiciones experimentales se favoreció claramente la reacción directa de IPN a penicilina N, 

determinándose el producto de la rección mediante ensayo microbiológico. Esta reacción sólo 

requiere la presencia del sustrato IPN en tampón TPD. El tiempo óptimo de la reacción se fijó en 90 

mino La enzima resulta estable en el rango de pH 4.5·9.0, al igual que sucede con la epimerasa de S. 

clavuligerus. Sin embargo, ambas enzimas difieren ~n su estabilidad en los procesos de diálisis' 

mientras que la IPNE en S. clavu/igerus conserva su actividad. en N./acramdurans, las preparaciones 

de sulfato amónico pierden completamente la actividad al dialIzartas. La enzima no requiere 

aparentemente ningún cofactor, pero el fosfato de piridoxal (PP) le confiere estabilidad. Nuestros 

resultados demuestran que el PP está unido a la enzima. puesto que ésta se inactiva por acción del 

borohidruro sódico (compuesto que inhibe a las e~imas dependientes de PP al reducir el complejo 

enzima--cofactor) Y. ni la isoniazida ni la D·cicloserina (compuestos menos efectivos) son capaces de 

antagonizar signmcativamente al PP. 

La IPNE de N. lactamdurans ha sido purificada 93.2 veces mediante cromatografla en Sephadex 

G-75 y MonoQ-HPLC .. La cromatografla en Superosa 12-FPLC condujo a una preparación de protelna 

IPNE más pura, aunque prácticamente carente de actividad. la eplmerasa aparece como una banda 

mayorrtaria de peso molecular 59000 ± 1000 Da en SOS·PAGE • Cuando se realiza electroforesis 

bidimensional de muestras puras de IPNE de N. lactBmdurans. aparecen dos formas 



isoelectroforéticas con pi 5.13 y 5.26 que corresponden a la protefna de 59000 Da. Por otra parte, la 

secuencia de nucleótidos deducida para el extren:o amino-tenninal de la IPNE, está siendo utilizada 

en nuestro laboratorio para localizar el gen cafO de N. Jactamdurans. 

Nocardia lactamdurans VAR. AMY" 

La cepa variante Amy" es el modelo que hemos utilizado para relacionar los procesos de 

diferenciación con la prooucción de antibiótico en N./actamdurans. Su crecimiento en medio Hquido 

es similar al de la cepa Amy +. En medio sólido se observa macroscópicamenle su incapacidad para 

desarrollar micelio aéreo. Microscópicamente su micelio es más fragmentado que el de la cepa 

Arny +. En N./actamdurans, &194% de las colonias que no producen cefamicina e son Ami, pero no 

se conoce con exactitud el mecanismo que relaciona ambos procesos. 

En N. /actamdurans varo Ami, la falta de producción de cefamicina e, se debe en parte a la 

ausencia de actividades enzimáticas de la vra biosintética t entre ellas IPNS e IPNE. Resultó por tanto, 

de interés analizar e{ origen del fenómeno que conduce en N. lactamdurans a la pérdida simultánea 

de la producción de micelio aéreo yde las actividades IPNS e IPNE. Para ello, se empleó rutinariamente 

electroforesis bidimensional (2D·PAGE). Esta técnica es utilizada con frecuencia para establecer 

diferencias entre los patrones proteicos de cepas silvestres y mutantes, o de cepas sometidas a 

cambios nutricionales, choques térmicos, luz UV, etc. En nuestro caso, la utilización del sistema 

2D·PAGE con extractos precip~ados con sulfato amónico 50·80% de la IPNS procedentes de N. 

lactamdurans varo Amy+ y varo Amy', nos permitió conduir que el hecho de que la cepa Amy" no 

posea actividad ciclasa no se debe a la faUa de proterna IPNS. La preterna IPNS aparece en 2D·PAGE 

de los extractos procedentes de la cepa Amy' en la misma zona de peso molecular (37.5 KDa) que 

en los extractos procedentes de Amy + t aunque ligeramente desplazada en el gradiente de pH hacia 

el cátodo (5.58 en contraposición a 5.55 en Amy+). Esta pequen. dfferencia en migración de pi no 

se considera significativa y se asume que la protefna IPNS de la cepa variante Amy' es igual que la de 

la cepa Amy +. o ligeramente mexjjficada por la introducción de un grupo qufmico. La existencia de 

la proterna IPNE de N. lactarndurans varo Amy' quedó probada utilizando 2D-PAGE y anticuerpos 

obtenidos frente a la proterna IPNE de Amy + . La proterna de 59 KDa pi 5_1·(5.26) es la enzima de N. 

Jaclamdurans varo Amy +. Los anticuerpos fueron obtenidos inmunizando con esta protefna y estos 

anticuer~ permiten identificarla claramente entre las numerosas prote(nas de un extracto crudo. 

tanto en SDS-pAGE como en 2D·PAGE . Mediante Inmuneadsoreión se puso de manffiesto la 
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existencia de la protefna de 59 KDa en geles conteniendo muestras procedentes de N. lactamdurans 

varo Ami. la electroforesls SDS-PAGE no distingue entre dos lormas IsoeIectroforétlcamente 

distintas. IPNE se detectó Inequlvocamerrte en SDS-PAGE. pero no fue posible visualizarla en 

2D-PAGE a pesar de la evidencia de que esta cepe variante posee la protelna de 59 KDa. las 

variaciones de unos pocos aminoácidos afectarán más al pi que al peso molecular. el cual ha de 

modificarse bastante para resolverse en SDS·PAGE de forma distinta: por tanto, dichas variaciones 

sólo se registrarán en IEF. Los anticuerpos. dirigidos principalmente frente a la protefna con pi 5.1, 

no la detectaron en las electroforesls bidimensionales de extractos Amy" porque dicha variante no 

posee cant¡(jad suficiente para la detección por tener más protefna con pi 5.26 que con pi 5.1. 

la ausencia de actividades enzimátlcas IPNS e IPNE puede explicarse en base a Inhibición de 

dicha actividad. Una hipótesis alternativa es que existan niveles basales de todas las enzimas de la 

vía biosintética, en cantidades demasiado bajas para ser detectables por los métodos actuales de 

medida de las enzimas biosintética, asf como de! antibiótico que se produzca. Esta hipótesis supondría 

que existe una proterna reguladora. protefna que aumentarla la expresión de todos los genes de la 

vra. Reguladores positivos han sido encontrados en la blosfntesis de otros antibióticos. 

Nocardia lactamdurans VAR. AMY+ CRECIDO EN CONDICIONES DE 
REGULACION NITROGENADA 

Para nuestros estudios. realizamos una purificación de la hipotética proterna IPNE de cultivos 

crecidos en presencia de amonio, paralela a la de cultivos control y se compararon ambos tipos de 

fracciones semipurificadas en 2D·PAGE. la regulación nitrogenada provoca tales cambios en el 

patrón de proteínas. originando un aumento de la sfntesis de las de bajo peso molecular, que hace 

prácticamente imposible la detección de pico proteico resuelto en la zona correspondiente a IPNE 

{59 KDa pI5.1}. P~recería que, con estas condiciones de fermentación. N./actamdurans sintetiza una 

cantidad de proterna IPNE ¡nferiora la normal. Sin embargo, no existe represión completa de la sfntesls 

de IPNE. como se demostró al detectarla en SDS-PAGE utnlzando anticuerpos. la complejidad de 

los mecanismos de regulación nitrogenada en N. 'act~mdurans, hace necesaria la continuación de 

estudios encaminados a caracterizar dichos mecanismos y a establecer el tipo de control que ejercen 

los posibles genes reguladores de la expresión de los estructurales como respuesta a factores 

medioambientales. 



ABSTRAer 

The blosynlhesls of cephalosporlns by Acremon/um chrysogenum (syo. CephB/osporlum 

Bcremonium) Bnd cephamyclns by NOCBroiB /Bc/Bmdurans (syo. S/reptomyces /BctBmdurBns) lakes 

place lhrough slmUar blosynthetlc pathways (reviewad by Martln & Uras, 1985). In bolh cases, lhefirst 

slep Involves the formatlon of trlpaplide b·(L-cx·amlooadipyf)-l-cystelnl-D-vallne (ACV) by the enzyme 

ACN synlhetase, loIlowad by cycllzatlon of ACN to IsopenlcUlln N by IsopenlcUlln N synlase (IPNS). 

Isopenicilin N eplmerase (IPNE), whlch converts IPN Into penlcRlln N by changlng the L"'amlnoadlplc 

acid side chaln tothe D-conllguratlon was first detectad InA chrysogenum (Sawada et BI., 1980). The . 

enzyme was so labUe that ~ could nO! be characterlzaad further. The IPNS of N./Bctamdurans appears 

to be a monomer Slnee the molecular weight 01 the natural (non-denaturad) lorm calculated by gel 

rdtratlon Is identlcal to lhe molecular welght 01 SDS-denaturad proteln as estlmatad by PAGE: 37800 

Da. Her pi Is 5.5. The IPNE was extractad Irom N. /ac/amdurans and purifiad 93.2-fold. The enzyme 

was unslable but could be partially stabilizad by addhlon of pyridoxal phosphate. The pur~ied enzyme 

dicl not require ATP fer actfvity In contrast to other amlno acid racemases. The enzyme has a molecular 

weight 01 59000 Da as determinad by gel filtration. A proteln band of 59000 Da and pi 5.1-5.26 was 

found to be ennched In active fractions whlch were obtalned from N. lactarndurans and anallzed In 

SDS-PAGE, the band was also Inmunodetectad. In ad~lon, N. /actamdurans varo Amy', a 

non-produclng cephamycln e straln has the Inmunodelectables prolelns IPNS and IPNE, and they 

can be visualizad In two-dimenslonal electrophoresls system. 
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