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RESUMEN

Nocardia lactamdurans es el microorganismo utllizado por 1a industrla para la produccion de
cefarnicina C. N. lactamdurans LC411 crecido en medio NYG produce cefamicina C. Las aclividades
enziméticas Isopenicllina N sintasa e lsopeniciiina N epimerasa estdn Implicadas en dos etapas
tempranas de la via biosintética de cefamicina C. Ambas son interesantes: IPNS por ser una enzima
comun en las ramificacién de esta via que conducen a la produccidn de penicilinas, cefalosporinas y
cefamicinas y por sintetlzar el primer compuesto con actividad antibidtica que aparece en fa ruta
biosintética de p-lactamas; IPNE por ser |la primera enzima exclusiva de los microorganismos capaces
de llevar a cabo todas las etapas biosiniéticas .. Nuestros estudios se centraron en estas dos enzimas
intentando aislar eslas proteinas y delerminar su secuencla de aminodcidos. Una causa de la baja
productividad de N. factamdurans es la Inestabilidad intrinseca de 1a cepa. Aparecen frecuentements
variantes espontinens Amy carentes de micelio aéreo que sinletizan cefamicina C en cantidades
practicamente indetectables. La pérdida de funclones que afectan al metabolismo secundario es
torriente entre los actinomicetos, grupo de microorganismas al que pertenece N. lactamdurans, pero
no lo es tanto que este fendmeno se manifieste de forma espontanea.

La escasa actividad de las enzimas de N. Jactamdurans dificulté enormemente su purificacion,
siendo preciso parlir de gran cantidad de micello para conseguir el seguimlento de la actividad
enzimdatica durante &l proceso de purificacion, Esta biomasa pudo conseguirse al optimizarse las
condiciones de fermentacion del microorganismo en fermentador para hacerias similares a las de
matraces indentados. E! proceso de purfficacidn también se vio entorpecido por la poca estabilidad
de las actividades enzimdticas (especialmente la IPNE), y la dificultad de su deteccién por bicensayo
dado que se requieren no menos de 16-17 h para cuantificar la actividad de cada etapa de purificacidn.

IPNS DE Nocardia lactamdurans

La enzima JPNS se considera crucial en la regulacidn de la biosintesis de estos antibidticos, tanto
en los productores eucariolas como en los procariolas. £n nuestro caso , habla sido realizado un
estudio preliminar de la enzima de N. factamdurans pot Castro en 1985. Este estudio ha sido mejorado
en varips aspecios, entre los que destaca la ulllizacidn de Sephadex G-75, més aproplado al tamafo
esperado de {a enzima, 1o que hizo posible purificaria 63.1 veces con un porcentaje de recuperacion
del 85.5%. Aunque la purificaclén de la enzima en DEAE-HPLC fue menor, con ella se eliminaron de
la muestra gran cantidad de proteinas contaminantes, obteniéndose fracciones con una actividad



enzimatica muy baja, pero que estaban lo suflclentemente puras como para determinar sin
interferencias los pardmetros de 1a proleina, peso molecular y punto Isoeléctrico, en electroloresis
bidimensional. El peso molecutar de la enzima IPNS détarmlnado a partir de Sephadex G- 75 y de
electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE} fue 37500 1000
Da , confirmandose nuestros resullados por la clonacién del gen pcbC que la codifica, Su punto
isoeléctrico es 5.5.

IPNE DE Nocardia laclamdurans

La enzima IPNE de N. lactamdurans convierte Isopenicllina N en penicilina N camblandoe a forma
Dla configuracion del dcido L-g-aminoadipico que forma parle de la molécula de isopenicllina N. IPNE
se detectd por primera vez en extractos acelvlares de Acremoniun chrysogenum y fue descrita como
una enzima muy l&bil. Paralelamente ai trabajo que se presenta en esta memoria, Usul y Yu (1988)
han purificado la enzima de Streptomyces clavuligerus a homogeneidad electroforética. En nuestras
condiciones expetimentales se favorecid claramente la reaccidén directa de IPN a penicilina N,
determindndose el producto de la reccidn mediante ensayo microbiolégico. Esta reaccién sdlo
requiere la presencia del sustrato IPN en tampdn TPD. £l tiempo dptimo de la reaccidn se fijé en 90
min. 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 en su establlidad en los procesos de diélisisl
mientras que la IPNE en S. clavuligerus conserva su actividad, en N. lactamdurans, las preparaciones
de sulfalo aménico pierden completamente la aclividad al diallzaras. La enzima no requiere
aparentemente ningan cofactor, pero el fosfato de piridoxal (PP} le condiere estabilidad. Nuestros
restltados demuestran que el PP estd unido a la enzima, puesto que ésta se Inactiva por accién del
borohidruro sédico {compuesto que Inhibe a las enzimas dependientes de PP al reducir ef complejo
enzima-cofactor) y, nila isoniazida nila D-cicloserina (Compuestos menos efeclivos) son capaces da
antagonizar significativamente al PP,

La IPNE de N. lactamdurans ha sido purificada 93.2 veces medlante cromatografia en Sephadex
G-75y MonoQ-HPLC.. La cromatografla en Superosa 12-FPLC condujo auna preparacion de protelna
IPNE m4s pura, aunque practicamente carente de actividad. La eplmerasa aparece como una banda
mayoritaria de peso molecular 59000 + 1000 Da en SDS-PAGE . Cuando se realiza electroforesis

bidimensional de muestras puras de IPNE de N. lactarmdurans, aparecen dos formas



isoelectroforéticas con pl 5.13 y 5.26 que corresponden a ia proteina de 59000 Da. Por otra parte, la
secuencla de nucledtidos deducida para el extremo amino-terminal de la IPNE, esta siendo utilizada

en nuestro laboratorio para localizar el gen cefD de N. lactamdurans.

Nocardia lactamdurans VAR. AMY

La cepa varianle Arny” es el modelo que hemas utilizado para relacionar los procesos de
diferenciacion con fa produccidn de antibidtico en N. factamdurans. Su crecimiento en medio lfiquido
es similar al de la cepa Amy"'. En medio sdlido se obsarva macroscopicamente su incapacidad para
desarrollar micelio aérec. Microscopicamenta su micelic es mas fragmentado que & de la cepa
Amy ¥, EnN. lactamdurans, el 94% de las colonlas que no producen cefamicina C son Amy’, pero no
se conoce con exactitud el mecanismo que relaciona ambos procesos. )

En N. lac:amc{urans var. Amy’, la falta de produccion de cefamicina C, se debe en parle a la
ausencia de actividades enzimaticas de la via biosintética , enire ellas IPNS e IPNE. Resulté por tanto,
de interés analizar & origen del fendmeno que conduce en N, lactamdurans a la pérdida simultanea
dela produccidénde micelio aéreo y delas actividades IPNS e IPNE. Para ello, se empled rutinariamente
electroforesis bidimensional (2D-PAGE). Esta técnica es utilizada con frecuencia para establecer
diferencias entre los patrones proteicos de cepas silvesires y mutantes, o de cepas sometidas a
cambios nutricionales, choques térmicos, luz UV, elc. En nuestro caso, la utilizacidn del sistema
2D-PAGE con extractos precipitados con sulfato amdnico 50-80% de |12 IPNS procedentes de N.
lactamdurans var. Amy™ y var. Amy’, nos permitié conciuir que el hecho de que la cepa Amy™ no
posea actividad ciclasa no se debe a |z falta de proteina [PNS. La protefna IPNS aparece en 20-PAGE
de los extracios procedentes de la cepa Amy” en la misma zona de peso molecular (37.5 KDa} que
en los extractos procedentes de Amy"', aungue ligeramente desplazada en el gradiente de pH hacia
el clodo (5.58 en contraposicion a 5.55 en Amy*). Esta pequefia diferencia en migracién de pl no
se considera significativa y se asume que la proleina IPNS de la cepa variante Amy es igual que la de
. la cepa Amy ™, o ligeramente modificada por la introduccion de un grupo quimico. La existencia de
la protelna IPNE de N. Jactamdurans var. Amy quedd probada utilizando 20-FAGE y anticuerpos
obtenidos frente a la proteina IPNE de _Amy*. La proteina de 59 KDa pl 5.1-(5.26} es la enzima de N.
lactamdurans var. Amy*. Los anticuerpos fueron obtenidos inmunizando con esta protelna y estos
amicuerpo§ permiten identificarla claramente entre las numerosas protelnas de un extracto crudo,
tanto en SDS-PAGE como en 20-PAGE | Mediante inmuncadsorcidn se puso de manifiesto la




existencia de la proteina de 52 KDa en geles conteniendo muestras procedentes de N. lactamdurans
var, Amy. La electroforesls SDS-PAGE no distingue entre dos formas Isoelectroforéticamente
distintas. IPNE se detectd Inequivocamente en SDS-PAGE, pero no fue posible visualizaria en
2D-PAGE a pesar de la evidencia de qie esta cepa varlante posee la protelna de 53 KDa. Las
varlaciones de unos pocos aminodcidos alectardn més al pl que al peso molecular, of cual ha de
modificarse bastante para resolverse en SDS-PAGE de forma distinta; por tanto, dichas variaciones
sdlo se registrardn en IEF. Los anticuerpos, dirigidos principalmente frente a 12 protelna con pl 5.1,
no la delectaron en las electroforesis bidimensionales de extractos Amy porque dicha variante no
posee cantidad suticiente para la deteccién por tener més proteina con pl 5.26 que con pl 5.1,

La ausencia de actividades enziméticas IPNS e IPNE puede explicarse en base a Inhibicién de
dicha actividad. Una hipdtesis allernativa es que existan niveles basales de todas las enzimas de la
via biosintética, en cantidades demaslado bajas para ser detectables por los mélodos actuales de
medida delas enzimas biosinlética, asf comadel antibidtico que se produzea, Esta hipdtesls supondria
que existe una proteina reguladora, protelna que aumentaria la expresion de todos los genes de la

vla. Reguladores positivos han sido encontrados en la biosintesis de otros antibidticos.

Nocardia lactamdurans VAR, AMY' CRECIDO EN CONDICIONES DE
: REGULACION NITROGENADA

Para nuestros estudios, reallzamos una purificacién de la hipotética protelna IPNE de cuitivos
crecidos en presencia de amonig, paralela a la de cultivos control y se compararon ambos tipos de
fracciones semipurificadas en 2D-PAGE. La regulacidn nitrogenada provoca lales cambios en el
patron de proteinas, originando un aumento de la sintesis de las de bajo peso molecular, que hace
précticamente imposible la deteccidn de pico proteico resuelto en la zona correspondiente a IPNE
{59 KDa pl 5.1}. Parecerfa que, con estas condiciones de fermantacion, N. factamdurans sintetiza una
cantidad de proteina IPNE inferior ala normal, Sin embargo, no existe represién completa de la sintesis
de IPNE, como se demostrd al detectarda en SDS-PAGE utilizando anticuerpos. La complejidad de
los mecanismos de regulacién nitrogenada en N. factamdurans, hace necesaria la continuacién de
estudios encaminados a caracterizar dichos mecanismos y a establecer ef tipo de control que ejercen
los posibles genes reguladores de la expresidén de los estructurales como respuesta a factores

medicambientales.



ABSTRACT

The blosynthesls of cephalosporins by Acremonium chrysogenum (syn. Cephalosporium
acremonium) and cephamycing by Nocardia lactamdurans (syn. Streptornyces lactamdurans) lakes
place through simiiar blosynthetic pathways (reviewed by Martin & Liras, 1985). In both cases, thefirst
step involves the formation of tripeptide §-(L-o-amincadipyl}-L-cystelnl-D-valine (ACV) by the enzyme
ACYV synthetase, followed by cyclizatlon of ACV to Isopenicliin N by Isopeniclilin N syntase (IPNS).
IsopenicilinN epimerase (IPNE}, which converts IPN Into penicilin N by changing the L-ataminoadipic
acid side chaln to the D-configuration was first detected In A chrysogenum (Sawada et &/, 1980). The
enzyme was so lablle that it could not be characterizaed further. The IPNS of N. Jactamdurans appears
to be a monomer since the molecular weight of the natural (non-denatured} form calculated by gel
fitration is identical to the molecular weight of SDS-denatured proteln as estimated by PAGE: 37800
Da. Her pf is 5.5. The IPNE was extracted from N. Jactamdurans and purified 93.2-fold. The enzyme
was unstable but could be partially stabilized by addition of pyridoxal phosphate. The purified enzyme
did not require ATP for activity In contrast 1o other amino acid racemases. The enzyme has a molecular
weight of 59000 Da as determined by gel filtration. A protain band of 59000 Da and pl 5.1-5.26 was
found 1o be enriched In active fractions which were obtained from N. factamdurans and anallzed in
SOS-PAGE, the band was also inmunodetected. In adition, N. factamdurans var. Amy’, a
non-producing cephamycin C strain has the inmunodetectables proteins IPNS and IPNE, and they
can be visuallzed in two-dimensional electrophoresis system,
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