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MECANISMO DE EXPRESION DE LA PBP-3 DE E. COLI: OBTENCION DE UNA CE.
PA HIPERPRODUCTORA DE LA PROTEINA

INTRODUCCION

Se habia realizado en nuestro laboratorio la sintesis de -
varios derivados de Ampicilina, de todos ellos, hubo uno (val3) (1),
gue presentd una gran afinidad y especificidad por la PBP-3 de -
E. coli. Dado el caréacter de di-Ampicilina del nuevo derivado, po-
dia pensarse en su unidn especifica a dos moléculas diferentes y
por lo tanto realizar crosslinking entre ellas. La PBP-3 es una pro
teina de la membrana citopldsmica, que estd implicada en la etapa
final del proceso de divisidn celular durante la formacidn del sep
tum. Estas caracteristicas la hacen muy interesante tanto por su
funcidn como por el estudio del entorno de la membrana donde esta
ubicada. No obstante, en E. coli sdlo existen 50 copias de esta
proteina por célula, lo cual dificulta cualquier estudio de tipo
bioguimico. Por tanto iniciamos el clonaje molecular de esta pro-

teina en un bacteriofago A para posteriormente subclonar el

'
gen estructural en un plésmiég bacteriano, con la idea de amplifi-
carlo y obtener cantidades importantes de PBP-3 para realizar su -
purificacidén y los estudios de crosslinking en la membrana. Asi -
pues, nos dedicamos a la obtencidén de una cepa hiperproductora de
PBP-3. Mediante técnicas de ingenieria genética clonamos el DNA de
una estirpe salvaje de E. coli en un fago vector. Obtuvimos cinco

presuntos lisbgenos que complementaban la mutacidn en el gen de la
PBP-3. Llevamos a cabo un estudio exahustivo de estos lisdgenos me
diante analisis detallado de los puntos de corte por enzimas de -
restriccidén, un estudio de moléculas heteroduplex por microscopia

eléctrdnica y el andlisis de la fisiologia de los diferentes lisé-

genos.

Dos de estos lisdgenos contenian los fagos ;\34 y A35 cuyo
inserto de 8 kbp podria contener el gen para la PBP 3, sin embargo
ninguno de ellos produjo mds PBP-3 de la que produce la cepa salvaje
a juzgar por la fijacidn de 125I—Amp. Estos resultados nos llevaron
a buscar otra fuente para obtener el gen estructural para esta pro-

teina y clonarlo en un plasmido multicopia.



Elegimos las estirpes de Walker gque contienen un fago lamb
da en el gue se insertd un fragmento del DNA de E. coli de 210 kbp

correspondiente al cluster de genes de divisidn Leu A-env A.

El analisis a nivel molecular de estos fagos nos ratificd
la presencia del gen pbpB en un fragmento de restriccidn Xma I-Eco
RI, asi como la hiperproduccién de la proteina cuando se indujo el
profago. La Gltima parte del proyecto ha sido el clonaje del frag-
mento Xma I-Eco RI en un plasmido conteniendo el promotor del gen

Lac 2 y el analisis de los transformantes.
RESULTADOS

1.- Ensayo de afinidad y selectividad del antibidtico VAl3 -
por las distintas PBP's (1)

Se realizaron ensayos de fijacidn del antibidtico a mem-
branas de E. coli W-7. La experiencia se realizd por fijacidn di-
recta del derivado tritiado. La estructura de este compuesto es -

como sigue: 3
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El método de ensayo se describe en la figura 1. El anti-
bidtico se fija a las PBP 3 y 8 a bajas concentraciones presentan
do por tanto una alta selectividad para estas dos proteinas. No -
obstante, la afinidad por la PBP-3 es la mdxima gue se consique ya
a 0.8 jng/ml, mientras que la afinidad por la PBP-8 es baja ya que
aumenta la fijacién a altas concentraciones.

2.~ Clonaje de fragmentos de DNA de E. coli conteniendo el gen

gue codifica la PBP-3

La proteina PBP-3 tiene un peso molecular de 60.000 dalton

y estd presente en la membrana citoplasmica de E. coli en unas 50



copias por célula (2). Cephalexina, un miembro del grupo de los an
tibidticos /g—lactémicos, inhibe la septacidén de E. coli sin produ
cir lisis inmediata.

La fijacidn de cephalexina a las membranas de E. coli segui
do de la adicidén de penicilina G marcada indica que la PBP-3 parece

unir cephalexina especificamente. Ademas un mutante, resistente a -

cephalexina es carente de esta proteina. POr todo ello se le ha -
asignado a la PBP-3 una implicacién en la sintesis del s&culo espe-

cifico del septum (3).

No obstante, no se ha demostrado inequivocamente ninguna ac

tividad enzimatica para la proteina in vivo .

Asl pues, el poseer un antibidtico (VAl3), que presenta una
alta selectividad, asi como una buena afinidad para esta proteina y
que permite la posibilidad de realizar crosslinking al ser un dian-
tibidtico de brazo largg, nos indujo a fabricar un clon hiperproduc
tor de esta protelna.

2.1.- Eleccidn del vector

ha

Elegimos como vehiculo de
sido modificado iﬂ vitro (4) para
s6lo sitio de corte por el enzima

Un esquema del vector, se

tor denominado ,\540 presenta una

clonaje el bateriophago /\que
obtener un DNA, que presente un -
de restriccidén Hind III.
muestra en la figqura 2. Este vec-

deleccidn del 21% respecto a 7\

salvaje y por tanto permite insertar fragmentos de DNA de 10-15 Kbp

en el Gnico sitio de corte por Hind III.

En el Laboratorio del Dr.

Miguel Vicente se disponia de una

banca del genoma de E. coli (5) preparada de la siguiente forma:

El DNA de E. coli W 3110,

se purificé y se digirid comple-

tamente con el enzima de restriccidn Hind III. El DNA de ;\540 pro

viamente purificado fué cortado igualmente por Hind III. Ambos di-



geridos se mezclaron en presencia del enzima T, DNA ligasa. Este en-

zima es capaz de ligar fragmentos de DNA que éiesentan extremos co-
hesivos, dando lugar a nuevos fagos que contienen insertos fragmen-
tos del DNA de E. coli de diferentes tallas. Asi pues, utilizamos -
esta banca de W3110 en A

JE 10730.

540’ para infectar al mutante termosensible

2.2.- Método de seleccidn

Disponiamos en el Laboratorio de una coleccidn de mutantes
de E. coli para las diferentes PBP's, procedentes de Y. Hirota (6)
entre ellos el denominado JE 10730, el cual tiene el alelo ftsI730
(termosensible) cuyo fenotipo es la carencia total de PBP-3 cuando
se crece a 42°eC, y por tanto presenta una morfologia filamentosa,al
no producirse la septacidn. Esta estirpe presenta por tanto un cre-

cimiento termosensible.

Asi pues el método de seleccidn fué: preparar diluciones -
del mutante después de la transfeccidén, plaquear y seleccionar aque
llas colonias capaces de crecer a 42°C, potenciales lisdgenos.

De entre ellas se eligieron cinco, denominadas JE 10730
( ABl), JE 10730 ( A32), JE 10730 ( A 33), JE 10730 ( A34) y -
JE 10730 ¢ A35), todas ellas con crecimiento normal a 429cC.

Un esquema global del proceso se muestra en la figura. 3.

2.3.- Anilisis de los lisdgenos obtenidos

Los cinco lisdgenos obtenidos se analizaron mediante dos

técnicas:

a) Inmunidad a la infeccidén con un fago homoinmune.

Todas las especies lisogénicas resultaron inmunes a la in-
feccidén por ;‘540, indicativo de la existencia en todas ellas de -

un profago con inmunidad 21, pero se infectan con Acﬂ y lisan.
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b) Desplazamiento del profago con A b2

Cuando se superinfecta con el fago A b2, que es incapaz de
formar lisbgenos, se desplaza el profago y las estirpes recobran -
su fenotipo anormal (carencia de PBP-3 y crecimiento termosensible).
Este tipo de ensayo s6lo se realizd con JE 10730 ( ;\34) y JE 10730
( A 35).

La presencia de PBP-3 normal en estas estirpes se ha demos

125

trado mediante binding de I-Amp a las membranas aisladas y ana-

lisis de los geles obtenidos en éAGE al 8%.

125

3.- Fijacidn de I-Amp a membranas de las estirpes lisogénicas

Las membranas del mutante PBP-3 (ts) y de los dos lisdgenos
crecidos a 302C se prepararon por sonicacidén. En la figura 4 se -
describe el método de fijacién y se muestra una autoradiografia -
con las diferentes PBPs. El patrdén de bandas obtenido es el tipico
para una estirpe de E. coli K-12, con tres diferentes PBP-1B.

no presenta fijacién de 12SI—Amp para -

El mutante fts I530
la banda PBP-3 incluso cuando se incuba a 302C. No obstante, el cre
cimiento'y la morfologia de la estirpe a 302C es normal, lo cual im

125

plica que la capacidad de fijacidn de I-Amp se pierde antes que

la funcionalidad para la PBP-3.

En cualquier caso a 302C aparece una ligerisima sombra en -
la zona correspondiente a la PBP-3, que no se detecta a 422C. Por
tanto, la misma proteina (obtenida de células crecidas a 302C) que
es funcionalmente activa a 302C, dejaria de serlo a 42°C, ya que su
capacidad de fijacidn aumenta normalmente a 422C y en este caso se

pierde por completo.

Los dos lisbgenos que hemos obtenido, presentan una banda
normal para la PBP-3, aumentando la fijacidn de 125I-Amp. a 42¢2C.
Aparece ademids en los dos casos una nueva banda por debajo de la -

PBP 6 que no hemos identificado. Por otra parte la banda PBP-3 pre-
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senta un desdoblamiento, que ya habiamos detectado en otras estir-

pes, pero que en este caso es mas acusado.

125

4.- Capacidad de fijacidén de I-Amp en diferentes estirpes de
E. coli
. sz 125 .
Estudiamos la fijacidn de I-Amp a las membranas de dife

rentes estirpes de E. coli K12, crecidas a tres temperaturas dis-

tintas (30,37 y 42°eC) con objeto de obtener datos comparativos que
nos sirvieran para analizar las cepas lisogénicas que habiamos ob;
tenido. Los resultados se resumen en la Tabla I como porcentajes -
de la fijacibn total. Este antibidtico radiactivo se fija preferen
cialmente a las PBPs 1lA; 1B, 3 y 6. PBP-3 fija del 40 al 60% del -
total y las PBP 1B y 6 varian entre 3-7% y 20-30% respectivamente.

.Asi pues, hemos escogido para comparar la fijacidn las PBPs
1B y 6, ademas de la PBP-3 objeto de nuestro trabajo. En primer -
lugar,por que son proteinas que tienen un importante papel "in vivo'
en diferentes etapas del ciclo celular, y, en segundo, porque son -

facilmente analizables con este /?—lactémico radiactivo.

5.- Comparacién de las PBPs en las membranas de los diferentes

lisdgenos

Las membranas de la estirpe donadora (W311l0), de la recep-
tora (JE 10730) y de los diferentes lisdgenos crecidos a 30eC y -
42eC se prepararon por sonicacidn.

La fijacidn de 125I—Amp a estas membranas se ensayd a 37eC
en todos los casos. Los datos obtenidos en comparacidén con las es-
tirpes donadora y receptora se resumen en las Tablas II, III y IV.
Se presentan solamente dos lisdgenos que son representativos de -
los cinco obtenidos. El comportamiento de ;‘32 es andlogo al de -

A 31 y A33., y el de A 34 es andlogo para A 35.

La tabla II muestra el porcentaje de fijacidén de la PBP-3
durante el ciclo de crecimiento comparado con el que fija en mem-

branas obtenidas de células en crecimiento exponencial a 302C. La
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Tabla III muestra el porcentaje del total de fijacibén en cada esta
do de crecimiento para las tres PBPs escogidas y la tabla IV resu-

me la relacidn de fijacidn de 125

I-Amp entre estas PBP's em diferen
tes estados del ciclo celular. Asumiendo que los cambios de fijacidn
son debidos a cambio en la cantidad de proteina, la PBP 1B aumenta -
durante la fase estacionaria en la estirpe donadora y en los lisdge-

nos, pero decrece en el receptor.

La PBP-3 presenta un comportamiento paralelo en el donador
y en el lisdgeno ;\32, pero decrece mas lentamente en la cepa JE10730

( A34) y obviamente estd ausente en el mutante receptor.

La PBP-6 presenta el mismo patrdn de fijacidén para las cua-
tro estirpes en todos los estados del crecimiento, pero con ligeras

diferencias en porcentajes de fijacidn.

Se ensayd la expresidn de la éroteina en un sistema "in vitro
utilizando los fagos A 31 y A.BS y la maquinaria biosintética de la -
estirpe de E. Coli 159 en presencia de 35S—metionina. No se detectd -

ninguna proteina de la talla molecular de la PBP-3.

Estos datos en unidn a los analisis por enzimas de restric-
cidn y de heteroduplex nos confirman en la idea que estos fagos no
contienen el gen estructural para la proteina PBP-3 sino que modifi

can la expresidn del gen mutante presente en el lisdgeno.

6.- Purificacidén del DNA de los distintos fagos

Los lisbdgenos JE 10730 ( A 31) y JE 10730 { A 35) se crecie-
ron en medio LB y se indujeron con una dosis de 500 ergios/mm2 de -~
radiacién ultravioleta. Los fagos se separaron de los desechos celu-
lares por centrifugacién a 10.000 rpm. durante 10 min. El lisado cla
ro obtenido did titulos de lOll—lO12 pfu/ml. .

El precipitado de poly-etilenglycol 6000 se resuspendid en -
tampén de fagos y se separaron los fagos en un gradiente discontinuo
de cloruro de Cesio.
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El DNA se obtuvo .a partir de los fagos mediante extraccidn

con fenol y precipitacidén con etanol/Acetato sédico.

Una comprobacidn por microscopia electrdnica de la prepara-
cién de fagos mostrd una buena limpieza de la misma. Asi mismo, la
integridad de los fagos era mayor del 95% para A 31 y del X 80% pa
ra el fago A.35. No obstante el DNA obtenido presentaba una gran -
proporcién de rotura en una sola cadena lo gue dificulta el estudio
para heteroduplex, pero no afecta al andlisis por enzimas de restric
cién. La relacidén de absorbancia entre 260 y 280 nm fué de 2:1 y -
las preparacicnes no mostraron absorcidén a 320 nm, lo cual indica -

una preparacidén no particulada.

Con estas preparaciones hemos llevado a cabo los analisis -

que se describen en los apartados siguientes:

7.- Analisis por enzimas de restriccidn de los DNA de R32 yA34

El DNA de los diferentes lisdgenos purificado como se des-
cribe en el apartado 6 se dirigid con cuatro diferentes enzimas de
restriccidén: EcoRI, HindIII, Bam HI y Sall.

La figura 5 muestra una foto de los distintos fragmentos ob
tenidos al ser separados en un gel de agarosa al 0.8% y tefiidos con
Bromudo de Ethidio.

El DNA fagico de h 540 (fago utilizado para el clonaje) -
tiene cuatro sitios de corte para EcoRI, un solo sitio para HindIII,

dos sitios para BamHI y dos sitios para Sall.

Hemos encontrado una similitud en el corte por enzimas de -
restriccidén (Eco RI, Hind III, Bam HI, Sal I) entre los DNAs de A3l,
(% 32, y ,\33 por una parte y entre los de A 34 y A 35 por otra.
Por tanto hemos analizado con mas detalle dos de estos DNAs (uno de -
cada tipo) mediante el corte con dos enzimas simultidneamente. En la
figura 9 se representa el patrén de bandas obtenido para a 32 yA 34
Se observa que A 32 tiene un fragmento menor de 0.4 kbp que esta in
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serto en el sitio de Hind III, mientras que A 34 tiene una regidn
modificada presentando un aumento de talla de X 8kbp comparada con
A 540. Se observan tres nuevas bandas de 10.5, 4.0 y 0,62 kbp en
la digestidn con EcoRI, indicativas de dos nuevos sitios de corte
para esta enzima. Aparecen bandas de 11.4, 8.5, 3.0, 0.95 y 0,70
kbp cuando se corta con Hind III indicando la presencia de cuatro
nuevos sitios de corte para este enzimat

El anilisis mediante doble restriccién con Hind III y -
Eco RI nos muestra el patrdén que se detalla en la figura 6 y nos

induce al siguiente esquema para cada uno de los fagos:

A32 att ]

Kbp . 21.6 E s¢ & 53 B 30 o35
1.1,’\\ uy

E ~ Eco Rl // \\
B
4 0.4

El eéquema para 4A 32 es el esperado, segilin el método de
construccidén del fago, es decir, un fragmento de DNA de E. coli se
inserta en el sitio de restriccidn del enzima con el cual se cortd
el DNA de 1%540 (Hind III). No obstante, el fragmento insertado es
muy pequefio y no es capaz de contener el gen estructural para la
PBP-3.

A 34

att
KBP . 2‘- 6 E 5'6 ? 5:3 E _________
1.1;' [N ’,’ ?\\
E - Eco Rl t y a.,, iy \\
."‘ Hi d_m /,‘ 0.5 E"Eu'o\\

K~ Hi o . 5

14 03048 3.2 3y

[ 9 h e d

Este esquema para {\34 implica algin tipo de recombinacidn
entre el DNA del fago y el DNA bacteriano que ha tenido lugar fuera
del sitio normal de unidn del faéo (att) lo cual no es facilmente -
explicable, ya que el fago tiene la regidn de unidn (att) al cromo-
soma y no debe tener ninguna otra homologia. También existe la posi
bilidad de que la zona a la derecha del sitio att sea un fragmento

de excisibn errdnea que ha tenido lugar en el sitio normal de unidn
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8.- Anidlisis de moléculas heteroduplex

Hemos utilizado la técnica de desnaturalizacidn descrita
por R.W. Davis et al (7), y un 50% de formamida para la renatura

lizacidén de la cadena heteroduplex.

El método utilizado para la extensién del DNA en las re-

jillas de microscopia es el descrito por Kleinschmidt(8).

Hemos utilizadolos DNAs de A 31, A35 y /\CIBS_].

timo es el DNA de un fago A, que presenta todas las caracteristi

Este 4l

cas de ;\salvaje, pero tiene una mutacidn en la regidn de inmuni-

dad que hace termosensible su induccidn.

Hemos realizado ensayos de heteroduplex utilizando las pa
rejas de DNA ABl/ ACI, A 35/ AcI y r\540/ AcI, y diferentes -

condiciones de desnaturalizacidn y renaturalizacidén del DNA.

Utilizamos DNA de A cI para hibridar con las DNAs de nues-
tros lisdgenos por que con €l obteniamos el mayor niimero de region

es de cadena lineal, lo que facilita el andlisis.

Un esquema del heteroduplex esperado es como sigue:

. 6.2
§;7 Ly 29
lc] 21.6 3.4 19 3.9 Kbp
= s
A5HO 31

La Figura 7 muestra una microgrdfica de una molécula hete
roduplex entre los DNA de A 3l y A(:I. En ella podemos observar -

las dos cadenas sencillas de la regidn de inmunidad.

En la Figura 8 se muestran los esquemas de los heteroduplex

obtenidos entre los fagos A31 y ABS con (\ cI, asi como la carta de
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restriccidn para los enzimas EcoRI, Hind III, Bam HI y Sal I. Es-
tos egquemas muestran una insercidén de — 0.4kbp en el sitio de -
Hind III para A 33 sin ningﬁn punto de corte interno para los cua
tro enzimas ensayados. El fragmento de 8 kbp para A 34 no esta -
inserto en el sitio Hind III y contiene 2 sitios para Eco RI, 4

sitios para Hind III, ningdn sitio para Bam HI y 1 sdlo sitio pa

ra Sal I.

El andlisis por heteroduplex confirma completamente estos
resultados, ya que A 31 da un patrdén analogo a A 540 al ser muy -
pequefio el fragmento insertado no se puede detectar como cadena -
sencilla independiente; y ;\35 presenta una regidn de cadena sen-
cilla en la zona derecha del fago correspondiente al fragmento de

8 kbp insertado.

9.- Andlisis de una nueva fuente del gen estructural de la -
PBP-3

Dados los resultados vistos anteriormente nos propusimos -
buscar otra fuente para obtener el gen estructural para la PBP-3.
Revisamos la literatura y encontramos los fagos transductores des-
critos por Walker (9), estos fagos se denominan A sep+46 Yy A sep+82,
los cuales contienen un fragmento del DNA de E. coli de 20 y 10 kbp
respectivamente, correspondiente al cluster de divisién comprendido
entre leuA y envA. Las estirpes fueron amablemente cedidas por el
Dr. Migquel Vicente. Los fagos fueron purificados por la técnica -
descrita en la Figura 9 y se analizaron mediante corte con enzimas
de restriccidn. El patrdn de bandas obtenido coincide completamen
te con el que ha sido descrito por Hirota (10) para esta reqidn -

del cromosoma de E. coli.

10.- Estudio de la expresidon de los dobles lisdgenos Ax655/
A *, A sep+46 y Ax655/ A+, A sep+82

Los fagos descritos por Walker estdn bajo la forma de do-

.z + +
bles llsogenos.a ; A sep , ya que estos fagos son defectivos y ne
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cesitan la ayuda de un fago"helper" para producir particulas infec
tivas. La estirpe Ax655 tiene la mutacidn sep 2158 TS que produce
filamentacidn a 42¢C. Cuando los fagos estén presentes -en los do-
bles lisbgenos- la mutacidn se revierte y el crecimiento a 42¢C es
normal, incluso las células son un poco mds pequeflas que la misma
cepa crecida a 309eC (1l1l). La fijacidn de 125I—Amp a las membranas
aisladas de estas estirpes crecidas a 302C y 422C se muestra en la
figura 10. La estirpe que contiene el fago ;\sep+46, no presenta -
fijacién para la PBP-3 en las membranas cuando se crecieron a 302C
6 429°C, pero se expresa unas 50 veces mas cuando se induce la ex-
presidén del fago mediante radiacidn ultravioleta y temperatura. -
Por otra parte la estirpe que contiene el fago A.sep+82 presenta
un comportamiento andlogo a nuestros lisdgenos, es decir, expresa
la proteina a niveles andlogos a una cepa salvaje, pero en este -
caso se hiperproduce, cuando estd inducida la produccidén del fago,

unas 50 veces. (1l1)

Resultados andlogos han sido encontrados por Spratt (12) -
para expresidén de las PBPs 2 y 5. Estos datos en unidn al andlisis
por enzimas de restriccidn nos indican la presencia del gen estruc
tural para la PBP-3 al menos en el fago A sep+82, a la vez que nos
proporciona la estirpe hiperproductora que buscabamos, cuandoe se -

induce el profago que contiene.

11.- Subclonaje del gen estructural para la PBP-3

En la figura 1l se muestra un esquema del método que hemos
seguido para subclonar el gen estructural de la PBP-3 en un plésmi
do que nos permita expresarla utilizando el promotor del operdn de

la lactosa de E. coli.

El procedimiento consiste en introducir el fragmento de -
restriccidn mas pequefio posible en un plasmido que contiene el pro
motor, operador y un fragmento del gen que codifica para la /?—ga—
lactosidasa. Este fragmento da lugar a un peptido que produce -

K -complementacidn con la /-galactosidasa producida por una muta
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cién M-15 que la hace inactiva. Ademds en la regién amino terminal
presenta una insercidn de 33 bp con diferentes sitios de corte pa-
ra distintas enzimas de restriccidn que no se repiten en la secuen
cia. Esto hace fécil la insercidén de fragmentos obtenidos con dife
rentes enzimas. Asi pues, cuando el plasmido no contiene ninguna -
insercidn expresa el peptido que complementa la mutacidn M-15 de -
la fg—galactosidasa, y la estirpe en la que estd inserto produce -
colonias azules en presencia de un cromdgeno (X-gal) que puede ser
degradado por el enzima dando color azul. Cuando el plasmido contie
ne un inserto, el peptido producido no produce la %X -complementacidn
y las colonias aparecen blancas al no poder ser degradado el cromé
geno. Ademas el plésmido codifica para la resistencia a Ampicilina,
lo gque nos proporciona un criterio para determinar la presencia del

plasmido en la estirpe.

Hemos utilizado tres combinaciones de enzimas de restric-
cién, una de ellas -Xma I y EcoRI- que da un fragmento de 5700b.p.
flanqueado por extremos cohesivos para Xmal por el extremo 5' y pa-
ra EcoRI por el extremo 3'. La segunda combinacidn HgiAI-HgiAI pro-
duce un fragmento de 2287 b.p. flanqueado en ambos laterales por ex
tremos cohesivos pertenecientes a HgiAI {andlogo a PstI). Una terce
ra combinacidén -BclI y EcoRI que da un fragmento de 5450 b.p. con -
extremo 5' para BclI y para EcoRI el extremo3'. Estos fragmentos han
sido insertados en el plasmido puc9 (que presenta las caracteristi-
cas descritas anteriormente) cortado previamente con XmaI y EcoRI -
en el primer caso, con PstI en el segundo y con BamHI y EcoRI en el

tercero.

El plédsmido religado in vitro usando la T,DNA ligasa se ha
utilizado para transformar la estirpe JM83 que presenta la deleccidn
del operdn lactosa cromosdmico y tiene introducido un profago con

el gen de la /?-galactosidasa conteniendo la mutacidén M-15.

Mediante andlisis de color hemos aislado transformantes con
teniendo inserto de cada una de las combinaciones.La eficacia de 1i

gacidén fué buena en todos los casos. Actualmente estamos analizando
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los plasmidos contenidos. en los distintos transformantes.

CONCLUSIONES Y DISCUSION

Como consecuencia de la bisqueda de nuevos antibidticos
/?—lactémicos marcados con Tritio llegamos a obtener en nuestro
laboratorio un derivado de -Ampicilina, que presenta dos grupos -
/g—lactémicos unidos por una cadena intermediaria. La estructu-

ra de este compuesto se muestra en el punto 1.

Este nuevo antibidtico presentd una alta selectividad vy
afinidad por la PBP-3 de E. coli, este derivado presentd ademis
la posibilidad de realizar crosslinking entre dos moléculas gque -
fijen antibidtico dado la longitud de su brazo. Todos estos resul
tados hacian de este compuesto un auxiliar magnifico para estu-
diar la funcidn y el entorno de la proteina. Para ello iniciamos
una via de abordaje genético con el fin de obtener una cepa hiper
productora en la cual estudiar el crosslinking de la proteina. Es
ta cepa seria igualmente Gtil en el estudio de los aspectos gené
tico y bioquimico de la expresidn de la proteina y su ensamblaje

en la membrana, asi como su entorno, a lo largo del ciclo celular.

Comenzamos el clonaje del gen que codifica para la protel
na mediante la insercidén de fragmentos de DNA de E. coli en cepas
mutantes que no presentan la proteina. Para ello hemos utilizado
un fago vector ( A 540) capaz de insertar fragmentos de hasta -
15 kbp. Hemos comprobado que la cepa mutante recupera su fenotipo
normal cuando tiene inserto el profago y que vuelve al fenotipo
mutante cuando se desplaza el profago. Disponiamos por tanto de
cinco cepas lisogénicas que tenian insertados distintos fragmen-
tos de DNA, todas ellas conteniendo aparentemente el gen de la -

proteina PBP-3.

El andlisis por enzimas de restriccidn de estos DNAs -
mostrd una similitud estructural para A 31, A32 Yy A 33 de una -
parte, y para A 34 y A 35 de otra. Un andlisis mas detallado de
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A 32 nos mostrd una inseiqién de DNA de E. coli de #0.4 kbp en
el sitio de Hind III de A 540"

del fago,a la derecha del sitio (att) de unidn al cromosoma, de

Para A_34 encontramos una regidn

dificil interpretacidn por este lnico criterio de dobles diges-

tiones. No obstante existen varias posibilidades:

1.- Unidén al cromosoma por el sitio att de un fago que conte
nia el gen estructural de la PBP-3 y sucesiva excisidn -
errbnea, dando lugar a una zona derecha compuesta de dos

regiones distintas del cromosoma unidas artificialmente.

2.- Unidén al cromosoma del fago conteniendo el gen estructu-
ral de la PBP-3 en la regidn de PBP-3 del cromosoma (min.
2) por analogia estructural y sucesiva excisidn ganando

una parte de esa regidn del cromosoma.

3.- La posibilidad anterior, pero dando lugar a un fago defec
tivo ayudado por un"helper" unido en la regidn att del -

cromosoma.

De todas ellas la que nos parecid mas explicada es la pri
mera ya que el corte por Hind III nos da una regidén entre el 82
y e1\9o% del DNA de ;\540 que podria corresponder a los puntos de
corte descritos para el gen estructural de la PBP-3 por Hirota-
(10) .

Posteriormente llevamos a cabo un estudio fisioldgico com
parativo de la fijacidn de 125I—Amp a las membranas de todos los

lisdgenos obtenidas de células crecidas a 30 y 422C.

Podemos observar en la Tabla III que la PBP-3 estd presen
te en todos los lisdgenos con un comportamiento paralelo al de -
la estirpe donadora (58.9%, ex, 302C y 45.0%, ex, 429C). Aungue
en el caso de JE 10730 ( A 34) la fijacidn es menor, (menor pro-
duccidn o pérdida de afinidad de la proteina), se mantiene la re
lacidén entre 30 y 429C. La desaparicidn de la proteina al pasar

a fase estacionaria es en todos los lisbdgenos idéntica a la estir
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pe donadora, excepto en.el caso de JE 10730 ( A 34) que desapare

ce mucho mas lentamente.

Ademds los niveles de la proteina de células crecidas a -
429°C comparados con los de 302C son mas altos en los lisdgenos -
(Tabla II, ex).

Los datos de comparacidn de las PBPs 1B y 6 no pueden ser
analizados con igual rigor, ya que el faltar la PBP-3 (que fija -
50%) en el receptor, los porcentajes son muy diferentes. De todos
modos si es significativo el porcentaje de fijacidn para la PBP-6
(Tabla III: 20.3%, ex , 3092C; 34,2%, ex, 422C) muy préximo al dong
dor W311l0, que incluso llega a invertir la relacidén PBP 3/6(Tabla

IV:2.0, ex, 30°C; 0.9, ex, 422C) en el liségeno JE 10730 ( A 34).

Asi pues, una vez analizados todos los lisbgenos nos rati
ficamos en las conclusiones que previamente habiamos encontrado -
para A.3l y /R35. Los fagos (con insertos de diferentes longitudes)
que complementan la mutacidén termosensible en JE 10730, aumentan -
los niveles de la PBP-3 hasta niveles andlogos al donador, aungue
los fagos con un inserto mayor dan lugar a menor fijacidn en la -
PBP-3 en sus lisdgenos crecidos a 30°C & a 42°C.E1l comportamiento de
otra proteina fijadora de penicilina, la PBP-6 es muy parecido al
de la estirpe donadora, asi pues estos fagos modifican de alguna -
manera la expresidén de esta proteina. En cualquier caso es dificil
hacer comparaciones en cuanto al mecanismo regulador de la expre-
sidn, ya que las diferencias de fijacidn pueden estar determinadas
por disminucidén de la cantidadde proteina o de su afinidad por el

/3 -lactamico. Puntos estos que no somos capaces de diferenciar.

Asi pues, podemos pensar que el fragmento clonado en ;\31
puede representar un elemento supresor de la mutacidn termosensible
ftsI73O, o bien, es un fragmento capaz de complementar dicha muta
cidén. Esto haria que la proteina presentase el mecanismo regulador

de la estirpe receptora.
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Por otra parte el fragmento de ;\35 que podria codificar
para la proteina y su regibén reguladora, también parece presentar

el mismo mecanismo regulador de la estirpe receptora.

Asi pues, los fagos obtenidos a partir de ).540 con inser
ciones de distintos tamafios no contenian el gen ‘estructural para
la PBP-3. Uno de ellos contiene un fragmento muy pequefo, aungque
estd insertado en el sitio esperado (sitio (nico de corte para -
Hind III en A540) y el otro presentauna insercidn de ~£8 kbp que
se detecta en el extremo derecho del genoma de lambda y que ha de
bido producirse mediante la unidn al cromosoma por el sitio att -
de un fago que tenia un inserto en el sitio de Hind III y sucesi-
va excisidn errdnea dando lugar a una zona derecha compuesta de -

dos regiones distintas del cromosoma unidas artificialmente.

La consecuencia de todo ello es que los fagos obtenidos -
producen la proteina y complementan la mutacidn termosensible por
un mecanismo que no implica la presencia del gen estructural en -
su genoma. Por tanto, estos fagos no nos sirven como fuente del -
gen para la PBP-3 y por tanto nos procuramos otra fuente a partir
de la cual obtener el gen estructural. Hemos purificado los fagos

A sep+46 3% 'Rsep+82 a partir de sus lisdgenos. El analisis por -
enzimas de restriccidn nos ratificd la presencia del gen estructu
ral éue buscamos. Ademds, el estudio de la fijacidn de }3—lactémi
co radiactivo a las membranas de las estirpes portadoras nos mos
trd una amplificacidn de la proteina de unas 50 veces. Todos los
datos acumulados hasta el momento nos indican que el mecanismo de
regulacidén de la expresidén de la PBP-3 es realmente complejo y re
sulta de un gran interés. Por tanto el objetivo inicial que nos -~
planteamos en este proyecto .de investigacidén se ha diversificado
con varios nuevos aspectos. Uno de los aspectos era la consecuen-
cia de una cepa hiperproductora con el objeto de llevar a cabo en
ella los estudios de croslinking de la PBP-3 con su entorno mole-
cular en la membrana, y el otro es el estudio de la regulacidn de
la expresidén de esta proteina. Por lo que a los logros se refiere

podemos decir que hemos encontrado la estirpe hiperproductora -
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(AX655/ ;\+, )\sep+82 inducida por U.V. y temperatura).

Paralelamente estamos transducciendo la mutacidn ftsI a -

una estirpe (JM 83) capaz de aceptar el plasmido pUC8,.que7ggemés
de ser amplificable, presenta la ventaja de ser facilmente secuen
ciable. Esta estirpe ademas de permitirnos estudiar el cross-link
ing de la proteina, nos facilitard el andlisis .de los mecanismosde
requlacidén de la sintesis y la secuenciacidn de los fragmentos de

DNA clonados.

Por otra parte hemos iniciado el subclonaje del gen en -
plasmidos que contengan distintos promotores con la intencidn de
estudiar el mecanismo de expresién. Hemos comenzado con un plasmi
do que contiene el promotor del operon lactosa y que presenta la
ventaja de la f&dcil identificacidn de los transformantes por andli
sis del color de las colonias (ver punto 11). La eleccidn de este
promotor viene sugerida por su conocida potencia para unir la RNA
polimerasa y su reqgulacidén por cAMP; y la utilizacidn de un plés-

mido con el replicdn ColEI por ser facilmente amplificable.

Dado que la secuencia de nucleotidos para el gen estruc-
tural de la proteina es conocida, hemos realizado el andlisis de
los posibles cortes con enzimas de restriccidn que nos dieran lu-
gar a un fragmento que contuviese el gen estructural sin su regidn
reqguladora, mediante un programa de computador con 83 enzimas de
restriccidn. Encontramos dos posibles fragmentos BclI-EcoRI de -~
aproximadamente 5500 b.p. y HgiAI-HgiAI de 2287 b.p., ambos con-
tienen el gen estructural y no presentan el promotor que parece -
estar situado en el fragmento XmaI-Bcll de 248 b.p. Hemos realiza
do el clonaje de estos fragmentos, ademds del Xmal-EcoRI, en el -
plasmido pUCY9 que contiene el promotor del gen LacZ. Estos trans
formantes nos permitiran estudiar la espresidén de la proteina -
utilizando un promotor diferente del suyo propio y su mecanismo -

de insercidn en membrana.
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Figura l.- Fijacidén del antibibtico VAl3 a membrana de E. Coli -
W-7 (1).

Se incubaron 1.700 g de membranas con diferentes concen
traciones del antibidtico, durante 10 minutos a 37¢C. Se pard la
reaccidn por adicidn de un exceso de Ampicilina, se afiadié Sarko-
syl 1% (final). Se dejd 30 minutos a temperatura ambiente y se -
centrifugd a 13.000 rpm, 20 minutos. Al sobrefladante se afiadié -
SDS 2% (final). Se hirvid (1002C) durante 3 minutos y se aplicd -
en gel de acrilamida al 8%. El gel secado se expuso contra un -
film para autoradiografia. La figura muestra una fotografia de la
pelicula. Las concentraciones de antibidtico utilizadas fueron -
100, 20, 4, 0.8, 0.16 y 0.03 Pg/ml.



24

Nsgo  AsrIX1-2), shnX 3%, att’, imm 21, ninR, shnX6°

Figura 2.- Representacidn esquematica del bacteriophago ;\540 uti

lizado para el clonaje.

Este bacteriophago construido in vitro (6) presenta . una
deleccidn entre las dianas 1 Yy 2 para el enzima Eco RI, tiene la
inmunidad 21, tiene delectada la regidn de nin. vy han sido anula
das todas las dianas para el enzima Hind IIT excepto la numero 3.
Presenta ademds el sitio de fijacidn normal al cromosoma de -

E. coli. La deleccidn total supone un 21% del total de A salvaje

Y Por tanto es capaz de insertar fragmentos de hasta 15 kbp.
~0 Diana Hind III

—{] Diana Eco RI
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E. coli W3110
Hind ITI Hind IIT
]
fragmentos DNA E. coli ey fragmentos
= ‘ - ———
—— DNA‘>‘54c

T4 DNA ligasa

10-15 Kbp
DNA de E. coli W3110
insertado en Xg4q ftsI
l'fra.nsfeccién PBP's
— 2
E. coli JE 10730 . ftsg 730 Fenotipo
PBP-3 —D 4
filanetos a 42°C E
l PBP's
730
JE 10730 (\35) fesh) 3 -2
+ _—_D [~ Fenotipo
PBP-3 frsT s
crecimiento normal a 42°C —1 ¢
ad
Figura 3.- Esquema general utilizado para el clonaje de fragmen

tos de DNA, conteniendo el gen de la PBP-3.

Los fragmentos de DNA de E. coli W311l0O previamente corta
dos con el enzima de restriccidn Hind III se ligan a los dos bra

zos de. A54O obtenidos por corte con el mismo enzima.

El fago asi obtenido se utiliza para transfectar el mutan
te para la proteina PBP-3 (JE 10730) y de este modo se recupera -
el fenotipo normal al expresarse el alelo ftsI salvaje introduci-

»do en el genoma como profago.
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Figura 4.- Fijacidn de 125I—Amp a las membranas obtenidas de las

estirpes JE 10730, JE 10730 (;\ 31) y JE 10730 ( 7\35).

Las membranas (1700 Pg) se incubaron en presencia de -
125I—Amp (10 pCi) durante 10 min. a 302C o 422C. La reaccidn se -
pard por adicidén de 120 pg/ml de Ampicilina y 1% Sarkosyl. Se in
cubaron 30 min. a temperatura ambiente, se centrifugaron 20 min.

a 13.000 rpm. El sobrenadante se hirvid 5 min. en presencia de 1%
SDS. Se realizd una electroforesis en gel de acrilamida al 8%. La

foto muestra el patrdn de bandas obtenido en una autoradiografia
del gel.

1y 4.- JE 10730 ( A31) a 30eC y 428C; 2 y 5.- JE 10730
( A 35) a 30eC y 42°C; 3 y 6.- JE 10730 a 30°C y 42¢C.



Figura 5.- Andlisis por enzimas de restriccidén de los DNA aisla-
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dos de los fagos ;\32 y )\34.

El DNA (2-3 pg) purificado como se describe en el texto

se incubd durante 2 h a 37°C con 5 U de las diferentes enzimas de

restriccién.

La reaccidn se pard por adicidn de EDTA 20 mM y calentada
a 652C durante 5 min. Se corrid en gel de agarosa al 0,8% a 45 V
durante 16 h. La foto muestra el gel después de tefiido con Bromu-
el

ro de Ethidio. Detalles en

O0.- Control KcI cortado con Hind

'x32 cortado con: 1l.- EcoRI
3.- BamHI
) 34 cortado con: 5.- EcoRI
7.- BamHI
AS4O cortado con: 9.~ EcoRI
11.~- BamHI

2.
4.
6.
8.
10.
12.

texto.

III

Hind III
Sall
Hind III
Sall
Hind III
Salrl

Fundacién Juan March (Madrid)
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Patron de bandas de restriccidn de los DNA obtenidos de los dis-

tintos fagos

2 1 2 3 -1 2 3
BITS e—e—— — 216 = e 23z g
—10
ab — ——ay—— Y
' -—_—15
et ——
— Y
—s3 — 53 — 53 — 53
[Py p— —_—
1 3 Yo L:,:
AT —3s — 5232 33 A3Y
30 3o 3o 3z
2.1 ———
—_—3 .3
—1ar 045
) 030
—_—0.02 — 0.06%
oS5y —— . LON

ELl DNA (2-3 pg) purificado como se describid en el apar-
tado sexto, se incubd durante 2 horas a 37¢C con 5 Unidades de

las diferentes enzimas.

La reaccidén se pard por adicidn de EDTA 20 mM y calenta-
miento a 652C durante 5 min. Se aplicd en gel de agarosa al O, 8%
y se corrid a 45 V. durante 16 h. El gel tefiido con Bromuro de -
Ethidio se fotografid con luz U.V. El grifico muestra el patrdn

de bandas obtenido.

1l.- EcoRI
2.- Hind I1I
3.- EcoRI + Hind III
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Figura 7.- Micrografia electrdnica de una molécula heteroduplex
de DNA de )\31 y )\cI.

El DNA de )\31 y AcI se desnaturalizd con NaOH 0.1 M,
EDTA 0.02 M, durante 10 min a 27°C. Se renaturalizd durante 2 h.
a 27°C. en presencia de 50% formamida.

El DNA se extendid en rejillas por la técnica de Kleins-
chmidt (8), se tifid con acetato de uranilo y se sombred con Pla-
tino. El grifico muestra una reproduccidén de la fotografia. Deta
lles en el texto.

Fundacién Juan March (Madrid)
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Figura 8.- Esquema representativo de los heteroduplex obtenidos -
entre ABl, ABS Yy AcI y carta de restriccidn de A33 y A34 pa-

ra cuatro diferentes enzimas de restriccién.

El DNA se desnaturalizd con NaOH 1M durante 30 min. a tem-
peratura ambiente y se dejd renaturalizar durante 3 horas a 30eC
en presencia de 60% formamida. El DNA se extendid en rejillas de
microscopia electrdnica mediante la técnica de Davis (7) con lige
ras modificaciones. El esquema muestra una representacidn de las
moléculas hibridas obtenidas formadas por una cadena de DNA de un
fago y la complementaria del otro.

En la carta de restriccidn las letras indican sitios de
corte por los siguientes enzimas:

H.~ Hind III1; E.- Eco RI; B.- Bam HI; S. Sal I.
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Figura 9.- Patrdn electroforético de bandas de restriccidn para
el DNA de Asep+82.

El profago presente en la estirpe Ax655 se indujo secuen
cialmente mediante irradiacidn U.V. durante 90 s. y mantenimien-
to durante 30 min. a 42°C. Los fagos se purificaron mediante pre
cipitacidén con PEG 6000 y centrifugacidén en gradiente de Cloruro
de Cesio. El DNA purificado mediante extraccidén fendlica y preci
pitacidn con Etanol, se cortd con distintos enzimas de restric-
cidn y se corrid en gel de agarosa al 0,6%. El gel tefiido con -
Bromuro de Ethidio se fotografid bajo luz ultravioleta. La figu
ra muestra la foto delgel: carriles 1,7: patrones de peso molecu
lar; carril 2:Hind III; carril 3: Eco RI; carril 4: BamHI; ca-

rril 5: Sal I y carril 6; DNA sin cortar.

Fundacion Juan March (Madrid)
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Figura 10.- Fijacidn de 1251—Amp a las membranas de las estirpes

ax655/ A ax655/ AT, Asepta6 y ax655/ At, AsepTs2.

Las membranas se obtuvieron por sonicacidén de célu-
las creciendo exponencialmente a 30°C y 42°C. La fijacidn se rea
1izd durante 10 min. a 37°C y las proteinas de la membrana inter
na se extrajeron con Sarkosyl 1%. Se corrieron en PAGE al 8%. El
gel seco se sometid a autoradiografia. El esquema muestra una
fotografia del film. Los carriles corresponden a las membranas
obtenidas: 1,2,6 y 11.- 30°C; 3 y 7.- 42°C; 4 y 8.- 30°C y pasa-
das a 42°C durante varias generaciones; 5 y 9.- por induccidn
del profago; 10.- por induccidn del profago y purificacidn en
gradiente de Cloruro de Cesio. Carriles 1 y 1l: Ax655/ A+; 2,3,
4y 5: ax655/ AT, Asept46; 6,7,8,9 vy 10: ax655/ AY, Asepts2.
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