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Desde un punto de vista biotecnolégico, redirigiistar rutas metabdlicas bacterianas de su cantext
celular global tiene una extraordinaria utilidadrtgularmente para la produccion de compuestos de
interés, tales como farmacos e intermediarios wevalor afiadido. Con este fin, hemos desarrollado
una nueva herramienta molecular, denominadarruptor protedmico que permite independizar
modulos metabdlicos funcionales del resto del nudiso celular erEscherichia coli(y en el futuro,
también en otras bacterias). La idea central dentafruptor proteGmico consiste en introducir la
secuencia de reconocimiento de la proteasa Nlarigen viral, en los genes que codifican proteinas
cuya actividad debe ser eliminada. Se obtienematintes nulos condicionales en los que la activida
de la proteina correspondiente depende de la miaserausencia de la proteasa viral, que reconoce
especificamente las proteinas producto de los geresados con la diana de reconocimiento, sin
afectar al resto de proteinas celulares.

Para validar de este concepto hemos examinadadrlactesa del gertpiA, que codifica el enzima
Triosa Fosfato Isomerasa (TpiA), mediante ensaygdfker scanningmutagenesiscon la finalidad

de localizar sitios permisivos donde insertar pomt@ente la secuencia de reconocimiento de la
proteasa Nla. Se construyé mediante este abordaegenoteca de 1Cclones, que codificaba
variantes de la proteina TpiA con pequefias inseesipeptidicas localizadas al azar. La funciondlida
de estas proteinas insertadas se comprobd medemayos de complementacion de la
correspondiente cepa mutante nula. Posteriormsatanalizé la actividad enzimatica de las variantes
gue eran capaces de complementar y por tanto e@hser una funcionalidad significativa. Tras
localizar las regiones de la proteina que aceptais@nciones sin una disminucion importante de la
actividad, se comprobd que estaban repartidadaado de la estructura de la proteina y, en su mayo
parte, expuestas. Luego, se utilizd esta infornmaca@mo referencia para la insercion del péptido de
reconocimiento de la proteasa. Se comprobé postegitte la funcionalidad de la proteina TpiA
modificada con la secuencia Nla de reconocimieagdbcomo su sensibilidad a proteolisis. Por ultimo,
el gentpiA cromosémico fue sustituido por su variante priizable para examinar los cambios en el
fenotipo metabdlico que se producen en funciéradepresion condicional de la proteasa.

Este trabajo sustancia el valor biotecnoldgico sta @ueva herramienta genética, no solo para el
disefio de factorias celulares dedicadas a la pcamiugobusta y econdmica de precursores de
farmacos y otras moléculas de interés, sino paes @iplicaciones tales como el estudio funcional de
proteinas esenciales.
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