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QPYIMIZACION DE L EXPRESION DEL GEN DEL
*FRAGNENTO KLENOU® DS LA DNA-POLIMERASA |
OAJO EL CONTROL DEL PROMOTOR P L

INTRODUCCION:

Desde que Vatson y Crick propusieron el modelo de la estructura
tridisencional del DNA, y con las avances de las dltimos treinta anoe
oen 1a rama de la biologta eolecular v la senética, los cientificos de
hoy han logrado ua emplic y profundo entendimieato de 1a naturaless
winica dal gen y de su tuncidn Biologica.

Graciay a dos aconteciaieatos {msortantes durante 1a ualtise
década en la biologla anlecular, ha sido posible alslar fragmentos
espeacificos de N ¢ de un organisec dado en fores vesroducible, y
sbriendo ast uny nueva dieension en el estudio de los sateriales
seneticos. El prisero de Jlos as el descubrimtento de las
endonucleasas de restriccion del BWA (1,2) las cuales son enzimas aue
pueden reconocar y cortar secuencias especificas del DNA generando,
@8 0sta manery, pevuaios fragmentos. Generaisente, las tecuencias que
pueden ser reconocidas por las endonucieasay de restriccién son g 4
& & pares de baves de temafo y son salindrémicas. Dependiendo del
tipo de enziee, los entremos de corte raesultantes pueden ser *
cohosivas  * que tienen 3 o 37 terminal de cadena sencilla
sobresalionte o pueden ser ° rasurados * aue no tienen aleun terainsl
sobresaliente. €n la figqura | se e.eeplifican algunos de estos
frageentos.

Ahorae, 1o fragmentos resultantes de una digestidn enzimdtica
puesden ser vueltos a wuniv gracias 2 la accion de la enzima

DNA-ligase, dando como resultado, diferentes formas de combinacion de
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Fig.! Las enzimas de restriccion son, eon realidae,
endodeoxirribonucleasas que reconocen y cortan secuencias especificas
en al DWA. Estas secuencias estén compusstas normalmente de cuatro @
seis pares de bases que, en su mayor(a, SOR secuencias palindrémicas,
es decir que la secuencis de las bases aua la integron ot 18 aisma en
ambas helices complementarias cuando se lee en la mismg direccién de
S a3 o viceversa. &n la figura, lee secuencias reconocidas por las
enzimas de restricc(on estén encuadradas vy las flechas indican los
sitios de corte. Los extremos vesultantes del corte pueden ser
rasurados o cohesivos segun @l tiso de enzima. Por eiemplo, del corte
de EcoRl resultan extremos cohesivos con terminal 3, del de Potl,
con terminal 3° y del de Naelll, da extremos rasurados.



los fragmentos. Este proceso puede realizarse * in vitro * y por la
tanto, recibe el nombre de °*RECOMBINACION DE DNA in vitro ® (ftg.2).

El otro acontecimiento es el descubrimiento de los elementos
genéti{cos extracromosomicos: transposones, episomas y plasmidos, v
con base en los cuales, se hizo la construccién del plasmido pBR322
(3) como wun vehiculo molecular que permit{o dar un paso firme en el
desarrollo de la ingenierta genética.

Un slidsmido es una molécula circular de DRA de daoble cadena, de
temafio variable y que tiene la capacidad de euto-duplicacién dentro
de la cdlula huteped en foraa independiente del DA cramesdeice.
dhora, el plasmido pBR3I22 tiene verias ventaias para utilizarse coso
un vehfculo molecular, aue son: este plésaido tiene un tasafo
relativemente pequefo con 4300 pares de Dases, tiene dos earcas
fenotipicas aque son: resistencia a smpicilina y a tetraciclinae y
lleva varios sitios unicos de corte de enzimas de vestriccidn, los
cuales permiten la {neercion de fragmentos de DNA heterdlogo vy la
fdentificacion de las moléculas hibridas por el numero de estos
sitios. (J)

Por lo general, la insercién de algun fragmento de DNA
heterdlogo en el elismido se realiza de l1a siquiente minera: el
plésmido y el DNA heterd 1090 que se desea insertar son digeridos con
una endonucleasa de restriccion, lo cual genera maleculas lineales
del vehfculo y del DNA heterologo con extremos complementarios, estos
fragmentos pueden ser ligados entre s{ por la accién de la enzima DNA
ligasa. Posteriormente, estas nuevas moléculas hibridas son

iatroducidas en las celulas bacterlanas por un proceso llamado
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Fig.2 Recombinacién de ONA 1n vitro. El DNA de cualauier
origen al ser digerido con una enzima de restriccion que en este caso
es EcoRl, que genera pequefos fragmentos con i1os extremos de corte
identicos.Esta propiedad permite *alinear® dos segmentos a traves de
los puentes de hidrogenc Qque se pueden formar entre Jas bases
complementarias. Finalmente, con 13 accidn de la j1g9asa de ONA, se
puede formar la union cavalente fosfodidster entre los extremos de
los dos segmentos, dando asi como resultado una nueva molécula la
hibrida, que recibe el nombre de DNA RECOMBEINANTE.



TRANSFURMACION 4y, ,  {as colonias bacter tanas  portadoras del
plasmido Jdeseado son  seleccionadas por las marcas fenotipicas del
plasmido o por sus sitios unicos de restriccion. De esta forma, el
DNn  heterdlogo o recombinante es propagado con gran velocidad
mediante el cultivo bacteriano. Esta metologia recibe el nombre de
CLOMACION  MOLECULAK DE DNA , que Jjunto con la tecnica de
Recombinacion de ONA 1n vitro estan englobadas en el termino de
IMGENIERIA GENETICA y de ah{ el nacimienio de esta nueva dictplina.
Con la aparicitn de la ingenieria genética, se abrieron nuevos
ceminos para suchas ramgs de investigacion, tales como: la biologla,
la sedicina la agricyltura etc. actualmente, se ha logrado purificar
9enes de organismos superiores, inclusive humancs y enpresarlos en
celulas bacterianas como Escherichia coli. La metodologia consiste
en: purificar el oRNA del gen deseado y mediante la accién de la
enzing transcriptasa reversa, se hace ¢l DBNA complementario (cDNA)
del mRNA purificedo, Y finalmente ¢! cDNA puede ser clonado en algun
vehiculo molecular mediante una serie de manipulaciones como se
muestra en la figura 4. Con este eetodo se han oblenido cantidades
considerables de sroteinas activas, tales como la somatostatina (5),
la insulinaré), el interferon(7,8) y la hormona de crecimiento(9),
que son de suea importancia en eedicina, y aue con los meétodos
convencionales no se suede obtener fiocileente en Buena cantidad.
Sin embargo, 1a obtencidn de una determinada protetno en
celulas bacterianas desende tamdién de lg adecuada manipulacibn de
las loﬁalos vegulatorias aue reconocen las bactrias. Quizds las
sefales que @4y alencion han recidbido por parte de los investiqadores
son los promotores. Es en este sentido tido que @l presente trabaio

esta enmarcado, ya que tiene como objetivo de optimizar la expresidn
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Fi9.J Clonacion molecular. El vehiculo molecular, en este caso
un plésmido, vy el DNA heterdlogo que se desea clonar son digertdos
con una endonucleasa de restriccién, Esta digestion genera moléculas
lineales con extremos de corte identicos aque, en presencia de la
ligasa de DNA, se unen covalentemente. De esta manera el fragmeniu de
DNA  heterdlogo (pasajero) es unido al vehfculo y puede ser
intriducido en las bacterias como E.coli mediante el mecanisma de
transformacion.
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Fig.4 Clonacton Nolecular de DNA complementario a mRNA de genes
eucariontes. Una vez que se tiene el mkNA de un gene eucarionte de
interes, se sintetiza el ODNhA complementario (cDMA) del mRNA medtante
la accién de la enzima transcriplese reverca. Para inictar la
reaccion enzimftica, \a \ranscriplesa reversa requiere de la
presencia de un primero, lo cuat se logra por la adicién de un
0l190-dT que se asocia con la regiodn poil~A del mensasero. La primera
copta sintetizada, complementaria al mRMA, se termina con la fomacioén
de un *gancho® o ‘pasador® con el mRNA. E! hibrido de RNA-DN& puede
ser separado tratando con una solucién de NaQH, y el DNh de cadena
sencilla resultante @y utili1zado como molde para la segunda copia del
cDMA. Finalmente, el cDNh puede ser tratado con la nucleasa Si y
clonado en un vehticulo molecular.




del gen que codifi23 para el fragmento hlenow e la Na-polimerasy |
de E. zoli K2, Esta optimizacion se realizo utilizando el promotor F
L del bactritfage lambda. Fara una mesor comprensiorn de este

Proyecto, a continuacion se daran una serje de antecedentes.




ANTECEUBERT L.

1. SISTEMAS DE EXPRESION GENETICA

La exprasion eficlente de un gen recombinante en células
procariontes requiere una eficiente y especifica {ranscripcion del
DNA, traduccién del RNA mensalero, y depende de otros factores mis.
for tanto, es interasante o importante hacer una vrevisién sobre
algunos de loy sistemas de expresion, para que e tenga una idea
clara da los factores «ue atectan 1a expresidn de un  gen
recombinante.

El primser paso de la exprasion gendtica es la tramscripcidn
donde la RNA-polimerasa te une al promotor e tnicia la transcripcion.
La eficlencia de este proceso depende de la afinidad de la
fNa-solimerasa por el promotor, y esta afinidad ests relacionads con
la secuencia nuclect(dica del promotor. Los analisis da secuencias
nucleotidicas de muchos promotores de E.coli revelan la sresencia de
doy regiones altamente conservadas que estén localizades sirededor de
35 pares de Dases (regidn -33) y 10 pares de bases (regidn -10) antes
del sitio de iniciacién transcripcional y curas secuencias consenso
son: TTGACA para la vegion =35 y TATAAT pars 12 regitn =10
respactivamente (10, 11). Con hase en estos estudios se ha demostrado
que la eficiencia de transcripcién es emayor cusndo la secuencia
nucleotidica de las dos regiones del sromotor es ady semeiante & la
secuencia consenso, lo cual nos puede brindar una ayuda en
seleccionar promotores *fuertes® para ser utilizados en la expresion

de genes heterdlogos. No obstante, la utilidad de un promotor en
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TABLA I. los promotores mds ubilizados en la ingenieria gendtica

NOMBRE DEL SECUENCI s VERICULOQ MEDICG DE
PROMOTOK NUCLEODITICA MOLECUL A REGULACION
secuencia =35 -0 )
COnsSeNso TYGACA. ... TATAANT iciutchet ot il
Lac -UVS TTTACA. ... TATART | -~ pOP203=13 (12) | husencia de lac-
TR o S tosa, Induccién
con [PTG
Trp TTUAQ&..{;[?A@ﬁT{ ptkpéDSfl‘(ISJ Induccion con
L : g ac1do 3-indol
acrilico o ausen-
cia de triptofano
P L 1 epLeat, pbLezs,
) pPladdll (s, Temperatura
7] 7RRC30 18,p 6 117 4z (o
Tacl TTOACH. .+, TATAAT | pHOHBO7Tacl (14) | Induccizn con
G IFT6 o ausencia
TR de lactosa.
Tacll TTGACA: .« (TTTAAT pHGHSO7Tactl 14y Induczion con
' [PTG o ausencia
de lactosa.
racS-le TTOTCA. . TATAAT | ~eecomeee | ccemecee-
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expresar qe =3 recombingntes sGlc est: Jeterminada  pdr la
eficiencla 2w transcripcien, stno  tambien por la factlidad de su
reguizzion. En la tabla | se muestran los promotores mas uttlizados
comc sistemas e expresion para expresar genes recombinantes.

El  promotor Lac-UYS es un derivado del epromotor Lac silvestre
de E.coll que contiene una mutacion, la cual aumenta la eficiencia de
la transcripcion. En comparacion con el promotor silvestre,dste
promotcr presenta solemente un tipo de regulacidn, pues, en susencia
de la lactosa u otro inductor, el promotor se mantiene ' amagado *
sor la wunion del reeresor Lac al orerador. &l sromotor funcionas
cusndo 1a colula se halla en presencia de lactosa o sor la adicidn al
sedio de cultivo, de un inductor gratuito como el IPTG
visoprocpil~thicgalactosido), el cual se une al represor Lac vy lo
desprende del cperador(18).

€l promotor lac @s el sistema mas utilizado hasta ahora,
aunque es debii. Esto se debe a que es muy fécil de regular(ty).

En comparacidén con el promotor lac, el promotor trp es cuatro
veces mas fuerie. La expresion génica mediante este promotor estd
regulade sor un secanismo de represor-operador similer al del sistema
lac. &1 {inductor gratuito en este caso es @l §cido 3-indolacrtlico.
Por otro lado, la induccién tambien se puede hacer en ausencia de
tristofeso ea ¢l medio de cultivo. Pero, con este método la
induccisin no ey suy f4cil de logrerse, debido a que en gsusencia del
tnduetor, una so6la copia del gen del represor trp puede producir
suficientes represoreas para mantener reprimido el promotor, a pesar
del incresento cel numaro de corias deal operadct (&U).

El prosotor P L es un eromotor del bactridtago lambda que, en

su ciclo <e infecci6n, promotor dirige la transcripcidn temprana del
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DNA en direccion hazig la tzquierda desde el gen N hasta el gen 1nt
(21). P L. es un promotor bastante fuerte y estd regulado de varias
maneras. La mas importants de ellas es, el promotor puede ser
reprimido por el produclto del gen ¢! « represor cl ) en la fase
temprana de {nfeccién vy en la fase tardia, por la protetna del gen
cro. Por otro lado, el sitio Nutl, localizado &4 pares de bases
despuds del promotor, puede interaccionar con la RNA-polimerasa n
asociacton con la proteina del g9en N, 1o cual no permite la
terminacion de la transcripcion en terminadores N sensibles. Esto, en
algunos  casos,  aumenta considerablemente la eficiencis de
transcriscion de ua determinado gen (21).

El sistena de expresion con P L mis utilizado, te dasa en a2
existencia de un ftago lambda mutante qus ademds es lisdgenc, lleva el
oen ci mutado ( c1837 ) que codifica para la formacion de un represor
termosensible Este veprevor e« capar de reprimiv la transcripcidn o
28 %; y no a 42 %, sues el resresor s inactiva a  esta
temponmturala2).

Otros sistemas de aexpresidn son los aque ¢ basan en los
promotores hibridos. Dos de ellos son los llamados Tacl y Tacll, los
cuales fueron construidos auimicamente uniendo 1a reqién -35 del
promotor tre y la regién -10 del promotor lac Junto con su oserador,
y lograndose asi la secuencia consenso aen las dos regiones del
promotor ( TYGACA en la vregfon =35 y TATAAT en la reqidn <10 ). la
diferencia entre los eromotores Tacl y Tacll se encuentra en el
numero de nucledtidos espaciadores entre la reagidn ~35 y la region
=10, aque @3 de 15 pares de daves para ol Tacl y 17 pares de Daves

para el Tacll. ademds, el Tacll contiens una mutacidn en la vegién

~10.
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La construiiiin el b onoter bt ags v:v;A‘; | B 'ulmllar o la
e Tazl y Tacll, sale que »2ste promotur, en lu3ir de Lo re3ion -39
del promotor trp contiene  la regton -39 del promotor <i1lvestre de
kku-ribosomal y al i1gual que Tacl y Tacll, lleva también 1a reglién
~-1u del promdtor lac y su operador.

Se ha comprcbado que estos promotores hibridos son mucho mds
fuertes que sus promotores parentales y son igualmente faciles de
regular como e! promotor lac, puesto que |levan el operador lac, Sin
emaarqo, uno de los grandes problemas de utilizar los promotores
hibridos, es que estos promotores son tan fuertes que pueden
interferir con la duplicacion del plésmido, de modo que es dificil de
clonarlos. Este problema todavia no ha sido resuelto a satisfaccion
hasta ahora, por tanto, los promotores més uti]idos actualmente en

expresar genes recombinantes sont lac, trp v P L.

Ahora bien, para obtener un allo nivel de la expresién
genetica, se necesita .(iﬁbiéh' una traduccion efictente del RNA
mensasero, lo cual rcthere‘_li presencia del Sitio de Union al
kibosoma en E.coli, Para la mayorta de los mRNAs de E.coli, el Sitio
de Union al Ribosoma estd compuesto de dos partes importantes: el
codon de 1inictacion AUG y una secuencia dg 3 a 9 pares de bases antes
del codon AUG, 1lamado secuencia de Shine-Dalgarno (SD) que es
complementaria a la secuencia del terminal 3° del RNA ribosomal 165
(23). La secuencia Shine-Dalgarno no es igual en todo: los mRNAs de
E.coli, pero s1 se ha identificado una secuencia conservada como en
el casc de la secuencia consenso de los promotores, La union de mRAN
al ribosoma es facilitada cuando [a secuencia SD se av2mesa mas a la

SHC vl V4 JUNSENSO y pnr stpueiio, resulta und traducciron efitientd
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For otra parte, =esta union es probablemente modulada por la
estructura secundaria en el extremo S del kNA mensasero, puesto gue
st la secuencia 50 y el codon son mas accesible y con mayor libertad
a la subunidad 305, la traduccion es mas eficientet2d,.

Estos factores de regulacidn traduccianal constituyen la mayor
parte de los problemas para la expresion de un gen heterdlogo en
E.coli, sobre todo cuando el gen es eucarionte, debido a que el mRMA
eucarionte no tiene un equivalente de la secuencia SD que esta
presente en el ®RNA de los procariontes(eS),

Fara resolver estos sroblemas, se ha clonado la secuencia SD
de la replicasa del virus M52 fusionando el codon AUG con el del gen
heterdlogo para tener un frente de lectura correcto(15). Tambien se
ha wutilizado el sitio de wunién al ribosoma del gen clI del
bacteridfago lambda para la expresidn del gen rho (29.. Otra
alternativa mds eficiente, quizds, para la traduccion de un gen
eucarionte en E.coli, es la de utilizar un Sitio de Unidn al Ribosoma
sintetico. Con lo cual se han obtenido buenos resultados para la
expresion del gen de alfa-interferon humano (30).

Por otro lado, existe otro factor que afecta la eficiencia de
traduccion del mRNA, y que es: el uso y el desuso de los codones.
Sabemos aue, en la mayor parte, exiten ¢,4 o o codones para codificar
un s6lo eminocdcido Se ha visto que la celula selecciona el uso o
desusc de alguno de estos codones, es decir, para un aminoacido
determinado se usa preferentemente un codon determinado y no todos
los codones que codifican para el mismo aminodcido (do). Esta
preferencia estd correlacionada con la abundancia de las diferentes
especies de RMAs de transferencia, va aue cada codén tiene su proric

KNA de transferencia y la abundancia de las diversas especies de KNA
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de transferencia es dilerente en las celulas eucariontes que en las
células procariontes (27). En tanto que wun codén en el mRNA
eucarionte es preferi1do en su estado natural y puede ser discriminado
cuando este sea introducido en las celulas procariontes y a causa de
lo cual, la eticiencia de traduccion puede ser a2fectada seriamente.
Fara evitar este problema, se pueden wutilizar genes sintetizados
quimicamente con los codones optimj23dos, vy de esta manera se ha
sintetizado el gen de alfa-interferon (28). Sin embargo, este
problesa no puede ser resuelto totalmente, ya que la sintesis quimica
de un gen es muy complicada, sobre todo cuando se trata de un gen muy
grande.

Finalmente, varios problemas adicionales tienen aue ser
considerados, cuando se desea expresar un gen heterdlogo a un buen
nivel en E.coli. Uno de ellos es el de las cepas receptoras, pues se
ha visto que, los niveles de expresién de un gen varfan en diferentes
cepas. Por eiemplo, en la sintesis de interferon en cepas de E.col:
294 y E.coli PR13 puede haber una diferencia de més de ocho veces de
una cepa & otra (19). La razon de esta varfacién no se conace bien
aun, probablemente puede ser por 13 caracidad de degradacion de
proteinas y/o mRNA de diferenles cepas (19).

La estabilidad del vehiculo molecular, por otro lado, tambien
puede Jugar un parel importante en la expresion génica, ya aue la
baJja estabilidad del vehtculo trae consigo la evidente basa cantidad

de mANA y por lo tanto, del producto proteico deseado.

Resumiendo podemos decir que, cuando se desea optimizar ta
expresion de un determinado gen en E.coli, es necesario consderar los

siquientes puntos:
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t.~ Tener un promotor fuerle pero que sea regulahle
¢.- Que el gen que se desea expresar posea las senales
optimas
para la traduccidn eficiente del mRNa.
3.~ Que el vehfculo molecular que lleva e} promotor y el gen
en
cuestion sea estable.

4,- Selecionar cepas receptoras adecuadas.

11, IRPORTANCIA Y PROPIEDADES GENERALES DE LA DNA-POLIMERASA !

Bado aeue @l presente trabaio se tratard de la expresion del
sene que codifica mara ¢l Fragmento Klenow de 1a ODNA-polimsrasa i, e
necesario mencionar brevemente la importancia y algunas de sus
propiedades fisicoquimicas y enzimaticas.

La DWNA-polimerasa 1 es una de las enzimas miés importantes y
més estudiadas en el matabolismo de los A&cidos nucléicos, desempeNa
un  parel esencial durante la duplicacién y la reparacion del DNA (31
8 34). Y viene siendo cada vez mis importante como una hervamienta
analitica y preparativa en la quimica de los #cidos nuci¢icos v la
biologia molecular. Algunos de estos eiemplos son: la sintesis
quimica de oligonucleotidos o de genes completos, , la secuenclacion
del DNA etc.

Entre las enzimas de la sintesis de DNA, la nNh-po}incrasa 1
es la mas abundante, puesto que existen 350 copias de esta molécula

por cada célula de tipo silvestre (35), La enzima consiste de una



cadena simple de polipeptidos aque asta comp.esta de alrededor de
l,uue residuos de amincdcidos y que tiene un peso molecular de
107,000, La molecula de la DNa-polimerasa | contiene solo un puents
de disulfuro y un grupo disulfhyryl, el cual puede unirse a un atomo
de mercuric sin que se afecle la actividad enzimdticai3e) Baso las
condiciones standard, una molécula de la enzima puede polimerizar
aproximadamente 700 nucledtidos por minuto a 37 C° (3%),

La DNa-polimerasa 1 tiene cinco funciones enzimaticas que
incluyen las de: DNA-polimerasa(37), exonucledasa 3°-- 5° (ewonucleasa
11)(35,39), exonucleasa 9 -- 3 (exonucleass Vi)(40,41),
pirotosfordiisis y actividad de intercambio de pirofosfato (42). La
erincipal funcién de la enzima es la de polimerasa, que cataliza la
condensacion de los trifosfato-5'- deoxiribonucledtidos (dNPPP) en

Dia:

dNPPP ¢ ( dNP )  —-e-e-- ¢ dNP ) + PP

Esta reaccién necesita la presencia absoluta de un
templado de DNA y un soporte ( primer ) de DNA o RNA con un extremo
terminal 3°-0H abierto.

La actividad de exonucleasa 3'-- S es muy importante para
copiar el templado de ODNA con alta fidelidad, ya que esta actividad
intrinseca de la enzima remueve y degrada los nucleotidos no
apareados en la cadena creciente del DNA en e] extremo terminal
J ~0H. El producto de esta reaccion es exclusivamente S -monofosfato
(fig.9).

La actividad de exonucleasa 5 -- 3 degrada la cadena sencilla
mal apareada de menos de 100 nucleodtides, desde el extremo terminal

5% y se liberan mono- u nligonucledtidos :fi1g.6). Cuando el numero de
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Fig.5 Patron de corte de exonucleasa 3°-5° de la DNA-polimerasa

[. Esta actividad difiere de la de exonueleasa 5°-37 en la direccidn
de digestidén y que corta solamente las bases no apareadas.
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nucledtidos no apareados en cadena sencilla es mayor que lou, o
puede ser degradada por esta aitividad enzimatica. La eprincipal
funcion de la actividad de exonucleasa S -- 3 es la de remover las
estructuras aberrantes de DNa en el *camino® de la DNA-polimerasa I,
tales como: los dimeros de piridinas, el RNAR residual que forma la
doble cadena hibr{ida de DNA-RNA.

La pirofosfordlisis y la actividad de intercambio de
pirofosfato son una proteccidén de la reversibilidad de la
polimerizacion del DNA. La pirofosforélisis ocurre cuando existen
pirofosfatos en exceso:

DNA 3 DA 32 3¢

( dNP )+ PP{ ~ws=ow-=  ( dNP ) ¢ dNP PP o dNPP P
n n-1
Esta reaccion necesita la presencia estricta del molde de
ONA v el soporte ( psrimer ) y es inhibida por la presencia del
extremo terminal de 27,3~ dideoxirribonucledtidos (43).

E! intercambio de pirofosfato implica el intercambio de
fosfatos del deoxirribonuclestidos-5‘-tr{fosfatos con el pirofosfato
inorgdnico:

32 ONA 32 32

PPi ¢ dNPPP  ~----—- PP dNP PP o dNPP P

Esta reaccion puede llevarse a cabo aun cuando estd
sresente uno de los cuatro trifosfatos. La presencia del DNA es
necesdria para esta reaccién y el INA no es afectado.

Debido a la presencia de pirofosfatasas potentes en todas las
células y durante todo el tiempo, Probablemente las dos ultimas
actividades de la DNa-polimerasa | no ocurren *in vivo® (44,

En resuman, de las 5 funciones de 1a DNA-polimerasa I, la mds
importante y esencial para la sobrevivencia de las celulas es la de
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Fig.o Patron de corte de exonucleasa 5°-3° de la DNA-polimerasa
1. Esta actividad digiere las bases apareadas con la cadena * lider *
de! DNA molde.
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polimertzacinn  de nuclectidos en ONn que 1mplica la duplicacion del
DNa. En condiciones favorables, las otras funciones no s0n
indispensables.

El Fragmento Klenow de la DNA-polimerasa ! es el fragmento
grande con terminal carboxililica, que resulta por la proteolisis de
la DNA-polimerasa 1, en lacual, la DNA-polimerasa 1 es cortada en
dos fragmentos que son enzimaicamente actjvos, El fragmento grande,
llamado Fragmento Klenow, conserva las dos funciones esenciales de la
DNk-polimerasa 1, que son las de polimerasa y de 3"-- 5’ exonucleasa,
el fragmento pequefo también es enzimiticamente activo, pero solo
contiene la actividad de 5 -- 3- exonucleasa (45,46). La obtencidn
del Fragmento Klenow nos da las facilidades en la purificacién por su
tamafo relativamente pequefio, y las facilidedes de utilizarlo en
secuenciacion del DNa por el hecho de que el Framento Klenow s6lo

contiene dos funciones enzimiticas.

3. INTRODUCCION SOBRE EL PLASMIDO pLJSS

Como ya habla descrilo anteriormente, el promotor P es un
promotor muy fuerte que dirige la transcripcién temprana en el ciclo
de infeccidon del bacteridfago lambda, y que puede ser controlado
facilmente por medio del represor cl termosensible. En la figura 7 se
muestira la secuencia nucleotidica del promotor Py, en donde se puede
observar que el Py tiene 3 operadores. El operador 1, denominado OLI ,
estd si1tuado en la region de -5 a -20 que se sobrepone con la regién
=10 del propic promotor; el operador OL2 se encuentra ubicado en la

reqion de -33 a ~55 que se sobrepone con la reqgidn -35 del promotor;
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HinTI

—— Frag.Klenow

Fig.8 Mapa de restriccion del plasmido pCJISS. El Fragmento
Klenow estd clonado baio el control de P por dos sitios unicos de
restirccidn HindlIl (Hin) y BamHl (Bam), y en el sentido contrario de
la manecilla de reloi., Notese la presencia del gene N completo.
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y finalmente, el crerador 0Ly se loéal\za en la region de -53 a -o%
{15). El represcr cl puede unirse a los 3 operadores con disttntas
afinidades moleculares permitiendo de esta manera, wuna regulacion
fina de la expresion de algun gene a traves de Py, ya que la
transcripcion ocurre cuando los 3 operadores estén totalmente

libres.

hclualmente, existen varios vehiculos moleculares que llevan
el promotor Pyl ver la Tabla | ), tales como: pPLa2311, pPLc24,
#PLc28, pKC30 y »A8, los cuales han sido construido con diferentes
estrategias y finalidades.

Los slésmidos pKC30 y p 8 fueron construidos de tal manera que
ambos contienen el frageento OL-PL sunto con el gene N completo, sélo
que el pKC30 tiene el promotor insertado en el mismo sentido de 1la
manecilla de relos, y el gAB lo tiene en el sentido contrario. Debido
& la presencia del gene N completo en estos pldasmidos, la eficiencia

de transcripcidn se aumenta considerablemente en algunos casos (16,

Ahora bien, el vehiculo que lleva el gene que codifica para la
formacion del Fragmento Klenow de la DNA-polimerasa ! baso el control
de Py, llamado pCJSS, es derivado de los plésmidos #N8 y pCIS3 que
llevan el promotor P, més el gene N completo, y ¢l gene para el
Fragmento Klenov respectivamente. Un esquema de este pléseido se

muestra en la figura 8.

4. MET0D0S DE INDUCCION PARA EL PROMOTOR PL
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Con base en la existencia del remesor ¢l termosensible, ha
varios meétodos que se utilizan para inductr el promotor Py . El mas
sencillo de ellos es el de transterir a las celulas en el medio de
cultivo de 30T a 42T y el process consiste en crecer las celulas a
39 C hasta que llegue a una densidad celular deseada y se transfieren
a 42 %. Con este método, Remaut et al (15) han obtenido una
produccion de 4 % de B-interferd¢n bajo el control de P, . Por otro
lado, la inducciéon tambien puede ser lograda por agregar un volumen
de medio de cultivo a 60 que debe ser elmismo medio de cultivo en
el que crecen las células, al eedio de cultivo donde crecen las
celulas a 30%, y se continuan incubando a 2% . Catherine Joyce et

al (47) tambien han obtenido buenos resultados con este método en la

ewpresion del gene del Fragmento Klenow.

Otro metodo, como una alternativa para la induccion del Py es
por medio de agregar al cultivo un agente auimico llamado acido
nalidixico, el cual induce la respuesta S0S en E.coli. La adicién de
este agente ocasiona, entre otras cosas, la biosintesis de la enzima
rech, la cual degrada al represor cl y lo inactiva permitiendo, de

esta manera, la transcripcidn a partir de Py (48),

Se ha demostrado que se obtiene mayor eficiencia de induccién
con @l acido nalidimico cusndo la cepa receptora lleva el gene <cl
silvestre. Esto se debe & aque el ogene cl que codifica para el
represor termosensible esté mutado y en consecuencia, el producto no

puede ser procesado por la entima rech.

Todos los meétodos mencionados anteriormente son factibles para
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la 1nducion del [, sin embargo, quedan varias preguntas aue debern

ser respondidas.

Sabemos que, normalmente el crecimiento de las baclerias en
condiciones propiclas se divide en 3 fases y que son: la fase
initclal, la fase exponencial y la fase estacionaria. La fase inictal
es la fase de adaptacion de las celulas al medio de cultivo, en la
cual las bacteri1as crecen lentamente. Evidentemente, la densidad
celular en esta fase ey menor. En la fave exponencial, las bacterias
son eds activas y crecen con una velocidad mayor hasta aque los
nutientes se acaban o el sedio deia de ser propicio por ausencia del
ox{geno, cambios de pH etc. En esta fase, se alcanza la mdxima
densidad celular. La viquiente fase, llamada fase ’ostacxonarlo. es
donde las bacterias eracticamente ya no crecen. Este patrén de
crecimento refleja o implica, de alguna manera, que el estado
fisiolégico de las celulas es diferente en diferentes fases de
crecimiento. De ahf, se puede formular las siquientes preguntas: en
que densidad celular se inducen las células para que se obtenga mayor
cantidad de la vprotelna deseada ?, como afecta la induccién el
crecimiento de la poblacidn ?

El obietivo de!l presente trabaio es el de tratar de contestar
algunas de estas preguntas y que son:

1.~ Deterainar en que punto de densidad celular inicial se
obtiene la mayor cantidad del Fragmento Klenow de la DNA-polimerasa |
cuando la expresion de este gen est§ controlado por el promotor P L
del bacteri6fago lambda.

¢.~ Conocer el comportamtento de la biostntesis del Fragmento

Klenow en diferentes puntos de densidad celular 1nicial en 1os que se

26



inducen las ¢alulis bacter tunas.
3.- Conocer el comportamiento del crecimiento celular en

condiciones de induccion.
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MATEK[ALES Y METOQDOS.

1.~ WATERIALES.

1.~ REACTIVOS.

Los reactivos utilizados durante €ste trahaio fueran

principalmente los siguientes:

Agarosa, azul de Coomasie, B-mercaptoetanol, persultate de
amonio, acrilamida, bisacrilamida, DOIT  (ditiotreitol), SDS
(dodecil-sulfato de sodio), vresina DBovexS0U-X8, de Bio-Rad
Laboratories. USA.

Azul de bromotenol, de J.T.Baker de USA.

loduro de propidio, de Calbiochemicals Laboratories.

Bacto-~agar bacteriolégico, aminodcidos purificados, glicina,
Tris (aminomethyl-idintrimetanol), de Merck de Mexico.

Bacto-agar MacConkey, bacto-tripton2, extracto de levadura,
bromuro de etidio, cloranfenicol, cloruro de cesio, aceite de
paratina, tetraciclina, lisozima, de Sigma de Mexico.

apicilina, de Bayer de Mexico.

Los  endonucleasas de restriccion fusron obtenidas

princisalmente da Bethesda Research Laboratortes.

Todos los demas reactivos y solventes fueron obtenidcs de

J.T.8aker de Wexico.
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2.~ Laepas Bactlerianas.

Y

R-4830: S1 48 ¢ ABAN AH! ) N+
(ref,St).

r

N-4831: S1A8 o ABAR AHL ) K-t
(ref,51),

ad 10

3.~ Medios de CQultivo,

a), Bedio Luria

Bacto-triptona 109
Extracto de Levadura Saq
Cloruro de sodio MHaCl 10 9

Atorar a un litro con agua destilada ajustando el P a 7.4 ¢

esterilizar por 20 minutos.

b), Bedio Atnimc NS

Na2HPOA 69
KN2PO4 3s
NaCl 0.5 9
NRAC "

hiustar el pH a 7.5 v llevarie a un litro con agua destilada.

Esterilizar por 20 minutos y agregar las siguientes soluciones:

» NgS04 1 M 2 el
» CaClz O.t R sl
» Glucosa al 20 % 10 ml

» Estas soluciones son esterilizadas en separado previamente.
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c). Mediz Minimo My-Ch

Es medioc minimo MY complementado con casamincactidos a una

concentracion final de V.2 %4 (p/yv).

4.~ Casas con Medic Solido,

). Cajas de Medio Luria con agar

facto-triptona 109
Extracto de levadura L]
RaCl 109
Dacto-agar 20 9

Aforar a un litro a PR 7,4 y aesterilizar por 20
minutos. Y despues

se vacian 20 ml de medio por caia aproximadamente.

b). Cajas de M9 con Agar

Wa2HPO4 6 g
KH2P04 349
faCl 0.5 ¢
L LLI9| 19
Racto-ager 20 ¢

Llevarse a un litro con agua destilada a eH 7.5y

estertlizar por



au minutos., sntes e e se enfrie el medio, se agregan:

M3504 L -~ Z ml
CaCl2 O.1 M t ml
Glucosa al 20 % 16 ml

con el propvsito de examinar la auxotrofi{a en aminodcidos
de las cepas bacterianas, se preparan las cajas de ¢sta manera y se
pltean 10U ul de la solucion de aminodcidos en cada caia (la soluciodn

de aminoacidos se prepara al 0.5 % y es esterilizada previamente).

c). Cajas de Medio Sélido con Antibisticos.

Se erepara el medio con agar de la m®anera descrita

anteriormente, despuds de esterilizar, se deia enfriar hasta 50 o 60

C y se agrega ¢!l antibisdtico a una concentracion calculada segun las

siguientes formulas:

200 g / el para ampicilina}

30 y9 7 el para tetraciclinag
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II.- METODOS.

1.~ ELECTROFQRES]S EN GELES DE SDS-POLIACRILAMIDA PARA
ANALISIS DE PROTEINAS

De acuerdo 4 método descrito por Laemml, (5§), los geles ge

Preaparan segun |as siguientes formyulas:

Gel inferjor (9e] separador) 1S5 %

Acrilamidasbisacr{lamida I{TZS nl
Tris=HCl 2 W pH g.g 4.5 wl
SIS Al 104 Q113 ml
Persulfato de amonjo al 10 4 0.100 ml
TEMED 1S Wil
Gel superfor (ge] espaciador)
Acrilamlda‘bxstcrilamida 1,75 i
Tris-HCl 2 M pH 6.8 0,325 w)
SDS al 10 % 0.05 ml
Persultato de amonio al 10 4 0,10 ml
TEMED S wl

La solucion de acrilamldaOblsacrilamtda ®s preparada en 29.7
Y 0.8 % respectivamente.

El buffer ge corrida es preparado de |a Slgulente manera: <e
disuelven 12 g de Trys y 57.6 9 de glicing en 43ua y aforar a un |itre
dJustando el pH 4 §.4. Tomar 200 m] de esta solucion y llevarse 4 un
litro con 49u3, se le agregan 8 m) de SIS al 10 % 4 este buffer 4;luido

Ya estd listo para utilizar,
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Fara el analisis de las proteinas lotales de 1a bacteria,

se necesitan lisar la celulas, el procedimiento es como sigue:

1).5e colectan las bacterias en un tubo Eppendorf de 1.5 ml vy
centrifugar en la microfuga (Beckman) a su maxima velocidad.

2).Tirar el sobrenadante y secar bien la pared interior del
tubo cgn una toalla de papel sin tocar el boton de celulas., Se
almacenan las células a =20 T de ser necesario.

3).5e resuspenden las células en Mezcla Litica en un volumen
calculado segun las siguientes proporciones: por cada 2 ml de células
con una densidad 6ptica de 0,3, se agregan S0 ul de Mezcla Litica. Se

agita bien en Vortex.

La Mezcla Lfticat

Tris~HCl pH 6,8 0,063 M
)] 2.3 %
B-Mercaptoetano! S %
Glicerol 10 4

Y un poco de azul de bromofenol.

4).Se dejan las muestras en agua hirviendo durante S
minutos y centrifuga en la microfuga durante 2 minutos. Luego se
dedan en hielo por 10 minutos.

S).Sonfcar las muestras en un sonicador Soniprep 150 con su
maxima potencia en 3 pulsos durante 15 segundos.

6).5¢ hierven las muestras por | minutos para realizar la
electroforeésis.

7).5e aplican 1S Ml de las muestras preparadas de esta manera a

cada carril del gel,
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La electroforesis se lleva a cabo en wattase constante: 5 U

para el gel superior y 10 W para el gel 1inferior.

La tincion del gel se realiza con una solucidn de azul de
Coomaste (30 % de metanol,v/v; 10 % de acido acético glactal,v/v;
0,06 % de azul de Coomasie,p/v.) a 80T durante 15 minutos con
agitacion lenta. Se destine el gel con 4cido acético al 10 % con 3

cambios durante una hora.

Se seca el ge| sobre el papel f{ltro Yhatman 3 mm con vacto y

calor durante una hora.

2.-RICRONESAYO DE DNA DE PLASHIDO.

El método utilizado es descrito por Maniatis (50), y consiste
en la semipurificacidn del plismido en pequefas cantidades con el fin

de caracterizar o identificar el plésmido répidamente,

1).Se 1inoculan 5 ml de medio Luria que contiene un antibidtico
apropiado a partir de una s6la colonia de bacterias e incubar durante
toda la noche a 37 C

2).9¢ toman 1.5 ml de este cultivo y pasar en un tubo
Eppendorf. Centrifugar en la microfuga por ¢ minutos.

3).kemover el medio y secar la pared interior del tubo con una
toalla de parel sin tocar el boton de ceélulas.

4).Resuspender las células en 100 ul de una solucién fria que
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. contenga:

SO0 mM glucosa
2S mM Tris-HCl pH 8.0

167 EDTA

(-4

Se le agrega la lisozima a una concentracion final de 3
mag/ml,
se agila bien en Vortex y se deja incubar 5 minutos a temperatura
ambiente.
5).5¢ agregan 200 u] de una solucion fria y vrecien preparada
que conttene: 0.2 N de NaOH y ! % de $DS. Mezclar el contenido por
inversion e incubar en hielo por 5 minutos,
6).5e afladen 150 L! de la solucidn de acetato de potasta 5 M
(pH  4.8) que es preparada de la siguiente manera: a 60 ml de acetato
de potasio S M , se le agregan 11,5 ml de 4cido acético glactal vy
28,5 ml de agua, Agitar en Vortex por 30 segundos e incubar en hielo
durante 10 minutos.
7).Centrifugar en la microfuga durante 8 minutos a su maxima
velocidad
8).Tomar el sobrenadante con una pipeta de plastico y se pasa
en tubo Eppendor! limpio. ‘
9).5e le agregan a este tubo un volumen de fenol saturado con
agua y agitar en Vortex por 10 segundos, afadirle otro volumen de
cloroformo y agitar nuevamente en Vortex.
10).Centrifugar en la microfuga por 2 minutos y transferir la
fase acuosa en otro tubo Eppendorf limpio.

11).ARadir 1/25 de cloruro de sodio S M y despuds 2.5 volumenes
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de etanui absoluto a temperatura ambiente, se mezcla el contenits
suavemente en Yortex y se mantiene 2 minutos a temperatura ambiente.

lz).Frecipitar el DNA por centrifugacion en la microfuga durante
8 minutos.

13,.0ecantar el sobrenadante y mantener el tubo en posicion
invertida schre una toalla de papel hasta que todo el liquido
restdual se salga del tubo.

14).Anadir | ml de etanol al 70 %, agitar suavemente en Vortex y
centrifugar de nuevo en la microfuga.

15). lesechar @l sobrenadante y secar el,precipitado de DN4 en
vacio.

1o) Resuspander en SO Ll de agua Junto con | ul de ribonucleasa
pancreatica (10 mag/ml) @ incubar a 37 C durante | o 2 horas.

17).5¢ almacena el DNA a -20 %,
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KESULTALUS:

1.- INDUCCION DE L& BIOSINTESIS DEL FRAGMENTO HLENOW,

Como una prueba para determinar que el plasmido pCJISS esta
expresando el gene que codifica para la formacion del Fragmento
Klenow, se hizo la induccion con la cepa ( N4830 de E.coli ) que
contiene el pldsmido vy tambien g¢con la misma cepa, pero sin el
plésmido. Ambas cepas fueron sometidas en las mismas condiciones: las
celulas fueron crecidas primero, a 30 % hasta llegar a una densidad
optica de 0.3 a 600 nm y luego fueron transferidas a 42 % para sev
tnouctdas. Se tomaron muestras de 1.5 ml en diferentes intervalos de
fiempu y estas muestras fueron lisadas de acuerdo con el metodo
dascrite an la matodolania pArd hacar /b andlisis da pratainas
totales por medio de la electroforésis en gel de $SDS-poliacrilamida.
El resultado de este experimento se muestra en la figura 9,

La proteina del Fragmento Klenow debe migrar en el gel a la
misma altura que la albumina (ASS) 147), En la figura 9, como se
puede observar, en todos los carriles ( carriles 4, 6, 8 ) con
muestras de las células inducidas de ia cepa con pLJISS ararece la
banda de la preteina esperada a la altura de la albumina, indicada
por una flecha, Esta proteina no aparece en ninguno de los carriles
con muestras de la cepa sin el pldsmido aun cuando las células fueron
inducidas « carriles 3, S ,7 ). Lo anterior nos confirma que el
plasmido pfJSS 1 esta expresiando el qene del Fragmento Klenow de la

DNA-polimerasa 1.
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Fig.9 €1 analists de proteinas totales de las muestras de
tnduccion con cepas con el plasmido y sin plasmido mediante la
electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida. El carril | es la
muestra tomada en el inicio de la induccion de la cepa (N4B3IY) sola;
el carril 2, tiempo O y cepa con el plasmido pCISS; carril 3, muestra
de 30 minutos de induccion y cepa sola; carril 4, de 30 minutos y
cepa con e} pCJSS; carril 5, de | hora y cepa sola; el carril &, de !}
hora y cepa con pCJSS; carril 7, de 2 horas y cepa sola; carril 8, de
2 horas y cepa con pCJSS; y finalmente e]l carril 9 es la albumina.
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2.~ CURVA DE CRECIMIENTO DE La5 CELULAS & 30 % v A azdt .

Por lo general, cuando 1as bacterias estdn obligadas a
sintetizar una protetna *extrana®, sobre todo cuando la expresjon del
gene de dicha protetna esta controlada por un promotor fuerte, el
crecimiento celular es afectado seriamente (1S;. Esto se debe a que,
muy probablemente, cuando existe una produccion excesiva de la
proteina extrafla por parte de la maquinaria de bhiosintests
bacteriana, la bacterta ya no puede sintetizar suficlentes proteinas
que son vitales para su crecimiento normal, ya que la maquinaria de
biosintesis estd marcialmente ocupada para producir proteinas que no
pusden ser aprovechadas por la bacteria, Es mds, frecuentemente esta

protetna extrafia puede ser toxica para la bacteria,

Con el fin de examinar el efecto de la biosintesis del
Fragmento Klenow sobre el crecimiento de las bacterias, se hizo una
curva de crecimiento en condiciones de induccion (a 42 %) y sin
induccion (a 30 T). El procedimiento se llevé a cabo de la siquiente
manera: se crecieron las células a 30 C en 200 m] de medio Luria en
un eatraz hasta cuando la densidad optica llego a 0.3 a 400 nm, luego
se dividio el medio de cultivo en dos epartes, una parte fue
transferida a 42° y la otra parte se siquié creciendo a 30 'C . Los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla [I y la grafica t.

€omo se puede apreciar en la grifica i, la densidad celular
aumento considerablemente a 30 minutos de induccion | aumento neto 4«

0.243 ) y despuds la velocidad de crecimiento disminuyd de una forma
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muy drastica aue, duranle uha hora y media de incubacion 13 densidd
oprtica selo auments 0,055, Este cambio drastico puede deberse a que,
a 30 % las celulas no pueden crecer bien por la basa temperatura y
cuando son transferidas a 42 ¢ , e}l crecimiento de las «células ‘se
disparz* ocasionando de esta manera, el aumento drastico en la
densidad celular en poco tiempo. Sin embargo, este ritmo de
crecimiento no puede mantenerse por mucho tiempo por el hacho de que
las cédlulas estan {nducidas para producir el Fragmento Klenow, y en
un momento dado el efecto de !la biosintesis de esta proteina puede
superar al efecto del aumento de la temperatura. Tal vez por esta
razon, durante este experimento, las células casi detuvieron su

crecimiento después de 30 minutos de induccién,

3.~ INDUCCION A DIFERENTES PUNTOS DE DENSIDAD CELULAR.

Con fines de determinar en qué densidad detica ({niclal +e
inducen las células para que se obtenga mayor cantidad del Fragmento
Klenow, se hicieron otros experimentos en los que se {nduleron las
células a diferentes densidades 6pticas iniciales ( 0.3, 0.4, 0.8,
0.6y 0.9 ), Fara obtener datos @aés precisos, se realizo el proceso
de la siquiente manera: se crecloron‘lns celulas a 30 T en 500 ml de
medio Luria en un matraz de | litro, cuando la densidad Optica
llegara & la deseada, se tomaron cada vez {00 m| de este medio de
cultivo vy se pasaron a un matraz de 250 ml para hacer la induccion,
Los resultados se muestran en la Tabla IIl y la gréfica 2.

Como es de esperarse, en todos los puntos de induccién, la

veloc1dad de crecimiento aumento momantaneamente durante los primeros
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Tomiteatre o bgeqo o Jdismine, o, comn 2] Caso  descerito  anteriorment
Ahora, que  sucederts con la binsintesis del Fragmento Klenow 7. Las

figuras v, 11, te, 13 o

4 muestrar los analisis de protetnas
totales de la bacteria de las muestras en diferentes puntos de
induccion mediante la electroforésis en gel de SDS-poliacrilamida al
1Sk,

La figura 10 nos muestra el andlisis de protetnas totales
cuando se induveron las celulas a 0.32 de densidad 6ptica intctal. La
sanda del fragewato klenow esté indicada por una flecha & la altura
de la albumina. Como se puede observar, la banda asparece en coantidad
considerable a 30 einutos de iaduccion (earvil 3). Y & sartir de este
somento, la cantidad de esta proteina empieza & susentar hasta aue o
la cantidad eéxi1@a, que corressonde & 4 horas de {neuccidm (carrild
6. y @espues de evta hora, empiea & reducir progresivasente. 81
patron de Biosintesis del Fragmento Klenow al i{nducir las celulas o
0.4% de densidad optica es similar al de 13 induccién veslizada @
0.32, salvo que en el primer caso, la proteina aserece en mayor
cantidad a | hora de induccion y empieza a reducirse inmediatamente
despues de la hors en la aue ararece la cantidad méxima (2 horas de
tnduccion) (ver fig.ll).

Si  se comparan los patrones de biosintesis del Fragmento
Klenow en los diferentes puntos de inauccton, se puede gpreciar una
tendencia de que, la banda del Fragmento Klenow llega a la cantidad
®éxima cada vez mds répi1do conforme va gumentando ia densidad dptica
en 18 que se inducen las células. Por ejeeplo, la cantidad miéxima
11e36 @ < horas de induccion cuando se induseron las celulas & 0.32 v
a 0.45 de densidad 6ptica, y cuando se hi1zo la induccion a2 0.55 y a

U.04, la cantidad maxima se alcanzo a 1 hora de incubacién y
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Fig. 10 El analisis de proteinas totales de las muestras de
induccion a 0.3« de densidad ¢ptica inicial. El carril | es la
albumina,el carril g corresponde a la muestra tomada en el inicio de
la induccton (tiempo V); el carril 3, muestra tomada en 30 minutos de
induccion; el carril &, | hora; el carril S, 1.9 horas; el carril o,

2 horas; el carril 7, 3 Moras; el carril 8, & horas; vy el carril 9, S
horas de induccion.
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Pio.11 Bl onalisis ¢e sroteinas totales de las wmuestras ¢e
induccion o V.43 de  densidad ostica inictal mediante |a
electrotoresis on ool do S0S-soliacrilamida. &1 carril | corresponde
o Lo sueotra tenada en el inicio de la treuccion; el carril 2 oo b
uettra e W minutos de induccion; el carril 3, de | hora; el carril
4, 60 1.9 horas; el carril 9, ¢e & horas; al carril o, de 3 horay; el

corril 7, do & horay; el carril 6, de S horas y @) carril 9 ey la
alduaing.
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Fig.12 El analisis de protefnas totales de las muestras de

{nduccion a 0.35 de densidad ostica inicial. El carril | es la
albuming, el carril ¢ es la muestra tomada al inicio de la induccion;
el carril 3, muestra tomada a 30 minutos de induccion; carril &, ge |
hora de finduccion; carril S, de 1.9 horas; carril o, de 2 horas;
carril 7, de 3 horas; y el carril @, de & horas.
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Fig.,13 €1 analisis de proteinas totales de las wmuestras de
fnduccion a G.,o4 de densidad optica inictal. B} carril | es la
albumina; el carril 2 es la muestra tomada al inicio de la {nduccton;
carril 3, muestra de 30 minutos de induccién; carril &, de | hora;
carril 5, de 1.3 horas; carril 6, de 2 horas; carril 7, de 3 horas; vy

el carril 8, de 4 horas.
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Fig.14 El analisis de protefnas totales de las muestras de induccion
8 0.94 de densidad optica inicial. El carril | es la albumina; el
carril 2 corresponde a la muestra tomada al inicio de la induccion;
el carril 3 ey la muestra tomadas 30 minutos despues de la induccion;
corril 4, de | hora de induccion; carril S, de 1.5 horas; carril ¢,
de < horas; vy el carri! 7, de 3 horas.



solamante se nacesitaron . minutos para llegar ia cant1dgad nisima
cuando se razii12o la 1nd.ccion a u.¥d, (ver figuras .. 11, lg, 13, ¥
14.,. n <onsecumRncia  de la- antaritor es le tendencia de empezar a
reducir la cantidad de la protelna cada vez mas temprana conforme va
aumentando la densidad optica injcral de induccion, excepto cuando se
h120 la tnduccion a 0.94 D,0 inicial.

La 1nduccion realizada a 0,94 de densidad optica inigial es un
caso muy curioso. El maximo valor de la biostntesis del Fragmento
Klenow se alcanzo précticamente con 30 minutos de induccidn y durante
las horas posteriores de incubacion, se mantenia casi en la nmisma
cantidad. Los datos de la Tabla Ill y la grdfica 2 nos indican que
cuando se hizo la induccion a 0,94, despue¢s de 30 minutos de
incubacion @ 42 C las bacterias praticamente ya no creclan durante la
horas posteriores. La cauta de lo cual bien podr{a ser por falta de
nutrientes en el medio de cultivo, ya que en el momento de inducir
las celulas, la densidad 6ptica era de 0,94, lo cual implica que en
el medio ya habla una gran cantidad de células,

Posterformente, se hizo una comparacién de los puntos en donde
se produio la cantidad maxima de la protetna en los diferentes puntos
de induccion en un gel de SDS-poliacrilamida como muestra la figura
15. Estas muestras son: la de la induccion a 0,32 de densidao optica
inictal con ¢ horas de incubacion a €2 .C ( carril 2 ); de la
induccion a 0.45 con 2 horas de incubacién carril 3); de la
tnduccion a 0.55 con | hora de incubacion (carril 4); de la induccion
a V.04 con | hora de 1ncubacion carril 57 y la de la induccion a
0.94 con 3U minutos de 1ncubacion icarril o). En esta figura se
puede apreciar que la banda del Fragmento Klenow mas intensa se

encuentra en e] carril 4 que corresponde a la muestra de la 1nduccinn
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Fi9.19 Conparvacion ¢e 10s puntes ailines en cantided el fragmento
klenow en diferentes puntos @0  induccion en un @8l ¢e
S8s-poliacrilamida al 114. Los carriles | v 7 son ¢e 13 aldbuning, ¢l
carril ¢ correspende & la auestra ¢o 2 horas ¢de induccion o 0,32 Ge
donsidad ootica inicial; carril 3, de 2 hovas, 2 0.49; carril &, e !
hora, & U.99; carril S, de | hora, 8 V.6 v el carril 4, G0 X

alnutos, & V.94 .
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realizada a .59 de Jdensidad-optica 1nmicial con | hora Jde 1ncubéc o9n.
wungue en el carril & (a banda tambien @5 muy intensa, en J2nera.
todas las bandas de este carril se ven mis intensas, es decir, en
comparacion con las proteinas totales, esta banda no se destaca
mucho.

For el hecho de que cuando las células crecen a temperatura
muy alta, como en este caso, a 42T , puede haber una i1nhibicién de
la brosintests protefca, se probo inducir las celulas a 42 % durante
30 minutos y luego se incubaron a 37 T. En este caso, no se obtuve
una mayor eficiencia en la expresion del gene del Fragmento Klenow,
sino al contrario, la eficiencia era mencor debido a aque, & 37 % , el
represor ¢l no se mantenia totaimente inactivo.

Por otro lado, tambien se ha probado inducir la exeresién
genica de] Fragmento Klenow por adicionar un volumen de eedio de
cultivo a o0 %, on este caso fue medio Luria, y no se ha visto aleuna
diferencia significativa en comparacion con el metodo de 1{nduccion
convencional que es por el aumento de temperatura a 2% .

Por lo ultimo, cabe mencionar aue durante la realizacién de
este trabaijo, varios problemas han sido las limitantes para obtener
resultados més cuantitativos, tales como: por la proriedad de la
enzima no se pudo medir la actividad enzimética; por la gran cantided
de las proteinas presentes, dl?iculto‘cuantt'icar el fragmento klenow

por densitometria.
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DISCUSION Y CONCLUSION:

Extsten algunos puntos a considerar cuando se desea oplimizar
la expresion de un gene una vez que éste ya ha sido clchado v puesto
baio control de senales regulatorias adecuadas. Uno de ellos es el de
obtener mayor produccion de la proteina vy a la vez maycr cantidad de
celulas por litro de cultivo; btro es el de considerar los costos de
mantenimiento de la fermentacion, induccion, etc.

Con base en los resultados presentados en este trabajo, parece
ser ficil l1legar a la conclusién de aue, se obtiene la mayor cantidad
del fragmento klenow cuando se inducen las células a 0.5S de densided
optica(D.Dy inicial a 600 nm y con un tiempo de incubacion a €2 € de
dos horas. Sin embargo, uno puede preguntarse aue si es el mejor
punto para colectar las células y oblener el méximo rendimiento en la
produccion de la enzima tomando en cuents la diferencia de densidad
celular en los diferentes puntos de induccion. Evidentemente, las
inducciones realizadas a densidades opticas iniciales de 0.32 y 0.45
no han sido las sejores, ya aue después de 2 horas de incubaclén a 42
C donde se alcanzé la cantidad ménime de la enzima, la densidad
celular no fue mayor que la de la induccién reslizada & 0.55 de
densidad dptica inicial a 600nm (D.0.1) y con un tiempo de incubacién
de una hora. La induccion realizada a 0.64 D.0.1 no suede ser el
meior punto de induccidn sunaque la densidad celular fue sayor después
de una hora de induccion, puesto que la banda de ia protelna se ve
menos intensa. Quizas,

el sunto de dicusion estd entre la induccion a 0.55 T.0.1 y la

induccion a 0.94 0.0.1. Cuando se induieron las celulas a ©.94 D.0.I,
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el fragmenlo klenow aparecio como maximo en 30 minutos de fnduccion
no se ohbserva alqun decremento en cantidad de esa proteina durante
las horas posteriores de tncubacidén y la banda se ve bastante intensa
en todos los carriles (ver flg.14). Al comparar este vresultado con
los demés puntos de induccion (fig,15), se ve la banda de la protetna
es poco intensa que la observada al {nducir las células a 0.55 D.0.!
durante una hora de incubacién, sin embargo, es mds intensa que las
bhandas obtenidas en los otros puntos de {nduccion, Adcn&s, la
densidad celular es mayor ( 1.05 en 30 minutos de induccion ) en el
caso de inducir las células a 0.%4 D.0.1, y la diferencias de la
densidad 6ptica entre las muestras de induccidn a 0.95 con una hore
de incubacien y a 0.94 con 30 minutos de incubacion es de 0.35, que
s una cifra bastante significativa en el sentido de que esta cifra
implica 200 millones de celulas/ml aproximadamente. Tal vez, desde el
punto de vista del aprovechamiento de los nutrientes en el medio de
cultivo, sobre todo cuando se quiere hacer la induccién en volumenes
grandes, el inducir las celulas a 0.94 D.0.1 es meior. Ademés, a tal
punto de induccidén, el miximo valor se alcanza en 30 minutos de
induccion, por lo que s6lo se necesitard este tiempo para mantener el
fermentador a 42 % .

Un punto que es necesario hacer notar es que cuando se
induieron las c€lulas a 0.32 D.0.1 como densidad éptica inicilal, la
biosintesis del Fragmeto Klenow se alcanzé su maximo valor en dos
horas de induccidn y desde este momento empezd el decremento de asta
protefna en cantidad, .Justamente con el decremento, las células
espezaron a crecer con una velocidad mayor. Los cdlculos nos indican
que el aumento promedio de la densidad optica 96r media hora es de

0.01o durante las primeras 2 horas de i{nduccion, menos la primera
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media hora. For otro lado, el aumento de la densidadoptica a pirt s
de ¢ horas 4 2.5 horas de induccion es de U.Un y el aumento promedio
es mayor que U.ue durante las horas posteriores de 1ncubacion. Estos
datos signtfican que a partir de 2 horas de induccion donde se
alcanzo el maximo valor de la biostntesis del fragmento klenow, las
celulas empezaron a crecer 3 veces mds rdpido., Esta coincidencia
sucedio en todos los puntos de inducciodn, especialmente en el caso de
la tnduccién realtzada a 0.9¢ D.0.1 en donde no se ohserva el
decremento en la cantidad de la enzima durante dos horas y media de
incubacion & 42 C y el crecimiento celular fue practicamente cero.
Bsto pudiera sugerir que cuando la sintesis del fragmento klenow es
suy activa, la enzima se acumula alterando de esta forma el
setabolismo de la bacteria y la hace dejar de crecer. Y en un tiempo
determinado, euy probablemente, la bacteria activa un sistema de
degradacion del fragmento klenow que ocasiona la disminucidn de la
concentracion de esta enzima y la c€lula vuelve a crecer, Esta parece
ser la respuesta de la bacteria a la birosintesis del fragmento
klenow, pues todos los casos excepto cuando se indujo a 0.94 , la
intensidad de la banda de la enzima alcanzé un méximo y
posteriormente decrecio ( ver fig. 10,11,12,13, vy 14 ). El hecho de
Que no se observa un decremento en los niveles de la enzima ni un
crecimiento celular cuando se inducen las celulas a 0.94 D.0.1,
prodablemente se dedbe a que, a esta densidad optica ya hay una gran
cantidad de celulas y por la falta de nutrientes, oxigeno etc, las

células no puede activar un sistema para la degradacion.

Finalmente, se pueden resumir los principales resultados de

este trabauo en los siquientes puntos:
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1.- Se puede obtener la maxima produczton del Fraamento
Klenow de la DNa-polimerasa | cuando se realiza la induccion de las
celulas con una densidad optica inicial de 0.55 D.0.1. a &00 am,

¢.- Desde el punto de wvista del aprovechamiento de los
nutrientes en el medic de cullivo, se obtiene mayor rendimiento en
producir el Fragmento Klenow cuando se inducen las células a 0.94 de
densidad dptica intci1al a 600 nm, ya que se obtienen mayor nuspero de
celulas en el orden de undd % més.

3.~ Contorme va aumentando la densidad ostica {nicial en la
3¢ aue hace la induccidon, la biovintesis del Fragmento Kiemow alcania
su  valor maximo cada vez més répido, es decir, se utiliza cada vez

senos tiempo de induccion.

4.- La biosintesis inducida del Fragmento Klenow baio el
control del promotor PLafecta evidentemenie el crecimienio normal de

las células.
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