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INTRODUCC I ON

Urig de las caracteristicas mis relevantes de los seres vivoes
es que Tuncionan de una manera ordenada psra mantener su alteo
grade de complejidad. De hecho, se puede definir a la regulacidm
comoe el corjunto de mecanismos que lleva al individuo 2 mantener
st funcionemienteo con un riguwrosce orden.  (Goldberger«1980). Es
importante sedalary =in embargeos que en los csistemas  vivientes
les procescs  ordenades - son selamente mas  frecuentes que  los
descrdenades vy entonces tienden a preservarse puesto que  con-—
fieren ventajas selectivas a leos cerganismes que les poseen.  Los
milee de rveaccliones guimicss que ccurven en  la celula estan
centrolados por mecanimscs de regulacidn que operan & muy  dis-
tintos niveleszs. pov ejemplo. en la expresion diferencial de la
intTermacidn gendtica,

Dada la multiplicidad de controles en cada sicstema
regulatoric vy dada tambien la diversidad de mecanismos de contrel
entre diferentes cistemac, ls regulacidn genética ofrece un
excitante vy amplic paisaje para quienee estén interesadoes en  la
comprension de las Tuncicnes de los seres vivos.

Todas las célulaz tievern la capacidad de  medular  sus
funcienss vitsles en respuests & cambios en su entorno:  tienen
receptores especificos para mensajerce quimicos. posesn tambieén
sensores de cambics de pH, concentracicn de csmolitos,
temperatuira, [ ¥=T-33 falta de nutrientes. etc.y estas
meléculas  estdn aceopladas casi siempre a algun sistema  de
transduccidn de csefales; y la respuesta celular puede variar de

intensidad & duracidn dependiendo de cud&l sea el estimule y  por
cudnto tiempo se presente.

Todes los orgenismes, desde las arquebacterias hasta  los
mamifercss presentan la capacidad de inducir un  conjunte  de
proteinas especificas en vespuests 2 un aumento &n la  temperatu-—
ra. Al conjunto de medificaciones metabdlicas que tienen  lugar
dentro de la celula, vy especialmente & la sintesis de peolipépti-
does speciales para contender cor el incremento de temperatwras
se le corcce com el nombre de  respussta caldrica (Hesat-Shock
Fesponee) . Esta respuesta permite la adaptacidn & situaciones de
estrés celular y s un ejemple Tehaciente de unidad dentro del
munde bicldgico.



1. LA RESPUESTA CALORICA EN EUCARIONTES

Las estudicos sobre la respuesta caldrica per sg comenzaron
practicamente en 1962 con la&a publicacidn de un trabajo
(Ritossay 1962) gue describia un nuevo conjuntoe de "puffs" en los
cromesomas poeliténiceos de las células gigantes. en las glandulas
salivales de la mosca Drosophila busckii. Estes eran  inducides
per calors dinittrofernol o salicilato de scdico. Duwrante la si-
guiente décadas la respuesta fue estudiada sobre tode a nivel
citoldgice vy se hicierom vaorias observaciones importantes; dentro
de las més notables estaban que los "puffs” eran:

&) Inducibles por otros tratamientos que ponian en estrés a
la celula {Ashburner, 19703 Leenders, 1972).
b) Se producian en wnos cuantes minutos (Ashburner, 1970).

c) Estaban ascciados a la proeduccidn de HMA
(Ashburner ., 1970; Ritossas 196B; Leenders, 1972).

d) Se encontraban en otras especies de Drosephila v en otros
tejidos (Ritossas 1964).

e} Y estaban acompaBados de la desaparicidn de otros
"puffs’ (ver figura ).

En 1973« Tiseileéres vy Mitchell inauguraoron el estudico

melecular de la respuesta reportande gque la induccidn de estos
"puffs" ceoincidia con la aparicidn de un pequelic conjunte de
prateinas (Tissiéres, et al., 1974). Ecta respuesta podia

estudiarse perfectamente en un cultive de tejideos y desde el
principicsy fue tomada comc modelo para estudiar la estructuwra de
los genes y su regulacidn; asi, los genes para las protedinas de
chaque caldrico (hspsy por "heat—-shock proteins")s fueron los
primercs genes eucaridticos clonados (Livaks et &l.. 1978; Shedl
et al., 1978; Craig et al.s 1979.); de los que se conocid su
organtizacidn en el gencma (Livak, et al.. 19783 de los que se
supe el arregloe de su cromativa antes y después de ser activados
(Wux et al., 1979); de los que se encontraron indicicos de sus
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Figura 1. Ritossa describid en 1962 que después de un tratamiento
con calor se inducian nuevees puffs en los cromosomas politénicos
de 1las glandulas salivalesy en la mosca de la fruta Droscphila
buskii. - Se muestran algunas ilustracicnes de un articule

publicado por é1 (ver referencias).




secuencias reguladeras (Felham. 1982); y de los que se
identificaron claramente sus factores de transcripcidn
(Farker,1984) . Los genes para una de éstas proteinas.s hsp 70, dio
unc de los primercos ejemplos convincentes de la conversidn génica
cperando en una escala evolutiva del tiempo (Brown et al., 1981).,
La respuesta también proveyd de uno de los primercs ejemplos
de la expresidn genética selectiva actuande & nivel de tra——
duccidn (Stoerti et al., 1980).

Nce  fue sino hasta después de 1978 cuando investigadores gue
trabajaban cocn otros crganismocs descubrieron que el calor  y
muches  otros tipos de estrés podian inducir proteinas  similares
en células de pollo en cultive (Kelly et al., 1982)s en levadura
(Miller et al., 1979) y en Tetrahymena (Guttman et al.. 1979).
Ahora sabemos gque algunos genes de chogue calérico estéan
encrmemente  conservadeos en la escala filogenética y también sus
secuencias regulatorias (Ignolia et aly 19803 Manseu et al.s
1982) .

Desafortunadamente, con respecte a la fisiclegis de la
respuesta, se tiene teodavia un  pancrama  muy incompleto.
Ultimamente se ha puestoc mucha atencidn a tratar de investigar
qué funcicnes tienen las proteinas inducidas y cdmo se  regulan.
Sobre su funciconamiento se ha avanzado m&s y hay evidencias de
que dan proteccidn contra los efectos tdxicos del estrées. Los
mecanismes de proteccidn ne se conccen y sédle se han podido
establecer las funcliones de unas cuantas proteinas. For otre
lado, la regulacidn de la expresidn de las proteinas de choque
caldrico parece involucrar sistemas gue coperan a mivel
transcripcional y traduccicnal.

1.1, LAS PROTEINAS INDUCIDAS POR CALOR.

Las proteinas de choque caldrico son nombradas de acuerde &
su pesc moeleculars asi puess Hsp70 y Hsp?0 corresponden a
proteinas con un peso de 70 y 90 kilocdaltones respectivamente.

Se define como proteina de "heat-shock" aguella cuya sinte-
sis se ve inducida, & veces dramédticamente, a altas temperaturas.
La descripcidn de cada proteina en particular estd desligada en
algunas ocasiones, de su funcicnamientoe como conjunteo; de la
siguiente descripcidn hay que tomar en cuenta que la respuesta es
muy complejas asi que las funcicnes de cada proteina aislada no



necesariamente reflejan el papel que realiza durante el chogue
caldrico.

HSP 70. Es la més conservada de las hsps y como  tals
tiene un encrme interés. La secuencia completa de amincadcidos de
la Hsp70 de cuatreo eucariontes y de un procarionte se presenta en
la figura 2. tomeda de Lindguist . en 19864.

La proteina humavia tiene un 73% de homologia con la de Do

y posee uwnt SO% de homologia con la de
Escl c! celi. Hay que hacer notar que muchas de las
diferencias se deben & sustituciones homdleogas (R-kK; D-E:  A-Gj
ete.dy vy hay regiones esrtremadamente conservadas, por ejemplo de
los  aa 143 al 187 hay scolo dos diferencias entre la preteina de
humano vy la de Drgsophilas y soloe cuatre entre éstas vy la de E.
coli.

Si bien
adelante), en

el gene para Hsp70 es Unico

ophil {Ignolias 1982) v en Sa
cerevicsias (Mancseu, 1982) ésta proteina estd codi
familias multigénicas que sorn expresadas diferencialmente.
ser que la misma crganizacidn se encuentra en otros eucariontes.

mente el papel de Hsp70s pero alguncse dates
sugieren que est& invelucrada en remover la clatrina de vesiculas
en el interior de la célula. reaccidn dependiente de A&TF
(Chappell et al.. 19B5).

También se le ha encontrade unida & ribosomas vy a otros
camplejos macromeleculares, sugiriéndose gque tiene un papel como
proteina  estabilizadera de estructuras complejas (Finley et al..
1984).

Se ha sugerido gue puede inbibir la precipitacidn
de proteinas desnaturalizadas cuandoe se une a ellas
(Finley et al.. 1984). De hecho: la preduccidn de proteinas
- desnatuwralizadas e inestables ha =ido propuesta como un mecanismeo
de induccidn de la respussta caldrices ya que ésta se activa
cuandoe se invectan & ovecitos de Xenopus proteinas  dadadas
(Sub jeck et al.., 1283).

w
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Se ha especulade scbre el papel de Hsp70 pensando que
probablemente se trate de wna "chaperona”, uniéndose & proteinas
sintetizadas de nove hasta que son correctamerte ensambladas
dentroe de estructuras complejas como el yibosoma, por ejemplo. Una
ver cumplids su @misién Hsp70 puede liberarse de la proteina
escoltada; se lleve a cabo una hidrdlisis de ATF cuya energia
puede ser usada para ayudar al ensamblaje de la preoteinas para
liberarse de ella ¢ para ambas cosas (Helch et al, 1985).

Usando un sistema in vitro. Chirice et al.. en 1988 mostra-
yon que se rveqguiegre un factor soluble pare gue uns proteina
hidroefdbica pueda ser colecada e el intericr de una membrana.
Aparentemente. se necesita wna proteina gue resultd  ser  may
homédloga a Hsp70. En ese mismo ado, Deshailes utilizd mutantes de
levadura en Hsp70 para demostrar gue la célwula utiliza éste
pulipéptida para mover proteinas 2 través de membrana mitocon -
drial {(Deshaies et a&l.., 1988}, figura 3.

La induccidn de 1les genes de Hsp79 estd regulada poyv
oncugenes virales y celulares (Imperiale et aly 1984 .
Anticuerpos moncclonales indican que la proteina en condiciones
normales se encuentira distribuida en citoplasmas pero bajo chogue
térmico migra al ndclee (La Thangue, 1984) .

En general. el anilisis de la Tamilia de Hsp70 es
complicado, los miembros tienen un puritc isceléctrice  Acide vy
patrones  tripticos =imilares en todas las especiss estudiadas.
Desafortunadamente no hay suficiente  informacion parsa LUMR
comparacidn sistemdtics. Unen ATF (Helch, 1983). estén metiladas
en  lisinzs vy arginina (Wengs, 1984). vy unen acidos grasces come
palmitice vy estedrizo en qma propoveidn de t a 1 (Guidon et
al.,1985). Se sabe que Hsp70 de Dyctostelium discoideum se
fosforilas pere no ¢e ha comprobade en otros crganismes (Loomis
282,

Mencidn aparte merecz el papel de ésta familia de proteinas
en algunoes pardszitos, va gue se ha encoentrado que tienern un papel
impoytante en la diferenclacidn - de Trypancsoma brucel

(Davies, 1987} vy de Leishmania (Shapira., et al., 1988). Ademds,
durante la respuesta ivnmune a lepra, tuberculesis (Young et &1.,17988)
maleariz (Richman et al.. 1989,  y Tilariasis (SBelkrik et

al.s 198%), s=e producen una gran cantidad de anticuerpos cantra

Hsp70.
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Figura 3. Se ha propuestc Qque hsp70 tiene un  papel en 1la
traslocacidn de proteinas. Una o més se unen al precursor gque
serd translocade. En reacciones dependientes de ATP, hsp70 ayuda
al polipéptide a cruzar la membrama. Ilustracidn tomada de

Chirico et al., 1988.



Siendo tal ver la proteina més conservada a lo large  de
teda la escala filogenédtica, el encontrar que Hsp7¢ es inmundge-
no potente hace pensar en que probablemente tenga en su estructu-
ra regiones variables entre cade especie, ademds de otras alta-
mente conservadas. Fara una buena revisidn del tema, ver el
trabajoc de Newport et &l.. 1988.

HSP 83. Esta ec l# segunda proteina mas conservada de
"heat-shock". La de Drosophila y de levadurz son de 83 kds su
homélege en E. coli tiene una mass aparente de 62.9 kd. Entre
loe genes de D cphila y levadura se puede inferir un 604 de
aminocicides idénticos (Hackett et al., 1983). Los genes de  Drosco—
phila v loe de E. coli tienen un 364 de homologia en secuencia
de amincécidoss pere hay regiocnes donde es de mas  del
F0%. Todas las células eucaridticas hacen esta proteina con un
range de tamafios de 83 a 90 kd. No hay secusncia de los genes en
otros  organismes  pero  leos anticuerpos contra Hsp8? de pollco
muestran una reaccidn cruzada con las proteinas de humancs ratdn,
rana y Droscphila (Schlesinger et 2l.. 1?282).

La caracterizacidn bicquimica de la proteina estd mucho més
avanzada en vertebrades que en cualguier otro  organismo. Esté
meftilada en lisina vy arginina (Wangs 1984) vy se foeforila
(Hackett et al., 1981). Se induce con calor perc la magnitud de
1l induccidn depende del tejido vy = la feches las mias importantes
propiedades de észta proteiva eon 1) su ascciacidn con proteinas
transfoirmantes de origen refroviral, 2) & complejos de receptor
cont hormonas estercoides y 3) su unidn a citocesqueleto (figuwra 4).

La preteina del virus de sarcoma de Rous, ppélsrc, se une
& Hep8% vy otra proteivie de S0kd ivmediatamente después de sevr
sintetizadsa. Este complejo es citosdlico y ppélsrc s

Tosforila en serinas: pero ne en tiresinas. Cuando se disccia de
HepB% . ppéOsrrc se activa come cinasa, se autofosforila en tivosi—
nas v migra a la membrana plasmatica (Brugge et al.. 1981).

fnticuerpos monoclonales preparades comtra el receptor 85 de
progesteronas  revelaron que Hep90 es un componente mayoritario
del complejo. Cuando el recepter se convierte en la forma 455 se
discacia de Hsp90 y adguiere su capacidad de unirse a DNA (Such et
a2l.. 1985), figura 5.

Si bien Hep70 vy Hep?0 son las principales proteinas  de
choque caldrico en eucaricntes, hay un grupe de polipéptidos de
bajo  pesc molecular gue también son inducidos y cuya funcidn no
se ha caracterizade todavia.



Figura 4. Cuandc algunas células son estimuladas por insulinas
hsp?0 cambia su lopcalizacidn celular migrando del ndcleo
loes filamentos

(b) a

de actina (c). En la figura a se muestra una
imagen de las mismas células vistas en el microscopic de
contraste de fases. Tomado de Koyasu et al., 1986.
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La ubiquitine. gue probablemente interaccione con Hsp70s la
histona HEZb, el 71~interferdn, 1la enclasa y la gliceraldehido—3-
foefate deshidrogenssa son otras proteinas inducibles por  calor
en eucariontes (Lindguist, 1985).

1.2, REGULACION DE LA RESFUESTA EN EUCARIONTES.

Los sistemas de control de la respueste caldrica varians
pero existen puntos comunes de regqulacidn.

A nivel transcripcional. Fué encontrada una secuencia hacia
el §° de todos los genes de Droszgphila inducibles por calor v s

postula gue furciocnen come activadores de la  transcripocidi
figure 6 (Ingolia et al.. 198B0).

Ha sidte descrito sdemidss wn factor de  transcripcidn para
levsdura: que es especifico para los genes de choque caldrico
{Wiederrecht. et xl.. 1988) v =e sabe que s esencial, gque se
foeforila cuando auments la temperatura (Sorger et al., 19688) vy
que es homdlogo al de Dy v al de E. cgolis porgue fue
purificade de unz colwmea con sefarcosa acoplada a una  secuencia
de DA con un promotor “"Heat-shocok" de Escherichisa coli. (Parker
1987 .

Hay evidencisz de que la respuesta  también estéd regulada
regativamente por Hsp70 (D1 Domenicos &t el.. 1982) pero no  ce
sabe =1 es wy control directo o indirecto.

A nivel traduccicnal. £l tratamiento con caler produce en
traducecidn gue se haya descrito. Despudés de 10 minutes de un
cambic de 25 a 37°C, los polisomas normales  virtualmente desa-
parecen (Lindguist et al., 1875). Cuando aperecen locs oRNAs de
las proteivnes de "hest-shocky se traducen muy eficientemente
S{Lindquist, 1980). Les ribosomas tienen la capacidad de
distinguir cuidles.san loe mensajerss que corvespenden a proteinas
de chogue térmice también en células He-La. Probablemente, los
mRMNAs  de las hsps tiermen alguna caracteristica estructural que
les permite ser reconccidoes: un lider ne traducide hacia el §F
que es rico en residucs de adenosinas por ejemplo {(Holmgren et
al..1981),

i1
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Figura ©S. Se ha postulado que la proteina hsp?0 regula, entre
otras cosas; la accidén de hormonas esteroides enmascarando el
sitio de unidn a DNA. Miller, D. 1989.

Conscnsus gG(_}MTN]lCT&A
Function =ax=sssssvEazzneszzex

hsp 70 COAGAGACCHCGCCTCGAATGTTCCCGAAAAGAGCCCCGCACTATAAA
hsp 8} c.\rcc,\cAAccchlAgAA(:TTTQT'e(;au.\cTrcc,\_m'rcamc GCGTTTTTCTATAAA

hsp 22 ,\rTcr.,\cAchGCgGGulTTTCfegAnﬁirchrnccrcrcrcTcucAcTATAAA
hsp 26 TTTCT(;TCACTTTCCQGAELCTTCT‘AGAAAA_GCTECA(?CGCGTATAAA

hsp 27 GTTCCGTCCTTS‘-_(‘:TIGCEATGCAC]"AGT(ITGETGAGE_C_CACCGTCAGTATAAA

hsp 68 TGACCC rTTcchCAGG(:AAATcmA'rT TTCCCCTCCCGGCGACAGAGTATAAA

hsp 68 - CTCGCAGGGAAATCTCGAATITICCCCTCCCGGCCACAGAGTATARA

hsp 23 CGCCLACGEGCGCACGCACACTACGATAGCGAGCGETTCTATAAA

Figura 6. Hacia el 5’ de los genes de "heat-shock" en euycariontes
se encuentran secuencias muy conservadas. Aqui se muestran las
regiones consenso de 8 proteinas de chogque caldrico.
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1.3. INDUCCION DE LA RESFUESTA CALORICA EN EUCARIOCNTES

Ademas del cambic de temperatura (un aumento de S°C o mas),
la exposicidn a etancls arsenito de sodic, cadmics anaercbicsis,
Tincy cobvres mercuwios iones sulfhidrilo, iondforos de calcio,
hormonas  estercides, agentes quelantes, piridodinas, azul de
metilenc, glucosaminas desoxiglucosas infeccidn vivala
adviamicina, andlogos de amincdcidos, inducen las proateinas de
chogue calédrice en casi todas las especies  estudiadas. Con
algunas edcepcionesy come Dyctostelium: donde el etancl. el
arsenito vy el cadmic ne inducen ia respuesta (Lindguist, 1989).

For  otre  lados un peguefic grupo de proteinas  pueden ser
inducidas preferencialmente dependiendce del estimulos la
sintesis no es generalizads sine parece diferencial de acuerdo &l
estrés producidoa.  Los vincledtides polifosfor-ilados parecen tener
un papel e la induccidn (Figuwra 7).

El puente gue existe entvre la sefdal y la induccidn de las
proteinas estd lejos ain de ser caracterizado.

2. LA RESPUESTA CALORICA ENM PROCARIONTES

La respuesta "heat-cshock"” en procariontes ha sido dilucidada
en  su mayor parte, por estudicos realizades en la entercbacteria
Escherichia coli. asi que me referiré & ella en lo sucesive vy

sélo mencionareé ociros organismos cuando sea necesario.

51 bien son leos procavientes los organismos que han aportado
un | mayor  nuamero  de datos con vespecto & la  vegulacidn de  la
expresidn genética durante los dltimes cuarenta afics, la respues-—
ta al calor en éstos fue veportada muchoe después de gue el
fendmeno habia sido descrito en plantas: animales y euwcariontes
unicelulares. Euceptuando algunos estudics de scbrevivencia de
las bacterias a temperaturas elevadas, los fisidlogous bacteriancs
estaban mas interesados en conccer los mecanismos por los cuales
las células procaridnticas legiraban crecer en un gran vangoe de
temperatwras y  en cémo cambiaba la compesicidn guimica de los
cultives,



inducer Ap""Np" ppGpp HSPs OXY S0S

CdCli, ++4 ++ ; 3
28— 42°C - /-

28— 50°C b -

ACOO ++ +++

uzoz + +++

10X EtOH 28°C  +/- t+

10% ELOH_372°C b 4t

4% ELOH 28°C b +

4% EtQH _37°C b + =8 -
Nalidixic Acid - - _H;ﬁ:_
-le = ++

U not induced . E l induced

Figura 7. En esta tabla, tomada de Lindquist en 1986 se hace un
resumen de las proteinas inducidas por diferentes tipes de
estrés. Se menciona su relacidn con la produccién de nucledtidos
polifosforilados.



ESTUDIOS DE LA FISIOLOGIA DE E. celi DE  ACUERDD CON LA

TEMFERATURA DE CRECIMIENTO

E. 11 estd clasificada como mesdédfile con respecte & la
temperatuy y ceme neutrdfile con respecto &1 rango de pH  que
permite su crecimiento.

E. co
" a

En el siglo pasado. Arrhenius  (Arrhenius. S. 1889)
desarvrclld la relacidn entre la velccidad (v) de una rveaccidédn
quimicz vy la temperatuwra abscluta (T) a la cual occurve,

v = Re-DE /RT

Donde DE es la energia de activacidn de la reaccidny R es la
censtante universal de leos gases y & es una constante 1)amada el
facter de colisidn o el factor de frecuencia. Esta ecuacidn
predice una velacidn casi lineal entre el logaritmoe de la
veloccidad y Bl reciproce de la temperatura abscluta. Esa graficas
llamade grafice de FArrheniuvs, da wuna linea para reacciones
gimicas s=ncillas.

La grifica de Arrhenivey, en forma modificadas se  usa
frecuentemente para describir  la relacidn entre la constante
especifica de crecimientoy, k: de una bacteria y la temperatura.
Fara éste propésito. el términce ny, llamada temperatura caracte-
ristica se sustituye por DE. 81 se aplica la ecuacidn de
Arrhenius al crecimiente de un cultives la forma de
crecer de casi todas las bacterias es muy similar. Bajo ciertos
intervalos de temperatura, comdnmente llamade la normal del rango
de fArrhenius, la grafica es lineal. A temperaturas muy elevadas o
muy bajass la tasa de crecimiento decrece progresivamente. produ-—
ciendos wna gré&fica vertical tanto a la temperatura maxime como
minima. Muchas bacterias. como E. goli vy Salmonella thypbymuriun

pueden crecer en wn rangoe de 13 a 482€C {ver fig. 8).

El vrarmge normal de temperatura se extiende desde 2! hasta

37°Cy con valor de 13,000 a 164,000 cal/mol (cerca de 54,000 a

S592,000 J/mcl) (Ingrahams 1985 . La temperatura maxnima & la cual

puede mantenerse un crecimientc balanceado es aproximadamente

~49°C. La minima temperatura & la gue puede crecer E. coli es de
7,3 a 7.8°C (Shaw, et a&l., 1971).




Figura 8. Escherichia celi puede ser considerade como un
organismo meséfiloy su crecimiento es dptimo entre 40°C y 33°C,
pero decrece a temperaturas extremas. Esta grafica fue tomada de-

Ingraham, 198%5.



El crecimientc de muchas cepas de E. celli Kl se afecta
marcademente a temperaturas elevadas, come 40 ¢ 45°C,  por
deficiencia de metiosnina (Ren et al.s 1971) . A éstas
temperaturas, la actividad de la primera enzima de la via
biosintética de metionina (homoserine transuccinilasza) se  irnhibe
reversiblementey prebablemente por la desestabilizacidn de sus
puentes de hidrdgenc.

- Cuandco los cultives de E. cpll crecen & cievta temperatura y
son abruptamente cambiados & otra superiors la tasa de
crecimiente asume el valor caracteristico de cada temperatura =in
ningun pericdoe de zjuste aparente. 51 embargoe, cuando el cambic
se hace hacia une temperatura infericors hay una fase lag seguida
de un pericodo de crecimiento anovmalmente répide antes de  adqui-
rir el valor caractevricstice de la temperatura final. Estos cam—-
bics cbservados son veflejo de vne composicidn guimica muy distinta
de la bacteria cuande el crecimiento se lleva a cabo en cada
temperatw-a,

COMFPOSICION DE ACIDOS GRASOS.

Como  en e1 cazo de muchos  organismos  poigquilotermos,.  la

compoeicidn de &cidos grascs en E. coll cambia marcadamente con
la  temperztura & la cual son sintetizsdos: cuande baja  la
temperaturas 1z fraccidn de &cidos grascs  insaturedos se
incrementa., E1l ajuste es una respuesta homecstética, va que la

Tuncidn celular regquiere de uns membrana plaesmitice fluida pevo a
bajas temperaturas los lipidos de la membrana sufren un  cambic
reversible en su estedo: forman un arreglo  hexagonal de las
cadenas de los &cidos grascs que pierde fluidez (Nishihara et
al.s 1976). Los foefolipides de una bacteria creciende normal-
mente contienen 3 Acidoe grasos: unc saturadoy, el &cide palmitico
(henadecanoico) v dos insaturados, palmitcleico (cisg—-9-—
hexadecancico) y el &cideo cis vaccinice {cis-lil-occtadecancica).
El é4cido cis vaccinice es el gue presenta un cambic mayor (ver
tabla 1).

La Tluidez de las membranas de E. coli se mantiene en un
nivel dptime a diferentes temperaturas porque  la sintesis de
&cido rcie vaccinico e vregula por temperatuwra y & nivel de ac-
tividad de la enzima que lo sintetiza ( de Mendo:za et al.., 1983).
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i

Fauty acid

15
In lipopalysaccharide
Myristate ) 39 38 4.} 38 4.1 4.7 6.1 7.7
8-Hydroxymyristate 126 125 104 69 10.1 11.0 48 75
In phospholipid
-~ Palmitate 182 219 254 27.6 289 31.7 37.1 480
Palmitoleate 260 253 244 - 23.2 233 233 280 9.7
Methylene hexadecanoate 1.3 1.1 1.5 3.1 34 48 32 11.6
cis-Vaccinate 379 354 342 355 303 24.6 208 122
Mcthylene octadecanoate 0 0 0 0 0 [} 0 a7

® Grown in mineral salts-glucuse medium and harvested during exponential growth,

Tabla I. Efecto de la temperatura de crecimiento en la
compusicién de acidos grases en E. celi. Datos tomades de Marr,
A. B. et al., 1962.



COMPOSICION DE PROTEINAS.

Se hs reportado gque la velocidad de recambic de proteinas se
increments cuandce células normales de E. coli se pasan de 30 &
42°C (Gottesman et al., 1977). L& proteasa Lon estd  inveolucrada
en la degradacidn de casi todos los polipéptidos de la bacteria y
=2 ha identificade como una proteina inducible por calor (ver mas
adelant2), Fars una revisidn completa, ver el trabajo de Lemaux,
et al., 1978.

~lgunos estudics detallados (Hererndeen, et al.. 1979) de
electraforesis bidimernsiconal de la composicidn de proteivas de E.
celi B/v creciende a varias temperaturas (13.5, 15, 23, 30, 42 vy
46°C) indicaron que:

- Entre 23 y 37°Cs lzs concentraciones de sdlo dos proteinas
de las 111 estudiadas, cambian mas de 2.5 veces.

- Entre 13.5 y 46°Cs =in embaorgo. 83 de las 123 proteina
estudiadas varian mads de 2 veces, 18 varian mas de § veces vy 9
varian mias de 10 veces. La concentracidn de algunas de  ésta
proteines se incrementa dramdticamnete sclo 2 temperatuwra alta
slgunase otras cambian scloe & temperaturas bajas.

=3

ut

~

Las concentraciones de 2 proteinas llamadas, por  ciertos
termémetreo poy leos autores, varien constantemente segun el rango
de temperatura.

Aguellas proteinas cuya concentracidn  intraceluolar =1
incrementa con el aumentoe de temperatura, son las pertenecientes
a la respuesta celdrics (ver més adelante). Aumentan de 10 & SO
veces cuandae se eleve la tempereatura y cuande las células se

expenen a etanol  (ver figuwa 9.

En la Tfigura 10 puede cobservarse que estas proteinas
confieren termorresistencia a la bacteria Escherichis cell
(Yamamcyi et al.. 1982) . Cuande un cultive se crece a
30eC vy se pacsa 2 42°C durente 30 minutos, se proveoca un aumentao
de 10 veces en el numerc de sobrevivientes cuando éstas células
e euxponen despugs a S5°C durante 10 minutes. S5in embargo, la
tolerancia al calor desaparece casi  completamente cuandoe  los
cultivoes se incuban pov dos horas a 42°C.

La mixima temperatura de crecimientoc se afecta claramente
por la habilidad de la célula para sintetizar las preoteinas de
choque calédrico, poseen un papel particularmente impertante  en
permitir el crecimiento a temperaturas elevadas, y algunas lo
tienen a tedas las temperaturas.
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Figura 9. @A) Células en fase estacionaria gque fueron crecidas a
{1) 30°C, (2) 33°C, (3) 36°C,y (4) 39°C, (IJ) 42°C se marcaron con
un pulso de leucina radiactiva durante dos minutos.

B) Ceélulas crecidas hasta fase exponencial fueron
incubadas de una temperatura baja a una temperatura alta y fueron
marcadas S minutos con leucina radiactiva. (1) Control de células
marcadas & 30°C. Del (2) al (9) las células se transfirieron como
sigue: (2) de 30° a 33°C, (3) de 33 a 36°9C, (4) de 3& a 39°C, (5)
de 3% a 42°C, (4) de 42 a 45°C, (7)) de 30 a 42°C, (B8) de 30 a
34°C y (9) de 36 a 42°C. Tumado de Yura, et al., 1980.
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Figura 10. La sintesis de proteinas de "heat-shock” ayuda a que
las ' células adquieran termorresistencia. Cultives de E. coli

fueron crecidos a 30°C y después transferidos a 428°C. Muestras de
0.3ml1 fueron tomadas a los tiempos indicades y una parte (0.1iml)

" se espatuld a 30°C, mientras que el resto (0.2ml) se calenté

55°C  durante 10 minutos y se espatuld también. Fueron contadas
las scbrevivientes en la cepa silvestre 0 y en una cepa mutante

en rpoH (K165) 0. Yamamori y Yura, 1982.



RECEFTORES MEMERANALES FARA CAMEBIOS DE TEMFERATURA

Vale 1l& pena hacer un paréntesis para sefalsar que E. goli
responde a cambios en su medic ambiente modulande su patrdn  de
movimiento:  muchos estimulos quimicos y fisicos se detectan por
receptores especificos los cuales transmiten la informacidn hacia
el interior de la célule generandoe selales gue cambian el
movimiente flagelar del crgenisme. La adapatacidn al estimulo se
lleva & cabo por la metilacidm reversible de ciertos residucs  en
los receptores.

En el range de 20° & 37°C, E. coll responde =1 aumentoe de
temperatura "sintiendo” un estimulo atrayente y &l decremento de
la temperatura interpretsindoe un estimulo repelente (Marda et al.,
1976). La m&ximz sensibilided se observa en temperaturas cercanas
a lee 30°C y también la guimictaxis tiene un dptimo a 30°C.

Un interesante descubrimiento se realizd en 197%, cuando se
cbhservéd  (Maeda et al.. 1979) gue la L-serina ¢ la L-leucina
actian come  inhibidores competitiveos de la termotanis (ver
fig.11). El postular l1a existencia de termoreceptores especificos
abrid uc gran cempe en la investigacidn de la fisicologia de E.
coli en respussta al calor.

xisten proteinas integrales de membranay, que no estan
involucradas en el transporte perc i actuan como receptores para
efectores quimiotacticos. No.son proteinas acarreadoras de peri-
plasmas, <su  labor se extiende mds que édéstas porque  después - que
fijan el compuestoc som capaces de iniciar eventes & nivel cito-—
pldsmico que atn no estédn bien definides y su prepia metilacidn.
Asiy =& les llama tante receptores come  transductores  (Macnab,
1985) .

Hay cuatro tipee bilen caracterizados de este tipo: Tsr ( por
tastie to serine and repellentz; también llamado MCFI), Tar (pov
taxis to aspartate and repellents; MOFII), Trg (por tanise to
ribese and - galactose; MCOFIII), vy TapE (per  tanis asscciated
protein; MCPIV): wn quintos Tips (por. taxis invelved protein)s
estd menos estudiada.
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Figura 11. La temperatura tiene efectos en 1la
celi. A) Células creciendo a 22°C. B)Y Células
C) Células creciendo con leucina 30 mM a 22°C y
con 30 mM de leucina. Las bacterias fueron
microscopic de campe oscuro. Tomado de Maeda et
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Tienern un pesc molecular =similar (cerca de &00H00) v  mues-—
tran una gran homologia en el extremo carboxilo (Erikes et &al.s
1983);  hay diferencias en e} evtremo amino. For  su estructura
(ver figura 12) parece razonable tal arveglo: el extremo carboi-
lo tiene interacciones con componentes citoplésmices como  las
enzimas metilantes. El extremo smine reconcce los gquimicoefectores
coen diterente especificidad. Los detalles de la estructura fueron
establecidoes gracias & un elegsnte trabaje construyendo fusiones
eritre los diferentes dominies de los receptores Ter vy Tar (Brikos
2t al., 1283),

El receptor que se ha inwelucrado en la recepcidn de  los
cambics de temperatures gs Ter (MOFI), que es &1 responsable de
reconccer L-serina y L-leucina:;  la ssrina y el aspartate son dos
de leos principales gquimicetraventes de E. cpli. Tanbién censa el
cambic de temperatura (Maeda et al., 1979) y &l cambric de  pH,
tsnfo externe como cartoplédsmice (Kihara et al., 1981).

Se demostrd (Lee et al.. {988} que la capacidad de sensar
cambkicos de temperature no se afecta en mutantes que reducen o
eliminan =v afinidad pory s=vrinay 1o gue indica que la termosensi-
biliided medizde por Ter no es un efecto secundsaric de las altera-—
ciones en &l sitic de unidn 2 serina. 58 propuse gue la  temosen-
eibilidzd de Ter estid mediads por un csmbilo conformacional indu--
cible por temperaturs en la molécula.

Mo se ha realizado un estudic profundo ain para cbsevvar el
cambic producidoe en el receptor povy la temperatura. De hechoy se

sabe muy  poce  de su funciconamiento  cuandoe  recibe  sefxles
quimicas. Se ha demostrado que en presencia de leucina o serinas
se metila el extreme carbexile en una reaccién que es

dependiente de S—adencsilmetionina (Stock, 1978) en residucs  de
glutémice v glutamina. Ls reaccidn de metiliacidn estd catalizada
poyr Che R (metil transferasa) y la desmetilacidn por la Che R
que es unx metil esteraza. En los cicles de wmetilacidn la S
adencsllmetionina es el donador (Stock. 1978) y el metanol es el
producte de la desmetilacidn (Toews et al.. 1979).

Se ha demcstrado que un complejo sistema que involucra log
productes  Chefy, CheWs CheY y Ched conecta los cambics de
metilacidn cow el movimienteo flagelar y la atraccidn ¢ repulsidn
de la bscteria (figurs 13). No se ha determinade si el estimulo
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Figura 12. La organizacidn de un receptor/transductor de membrana
puede ser predicha por la secuencia de la proteina (ver texto).

serine PTS substrates
1en'1permure (mannose, etc)

NHg ribose /RBP (blue light)
leucine, etc galactose /GBP l proline
acid pH,, )

N
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acidm *
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Figura 13. Existe un complejo sistema que regula la quimictaris y
la termotaxis de E. coli. Los atrayentes estan en letras romanas
Y los'. repelentes en it&licas. Esta ilustracidon fue tomada ‘de
Macnab, 198S. o
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peor temperatura provoca sefsles  Iintracelulares diferentes.
Asimismo, tampoce se ha euplorado la poesibilidad de gque los
receptores sean sensores de temperatura ¢ que los  cambios
cbhservados sean consecuencia propia de su estructwas como en el
caso de l= homoserina-transuccinilasa (Ron, et &l., 1971)3; mucho
menos.s su relacidn con Ja respuesta caldricas inducible & tempe--
raturas mas altes y en un tiempo mucho mas corto.

N es necesaric aclarar que el comportamiente celular en
respuesta = cambics de temperatuwra es muy compleje y que entonces
los intentcs de describir inductores especifices de la respuests
caldrica se enfrentan con un preblems multifacterizl.

LA RESFUESTA CALORICA EN E. cc

3 A MIVEL MOLECULAR.

El descubrimientc de la respuesta en E. coli ayudd a hacer
mas evidente que hay una respuesta casi universal a un cambic en
la temperaturas y que los elementos estaban cornservados a través
de loes veincs procarictsa. eucaricta y de arquebacterias.

Como se esperaba, siendoc un corganismo donde es posible hacer
experimentos mds accesiblementes E. coli ha contribuide a dar
informacidn scbre la generalidad de la respuesta caldrica vy
también reveld una nueva manera de regular la transcripecidn en
este organismo.

La descripcidn del fendmeno se hize analizando uns mutante
que originalmente habia side aislada como una letal condicional

sensible & temperatura (42°), en un fondo gendtice que contenia

wr suprssor de un coddin sin sentide (Cooper et al.s 1973) . Sl
principic se asumid gue la mutante tenis defectucsce un gene
esencialsy peroc por  andlisis  en geles de doble dimensidn  se
oheservéd que habia perdide la capacidad de induciv un set de
proteinas  después de un aumento en la temperatura (Neidhardt et
al.y 1981). A este conjunto de polipéptidos se le llamd HTF (por
high temperature production) y pronto fueron reconccidos comoe las
proteinas de ‘“heat-chock" en E. calis que estaban baje el

control de un solo gene, mutado en la cepa H16S.
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Hasts ese entonces se sabia que en E. coli una manera
eficiente de coordinar la sintesis de proteinas que son
requeridas en ranopos estequicmétvicos  fijoses. bajo cuslguier
condicidn ambiental:s es poner sus genes en la misma unidad
transcripcional  (cperdn). Las células procarictas hacen wusco
extensive de esta estrategia para producir proteinas que tienen
wra funcidn relacionadas  como aguellas envueltas en la sintesis
de histidina y triptofanc. Muchos de locs genes de E. coli estéan
crganizados en opevones consistentes de € a B8 cistronec
individuales. Una gran parte del trabajo de los genstistas
moleculares de las pasadas décadas ha sideo dilucidar la variedad
de vias en las cuales la actividad transcripcional de operones es
modulada pov la interaccidn de proteinas reguladoras  especiticas
(activadores o represores), o poer el proceso de atenuacidn  en
sitics de control (prometor— cvperador) cerca del inicic de cada
cperdén.

El  saber que moleculas individuales regulan operones
individuales es edlo el primer pasc er entender la regulacidn
celular: y lx existencia de sistemas més complejos fud sugerido
POy primera ver gracias & la observacidn de que los operonmes  de
utilizacidn de ardcares era un grupco que yespondiea e la presencia
de gluccesa en el medic {(Megasaniba. 1962).

Si bien el sistema de vepresidn catabdlica Tug el primer
ejemplc de ryegulacidn coordinada de variecs geness el trabajo
desarrollade e=n los siguientes aficse y el advenimiento de nuevas
metedologias  favorecid que se encontraran conjuntos de  operones
que respondian a una sola molécula reguladora. A tales circuitos
se les llamd sistemas globales de regulacidn o simplemente
regulones y la respuests caldrvica pasdé a formar parte importante
de éstos va que invelucraba la induccidn de por lo mencse 17 genes
por un solo meduladea- (ver tabla 110,

Se encontird que la mutsnte K165 era complementada por  algu-
nos  plasmidos  del banco de Clark-Carbeon (1975 ) gue contenian
fragmentes del minutoe 76 del cromosome de E. goli. Estos plésmi-
dos veestablecian el crecimientc a 42°C y la induccidn de las
proteinas de chogue caldrice. Trabajo subsecuente llevd & 1a
‘caracterizacidn del gene bipfE como un modulador positivo de  la
respussta y a su productes  come un factor o de la ENA polimerasa
requeridoe p&ra iniciar  la transcripocidn de los genes de  les
proteinas HTP (Grossmans 19843 Landick 1784) .,




Multigene system

Environmental stimulus

Regulatory gene(s)

Regulated genes

Nitrogen utilization
Carbon utilization

Phosphate utilization
Stringent response
Heat shock response
SOS response

Adaptive response
Translation apparatus

Osmotic stress response

Oxidative stress response
Anaerobic respiration

Anaerobic fermentation

Aerabic response

Ammonia limitation

Carbon/energy limita-
tion

Phosphate limitation

Amino acid/energy lim-
itation

Heat, certain toxic
agents

UV and other DNA
damagers

Methylating agents

Growth rate-supporting
ability of medium

High osmolarity

H.0,, other oxidants

Presence of electron ac-
ceptors other than O,

Absence of electron ac-
ceptors

Addition of oxygen

ginB, ginD, ginG, ginL

cya, crp

phoB, phoM, phoR,
pholU

relA, relB, relX, spoT,
gpp, plus others

hipR (rpoH)

recA, lexA

ada
Many

envZ, ompR
kdpD

oxyR
fnr (=nirA, =nirR)
2

?

ginALG plus others

gal, deo, ara, mal, dsd,
tna, lac, plus others

20+ genes

Many

17 genes

17 genes

3+ genes

200+ genes

ompF, ompC
kdpABC plus others
12+ genes

20+ genes

20-50 genes

20 (?) genes

Tabla II.

y Van Bogelens
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Sistemas multigénicos en E. celi. Tomado
1985,

de Neidhardt



2.1. LAS FROTEINAS IMDUCIDARS FOR CALOR EN E. co

En  la tabla IIl pueden obeervarse las proteinas que son
inducidas por  wn aumente de temperatura (de 30°C a 42°C) en
Escherichis celi.

Las 17 proteinas de "heat-shock" son distintas en  tamado,
carga neta, abundantia dentro de la célula y son., desde luego,
inducibles por  calur  en una viz deperdiente del o especifico
(038, ver mds adelante.

Se han caracterirade bioquimicamente mée proteinas de choque
térmico en E. coll que en cualguier otre organismo, aungque los
detalles de zu funcicnamisnto estén ten confuscs como en el caso
de los euwcariontes. Diexz de eéstas proteinas han sido
caracterizadas. Menolovare algunsas cevacteristicas
de - las proteinas mds estudiadas, Los nombres abreviados  se
refieren a 18 posicidn de cada polipéptide en un gel de doble
dimensidn.

Proteinas BS56.5 y CiS.4. Sowm productoe de los genes  orcoEL
(mopAY v S tomoepB), respectivamente. Estas dos proteinvas
interactuan mcionalmentes.  Mutsntes en cualquiers de los  deos
genes son fenctipicamente idérnticas y mutacicones en una  pueden
suprimir parcizlmente mutaciones en la ctra (Tilly, et &l..
1982). Aurngue no coptwificans se asccian iv vitro en presencia de
ATF. La proteina GreElL puede ser purificada como uwna particula
homopolimérica de 14 subunidades (Hendriws 1979), que tiene una
actividad débil de ATF asa. Puede encontrarse &seoclada & los
ribosomas y en alguna ccesidn se le llamdé proteina Q.

Las dos proteinas Grof son esencizles en la morfogénesis de
loe fages (Georgopouloss 1978); el ensamble de 1a cola se bloguea
enn TS y el ensamble de 1z cabera se bloques en T4 (Beovrgopoulos,
1972 y lambda (Geocrgopoulos, 1973) cuando  los  fagos son
amplificades en mutantes en orcEL ¢ greES. En lambda,. s une a la
proteinz lambda B, formando parte del puente cabera- cola. Dentro
de la célula no se conccen sus funciones.

Algunas mutantes sorm fragiles y tienen alterada su permeabi-
lidad (Takancs et al.s 1972}, algurnas ctras tienen defectos en la
divisidn celular (Georgopoules et al., 1974) y otras son termo-
seneibles con defectos en la sintesis de DNA y RNA (Wada et al.,
1984) . Durante el crecimiento a 46°C, cerca del 15% de la protei-
na de una célula es el conjunto de éstes dos polipéptidos.

28



Tabla III.

Neidhardt y VanBogelen, 1985

Las proteinas de "heat-shock” en E. coli.

Tomado de

Protein Alphanumeric Mol Abundance Induction Gel Protein

no. designation ol wt (o', 10%) ratio location name(s) Gene

1 B25.3 25,300 1.44 9.5 107 x 62 GrpE gE

2 B56.5 62,883 16.47 79 102 x 102 GroEL mopA (grokily

3 B66.0 69,121 14.09 13 104 x 108 DnakK dnak

4 B83.0 70,263 2-3 ND Sigma rpoD

5 C14.7 14,700 0.87 74 80 x 27 hipE

6 Ci54 10,670 2,61 19 79 % 30 GroES mopB (grokis)

7 C62.5 71,000 2,61 26 87 x 107 hipG

8 D334 33,400 1.0-2.0 11 73%79 htpH

9 D48.5 48,500 1.0-2.0 ND 77 % 95 : hipl

10 D60.5 60,500 0.18 10 78 % 105 Lysyl-tRNA lysU
synthetase
form I

11 F10.1 10,100 <0.1 45 58 x 11 hipK

12 F21.5 21,500 <0.2 6.4 58 x 51 hipL

13 Fg4.1 84,100 <0.73 10 72 x 113 hipM

14 G13.5 13,500 <0.2 56 52 x 27 htpN

15 G21.0 21,000 <0.1 25 42 x 50 hip0

16 H94.0 94,000 1.61 12 31 X 115 Lon, La lon

17 H26.5 40,975 <0.2 ND DnaJ dnal




Proteina B6bL.0. Es la segunda proteina de "heat-shook
abundante (Georgopoulos, et al., 1982). Esta y su gene, 2
probablemente lcs elementos mds consevvados en toda la escala
filogenética. La proteina bacteriama es necesaria para la repli-
cacidn del DNA de alguncs fages tamto in vive come in  vitre
(Georgopouleoss et al., 1977), perc su funcidn dentro de la célula
e desconoce todavia. A temperaturas altass mutantes en dnak
detienen la sintesis de RNA y de DNA (Itikawa et al., 1979). La
proteina Dnakl purificada muestra uma actividad débi) de ATFasa vy
es capar de autofosforilacidn ;3 ademds de tener una actividad de
5" nuclectidasa (Zylicz et al., 1983). La fosforilacidn ccurre en
un residuc de trecnina, el misme amincédcido que es foeforilado en
la proteima equivalente de Dyctosteliun disceoideum (Loomis,s et
al., 1982).

Dnabk es un modulador de la respuesta caldrica, siendo
necesaric para el retorne al equilibric después de una incubacidn
prolongada a 42°C (Tilly., et al., 1983). Y su induccidn depende de
la presencia de «¢32.

Proteina H26.5. Es el producto del gene dnalsque es

parte del mismc operdn que dnak (Saito, et al., 1978). Se concce
poco  acerca de ésta proteina, es la dnica que se ha encontrado
ascciada  con la membrana celular y su punto isceléctrico es el
m&= bdsice de todas las proteinas HTF  (Fariweather, et zl.,
1981). Parece sev esencial para el crecimiente de células no
infectadas con fagos pero se ha observado que interacciona con
Dnak en la replicacidn del DNA del bacteridfago lambda ( Libevek
et al., 1988), vei figura 14.

Proteina BB3.0. Es el factor sigma de la RNA polimerasas una
praeteina de 70 kd que programa & la enzima para que reconc=zca los
prematores  novmales (Chamberlins 1974). La subunidad tiene 1la
miema funcidn a 30 gue a 42°C perc cabe preguntarse povrgué se
induce ésta ( y nos  por ejemplc,  otras subunidades de la RNA
polimerasa) cuando aumenta la temperatura. La sintesis de las
prateinas  de "heat-shock" estd inversamente relacicnada con  la
abundancia del factor sigma (Gress et al., 1984) y ha side de
gran importancia estudiar esta proteirna, especialmente en vela-
cidr & la competencia que puede presentar com el o de “heat-
shock” cuando se eleva la temperatura.
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t‘ AP-DnaB

\
orix- 0:0naB

ATP
).._._. DnaK, DnaJ
ADP « P,

AP, DnaK , DnaJ ?

Yy |

| [—— 88 Ssb, GyrA, GyrB, ATP

AP-DneB.DneK A0

ATP  ADP + P,

Figura 14. DnakK y DnaJ juegan un pepel importante en 1la
iniciacién de 1la replicacién del fago lambda. Este esquema
muestra.un modelo propueste por Liberek et al, 1989. La proteina
0 se une especificamente al ori A.La proteina P, a través de su
.capacidad de interactuar con A0 y DnaB, genera un complejo
compuesto per ori A- Xy A0 - A, AP-DnaB. La actividad de helicasa
de DnaB es suprimida por la proteina P en este complejo. Cuando
se afiade DnakK y DnaJ y hay hidrélisis de ATP, se libera P del
complejo. La proteina DnaB, liberada de P, puede utilizar su
capacidad de helicasa para desenrcllar el DNA cerca del ori X .
Esta reaccidén requiere ATP vy es estimulada por Ssb y girasa.

La regién desenrollada, protegida por Ssb, presumiblemente
sirve como sustrate para un "primer" de RNA. La accidn de DnaK y
DnalJ puede liberar no sclo AP sino A0 y Dna B,y una situacidn que
puede crear una reaccién de "feedback" por construir y destruir
el complejo en ori X\ .
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Proteina D&60.5S. Es el producte del gene lysU (Hirshfield et
al., 1984); es una iscespecie de la lisil-tRNA-sintetasa. la
inica que se ha descrito en varias formas en E. coli. EI gene
lysU estd silente en casi todas las condiciones de: crecimiento
perc algunas condiciones ambientales pueden inducirla (Hirsfield
. et al., 1984). Se piensa que la lisil tRMA sintetasa puede estar
regulada por alguneos derivades fosforilados de adenosina, algunes
de los cuales pueden estar implicadacs como posibles sefales de
induccidén para el reguldn HTF.

Proteina H?4.0 E=s el producto del gene capR ¢ lgns (Goff, et
al., 1984), la proteasa Lon (& La)s una enzima proteclitica depen-
diente de ATP gue tiene una especificidad ne bien reconecida
todavia (Chungs 1981). Len no es esencial para el crecimiento
bacterianc en condiciones normales, perce la pérdida de Lon con-—
lleva una multitud de defectos fenctipicos. Mutantes defectuosas
en Lon presentan una respuesta 508 letal porque una de las pro-
teinas 808, SulA, es un inhibider de la divisidn celular que debe
ser degradado para escapar del estade S0S (Mizusawas et &l.,
1983). Estas mutantes acumulan gran cantidad de mucopolisacarido
(Hua et al., 1972), y también in vive, la estabilidad de varias
proteinas reguladovas de fagoes se altera. llevando a una defi-
ciencia en liscgenizacidn (Gottesman et al., 1981).

Proteina Cé62.5 . Se le concce por la  secuencia de
nucledtidoes de <su geney tiere 36% de homologia con la proteina
Hsp83 de D. melancgaster (referida por Neidhardt, 1985).

Proteina D48.5. Una mutante que aparentemente perdid la
proteina D4B8.5 se aislé como resultadoe de 1la insercidn del
bacteridfage Mudi(lacZ)s sdle se sabe que es esencial para el
crecimiento a 46°C (referidc por Neidhardt, 19859).

Proteinas €C14.7,D33.4, F10.1, F21.5, FB84.1, G13.5y y 621.0.

Lo dnico gque se conoce de éstas proteinas es su tamafe y su carga
aprosimada, (ver tabla III).
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2.2 REGULACION DE LA RESFUESTA CALORICA EN E. coli.

Teda la respuesta "heat-shock" en E. coli estd regulada
pesitivamente por- un factor sigma de la RNA polimerasa con  un
pesc  aproximade de 32 kd. Es el productce del gerne rpoH  (htpR)
lecalizade en el minute 76 del cromosoma de la bacteria. Apa-
rentementes el control negativoe de la respuesta depende de la
proteina Dnakl (Tilly, et al., 1985).

Este sigma le confiere especificidad a 1la entima para
reconccer un  tipo especial de promotoress que se  encuentran
delante de cada uno de los genes inducibles por calors ver tabla
Iv.

Come en el caso de los eucariontess existen varios
inductores del sistema HTF y no es muy obvio el nivel al cual actua
cada uno. Sin embargos es claro ques previc a cualgquier aumento
de proteivnas de chogue térmicos hay un incremevite del 32 activeo
dentro de la célula.

En general, entre los inductores se incluyen algunos com-
puestos que producen estrés en eucariontes, perc algunes  muay
efectivos en éstos no inducen la respuesta en la bacteria. Un
aumentce en la temperatuwra es el inductor ma&s potente vy es el
Unico agente que puede inducir la respuesta bajo condiciones que
afecten minimamente el crecimientoe celular. El1  agente quimica
que mejoy induce la respuesta con sus 17 pelipéptidos es el
etancl. En la tabla ¥V puedern verse otros inductores de la vres—-
puesta.

Les  blances inmediates para éstos inducteres no se conocen
con certezay perc los candidatos incluyen a&l DNA vy su maguinaria
“de replicacidn, la estructura de las proteinas y el aparato
traducciconaly la membrana plasmatica. etc. Algunos agentes, como
caler vy etancl deben afectar la estructura de las proteinas,
&cidos nucleicos y membranas, mientras otros como acide
nalidixico parecen no tener un efecte especial inmediato.

Viendalos juntos, la lista de inductores genera la
interrcgante de conccer i es gque hay multiples blancocs efectivoes
para la respuestay o« si son solo parte de una cascada secuencial
de eventesy en la figura 15 se observan diferentes modelcos
propuestos para explicar la inducibilidad de éste reguldn.
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Promoter -35 reqi =10 region ol
QrokE TTTCCCCCITGAA GGGGCGAAGCCTCAT CCCCATTICTCTGGTCAC

dnaK P! TCTCCCCCTIGAT GACGTGGTTTACGA CCCCATTIAGTAG TCAA
dnaK P2 ITGGGCAGTITGAA ACCAGACGTTTCG  CCCCTATTIACAGACTCAC
C625 gene P GCTCTCGCITGAA ATTATTCTCCCTTGT CGCCATCICTCCCACATC
100D Pus TGCCACCCTTGAA AAACTGTCGATGTGG GACGATATAGCAG ATAA
ton ICTCGGCGTTGAA TGTGGGGGAAACAT CCCCATATACTGACGTAC
o®consensus T 1C CccTTGAA 13-15 bp CCCCAT Ta

i Tabla IV. La secuencia consenso para los promotores de o32.
Tomadc de Gross, 1987.
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Se

Tabla V.

Agentes que inducen la respuesta caldrica en E. coli y
Neidhardt y VanBogelen, 1985.

Inducing agent(s)*

Reference(s)

Effect(s) on cell structures or functions

Shift from 28 to 42°C

Shift from 28 to 50°C

Ethanol

Puromycin

Viral infection

Nalidixic acid

Methylating and
alkylating agents

Cadmium chloride

Hydrogen peroxide

ACDQ*
Amino acid restriction

83

125a

123, 125a
43, 125a
27, 66
67, 1252
72

1252
14, 125a

79, 1252
51,125a

Growth rate doubling (83); transient inhibition of cell division (26, 104, 124);
general transient alteration of gene expression (71); increase in ppGpp ac-
cumulation (33)

Single- and double-stranded breaks in DNA (114, 132); inactivation of many
enzymes and macromolecular synthesis (91, 122); damage to cytoplasmic
membrane (98, 99); degradation of ribosomes and rRNA (121); unfolding
of nucleoid followed by aggregation to it of much cell protein (94)

Mistranslation (44, 106); disruption of transmembrane transport (63) and
translocation (53); increase in ppGpp accumulation (70)

Premature chain termination and release of peptidyl puromycin from ribo-
somes (105)

Inhibition of host RNA, DNA, and protein synthesis (17, 20); decreased accu-
mulation of cyclic AMP (20, 21); increase in ppGpp accumulation (21)

Inhibition of DNA gyrase activity, thus blocking of replication (for a review,
see reference 28)

Inactivation through modilication of nucleic acids and proteins in general

Single-strand breaks in DNA (78); inactivation of proteins (125)

Depletion of cellular glutathione (107); direct damage to DNA (25); general
inactivation of proteins

Inhibition of leucyl-tRNA synthetase (131)

Increased accumulation.of ppGpp and decreased synthesis of stable RNA
and protein (for a review, sce relerence 32)

¢ The agents are listed roughly in order of effectiveness as inducer.
» ACDQ, 6-Amino-7-chloro-5,8-dioxoquinoline.
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2.8.1. ESTRUCTURA DEL GENE rpoH

Tomardo en cuente ques sin importar el inductors para que se
lleve a cabo le respuesta celdrica debe haber un aumento del ¢32
active dentro de la celula, el interés de muchos investigadores
del &rea ze concentrd en averiguar la regulacidn de la expresidn
del sigma regulador de la respuesta, considerandoe al gere rpol el
blance pirobable de todos los inductorez. va fuera directa o
indirectamente.

La secugncia de nucledtidos de éste gene se tiene desde 1984
(Larmdicks &t al., 1984). La regidn cedificante de 284 amincdcidos
estd flangueada por 20mas de regulacidn suy interesantes,s ver la
figuwa 16, Doce pares de basee hacia el S° del ATG gue se  supone
come inicic de la traduccidn se encuentira la secuencia GBAGE:; un
buen sitic de unidn a ribosomas. segun el criteric de  Shine-
Dalgarno (1G974) .

Hay por lo menos 7 secuencias parecidas & promotomyes en los
200 pb gue preceden al gens. Les regicnes de ~3% para éstos
posibles promofoves comienzan en 187, 150, 136 127, 1228« 116 vy
4Gph  antes del ATG vy tiernen espaciadores entvre -39 v ~10 de 19«
17, . 21, 18,. 18y 17, v 16 pares de bases respectivamente. Los
prometocres sonr consenste  para e} sigma normaly o770, Mo se  ha
observado que el propico o382 trenscriba &l gene vpogH en experimen—
toe iy vive & ip vitre (Gress et al.. 1986).

La secuencis de -98 2 -24 contiems una regidn de simetria
bilsterael que =zi1 eBs tramscritss puede produciv una estructura de
tallo—-zsa con una estabilided prebable de —15.6 kcal/mel. Ademéds,
log rnucledtidos de —-6% & -68 comstituyen wna  secuencia  boxé
{consense: C/TECTCTTCT/A). Esta secuencia ha sido implicada en la
actividad de ™M come antiterminador de lambda (Friedman Y
Gottesmans 1983); vy puede =er uvn =i1tio de unidn para Nush. Esta
secuencia se encuentra justamente arriba de log genes de lambda
autl s MutR. gut v las regiones 21rnatR. ¥y FERnutbty el terminador

ey la regidn lider de yrnE: las cuales sorr sitics de
terminscidn dependientes de Mus A. La secuencia “bouA" precede
usualmente a la estructura de talle-asa de RNA en un  arveglo
similar al observade en rpoH.
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GCG CT6
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TCT CAC
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8.D.
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Ala Glu
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TTC TIC
Phe Phe

ATG GTG
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TT
Phe
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1

box A

ATG GCT GAC ARA
Met Ala Asp Lys

CGG GCA GCT ARC
Arg Ala Ala Asn

CTG CAT TAC CAT
Leu His Tyr His

GTT GTT CAT ATT
val val His Ile

GAA GGT AAC ATC
Glu Gly Asn Ile

Met

GG
Ala

G6e
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GCT
Ala

GGC
Gly

-119
mﬂﬁ’m GTTCCCGGTATTTCATCTCTATGTCACATTT TG TGCGTAATTTATTCACAAGCT TGCATTGA

hairpin

CAA AGT
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e
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Segment A
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Asp Glu
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cGe
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box A

953

AXZCSTAGATGAGAGTCOGGEGTTTTIGTTTTTTGGGCCTCTGTARTAATCAATT TOCCCTCCGGCAAAACGCCAATCC
termipation

Figura 16.

Tomado de Landick

1984.
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L& iniciacidn de la transcripcidn en 6 de lose 7 pirobables
prometores  puede produciy wn lider de RNA que puede incluir  en
su  secusncia a la "bodA" y a la horquilla. No se sabe =1 éstas
estructuras  son  importantes en el control de la expresidn del
gene.

Una segunda  secuencia "bouk"  aparece cuastro nucledtidos
despues del coddn de términoe (TAAR)Y al final del gene. Esta segui-
doe de un2 seCcuENCcia que se parece & una sefsl  tradicional de
térming de la transcripcidn: una zona de 6-C con una estabilidad
de —16.7 kcal/me) eeguido de & bases A-T. La termivacidn de la
transcripcidn por la RNA polimerasa en este sitic fuéd probade en
un sistema in vitvre (Landick et al.., 1984).

2

Aprodimadamente 80 nuclettidos de éste sitin de terminacidn
la regidn de -35 del pramctor para livd, el gene para una
proteina que une leuwcina. iscleucina y valina: ez un componente
periplismico del sistema de alta afinidad de transporte de ami-

nedcides en E. coli (Ouender et al., 1984).

est

o332 tiene unx enovrme similitud con cpoly &l gene para el sigma

normal, hay un 43% de tomoleogia entre identidades y sustituciones
conservativas. =2ntre los 284 residucs de Rpod v el exiremeo
carboxi  terminal del ¢70. Ademdss hay similitudes en cuantc a
distribucidn de cargas eléctricas y estructura secundariza  (Lan-
dick .« 1984). Cerca del carboxi terminal de RpoH hay dos regiones
muy  similares & las consensce (Sauer et al.. 1982) de contzcto
proteina-DMA conccideos en proteinas de fago y de bacteria.

Cuando se  induce la respuests caldricas se establece una
competencia entre gl o700 ¥y el 32 pov el "core" de la RNA poli-
meracsa: lo gue ccasiona que se incremente la transcripoidn de los
genes de una forma dependiente de la concentracidn de eéstes
factores en el interior de la célula. Las concentracicnes efecti-
vas de éstas subunidades se verdn afectadas =i se altera la
sintesie de nove o l1a vida media de cada o. De esta forma, se
pueds elaborar un esquema (ver figura 17) donde se contemple que
se puede regular la expresidn de lo genes HTF a nivel transcrip-
cicnal modulando  la cantidad de cada una de  las  subunidades
s1QMma.

Es clare gue la regidn reguladovra del gene tiene una
complejidad muy grande. Conccer cédmo distintos inductoeres  son
respensables de la regulacidn del aumento en o32 es una de las
preguntas mids imporitantes del campo. :
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Figura 17. La expresidn de los genes de E. coli puede regularse
modulando las concentraciones de cada subunidad sigma, lo que
ocasionara - que solamente algunas secuencias del genoma sean
transcritas en presencia de cierte estimulo. A la fecha, existen

5 -sigmas descritas en este microorganismo.



ANTECEDENTES

Cuando se comenzd el presente estudic. no estaba claro s1 el
aumente en ¢32 como respuesta a un cambic de  temperatura eva
producide por algune de los siguientes niveles de regulacidn:

- Aumento generalizede de la transcripcidn de cpoH.

- Activacidn del o332 pre-existente.

- Transcripcidn diferencial del gene.

- Traduccidn diferencial de los mensajercs.

- Aumento en la vida media de la proteina o32.

- Alguna combinacidn de eventos pre y postraduccicnales.

Se decidid averiguar si la induccidn de la respuesta "heat-
shock”  invelucraba un aumente de la transcripcidn de ypoH vy si
gzt era cierto, indagar =i se debia a una expresidn diferencial
de los promotoves del gene; experimentos de tipo Northern
(hibvidacidn RMA-DMNA ) poedian  ayudarnos & resclver las
preguntas.

Detectamos poyv “Northerns"  gue del gene rpoH eran
sintetizados cuatvo mensajercs,  uno de los cuales era  inducible
especificam=nte = les 10 minwtos de exposicidn a 429C. Cuando nos
disponiamos a realizer un anilisis Tine de los sitics de inicic por
medic de uwn mapec por S1ly fué publicado este estudio
pov  Erickson y cole. En efectes del gene yrpoH  son
sintetizades cuatre mensajeveos distintose v el proveniente del
promotor 3 es especifico de alta temperaturas los  demds  son
aparentemente constitutives. aunque (X3 detectaban ciertos
incrementos & 42°C, ver la figura 18.

El trabajo publicade en el primer- rdmero de la revista Genres
and Development no presentaba resultitadeos con ningun ctroe inductor
guz no fuera 21 aumento de temperatura. Intentar un mapec  con
ctros  inductores parecia ser poco préacticos ya que era factible
que Erickson y cals. fueran adelante de nosciros,
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Tomado de Erickson et al en 1987.
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Grossy a finales de 1987 reportd que, cuando la tempe-
ratura sufre un cambic de 30 a 42°C. el aumente en la cantidad
de "sigmea 32 tiene un maxime a los 7 minutcs después del chogque
térmico. Fue medido pov aedic de anticuerpos especificos  contra
la proteina. Midiendo la vida media del o32 era clarc que a 30°C
el peclipgptido era degradado a aran velocidad (vida media de 30
segundes)s pero-a 482°C, adguiria una gran estabilidad (vida media
de S minutos). El incremente en la vida medizx del ¢32 era tan
dramdtico que pasaba de 50 a 3,000 moléculas por célula (ver Tig
i9y.

Desde entoncess la idea de una induccidn divects de la
respuesta  por una activacidn de la propia proteina se ha vaelte
cmay  atractiva perec dificil de probar. For otro  lado, la
naturalera de 1a induccidn ¢ activacidn de la proteina  podia
depender del inductor vtilizado.

FPara tratar de profundizar en el estudic de la vregulacidn de
la eupresidn del gene rpoH ys por tento, del reguldn  HTF, Y
tomarnido en cuents que la medicidn de mensajerocs es una técnica
que no permite medivy  divectamente la cantidad de proteina
funcional dentvo de la célula, se encamind el trabajoe hacia 1=
construccidn de  fusicenes del gene rpoeH con el gene  lacs  en
plasmidos multicepia gue permitieran, por medic de una fusidn con
actividad enzimdticas medis 1s inducibilidad del veguldn bajo
diferentes cendicicnes e inferir en la naturaleza de la induccidn
de ecte sistema globzl. En ests tesis se describe la construccidn

Y caracterizecidn de las  herramientas genéticas que TI0S
permi tivdn  abordar problemes como la  inducibilidad diferencizl
del reguldén HTF v las moléculas que  intervienen en la

transduccidn de la sefRal, desde ] estimule (caloy) hasta  1a
sintesie de las proteivies de chogue caldrico.
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Figura 19. Las cuantificaciones por "Western" (reconccimientc. por
anticuerpos), de las concentraciones de DnakK y de ¢32 muestran
que "en E. coli sufren un aumento en respuesta a un cambic de
teinperatura. Hay que hacer notar la magnitud del incremento y el
tiempo donde se observa. Tomade de Grouss, 1987.
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ORJETIVO

Obtener: caracterizar y utilizar fusiones del gene rpoH con
el . gens  lsc:z para facilitar el estudic de les diferentes

pardmetros de inducibilidad de la respueste caldrica.

4



Las

MATERIALES Y METODOS

detalladas en la tabla VI.

cCEF

ke

MX&14

MX8s1

MX 1230
kY1429
MX1231
MX971
CAG12153
MX1038

MA1301L

KL708

S IML03

S ME1061

TAERLGA VI

DESCRIFCION

igual a MX614 perc rech
MX614 perc asd

arals lacs thy.rpeH

2]

MX614 pevo rpeHé
MYé&1e peve argl
Til0 en el minute 70

MX?71 peroc Tnid en el min.

MX1231 perc argB v Tntd en

el minuto 70.

FrargB.rpeH
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cepas utilizadas en el presente trabajo se  encuentran

FUENTE 0O REFEREMCIA
Coleccidm del
laboratotoric

Coleccidn del lab.
Coleccidn del lab.
Yura, 1984
Coleccidn del lab.
Coleccidn del lab.
Gross, 1989

Esta tesis

Esta tesis
Leows 1972

Messing, 1781

Casadaban, 1983



Les plasmidos utilizados se encuentran

tabla VIII.

FLASMIDOD

phva
pMC1871
pME1403
pTE 18R
pCGR7
pCGae

pCGaB8

PRPOHL

pREOHE

TABL A VITI

DESCRIFCION

pBR322 rpoH. Amp ¢

pPER3RZ lacd. Amp v

pUC 18, ori Mi3, Amp v

1

mutacidn espontianea del pCGE?
a una sctividad bajz de f-gal

pTZ 18R rpoH. Amp r

pTZ 18R rpoHe, Amp v
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FUENTE 0 REFERENCIA

Yuras

1984

Casadaban,

Casadaban,

Fharmacia

tesis

tesis

tesis

tesis
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Los medics de cultivo utilizades para el crecimiento de
bacterias Tuercn:

Medic LE (per litro)
10g NaCl
10g Feptona
Sg Entracto de levadura
Cuando se requeria un medic sdlide se afadian 16g/1
agar.
Medico mirdmo NOS (por litro)

Foefate de potasic moncbasico 13.6g
Sulfate de potasic 2.61g

Sulfatc de magnesic .89
Clerure de calcico .01g
Sulfate fervoso 0. 0005g
Glucosa 2g

Amonic 0.8g

Ajustar =1 pH a 7.4 con EOH

Medico LCTG f(por litre)

10g de bactetriptona

10g de NaCl

Sg de extractoc de levadura

10ml de timina 2%

10ml de glucosa 204%

10ml de clorure de calcio 0.25 M
12g de agar

Medic LC (agar suave)
Medio luria (LB)

89 de agar (por litre)
Clorure de calcio 0.002 M

48

las



Cuande se utilizaron antibidtices fue a las siguientes
concentraciones: ampicilina (amp) 250 ug/ml; kanamicina (kan) 50
ug/ml; tetraciclina (tet) 25 ug/ml.

Cuando  las bacterias se concentvaban para medir actividad
enzimaticas se hacia en medic minimoe (NOS), perc sin fuente de
nitrdgenc ni de carbono, Unicamente las sales (medic NN).

La técnicas ubtilizadas que serd&n descritas en esta seccidn
forman parte de la metodologia cldsica de la genética y  tambieén
parte de la biclocgia molecular reciente. Aungque estén descritas
en manuales gque sevran citados en su cportunidads algunas  tienen
medificaciones gue se han implementade en el labovatovic vy que
han probade su eficiencia durante ya mucho tiempo.

PROPAGACION DE P1 VIR A
1. Crecer un pre-cultive de la cepa donde se desea propagar
el fago Pl en medic rico (LB) de preferencia.

2. Inccular 1:90 en 10 ml de LB y dejar que crezcan hasta S0
unidades klett.

3. A un tube cen 3ml de agar suave a 45°C agregar ©0.Sml  de
cultive vy 0.1 ml de F1 vir A diluide a 10 000 000 pfu/ml.

4, Agitar y wvaciar sobre placas de LCTGs esperar & gue
solidifique e incubar de 8 a 12 horas.

5. El control se realiza aladiendo 2 3ml de agar suave a
45°C 0.5ml del cultivo, agitando y vaciando en una caja con LCTG.
Se incuba también de 8 a 12 horas.

6. Después de incubars se agregan 3 ml de LB a cada placa y
se recoge junte con el agar suave.

7. Agregar clovoforme 1:20, agitar vigorosamente en vortex vy
centrifugar a 3 000 vpm durante 10 min.

8. ARadir cloroformoe nuevamerte, centrifugar y titular socbre
una cepa receptora (ABLI157).
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TRANSDUCCION
}. Crecer un precultive de la cepa receptovya en medio rico
(LE) .

e. Inbcular 1:50 en 10 ml de medic nueve y  dejar crecer
hasta 40 u. k.

3. Centrifugar y resuspender el paquete celular en 1710 de
medio viceo.

4. En dos tubcos mezclar:
Contral: 0.Sml de bacterias
0.5m)l de Ca-Mg (ver mas adelante)
0.5ml de LB
Transduccidns: 0.5ml de bacterias
0.5ml de Ca-Mg

0.5m1 de LB con el bacteridfage diluido
a una multiplicidad de 0.05.
=

S. Incubar 20 minutcs a 37°C sin agitacidn.

&.  Centrifugar a 5 000 vpm por diez minutos y lavar dos
veces con el mismo volumen (1.5 ml) de NN.

7. FResuspender la pastilla celular en ©0.2ml1 de NN vy
espatular sobre medio de seleccidn.

8., Incubar a la temperatura gue se requiera.

CONJUGACION INTERRUMPIDA A UN SOLO INTERVALO

i. Crecer un precultive tanto de la cepa donadora como de la
receptora.

2. Inccular 10 ml de medic LB nueve (1:50).

3. Incubar coen agitacidn hasta alcanzar 40 u. k.

4. En el tuboc de la conjugacidnse mezclar 0.5ml de la cepa
donadova con 4.9m)l de la cepa receptora.

w



S. Los controles son:

denadora: 0.5ml de bacterias + 4.5ml de LK
receptora: 4.5ml de bacterias + 0.5ml de LB

6. Agitar suvavemente e incubar a 37°C durante 1 hora sin
agitacidm.

7. Centrifugar & S 000 vpm durante 10 minutes y laver 1la
pastilla dos veces con NN,

8. Resuspenderr la pastilla en & ml de NN y espatular en
medic selective algunas dilucicnes de la conjugacidn.

FUSIONES CON B-GALACTOSIDASA

Existen en la actualidad muchos métodos para  fusionar el
cperdn  lec o tnicamente el gene lacd & practicamente cualguier
gene de E. celi. La fusidn confiere el fenotipe Lact+ con  casi
todos los geness ocperones o regulenes donde se haya llevado &
cabo  la insercidm, y entonces se puede utilizar la facilidad de
detectar vy cuantificar la actividad enzimdtics para un andlisis
genético detallade.

En loce ultimos alos, las fueienes lac han sido utilizadas
para estudiar una gran variedad de fendmenos bicldgicos. Ha sido
ampliamente demostirado que éstas fusicnes pueden cser empleadas
para  estudiar tanto la regulacidn transcripcional - como  traduc-
cional (Rassford, et al., 1978; Weinstock et al., 1983; Baker et
al.s: 1984). Las fusicrnes lag se han usadco para identificar genes
cuya expresidn se incrementa en presencia de ciertos substratos.
agentes fisices come radiacidn ultravicleta o varics tipos de
estrés (Kenyon et al., 1981; Strauch et al., 1984). Las fusicnes
ofrecen un mecanismo para clonar genes reguladores y para  aislar
v caracterizar mutaciones que alteren los compaenentes
regulatorics o sitics gue actdan en cis.



Muchas fusiones aisladas in vive centienen un profagoe lambda
integrade en el crenosomeas adyacente & la fusidn. Fagcs
transductantes que llevan la fusidn y genes cercancs se pueden
aislar sencillamente. Tales fagos pueden ser usados para mapec de
la estructura fina de la regidn y para determinar la direccidn
de la transcripcidn del gene al cual se ha fusionado lac.

Se han desarrclladoc técnicas para subclenar fusiones de  las
fages transductantes e vectores plasmidicos multicopia. los que
dan suficiernte cantidad de proteina fusicnada come para un
andlisis fisico o secuenciacidn de DNA. Se pueden usar segmentos
de las fusiones para hibridar contra wuna biblicteca de DNA
recombinante e identificar clonas. De éste forma, =8 pueden
purificar genes cuya funcidn se desconoce todavia.

Ciertas fusiones resultarn en la formacidn de un gene hibrido
gue cedifica para una preteina compuesta por el strema amino
terminal  del gene blanco y una porcidn carbexi terminal de g
galactosidasa, la cual es perfectamente funcicnal. Tales fusiones
permiten marcsrr proteinas  covalentemente con una actividad
enzimétice facil de medir.

Usande la nueva actividad enzimatica, cse puede purificar la
proteina sin ninguna dificultad. Anticuerpes centra la proteina
hibrida pueden reaccicnar con secuencias derivadas del gene al
cual se fusiond lacs &si cse puede identificar y purificar el
producto génico.

Ademds., las fusicones que resultan en la produccidn de una
proteina  hibrida, retienen propiedades caracterlsticas del
producto  génico  intacte y pueden ccasionar un fenctipo muevo.
Estes fenotipos han sido usades en estudiar problemas como  las
interaccienes proteina-preoteina (Muller—-Hill et al.s 197&;  Shuman
y Silhavys:s 1981) y mecanismos por los cuales se exportan las
proteinas del citoplasma. Fara un excelente recuentc de lo que es
posible realizar con fusicones genéticas. ver el libro de  Silhavy
et al., publicado en 1984.



E} operdn lac de Escherichia gcoli es un comjunte de genes
lecalizadae en el minute 8 del mapa genético. Los preductos de
éstos genes se requieren para que la célula utilice el disacéride
lactosa como fuente de carbone (glucosa [£f-1-4] galactosa). Le
produccidn de las enzimas del operdn lac en una cepa silvestre se
induce por la presencia de lactcss en el medic. El orden de los
genes en el cperdn es lac IFDZYA v sdlo les productes de lacd
(R-galactosidasa) y lacY¥ (permeasa para lactosa), se requieren
para el crecimiento en lactosa. El Gltimoc gene del operdn:lach.
codifica para una transacetilasa gque tiene un papel en la
detoxificacidn de ciertos galactdsides (ver figura 20).

Los genes lacZYA son los mas utilizados en  ingenieria
genética para la construccidn de fusicnes. En  particular, el
gene lac? codifica para una proteina tetramérica cuyc gene puede
dividirse y ser clonado en distinteos vectores o sitices del
cromoscema. Sin importar ddnde estén les fragmentos expresades,
las  subunidades sintetizadas se unen para dar la proteina  con
actividad enzimdtica. E1 fendmenc de alfa complementacidn es
precisamente la restitucidn de la actividad catalltica & la (-
galactosidasa sintetizando un pequedc péptidoe ( el péptido alfa).
El sistemx de &lfa complementacidn es muy utilizado en
estrategias que invelucran clenacidn divigida y secuenciacidn de
DNA (ver figwra 21).

DETECCION DE ACTIVIDAD DE R-GALACTOSIDASA EN CAJAS DE PETRI

‘Exizten varios medics selectives para detectar 1a expresidn
de f-galactosidasa. El indicador més sensible para fi~gal en medic
s¢lido es el sustrate cromogénico S—-birrome G laros
3-indolil-f~D—galactdsido (Xgal: Horwitz et 1., 19464). El compo-—
nente no da ningin color hasta que es  hidrolizados. dandoe un
precipitado ceolor azul indigo en la colonia que expresa la  ac-—
tividad enzimatica.

En agar conteniendo Xgals.  una bacteria que expresa la @-
galactosidasa forma colonias azulesy 1los fagos LacZ+  forman

placas azules y gotitas de la enzima darn manchas azules. E1 Xgal
se puede usar practicamente en cualquier medic sdlido. Usualmente
el compuesto se disuelve en N-N dimetil-fermamida a uns

concentracidn de 20 mg/ml y se espatula ©.1 ml en cada caja con
aprox. 25ml de medio.
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Figura 20. Se muestra la crganizaciém del operén lac de E. celi.
La transcripcién de los genes lacZ. lacYs v lach se vepirime por
un represor especifice. En la segunda figura se observa que el
represcr inactive no se pega al operador y entonces los genes son
transcrites por la RNA polimerasa. En el tercer dibujos la RNA
polimerasa transcribe el operédn lac y finalmentes encuentra el
terminador rho-~dependiente vy se desprende. Tomade del manual
Current Protocols in Molecular Biology.
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Figura 2la. Cuando se construye una fusidén con la 8-
galactosidasa no se afecta la tetramerizacién de la proteina, por
lo  gue se sigue observando actividad. Sin embargos en algunas
ccasioness  puede bajar la actividad especifica por un cambic en
la estructura del sitio activo.

2ib. La complementacidén o consiste en la recoenstitucidn de un
polipéptideo funciocnal de fi-galactesidasa uniénde dos fragmentos
que  pueden estar clonados en vectores diferentes o en distintas
partes del cromosoma. En el caso del sistema del plasmido p72,
derivado del pUC 18, el sitio de policlonacidén se encuentra
interrumpiendes 1a secuencia del péptido alfa y el péptide omega
estd en el episoma de la cepa receptora (JM103). Cuando se clona
cualguier secuencia en pT2: no se lleva a cabo la complementacidn
y las colorias tienen un cclor blanco en cajas con  Xgal.
Ilustraciones del manual "Current Protocols in Molecular
Biclogy".
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Ademas del Xgal. el agar de Mac Conkey también es utilizado
para los mismos fines. En este medio. las colonias Lact+ son vojas
y lage Lac— son blancas.

LOS BACTERIOFAGOS A-plachu.

Han sido construideos varics derivados del bacteridfage  Mu,
que  frecuesntemente se trata como un gram elementc de insercidns
capaces dg fusionar e) gene de lac? & varics genes bacteriarnos en
un solcoc pasco in vivo.

Se puesden ailslar fusiones con la proteina o directamente con
lee promotores de los genes gue interesen. Cuande el fago se
inserta, ademis de dar el fenotipo Lac+s. confiere resistercia &l
antibidtice ampicilina.

Evn estos fagoss um gene lac deletado en su extremc S° y un
gene lacY estén loczlizadose & poeca distancia del extreme S de Mu.
Cuando se 1nserta un Mud(fAplac) en un gene. se crea una fusidn en
la cual la expresidn & partir de secuencilas de control del gene

pasa schre el extremc 53 de Mu hasta la @f—-galactasidasa.

Aungue loe Mud  han side herramientas muy Gtiles para
construivr fusicnes, tienen algunes problemas. Frimevoes, existe la
posibilidad de inserciones securdarias en oitros sitics del
cromousoms. Segundos las fusicones Mud(Aplac) no se pueden usar
para aislar fagos transductantes que lleven la fusidn. Ademés,
las lisdgenas del Mud(fplac) son termosensibles. Finalmente, no
es posible aislar fusicnes en pldsmidos multicepia.

Sin embargos existen alguncos fagos liticos, les AplacMu que
pueden ser utilizados para aislar las mismas fusicones in vive vy
en uin sole pascv. Estos fagos llevan el sitic de insercidn de Mu vy
se insertan en leos genes por la maquinaria de transposicidn usual
ern  Mu. Fueden utilizarse para construiv fusiones en plasmidos
multicopia. Fueron usades éstos ( AplacMu3d y AplacMuS07.3) para
aislar las primeras fusiones descritas en esta tesis. Fara
mayoires detalles, wver el trabajo de Bremmer, et &l., en 1984.



MUTAGENESIS DE LOS BACTERIOFAGDS IN VITRO.

Cuandao se desea mutagenizar los bacteridfagos que se
encuentran en sclucidn son incubados en una sclucidn de citrate
de scdic 1.5 My sulfato de magnesic 0.2 M, durante 30 minutos
temperatw-a  ambiente y después realizar una transduccidn a la
cepa receptora.

MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA @-GALACTOSIDASA

Otro ejemplc de sustrateo cromogénico es el c-nitrofenil-@-D-
galactésido. Este compueste es incolovros perc en presencia de la
enzima se convierte en galactosa y c-nitrofencl.

El  oc-nitrofencl es amarille y puede ser medido por  su
abscrbancia & 420 nm. Si la concentracidn de o-nitrofenil-@g-D-
galactdsido (ONFB) es alta. la cantidad de o-nitrofencl es
propevecional & la cantidad de enzima presente y al tiempo que la
enzima reacciona con &l. Fara que el ensayc sea lineal. el ONFG
debe estar en excesc. Fara mejores resultadoss la cantidad de
enzima debe ser tal que tome entre 15 minutos vy & horas para
desarrocllar un coloer amarilloc. La reaccidn se detiene aladiendo
una concentracidn elevada de carbonato de scdio, la cual eleva el
pH & 11.0 y la f~galactesidasa.se inactiva.

Las bacterias fuercn crecidas haste fase logaritmica
temprana a 30°C con agitacidn en medic rico. Después de éstes el
cultive fué trasladado a un bafc con agitacidn a 42°C o se afadid
etancl absclutoe & una concentracidn final de S% y se  tomarocn
alicuctas a los tiempos S, 10, 20, 40 y 60 minutos de incubacidm
coen el inductor.

Cada  alicucta fue concentrada die: veces (en el casc de las
fusicnes con baja actividad enzimatica) ¢ resuspendida en el
misme  volumen de NN (en el caso de las fusicnes con actividades
elevadas). .



1. En un tubo se mezclan:
0.iml de extractc de células
0.9ml de buffer Z (ver mis adelante)
2 gotas con pipeta pasteuwr de cloroforme
1 gota con pipeta pasteur de SDS al (0%
2. Se agitan en vortex durante 10 segundos

3. Se coloccan los tubeos a 28°C durante S minutes

4. Se agregan 0.2ml de ONFG (4 mg/ml) a cada tubc y en este
momento empieza la reaccidn que debe hacerse a 28-30°C.

S. Agitar en vortex durante S segundos.

6. Detener la veaccidn agregande ©.5ml de carbonate de sodio
1M & cada tubo. Los tiempos de resccidn, asi come la
concentracidn de células debe estandarizarse para cada caso.
Nermalmentes se construye una curva detenrniendo la reaccidn a tres
tiempos diferentes  y cobservande que el ceolor amarille sea
proporcional al tiempo de incubacidm.

7. Centrifugar a 8 000 rpm durante 15 minutcos.

8. Leer absorbancia a 420 nm.

El OMFG se prepara en buffer de fosfates 0.1 M. a pH 7.0.

El buffer Z contiene:

Fosfato de scdic dibdsico 0.06 M
Fosfato de scdic moncbdsico 0.04 M
Clorure de peotasico 0.0 M
Sulfato de magnesio : Q.10 M
f-mercaptoetancl Q.08 M

Toda la mezcla debe estar a un pH de 7.0



Se define como actividad especifica de la f—galactosidasa el
numero de umcles de o-nitrofenil-f-D-galactédsido hidrolizado por
mingte por miligrame de proteina.

La cantidad de preteina por ensayo fue determinada por el
metode de Lowry ( 1998 ).

PURIFICACION DE PLASMIDOS

A) En pequefa escala. "Miniprep”.

Fara el andlisis de clonas individuales buscando la
contstruccidn correcta o la transformante deseadas se realizaron
extracciones partiende de muy pocas células (1.5 ml de cultive
crecide a fase estacionaria ¢ una asada de bacterias).

1. Se prepara la sclucidn A: glucosa S0 mM
EDTA 10 mM
Tris—-HC1l pH B.0 25 mM

A dos mililitres de sclucidn A se afaden 4 mg de lisczima y S0 ul
de una sclucidn de RNA“sa (10 mg/ml en acetatc de scdioc 0.2 M pH
5.0 hervida durante 10 minutes).

2. Resuspender una acsada de la cepa en cuestidn & 1la
pastilla cobtenida después de centrifugar 1.5 ml de bacterias
crecidas toda la noches en 100 ul de la sclucidn A con lisczima vy
RNA®sa.

3. Mantener en hielo durante 30 minutos.

4. Agregar 100 ul de MaDH 0.8N, SDS 1i%:; se mezclan
cuidadosamente y l&a sclucidn se aclara, debide & 1la lisis
celulary se agregan 7% ul de acetato de scdic 3 M pH 4.8 v se
mezclas formandose un precipitade grumosco.

S. Mantener en hielo durante 15 minutas
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6. Centrifugar en fric durante S minutos a 14, 000 rpm.
7. Colectar 200 ul de cada tubc y pasar a un tubo nuevo.

8. Agregar 600 ul de etancl absclute & incubar en un bafc de
hielo seco—-etancl durante 20 minuteos.

9. Centrifugar 1§ minutcs en fric a 14, 00O rpm.

10. Descartar el sobrenadante y disclver la pastilla en 100
ul de acetatc de sodic 2 M.

11. Agregar 300 ul de etanol absclute y dejar de nueve 20
minutes en un bado de hielo seco~etancl.

i2. Centrifugar 15 minutos en frico a 14,000 rpm.

13. Descartar el sobrenadante y lavar la pastilla dos veces
con etancl al 80Y% frio.

14. Se deja secar la pastilla y una ve:z seca es resuspendida
en 20 ul de Tris-EDTA 10-1 mM pH 8.0.

Esta preparacidn, dependiendo del tamafo del pléemido y del
numere de copias dentro de la bacteria, permite purificar hastsa 1

ug . de  DNA en condiciones que ne interfieren con su  digestidn
enzimatica.

B)En gran escala. "Maxiprep".
Para purificacidn de pldsmido en cantidades de 1 a 3 mg, vy
en. condiciornes listas para rvestriccidn, clonacidny etc. pueden

utilizarse wvarios métodoss se muestra una modificacidn que  se
utiliza en el laboraterio.

i. Inccular 9S00 ml de LB con S ml de un pre- cultivoe con el
antibidtico que reqguiera el plasmido a purificar.

2. Crecer hasta una densidad dptica de 0.8 a 1.0 a 660 nm.
3. ARadir 170 mg-de cloranfenicocl en pelve al cultive.

4. Dejar toda la necche con agitacidn.
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S. Al dia siguiente. colectar las células en dos botellas de
250 ml centrifugandc en el roter GSA de Beckman a 7,000 rpm
duwrante 19 minutos.

6. FResuspender las células en 30 mililitros de buffer de
sacarcvsa (Tris-HC1 50 mM pH 8.0, EDTA BO mM, sacarcsa 10%) vy
dividir en 3 tubes de S0 ml (10 ml per tubo).

7. Aladir 4 ml de una sclucidn de lisczima 10 mg/ml  en
buffer de sacarcsa (1.33 ml por tubo).

8. Dejar 10 minutcs a temperatura ambiente.
?. Congelar y descongelar dos veces.

10, Centrifugar en el rotor SW40 durante 20 minutos a 35,000
rpm (3 tubos).

11. GBuardar el socbrenadante y precipitarlo con 1/2 volumen
de LiCl 20% v 1 volumen de iscopropancl.

18. Cengelar en hiele seco y descongelar.

13. Centrifugar 20 minutos a 12,000 vpm.

14. Lavar la pastilla con etanol al 70% fric.
15. Secar las pastillas,

&

+ 5.

1 Resuspenderlas en un total de § ml de Tris— EDTA 10-1 mM
a pH 7

17. Afadir 30 ul de una sclucidn de RNA'sa 10 mg/ml en
acetate de sodic 0.2M (No clvidar hervirla duwrante 10 minutes).

18. Incubar 1 hera a 37°C.
172, FPasar a un tubco covex y extraer con un velumen igual de
fencl destilade, agitando en el vortex durante un minute v cen-—

trifugande a 10,000 rpm dwrante 10 minutos.

20. Fasar la fase acucsa a otro tube corex y vepetir la
extraccidn fendlica.

21. Extraer 1la fase acuwoesa con 1 mismo volumen de una
mezcla de fenol—-cloroformo SO-50 v/v.
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22. Extraer la fase acuosa con cloroformo.

23. A la fase acucsa de esta Ultima extraccidn afadir 1/10
de acetatc de sodic 2 My 2.5 volumenes de etancl absclute.

24. Congelar en hielo seco durante 20 minutes.

25. Descongelar y centrifugar a 10,000 rpm durante 1S
minutes.

26. Lavar la pastilla con una sclucidn fria de etanol al 70%
Yy Ssecar.

27. Resuspender en 800 ul de Tris—-EDTA 10-1 mM pH B.0.

28. Correr en un gel de agarcsa una muestra con 3 ul  para
cuantificar.

PURIFICACION DE DNA CROMOSOMAL

1. Crecer la cepa en medic rico hasta la fase exponencial
tardia.

2. Colectar las células por centrifugacidn a baja velccidad
y resuspenderlas en 10 ml de un buffer de sacarcsa ( Tris-HC1 SO
mM pH 8.0, EDTA 1.0 mM, sacarcsa 25%4). Mantenerles en hiele
mientras se resuspenden con cuidadcos las células deben mantenerse
enteras.

3. ARadir 1los siguiente por litvre de cultive, en el erden
dado y en hielc:

a) 3 ml de EDTA 0.3 M pH 8.0
b) 1 ml de lispzima ( S mg/ml en 0/025 mM de tris HCl
pH 8.0,
- c) 0.1 ml de RNA’sa (10 mg/ml en acetato de scdic 0.1 M
hervida durante 10 minutes).

4. -Agitar suavemente, dejar reposar 15 minutos en hielco.

&3



S. ARadir 3 ml de tritédn %-100 agitandoc suavemnte y dejar
vepusar en hielo durante 15 minutos.

6. Centrifugar en tubos de polipropilenc de SO ml & 15 000
rpm duarante 30 minvtos.

7. Decantar el sobrenadante, disclver la pastilla en 10 ml
de buffer A ( tris-HC1 0,051 pH 7.5. EDTA 2 mM, SDS S%).

8. Agregar un décimo del volumen de una solucidwn de proteasa
E S mg/mlt en buffer A previamente incubada 30 minutes a 37°C.

9. Agregs” RNAsa (5 mg/ml) en buffer B ( Tris-HC1 SO mM.
EDTA 2 mM pH 7.5) hervida 10 minutes. ajustandoe a que quede una
concentracidn final de 0.1 a 0.5 mg/ml.

10. Incubar 60 minutos a 37°C.

it. Extraer tres veces - a temperatura ambiente con dos
volumenese de fenol-cloroforme S0:50 v/v.e En cada extraccidn
centrifugar 10 minutas & 7, QOO0 rpm y tomar la fase acuesa con
pipetas de boca ancha muy suavemente.

12. Despueés de las tres extracciones.s aiadiry 2 veolumenes de
clovoforme, centrifugar igual y tomar la fase acucsa.

13. La fase acuwsa se precipita con 1/25 de MaCl S My &
volumenes de etanol absolutc.

14. Colectar 1los hilos de DNA certrifugando 2 104000  vpm
duragnte 10 mirutos,. Secarlos.

15. Resuspender en 3 ml de buffer Tris-HCI-EDTA 10-1 mM pH

16. Temar 10 ul y agregar 290 ul de Tris-EDTA 10-1 mM pH 8.0
y medivr abscorbancia a 260 y 280 nm: se hace el cociente de la
lectura a 260/ lectura a 280 nm vy si la divisidn es igual o
supericir a 1.8y la sclucidn es adecuada: si es menoy,. sSE
necesaric velver a extraer y  precipitar. Tambien con estas
lectuwras se cuantifica el DMA: una unidad de absorbancia a 260 nm
equivale a 20 ug por wililitro de DMA de doble cadena.
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MATERIAL :

1. Matraces pera cultivo de las bacterias perfectamente
limpicse y estériles, horneadeos toda la noche & 200°C.

2. Fipetas de vidric de 10, S, vy 1 ml limpias, estériles y
horneadas toda la noche a 200°C.

3. Tres tubos corex de 30 ml de capacidad y wn tubeo corex de

15 ml limpicss estériles vy horneades por cada 30 ml de cepa
bacteriana.

4, Pipetas pastew nuevas y limpias (aproximadamente S por
Y

cada cepa).

S. PFuntas para micropipeta y tubos eppendorf de 1.5 ml de
capscidad nueves y estériles.

6. Bafo maria a 65°-70°C.

7. Incubadora con agitacidn a 65°C y 200-300 rpm de
velccidad de agitacidn.

8. Centrifuga con roter HS4 (&ngule libre) para centrifugar
a 10,000 vrpm (puede usarse de Angulo fijo).

?. Espectrofotémetro parsa leer absorbancia a 260 y 280 wm.

SOLUCTONES Y REACTIVOS.
1. Loes medics de crecimientos bien preparados y estériles.
2. Agua bidestilada filtrada y estéril.
3. Solucidn de lisis:
Acetato de Scdic 20 mM pH 5.9
EDTA 1 mM
SDS 0.54%

esterilizar en el autocclave.



4. Fenol bidestilade saturadoe con acetato de sodic 20 mM pH
5.5 y EDTA 1 mM.

S. Solucidn de acetate de sodic 3 M pH 5.5 esterilizado por
autoclave.

4. Alcohol etilice abscluto destinado sclamente para
precipitar el RNA.

7. Alcohol etilico al 704 @ diluir con agua estéril.

FROCEDIMIENTO.

1. Se inoculan 30 ml de cultive pasrtiende de un  precultive
de toda la noche. Se dejan crecer hasta la fase logaritmica (0.3
UDO & 600 wnm & 00— 120 u klett).

2. Se centrifuga cada cultive en tubocs corex de 30 ml a 19
Q00 rpm & 4°C durante 5 minutes.

3. Colocar los  tubos decantados en hielo vy  sin  sacarlos
resuspender el paquete celular en 1710 del volumen original perc
e sclucidn de lisis, Fara ellos raspar las paredes del tube con
la punta de una pipeta estéril, succionar y dejar pasar el
liguide varias vecese veces, con suavidad hasta resuspender las
células (no usar vortex).

4, Resuspendido en pagquete celulars se calienta cada tube a
70°C por  aproximadamente 1 minuto en bafio maria hasta cohservar
lisis celular.

S. Inmediatamente afadir un volumen igual de fenol saturado
para RNA, previamente calentado & 65°C, agitar.

&, Mezclar en una incubadora corm agitacidn & 65°C a  200-300
rpm - (la agitacidn debe garantizar que se mezclen las dos partes)
durante 10 minutos.

7. Centrifugar el contenido para separar las dos fases
(rotor HE-4 a 10,000 rpm § minuteos a T. ambiente).
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8. Sin mezclar las fases, sumergir les tubos unce segundos
en bafc mardia & 65°C. Posteriormentes tomar con uwia pipeta
pasteur estéril la fase acucsa y pasarla a otro tube.

?. Afadir wn  volumen igual de fencol & 65°C y repetir los
pascs &6y 7 y 8. Cenvencicnalmente, se hacen tres extraccicnes de
este tipo.

10. En el corex de 15 ml se toma la fase supericor de 1la
Ultima extraccidn, afadiendo 1/10 del volumen de acetate de sodio
3 M pH 5.5 y 2 1/2 volumenes de etancl al 100%. Se deja
precipitar toda la noche a -20°C.

11. Centrifugar a 10,000 ypm en el rotor HER-4 & =-10°C
durante 30 mirnutos.

12. Secar el precipitadeo.

13. Resuspender la pastilla en agua (+= 159 ul )
cuidadesamente y leer una dilucidn 1:200 (5 ¢ 10 ul/ml) en el
espectrofotdmetro a 260 nm y 280 nm. La relacidn de absorbancias
a 260/280 debe estar entre 2.0 y 2.2.

14, Caleulay la concentracidn de RNA. Una unidad de
absorbancia a 260 nm eguivale & una concentraciin de 40 ug por

mililitro.

15. Buardar congelado s -20°C.

HIBRIDACION DNA-RNA (NORTHERN) CON FORMALDEHIDO [o{s], la]
DESNATURAL IZANTE :

1. El RNA se scmete & electroforesis en un gel de agaroéa,
horizoentals de puentes (no sumergide) de &6 mm de espesor y con
pozes de S mm de preofundidad.
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2. Preparar la agarosa para separar desde 1000 a 4500 b.

Se elabora poniendo por cada 100 ml finales 10 ml de MENF
10X  (ver solucicmes al finel)x 115 gr. de agarcsa y se afora a
82.1 ml; ésta mezcls se esteriliza por auteclave a 125°C duwrante
15 minutos. Cuande se ha enfriade hasta 65°C se afaden 17.9 ml de
formaldehide al 37% (sclucidn comercial usual).

3. Hacer el gel.

Tanto el peine como &l molde para €l gel y la cdmara de
electraforesic deben ser tratados contra RNA'sas. Sumergirclos en
NadH 100 mM durante 20 minutos y ejuagar con  agua estéril es
eficiente vy pricticco.

Fraguar el gel en el molde y montar el sistema listo para
electroforesis,

El buffer de ambas depdsitos en MENP 1X y durante la corrida
tiene que ser recirculado a mds de 1 ml por segunde usando una
bomba  peristdltica. Tode ésto debe estar montade en el  cuarto
frio.

4. Freparar las muestras.

Novrmalmente, se  hacenn geles con pozos de 40 uwl de
capacidad. Las muestras se preparan como sigue:

Se ceolocan de 1 & 29 ug de ENA en 7.5 ul de agua.

Se afaden 82.% ul de la "mezcla de muestras” (ver al
final).

Calentar & 65°C durante dos mirutoes y poner en hielo ©
minutos.

ARadir 3 ul de sclucidn de azul de bromofencl.

Llenar los pozos del gel con la "sclucidn de pozos”.

Foner las muestras dejando gque por su  mayoer densidad
cailgan al fonde del pozo a través de la "sclucidn de pozos”.
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. Corrida del gel.

El gel se corre en el cuarto frio a 3 veltics poer centimetro
cuadrado: 16 horase aproximadamente. Se cubre el gel con pléstico
para evitar la evaporscidn del formaldehidos. con cuidado de ne
crear turbulencia en les pozos. Es preferible esperar a gque las
muestras hallan penetrado &l gel: aproximadamente 30 minuteos.

&. Transferencia.

El sistema para transferir es idéntico &l de Scuthern en
cualquiera de sus versiones. Se transfiere el RNA a nitrocelulosa
por medic de arrastre por un buffer. El gel no se trata ni se
tife de ninguna manera antes de ponerse a transferir. El buffer
de arrastre es 20X SS5C.

Se transfieve durante 20~ 40 horas. Después de 1la
transferercias la nitrocelulesa se deja secar entre dos filtros
whatman vy luege se hornea & 80°C durante 2 y media horas en un
horne con vacieo. Es importante no exponer el filtro a mninguna
selucidn de fuerza i1dnice menor = 8SSC 15X antes de ey horneado,
pues el RMA se desprende.

7. Hibridacidn.

Re—-hidratar el filtro en 85C 4X durante S minutos y dejar
escurrir {casi secar); poner en una bolsa para hibridizacidn vy
afadiy 12 sclucifn de pre-hibridizacidn. Sellar la bolsa ¥ pre-
hibridizar a la temperatura de 42°C aprovimadamente 4 horas.

Abrir unx esquina de la bolsa vy sacar la sclucidn  de
pre-hibridizacidn. Llenar con la sclucidn de hibridizacidn ya con
el monitor radiactive ( no olvidar desnaturalizarloc =i es de
doble cadenal.

Hibiridar &1 mencs 12 horas para 10 ng/ml de monitor.

8. Lavade del filtrco.
Desechar son cuildade la sclucién de hibridizacidn rvadi-

activa y lavar el filtro tres veces por 3 minutos 2  temperatura
ambiente con SSC 2Xs SDS 0.1%.
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Después. se lava dos veces por 10 minutos en SSC 0O.1X,
SDS: 0.1% ya sea a 55°C =i el moniter es 1004 homdlego y mayor a
100 pb ¢ a temperature ambiente si1 se desean condiciones menos
estrictas de hibridizacidn.

Evjuagar €l filtre en SSC 0.1X por dos minutes; secar en
un filtre whatman y exponer dentro de un casette con pantalla
amplificadora una placa de rayos X a =70 °C.
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SOLUCIONES NO DESCRITAS EN EL. TEXTO

MENF 10X {poy litro)

MOFS 41.8 g

fAcetate de sodic 6.8 g
EDTA 3.7 g

Feefate de sodic y potasio
1 M pH 6.9 20 ml

llevar toda la solucidn a un pH de 7.0

Sclucién de pozos (10 ml)
MENF 10X 1 ml

Agua 7.2 ml
Formaldehido 374 1.8 ml

Mezcla de muestras (H10 ul)

Formamida desionitzada 400 ul
Formaldehido 37% 120 ul
MEMF 10X 20 ul

Seclucidn de azul de bromoefencl

Glicerol 0%

EDTA. 1 mM
Fosfato de sodic y potasio pH 6.9 1 mM
Azul de bromofencl ‘ 0.05%

Buffer SSC 20X

NaCl 3 M
Citrato de scodic 0.3
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Solucidn Denhardt SO0X

Ficed 1%
Albumina bovina 1%
Polivinilpirrolidona 1%

Soluciones para hibridacidn.

SOLUCION DE SOLUCION DE
FREHIBRIDACION HIBRIDACION

Formamida 2.9 2.5
8SC 20X 1.85 1.85
Foesfato de Na y K pH 6.9 ’ 0.29 0.25
SNS 10O% 0,05 0.03
Fircfosfate de Nax 2% 0.25 .25
Denhardt SOX Q.50 a.10
DMNA de timoe de ternera 4 ug/ml 0.25 0.8
EDTA 250 mM .09 0.08
DNA marcado por “Mick Translation" ———— .30
Velumen final 5.0 ml S5.0 ml

El DMA de timo de ternera debe desnaturalizarse S minutos &

,?O°C, pasarlc inmediatamente a hiele y adadirle a la bolsa de
hibridacidn.

: El  moniter de DNA (normalmente de 100-500 ng) también. debe .
desanturalizarse calentande & min. & 90°C y enfriandc bruscamente
en hielo antes de afiadirvio,

El mornitor se marca usande algin desoxirribonuecledtido  con

38F  en la peosicidn alfa. Se utiliza el métede estandarizado de
"Nick transltation”.
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© A RLIRE s e

Las téconicas descritas a continuacidn se encuentyan
descritas en un manual de téonicas de HBiclogie molecular
(Maniatis, et al., 1982).

DIGESTION DE ACIDOS NUCLEICOS

Fara todas las manipulacicones de DNA. construcciones vy
mapecs fisices de los plasmides. se utilizaron enzimas de
restriccidn de casss comerciales conccidas  comb Amerysham,
Biclabs, Promega, etc.

Se conccen con el nombre de enximas de restriccidn  aguel las
proteinas que yeconocen uwna secuencia egpecifica en el DNA
(generalmente un arreglc de 4 a 6 pares de bases con simetria
bilateral) vy que cortan ambas cadenas de ls molécula del Acido
nucleice dejande extremos que pueden rascs o ccochesivose (ver
figura 28).

thha vez que el DNA se ha digevrido, se obtiens un patrén de
barmdas en un gel de agarosa que corresponden & los  fragmentos
producidos  por la encima de restriccidn especifica. En  este
trabajo se vwtilizaron varias, como EcoRI, Pstl, Smals Hind 111, vy
otiras que se iran mencicnandoe en su momento.

Normalmente las enzimas necesitan un buffer especifice con
ciertas concentracionss de sales y cievte pH. Una digestidn
tipica se lleva a cabo en un volumen peguefc (10-20 wl)  en  un
tubo eppendorf con 100-200 ng de DNA, buffer de restriccidn v 1a
enrima gque se reguiera.

Después de un tiempo, generalmente de una horas, la muestra
se hace correr a través de un gel de agarcea ¢ acrilamida;  se
tifle con bromuro de etidic y se observa la fluorescencia en  un
transiluminader de luz ultravicleta de onda corta.

Antes de llevar a cabo la ligacidn de fragmentocs de DNA debe
Ctenerse . en cuenta el tipo de extremcs que deja cada enzima de
restyiccidig los extremos rascs se ligan siempre con  extremos
rascs vy los cohesives, con sus similares. Asi puesy €l vehiculo
de clonacidn y/o sxpresidn debe ser digerido con el mismo tipo de

enizima de restriccidn que el inserto, segdn cenvenga.
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Pwull

5'...CAGCTG ...3
3. .GTCGAC ...§'

SOURCE:
Proteus vulgaris ATCC 13315

Pvu |

5'...CGATCG ...3'
3...GCTAGC .. .5’

SOURCE:
Proteus vulgaris ATCC 13315

) Figura Eé. " Las enzimas de restriccidn, al digerir el DNA pueden
‘dejar dos tipos de extremos, rasos o cohesivos.
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DEFOSFORILACION

En  tcdas las construcciones gue se mencicmaran en el
presente trabajos el vector de clonacidén y/c expresién fue
defosforilade con la enczima fesfatasa alcalina bacteriana (BAF)
para evitar 1l& recircularizacidn del vehicule y favorecer 1la
ligacidn con las moléculas de inserto.

Una reaccidn tipica de defosforilacidnm lleva de 100 a 200 ng
de DNA del vector, 10 unidades de BAF y un buffer de
defosforilacidn en un  volumen de 400 ul. Segun el tipo de
extremos que tenga el vector son las condicienes de tiempo ¥y
temperatura de la reaccidn.

El vehiculo defoesforilade se extrae una vez con fenol, una
vez con fenol-cloroforme 50:50 v/v y una vez con cloroformo antes
de precipitarse con 1/10 de acetate de sodic 3 M pH 4.8 y etancl.
El DNA se seca:, se recsuspende en Tris-EDTA 10-1 mM y se pone &
ligar.

LIGACION DE FRAGMENTOS DE ACIDOS NUCLEICOS

La enzima ligasa de DNA cataliza la unidn covalente del
grupo 57 fosforilo. de una molécula de cadena sencilla de DNA ¢
FENA cont un grupoe 37 hidroexiloy de una molécula de cadena sencilla
de DNA & RMA {Suginc et al.. 1977).

Mormalmentes, después de defosforilar el vector y purificar
el inserto por electroslucidn: la construccidn de las fusiones se
llevd & cabo ligando el vector cen el inserto, en una reaccidn a
16°C catalizada por la ligasa del fago T4 en un buffer de
ligacidn.

GELES DE AGARDSA Y ACRILAMIDA

Farea separar moléculasede DMA, ya fueran productos de diges-—
tidn enzimdtica o andlisis de moléculas recombinantess se utili-
zaron geles de agarosa y acrilamida & distintes porcentajess
dependiendc  del tamaRfc esperado de las moléculas. Podrén obser—
varse con mayor detalle cuando se analicen las construcciones.
Los geles fueron preparades por técnicas estandarizadas (Helliwng
et al.. 1974).
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ELECTROELUCION DE DNA DE GELES DE AGAROSA O ACRILAMIDA

Después de que la muestra ha migrade dentro del gel y se
tife com una sclucidn de bromure de etidic 200 ug/ml, se observa
el gel bajo une lampars de luzx ultravicleta de onda  largas
seleccicnande la banda de interés y cortdndela con una navaja.

El trozo de agaroesa ¢ acrilamida se coleca en el interior de
wia bolsa de dialicsice de poco diametro (6.4 mm) y poro pegquedc
(para mocléculas de 20,000 a 14,000) con buffer de electroforesis.

Se aplica una covriente eléctrica hasta que el DNA sale de
la agarcsa y queda en suspensidn dentro de la bolsa. Se extrae el
buffer cen una micropipeta y se coloca en un microtubo, donde
serd extraido con fenol, fenol:cloroformo 50:50 v/v y cloroformo;
para después ser precipitado con acetato de scdic 2 M pH 4.8 vy
etanol abscluto (Mc., Donell et al., 1977, ver figura 23.

MUTAGENESIS CON HIDROXILAMINA

La tiidirosi lamines la metil-hbidroxilaminas la
fenilhidroxilamina, los M-hidroxicarbamates y las N-hidroxiwreas
son  agentes reductores que forman radicales libres en presencia
de coxigenc y metales traza. Froducen perdxido de hidrdgenc
presumiblemente por  une reaccidn ciclica del vradicals que
envuelve un intermediaric peroxi. Inactivan el DNA transformante
y les fagoes. Inducen aberraciones crompsdmicas en  tejidos de
hamster vy en puntas de raiz de vicia y sllium.

La hidrovilamina reacciora especificamente cort las
citosinas, produciendo derivados que son N-hidrosilades en  las
posicicrnes 4 ¢ 6 ¢ ambas. Estos derivados se encuentran en dis-
tintese estados tautoméricos que la citosinas asi que pueden
formar puentes de hidrédgenc con adenina, el lugar de la guanina
original.

Asiy el tratamientc de DMNA desnudo & de virus de DNA  con
altas concentracienres de NH2OH induce transicienes de las baces
G~A y C-T y resultan generalmente en mutacicnes puntuales. Un
trabajo sonde se utilizd la mutagénesis con este agente para
caracterizar regicnes reguladoras de alguncs genes es el de Buck,
et al., en 1985.

La mutagénesies del plésmide pCG2% =e llevd a cabe de 1la
siguiente formas
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agarose gel slice
containing DNA fragment

elecirgphoresis buffer

Figura 23. La técnica de electroelucién fue implementada  por
Dornell en. 1970. Consiste en cortar un fragmento de un gel de
agarousa o acrilamida,; intreducirloc en una bolsa de diadlisis vy
someter a electroforesis. El DNA sale del gel vy queda
resuspendidc en el buffer de corrida. Después se colecta y - se
precipita.
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1. Se incubaren 60-100 ng del pldasmidoe en 20 ul de una
sciucidn de hidreclorurc de hidreoxilamina 0.5 M pH 46.9; fosfato
de scdic pH 6.0, 0.1 M y EDTA 0,01 M durante 30 minutes a 75°C.

2. E1 DNA fue precipitadco cen acetato de sodic 3 M pH 4.8 v
etanol abscluto; se  lavd la pastilla con etancl al 80%  varias
vecess se secd y fue resuspendida en 20 ul de agus estéril.

3. Fue transformada la ceps MC1061 pov el método de  cloruro
de calcio, espatulando scobre cajas de LE con ampicilina y Xgals
buscando mutantes.

4, Se purificd el pladsmido mutade.

S. Fue digerido vy se recuperd la banda que contenia los
promotores v los primevos amincdcidos de rpoH.

6. Este fragmento fue reclonadoe en un plésmido silvestre.

7. Fueron caracterizadas  las mutantes dentro de la cepa
M¥X4614 y fueron secuenciadacs.

TRANSFORMACION BACTERIANA POR EL METODO DE CLORURO DE CALCIOD

Siempre que se queria intreoducir un plasmide a una cepa
recepto-as =13 utilizd el método de transformacidn que
permeabiliza a las células por un tratamiente de cloruro de
calcio.

1. Crecer las células hasta 40 u. klett en medic rico.

2. Dejar el cultivo en hielec durante 10 minutes.

3. Centrifugar & 3,000 rpm durante 10 minutos.

. 4. Guardar la pastilla celular y resuspenderla en la mitad
del volumen de clovure de calcic 100 mM esteéril.

S. Incubar en hielc durante 30 minutcs.

4. Centrifugar a 3,000 rpm duwrante 10 minutes.
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7. Buerdar la pastilla y resuspenderla, con mucho cuidado, en
la misma seclucidn de clerure de calcio (1710 del veolumen
original).

8. Dividir en &licuctas de 200 ul segdn los plésmidos a
transformar; afadir de 20-50 ng de plasmido por alicucta y dejar
en hielo durante una hora.

Q. Dar un chogue caldrico de 2 minutos a 42°C.

10. Pasar & hielo, afadir 1 ml de LE & cada tubc de
transformacidr.

11. Incubar & temperatwra permisiva durante 30 minutos.

12) Centrifugar a 3,000 rpm durante 10 minutes vy  espatular
la pastilla de bacterias en cajas con medic de seleccidn.

SECUENCIACION DE DNA POR EL METODO DE SANGER

Una de las metocdologias mas  importantes gue se han
desarrcllado en Riclegia Molecular es la secuenciacidin de Acidos
nucleicos. Existen varias maneras de secuenciar un fragmento de
DNA vy une de los métodos mas utilizados actualmente el el
desarrcllade por- Sanger (1977) llamado comanmente método por
terminacidn de cadenas ¢ método de los dideoni.

Esta técnica hace use de la capacidad de la DMA polimerass
de sintetizar urna copia radiactiva de un templado de DNA de
cadena sencilla usando un fragmento de DNA como cebador o  “prim-—
er” e incorporandc en la reaccidn les diferentes desoxivribonu-
cledtidos. La enzima incorpera también los 27,3" didecxinuclecti-
dos pero es entonces incapaz de continuar la reaccidn mads alld de
la entrada del analcgo.

BSTa TESS M ﬂFBE
Saliz BE A s diEGR
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El fragmentc mas grande de la DNA polimerasa (llamado
Ffragmentoe Klenow) no tiene actividad de $°-3° exconucleasa y  se
utiliza para sintetizar una copia complementaria a la cadena
sencilla & partir de un hibride entre la cadena sencilla en
cuestidn v un  pequefc  fragmento de restriccidn que es
complementaric a wna parte (el "primer" ).

La sintesis de DNA se hace en presencia de los cuatrao
deserirribonucledtidos pere uno o varios estéan marcados radiacti-
vamente con32F en la posicidn alfa; ademds, com cada uno de  los
cuatro andleges terminadores de cadena, los 27y 37 desoxirribonu-—
cledtides, en cuatro incubaciones separadas. Entonces, en  cada
reaccidn hay una poblacidn de moléculas de DNA parcialmente
sintetizadas vy radiactivas, cada una teniende un extreme comin
57, pero variande cada una la longitud hacia el 3°7.

Cuando se realiza une electroforesis paralela en geles
desnatuwralizantes y concentrades de acrilamida, de las cuatvro
reacciones se  separan bandas que difieren entre =i en un selo
nucledtide., £l gel ex fijade vy vevelado con una placa de rayes X.
Asiy por sutorradicgrafia puede ser deducida la secuencia del DN
{ver figura 23).

El métode es relativamente csimplea. peros tiene dos
desventajas:

1) El DNA que s guiera secuenciar tendrd que estar
purificade en forma de cadewna sencilla

2} Fars cads cierto nuamero de bases (200-300) de uwnz
secuencia cse requiere un "primev” coaplementaric a por le mencs
20 bases del fragmento.

Fara salvar éstas 2 dificultades se han aprovechado las
caractecisticas de un fage filamentosc, el M 13, para convertivlo
en wn vehiculo de clonacidn: pov otro lade, se han manipulado
plésmidos clonandce en ellos el origen de veplicacidn del M 13.
Estos  uWltimes ofrecen la ventaja de ser peqguefivs vy tener un alto
numerc de copias por célula. Estos vectores tienen deos  origenes
de replicacidn: el de pBR3E2 y el del fago M13, 1o cusl peraite
la purificacién de capsides de fago con cadenas sencillas del
plésmido que nos interese secuenciar.
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Jemalate it Y CosTECATAG e
nesled Primer '~ -Gt’

([ad2P)-0ATP, [_:z,] -dcTe,
dcTp, d6TP, dTTP)

{DNA Polymerase 1)
large fragment

(ddATP) {adcTP) (aatrr) {¢dTTP)
5 Briser ciccadn s Primer caccacdds
~JEGCCACETAIA 5' ot SGCCACRTATAE -
etc. etc.
\ .
g Primer codac - . 5+ 2TI%eC goceaceddT
.- §' ot GGCCACETALET
etc. etc.

Gel Electrophoresis/Autoradiography.

o~ GGCCACGTAAT
e BGCCACETddA
e GGCCACGAAT

.Figura 24. Método de Sanger para secuenciar DNA. Se .le llama
‘tambien métedo de los dideoxi o simplemente de los ‘terminadores
.de cadena.
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La estructura detallada del plasmido utilizado para
secuenciar en esta tesis se encuentra en la figura 25. Fuede
apreciarse que el pTZ 18R mide aproximadamente 3kb, esta
completamente secuenciado. Contiene una secuencia de
policlonacidn en el interior del fragmento alfa de la @-
galactosidasas que también estd clonadc.

Este vehicule se introduce en la cepa JM103, la cual 1lleve
en un episcoma €l gene lacZ con la delecién del segmente «x. En
condiciones normales, el péptido sintetizado per el plasmido
complementa la mutacidn en el episoma, produciendo # -~ galactosi-
dasa y por tante. produciende colonias azules en un medic  con
Xgal.

Cuande se clena uwun  fragmente de DNA en el sitio de
policlenacidn del pTE2 18R, =e interrumpe el péptide alfa y se
pierde la capacidad de complementar la mutscidn en el F*y  dando
coloemias blancas en un medic indicador.

Una wvez que se ha clonade el fragmentc de interés, se
infecta a la bacteria con el fage defective M13 EO7. El M13 no
lisa a la bacterias, cale &l entericr en forme de agregados
proteinicaes que contienen la cadena sencilla ¢ cdificante del DMA
del fago. El MI13 K07 tiene una mutacidn que permite la
encapeidacidn de moléculas de DMA que sean circulares y gue no
provengan de €1 misme. Asi, ce pueden purificsr del scbrenadante
de un cultivo capsides con cadenas sencillas del pTZ2 18R con el
inserto para secuenciar. Ver figura 2¢.

ta purificacidn de cadena sencilla se lleva a cabo de 1z
sigulente manera:

PURIFICACION DE CADENA SENCILLA PARA SECUENCIA
1. Foner un precultive con la cepa IM1I03 ¢ IMLIO0L con el

plasmido pTZ 1BR que lleve clonade el inserte a secuenciar.

2. Inccular 2 ml de LB con ampicilina con 20 ul  del
precultive.
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'Figura 25. Esquema del pTZ 18R, vehicule utilizade para. la
subclonacién de fragmentos para secuencia.
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DNA
forma replicativa
yl/o
cadena sencilia

Figura @26. Ciclo de vida del fago M13. No lisa a la bacteria y

~son . liberadas capsides con cadena sencilla del DNA del
.bacteriofago. En el sistema con pTZs las cadenas sencillas

. encapsidadas son del plasmido con el insertoc de interés. Tomadeo
de Garcia, M. 19688. :
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3. Crecer con agitacidn a 37°C hasta una D. 0 a &60nm de 0.3
a 0.6.

4. Agregar en ese momento 1x10 8 fagos M13 KO?
S. Dejar una hera a 37°C con fuerte agitacidm.

6. Tomar 100 ul e inccular 3 ml de LB con kanamicina y dejar
con agitacidn fuerte (350-400 rpm) a 37°C teda la noche.

7. Centrifugar 1.5 ml del cultive de toda la noche en un

=

tubc eppendorf a 10 000 rpm § minutos, 2 veces.
8. Recogers finalmentes, 1.2 ml de sobrenadante.

9. Foner 0.3 ml de polietilén glicol vy mezclar

=

cuidadosamente.(E1 PEG <=e prepara en NaCl 2.5 M, & una
cevcentracidn final de 20%).

10. Incubar 30 minutos .a& temperatura ambiente.
11. Centrifugar & 14, 000 rpm durante 15 minutos,
12. Secar la pastilla perfectamente.
13. Resuspender en 200 ul de Tris-EDTA 10-1 mM pH 8.0
14, Extrser: 2 veces con fencol
1 vezx con fenol-cloroformo S0:S0 v/v
1 vez con cloroforme

1S. Precipitar con 1710 de Acetato de scdic 2M pH 4.8 y 2.5
vol. de etanol absclutce. Congelar.

14. Centrifugar 20 minutos en fric.
17. Secar y resuspender en 100 ul de Tris—-EDTA 10-1 mM
18. Corvrer en un gel de agarcsa al 1% y cuantificar.

19. Precipitar les 20 ul restantezs 9 ul de acetato de sodico
2 M pH 4,8 vy 283 ul de alcchol absclute.

20) Congelar en hielo seco.



21. Centrifugar 20 minutcs en fric.

22. Lavar dos veces con etancl al 70% colocande en hielo
seco durante 30 minutcs cada ver y centrifugando 10 minutes.

23. Secar y resuspender en 15 ul de Tris—-EDTA 10-1 mM pH 7.5

24. Guardar a -20°C y secuenciar 7 ul.

Las reacciocnes para secuenciar el DNA clenade vy purificado
cemo cadena sencilla del pTE 18R se llevan a cabo utilizande un
"kit" comercial que contiene las scluciones de nucledtidos  y
dideoninucledtidos, ademds de la enzima vy los buffers necesarics.
El wutilizade agui fue el paquete de "Seguenase" de la casa
cemercial Amersham.

Las muestras fueron corridas en geles de acrilamida al 4%y
&% con SOY% de urea; a 2,000-2500 voltios.

Los geles se secaron a 60°C toda la noche antes de proner | a

exponer con una placa Kodack X-0 mat H dwrante 24 horas: después
de lo cual se leyeron las secuencias.
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R E 8 U L T A D O 8§

I. ESTABLECIMIENTO DE CONDICIONES PARA CONSTRUIR LAS
FUSIONES: EL pkv3 Y SUS MENSAJEROS

Come ya se ha mencicnados el producto del gene rpocH es
esencial a temperaturas supericres a los 1Q°C, asi que intentar
cbtener wna fusidn en el cromosoma no es  una alternativa

funcicnal, Se disefarcn varias estrategias para lograr la
insercidn de una secusncia gque contuviera la actividad de -
galactosidasa en yrpod utilizands una cepa mevrodiploide. Sin

embarge. cuande las fusiones se hacen en monocopia (Bross et al.,
19687) la actividad de g@g-gal es tan pequefia que tiene gue
detectarse con  anticuerpes anti f-gal. Nesotres desedbamos un
vehiculo manejable vy gque cofreciera facilidades para medirv la
actividad enzimdtica. Se resclvid que una fusidnm en un pldsmido
multicopia tenia ventsjas sobre las demés opciones.

Se solicitd al Dr. Takashi Yura el plasmide pkY3, descrito
por €1 en 1985; éste plésmide derivado de pBR322. contiene un
fragmentoe del minute 76 del cromocsoma de E. coli vy se reportd que
era capar de complementar una mutacidn &mbsr en el gene vpoH
(Yure et zl., 1985),

Se procedid entonces & elaborar un mapa fine de restriccidn
del pkY3 para ubicar los sitiocs de algunas enzimas importantes,
EcoRIs HindIIIl, Fetl. EcoRV, Hae 111, Hinf I y Hpal. En la figura
27 s=e muestra una fotografia con una digestidn representativa vy
un esquema del pKV3.

El plasmide de 4.0 kb contiere toda 1la regidn
estructuwral del gene. incluyendo su termivadors perc carece del
promoteor  miés lejanc. El sitic HindlIl esté localizado en la
posicidn —-130 vy es el limite entre el plésmidoc pBER3E2 vy la
secuencia de ypoH.

Antes de construir la fusidn en este pléasmido se probé  que
la transcripcidn a partirvr de locs promotovres clonados  fuera
regulada por calor.
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Figura @27. El1 plasmido pkKV3 fue construide por  Yura, 1985.
Contiene la secuencia de la regidn estructural del gene rpoH vy
tres de los cuatro promotores funcionales. Es un derivado de
pBR322 y la clonacidn sustituyd la resistencia a tetraciclina por
un inserto de 3.0 kb proveniente del minutoc 746 del cromoscma.

Se hizo un mapeo de los sitiocs de restriccidn y se muestra un gel

representativo (acrilamida &%y . Carriles del gel 1)
pBR3E2+Haellls (2) pKV3+Haelll, (3) pBR3IZ2+Haelll+HindIII (4)
pKV3+HaeIll+HindIII (5) pBR322+Hpall, (&) pkV3+Hpall, 7)

pBR322+HIinfl y (8) pKV3+HinfI.
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Figura 28. Experimentce tipo Northern para comprobar la expresidn
del plasmido pkKV3. Carriles (1) MX614 crecida a 30°C, (2) MXéi4
crecida a 42°C, (3) MX614/pKV3 crecida a 30°C, (4) MX&14/pKV3
crecida a 42°C, (3) MX1231 a 30°C, (4) MX12831/pKV3 a 30°C y (7)
MX1231/pKV3 a 42°C.
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Frocedimos & realizar hibridaciones DNA-RNA (Morthern) para
averiguar si se enpresaba ¢ no €@ gene rpeH clonado.  Se muestra
una awtoradiegrafia vepresentativa de los superimentos realizados
en la& figura 28; a partir del pkEV3 se pueden sintetizar 3 de lo=
cuatre menssjevoes del gene. S1 las extracciones de mRNA  se
realizaban & distintes tiempos de expnsicidn a a2°C, era claro
que log promotocres e inducian en wna  forma  dependiente  del
calor.

El  plasmido pEV3 se utilizdéd como vehiculo para obtener las
fusicnes porque 1) complementabs wne  mutacidn  dmbars 1o que
indicaba =su funcicnalidad, 2) poseia promoftores inducible por
calor {ver figura 28) y 2) no se habia comprobado en ese entances
la eupresidn del gene a partir deld promotor 13 hesta  ahoras ia
evidencia apunta hacia que es constitutivo.

FUSIONES rpoH::lacZ EN EL pkKV3 MEDIADAS POR LOS BACTERIOFAGOS

plachu

Bremmer et 1., publicaron en 1980 e} disefo de un

vector  derivado del bacteridfago  lambds. que eg  capaz de
insertarse en ssecuencisas  tante cromosomxles come plasmidicas
fusicmande una secuencia de g-galactozidasa (llevada por un Mudl)
con casi cualquier gene de E. goli. De esta formas. infectando una
bacteria con este vehicule ( placMu) ere posible construirv
fusicres géricas que erpresaran f-gal  bajo  laz  drdenes  de
cualquier promoto-. Estos vectores ofrecen la ventaja de gue una
ver construidas, la  fusiones pueden sev fransferidas de una
bacteria & otra por medic de uns hransducoidn mediada por lambda
¢ por transformacidne. s1 1z fusidn ze lleva 2 cabe e un
plismido.

La cepa MI614/pEVE fue infectads con los plache 3 y S07.3,
seleccionande aquellas gue daban el fenotipeo de induccidn a 42¢C
(BmpR y Lac+ & 30°C v &mpR y Lac+ a 42°C).

Las cepas seleccionadas mestraron una segregacidn  errdnea
del plésmido; esto sss cusndo se purificaban por estria en cajas
con  indicadores para el fenotipo Lacs seg ohtenia siempre una
mezcla de poblaciones: las inducibles y las gue perdian 1a
inducibilidad, que eran blancas tante & 80 comae & 42°C.

En varias occesioness cvando €1 fenotipo gqueria transferivse
pey transformacidn a otras cepas, también se obtuvieroon mezclas
que mestraban tods  unz gama de fenotipos. Al parecei. 1z
insercidn del fago se perdis dando origen a plédsmidos sin fusidn
f~galactecidasa—or32, v era dependiente de la temperatura.

S realizéd una mutagénesis directa de los fagos  (ver
materiales y métodos) perc no se obtuvieron cepas estables.
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Finalmente, se incubaron cepas inducibles & 42°C durante 5
horas vy fueron espatuladas en medice cselectives a anec,
haciéndose réplica en cajas de medic Mac Conkey para seleccicanr
las que aun conservaban inducibilidad. Se aislaron dos colonias
inducibles y aparentemente estables. que fueron llamadas 2 vy 8.

Estas presenteban diferencias en cuantoc & la intensidad de
la induccidn, medida hasta este entoces por 2l color de la
colenia en cajas con medic Msc Conkey & 30°C vy 42°C. Les
marcadores de AmpR e induccidn a 42°C erarn cotrensducibles mas
del 904%.

Se midid de manera cuantitativa la actividad de 1a £-
galactosidesa en respuesta al caloer en estas cepas. La primera
vez, hubo gue esperar 16 horas antes de observar algun cambio de
coler ew =1 tubo de veaccidns. producide por la hidrédlisis del
ONF5.

Frocedimos entonces &  ophtimizar le medicidn de [ R
galactosidasa. Frobamas distintas concentracionss de célulass
centirifugande el cultivo vy resuspendiendo ern un volumen  menor,
Tedas Jas lecturas e hicieron con cultives en fase exponencial
temprana y en medic rico con smpicilina. Se ilustra el ejemple de
la cepa 2 en le figura 9.

Estandsrizamos  también la curva de hidrdlisis del ONFG  con
respecte &l tiempo. encontrando 1z fzse lineal entre los 30 y 60
minutes de  incubacidn a 28°C cusndo  concentyabamos 290 veces
(figura 3C

. Como cepa control s fue utilizada la KL16, una bacteria que
tiene intacto el cperdn lac en su cromescma.  Esta no mostrd
ninguna . induccidn con respectc a la temperatura y una actividad
especifica 2,000 veces mas &lta que las  fusiones (Dates no
graficadcs).

’ 4

Cuando se hubieron estandarizsdo las condiciones, se midid
actividad de @f-gal ern respuesta al aumenta en  temperatura a
distintos tiempes. Cultives de las cepes 2 y 8 se crecieron hastx
fase wponencial temprana y después fueron incubados a 42°Cs  se
tomaren alicuctas a los tiempos Oy S 10, - 20 40, y 60 minutos
después del cambilc. Las actividades se encuentran graficadas. en
la Tfigura 31.
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‘Figura 29. Fueron estandarizadas las condiciones para medir @-
galactosidasa en las cepas con las fusiones 2 y 8. En la grafica
A se muestra la absorbancia a 420 nm (producida por la hidrdlisis
del ONPG) en muestras de la cepa 2 cuandc era concentrada 2 (A ),
S (adsy 10 (@), y 15 (O ) veces, habiendo crecide a 30°C.

En la figura 30, un cultivo de
la cepa 2 fue concentrado 20 veces y se probd la linearidad de la
reaccién de hidrélisis de ONPG con respecta al tiempo de
incubaciédn a 28°C. Las muestras fueron tomadas a los tiempos O
(® )y "5 (o), 10 (@), 20 (&)y 40 (8 ) y 60 (0 ) minutos de
exposicién a 42°C. En ambos cases, las bacterias crecieron en
medic rico hasta la fase exponencial temprana.
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Se - muestra la induccidn de la f-galactosidasa en las
cepas 2 y 8 en respuesta a un cambic de temperatura, de 30°C a
42°C. La sintesis relativa de f-gal se calcula dividiendo 1la
cantidad de f-gal a 42°C entre la obtenida a 30°C. Nétese que
ambas fusicnes se inducen, perc no en la misma magnitud ni. al
mismo tiempo. Los datos son el promedio de dos experimentos. (O)

Fusidn AplacMu2 vy (e ) ) placMuB.

Figura  31.
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lLa cepa 8 tiere un maximo de iduccidn (casi tres veces) a
los 20 minutos de exposicidn a 42°C. La namerc 2 no se induce en
tal magnitud y su maximo se encuentra a les 10 minutoss para caev
y volver a aumentar a los 60 minutos del cambic de temperatura.

Uria vers caracterizadas cingéticamente fue necesaric comprobar
la presencia del plésmide con la fusidn: el tamafo del plasmide
es de +-75 kb, por lo que su purificacidn en cantidades
suficientes para restriccidn o transformacidn se  volvia una
limitante.  Ademds, la eficiencia de transformacidn era sumamente
baja {(mencs de 100 transformantes por ug de DNA).

Al probar otros inductoves como etanol,s se producia lisis en
el cultive de las dos cepas: leos fagos resultentes  daban una
nueva meczcle de fencotipos.

Dada la poca utilidad que podian tener éstas fusiones para
estudics postericres, se decidid construir otra fusidn:  por
insercidn dirigida de un casette con actividad erczimatica en un
plasmide multicopia.



El pMEZ1871 (Casadabans M.y 1983) contiene un fragmento de 3
kb que codifica para la regidn estructural del gene lacg, esta
flanqueade por  dos eitics de policlonacidn y puede purificarse
para realizar wna insercidn en otra secuencia gque  haya sido
digerida con alguna enzima gque deje extremcs compatibles con  los
sitics de leos "polilinkers'.

E=ste gene no posee ninguna sedal de inicio ni término de la
transcripcidn o traduccidn.

De acuerdo con el mapa de restriccidn del pkv3, fue disefada
ura estrategia para insertar. en fase con el marce de lectura de
rpeHs el Tragmente de 3 kb del pMCI871 con el gene laczZ. ver la
figuwra 32.

Fue digerido parcialmente el pEV3 con la endonucleasa Pstl
para cobtesner el plésmido lineal. Esto se leogrd realizandoe  una
cingética de digestidn a tiempos cortoe con cantidades limitantes
de enzima. Se purificd pov electroelucidn la banda de 4.0 kb vy
fue defostorilada.

For otro lades se obtuve un fresgmento de 3 kb del pMC1871
digerido con Fstl.

Se  transformé la cepa MX&14 con.la ligacidn y se obtuvoe wn
plésmide con la insercidn esperada. Fue caracterizade por
restriccidn y llamado pCG27 (figura 33).

La actividad especifica de la f-galactosidasa  cobtenida a
partir de ésts Tusidn genética era muy baja, asi gque hubo gue
estandarizar las condiciones de medicidn. Una ver legradoe leo
antericrs la cepa MX614/pLBR27 fue crecida a 30°C en medic rico
coen ampicilina:y  cuando llegd a fase exponencial temprana se pasd
a 42°C y fueroin tomadas alicuctas pars medir f-gal a leos tiempos
Oy Sy 10, 20, 40 y 60 minutos de induccidn.

En la figura 34 puede apreciarse que la fusidn tieme un
compartamiente oscilatoric con respecto al tiempe de incubacidn a
4g°C. Otras fusiones en plésmidos multicopia (con galactocinasas
por . ejemplo) se comportan del medo similar. En la figura 35 se
grafican tanto el cambic en la actividad especifica con distintos
inductores (panel R)y asi como las variaciones en la cantidad de
proteina en gl cultive (panel A).
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Figura 33. Estructura del pCGER7. Se
representativa para comprobar
restriccidn. (1) X +BstEII, (2) pCER7+HindIII,
(4) pCGR7+EcoRl, (S)pCBR7+Pstly X174+Haelll, (. )
( ) pCBR7+EcoRI+HindIII.

muestra una digestién
la posicién de 1los siticos de
(3Y pCG27+Smal,
pCBa27+BamHl,



_Relative synthesis 4357/30°

Figura 34. A) Una fusidn de o032 con galactocinasa  tiene una
induccién oscilatoria con respecto al tiempo de incubacidn a
43.5°C (Erickson et al, 1987) (e ). La induccidn es mucho menor

a la de la proteina Dnak {8).En el panel B se muestra que la fusidn
hecha en el pCGR7 tiene comportamiente oscilateric vy se

induce en forma similar. (¢ O ) MX614/pCG27, ( e ) MXBB1/pCG27,
CAG1400/pKPL (& ).

Time () at 435°
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Se obtuve wunma cinédtica de induccidn muy similar a  la
reportada  por Erickson ¥y cols.  en 1987 con una fusién del gene
complete de rpped con galactecinasa en un plasmide multicopia
(figura 34b).

Sin  embarge., la cantidad relativa de fi—-gal sintetizada a
42°C/ 30°C es mayor. Segin nuestros datos: se induce 2.8 veces a
los 20 minuteos de exposicidn vy noo 1.4 veces, come la

galactacinasa.

Dade gque la de Ericksoenm y la nuestra son fusiones con
enzimas diferentes, la actividad enzimdtica en valores abscluteos
puede variar come consecuencia de los cambiocs de configuracidm
que deben sufrrir las enzimas al estar fusionadas con w38. Pero es
importante hacer notar gque el comportamiente de  induccidn  con
respecte &) tiempo es muy similar.

Con loe dates de cuantificacidn de o32 con anticuerpos
cbtenidos por Gross en 1987 (figura 19), se observa que la fusidn
no se  incrementa  tanto (2.8 veces vs 1R veces) ni en tan  poca
tiempe (20 minutos ve 7 minutes). Conservas sin embargo:. el
car&cter cstileterio de la induccidn, lo que guiere decir que si
estan operande leos sistemas de contrel gque modulan la cantidad
y tempovalidad de 032, pero ne en el mismo grado que sabre la
proteina silvestre y monccopia.

Realizamos mediciones de induccidn con etancl al % a 30°C vy
les resultades pueden verse en la figura 35b; se observa que hay
un  incremente de actividad con yespecto &) tiempo de  expesicidn
al etancl gue se mantiene pese & que la sintesis de proteinas
sufre. dafes considerables (figura 3%a}. Esto podria indicar gue
también la proteina de fusidn es estabilizada en condiciones de
choque términcoy, al igual que el 32 (Bross, 1987).

Cuandoe  la fusidn es introducida en una cepa rec A-y 1a
actividad especifica baja coan respecte a una cepa silvestres no
asi su compertamientoe temporal (figura 36).

El pCG27 tiere una Tfusidn inducible poar los  dos  mas
estudiades inductores de la respuesta "heat-shock”: temperatura y
etancl; las desviaciones esténdar de 4 experimentos hechos por
separado se sobreponen en leos valores de induccidns peroc también
puede cohservarse que el calor es el inductor mds potente de la
respuestas siguiéndole el etanol (figura 37).
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Figura 35. La cepa MX&14 (silvestre), fue incubada a 30°C (0 ) en
medio rico hasta fase exponencial temprana. Después de lo cual se
incubdé a 42°C (e ) & se afiadid etancl (5% conc. final) (a).

Se tomaron alicuotas a los tiempos sefalados y se midid 1la
cantidad de proteina por mililitro de cultivo ([Al; -ademas, se
determiné la actividad especifica de @-gal de las mismas
muestras [Bl. Se muestran los promedios de dos experimentos
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Se obtuve una cinética de induccidn muy similar a la
reportada  por Ericksen v cols. en 1987 con una fusidn del gene
complete de rpgH con galactocinasa en un plasmide multicopia
(figura 3ab}.

Sin embargo, la cantidad relativa de f—-gal sintetizada a
42°C/ 30°C es maymr. Segun rnuestros datos. se induce 2.8 wveces a
los 20 minutoe de erposicidn y noe 1.4 veces. como la
galactocinaza.

Dade gue la de Erickson y la nuestra son fusicones con
enzimas diferentess la actividad enzimdtica en valores absclutas
puede wvariar como consecuencia de los cambics de configuracidn
que deben sufrir las enzimas al estar fusionadas con ¢32. Perc es
importante hacer notar que el comportamiento de  induccidn con
respecto al tiempo es muy similar.

Con leos datos de cuantificacidn de o832 con anticuerpos
cbtenidos por Groass en 1987 (figura 19). se observa que la fusidn
no se  incrementa tanto (2.8 veces vs 12 veces) ni en tan poco
tiempo (@0 minutos vs 7 minutos). Conservas £in embargos el
caricter oscilatovic de la induccidn: lo que guiere decir que =i
estdn cperande los sistemas de contiral gue modulan la cantidad
y temporalidad de o032, pevoe no en el mismo grado gque scbre la
proteina silvestre y menccopia.

Realirzames mediciones de induccidn con etancl al S% a 30°C y
los vesultados pueden verse en la figura 39b; =se cbserva que hay
un incremento de actividad con respecto al tiempo de Nposicidn
al etancl gque se mantiene pese a que la sintesis de proteinas
sufre dafos considerables (figura 35a). Esto podria indicar que
tambien la proteina de fusidn es ecstabilizada en condiciones de
chogue tévminco, &l igual que el o3 (Gross. 1987).

Cuanda la fusidn es intrcducida en una cepa rec A-y 1la
actividad especifica baja con respecto a una cepa silvestvrey, neo
asi su compertamiento temperal (Tigura 36).

El pCGE7 tiene una fusidn inducible por los des  mas
estudiados inductores de la respuesta “"heat-shock": temperatura y
etanclsy les desviaciones estiéndar de 4 experimentos hechos por
separadoe se sobreponen en loe valores de induccidns. peroc también
puede cobservarse gque el calor es el inductor méds potente de la
respuesta,s siguiéndole el etanel (figura 37).
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- (Figﬂra
introduje  por transformacidn y se midid actividad de f-gal
.observé - que la actividad basal era ligeramente mencr, .

‘los valeres de actividad especifica eran infericres.

36.
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" Figura  37. Actividédes de la fusidn pCG27.
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No obstante que este plasmido permite estudiar la fisiclogia
de la induccidén de rpeHs tiene una actividad especifica de 0.9
nmeles  ONPG/min/mg  de proteinay cantidad muy pequefa.

Fara aislar mutantes en inducibilidad, se presentan
dificultades en este pldsmidoc: porque no presenta un  fenctipo
facilmente detectable en cajas con Xgal. Unicamente cuando  se
incuba por  tiempos prolongados logra ohservarse el  color  azul
caracteristico.

Se decidid construir entonces una fusidn que no  conservara
amboes extremus del ¢32.

El pMC1403 (Cacsadaban, 1983} es un plasmide derivado de
pBR322, de 10 kb, que tiene clonado parte del operdn lac de E.
celi. FPosee los genes lacY vy lacA completos: lacg tiene una
delecidn del inicic de la traduccidn. Al principic de lacf se
encuentra un sitic de policlonacidn.

Fue construide el pCGR? segun el esquema mostrade en  la
figura 38. El pkVY3 se digirid con las enzimas EcoRfl y Hae III,
fue electroeluido uwun  fragmento de aproximadamente 240 pb  gue
contiene la regidn promoctora de rpoHs 29 amincdcidos del gene
estructural y un fragmentc de 29pb del pBR322 (figura 39).

La ligacidn se llevd a cabe con el pMC1403 digerido con
EcoRI. ¥y Smals después de defoesforilarla. Se transforméd la cepa
M¥X614 y se obtuvieron colomias con un fenotipo ligeramente
inducible a 42¢9C.

La construccidn covrecta fue comprobada  por restriccidn.

La actividad especifica de f—-gal de este nueve pléasmido fue
mil veces mas alta que la del pCG27. Se puede cbservar un aumento
de actividad en respuesta a un incrementc en la temperaturas perc
ne  es coincidente con la cinética reportads ni con la cbtenida
cont el pCGR27 (figura 40).
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Figura 38. Esquema de construccidn de la fusién pCGE?. Se insertd
un fragmento de 240 pb al pMC1403 para tener una proteina que vya
ne  conservara el extremo carboxilo de 032 y scle muy poco de  su
extremc aminc terminal. :



~Eco RI

- Hind 1
- Eco RV
- Barn HI

236 pb

I
29 pb pBR 322
112 pb promotores rpoH

7777
. 99 pb Shine Dalgarno y 26 aa rpoH

Figura 39. Fragmentc de 836 pb insertade en el pCB2a%9.  Contiene
secuencias de pBR322, la regidn promotora de rpeHs su Shine—
Dalgranc y 26 aa del extremc aminc terminal.
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Figura 40. Se muestra la actividad especifica de la fusidn en el
pC62?. Es mucho mas alta que en el pCGR7 y puede cbservarse una
induccidn especifica a los 10 minutecs de incubacidn a 42°C (O ),
también se induce con etancl ( @ )y y la actividad basal a 30°C. A
es elevada. Se muestran datcos de 4 experimentos. A los - 20
minutos a 42°Cy la actividad decrece.
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Se cbserva un  aumentoc drdstice a los 10 minutes de
exposicidn a 42°C,  pero después decrece para volver a aumentar a
loe &0 minutos.

Desde luego, hay mads actividad de f-gal con les inductores
de "heat-shock" que sin ellas, pero el cemportamiento temporal
de la induccicn no es el mismo.

Vale la pena preguntarses por otro lado, si el incremente en
la actividad bacsal de la fusidn se debe a que ya no posee  las
secuencias de rpoH que afectaban la actividad enzimatica en el
pCB27 & si ya no  conserva  los sitiocs de regulacidén
pestraduccional de la proteina ¢32s por lo tantos su vida media
es distinta y tal vez, su activacidn (si ésta existe).

Aralizando el comportamiento de ésta fusidn cabe preguntarse
si el ceontrol  transcripcional gue se ejerce & nivel de los
promotores del geine rpoH es el responsable de la cantidad de
o382 cuandt hay un chogque caldricos o si es un control
traduccicnal o de protedlisis el md&s importante.

La fusidn hecha en el pCG2% puede utilizarcee para estudics
gue involucren el aislamiento de mutantes: su gran actividad
especifica permite que éstas sean féciles de identificar por el
color de las colonias a gue da origen en un medio con Xgal.

Decidimos mutagenizar la regidn promotora y los primeros
amincdcidos de rpoH clonados en el pCGR? segin la estrategia
descrita en la seccidn de materiales y métodos y mostrada en la
figura 41.
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MUTAGENESIS DE L.A REGION REGULADORA DE rpoH EN EL pCGE29

Lo primerc que se realizd fue tratar al pC6E2? con 0.SM  de
hidroxilamina a 75°C durante 30 minutos y transformar a la  cepa
MC1061. Se selecciconarcn las  bacterias que presentaban  un
fenotipo anormal de induccidn en cajas con medic minimo con Xgal
a 309 C vy 42¢C. La=s mutaciocnes alsladas de ézta manera padian
estar en cualquier parte del plasmido, a&asi que se decidid
subclonar el fragmentc de 240 pb que contenia los promctoves vy

_las primevas basecs del gene rpeH cortando con las enzimas Eco RI
y BamHI el plasmide mutado, y ligande con un pMC1403 completamente
silvestre cortado con las mismas enzimas. para aislar <solamente
aguellas mutaciones que estuvieran en la regidn reguladora. Esta
segundea transformacidn se hize en la MXé&l4.

Fueron cseleccionadas 4 mutantes que presentaban wun fenotipo
de actividad muy disminuida y no inducible por  calor; una  de
ellags tenia una ligera induccidn con etancl.

Fueden verse en la figura 42 las actividades enzimiticas de
las cuatiro mutantess que fuesron 1llamadas pCGRY2, pCGR97, pLCGRII2
y pCE2214. Rezalta claramente la muy baja actividad especifica
que presentans comparadas con &1 plismido =ilvestre (de +- 1000 &
S ¢ mencse nmoles de ONFg/min/mg de proteina). Ademds es claro gque
stlc  la mutante pCGE?7 presenta una induccidn con calor superior
a la induccidn con etancl. Las demde han dejado de inducirse por
caloy y sdlo aumentan su activided cuando se trata & las c£lulas
con etanal al S4.

Hay que hacer notar, ademds, que la sintesis basal de #-
galactosidasa, que normalmente se  incrementa al  aumentar la
densidad celular (pCBE27 y pCGE?): no sufre en estas mutantes,
ningun cambic significativeo.

Les  fragmentos de 240 pb fueron clonades en el plésmide pTE
18R, digiriendce €l pMC1403 con Eco RI y Bam HI3; el pTE 18R se
digirid con las mismas enzimas.

Cada fragmente fue secuenciade por el metodo de Sanger
(descrite someramente en la seccidn de materiales y métodos).

Ninguna de las mutantes tenia cambics en la zona de rpoH qQue
secuenciamos (figura 43).
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Figura 41. Estrategia de mutagénesis con hidrexilamina de la =zona
de promotores y primercs amincacidos de rpoH. Se incuba el pCG29
con hidrokilamina y se transforma la cepa MCi061; se seleccionan
mutantes gue son digeridas con EcoRI y BamHI para reconstituir el
fragmente de 240 pb en un pMC1403 que no haya sido mutagenizado.
lLas bacterias resultantes, deben contener mutacicnes en la regidn
de interés.
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Figura 42. Fueron obtenidas 4 mutantes por. tratamiente con

hidoxilamina. Todas tienen una actividad baja comparada con - la
observada en la fusidn silvestre. Sin embargo, es pasible
cbservar una induccidn diferencial de la actividad en respuesta a
calor y etancl S%. (e ) 30°C, ( A ) 42°C, ( O ) etancl S%. Es
observable que cuando aumenta el tiempo de incubacidn a 30°C no

se manifiesta un aumento en la actividad basal, come en el case
de las fusiocnes pCGR7 y pC6G2?. E1 pCGEB es una mutacidn

espontanea.
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EL PLASMIDD pCG28 Y LA CEPA MX1231: LA TRADUCCION DURANTE
UN CHOQUE TERMICO

Surgid  en estos experimesntos mutzcidn esponténess  que
fue secuenciada (figuira 44)y  hellérdoss gue s una Insercidn  de
211 pb. que Jﬁterrump= el coddn 26 del gene rQoH clonado en el
pCE27 vy que tilevie un coddrn sin sentide (UGA)Y, Este plasmido no es
inducible  por chqum calérico, peve si opor stancl (figuras 42 v
4%) .
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EcoRI HindT11
5’ TTCTCATGTTTBACABCTTATCATCGATAAAGCT TGCATTGAAC T TETGGATAAAATCACGET
B 3 0 S B

CTGATARAACAGTGAATGATAACCTCBTTGCTCTTARGCTCTGECACAGTTTGTTGCTACCACTE

EcoRV +1
AAGCGCAGAAGATATCGATTGAGAGGATTTGA ATG ACT GAC AARA ATG CAA AGT TTA

GCT TTA BCC CCA GTT BGC AAC CTG GAT TCC TAC ATC CGG GCA GCT AAC

GCG TGG CCa cca ttt cga ctt cat cct ggt taa acc agc cca gac gct

gct tgg ttt tac gag gtt gaa gaa cag ttt gcg ctg cgec ttt ggt ggt

cgc aac ttt gac gat acg cca gtt acg acg aac gat tcg tgg atc tct

* %
gct ttg atc cag tga acc ggc gaa gga gac cca gge gcoca cac cac  tecg

BamHI
gtg aaa cgg cgc act gct tca cag ggG ATC CTC CAG CAA 37

Figura 44. Fue secuenciada la regidn de contrcl y los primeros
amincacidos de lacZ de la fusidn pCGEB. Esta es una mutacidn
espontanea del pCGB2? hacia una actividad enzimatica baja. La
mutacidn consiste en una insercidn de 211 pb (mostrades aqui  en
letras mintdsculas), que interrumpe el coddn #26 del gene rpgoH
(mestrade en la secuencia sefalada(---). La secuencia muestra que
hay un ceodén dpalo  (%¥#¥) antes de llegar a los amincacidos
iniciales de la f-galactosidasa (....). GSe sefalan los sitics de
restriccién de algunas enzimas importantes para la subclonacidn
del fragmento. También se cbtuve la secuencia de una peqguefia
porcidn del pMC1403 (>>¥).
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Figura .45. E1l pCG28 muestra un aumento de actividad enzimdtica
.cuande -la -bacteria es expuesta al etancls perc no al.. calor.
Si supcnemcs  que - la  induccidn  aparente ‘es por supresién
fenctipica del coddn dpalcy, es obvio que a 42°C no se lleva a
cabe. Datos de tres experimentos independientes.
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El pCG28 es un monitor sencille de usar para medir por
actividad enzimdticas la supresidn fenotipica ccasienada por
distintes agentes. Analirando el comportamiento de este plasmide
mutante, parece que el chogue caldrico no induce errvores en la
lectura del cddigo genédtices ya que no hay aumente de f#-gal
cuando se transfiere de 30 a 42°C.

Gorini et al., en 1947 reportaron el "enmascaramiento
fenctipico” de codones ambar cuando se afadia etanol a un cultive
de bacterias.

El hecho de gue a 42°C no hay supresidn fenctipica es
sugeridce no solamente por el comportamiento del pC628:, que no se
induces sino también por el estudic de una mutante Ambar en rpoH.
Esta cepa fue aislada por Yuwra (1986) y se llama KY1924.

En el labrratorio, fue realizade la siguiente transduccidn:
FLKY1429) & MYX1230 ~-~7Asd+ [tel

para tener la mutacidn rpoHé ern el fondo genético de la MXél4a.
nuestra cepa silvestre. A esta rueva cepa se le llamd MX1231.

La mutacidn ts—6 de Yura es una mutacidn puritual en el
coddn  numero 75 del gene rpeH. Cambia el codén para el
amincdcido glutamina CAG por el coddn &mbar, UAG.

Aunque se ha reportado que las bacterias con una delecidn de
rpeH noe pueden viviv a temperaturas supericres a 19°C, 1la MX1i231
crece igual que una silvestre a 30°C. Sin embargo. cuando se ha
crecide hasta fase exponencial temprana y se le da un  chogue
caldirico a 42°C, la cepa sufre lisis celular dos horas  después
del cambic de temperatura (figura 4é6).

Cuando se anade etancl, no hay lisis celular,
presumiblemerte porque el ceddn ambar es suprimideo
fenctipicamente:, de la misma manera como ocuvyve la supresidn del
coddn dpale en el pCG28.

Aparentementes hay suficiente supresidn fenotipica a 30°C
coemee  para permitiv gue la MX1231 sobreviva vy para detectar
actividad de @-gal en el pCB2EB. Sin embarge, a 42°C es evidente
que ne hay supresidn del coddn dpalo (baja actividad de f-gal)
y no hay ¢32 para gue la mutante evite la lisis.
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Figura 446. Cuandc una cepa con un coddn &mbar en rpoH (MX1231) es
expuesta al calory, sufre lisis celular a las dos horas del cambico
de temperatura. No asi con etancl en varias concentraciocnes. Se
muestran curvas de crecimiento y la flecha indica cuandc @ se
pasaron de 30° a 42°C las bacterias ¢ cuandc se afadid etancl.

116



COMPLEMENTACION DE LA MX1231

Esta mutante no es complementada por el plésmido phV3
(figura 47).

Cuando se transforma la cepa MX1231 con el pléasmide pkV3. en
medic LE con ampicilina a 30°C crece igual que una cepsa
silvestre. A pesar de tener clonade en multicopia el gene para el
32y un gene que es expresade ( por lo mencs se produce meENsSajevo
y las fusicnes en &l se expresan)., la bacteria sufre lisis
celular después de dos horas a 428°C, como st no le tuviera. Estos
resultados no son iguales a los reportades por Yura en 1985.  La
forma en que estos investigadores midieron complementacidn  fue
por cuents viable a 30°C después de un choque de una hora a 42°C;
nesctroes  realizamos una curva de crecimiente y  al  parecer. a
large plazos el ¢ 32 sintetizado a partir del plésmide no puede
contendey con el aumento en la temperatuwra.

Una bacteria silvestre (MX614) no sufre ninguna alteracidn
aparente por la presencia del plasmidc.

Comee el pEVM3 no lleva tods la vregidn reguladora del gene
rpeH (recordemeos que falta el promotor més  lejanc), podria
pensarse que el promotoer 1 juega un papel esencial en la sintesis
de o232 ys por tantoe, en la respuesta al calor. Fero también es
pesible  que la mutacidn cyomosomsl ses dominante sobre sl gene
silvestre.

Fueron clonsdos los des genes completos.  tanto el de  1a
MX&14 como el de la MYX1I231.

La clonscidn =se realizd utilizande el mapa fisice del
cromesoma de E.  goli publicado por Kohara et xl, en 1982. Estan
mapeados los sitios de 6 enzimas de restriccidn en tode el cromosoma
de la bacteria, asi gque pudimos lecalizar un fragmento de 10 kb
que contiene todo el gene rpoH.  parte del gene ftsX y todo
el gene livJ.

Este fragmentc se obtiene &1 digerir todo el DNA cromosomal
con la enzima Eco RI. Decidimos clonarle en el sitio Ece RI del
pTZ 18R.

Frimercs se e:dtrajo DNA cromoscomal de las cepas MXél4 vy
MX1231s ‘que fue digerido con EcoRI.La digestidn se corvid en un
gel  de agarcsa al 1% junto conm un marcador de pesce  molecular.
Fueron electroeluides los fragmerntes gue tenian un tamadc de 8 vy
11 kb.
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Figura 47. Curvas de crecimiento de las cepas MX414 (48.1) y de
la MX1231 (48.2). Crecidas a 30°C (graficas del lado derecho) 6 a
42°C (graficas del lado izquierdo) hasta 1la fase exponencial
temprana, donde el cultivo fue dividido en dos partes: una que
ciguié creciendo a 30°C (~) y otra que se incubd a 42°C (-~--).
Los precultivos se incubaron a 30 o 42 segun el experimento y el

- cambio de temperatura estd sefaladeo por la flecha negra.

Se analizaron cepas sin transformar (A), transformadas con el
pBR322 (B) y transformadas con el pKV3 (C). Ndtese que la mutante
MX1231 sufre una lisis después del choque pero crecen revertantes
¢ supresoras que son termorresistentes.

El pKV3 no complementa la mutacidn, no conoccemos la
naturaleza de la dominancia del fenctipo mutante scbre el
silvestre.
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Fete DNA se liad con pTZ 18R digevido con la misma enzima y
defosforilado con BAF. Se trancsformd la cepa IJM103, seleccionando
las colonias blancas Amp v en medic con Xgal, a 30°C,

Fueron obtenidas  alrededor de 1,000 colonias blancas  por
cada minibhiblicteca. Las transformantes se agruparvon en conjuntos
de 10 colonias cada une y se hicieron extracciones de plasmido
(minipireps).

Los plasmideos se gotearon en nitrecelulosa vy se realizd una
hibridacidn DNA-DMA (Scouthern 1975) utilizando come zonda el fragmento
Hind III- Fva IT del pkVY3. En la figura 48z se muestra un filtro
representative con muestras de plidsmides de las  minibiblictecas.

Fueron s=sleccionados 2 lotes pesitivos y se extrajo pliasmide
nuevamente para vepetir la hibridacidn que e oheerva en la figura
48b. En un gel de agarocsa. eéstos pldsmideos muestran un gran
tamafic: alin no han =ido digevidos.

Se  tranmsformaron lac cepas MX614 v MN1231 con leos plasmidos
gue llsven el gene rpob silvestre (pRFOHIY v mutante (pRFOH2);
fuercn perchadas en LB con ampicilina & 30°C y  42°C. Los
resultades se encuentran en la tabla YI1IL.

CRECIMIENTO
CEFA FLASMIDO 30°C agsc
MYX&14 + »
Myi1@31 + -
MYX614 pEva + +
MY 1231 pky3 + -
MX&14 PRFOH1 + +-
Myigat pRPDHL + -
MY&14 pREOHZ + o
MX 1231 pREOHE + -
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Figura 48. A) Se construyeron minibiblictecas con les fragmentos
de 8-11 kb del genoma total de la MX614 y la MX1231 digerides con
la enzima EcoRI. Para detectar las transformantes que llevaran
el gene rpoH complete, se realizd una hibridacidn Southern de
lotes de 10 transformantes cada unc.

B) Cuando se hubiercn identificado lotes positives, se repitid la
hibridacidn para encontrar clonas individuales con los plésmidos
deseades. Se obtuvieron los plasmidos pRPOHI, con el gene
silvestre y el pRPOH2, con el mutante.
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Esta  parece indicar que l& mutacidn que tiene la MX1231 es
dominante scbre el gene silvestre, adn cuande presumiblemente se
encuentre completeo.

Cabe hacer noter que la cepa MYX614 conm el pldsmideo silvestre
ne crece muy bier a 42°C: no conccemos el efecto que pusda tener
rped en multicepisa con todes sus promotores funicionsles clonados.

Decidimos probar =i la mutacidn era dominante también sobre
una scla copia del geve rpeHs intreduciendoc por conjugacidn wee F7
con la regidn del minuwto 76 del cromosom:z.

La cepa KL708 lleva un episcoma (KLF41) que entre otros,
lleva los genes rpoH y argB. Fara estar seguros de que el eplsoma
se encuentra en las cepas transconjugantes, se utilizan cepas
Arg—,s &Ti el epifome complements la mutacidn dande el fenctipo
Arg+.

Se construyeron leos deirivados amglb de la MX&14 y la MX1I231.

I3

A partir de la ceps MXP71 (z20gB) s&  pueden construir
haciendo Ja sigulente transduccidn negativas

F1 (MX?71) x MX1231 —-——— > Arg—s [ts]

Fara evitar este pase. se decidid realizar las siguientes
tranzducciones:

F1 (CAGIR153) u MX97) ——-—-- Y Tet v [Arg-1 (MX10§64)

F1MX1084) » MX1831 ~---) Tet r [Arg-, tsl (MX1301)

Después se hize la siguiente conjugacidn:
EL708 2 MX1301 -——---— > Arg+ts Tet v [30°C1
EL708 x MX1084 ———-——— > Arg+s Tet y [(30°0]
Cuande las exconjugantes se parcharon & 30° vy  42°C,  todas

resultaron  ser  termosensibles. Los comtroles de las cepas  sin
conjugars eran Arg—y perc termosensibles también.
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N sabemos cual sea la relacién entre la rvesistencia a
tetraciclina y la termecsensibilidad, pero es un evento altamente |
reproducible, incluse con cepas que tienen un TniQ insevrtado en
ctras partes del cromosoma.

A la fecha, se realizan loe preparativoes para realizar la

transduccidn negativa sefalada antericrmente y peoder efectuar la
conjugacidn.
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DISCUSTIONRN

lLa variedad de tratamientes coeme un incremente en  la
temperatura, etancl. infeccidn por fages vy otvros gque inducen la
expresiém de las proteinas de "heat-shock sugiere que es posible
disparar la respuesta por dicstintos mecanismeos, resultandoc en una
transcripeoidn incrementade de une o més promotores de wpod.

Este efecte es observable en exnperimentos de DMNorthern vy
mapece por 81. yrpoH es una unidad transcripcional como bhay pocas

1) E1l promoter 1 (F1) y el promotor 4 (F4) se  transcriben

por 70 in vitre; ne asi el prometor 3 (F3) (Evickscen et al. 1987).

2) Después de un z2umento en la temperatwa, el nivel de
tramscrite se incrementa con P2 y P3 aumenténdese mucho maés gque
los atros (Evickson et al, 1987).

3) La proteiva Dna A que estd involucradea en indiciacidn de
replicacidn del DNA regules le expresidn de F3 y F4 {(Wang et al.s
1789) .

La transcripcidn diferencial de los genes es, como Y&
revisamosy  una de las estrategias mds utilizadas pava regular =u
expresidyr. Sin embargos no es la Unica.

Al comstruiv fusicnes genéticas rpodH:isl utilizando los
bacteridfagos AplacMu, ocbtuvimeos dos fusiones que se comportaban
de manera distinta en cuante & su zctividad especifics. Esto fue
explicado suponiendo que las fusicones s enconbtrabarn & distintos
niveles del gene y que la enzima tenia conformaciones diferentes.
Sin embargeo, tambidn eran distintas en su induccidén tempoval.

Com la fusidn en el pCGBER7. que tiene intervenido el gene
rpoH con el gene lacZ construimos una proteina que conserva tanto
el extremo amino come &l o carborile de o32. Ls actividad
especifica es btaja y suponemos que se debe a la configuracidn del

la

pelipéptide hibrideo. Este plésmido tiene unma induccidn maxima a los
20 minwtos de exposicidn a los inductores de la rvespuesta caldricas

&l igual que la fusidn AplagMu B.

Liberada del! extremo carbexilo perce conservando el extremo
amina (26 aa)y la fusidn en el pCG2? tiene una encrme actividad
especifica  peroc wun m&ximo de induccidn &l misme tiempo que la
A plachMu 2 (10 mivutos).
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Si  las fusiocnes pCGR7 y pCGE? difirieran en su actividad
enzimdtica perc fueran iguales er su cinética de induccidn,
podria pensarse gque estd cperandoe el contrel transcripcional del gene.
porque ambas fusiones estdn bajo el control de la misma regidn
regulatoria.

Fero wno solo son distintas en cuanito & su actividad, sino
que también evn su induccidn temporal. Esto puede indicar que en
el contrel de la cantidad de o032 pueden intervenir secuencias de
la propia proteina. alterando, por ejemploy su vida media.

Mientras muchos genes de E. coli se vegulan a niveles
transcripeionales vy  traduccicnales, muchas de las proteinas
hechas come resultade de esa induccidn y represidn sen por  si
mismas estables (Mostellers, R. D.,1980: FPines 19270) y solo se
plerden en la célula por dilucidn durante el crecimiento celular.

Un pequedco grupo de proteinas, sin embarges 1) pueden ser
degradadas m&s rapidamerite bajoe ciertas civcunstancias o 2)  son
inestables por naturaleza (con vidas medias infericreszs &l tiempo
de doeblaje de las célula). En el primer casc, la regulacidn de la
degradacidn puede ser un  buen “switch" regulatoric para la
célula. En el segundoe casco, el alto nivel de recambic
censtitutive indica que  la regulacidn a nivel de. la sintesis
puede cambiar vipidamente los niveles de proteina .

Estas dos pesibilidades no son excluyentes: las proteinas
ineztables pueden ser estabilizadas en ciertas condiciones.

El gene lon cedifica péra una proteina de choque  térmico
cuya expresidn aumenta s 42°C. Las células que no inducen "heat-
shock” son deficientes en protedlisis.

El hallazge de que el producto de rpoH es poy  si mismo
inestable =sugiere que esa inestabilidad puede ayudar a limitar
las cantidades funcicnales de RpoH.

El o332 no se estabiliza en mutantes Lon—s lo que indica que
su pretedlisis debe estar mediada pory una proteasa diferente.

Se piensa que el chogue caldrvicoe puede induciv  ademas de

Lovis cotras proteasas, una de las cuales debe ser la encargada de
degradar al « 32.
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Las secuencias de rpeH unidas a f-gal podrian cambiar la
estructura tridimensicnal de tal manera gue la fusidn fuera mads o©
menrs  sensible a la proteasa especifica de o32. 81 esto fuera
ciertoc, edistiria wun sistema de proteasas que también fuera
inducide diferencialmente: una & los 10 minutes, que fuera la
encargada de degradar a la fusidn del pCBR?: para que no siguiersa
aumentandes y otra a los 20 minutos, encargada de degradar a la
fusidn pCGR7.

Estas protessas deberian  tener wuns  induccidn periddica
también, dado que Bl pCB2R7 aumenta de nueve a los &9 minutos, al
igual que el pCG=2?.

De ser verdad lo antericrs une de los blancos de  los
inducteres de la respuesta pudiera ser este sistema protecliticos
Yy la cantidad de ¢32 en condicicones normales dentro de la célula
seria modulado por wna degradacidn eficiente en ciertes tiempos
criticos.

Un tercer mecanismo que podris intervenir en la cantided de
c32 dentre de la célula podria actuar & nivel de la traduccidn.

Loes mensajercs producides provenientes de  los distintos
promotores,  podrian ser diferencialmente traducidos en cascs de
estrés. Lo anterior estaris mediade por las secuencies lider de
los  mRNAs: recordemos quey  por ejemplo el P1 lleva una regidn
lider de peor lo mencs 200 pb con uns  estructura  prebable de
tallo—asa (ver imtroduccidn). For otro ladoy muches inductores
de la respuesste actdean & nivel de ls traduccidn: analecgos  de
amincacidos, puromicina, etancl. etc.y pueden afectar la
Tidelidad: prebablements también puedan modificar &1 ritosoma
para traducir preferencialmerte algunes mensajercs.

El interés en lo anterior nos. llevd a la mutagénesis  con
hidroxilamina de la fu=sidn pCBG2? para encontrar mutantes
afectadas en  inducibilidad v caracterizar el esitic donde se
encontraban.

No obtuvimos ninguna mutacidn en la regidn de rpoHs pero las
mutantes {(que deben estar en alguna parte de la zena estructural
de  la  f-gelactosidasa) tienen. un fencotipe de inducibilidad
diferencial: por lo mencs con etanol vy calor.
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El hecho de que mutacicries en una regidn estructural
parezcan afectadas en su regulacidn nos hace pensar que tal ve:
la parte amine terminal del o32 tiene algun papel en la
regulacidn temporal de la respuasta.

El wivel traduccional de control de la respuesta noe  esté
bien concocido en generaly ni descrito para 032 en particular.

Trabajo con  la mutante MX1E831, con un coddn ambar en el
amincdcido 75 de rpoH vy con el pCG28: una fusidn f-gal con  un
coddén dpale, hacen relexicnar scobre el papel gue jusga el aparate
traducciconal en la respuesta al etancl, por ejemplo.

Independientemente de lo que el sclvente haga a nivel
membranal, tiene un blanco cobservable en la estructura ribosamal,
dando como consecuencia que baje la fidelidad de la lectura del
céddige genético.

For otro  lado, dadas las dimensiones del ribosoms y  los
coemplejos  agregados que forma  para  traducir  (polisomas)y  un
cambio en la temperetwra podria ser sensado por él. Al parecer
(ver grafica co la acltividad del pCG28), el chogue térmice no
proveca infidelidad de lecturs del cddigo. El etancl. =i lo hace.

S1 un cambic en la temperatwra modifica el arregloc de  los
ribosomass no es relajande &) sistema. pero puede hacerlo de
atras maneras, por  ejempleos las bacterias sensibles a
tetraciclina en presencia de dosis muy bajas del antibidtico (2-5
ug/ml)  son mids cencibles = 42°C gue a 30°C {(datos no mostrados).
Desafortunadamentes probeyr gue la maguinaria  traduccional es
blanco directo del chogue caldricoe no es sencillos ya que los
antibidticos y solventes que lo afectany, actdan también a nivel de
membrana plasmadticas [ schre algurnas vias metabdlicas
directamente.

LA SERAL INTRACELULAR DE LA RESFUESTA.

El pensar que una proteina especifica pudiera ser la sefal
para aumentar la cantidad de ¢32 es factibles, dado gue la fusidn
multicopia no ez inducible a los mismos niveles que la proteina o
32 medida por aticuerpeos especificos. Se puede suponer que. se
estd titulande una proteina responsable de la induccidn de rpeH.
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Fara estudiar esta posibilidads las fusiones rpoH::lac?
censtruidas serian utiles porque podria intentarse una
mutagénesis generalizada de la bacteria que afectara la sintesis
de f-gal. Seria facilmente detectable por crecimiento en cajas
con  X-gal. El usc futwo de las fusicones genéticas  abriré

seguramente nuevas interrogantes.

Vale la perna sefalar que durante la redaccidn de esta tesis.
Warng v Kaguwni, (198%9) publicarcn un estudic donde se reporta  la
purificacidn de una nueva holocenzima de la RNA polimerasa; esta
especie molecular tiene unida una nueva subunidad sigma de un
pesc molecular de 24,000 d. Esta pedria ser la proteina que
estamos titulande cuande se introduce un plésmido multicopia.

La subunidad ¢ 24 es capazr de unirse a la RNA polimerass e
iniciar la transcripcidn a partir del promotor 3 del gene rpoH de
una manera especifica. Si recordamos que el F3 ee inducible selo
cuande la bacteria es incubada a 42°C v después de 10 mirutocs: es
sencillc darse cuenta de la importancia del hallazgo.

Cont 1z descripcidn de este nuevo o, vuelve a tomearse el
contrel  transcripcional  come une de los mas importantes en  la
induccidn del gene.

Sin embarges nuestros dateos y los de Magai (1989) apoyan la
idea de que secuencias dentro de la propia proteina  pueden

regular  la cantidad de o32 funcional dentro de la célula. La
induccidn & nivel de una traduccidn diferencial o méds rapida, de una
estabiliracidn de  la proteina o incluso de una activacidn del

pelipéptide podiria explicar que la induccidn Tuera tan inmediata
después de un chogque calédrico.

Se aprecia que la regulacidn del ¢ 32 es mucho mds compleja
de lo gue se puede pensar. No es extrafos vya gue se trata de un
polipéptide que debe ser blanco de muchas seRales. Un gene que
modifica su actividad por superemrcllamiento, dependiendce de una
proteina que controla la divisidn celular, que se induce con la
respuesta estrictas del cual son gintetizades 4 mensajercs  con
regiones lideres gue van desde ? hasta 200 pb . cuyva proteivna es
especificamente estabilizada & alta temperaturas vy adem&s tiene
una subunidad =sigme especifica para wno de sus  promotores. nes
estd mostrande que hay suficientes purtos doende pueden actuar
cada une de leos o inductores afectandeo de manera distinta la
concentracidn efectiva de ¢32 e inducivr, por tantos la respuesta
caldrica.
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Un sistema come el descrito coloca a la sefdal intracelular
come distinta segin el estimulc ambiental, el blancoe puede ser
cualquier nivel que afecte s plazco largoy medic o corte 1la
cantidad de @32 en la bacteria.

Trabs jo muy interesante seria el encontrar mutantes
afectadas en la&a respuesta & un sclo agente inductor. Tel vez: las
mutaciones no se encuentren en la regidn regulatoria  (como
sucedid con las mutantes alsaladas en este trabajo), perce podria
caracterizarse el sitico donde estuvieran para dar mayor
informacidn respectc a1 mecanismo de regulacidn.
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CRONDLOBIA DE LA RESFUESTA CALORICA EN E. coli

1963. Ritossa describe que en respuesta a un cambic de
temperatura (de 25 & 38°C) hay una formacidn de puffs en ciertas
zonas especificas de loes cromosomas  politénicos de D.

melancgaster.» los correlacicna con una sintesis incrementada de

RNA.

1969. Eridges descubre que &l calentar el &cido
descxirribonucleice cambia su densidad igualmente que con
radiacidn ultravicleta.

1974. Tissiéres y cols. describen la induccidn de proteinas
especificas en respuesta al heat-shock en D. melancgaster.

1975. Una mutacidn temcosensible (k1é65) que afectaba la sintesis
de muchas proteinas de E. colis es descrita por Cooper y
Ruettinger; el que una sola mutacidn ccasionara que dejaran de

wpresarse tantas proteinas daba indicics de que el gene mutado
tenia un efecto pleictrdpico.

1980. Hightower demuestra que en cultive de tejidos animales la
respuesta al calor es igual a la cbservada cuando se aladian
andlogoes de amincicidos y puromicina.

1980. Haciende geles tipo O°Farrel se descubre que hay una
sintesis de proteinas especificas en E. coli en respuesta a un
cambic de temperatura, Yamamcri y  Yuras en ese

mismo  estudic.  dan evidencia del control transcripcional de la
induccidn e identifican algunas proteinas.

1981. Complementandc  con un banco gendmico & la mutante k165 de
Cooper Yy Ruettinger., Neidhardt y Yan Bogelen
describen un gene que codifica para el regulador positivo de las
proeteinas . inducibles por caler. Se le denomina hipR por las
iniciales en inglés de high temperatwe protein.

1982. Minton y colaboradeores describen una estabilizacidn de
proteinas  inestables in vitreo cuando sen incubadas en presencia

de las proteinas de heat-shocky, es el primer- indicic de su
posible funcidn en la célula.
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i98e. Di Domenicc y coclaboraderes, estudiando el fendmenc en D,
melancgastery, encuentran que la respuesta al calor estd regulada
a nivel ftranscripcional y postranscripecional. Se utiliza por
primera ve:x el términc de "heat-shock response” y las proteinas

inducidas son llamadas HSF’s.

1982. Yamamori Y Yur-a lecalizan la mutacidn 116G
entre los minutes 63 y 76 del cromosoma bacterianci demuestran la
correlacidn entre el aumento del mRNA y la proteina GroE inducida
pour calor; lecalizan en un gel de deble dimensidn al producto del
gene hipR y demuestran que la exposicidn de las bacterias a 42°C
tiene un efecto protector contra la muerte por calor.a S5°C.

1983. Neidhardt en geles de doble dimensidn identifica

Yy nombi-a a 13 polipeptidos producides especificamente a
temperatura alta. Se define el reguldn HTP en E. cgli. Clona el
gene hipR. 1lo expresa y es calculado un tamafic de 33 000 d para
la proteina codificada por &ste (F33.4).

1983. Hall propone llamar a las proteinas de  "heat-
shock" simplemente proteinas de estrés, ya que en los estudios
que realizas hay una gran cantidad de compuestos que inducen la
respuesta ademids del calor. Esta idea se generalizd pronte.

1983. Smith y Neidhardt proponen el término

de estimulén para definir los genes inducibles por un estimulo
ambiental determivmado: en un trabajo con proteimnas inducibles por
aercbiesis y anaercbicsis.

1983. Lee y colaboradoves proponen que moléculas pequefas como

nucledtidos tetrafosfatados pueden funcionar come alarmones del
sistema HTF y de ctvros que pudieran involucrar la formacién de
radicales libres.

1983. Tilly y cocls. encuentran que el producto del gene dnak es
un regulador negative de la respuesta al calor en E. coli.

1984, Grossman y cels., prueban que el producto del gene
htpR es un factor o .con un pesco molecular de 32 000 ds el cual,
al unirse & la enzima RNA polimerasas le da una nueva

especificidad: reconoce los promotores de los cperones HTF. No se
sabe si la induccidn de la respuesta se deba a una activacidn de
la .proteina sintetizada dentro de la célula en condiciones
normales.

1984. Tobe y cols. describen el aislamientoc de una bateria

de mutantes afectadas en la induccidn de las proteinas de choque
caldrico en E. ¢pli. Algunas estdn afectadas en la sintesis del
o 32.
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1984. Kruger v Walker demuestran que tantoe groE

coame dnak se inducen por radiacidn ultavicleta y &cido nalidixico
usando una via dependiente de hipR. Se inicia el estudic de una
larga 1lista de inductores de la respuesta HTF en sistemas
procarictes.

1984.Landick et al. secuencian el gene hipR encontrando encrane
hemelagia con el ¢ 70, el ¢ 32 conserva los deminios necesarics
para reconccer a la RNA polimerasa y a les promotores de les
cperones HTP. Tiene en su regidn reguladoras un conjunto de siete
secuencias posibles promoetoras para o 70. Con este trabajo, 1la
respuesta a la pregunta del mecanismo de induccidn parece recaer
en ‘el estudic de la expresidn diferencial de los promctores del
gene.

1985. Se describe la regulacidn genética por oxigenc en
Salmonella thyphimuriuns los radicales libres se propoenen  come

posibles alarmones. Stranch y cols.

1985,  Se obtiene la secuencia consensco de los promotores HTF; el
recién descrito factor ¢ reconcce la secuencia TNTEONCcCTTGAAR en
la posicidn de -35 y CCCCATtTa en ~-10. Segun Cowings el o« 38
reconcce casi exclusivamente la regidn de -10.

1988. Grossman Yy Gross prueban la primera
interaccidry entre dos sistemas globales de regulacidn: la
respuesta estricta induce la expiresidn e las proteinas HTP.

1285 Un inductor més se anade a la lista y se trata de un efecto
metabdlico importante: la produccidn de proteinas anormales en E.
coli dispara la respuesta al calor. Goft et al.

1985. Una proteina del requldn HTP estd codificada por el
genoma mitccondrial de plantas supericres y tiene homcleogia con

respuesta a lo large de la escala finogengtica. Sinibaldi, R. M.

1984. Como un primer intento de estudiar la regulacidn del gene
htpR (cpoH) . Tilly et al. realizaron cinéticas de induccidn

del mRNA del o« 32. Describieron que existian dos mensajeros del
gene pero gque, en generals la expresidn era constitutitva.
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1286, En Tetrabhymena termophylus se descubre gue una proteina de

cheque caldrico se une & los ribosomas (Mo Mullin. et &1, La relacidn

entre la respuesta estricta v el chogue térmice descrits
antericrmente, parece  tener como sustrate fisico cambics en el
aparato traduccional . Hasta ahoray aun  no se demustra

definitivamente la existencia de ninguna proteina  ascociada =2
riboscosmas durante la induccidn dekl reguldn HTF en E. cgolis
aungue OGroEL se purificaba precipitande riboscomas (Subramanians
et al., 1974).

1986. Hloom y cols. llevan a cabo la primera sintesis 1in
vitre de aRMA de cuatro proeteinas de chogue térmico con la  RNA

polimerasa y el o¢32 puwrificado.

1986. Wada encuentra que la replicacidn del plasmide F
depende del ¢32. El papel de ésta proteina en condiciones de no
induccidn parece ser importante para algunas funclones celulares.

1986. Crickmore Y Salmond encuentran que el

gene rpoH estd inmediztamente después vy con la misma direccidn
de transcripcidn de un operdn involucrade en divisidn celular.
Hasta shoras no se ha demostrado que baya una continuidad en  la
trascripeidn de los genes del cperdn fis con cpoH.

19864. Aliabadi vy cols. insertan Mudi{fAplac) en el

cromesoms  de Salmonells thyphymurium defintendo los componentes
del ecstimuldn regulade por oxigenc. La estrategia de fusiones con
ff~galactosidasa comienza a ser utilizada en el estudic de los

regulones.

1986. Fovasw et al. encuentran que en mamiferc. deos
proteinas inducibles por calor se unen especificamente & actina.
Existe i pensamisnte generalizado de que  las proteinas

inducibles con alta temperatura tienen funcicrhmes muty variadss
para manterner la integridad celular.

1986. Mc. Mullin demuestra que la proteina de "heat shock”
que s& wwEe a los ribosomas de Tetrahvmena temophylus tiene

capacidad de fosforilar otras proteinas.

1986. Morgan  y  Ames demuestran el segundo

ejemplo de sobrelapamiente entre dos regulones: ésta vex las
proteinas  inducibles por caleor y las inducibles por perdxido de
hidrdégence. Los radicales libres vuelven & presentarse como
alarmones.: pero no hay pruebas contundentes como para  ublcarles
come Unices inductores intracelulares de la respuesta.
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1987. Yanco, Imai y Yura utilizan por primera

vezr fusiones f-galactosidasa con genes del reguldén HTF para
estudiar su expresidn. Son fuisones monccopia con dnak vy greg.
Demuestran que la actividad de f-gal se ve incrementada con calor
y etancl 3-6% en una via rpoH dependiente.

1987. Wiedervrecht por medic de una columna de sefarcsa a la

que se le conjugd una secuencia de DNA consensco de o« 32, logrd
puwrificar el factor de transcripcidn para "heat-shock®” (HTSF), de
D. melancgaster y S. cerevisiae demostvande gue eran iguales en
tamaze y afinidad por la resina. El que en oarganismcs  tan
diferentes e observara tantc parecido entree los HTSF hablaba de
la enorme conservacidn de la respuesta.

1987. Comc tedas las mutaciones que afectaban la sintecis
genralizada de las proteinas del reguldn HTP estaban localizadas
ernn el gene rpeH. Yy e habia demostrado gue un aumento del ¢32 era
equivalente a un aumento en las proteinas de choque caldricos la
atencidn de los princpales grupos de investigacidn se enfocd a
estudiar la regulacidn del propic o32. Asi, en mayo y junioc de
1987 apareciercn dos  articules: el primere de Fujita e
Ishihama donde describian dos mensajercs del gene rpoH: el
provenicente del promotor #25 el mis cercanc al gene estructural,
era especificamente inducido cuando se daba un cambio de 30°C a
429C a un cultive de bacterias. En nuestro laboraterics los datos
con  experimentes  tipe  Northern indicaban que eran cuatre los
mensajereos del genes el segunde se inducia con caler a los die:z
minuteos de exposicidn & 42°C, El segundo articules publicado por
Evickson et al., hacia un mapec por 51 de la regidn de control

del gene rpoH. Erans en efectos 4 mensajeros. Fueron localizados
los sities de origen para cada uno  ys con fusiones con
galactocinasa demostraren que 3 eran constitutives vy une

inducible a 43.5°C. Fostulan un control postraducciconal del gene.

1987. Shearer demuestra que las proteinas de chogue
. caldrico inducen transicicones de micelic a levadura en
Histoplasma capsulatum; la respuesta estd relaciconada entonces

con aspectos importantes en diferenciacidn y morfogénesis.

1987. Eradwell Y Craig encuentran que una
proteina de chogque caldédrice eucariota (de D. melancpgaster)s con
pesc melecular de 83 000 d es igual a una proteina del  reguldn

HTF de E. coli codificada por el gene hipG.
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1987. Straus et al.. pensando en un centrol
postraduccienal de la proteina ¢32 miden la vida media de ése
polipéptido a 30°C y a 42°C, encentrande que durante el choque de
temperatura el ¢32 pasa de una vida media de 1 min (30°) §
min(4a2°). Evidentemente, la proteina estd siendo estabilizada o
deja de ser degradada. Hay S0 moléculas por célula a 30° y 3 000
moléculas por célula a 42°C.

1987. Davis encuentra otro ejemplo de diferenciacidn
celular ligade & la expresidn de proteinas de choque térmiceo:
Irypancsoma cruzi se diferencia cuando es sometido & un cambio de

temperatura, dentro del hugsped homectermo.

1988. Tiempe ha que se habian reconccide las proteinas de "heat-
shock" en parasites vy su homologia con las proteinas HSF en
mamifercos vy procarictas. Agabian publica una revisidn
scbre el naciente campo del chogque caldrice en pardsitos y sobre
las pocsibles preguntas por  contestar. A pesar de que las
proteinas caorrespondientes al regulén estan encrmemente
censervadas, también son terriblemente inmunogénicas.

1988. Estudics hechos paor Deshaies y cols. demuestran el
papel de la HSP70 (hemdloge al producto de dnak en E. cgli)s en
la translceccacidn de proteinas a travéds de membrana mitecondrial y

de membrana liscsomal. Aparentemente, HSP 70 preotege al
polipéptide de la protedlisis hasta que ha cruzadoe la membrana.
El papel de "chaperonas" en las proteinas del vegulén parece
mucho ma&s clare que en 1982, con  Kenneth W. Minton. La
explicacidn es aceptada para Dnak en E. coli. peroc noe se ha

demostrado contundentemente.

1980. Young reporta que las proteinas homdlegas a Dnak oy
GroE en E. coli son blances inmunclégicos muy fuertes en lepra vy
tuberculesis. Ademas de representar un dato importante para el
estudioc de la relacidn huésped—-parasitoy es cada vez mds evidente
que la respuesta &l calor y sus proteinas son probablemente  las
mas conservadas a lo largo de la escala filogenética.

1988, Hemmingsen estudia y compara las proteinas GroE de

E. coli vy de plantas. Las proteinas son estructuralemnte casi
idénticas y en los dos organismos estédn  involucradas en el
correcte ensamble de proteinas cligeméricas. GQueda demostrado el
papel de "chaperona" de GroE.

1948. Schevrer describe que mutaciones en hipAs un gene gue

suprime los efectos letales de la inhibicidn de la sintesis de
peptidoglicanc, y que también suprime la letalidad en cepas mutantes
en rpeH de E. celi.
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1988. Se aislan y caracterizan mutantes que han perdido el o338,
son incapaces de crecer a mas de 20°C, tienen serios defectos en
su merfologias ne hay transcripcidn de los genes hipGs groESL ¢

dnaklJs aungue algunas proteinas si se producen en las mutantes,
asi que se propone que debe haber mecanismos adicionales que
controlen las proteinas inducibles por caleor. Zhou et. al.

1988. Skelly propone una interaccidn entre la proteina Dnak
con la RNA polimerasa ya que un anticuerpe peliclonal contra o32
reacciona con Dnakl y con preparaciones de RNA pol con o70 ¢ o32.

1988. Keller et al.:» haciende estudics de protedlisis en
cepas silvestres, lon- y dnalli=- proponen gue:

1) Dnak tiene actividad proteclitica distinta a
la proteasa lony o bien

2) Dnak: tiene 1la capacidad de disgregar
complejos macromcleculares que precipitan cuando  las  proteinas
tienen una conformacidn aberrante y consigue asi exponerlos a la
accidn de proteasas.

1988. Se caracteriza el gene para el factor de transcripcidn de
genes de choque caldrice en levadura, Es un solc gene que da
origen a una proteins de 93,218 daltones. Se une &l DNA de  E.
coli en leos promotores de "heat-shock". Scrger, et al.

1988. Se nombra HSF—-1 &1 factor de transcripcidn para choque
térmicao en levaduras se demuestra gque exhibe una fosforilacidn
dependiente de temperatura. Wiederrecht, et al.,

1988. Liberek et a&l. estudian el papel de Dnak y DnaJ en la
iniciacidn de la replicacidn del fagoe lambda. Se propone. un
elegante modelo de interaccion de éstas proteinas.

1988. Se relacionan 3 sistemas de regulacidn global.

Jenkins et al. encuentran que las células que crecen en glucosa o
nitrdgenc limitante quedan protegidas contra cambios de
temperatura ¢ perdxide de hidrdgenc.

1988 Lee et

al. describen gue Tsry un receptor de serina vy
repelentes en E

. Celi también funciona como termorreceptor.

1989. Bhriain describe que hay un scbrelapamiento de las
respuestas a choque osmética y anaerdbico, menciona el
superenrrollamiente de  DNA como respoensable de la regulacidn
coordinada de la ewpresidn genética.
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1989. EBukaw analiza mutantes que tienen una delecidn en
dnakl y da un papel fisicldgicoe a 30°C para ésta proteina.

198%9. Mattews y Niedhardt intentan aclarar

alguncs eventos bicgquimicos que ccwrren en las células sometidas
a un cheque caldrico. Descubren que existe un alto catabolismo de
serina ascciade al "heat-sheck™.

198%9. Ueshima et al. demuestran que el superenrrcllamiente
del DNA afecta la inducibilidad del promoter 2 del gene rpcoH.

1989. La sintesis de rpoH parece estar ligada al ciclo celular de
la bacteria. la proteina Dna A regula la expresidn de los
promotores 3 y 4 del gene. Warng y Kaguni.

1989. Nagai y Yura tienen datos que parecen indicar gue

hay una regidn en medic del gene estructural de rpoH que esta
envuelta en la represidn traduccicnal de la proteina a 30°C & en
la inducibilidad por calor.

1989. Wang vy Kaguni describen la purificacidn de

un nueve ¢ en E. celil encargado de transcribir preferencialmente
& partir del promoton- 3 del gene rpoH. E1 control transcripcicnal
del gene adquiere nuevamente impertancia. Este es el quinto sigma
descritoc en la bacteria. No se sabe su posicidn en el mapa ni se
conece su regulacidn.

1989. Analizande el comportamiente de doe  fusiones de -
galactosidasa con el gene rpocH en vehicules multicopias hay
evidencia de que:
1) El inductor intracelular de la respuesta
es titulable por el alto namerc de copias de las fusiones, por- lo
tantos es factible que se trate de una proteina o de un  factor
que se encuentre en cantidades limitantes, tal ve: regulade
incluse por ciclo celular o por calor.
2) La magnitud de la respuesta esta dada por un
contrel gue cpera & nivel transcripcicenal del gene rpoH. Fero la
“temporalidad de la respuesta estd regulada por un control
traducciconal que reside en la propia estructura de la proteina
o382, Esta Tesis.
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Azi pues, la pregunta del mecanismo molecular de la  induccidn
esta recayendo mas que en un solo elemento. en uwun complejo
sistema de controel gue modifica las cantidades de o32 dentro  de
la célula.

El estudic futurc tendrd que basarse en el andlisis de

mutantes que tengan afectada sclamente la inducibilidad de 1la
respuesta con un inductor. para lo cual, un eficiente sistema de
seleccidn de tales mutantes serd&, sin dudas la construccidn de
fusiones gengticas con  actividades enzimadticas facilmente
identificables.
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