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JUSTIFICACION.

Las ribozimas son agentes terapéuticos en pleno desarrollo, que tienen un futuro
promisorioc en el campo de la medicina moderna por su plasticidad, su
especificidad, su capacidad de recambio mditiple; su expresion en células puede

ser regulada y no producen efectos secundarios indeseables.

Durante el desarrollo de ribozimas nuevas es necesario probar su accién en un
ambiente lo mas cercano posible al que reina en los tejidos blanco, para que

unicamente se seleccionen aquéllas que en verdad puedan ser funcionales.

En la actualidad no se cuenta con un sistema gue permita evaluar las ribozimas
in situ, a tiempo real, con gran sensibilidad, precisién y exactitud. Es nuestra
finalidad el generar un sistema con estas caracteristicas, basado en el efecto
FRET (Transferencia de energia fluorescente en resonancia) entre dos mutantes

de la proteina GFP (proteina verde fluorescente).

Sin embargo, antes de generar el sistema que podra detectar el corte de
secuencias blanco por las ribozimas, es necesario comprobar que puede
obtenerse un efecto FRET entre las dos variantes de GFP elegidas (ECFP y

EGFP) in vivo. Este es el propésito del presente trabajo.




ANTECEDENTES.

1. Breve introduccion.

En 1975, Shimomura y sus colaboradores aislaron de la medusa
bioluminiscente Aequorea victoria una proteina productora de luz: la aequorina® >
434 Este celenterado produce luz verde, y se pensaba que la aequorina era la
proteina productora de esta [uz (lo cual es parciaimente cierto), pero al estudiar in
vitro sus espectros de absorcién y emision de luz, se encontrd que la aequorina
produce luz azul, en vez de luz verde*.

Posteriormente, al analizar los extractos provenientes de este organismo marino,
se descubrid que produce ofra proteina, la ahora llamada Proteina verde
fluorescente (Green fluorescent protein o GFP, por sus siglas en inglés) que,
mediante un proceso llamado Transferencia de energia fluorescente en
resonancia (Fluorescence resonance energy transfer o FRET, por sus siglas en
inglés), acepta la energia que emite !a aequorina excitada y después la reemite
como luz verde* **. Ambas proteinas son responsables de la bioluminiscencia de
la medusa.

Esta proteina GFP es una herramienta muy atil hoy en dia porque no requiere
de sistemas enzimaticos complejos para producirse ni tampoco cofactores para
fluorescer; con las herramientas moleculares actuales se ha logrado su expresion
en organismos tan alejados entre si en la escala evolutiva como son bacterias,

nematodos, plantas, células de mamifero e incluso animales transgenicos
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(ANDi)? %5 ¢ GFP y FRET son dos conceptos en los cuales se abundara en |as

siguientes paginas para una mejor comprension de este trabajo.

2. Proteina verde fluorescente (GFP).

Las proteinas verdes fiuorescentes existen en varios celenterados’; sin
embargo, la mas utilizada es la de A. victoria, cuyas caracteristicas se describen a
continuacién,

2.1 Propiedades estructurales.

La GFP es una proteina de 238 aminodcidos, con un peso de entre 27 y 30 kDa,
determinado por SDS-PAGE'* 4. Su estructura tridimensional fue dilucidada por
Ormé et.al. y Yang et.al. en 1996, siendo ésta descrita como un "barril" formado

por 11 hojas p-plegadas y una a-hélice en el eje de simetria’ > *®.

E! fluordforo
(parte de la proteina que produce la fluorescencia) se encuentra en el a-hélice, a

resguardo del entorno ambiental (fig. 1).

Fig. 1 Estructura tridimensional de la GFP (modificado de ref 44).




La presencia de las hojas B-plegadas y el hecho de que el fluoréforo esté
inmerso en ellas, hace que la proteina sea fisicoquimicamente muy estable y
resistente a la accion de agentes desnaturalizantes: permanece fluorescente aun
cuando es sometida a 65°C, pH de 11, SDS al 1%, o cloruro de guanidina 6M;
ademas de que resiste la acciéon de la mayoria de las proteasas conocidas por
varias horas" 2

La GFP tipo silvestre, o GFP™ puede formar dimeros a concentraciones
mayores a 100 uM y fuerzas ionicas bajas" °, lo cual afecta a las propiedades
espectroscopicas de la proteina. Se han identificado a los aminoacidos que
participan en la interaccion entre dimeros y se sabe que estas interacciones son

relativamente fuertes®.

2.2 Formacion del fluoréforo.

E! fluoréforo es una p-hidroxibencilidenimidazolinona, que se forma por
ciclizacion y posterior autoxidacion de los residuos Ser65, Tyré6 y Glyg7" > 3
Para que esta reaccion ocurra es necesario que la proteina tenga al menos una
estructura terciaria inicial. Si la conformacion de la proteina se pierde, se pierde
también la fluorescencia® ® % A continuacién se ilustra el mecanismo de

reaccion méas probable para la formacion del fluoréforo :
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Fig. 2 Mecanismo de formacién del fluoréforo de GFP (modificado de ref. 34).

L os residuos Ser65 y Tyr66 pueden ser sustituidos por otros aminoacidos, no asi
el residuo Gly87 el cual ofrece menor impedimento estérico para que se lleve a
cabo la ciclizacion™ .

La oxidacion requiere la presencia de oxigeno molecuiar, por lo que {a proteina
no puede producirse en organismos anaerobios. De hecho, se cree que la
oxidacion es el paso limitante en la formacion del fluoroforo™.

En la estructura terciaria de la proteina hay varios aminoacidos cargados
alrededor del fluoroforo que forman un microambiente que lo estabiliza y lo
protegeg. Si se producen mutaciones en éstas posiciones, o bien ocurren
cambios conformacionales en la proteina que modifican el microambiente del

fluoréforo, puede perderse la fiuorescencia™ 2’

2.3 Propiedades espectroscopicas.

La GFP™ tiene dos picos de excitacién: uno a 395 nm y otro a 475 nm. El

primer pico tiene 3 veces mas amplitud que el s.egundo1 as,




Cuando se excita a 395 nm, se obtiene un pico de emisién a 508 nm; mientras
que si se excita a 475 nm, el pico de emisién se obtiene a 503 nm. A 475 nm se
excitan las moléculas de GFP que contienen fluoroforos anidnicos (el anion
fenolato), mientras que a 395 nm se excitan las moléculas que tienen fluoréforos
neutros o protonadoes; por lo tanto, la amplitud de los picos de excitacion depende
del pH del medio (obviamente, considerando un pH extremo)'.

Para aplicaciones practicas, seria mejor que !a GFP tuviera un pico de excitacion
de mayor longitud de onda, para que pudieran ser usados en su deteccion los
filtros para fluoresceina; esto solo sucede cuando se somete a la GFP a pH's muy
elevados, debido a que aumenta la proporcion de aniones fenolato. Si se trata de

medir GFP en tejidos, no se puede modificar drasticamente el pH del medio.

2.4 Efectos del pH y temperatura.

La GFP™ a pH's altos (11-12) pierde amplitud en el pico de excitacion de 395
nm y gana amplitud en el pico de 470 nm'.

El incremento de temperatura de 15°C a 65°C disminuye ligeramente la amplitud
del pico a 395 nm y aumenta el pico a 470 nm, esto en la GFP que ya est3
plegada o como se dice coloquialmente, que ya ha madurado’. A mayores
temperaturas se causa la desnaturalizacion de la proteina, perdiendo hasta un
50% de la fluorescencia a 78°C'. A temperaturas muy elevadas se desnaturaliza
en forma irreversible, en cambio, la desnaturalizacién lograda a pH's extremos si

es reversible’.




2.5 Mutantes de GFP.

En pro de obtener una GFP con propiedades espectroscopicas mas
convenientes, se empezaron a crear variantes de la proteina a partir de
mutaciones puntuales del gen'>28. Hasta 1998, se tenian 6 clases de GFP’s":

Clase 1. Las GFP que son una mezcla de moléculas con el fenol neutral y

moléculas con anidn fenolato, como la GFP™.
Clase 2. Las GFP con anién fenolato en el fluoréforo, como la EGFP,
Clase 3: Las GFP con fenol neutral en el fluoréforo.
Clase 4. {as GFP con anién fenolato y un sistema rico en electrones =, como las
variedades yelfow.
Clase 5: Las GFP con un indol en el fluoréforo, como las variedades cyan
(ECFP).
Clase 6: Las GFP con un imidazol en el fluréforo, como las variedades biue.
En el presente trabajo se utilizaron las variedades EGFP y ECFP, por lo que

unicamente se profundizara en las caracteristicas de éstas.

2.5.1 Variedad EGFP (enhanced green fluorescent protein).

La variedad EGFP posee una doble mutacidn, cambia el residuo serina-65 por
una treonina y el residuo fenilalanina-64 por teucina” ®  La primera mutacién
provoca que el espectro de excitacion posea un solo pico a 485-490 nm, con una
amplitud de cuatro a seis veces mayor que la obtenida para la GFP™ (posee un

coeficiente de extincién mayor)®.




Ademas se aumenta la velocidad de oxidacidn del fluordforo, siende ésta unas
cuatro veces mayor que para la GFP" 8. Sin embargo, aun con esta mutacién, la
proteina necesita madurar (plegarse a su conformacion activa) a temperaturas
bajas. La mutacion en el residuo 64 ayuda a que la proteina adquiera su
conformacion a mayores temperaturas, y que pueda ser funcional a 37°C’.

El pico de emisién de esta variedad se encuentra alrededor de los 507 nm.

2.5.2 Variedad ECFP (enhanced cyan fluorescent protein).

La variedad ECFP posee seis mutaciones: el residuo tirosina-66 por un
triptofano, lo que sustituye el fenol del fluréforo por un indol; fenilalanina-64 por
leucina, serina-85 por trecnina, asparagina-146 por iscleucina, metionina-153
por treonina y valiﬁa-163 por alanina>®.  La mutacién en tirosina-66 recorre hacia
los azules los espectros de absorcion y emision, pero produce una proteina con
baja intensidad de fluorescencia. Las mutaciones restantes mejoran este aspecto,
con lo cual se obtiene una proteina brillante con dos picos de excitacidn: 433 y

453 nm, y dos picos de emision: 475 nmy 501 nm®>°.
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Fig. 3 Espectros de absorcion de las mutantes de GFP (modificado de ref. 45).

Espectros de emision
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Fig. 4 Espectros de emisién de las mutantes de GFP (modificado de ref. 45).
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2.6 Aplicaciones de la GFP.

Debido a que la proteina verde fluorescente no requiere de sistemas enzimaticos
especiales para expresarse, no es toxica para las células, no es voluminosa y
ademas, una vez que ha madurado, es bastante resistente a los cambios en el
medio, se ha convertido en una herramienta muy Util para diversas actividades.

Puede ser utilizada como un marcador, fusionandola con {as proteinas de
interés, de manera tal que puede reflejar 10s niveles de expresion, la localizacion
en la célula y el transporte de estas proteinas® >,

También puede utilizarse como un indicador activo: por ejemplo, algunas
mutantes de la proteina son mas sensibles a los cambios de pH que otras, por lo
que podrian ser utilizadas para monitorear cambios de este tipo en los organelos
celulares ®. La GFP puede ser modificada de forma que se vuelve sensible a la
fosforilacion'.

La forma mas util de medir cambios bioguimicos con GFP es, sin duda, el hacer
uso del efecto FRET entre las mutantes de esta proteina. Mediante este efecto
puede medirse la actividad de proteasas, la asociacidén-disociacion de moleculas,

los niveles de calcio, etc'.

3. Transferencia de energia fluorescente en resonancia (FRET).

3.1 Transferencia de energia en resonancia.
Textualmente, a definicion de este término es la siguiente:
"Es la transmision de un cuanto de energia desde su sitio de absorcion a su sitio -

de utilizaciéon (en una molécula o sistema de moléculas) por interaccion resonante




entre cromdforos a distancias mayores que las interatomicas, sin conversion a

energia térmica y sin que el aceptor y el donador entren en colisién cinética"*.

Una interaccion de este tipo puede llevarse a cabo entre croméforos {parte de
una molécula que absorbe luz) de diversos tipos, no necesariamente fluorescentes®.
En el caso de que se involucren fluoroforos, el efecto se llama "Transferencia de
energia fluorescente en resonancia”, o efecto FRET (por sus siglas en inglés) '®

Esto es: un fluoréforo denominado donador absorbe energia, la cual excita a
sus electrones y los lleva a un estado energético mayor (ver apéndice B). Cuando los
electrones regresan a su estado basal liberan la energia, en este caso en forma no
radiante. Si la energia liberada corresponde a la energia que requieren los
electrones del fluoréforo denominado como aceptor para excitarse, entonces se
lleva a cabo una transferencia de energia®’.

Asi, si excitamos al fluoréforo donador y tenemos un aceptor en la vecindad
observaremos dos efectos™:

(a) una disminucion en la emisién del donador.
(b) ta aparicion o el aumento de la emision del aceptor, dependiendo de si este

Ultimo se excita o no con la misma energia que excita al donador.




::itarza;;:::: D*
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D = Donador en estado basai ; A: aceptor.
* = Estado excitado.

Transicion radiante.
Transicion no radiante.

©O——0O Transiciones acopladas.

Fig. 5 Transferencia de energia a nivel electronico (modificado de ref. 46).

3.2 Condiciones del efecto FRET.
Para que pueda ocurrir un efecto FRET entre dos fluoréforos, son necesarias

algunas condiciones™:

(a) que el donador tenga un amplio rendimiento de emisién de energia.

(b) gue el espectro de emision del donador se sobrelape considerablemente con
el espectro de absorcion del aceptor.

(c) que exista un alineamiento apropiado de los momentos dipolares del aceptor
y del donador.

(d) que la distancia entre el donador y el aceptor sea 1+ 0.5 x Ro, donde Ro es

la distancia de Férster, o |a distancia a la cual la transferencia de energia ocurre

con un 50% de eficiencia. Esta distancia es entre 10 y 100 A para la mayoria de

los casos.
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La energia que absorbe el donador lo somete a un estrés, y puede reiajarse en
forma radiante y en forma no radiante. La forma no radiante puede ser calor, por
ejemplo™.

La tasa de rendimiento de emisién de energia se refiere a la relacion entre el
numero de fotones absorbidos y el nimero de fotones emitidos en forma
radiante®. Si el rendimiento es alto, gran parte de la energia que pudiera emitirse
en forma radiante puede transferirse al aceptor aunque no sea como radiacion.

Es necesario que el espectro de emision del donador se sobrelape
considerablemente con el espectro de absorcidon del donador porque, como
sabemos, la energia se absorbe y se emite en cantidades discretas llamadas
cuantos. La emisidn a determinada longitud de onda posee una cantidad discreta
de energia. Si los espectros se sobrelapan, quiere decir que esa misma cantidad
de energia es la que requiere el aceptor para excitarse, y entonces habria una

transferencia®.

La distancia entre ambos fluoréforos debe ser pequeria para que ocurra la

transferencia, ya que se requiere de una interaccion dipolo-dipolo entre ellos™.
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Fig. 6 Sobrelapamiento de los espectros de emision del
donador y absorcién del aceptor (modificado de ref. 46).

3.3 Efecto FRET entre mutantes de GFP.

Hay diversas variantes de la proteina verde fluorescente, pero no todas las
parejas de proteinas pueden presentar un buen efecto FRET, cuyos cambios
puedan ser medidos'Z.

Para elegir una pareja de donador-aceptor adecuada deben considerarse la
intensidad de fluorescencia, la sensibilidad al pH, la eficiencia en el plegamiento
(maduracién) y la resistencia al phofobleaching (pérdida de fluorescencia por
exposicion projongada a fa fuente de iluminacién) de cada una de las mutantes'2.

Uno de los requisitos para que se dé la transferencia de energia entre
fluoréforos es que exista un alineamiento adecuado entre los momentos de los
dipolos transitorios del aceptor y el donador®'. El factor de orientacién (k%) es una
medida de la dependencia que existe entre la orientacién de los dipolos vy la

interaccion entre ellos. Este factor de orientacion es algo dificil de controlar, y




depende mucho de la naturaleza del oligopéptido de unidn entre fluoréforos, asi
que soélo pueden compararse las construcciones que tengan el mismo oligopéptido
de union'> 3,

Puesto que en cada proyecto se utilizan diferentes oligopéptidos de union,

puede ser que la pareja de GFP's tedricamente sea una buena opcién, pero ésto

s6lo puede comprobarse experimentalmente?.

3.4 Aplicaciones del efecto FRET entre GFP's.

El efecto FRET intramolecular entre GFP's puede servir para medir la actividad
de alguna proteasa: si el oligopéptido de unidn entre ellas es el sitio activo de la
proteasa la actividad podra medirse por la desaparicién del efecto FRET''.

Para medir niveles de calcio se pueden utilizar dos mutantes de GFP acopladas
a dos dominios de la proteina sensible a calcio, los cuales sabemos que se
encontraran cercanos cuando aumente el calcio en el medio y la proteina cambie
su conformacion. Asi, la aparicion del efecto FRET seria un indicador del aumento
del ion. Alternativamente, las mutantes de GFP se acoplarian a dos dominios que
se encuentren cercanos en un nivel basal y que se separen al aumentar el
calcio™'?

El efecto FRET puede medirse también entre dos moléculas, lo cual serviria

para detectar asociacion y disociacion entre ellas. Lo unico que habria que hacer

es acoplar GFP's a ambas’.

El efecto FRET que se pretende utilizar en el sistema de este trabajo es de tipo

intramolecular.
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Opacamiento de la fluorescencia o quenching.

El opacamiento o disminucién de la fluorescencia puede deberse a diversos

factores™2:

1)
2)
3)

4)

5)

Colision del fluoroforo con otros atomos o moléculas (opacamiento activo).
Cambios en la concentracién y la temperatura.

Polimerizacién de la molécula fluorescente (opacamiento pasivo).

Reacciones de la motécula en su estado excitado {exciplex) con otros
componentes del medio {opacamiento activo).

Transferencia de energia.

Formacién de complejos entre una molécula opacante o quencher y el
fluoroforo. Este complejo tiende a relajarse en forma no radiante (opacamiento
pasivo).

La presencia de oxidantes o reductores fuertes en el medio (opacamiento
activo).

Quenching aparente, debido a las propiedades opticas de la muestra (por

ejemplo, por aumento en la densidad optica o turbidez).

. Como distinguir entre un opacamiento activo y uno pasivo?. Pues bien, al

aumentar la temperatura, el opacamiento activo aumenta, puesto que la energia

cinética de las moléculas aumenta y con ello aumenta el numero de colisiones. En

el

caso de un opacamiento pasivo ocurre el efecto contrario, porque al aumentar el

movimiento la formacion de complejos es menos estable™.
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5. Ribozimas.

5.1 ¢Qué son las ribozimas?.

Descubiertas por Tom Cech y sus colaboradores en la década de los ochentas,
las ribozimas se definen como secuencias de ARN antisentido que tienen actividad
catalitica, es decir, que pueden hibridarse con una secuencia de ARN
complementario y procesarlo sin perder la habilidad de hibridar y procesar otras
secuencias de ARN blanco'® Algunas tienen solo la habilidad de cortar el ARN
complementario, mientras que otras pueden cortar y también ligar las secuencias
blanco (como la ribozima Hairpin) *°.

El ARN mensajero eucariotico (ARNm) tiene que madurar antes de salir del
nicleo y poder traducirse a proteina en los ribosomas™ % La maduracién del
ARNmM consiste en dos procesos:

a) Adicion de CAP en el extremo 5' y un segmento de poliadeninas en el extremo
3', que protegen de la degradacion inmediata.

b) Splicing o escision y eliminacion de los intrones (secuencias del ARNm que no se
traducen a aminogcidos) y ligacidn por transesterificacion de los exones

(secuencias que si se traducen a aminoacidos).

Cech y sus colaboradores descubrieron que algunos intrones eran capaces de
catalizar las reacciones de spficing para dar lugar al ARNm maduro y les llamaron

a estas moléculas de ARN ribozimas?®.



5.2 Caracteristicas generales.

Todas las ribozimas {con excepcion de la RNAsa P) catalizan reacciones en |as
que se modifican a si mismas (actian en ¢is), sin embargo pueden modificarse por
ingenieria genética para que actlen sobre otros substratos en moléculas ajenas

sin alterarse ellas mismas (actuar en trans). de ahi su potencial terapéutico™.

Fig. 7 Estructura secundaria de la ribozima “cabeza de martiffo”
(Hammerhead).(Modificado de ref. 47).

Corte en et

1 ARN blanco

— ‘ " | Hibridacién
‘Rabozwna

Fig. 8 Modo de accion de las ribozimas (modificado de ref.48).
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Las ribozimas son consideradas como metaloenzimas, porque reguieren en
mayor o menor medida de la presencia del ion Mg® para llevar a cabo la
catalisis?®®®,

Su velocidad de catalisis, cuando el substrato esta en exceso respecto a la
ribozima, se determina por la férmula Kea/Km. Se pueden observar rendimientos
de 10 M min' %,

Su capacidad de recambio es menor que la que poseen los enzimas proteicos,
por lo que es facil que su sitio activo se sature. Esta es una de |las caracteristicas

que pueden modificarse por ingenieria genética®.

Las ribozimas se dividen en dos clases:

a) Los ARN's cataliticos grandes (RNAsa P, intrones de los grupos | y ), cuyo
tamafio varia desde algunos cientos de nucledtidos a tres mil nucledtidos.
Estos ARN's catalizan reacciones que generan intermediarios y productos con
hidroxilos en 3' y fosfatos en 5. Se les puede encontrar en mitocondrias de

hongos y plantas, bacteriéfagos, virus de eucariotes, eubacterias, etc. 8.0

b) Los ARN's cataliticos pequeiios (ribozimas hammerhead, hairpin, hepatitis
delta y VS), cuyo tamario va desde 35 a 155 nucledtidos aproximadamente y

que generan productos con fosfatos ciclicos 2'-3' e hidroxilos en 5'.
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Los ARN's cataliticos pequefios se encuentran generalmente en patégenos
de plantas llamados viroides, virusoides y virus satélites, pero también puede

encontrarseles en los ARNs satélites de las salamandras, en los hongos como

Neurospora, y algunos virus satélites de humano®.

Fig. 9 Mecanismo de accion de los ARN's cataliticos pequerios (tomado de ref.49).

Por ser de menor tamafio y mas facilmente manipulables, los ARN's cataliticos
pequeios son los que se dtilizan con mayor frecuencia ‘como agentes
terapéuticos. Se pueden producir por sintesis quimica e introducir en las células
por medio de vectores virales (adenovirus y retrovirus) y no virales (liposomas)
1528

Como se puede ver en las figuras 7 y 8, las ribozimas adoptan una estructura
secundaria caracteristica. Tienen una zona catalitica, y las secuencias aledanas
hibridan con el ARN blanco. Estas son [as secuencias que se modifican para dirigir

a la ribozima contra un substrato especifico. Mientras mas larga sea la secuencia




complementaria es mayor la especificidad de unidén con el substrato. Sin embargo,
si la secuencia complementaria es mayor de 15 nucledtidos, la afinidad aumenta
hasta el punto en que la liberacién del producto del sitio activo se vuelve muy

lenta, lo que impide una catalisis eficiente’™.

5.3 Aplicacion terapéutica de las ribozimas.

En general, el uso de ribozimas se ha aplicado a padecimientos que involucran
la sobreexpresion de un gen. El blanco puede ser un gen externo al organismo (un
gen viral) o bien un gen endégeno con mutaciones (un protooncogen activado, por
ejemplo) '°.

;. Qué ventajas tiene el uso de ribozimas sobre otros agentes terapéuticos?: las
ribozimas son capaces de encontrar su substrato entre otros ARN's, ademas
pueden expresarse de forma inducible (poniéndolas bajo un promotor adecuado) y
no causan otros efectos biologicos o danos en el organismo en el que se
expresan. Ademas, tienen la capacidad de procesar mas de una molécula de
blanco sin perder su actividad catalitica, a lo cual se le llama capacidad de
recambio multiple'®

A continuacidon se mencionan algunos casos en que se han utilizado ribozimas:

| Infecciones virales agudas y crénicas, como el cancer cervicouterino

producido por papilomavirus humano tipo 16, el HIV antes de la produccion de

SIDA, la transformacion de linfocitos B por el virus de Epstein-Barr'>'6.18.2°
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L Céncer. En los casos en que se conoce el producto del oncogen, como el
caso de la leucemia mielocitica crénica, o el carcinoma de células EJ de la
vejiga'®.

1 Otros padecimientos. Enfermedades cardiovasculares, rechazo de

transplantes, osteoartritis, enfermedades de tipo inmunolégioo15.

5.4 Diserio, seleccion y evaluacion de ribozimas.

Para disefar nuevas ribozimas se requiere conocer la secuencia del gen que se
sobreexpresa y por lo tanto la de su ARNm. Se seleccionan los sitios de corte
posibles y sus secuencias aledanas mediante un programa de computadora‘s.

Una vez hecho esto, pueden hacerse pruebas con oligonucleétidos antisentido
de DNA (moléculas de una cadena que hibridan con el ARNm impidiendo su actividad,
pero que no lo cortan) dirigidos hacia la misma secuencia que las ribozimas, para

probar que los sitios blanco son accesibles'®.

En diversos articulos se han mencionado formas de evaluar las ribozimas, que
se enlistan a continuacion:
a) Con substrato marcado radiactivamente: Incubando una mezcla de substrato
marcado con [°2P] y ribozima, o haciendo un ensayo de transcripcion y
traduccién in vitro, con marca de [°S] metionina. Tras ambos ensayos se hace

una electroforesis en gel de poliacrilamida y luego una autorradiografia del

24,25
ge|16a19, )

b) Por RT-PCR de los extractos celulares y después revisando por electroforesis

cudnto se amplifica el ARNm blanco'® '® ',
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¢) Usando la secuencia blanco ligada a la secuencia de un gen reportero (un gen
cuyo producto sirve para monitorear la expresién de un gen de interés), como la 3-
galactosidasa, CAT (cloramfenicol acetil transferasa) o luciferasa'” > %,

d) Realizando HPLC (cromatografia liquida de alta afinidad) de la mezcla

substrato-ribozima previamente incubada®.

Todos estos sistemas de evaluacion presentan desventajas:

1) El uso de material radiactivo, lo que involucra el establecimiento de protocolos
de seguridad, manejo y desecho de los productos radiactivos.

2) La manipulacién directa del ARN de las células, que requiere de cuidados
especiales y ademas es inevitable la degradacion, aunque sea en menor
grado.

e) La determinacion de la actividad de B-galactosidasa, CAT o luciferasa se tiene
qué hacer con extractos celulares, o que implica una cuidadosa manipulacion
de las muestras.

f) La mayoria de los ensayos son in vitro, y los resultados no necesariamente
correlacionan con lo que se observa in vivo.

g) EI HPLC, aunque es especifico, también es in vitro y ademas es muy COSt0so.




6. Hipétesis.

Con base en esta informacién, se decidié desarrollar un sistema reportero para
evaluar la actividad catalitica de ribozimas terapéuticas in vivo, aprovechando que
entre dos mutantes de ia proteina verde fluorescente (GFP) puede ocurrir un
efecto FRET. Seleccionamos las variantes EGFP (enhanced green fluorescent
protein), que funciona como aceptor de energia y ECFP (enhanced cyan
fluorescent protein), que funciona como donador de energia, basandonos en el
hecho de que los espectros de emision de ECFP y de absorcion de EGFP se
sobrelapan en una seccidn bastante amplia (figuras 3y 4).

Nuestro sistema reportero funcionaria de la siguiente manera: un vector
plasmidico con los genes para EGFP y ECFP en tAndem (para que la distancia
sea menor a 100 A), y entre ellas la secuencia de reconocimiento para la ribozima,
se introduce en las células donde se prueba a la ribozima. Cuando el vector
plasmidico se transcribe, se produce un ARN mensajero bicistronico (con las
secuencias para ambas mutantes) y pueden suceder dos eventos: si la ribozima
es inactiva, el ARN mensajero se conserva y se traduce en una proteina
quimeérica con un fluoréforo donador y uno aceptor, la cual puede hacer un efecto
FRET. Por otro lado, si la ribozima es activa, el ARN mensajero sufre un corte y
unicamente se traduce a proteina el fluoréforo aceptor (porque el resto de la
secuencia ya no tiene regiones de anclaje al ribosoma), que se encuentra en el
extremo 3' de la secuencia, lo que llevaria a la pérdida del efecto FRET porque ya

no existiria un donador. (fig.10)




Vector plasmidico del
sistema
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Fig.10 Funcionamiento del sistema reportero FRET.




26

AlUn cuando los espectros de emision y absorcion de ECFP y EGFP se
sobrelapan, no tenemos la seguridad de que pueda ocurrir un efecto FRET entre
ellas, puesto que la aparicion del efecto depende de ofros requisitos mencionados
anteriormente, como la distancia. Por ello es necesario construir un control positivo
y probar, mediante experimentos de fluorescencia, que nuestra pareja de donador
-aceptor es capaz de presentar un efecto FRET.

El control positivo tiene los mismos elementos que un sistema a desarrollar,

unicamente no posee un sitio de reconocimiento para ribozima entre el donador y

el aceptor.




ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

El sistema (control positivo) se construyd para ser expresado en bacterias,
puesto que el uso de cultivo celular es muy costoso y nuestro objetivo principal
sélo es comprobar que puede suceder un efecto FRET entre la pareja de
proteinas verdes fluorescentes elegida.

Se construyé el vector plasmidico del sistema: pPGST-FRET que, de acuerdo con
el mapa que se ilustra en la pagina 71, contiene de 5' a 3' las secuencias para la
glutation-S-transferasa (GST), la proteina verde fluorescente (GFP,aceptor) y la
proteina cian fluorescente (CFP,donador), separadas éstas uitimas entre si por
aproximadamente 63 pares de bases (21 aminoacidos). Todas estas secuencias
estan en un solo marco abierto de lectura (ORF).

Como esqueleto de construccion de este vector se eligid al plasmido pGEX-2TK-
MCS, cuyo mapa también se encuentra en la pagina 67, porque pueden clonarse
los genes de las GFP's rio abajo del gen para GST y expresarlas como un
producto de fusién con este enzima, lo cual facilita su posterior purificacion.
Su expresion se rige por el promotor de lac, por lo que es inducible con lactosa o

analogos de ésta (IPTG). Ademas posee un gen de resistencia a ampicilina

(amp").

Como controles de este sistema, se generaron otros vectores plasmidicos con el

mismo esqueleto:
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pGST-GFP (con el que ya contabamos, pero que se describe mas adelante
cémo se obtuvo) y pGST-CFP, que expresan los productos de fusion GST-GFP y
GST-CFP respectivamente. Los productos de éstos vectores permiten analizar el
comportamiento de las proteinas fluorescentes unidas al enzima.

También se construyo el vector pGST-FRET1, que posee todas las secuencias
que contiene el vector pGST-FRET pero la secuencia para CFP esta fuera de
marco de lectura, por lo cual el producto de su expresion es similar al de pGST-
GFP. Al no poseer fluoréforo donador, el producto de fusién de este vector no
produce FRET.

A continuacién se presentan los diagramas de flujo para la construccion de los

vectores plasmidicos.
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Fig. 11 Obtencidn del gen GFP
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OBJETIVOS.

Objetivo general.

v Construir un sistema reportero (control positivo) con dos mutantes de la

proteina verde fluorescente (GFP), que sea capaz de presentar un efecto

FRET.

Objetivos particulares.

v Construir los vectores pGST-CFP, pGST-FRET y pGST-FRET1*.

v Demostrar mediante Inmunoelectrotransferencia que la induccion de la
expresion en bacterias de los vectores pGST-GFP, pGST-CFP, pGST-FRET y
pGST-FRET1 produce proteinas quiméricas de diferentes tamarios.

v Demostrar mediante ensayos de fluorescencia in vivo, que la proteina

quimérica GST-FRET produce efecto FRET.

*Nota: ya contamos con los vectores pGEX-2TK-MCS'y pGST-GFP.
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METODOS.

1. Preparacién de bacterias competentes.
(Modificado de ref. 43)

En 1970, Mandel y Higa observaron que a las bacterias tratadas con soluciones
frias de cloruro de calcio y a las cuales se les aplica un chogue térmico, puede
introducirseles ADN externo.

Las bacterias obtenidas por et método descrito a continuacion, que es similar
al de Mandel y Higa, dieron alrededor de 10° colonias de transformantes por
microgramo de ADN utilizado.

Estas bacterias se conservan viables durante 1 mes si se mantienen

congeladas a -70°C.

a) En un matraz Erlenmeyer de 250 mL estéril, se vertieron 30 mL de medio
Luria-caldo estéril (ver apéndice A) y se guardé a temperatura ambiente y en
obscuridad durante una noche para comprobar la esterilidad.

b) Por otro lado, en un tubo de ensayo estéril se vertieron 3 mL de medio Luria
caldo estéril, al cual se le inoculé una asada de bacterias Escherichia coli cepa
DH5a. (F $80d lacZ AM15 AlacZYA-argF) U169 deoR recAl end A1 hsdR17 (¢, my)pho A sup
E44 ;. thi-1 gyr A96 rei A1) 0 BL21 (DE3) (F" dem ompT hsdS (s, mg) gal i (DE 3)). Este

tubo se incubd a 37°C con agitacion (100 a 200 rpm) durante una noche.




¢) Del cultivo bacteriano obtenido en el tubo de ensayo se tomaron 300 uL y se
inocularon en el matraz Erlenmeyer ya mencionado (dilucion aproximadamente
1:100). El matraz inoculado se incubd a 37°C con agitacion durante 2.5 horas.

d) El contenido de este matraz se dividid en dos tubos de poliestireno de 15 mL
estériles con taparosca (Falcon 2095), ios cuales se incubaron en hielo durante
diez minutos.

e) Tras la incubacion, ambos tubos se centrifugaron a 2,500 rpm (centrifuga IEC
CENTRA CL2) durante 15 minutos. E| sobrenadante se desechd en un vaso con
hipoclorito de sodio.

f) El botén bacteriano se resuspendié en el medio remanente y se agregoé a
cada tubo 7.5 mL de una solucion esteril fria de cloruro de calcio 0.1 M.

g) Se incubaron ambos tubos durante 25 minutos en hielo.

h) Se centrifugaron ambos tubos a 2 500 rpm (centrifuga IEC CENTRA CL2)
durante 15 min, tras lo cual volvié a desecharse el sobrenadante en hipoclorito de
sodio.

i) El botén bacteriano se resuspendid y se agregaron a cada tubo 0.5 mL de la
solucion de cloruro de calcio 0.1 M estéril fria.

j) Esta suspension bacteriana se distribuyé en alicuotas de 50, 100 o 200 L,
segun se necesitd, en microtubos Eppendorf de 1.5 mL. A cada uno de estos
microtubos se agregaron dos gotas de glicerol, se mezclaron bien y se

almacenaron a -70 °C hasta su uso.
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2. Transformacién de bacterias.
{Modificado de ref. 43)

El ADN plasmidico se introdujo a fas bacterias ddndoles un choque térmico, tras
el cual se incubaron en medio SOC (ver apéndice A), para que se recuperaran. Para
seleccionar las bacterias transformantes, se sembraron en medio con ampicilina,
puesto que todos los plasmidos utilizados tienen un gen amp”.

a) Se descongelaron los microtubos de bacterias a utilizar en un bafio de hielo.
A cada microtubo se agregaron al menos 10 ng de ADN y se mezclaron
suavemente con la punta de la micropipeta.

b} La mezcla ADN-bacterias se incubd en hielo durante media hora.

c) Para dar el choque térmico, se incubaron las bacterias a 42°C durante 2
minutos y se pasaron inmediatamente a un barfio de hielo por tres minutos.

d) Posteriormente, se afadid 1 mL de medio SOC a 37°C, mezclando por
inversion.

e) Las bacterias se incubaron durante una hora a 37°C con agitacion vigorosa
(a 100 0 200 rpm).

f} Los microtubos fueron centrifugados a 12,500 rpm durante 1 minuto y se
desechd el sobrenadante en hipoclorito de sodio hasta dejar unos 100 uL en el
microtubo.

g) E! boton bacteriano se resuspendid y se transfirio a una caja de Petri con
medio Luria-agar (ver apéndice A) con ampicilina 100 ug/mL y se espatuld.

h) La caja se incubd durante una noche a 37 °C.
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3. Extracciéon de plasmidos.

Para la obtencién de plasmidos se utilizé el kit Quantum Miniprep de Bio
Rad.

a) Se sembrd una asada de la colonia de bacterias seleccionada en 3 mL de
medio Luria-caldo con ampictiina 100 pg/mL.

b) Seincubg el tubo a 37 °C con agitacion (100 o 200 rpm) durante una noche.

c) Se transfirieron 1.5 mL de este cultivo a un microtubo Eppendorf de 2 mL.

d) Se centrifugd el microtubo a 12,500 rpm (centrifuga Biofugue pico de Sorvall)
durante un minuto y se decantd el sobrenadante en un vaso con hipoclorito de
sodio.

e) Se transfirid el resto del cultivo al mismo microtubo y se repitio el paso d.

f) Se agregaron 200 ulL de la solucion de resuspension y se agitd en vortex
hasta resuspender el boton bacteriano.

g) Se agregaron 250 ul. de la solucion de lisis y se agité por inversion suave.

h) Se afadieron 250 uL de la solucion de neutralizacion y se agitd por inversion
suave.

i) Se centrifugd a 12,500 rpm durante 5 minutos (centrifuga Biofugue pico de
Sorvall). Mientras tanto, se resuspendi6 la matriz mediante agitacion en vortex y
se colocd un filtro de columna en el siguiente microtubo.

j) Se agregaron 200 pl de la suspension de la matriz gota a gota sobre la
pared del microtubo.

k) Se resuspendié dos veces con la micropipeta, de forma suave y sin llevarse.

el detritus celular adherido a la pared del microtubo.
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[) Se transfirié 1 mL de esta suspension al microtubo con el filtro.

m) Se centrifugo el microtubo con filtro a 13,000 rpm durante 30 segundos
(centrifuga Biofugue pico de Sorvall) y se desechd el liquido filtrado.

n) Se vertieron 500 pL de la solucion de lavado sobre la arenilla y se centrifugd a
13,000 rpm durante 30 segundos (centrifuga Biofugue pico de Sorvall),
posteriormente se desecho el liquido filtrado.

0) Se repitio el paso n, pero centrifugando durante 2 minutos.

p) Se vertieron 100 pL de agua desionizada esterilizada sobre la arenilla y se
centrifugaron a 13,000 rpm durante 30 segundos (centrifuga Biofugue pico de
Sorvall).

q) Se almacend a -20°C el liquido filtrado.

4. Electroforesis horizontal en gel de agarosa.
{(Modificado de ref. 43)

Debido a que el ADN posee carga negaliva a pH 8, puede hacerse migrar en un
campo eléctrico a través de un soporte, en este caso un gel de agarosa. La
distancia que migre el ADN depende de su tamafio y de su conformacion.
Mediante la electroforesis podemos analizar estas dos caracteristicas en las
muestras de ADN.

a) Se prepard la camara de electroforesis (Horizon 58, Life Techonolgies)
colocando el soporte del gel, los diques y el peine del nimero de pozos

requeridos.




b) Se fundié la agarosa en amortiguador TBE 1x (ver apéndice A) calentando en
horno de microondas hasta observar una solucidn transparente.

c) Se vertié la solucién de agarosa sobre el soporte para el gel y se dejd
solidificar.

d} Se vertid amortiguador TBE 1x en la camara de electroforesis hasta cubrir la
superficie del gel.

e) Se retiraron los diques y el peine de forma suave, para no romper |0s pozos.

f) Se mezcl6 Ja muestra con la cantidad de amortiguador de carga adecuado
(B/O RAD) sobre un parafilm.

g) Se cargaron las muestras y el marcador de peso molecular (de 1 kb para
plasmidos y 100 pb para oligonucleétidos, Life Technologies) en los pozos.

h) Se corrid el gel a 100 voltios durante 30 minutos.

i) Se sumergio el gel en una solucién de bromuro de etidio 0.5 pg/ml durante 3
a 5 minutos y se volvid a colocar en la camara de electroforesis.

j) Se corrié el gel nuevamente a 100 voltios durante 10 minutos.

k) Se observé el gel en un transiluminador de luz UV (A 340 nm) y se le tomo

una fotografia.

5. Extraccion fendlica y precipitacion con etanol de ADN.
(Modificado de ref. 43)
Para retirar proteinas de las soluciones de acidos nucléicos, se aprovecha que

estos uUltimos no son solubles en solventes orgdnicos tales como el fenol y ef
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cloroformo. Paosteriormente, se concentran las muestras con etanol y acetato de
amonio, que provocan fa precipitacion del ADN.

a) Se llevo el volumen de la muestra hasta 100 o 150 ul con agua desionizada
esterilizada (ultrapura). Este es el volumen inicial de muestra o VIM en los
siguientes incisos.

b) Se afnadié la mitad del VIM de fenol saturado con agua y se agitd
vigorosamente.

c) Se afadid la mitad del VIM de la mezcia cloroformo:alcohol isoamilico 24:1 y
se agitd vigorosamente en un vortex.

d) Se centrifugd a 12,500 rpm durante 5 minutos (centrifuga Biofugue pico de
Sorvall).

f} Se tomd la fase superior y se transfirié a otro microtubo.

g) Se agregd la mitad del VIM de acetato de amonio 7.5 M y se agitd
vigorosamente.

h) Se agregaron dos VIM de etanol absoluto frio y se agitd por inversion.

i} Seincubd a -20 °C minimo 1 hora.

j) La muestra se centrifugd a 12,500 rpm durante 30 minutos (centrifuga
Biofugue pico de Sorvall) y se decanté ia fase liquida.

k) Se agregaron dos volimenes de etanol al 70% y se mezcld por inversion.

) Se centrifugd a 12,500 rpm durante 5 minutos (centrifuga Biofugue pico de
Sorvall) y se decantd el sobrenadante.

m) Se secd el boton de ADN durante 5 minutos a temperatura ambiente.
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n) Se resuspendid el ADN en un volumen adecuado de agua desionizada

esterilizada (10 a 30uL), hasta observar una solucién transparente.

6. Restriccion de plasmidos.
(Modificado de ref. 43)
a) Enun microtubo de 1.5 mL libre de nucleasas se agregod:
¢ El plasmido en solucion acuosa (desde 500 ng hasta 10 pg)
¢ Un décimo del volumen final de reaccion del amortiguador
adecuado para cada enzima {solucidn concentrada 10x). En el
caso de una restriccion doble, se anadié el amortiguador en el que
ambas enzimas son capaces de cortar de manera eficiente.
¢ 1 a 10 unidades internacionales de la enzima adecuada.

¢ Agua desionizada esterilizada ¢.b.p. el volumen final deseado.

b} Esta mezcla se incubd en un bao a 37 °C de una a dos horas.

7. Ligacion de vectores con fragmentos.

(Modificado de ref. 43)
a) En un microtubo de 1.5 ml libre de nucleasas se agregaron:
¢ El plasmido linearizado y purificado (unos 100 ng) en solucion
acuosa.
+ EIl fragmento a clonar en solucién acuosa y en una proporcion

molar 3:1 a 10:1 con respecto al plasmido.




41

¢+ Un quinto del volumen final de muestra del amortiguador para

ligasa T4 (solucion concentrada 5x).
¢ Una unidad internacional de ligasa T4.
+ Agua desionizada esterilizada c.b.p. el volumen final deseado.

b) Esta mezcla se incubd a 4 °C durante una noche y a 37 °C durante 20

minutos.

8. Secuenciacion.

Se utifizé el metodo manual de Sanger, que hace uso de fa sequenasa. Para
este fin se utilizo el kit T7 Sequenase v.2.0 de Amergham.

Al ADN desnaturalizado por NaOH se agregaron varias moléculas de un
oligonuclettido cebador (una secuencia corta de ADN de una hebra) que hibridan con
el ADN molde en una zona adyacente a aquélla que se quiere secuenciar.
Neutralizamos el medio de reaccion y agregamos los deoxinucledtidos trifostados,
uno de ellos marcado radiactivamente fa - *SJJATP, el ditiotreitol que requiere Ia
secuenasa y esta ultima, que es una ADN polimerasa.

La polimerasa agrega deoxinucledtidos en la direccion 5'-3' a las moléculas de
cebador, de forma que se obtienen varias cadenas de hebra sencifla con la
secuencia que nos interesa, de diferentes longitudes y marcadas radiactivamente.
Esta mezcla se divide en microtubos que contienen uno de los nucledtidos en su
forma dideoxi, es decir, que en su posicion 3' posee un hidrégeno en fugar de un

grupo hidroxilo y por o tanto no puede ligarse a otro nucledtido rio abajo. La
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polimerasa contintGa agregando nucledtidos y se detiene cuando incluye un
dideoxinucledtido a cada cadena. |

En cada microtubo se obtiene una mezcla de cadenas de diferentes tamanos
que terminan en adeninas, citosinas, timinas © en guaninas. Estas mezclas se
someten a electroforesis en un soporte de poliacrilamida, cuya resolucion es tan
alta que permite distinguir entre dos cadenas con un nucledtido de diferencia.

Es importante mencionar que este método no lo desarrolié directamente puesto

que no tengo los permisos para manejar material radiactivo.

9. Induccién de proteinas recombinantes.
(Modificado de ref. 50).

Los pldsmidos con el gen GST tienen en 5' las regiones regulatorias def operon
lac (ver apéndice C), de manera tal que su expresion dentro de las bacterias no es
constitutiva, sino inducible.

Para promover su expresion, es necesario cultivar a las bacterias en un medio
que confenga lactosa, o bien un galactésido inductor como es el IPTG (isopropil-
p-D-tiogalactopirancsido).  Estas substancias promueven la disociacion de /la
proteina represora del promotor, permitiendo que la RNA pol se pueda asentar en
esta region y comenzar la transcripcion de los genes rio abajo.

E! macroensayo se utilizé para obtener las proteinas recombinantes para el
Western blot, lisando las bacterias obtenidas por sonicacion, mientras que el

microensayo se utilizé para obtener las bacterias para ensayos de fluorescencia.




Macroensayo:

a) El dia anterior al ensayo de induccion se resembraron las muestras de
bacterias en 3 mL de medio LB con ampicilina 100 pg/mL  y se incubaron a 37 °C
durante toda la noche. Al mismo tiempo se prepard un matraz Erlenmeyer con 50
mL de medio LB con ampicilina 100 pg/mL por cada muestra de bacierias. Los
matraces se dejaron a temperatura ambiente y en obscuridad durante toda la
noche como prueba de esterilidad.

b) El dia del ensayo se vertieron los 3 mL de suspension bacteriana obtenida al
matraz correspondiente con 50 mL de medio. Esta mezcla se incubd a 30 °C y
200 rpm durante 2 horas (Environ Shaker 3528-5, Lab-Line).

¢) Se afadieron a cada matraz 500 pL de una solucién de IPTG 100 mM. La
mezcla se incubl durante 2 horas mas para las muestras con pGST-FRET vy
pGST-FRET1 y 1.5 horas mas para las muestras con pGST, pGST-GFP y pGST-
CFP, a 30 °C y 200 rpm (Environ Shaker 3528-5, Lab-Line).

d) El contenido de los matraces se vacid en tubos estériles Falcon con
taparrosca de 50 mL . Estos tubos se enfriaron previamente en un bafio de hielo
por 10 minutos.

e} Los tubos se centrifugaron a 3, 000 rpm durante 10 minutos (centrifuga IEC
CENTRA CL2) para empastillar 1as bacterias. El sobrenadante se eliminé sobre
hipoclorito de sodio.

f) Al botdon bacteriano se le agregaron 500 uL de amortiguador de lisis frio (ver

apéndice A), se resuspendio varias veces con la micropipeta.
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g) Ei botdon bacteriano se sonicod en cuatro intervalos de 30 seg alternados por
intervalos de 30 seg. en bafio de hielo.
h) E! lisado obtenido se centrifugd por 10 minutos a 10,000 rpm, tras lo cual se

separo el sobrenadante en un microtubo limpio. A este microtubo se le agregaron

unas gotas de glicerol.

Microensayo:
a) FEl dia anterior al ensayo de induccion se resembraron las muestras de
bacterias en 3 mL de medio LB con ampicilina 100 ng/mL vy se incubaron a 37 °C
durante toda la noche. Al mismo tiempo se prepararon dos tubos con 3 mL de
medio LB con ampicilina 100 pg/mL por cada muestra de bacterias. Los tubos se
dejaron a temperatura ambiente y en obscuridad durante toda la noche como
prueba de esterilidad.

b) E! dia del ensayo se vertieron 180 ul de la suspension bacteriana obtenida a
cada uno de los tubos correspondientes con 3 mL de medio. Esta mezcla se
incubd a 30 °C y 200 rpm durante 2 horas (Environ Shaker 3528-5, Lab-Line).

c) Se afiadieron 30 pL de una solucién de IPTG 100 mM a una serie de tubos
(la otra serie funciond como control no inducido). La mezcla se incubé durante 2
horas mas a 30 °C y 200 rpm (Environ Shaker 3528-5, Lab-Line).

d) E! contenido de los tubos se transfirié a microtubos de 1.5 mL .

e) Los tubos se centrifugaron a 12, 500 rpm durante 1 minuto (centrifuga

Biofugue pico de Sorvall)y para empastillar las bacterias. Ei sobrenadante se

elimino sobre hipoclorito de sodio. Esto se realizo dos veces.
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f) Al boton obtenido se le agregaron 900 uL de amortiguador PBS (ver apéndice A)
y se resuspendid fa mezcla con la micropipeta.
g} La mezcla bacterias-amortiguador se centrifugd a 12,500 rpm durante 5

minutos (centrifuga Biofugue pico de Sorvall), tras los cuales se eliminé el

sobrenadante sobre hipoclorito de sodio.

h} Se repitieron los pasos e y f dos veces mas, pero centrifugando durante 10 y

5 minutos respectivamente.
i) Tras el tercer lavado, se retird sobrenadante con la micropipeta hasta dejar un
volumen de 500 ul en el microtubo. Las bacterias se resuspendieron en este

valumen.

10. Densidad optica.

a) Se hicieron diluciones 1:10 (800 uL de PBS + 100 pL de ia muestra) de cada
muestra bacteriana.

b) Se determiné la densidad dptica de estas diluciones a 630 nm.

¢) Se ajustd la cantidad de bacterias de las muestras a la densidad optica de Ia

muestra menos concentrada de cada ensayo, para los ensayos de fluorescencia.

11. Ensayos de fluorescencia.

Las mediciones de fluorescencia se efectuaron en el equipo Fluoroskan Ascent.
A) Barrido de excitacion-emision.

in vivo (usando las bacterias con las construcciones), primero en suspension en

medio de cultivo LB con ampicilina 100 ug/mL y luego en suspension en PBS. Se
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emplearon los filtros de excitacién 355 nm, 395 nm, 430 nm (longitud a la cual se
excita preferentemente la proteina cian) y 485 nm (longitud a la cual se excita
preferentemente la proteina verde) Se rescataron las emisiones a cinco
longitudes de onda; 460, 510, 538, 590 y 620 nm, salvo cuando se excitd a 430 y
485 nm, en cuyo caso no se rescatd la emision a 460 nm porque el fluorémetro no
lo permite.  Las lecturas se efectuaron con un tiempo de integracién de 20
milisegundos {ms) y a temperatura ambiente (25°C a 27.5°C) utilizando 100 pul de

cada muestra para cada caso.

B) Efecto de la temperatura.

In vitro (con las proteinas recombinantes purificadas) y usando la proteina a una
concentracion aproximada de 3 pg/mL en solucidon PBS (cuantificada con el kit
Nanorange de Molecular Probes). Se emplearon Unicamente los filtros de
excitacion de 430 nm y 485 nm y la emision se rescatdé a 510 nm y 538 nm; el
tiempo de integracion se fijo en 20 ms. Las temperaturas elegidas fueron:

temperatura ambiente (27.5 °C), 30°C, 35°C, 37 °C, 40°C y 45°C.

C) Tiempo de integracién.

In vitro (con las proteinas recombinantes purificadas) y usando la proteina a una
.concentraciéon aproximada de 3 ug/mbL en solucién PBS (cuantificada con ei kit
Nanorange de Molecular Probes). Se emplearon unicamente los filtros de

excitacion de 430 nm y 485 nm y la emisidn se rescaté a 510 nm y 338 nm; la
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temperatura fue la ambiental (27.5 °C). Los tiempos de integracion elegidos

fueron: 20 ms, 40 ms, 60 ms y 80 ms.

12. Purificacion de las proteinas recombinantes ligadas a GST.

(Modificado de ref. 51).

Es importante mantener el material en bafio de hielo mientras se trabaja.

a) Se rehidrato el liofilizado de glutatidn agarosa (Sigma G-4510) agregando al
contenido del frasco 10 mlL de solucién bloqueadora de leche descremada en
polvo 1 (ver apéndice A).

b) Se guardd la mezcla a 4°C durante 2 horas para promover |a hidratacion. Se
cambid la solucién de hidratacion al menos 3 veces.

c) Se fe agregaron 100 plL de glutatiébn agarosa bien homogeneizado (50%
agarosa y 50% sol. bloqueadora de leche descremada en polvo 1 a 500 ul del
extracto de proteinas bacterianas.

d) La mezcla glutation agarosa - extracto se agitd durante 1 hora a 4°C.

e) Se centrifugd esta mezcla 1 minuto a 12,500 rom (centrifuga Biofugue pico
de Sorvall), se tomo el sobrenadante y se colocd en un microtubo nuevo frio, el
cual se almacent a -70°C.

f) A la agarosa se le agregaron 500 ulL de amortiguador de lisis bacteriana frio y
se resuspendic por inversion.

g) Esta mezcla se centrifugé 1 minuto a 12,500 rpm (centrifuga Biofugue pico de

Sorvall), tras lo cual se eliminé el sobrenadante con una micropipeta.
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h) El paso anterior se repitié 3 veces, tras lo cual se resuspendié a la agarosa

con 100 ul de amortiguador de lisis frio y se almacend a 4°C hasta su uso.

13. Inmunoelectrotransferencia.
{Modificado de ref .32 y 52).
Electroforesis de proteinas (SDS-PAGE).

a) Se utllizd un cassette Snap-A-Ge/ de 1.50 mm de ancho (Julfe Inc.
Biotechnologies) como molde para hacer el gel. En este cassette se vaciaron 15
mL de una solucion de acrilamida-bisacrilamida 10% en amortiguador Tris-glicina-
SDS 1x (ver apéndice A), activada con 150 pb de solucién de persulfato de amonio al
10% (iniciador de la reaccion) y 25 ulL de TEMED (catalizador: N, N, N', N' -
tetrametiletilendiamino).

b) Una vez que se vertid la acrilamida en el cassette se colocé el peine (que
previamente se limpié con agua bidestilada y etanol al 95%).

c) Elgel se dej6 polimerizar alrededor de 20 minutos, tras 1o cual se retiraron los
peines y se rompio el extremo inferior del cassette para poner el gel en contacto
con el amortiguador.

d) El cassette se colocd en una camara de electroforesis vertical (Mighty small
il SE 250 Hoefer Scientific Instruments), que se llend con amortiguador Tris-
glicina-SDS 1x .

e) Una vez gue se colocd la cantidad de muestra adecuada en los pozos
(agarosa con las proteinas recombinantes), se le aplicd una corriente de 125 volts

durante 1.5 horas.




49

f) Se saco el gel de proteinas del cassette, rompiendo los extremos laterales, y

se sumergi® en amortiguador de transferencia (ver apéndice A).

Transferencia a membrana.

a) Se cortd la membrana (/mmobifon P de Millipore, de fluoruro de polivinilo) al
tamario del gel (unos 7.5 cm x 8 cm.).

b) Para activar la membrana se sumergio ésta en metanol absoluto durante 4
segundos.

c) La membrana se hidraté luego con agua desionizada, y una vez logrado esto
(deja de flotar en el agua) se dejé reposar durante 2 minutos.

d) Posteriormente se pasé la membrana a amortiguador de transferencia hasta
su utilizacién.

e) Se colocan en la base de la camara de transferencia:

+ 3 esponjas.

*

1 papel filtro.

L

el gel de proteinas.

¢ la membrana activada.

<>

1 papel filtro.
¢ 3 esponjas

Nota: las esponjas y los papeles filtro se remojan previamente en amortiguador de

transferencia.

f) Finalmente se armé el resto de la camara, tratando de mantener inmoviles las

diferentes capas mencionadas en el inciso anterior. Esta camara se llend con
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amortiguador de transferencia y se le aplicd una corriente de 125 mA durante 1.5
horas.

h) Una vez concluida la transferencia, se dejo secar la membrana sobre una
toalla de papel, con la cara que daba al gel boca arriba (y en la cual se encuentran
las proteinas), durante 5 minutos.

i) La membrana se almacend a 4°C en una bolsa etiquetada hasta su uso.

Reaccién con anticuerpo.

Es importante mantener la cara de la membrana que estuvo en contacto con el
gel boca arriba en todo momento.

a) Nuevamente, se activa la membrana por el procedimiento mencionado
anteriormente, con la variante de sumergirla al final en solucidén de bloqueo (ver
apéndice A).

b) Se incubd la muestra en la solucion de blogueo durante 1 hora con agitacion.

c) Se retird la solucién de bloqueo y se enjuagd dos veces la membrana con
PBS-Tween 0.1% (ver apéndice A).

d) Se lavo la membrana 3 veces con PBS-Tween 0.1%, una lavada de 15
minutos, y dos de 5 minutos con agitacion.

e) Se incubd la membrana en una solucién de 1:2000 del anticuerpo anti-GFP,
durante 1 hora en agitacion.

f) Se lavé ta membrana 3 veces con PBS-Tween 0.1%, con el protocolo ya
descrito.

g) Se incubd la membrana en una solucidn 1:5000 del anticuerpo anti-IgG de

ratén ligado a peroxidasa durante 1 hora con agitacion.




h) Se lavé nuevamente la membrana 3 veces con PBS-Tween 0.1%, con el
protocolo descrito anteriorments.

i) Se colocd la membrana en una mica y se le aplicé revelador en toda la
superficie (Kit ECL de Amersham), dejando actuar durante 1 minuto.

i) Se cerrd la mica, retirando el exceso de liquido y se le coloco en un cassette
para autorradiografia.

k) Se expuso una placa fotogréfica a la membrana durante un minuto (en

obscuridad).
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RESULTADOS.

1. Generacién del plasmido pEFSCFP-kos.

El plasmido comercial pECFP (mapa pag. 65) contiene el gen de la proteina
ECFP, gue se expresa en E.coli a partir del promotor de /ac, flanqueado en 5'y 3
por dos sitios de clonacion multiple (MCS) y que ademas posee en el extremo 5'
del gen una regién Kozak de inicio de la traduccion. Esta region favorece que el
plasmido se traduzca con gran eficiencia cuando se expresa en un sistema
eucariotico.

Puesto que las construcciones hechas en este trabajo se utilizaran en otro
proyecto para construir vectores de expresidén en eucariontes, era necesario retirar
la regién Kozak adyacente al gen de la proteina ECFP para que este gen no se
expresara en forma independiente de GFP y la regién de unién entre ambas. Este
proposito se logrd sustituyende la regién BamHI-Ncol del plasmido comercial con
un oligonucleétido de doble cadena de la misma longitud (nombrado ofigo FSCFP-
kos) sin la secuencia Kozak, generando el plasmido pEFSCFP-kos (mapa pag.
66), con el cual se transformaron bacterias competentes E.coli DH5a.

De las colonias de bacterias recombinantes obtenidas se tomaron dos
candidatos, se les resembré en medio liquido y se les extrajo el plasmido por el
método ya descrito (fig. 14).

Uno de estos candidatos se secuencidé, y comprobamos que el ofigo FSCFP-

kos estuviera presente (comparar figuras 15y 16).
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Plasmido pEFSCFP-kos
5 BamHI 3
GAT CCC CGG GTACCT AATTATTC
GG GCC CAT GGA TTA ATA AGG TAC
Ncol
Plasmido pECFP
5 BamHl c)
GAT CCC CGG GTACCG GTC GCCAC

GG GCC CAT GGC ACG CGG TGG TAC
Ncol

2. Obtencion del fragmento FSCFP-kos

Una vez que se comprobd la cionacion anterior, se procedié a extraer el
fragmento FSCFP-kos, el cual se compone del ofigo FSCFP-kos ligado al gen de

CFP (727 pb). Para este fin se hizo una doble restriccion con Hind/ll y EcoR! dei

Hindlll-EcoRI
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Fig 17 Restriccion Hindlll-EcoRI  Fig 18 Fragmento FSCFP-kos
de pEFSCFP-kos purificado.




plasmido pEFSCFP-kos (fig. 17).
El producto de esta restriccion se sometié a electroforesis en gel de agarosa al
1% y se cortd el fragmento de 727 pb, el cual se extrajo del gel por congelacion

con nitrégeno liquido y se purificd por extraccion con fenol y precipitacion con

etanol-acetato de amanio (fig. 18).
3. Obtencién del fragmento CFP.

Al vector comercial pECFP se e hizo una doble restriccién con Ncol y EcoRl,

cuyo producto se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 1% (fig. 19), del

cual se purifico el fragmento de 674 pb, por los métodos ya descritos (fig. 20).
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4. Obtencién del plasmido GEX-2TK-MCS.

Al comienzo de este trabajo se contaba ya con el plasmido pGST-GFP (mapa
pag. 68), procedente de un proyecto anterior y cuyo esquema de construccion se
presenta en la seccion de "Estrategia experimental™.

A este plasmido se le hizo una doble restriccion con Ncol-EcoR/ para separar al
vector original (pGEX-2TK-MCS) del fragmento GFP. El producto de esta doble
restriccidon se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 1% (fig. 21) y se cortd
el fragmento correspondiente al vector original linearizado (4960 pb), extrayéndolo

del gel y purificandolo por los métodos ya descritos (fig. 22).
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Todas las construcciones se hicieron con el esqueleto de este vector (mapa pag.
67) para obtener proteinas recombinantes ligadas a la glutation S-transferasa. La

presencia de este enzima en las proteinas nos permitid separarlas del lisado

bacteriano.

5. Generacién del plasmido pGST-CFP.

Se ligd al vector pGEX-2TK-MCS linearizado y purificado con extremos
cohesivos Ncol-EcoRI, con el fragmento CFP purificado con los mismos extremos
cohesivos. Con esta ligacion se transformaron bacterias E_coli BL21 (DE 3) y se
seleccionaron candidatos los cuales se resembraron en medio LB caldo con
ampicilina para hacer extraccion de plasmido (fig. 23). Al plasmido obtenido (5634
pb) se le hizo una doble restriccion Ncol-EcoRI para comprobar la insercion del

fragmento CFP (674 pb, ver fig. 24). (Mapa de pGST-CFP, pag. 68).
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6. Generacién del plasmido pGST-FRET1.

Al plasmido pGST-GFP se le hizo una doble restriccion en Hindill y EcoR!, cuyo
producto se someti a electroforesis en gel de agarosa al 1% (fig. 25), del cual se
extrajo el vector linearizado (5700 pb) que se purificd como ya se describid
anteriormente para los otros fragmentos {fig. 26).

El vector purificado se ligo al fragmento FSCFP-kos purificado y con los mismos
extremos cohesivos que el vector. Con esta ligacién se transformaron bacterias
competentes E.coli DH5a, de las cuales se seleccionaron candidatos que se
resembraron en medio LB caldo para hacer extraccidén de plasmido (fig. 27). Al
plasmido obtenido (6427 pb) se le hizo una doble restriccion en Hindlly y EcoRI

(fig. 27) para comprobar ia insercion del fragmento (727 pb).
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Fig. 25 Doble restriccion Hindill-EcoR! Fig. 26 Vector pGST-GFP Hindlll -
de pGST-GFP EcoRI purificado




Con el plasmido obtenido se transformaron bacterias competentes E.coli BL21
(fig. 28), con las cuales se efectuaron pruebas de induccion de proteinas

recombinantes. (Mapa de pGST-FRET1, pag. 70).

pGST-FRET1 Hindlll- EcoR!
pGST-FRET1 miniprep
pGST-FRET1 Hindlll- EcoR!
pGST-FRET1 miniprep
pGST-FRET* miniprep
pGST-FRET1 miniprep

£ 0
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— -
— | -
_8 o

O
G T
= O
4] (0
= =

6108 pb

Fig. 27 Plasmido pGST-FRET1 Fig. 28 Plasmido pGST-FRET1
obtenido de DH5a y doble digestion obtenido de BL21
Hindlll - EcoRl
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7. Generacion del plasmido pGST-FRET.

Al plasmido pGST-FRET1 se le hizo una restriccion en el sitic Hind!l! (fig. 29), en
el cual posteriormente se hizo una reparacién con la polimerasa de Klenow (fig.

30).

pGST-FRET1 Hindll|
pGST-FRET1 miniprep
pGST-FRET1 Hindlll

o O
' X
-— -~
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g ks
| o
— —
Y 3]
= =

6108

7126 pb 6108,

7126 pb

(a) (b)

Fig. 29 (a) Restriccion en Hindlll de
pGST-FRET1 y (b) posterior purificacion
del plasmido linearizado.

De esta manera se desplazaron cuatro nucledtidos en la secuencia, poniendo

en marco abierto de lectura al gen CFP.
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Con la reparacion se elimina el sitio Hindl/! del plasmido y se genera en su lugar
un sitio Nhel, como se muestra en las figuras 32 y 33. (Mapa de pGST-FRET pag.

71).

arcador 1kb
pGST-FRET miniprep

6108,
7126 pb
53
& _ a
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c ¥ £ 5 &
o 4w N g 2 4%
g 5 c'TJ Fig. 32 miniprep de g 0 !5
8 (7 O pGST-FRET @ o
= a o = o
6108,
7126 pb 6108,
7126 pb

(b)
Fig. 33 (&) Restriccion con Hindlill 'y (b) Restriccion
con Nhel de pGST-FRET
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8. Inmunoelectrotransferencia.

Se hizo un ensayo de Inmunoelectrotransferencia de las proteinas
recombinantes purificadas en glutation agarosa, utilizando como anticuerpo
primario al anti-GFP y como anticuerpo secundario al anti-lgG de raton ligado a
peroxidasa. Para revelar este ensayo se utilizd el Kit ECL de Amersham y se
expuso una placa de fotografia durante 3 minutos, que se presenta a continuacion
(fig. 34).

En todos los pozos se coloco la misma cantidad de proteina, pero no se obtuvo
transferencia completa a la membrana de la proteina GST-FRET, por lo que su

banda es mas tenue. Todas las proteinas tienen los tamarios previstos.
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220 kDa
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Fig. 34 Autorradiografia de la Inmunoelectrotransferencia
efectuada a las proteinas recombinantes.




9. MAPAS DE LOS PLASMIDOS.

Mol 360 - C'CATG_G

Neol-611 - C'CATG_G

pEGFP-C1
4731 bp

Hindlll - 1352 . A'AGCT_T
EcoRI- 1359 . G'AATT_C
BawHI - 1390 . G'GATC_C

Neol - 3187 - C'CATG_G

Ncol . 2484 - C'CATG_G

KAN { NEQ = RESISTENCIA A KANAMICINA, NEOMICINA.
GFP = GEN DE LA PROTEINA VERDE FLUORESCENTE.
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CFP
AMP

i}

GEN DE LA PROTEINA CIAN FLUORESCENTE
GEN DE RESISTENCIA A AMPICILINA.

Hindlll - 234 - A'AGCT_T
BamHI - 264 - G'GATC_C
7 Neol- 287 C'CATG_G

EcoRI- 1025 - G'AATT C
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Hindllf - 234 - A’"AGCT_T
BamHI - 264 - G'GATC_C
Neol- 287 - C'CATG_G

pEFSCFP

3355 bp

EcoRI- 1025 . G'AATT _C

CFP = GEN DE LA PROTEINA CIAN FLUORESCENTE
AMP = GEN DE RESISTENCIA A AMPICILINA.
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GST =
AMP =
LAC 1Q

pGEX-2TK-MCS

4995 bp

GEN DE GLUTATION-S-TRANSFERASA.
GEN DE RESISTENCIA A AMPICILINA

= REPRESOR DE LAC

Neol - 973 - C'CATG_G
BamHI - 977 - G'GATC_C
EcoRI-987 - G'AATT C
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GST = GEN DE GLUTATION-S-TRANSFERASA.
AMP GEN DE RESISTENCIA A AMPICILINA
{AC 1Q = REPRESORDE LAC

it

GST-GFP
5729 bp

GFP = GENDE LA PROTEINA VERDE FLUORESCENTE.

Meol-973-C'CATG_G

EcoRI-1721. G'AATT C
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GST
AMP
LAC |
CFP

WO

GST-CFP
5719 bp

GEN DE GLUTATION-S-TRANSFERASA..
GEN DE RESISTENCIA A AMPICILINA
= REPRESORDE LAC

GEN DE LA PROTEINA CIAN FLUORESCENTE.

Neol-973- C'CATG_G

EcoRI- 1711 - G'AATT €

oY




GST
AMP

Neol- 973 - C'CATG_G

GST-FRET1
6513 bp

HindIIl - 1714 - A’'AGCT _T
BamHI - 1744 - G'GATC_C
Neol- 1767 - C'CATG_G

EcoRl- 2505 - G'AATT_C

= GEN DE GLUTATION-S-TRANSFERASA.

GEN DE RESISTENCIA A AMPICILINA

LAC 1Q = REPRESORDE LAC

GFP
CFP

I

GEN DE LA PROTEINA VERDE FLUORESCENTE.
GEN DE LA PROTEINA CIAN FLUORESCENTE.
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GST
AMP
LAC |
GFP
CFP

GST-FRET
6517 bp

GEN DE GLUTATION-S-TRANSFERASA.

= GEN DE RESISTENCIA A AMPICILINA

Q

i

= REPRESOR DE LAC
GEN DE LA PROTEINA VERDE FLUORESCENTE.
GEN DE LA PROTEINA CIAN FLUORESCENTE.

Nael- 1716 - G'CTAG_C
BamHI. 1748 - G'GATC_C
MNeol- 1771 - C'CATG_G

FeoRI- 2509 . G'AATT C

7
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10. Ensayos de fluorescencia.
Barrido de excitacion-emision.

En primer lugar se hizo un analisis in vivo de excitacion y emisién con los filtros
disponibles para el fluordbmetro Fluoroskan Ascent, tal como se describe en la
seccion de Métodos, en el punto 11 inciso A. Las bacterias utilizadas estaban
suspendidas en medio de cultivo LB con ampicilina 100 pg/mi.

Con este primer analisis detectamos que el medioc de cultivo presenta cierta
fluorescencia de fondo y decidimos utilizar como diluyente solucién PBS que no
presenta este problema. El comportamiento de estos diluyentes se presenta en
los graficos 1 a 4. Los puntos que se grafican corresponden a los promedios de las

lecturas obtenidas de 3 ensayos con Luria y 2 ensayos con solucion PBS.

LB y solucién PBS. Excitaciéon a 355 nm
120 - =o=Iria :
100 \\ P
80
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A de emisién {nm)

Grafico 1. Comparacion entre los comportamientos del medio de cultivo LB
Y la solucién PBS, excitando a 355 nm.




LB y solucién PBS. Excitacidn a 395 nm
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Gréfico 2. Comparacién entre los comportamientos del medio de cultivo LB
Y la solucion PBS, excitando a 395 nm.

LB y solucion PBS. Excitacién a 430 nm
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Grafico 3. Comparacién entre los comportamientos del medio de cultivo LB
Y la solucion FBS, excitando a 430 nm.
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LB y solucién PBS. Excitaciéon a 485 nm
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Grafico 4.  Comparacién entre los comportamientos del medio de cultivo LB
y la solucién PBS, excitando a 485 nm.

Una vez eliminado el fondo de fluorescencia del diluyente se procedio a hacer el
barrido de emision y excitacion in vivo de las muestras problema en solucion PBS.
En los gréficos 5 a 8 se presentan los resultados correspondientes a este

analisis, que son los promedios obtenidos de dos ensayos.




Bacterias en PBS. Excitaciéon a 355nm
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% de emision (nm)

—o—GFP IND
—C—CFP IND
—4—FRET IND
—»—-FRET 1 IND
—- GST

—o— Buffer PBS

Grafico 5. Bacterias en solucién PBS. Excitacién a 355 nm.
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Bacterias en PBS. Excitacién a 395nm
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Grafico 6. Bacterias en solucion PBS. Excitacién a 395 nm.
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Intensidad

Bacterias en PBS. Excitacién a 430nm
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Grafico 7. Bacterias en solucion PBS. Excitacion a 430 nm.
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Bacterias en PBS. Excitacion a 485nm
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Grafico 8. Bacterias en solucion PBS. Excitacion a 485 nm.
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Excitando las muestras a 355 y 395 nm (graficos 5 y 6) se observan emisiones

bajas en casi todos los casos (menos de 20 unidades de fluorescencia). Esto era
de esperarse, puesto que ninguna de las proteinas utilizadas posee su Aex 6ptima
en estas regiones.

Con las Aexc de 430 y 485 nm (graficos 7 y 8) se obtienen lecturas de

fluorescencia mayores y se observa el comportamiento esperado para los
productos de fusion GST-GFP y GST-CFP, asi que para los ensayos in vitro se
utilizaron unicamente estas longitudes de onda de excitacion.

Excitando a 430 nm (ver grafico 7) se ocbserva que:

Las proteinas GST-CFP y GST-GFP se excitan a esta longitud de onda, pero la
proteina GST-CFP muestra una emision de fluorescencia casi tres veces mayor
que GST-GFP.

El pico de emision de GST-CFP se presenta a 538 nm (que no corresponde a lo
esperado), mientras que GST-GFP presenta la misma emisién a 510 nmy a 538

nm.

Cuando se cambia la Aec @ 485 nm, GST-GFP aumenta su emision de

fluorescencia al triple, mientras que GST-CFP no se excita. El pico de emision de
GFP se presenta a 510 nm.

Con respecto a las proteinas FRET: El comportamiento de GST-FRET1 es el de
GST-GFP (se excita a 430 nm, pero su emision aumenta al triple al excitarla a 485

nm), tal como se esperaba puesto que no tiene fluoréforo donador. Las emisiones
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de fluorescencia que presenta son mas altas; sin embargo nos interesa mas que

su comportamiento difiera de GST-FRET, que la intensidad de su fluorescencia.

Como ya se menciond en la seccién de Antecedentes, el efectc FRET consiste
en excitar la proteina con ambos fluoréforos (GST-FRET) ala fongitud de onda de
excitacion del donador (430 nm, para CFP) y observar la emisidn del aceptor (a

910 nm para GFP).
Puesto que en este caso ambos fluordforos se excitan a la A del donador,

veriamos el efecto FRET como el aumento de la emision del aceptor, y no sélo
como la aparicidn de ésta emision.

Cabria esperar que al excitar a 430 nm, GST-FRET emitiera a 510 nm con una
intensidad mayor a la que se observa para GST-GFP y menor que la que presenta
GST-CFP, ya gue la transferencia de energia no puede ser 100% eficiente. Sin
embargo esto no ocurre asi: GST-FRET excitada a 430 nm emite a los niveles de
GST-GFP, con lecturas practicamente iguales a 510 nm y 538 nm (una unidad de
fluorescencia de diferencia).

Se podria pensar que GST-FRET se estd comportando como GST-GFP, sin
embargo, al excitar esta proteina a 485 nm no se observa el aumento de
fluorescencia al triple, sino solamente al doble.

Por lo tanto, GST-FRET se comporta en forma distinta a GST-CFP, GST-GFP y
GST-FRET1.

Al parecer, esta proteina presenta un opacamiento de fluorescencia que
afecta a ambos fluoréforos, pero en mayor medida al fluoroforo CFP, puesto que

al excitarla a 430 nm no presenta el comportamiento de CFP (un pico de emision
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mayor a 538 nm) a pesar de tener éste fluoréforo. Las explicaciones probables a

este efecto se revisaran en la seccién de discusion.

Ensayos in vitro.

A continuacion se hicieron pruebas in vitro, utilizando las proteinas
recombinantes purificadas scobre glutation agarosa, obtenidas por los protocolos
descritos en la seccién de Métodos. Los ensayos consistieron en analizar el
comportamiento de las muestras a diferentes temperaturas (ensayo 1) o tiempos
de integracion (ensayo 2), excitdndolas a 430 nm y 485 nm y capturando las
emisiones a 510 nm y 538 nm.

Para ambos ensayos se observd que la proteina GST-FRET se comporta mejor
in vivo, que in vitro (tiene emisiones de fluorescencia mas intensas). Posiblemente

sea mas estable en la primera situacion.

Efecto de la temperatura.
Las temperaturas utilizadas fueron: 27.5°C, 30°C, 35°C, 37°C, 40°C y 45°C. En

los graficos 9 a 16 se presentan |os resultados de este ensayo.

O SALE .
TA TESIS N
E&E LA BEBLEE@"T&ECA




Efecto de la temperatura. Par 430-510
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Grafico 9. Efecto de la temperatura sobre las proteinas recombinantes.
Excitacién a 430 nm y recuperacién de la emision a 510 nm.
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Grafico 10.  Efecto de la temperatura sobre la proteina GST-FRET.
Excitacién a 430 nm y recuperaciéon de la emision a 510 nm.




Efecto de la temperatura. Par 430-538
90
80 ]
70
o 60
]
T 50
9
§ 40
10
1] == o = —- —
20 30 40 50
temperatura (°C)

Gréfico 11. Efecto de la temperatura sobre las proteinas recombinantes.
Excitacion a 430 nm y recuperacién de la emision a 538 nm.
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Gréfico 12. Efecto de la temperatura sobre la proteina GST-FRET.
Excitacién a 430 nm y recuperacién de la emisién a 510 nm.




Efecto de la temperatura. Par 485-510
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Gréafico 13. Efecto de /a temperatura sobre las proteinas recombinantes.
Excitacion a 485 nm y recuperacién de la emision a 510 nm.
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Gréfico 14. Efecto de la temperatura sobre la proteina GST-FRET.
Excitacién a 485 nm y recuperacion de la emision a 510 nm.
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Gréfico 15. Efecto de la temperatura sobre las proteinas recombinantes.
Excitacion a 485 nm y recuperacion de la emision a 538 nm.
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Gréfico 16. Efecfo de la temperatura sobre la proteina GST-FRET.
Excitacién a 485 nm y recuperacion de la emisién a 538 nm.
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La proteina GST-GFP se comporta de manera similar in vitro que in vivo, se

excita a las dos Aec que se probaron, aunque preferentemente a la de 485 nm

(graficos 9 y 13). Conserva su pico de emision a 510 nm a ambas A (comparar

el grafico 9 con el grafico11, y el grafico 13 con el gréfico 15).

La proteina recombinante GST-CFP se comporta un poco diferente in vitro gue
in vivo, porgue su pico de emision esta a 510 nm y no a 538 nm (graficos 9 y 11),
sin embargo se sigue observando gue se excita a 430 nm y no a 485nm (graficos

9y 13).

Con respecto al efecto de la temperatura sobre la flucrescencia, todas las
proteinas presentan una tendencia a la baja a medida gque aumenta la
temperatura, pero la proteina GST-GFP resultd ser mas resistente a los cambios
en éste parametro que la proteina GST-CFP.

Para hacer el analisis del efecto, tomamos en cuenta como referencia la lectura
de fluorescencia a 27.8°C (temperatura ambiente).

Con el par de excitacion-emisién 430nm-510nm, GST-GFP baja su emision a
los 30°C,35°C y 37°C de un 2 a 3%, y hasta un 20% al aumentar a 45°C.

Con el par de excitacién-emision 485nm-510 nm (el optimo para esta proteina),
la emisién baja a un 7% a los 30°C, a 8% a los 35°C y a un 10.5% a los 37°C; al
llegar a los 45°C disminuye hasta un 18%.

Mientras tanto, GST-CFP, a 430-510 nm mantiene su emisidén a 30°C, pero la

disminuye a un 4% a los 35°C y a un 8.5% a los 37°C; cuando esta a 45°C baja
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hasta un 36%. La disminucion de la emisién es mas dramatica cuando se usa el

par 430-538nm, porque a los 37°C ha disminuido su emision en un 44% y a los

45°C hasta un 63%.

La proteina GST-FRET1 presenta un comportamiento peculiar. Con el par 430-
910, a los 30°C su lectura baja un 13%, y mas o menos se mantiene hasta los
37°C. Luego baja hasta un 31% a los 45°C.

Con el par 485-510 la fluorescencia baja un 11% a 30°C, sube otra vez a 35°C al
nivel original, baja un 8% a 37°C, sube otra vez a los 40°C y baja hasta un 7% a

los 45°C.

La proteina GST-FRET tiene tendencia a disminuir su fluorescencia con el
aumento de la temperatura, pero las lecturas de emision son bajas y por ello el
calcular el porcentaje con que disminuye su fluorescencia no es muy confiable,
porgue una ligera disminucidn en la emision tiene un impacto fuerte en el calculo.

Aunqgue se observa cierta disminucion en la fluorescencia a 37°C a 430-510 y
485-510, el sistema podria ser utllizado a esta temperatura, lo que es deseable,
puesto que la finalidad es utilizarlo en células eucariontes que se desarrollan a
37°C. Sin embargo, aunque es de utilidad como orientacidn, esta prueba no es
concluyente porque se trata de un experimento in vitro y 1as condiciones en que
se llevd a cabo no son las existentes dentro de las células. Lo mas conveniente

seria medir la fluorescencia en células con el sistema, a 37°C.
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La disminucién en la fluorescencia por el aumento de temperatura se debe a que
las proteinas cambian su estructura terciaria, lo que provoca que el microambiente
del fluordforo se modifique y pierda estabilidad®. Nunca se llegd a la
desnaturalizacién completa de la proteina, ya que nunca se perdio la emision de
fluorescencia. El fluorémetro que utilizamos no nos permite llegar a temperaturas
mas elevadas, si quisieramos ver el efecto a mayor temperatura seria necesario

preincubar la muestra a la temperatura requerida y luego leerla en el aparato.

Variacién del tiempo de integracion.

El tiempo de integracion es el tiempo en que el fluordmetro mide la emision, con
una excitacidon constante de la muestra. Cuando los fluoraforos reciben energia
por un periodo largo de tiempo tienden a perder la fluorescencia, a éste efecto se
le conoce como photobleaching. Con este experimento se probé que tan
resistentes son las proteinas recombinantes a este efecto.

Se utilizaron cuatro tiempos de integracion diferentes: 20 ms, 40 ms, 60 ms, y 80
ms. Las proteinas se excitaron a 430 nm y a 485 nm, y se rescataron las
emisiones de fluorescencia a 510 nm y 538 nm.

Los resultados de este ensayo se presentan a continuacion en los graficos 17 a

24.
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Grafico 17.  Variacién del tiempo de integracion. Excitacion a
430 nm y recuperacion de la emision a 510 nm.
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Grafico 18. Variacién del tiempo de integracion en la proteina GST-FRET.
Excitacién a 430 nm y recuperacion de la emisién a 510 nm.




Intensidad

Tiempo de integracion. Par 430-538

[+~ GST
90 —o— PBS
80 ——GFP
70 —w—CFP
-t~ FRET

80 —— FRET}
50 i
40 \
a0 e ———————
20 _A@,
10

0 s = e emd

15 25 35 45 55 65 75 85 95

Tiempo {(ms)

Grafico 19. Vanacidn de!f tiempo de integracion. Excitacion a
430 nm y recuperacion de la emisién a 538 nm.
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Gréfico 20. Variacién del tiempo de integracion en la proteina GST-FRET.
Excitacién a 430 nm y recuperacién de la emision a 538 nm.
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Gréafico 21.  Variacién del tiempo de integracion. Excitacion a
485 nm y recuperacion de fa emision a 510 nm.
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Grafico 22. Variacién del tiempo de integracion en la proteina GST-FRET.
Excitacion a 485 nm y recuperacién de la emision a 510 nm.
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Grafico 23. Variacién del tiempo de integraciéon. Excitacion a
485 nm y recuperacion de la emisién a 538 nm.
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Grafico 24. Variacién del tiempo de integracién en la proteina GST-FRET.
Excitacion a 485 nm y recuperacion de la emision a 538 nm.
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Las proteinas verdes fluorescentes (GFP's) son relativamente resistentes al
photobleaching. Como puede verse en los graficos 17 a 24, las lecturas de
fluorescencia de todas las muestras tienden a bajar conforme aumenta el tiempo
de integracion (un 20%), con un aumento ligero cuando se llega a los 80 ms (un
2% con respecto a las otras lecturas).

Se determind que el tiempo de integracion 6ptimo para hacer las lecturas de

fluorescencia es el de 20 ms.




DiSCUSION.

El objetivo principal de este trabajo es desarrollar un sistema reportero para
evaluar ribozimas recombinantes in vivo, basado en el efecto FRET entre dos
mutantes de la proteina verde fluorescente (GFP).

Los resultados obtenidos con el sistema que construimos nos hacen pensar que

éste ultimo no produce un efecto FRET, porque al excitarlo a la A... del fluoréforo

donador CFP no obtenemos ia emision caracteristica del fluordforo aceptor GFP.

Sin embargo, observamaos un efecto de opacamiento de fluorescencia o quenching

al excitar al sistema a las A... Optimas de ambos fluordforos (ver las paginas 75 a

79 de los resultados, para mayor detalle).

La falta de un efecto FRET en nuestro sistema se puede originar por varias
causas:
a) Polimerizacion de la molécula fluorescente®”.
b) Cambios de conformacion por la presencia de las tres secuencias en la misma
molécula (GST y las dos GFPs) que llevan a la desproteccion de los
26, 27.

fluoroforos

c) La distancia entre fluoréforos o la orientacién no es la 6ptima®

La polimerizacion de la motécula fluorescente, segin Lakowicz™, puede causar

disminucion de la fluorescencia y explicar el opacamiento observado. Se ha
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reportado en diversos articulos” ® que la GFP tiene la capacidad de formar
dimeros a altas concentraciones y ademas se ha determinado qué aminoacidos
participan en la interaccion entre GFP's® :  Ala®® Leu®', Phe?® Tyr™®, GIu'%,
Asn'* Asn'® Ser'¥ Asn'® Tyr'®' Arg'® Asn'™ GIu'™? Tyr®® Serf®? GIn®™ y
Ser™®.

Las dos mutantes utilizadas conservan estos aminodcidos y, puesto que ia
expresidn de la proteina quimérica se induce, se espera que la concentracion de la
molécula en las bacterias sea alta. La interaccion de este tipo podria ser
intermolecular (es decir, entre dos moléculas de la proteina GST-FRET), o
intramolecular (entre los fluoréforos de la misma proteina), dependiendo de qué
tan flexible sea el oligopéptido entre los fluordforos.  Esto no lo sabemos con
certeza, puesto que no hemos realizado estudios para analizar la estructura de |a
proteina (cristalografia de rayos X, RMN), pero podria ser posible, ya que la region
de unién entre los fluoréforos posee dos prolinas que, segun la literatura, producen
distorsiones en las cadenas peptidicas.®

Sin embargo, si la proteina estuviera dimerizando, el aumento de temperatura a
45°C disociaria el dimero y el opacamiento se liberaria®. No se observa este
efecto (ver graficos 9 a 16), asi que es poco probable que ésta sea la causa del

opacamiento.

Por atra parte, la orientacion entre fluoréforos es un factor que no puede
regularse faciimente y puede afectar sustanciaimente a la transferencia de

energia'®'?, asi que el opacamiento podria deberse a este motivo.
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Como ya se menciond anteriormente (ver la seccidn de antecedentes pag 13),
es necesario que entre los fluoréforos exista una interaccion dipolo-dipolo para
que ocurra la transferencia de energia. Para que exista una interaccién entre

dipolos, es necesario que los momentos de éstos dipolos estén correctamente

alineados entre si (fig. 35).

Fig. 35 Orientacion de los momentos de los dipolos del
donador (D) y del aceptor (A). (Modificado de ref. 31),
El factor de orientacién & 2 nos da informacién sobre la dependencia entre la
interaccion de los dipolos eléctricos y sus respectivas orientaciones>":
El valor del factor de orientacién depende de la forma en que se pliega la
proteina con los fluordforos, y es virtualmente imposible obtenerla sin tener

informacién sobre la conformacion de la proteina.

La tercera causa de la ausencia del efecto FRET es que ia -distancia entre
fluoréforos no sea la éptima: revisando la secuencia tedrica de fa proteina GST-
FRET, encontramos que el oligopéptidc entre ambos fluordforos es de 28
aminodcidos (fig. 38). Esto es consecuencia de la forma en que se construyd el

vector. El gen de GFP se obtuvo cortando el plasmido pEGFP-C1 en los sitios
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Ncol (a 5 del gen) y EcoRI (a 3' del gen). Este ultimo sitio se encuentra a 30

nuciedtidos del extremo 3' del gen de GFP, como se puede ver en la figura 36.

o 11ag e = :
TACAAG iCC IOACIC AGASLTLGA ﬂ':i CAA 51176 AAT 157 GTA EiC GAL
Bspk § Bpllt Xbol Hedfit EcoB) Purl Sall
Sac) Acel
{5 11 :

Fig. 36 Fragmento de la secuencia del plasmido pEGFP-C1. (Modificado de ref.
53).

%

o . 1434
CCAAGE 116 CAT GEL 16C AGB TG ACT CTA GAG BAT CLCCGR GTA gcg GIC GUC ARG ATG

Hid  Sght Pl Accl v Bami Xwml N Age) Neol
Sall Smal Kpal
Hime W AspTigl

Fig. 37 Fragmento de la secuencia del plasmido pECFP. (Modificado de ref. 54).

El gen de GFP se cloné en el plasmido pGEX-2TK-MCS para cbtener el vector
pGST-GFP. Para obtener el vector pGST-FRET se cloné al fragmento FSCFP-kos
(oligo FSCFP-kos + gen de CFP, ver figura 37) en los sitios{HindHI-EcoR! de
pGST-GFP y después se hizo una reparacion en el sitio Hindlll, por lo que entre
las secuencias de los genes GFP y CFP, existen 81 nucledtidos. Cuando pGST-

FRET se expresa, da lugar a la siguiente secuencia aminoacidica (en clave de

una sola letra):
N-terminal C-terminal
GFP CFP

GMDELYKSGLRSRAQASLHACRSTLEDPRVPNYSMVSKGEELFTGVVPILVELD

Fig. 38 Fragmento de la secuencia de la proteina GST-FRET
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Si el enlace peptidico (carbono-nitrdgeno) mide en promedio 1.5 A * el
oligopéptido de union mide 42 A, Ademas, los fluoréforos se encuentran casi en el
centro sus respectivas proteinas, las cuales tienen un didmetro de 30 A cada una.

Si el oligopéptido de unidn permanece lineal {lo cual puede no ser cierto, por la
presencia de las prolinas), la distancia entre fluoréforos es de 72 A
aproximadamente.

La distancia éptima para que ocurra un efecto FRET entre dos fluoréforos es de
entre 10 y 100 A, difiere para cada par de donador-aceptor utilizado y se puede
hacer una aproximacién matematica de ella si se tienen todos los parametros
espectroscopicos del donador y del aceptor.

En nuestro caso, no podemos hacer el calculo porque en la literatura no estan
reportados todos los parametros espectroscopicos para EGFP y ECFP" ' asique
la determinacion de |a distancia dptima para FRET solo se podra hacer de forma
experimental. Esto puede hacerse variando la longitud del oligopéptido de unién

y analizando el comportamiento de las emisiones de fluorescencia.

El efecto de opacamiento de la fluorescencia observado para GST-FRET nos
puede servir para evaluar la actividad de las ribozimas, puesto que existe una
diferencia cuantitativa entre el sistema y sus controles.

En un sistema como este, la actividad catalitica de una ribozima podria ser

detectada como una disminucién del opacamiento a 485 nm.
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El sistema desarrollado presenta importantes ventajas sobre otros métodos ya
descritos:

a) En primer lugar, la deteccién puede hacerse in vivo, sin necesidad de romper
la células, manipular directamente sus proteinas o su material genético. Esto
implica que los resultados se obtienen en ambientes similares a los reales.

Los métodos reportados en la literatura son ensayos in vitro yfo requieren de
hacer lisados celulares'®?%.

b) Se puede detectar el corte de manera cuantitativa en el momento en que
ocurre {a tiempo real). Ademas, como se mide fluorescencia, el sistema puede ser
muy sensible.

c} No requiere de la manipulacion de material radiactivo, ni otros materiales
biopeligrosos.

d) A comparacion de |os otros metodos, no es costoso. Unicamente se requiere

de celdas adecuadas para hacer las lecturas y tener acceso a un fluorometro o un

espectrofluorometro.

Es necesario hacer una caracterizacion del sistema, hay que probar a cortar el
ARN mensajero de éste para ver si la eliminacion de la secuencia para CFP lleva
a que la proteina se comporte como GST-GFP, y una vez comprobado este punto
proceder a determinar la sensibilidad del sistema con diferentes cantidades de
substrato y ribozima y comparar los resultados con los obtenidos por otros

métodos.
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CONCLUSIONES.

Conforme a los objetivos planteados:

(a)

Se obtuvieron las construcciones pGST-CFP, pGST-FRET y pGST-FRET1

con los tamanos adecuados.

Se demostro por medio de un Western blot que la expresion de estos
plasmidos da lugar a proteinas quiméricas con los tamafios y la constitucion

previstos.

La proteina GST-FRET no muestra un efecto FRET y si un opacamiento de
fluorescencia. Sin embargo, al ser este opacamiento de fluorescencia un
comportamiento cuantitativamente diferente al que presentan las proteinas
GST-GFP y GST-CFP, el sistema puede ser utilizado para evaluar la actividad

de ribozimas recombinantes en células.
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APENDICE A

COMPOSICION DE REACTIVOS.

Medio caldo Luna:
Triptona B 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, cloruro de sodio 5g/L.
Medio caldo SOC:

Triptona 20 g/L, extracto de levadura 5 g/L, cloruro de sodio 0.5 g/L, sulfato de
magnesio heptahidratado 5 g/L, glucosa 20 mM.

Medioc agar Luria:

Luria-caldo, agar bacterioldgico 15 giL.

Amortiguador Tris-borato-EDTA (TBE) 1x:

Tris 100mM, acido bérico 90 mM, EDTA 1.0 mM, pH 8.33.

. Amortiguador de fisis (protocolo de induccion de proteinas recombinantes):
Cloruro de sodio 100 mM, Tris-HC! pH8 0.02 M, EDTA 1mM, 0.5% |GEPAL
{detergente no iénico), 0.5 mM AEBSF (clorhidrato de 4-(2-aminoetil)
bencensulfonilfluoruro; inhibidor irreversible de serinproteasas, tripsina,
quimiotripsina, plasmina, calicreina y trombina), dos tabletas "Complete” de
Boehninger, las cuales contienen inhibidores de serinproteasas,
cisteinproteasas y metaloproteasas.

Llevar a 200 ml con agua desionizada, v filtrar por membrana de 0.2 micras.

Amortiguador PBS. ( mezcla en polvo de Gibco Life Technologies para 1L).

Amortiguador salino de fosfatos de Dulbecco, sin cloruro de calcio ni cloruro
de magnesio, pH 7.2, Life Technologies

Solucion de blogueadora de leche descremada en polvo | (protocolo de
purificacion de proteinas recombinantes figadas a GST)

0.05 g de leche Svelty en polvo, 10 mL de amortiguador de lisis bacteriana.
Amortiguador Tris-glicina-SDS 1x (Solucién concentrada 10x de Bio Rad)

Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0.1% pfv, pH 8.3.




9. Amortiguador de transferencia.

Amortiguador tris-glicina-SDS 1x, metanol al 15%.
10. Solucién de blogueo.

5 g. de leche Svelty en polvo, 100 mL de PBS-Tween 0.1%.
11. PBS-Tween 0.1%.

Disolver un sobre de solucién PBS (numero 6 de esta seccidn) y agregarle
1 mL de Tween 20 (BIO RAD).
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APENDICE B.

FLUORESCENCIA.

(Revisar referencias 35y 41).
La fluorescencia es un proceso de emisién en el cual las moléculas son
excitadas por la absorcién de radiacidn electromagnética, llevandolas a un

estado excitado del cual se relajan liberando su energia como fotones.

Bases tedricas.

Todas las especies moleculares poseen un numero limitado de niveles
discretos de energia cuyo nivel mas bajo se llama “estado fundamental® y que es
el nivel en el que estan generalmente todas las moléculas a temperatura
ambiente.

Una molécula puede absorber un fotén de radiacion solamente cuando éste
tiene exactamente la energia que necesita la molécula para pasar a uno de sus
niveles de mayor energia, quedando la molécula en un estado excitado:

M +hy —®» M

Tras un lapso breve de tiempo (10° a 10° s) la molécula se relaja de su estado
excitado a su estado basal por tres medios:

(a) Por relajacion vibracional, cediendo su exceso de energia por colision a
los atomos y moléculas en el medio con un aumento ligero de
temperatura. Esta relajacion ocurre en etapas pues solo ocurre entre
niveles vibracionales (cada nivel electronico tiene diversos niveles

vibracionales).




(b) Por conversién interna, cuyos mecanismos no estan claros y que
consiste en la relajacion desde el nivel vibracional mas bajo de un nivel
electrénico alto, al nivel vibracional mas alto de un nivel electrénico mas
bajo.

(c) Por descomposicion fotoquimica de la molécula, generando nuevas
especies.

(d) Por reemision de radiacién fluorescente o fosforescente. Las moléculas
excitadas se pueden relajar a cualquier estado vtbracional del estado
electronico basal.

Para entender mejor estos procesos de relajacion, observar la figura a

continuacién:

) Absortidn mdecdar b} Redgjacian no radiante ¢) Fuarescenda
_ 4 4 4
A 3 3 3
A 2 2 2
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Fig. 1 Diagrama de los niveles energéticos. Cambios que ocurren en
la molécula durante la absorcion (a), la refajacion no radiante (b) yla
fluorescencia (c).(Modificado de ref. 35)




¢Por qué unas molécuias fluorescen y otras no?. Las moléculas que no
fluorescen cuando son excitadas se relajan por medios no radiantes
preferentemente. La via de relajacidn radiante se favorece en las moléculas con
estructuras mas rigidas.

Los compuestos con sistemas aromaticos pueden presentar fluorescencia, y
la probabilidad de que esto suceda aumenta mientras mas anilios fusionados
tengan, incluyendo anillos heterociclos (estos, por si solos no producen
fluorescencia).

L a sustitucidn en los anillos aromaticos provoca el corrimiento en los espectros
de absorciéon y emisién del compuesto y afecta la eficiencia de |a fluorescencia.

La eficiencia de fluorescencia disminuye con el aumento de temperatura,
puesto que aumenta la probabilidad de relajacion por colision, y |0 mismo ocurre
con la disminucién en la viscosidad del disolvente.

Las emisiones fluorescentes tienen una energia menor que la radiacién
absorbida por la molécula, es decir, ébsorben radiacién de una longitud de onda
y emiten radiacion a una longitud de onda mayor. A este efecto se le llama
corrimiento de Stokes y se debe a que la molécula excitada puede relajarse por
un medio no radiante (relajacién vibracional o conversion intema) antes de
fluorescer y por lo tanto la radiacidn emitida sera de menor energia (mayor
longitud de onda).

Un compuesto fluorescente posee dos espectros caracteristicos: espectro de

excitacién y espectro de emisién. El espectro de excitacién se obtiene fijando a
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Cierta longitud de onda la emisién y haciendo un barrido de la longitud de onda
de absorcion o excitacion. El espectro de emisidn se obtiene a la inversa.
Dependiendo de qué molécula se trate, €l espectro de emision a veces parece
ser una imagen especular (imagen en un espejo) del espectro de absorcién, con
una pequefa sobreposicién. Si se ven como imagenes especulares quiere decir
que las diferencias entre los niveles vibracionales son mas o menos las mismas
y la sobreposicion en los espectros ocurre cuando hay longitudes de onda de

absorcién y emisidn idénticas, lamadas /ineas de resonancia.

Un poco de mateméticas.
La energia de la radiacién fluorescente es proporcional a ta energia radiante
del haz excitado absorbido por el sistema, segun la ecuacion:
F = K'(Po-P) Eq.B 1
Donde Po es la energia del haz incidente y P es la energia después de
atravesar |a longitud b del medio. La constante K depende de |a eficiencia
cuantica de la fluorescencia. Si se considera a Po como constante, se tiene la
ecuacion:
F = KC Eq. B2
Donde C es la concentracion de |a especie fluorescente y K es ia constante de
proporcionalidad. A concentraciones bajas, la relacion entre emision y
concentracion es lineal, pero cuando la concentracion es tat que la absorbancia
es mayor que 0.05 (o sea, la transmitancia es menor de 90%), la flucrescencia

ya no aumenta. Esto es porque las moléculas del analito absorben ia
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fluorescencia que producen otras molécuias de analito. A concentraciones muy

altas, la fluorescencia comienza a decrecer con el aumento en la concentracion.

Instrumentacion.

En general, los fluorémetros tienen casi los mismos componentes que un
espectrofotémetro, pero también tienen un filtro que selecciona la longitud de
onda de la emision. A continuacion se presenta un esquema simplificado de un
fluorémetro:

Filtro
de ta excitacidn
primaria

0 monocromador
Fuente SN Muestra

Filro de Ia
Atenuador H emisidn
del haz ;.. +» 4 Secundoria
o monocromador

Fotomuttiplicador
de la muestra

Fotomultiplicador
de referencia

Amplificador

Fig. 2 Componentes de un fluorometro. (Modificado de ref. 35)

El haz que se dirige a la muestra pasa primero por un filtro 0 monocromador
que selecciona la longitud de onda de excitacion y elimina la radiacion con la

misma longitud que la fluorescencia. La radiacién de la fluorescencia se
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propaga desde la muestra a todas direcciones, pero se mide mejor en angulos
rectos al haz de excitacion.

La radiacion emitida pasa por un filtro o monocromador secundario que
selecciona radiacion de una longitud de onda, y luego flega a un detector
fotoeléctrico

También hay un rayo de referencia (contra el que se mide la fluorescencia) y
que pasa por un atenuador para disminuir su energia aproximadamente hasta la
de la emision de fluorescencia. Ambas sefiales se procesan por un amplificador
y la diferencia pasa a un registrador.

Los instrumentos que utilizan filtros se llaman fluordmetros, y los que utilizan
monocromadores se ilaman espectrofluorometros.

Para las mediciones cuantitativas se prefiere utilizar fluorémetros, porque son
mas sensibles que los espectrofluordmetros, ya que la fuente y el detector se
pueden colocar méas cerca de la muestra en estos aparatos. Pero el uso de
filtros limita el nimero de longitudes de onda de excitacidén y de emision que se

pueden utilizar.

Los métodos de fluorescencia son de uno a tres ordenes de magnitud mas
sensibles que los métodos que se basan en la absorcion, porque la sensibilidad
se puede reforzar aumentando la energia del haz de excitacion, o por
amplificacion de la sefial del detector, cosas que no se pueden hacer en un

aparato de fotometria.




APENDICE C.

OPERON DE LACTOSA.
{Revisar referencias 36 y 39).

Una caracteristica de los seres vivos es su capacidad de responder a los
cambios que se registran en su medio ambiente. Una de las formas que tienen los
seres vivos para adaptarse a su medio es alterar su actividad genética, de manera
tal que el individuo posee algunos genes que sélo se expresan bajo ciertas
condiciones: los genes regulados.

Por ejemplo, cuando la expresion de algunos genes se enciende con la adicion
de una substancia al medio, a estos genes se les llama inducibles y a la
substancia gue enciende su expresion se le llama inductor.

Francois Jacob y Jacques Monod™ observaron un comportamiento de este tipo
al agregar tactosa como fuente de carbono a cultivos de E.coli. Solamente en
presencia de lactosa la bacteria sintetiza los enzimas necesarios para degradarla.
Con diversos experimentos estos cientificos desarrollaron un modelo para explicar
la regutacién genética en bacterias, al cual llamaron operon.

Un operén es un conjunto de genes espacial y funcionalmente relacionados,
cuya expresion esta regulada por las interacciones entre el operador y una
proteina reguladora, y las interacciones entre el operador y el promotor.

La organizacion del operdn de lactosa y sus efementos regulatorios asociados

es la siguiente (modificado de ref. 39):




Opein o

5l » 3'

gen regulador B-galactosidasa Permeasa Transacetilasa

lac | lac 2 lacY lac A

N \

Promotor Operador ho Terminador
de lac |
Promotor
del operdn
Terminador

Para la degradacion de la lactosa, la bacteria utiliza 3 enzimas:

% la B-galactosidasa, que convierte a la lactosa en alolactosa, la molécula que
activa al operoén lac, y que rompe el enlace glucosidico entre la galactosa y ta
glucosa.

ir La permeasa, que se requiere para el transporte activo de la lactosa del medio
a la bacteria.

*t La transacetilasa, cuya funcion no esta bien dilucidada.

Los genes que codifican para estos enzimas se encuentran todos bajo la guia
de un solo promotor (una secuencia regulatoria que no se transcribe a RNAm), como
puede verse en la figura. El promotor es la region en donde se asienta la RNApol
para transcribir a RNA los genes estructurales contiguos. Los genes para los tres
enzimas se transcriben en un solo RNAm policistronico, que después se traduce
en |os ribosomas en tres proteinas independientes.

Si la bacteria sintetizara los enzimas aun en ausencia de lactosa, estarfa

echando a la basura mucha energia que podria utilizar en procesos prioritarios.
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Por ello, la expresion se encuentra bloqueada la mayor parte del tiempo por una
proteina represora que se une a la region llamada operador (esta region tempoco
se transcribe). Cuando la RNApol se asienta en el promotor la presencia de la
proteina impide que avance y transcriba los genes.

La proteina represora esta codificada por el gen /ac I, que se ilustra en la figura
y que es regulado por su propic promotor, independiente del promotor del operén.

E! promotor de la proteina represora es débil, por lo que en la bacteria se
encuentran sélo algunas moléculas de represor.

La proteina represora no se encuentra fija todo el tiempo en el operador, se
asocia y se disocia continuamente, 10 que da oportunidad a que se sinteticen los
enzimas en bajos niveles.

Cuando hay lactosa en el medio de cultivo, las pocas moléculas de enzima en la
bacteria permiten la entrada de un poco de esta lactosa a la célula, la B-
galactosidasa la convierte en alolactosa, que se une a la proteina represora en un
sitio alostérico y le causa un cambio conformacional que la hace tiberar al

operador y permitir que la RNApol transcriba los genes del operon.

Aprovechando el operdn lac para la ingenieria genética, se pueden introducir
genes en la bacteria bajo la regulacién del promotor y el operador de lactosa,
usando plasmidos (unidades de DNA de doble cadena, independientes del cromosoma
pacteriano y autorreplicables). Si la bacteria que se transforma contiene el operon de
lactosa (tal es el caso de la cepa E.cofi BL21 DE 3), expresara de forma
constitutiva & la proteina represora.

Si no es asi, el mismo plasmido puede lievar el gen codificante para el represor.
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El plasmido pGEX-2TK-MCS tiene el gen Jac I°, que es un mutante que se
transcribe con mayor frecuencia (tiene un promotor menos débil que el original) y
por o tanto se producen mas copias del represor. Esto hace que la induccion de

los genes de interés requiera de mayores concentraciones de lactosa (o un

galactdsido inductor) que con el modelo original.
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