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Resumen 

Ln evolución dirigidn de protcínns presenta dos pnsos limitnntcs. uno de los cuales 

es In generación de vnriabilidad. A pcsnr de c1ue se hn puesto gmn interés en el desarrollo el<· 

mejores métodos. In cticicnein de trnnsfonnneión celular sigue siendo un importnnte cuello 

de botelln, restringiendo el tamaíio de lns librerías n menos de 1 o'' variantes. En la 

generación de librerías de anticuerpos este problema ha sido resucito utili.-ando In 

rccornbinución in \•ivo sitio cspccificn. En cstn estrategia se utiliza Ju rccotnhinaciún para 

combinar de nuevo y rcpetidmncntc lns diferentes parejas de cadenas pesadas y c·adenas 

ligeras de unn librcrin previamente construida. Lo anterior es posible al inscnar un sitio 

reconocido por la Crc rccornbinasa (sitio loxP) entre lns cadenas a rcconthinar. el cual es 

traducido en un péptido conector. En el presente trabajo se describe In implemcntaciún de 

un sistcmn de recomhinaeilin in 1·fro para In fosforribosil nntnmilato isomcrasa (l'RAI) de 

Escherichia coli, unn enzimn citoplasmúticn de un solo dominio harril a/ji. Basándose en 

estudios previos de corte. se generó una enzima uctivn it1 vi\'o con el sitio /oxJ> insertado 

entre la a4 y [IS. Posterionncntc se fonnó una proteína complc!a y activa por medio de 

recombinación, a partir de la integración de dos de sus fragmentos clonados de manera 

independiente en el vector de recombinación. Ln clicicncia del proceso demuestra que el 

sistema puede ser una bueno herrmnicnta en In generación de grandes lihrerias de protcinas 

pum la búsqueda de nuevas propiedades enzimáticas. 



lntroduccicín 

Las proteínas confonn11n uno de los cuutro principales grupos de 

biomacromoléculas. En grun medida las células están hechas de protcínus, las cuales 

constituyen m:is de In mitnd del peso seco de In céluln; "coda unn de lus propiedades que 

cnructcriza a un organismo vivo está nfcctad11 por protcinns" (Crcighton T. E .• 1993). A 

pesar de que los :leidos nucléicos son los que nlmnccnan In infonnnción requerida en los 

diferentes procesos de los seres vivos, las protcinns son el nparato que ejecuta cstn 

infommción. La expresión de los genes no sólo rcsultn en In síntesis de proteínas sino que 

también depende de éstns. Las proteínas dctcnninan In fonna y estructura celular, sirven 

con10 instn11ncntos de rcconoci1nicnto y cntiilisis 111olccular, y ahnaccnan y transportan una 

gran variedad de partículas, desde electrones haslll mncromoléculas. La gran cantidad de 

reacciones quin1icus de los orgnnismos vivos depende de las proteínas. ya lJUC por si solas 

estas reacciones no podrían ocurrir lo suficientemente r:ipido para sustenta~ la vida. Las 

cnziinas (proteínas cutnliticus) au1ncntnn cnonncn1cntc la tasa de reacción de estos 

fenómenos químicos. El intervalo de funciones que lus proteínas cumplen es cnonnc, desde 

enzimas hasta algunas proteínas que son simplemente estructurales fonnando, por ejemplo, 

el citocsquclcto de las células y los tendones, huesos, uiias y pelo de los animales (Albcrts 

B. D. <'I al., 1983; Crcighton T. E., 1993; Lodish H. A. et al., 2000). 

Por lo anterior, lus protcínus han sido y son uno de los prirn:ipalcs objetos de estudio 

de la bioquímica. Es importante conocer y entender su estructura y función, nsi como 

entender el proceso mediante el cual las proteínas modcnrns han evolucionado a partir de 

precursores m:is simples (Hocker B. et al., 2001 h). Adem:is, su entendimiento no sólo es 

fundamental para In ciencia básica sino también para In ciencia aplicada debido a su valor 

económico. En las últimas décadas el estudio de las proteínas. y en especial de las enzimas, 

ha sido revolucionado por la ingeniería de proteínas. A través del uso de la tecnología del 

:ícido dcsoxidoribonucléico (DNA) recombinantc y de In química de los ácidos nucléicos ha 

sido posible confeccionar las proteinns. Se ha logrado In producción de gnmdcs cantidadt..'S 

de proteínas antes inaccesibles, asi como la nipidn dctcnninación de su estructura primaria 

n través de In sccuencinción del gen que lns codifica y la modificación de sus estructuras 

por medio de la mutación del gen correspondiente (Fersht A., 1985). En la reciente 

expansión de la biotecnologi11, la estrategia anterior juega un papel fundamental en In 
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búsqueda de nuevas propiedades protéicas de aplicación para la industria quimica. 

famrncéutica y de alimentos (Cohcn N. el al., 2001 ), lográndose que esta búsqueda no esté 

limitada a In trndicionnl exploración de proteínas ya existentes en los organismos naturales. 

La primera aproximación se dio con Ju uplicución de estrategias de disciio racional, lns 

cuales comprenden la modificación espccílicu de Ju proteína objetivo hasúmlose en la teoría 

general y el conocitnicnto previo de éstn. Pnrn lo antcrio1· se necesita contar con 

infonnnción estructural de ulta calidad, con el tin de poder generar modelos moleculares 

que pen11itnn obtener lns confonnucioncs estructurales que mas probublcmcnte ndquiririi la 

proteína, después de que se le realicen las diferentes modilicncioncs (Jcnnutus L. et al .• 

2001 ). Sin embargo, la limitudn habilidad pum predecir los requerimientos estructurales de 

las protcfnns hucc que estn estrategia sea dificil y poco fructificante (Schmidt-Dannert C .• 

2001). 

Como unn altcmntivn a In estrategia rucionul, y 1111\s que nada enfocada 11 la 

obtención de nuevas propiedades nplicnblcs de lns proteínas, n.-cicntcmcntc surgió la 

estrategia conocida como evolución dirigida. Lu idea general fue primermncnte utilizada 

por Spicglcman en ácidos nucléicos (Milis D.R. et al .. 1967). Postcrionnente. el grupo de 

Arnold. como uno de los pioneros, aplicó los principios de la tcoriu de evolución molcculur 

creada por Eigcn ( 1984) y Knutlinnn ( 1993), pum Ju creación de enzinrns mejoradas (Chen 

K. et al., 1993). En términos generales la estrategia imita el proceso de evolución molecular 

natural de mutación - selección, aunque se le considera dirigida porque se sek-ccionan 

únicamente aquellas variantes cuyas propiedades son más cercnnus a las r<.'<jUeridns para la 

aplicación de interés. El grupo de Arnold demostró que varios ciclos iterativos de este 

proceso. es decir n1utnción nznrosn seguida por muestreo de lns librerías creadas, arrojaban 

enzimas mús activas y estables en tiempos considerablemente cortos (Schmidt-Dannert C .. 

2001 ). Actualmente In evolución dirigida es una metodología muy usada en el dis.:iin de 

enzimas y que ha revolucionado la ingeniería de proteínas (Jennutus L. et al .• 2001. 

Schmidt-Danncrt C., 2001). Lo anterior debido a que puede ser usada para la confección de 

proteínas con cierto fin. yu sea una aplicación en ciencia b:isica o práctica, incluso ante In 

ausencia de infonnación estructural detallada y falta de conocimiento del sistema (Taylor S. 

V. et al., 2001 ). Sin embargo, la evolución dirigida, m:is que desplazar al enfoque racional 

lo hn complementado. 
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La cantidad de trabajos donde se reporta la modificación de cierta proteína por 

evolución dirigida es considerable a la fecha (tabla 1) y uumcnta a pasos agigantados 

(Schmidt-Danncrt C., 2001 ). Los trabajos más comunes tienen que ver con el mejoramiento 

de In estabilidad y actividad ezimáticn, aunque también existen truhajos de cambio de 

requerimientos de substrato de las enzimas y enantiosclcctividad, udcmús de que se prevé 

que esta estrategia puede ser útil para mejorar la expresión hctcróloga de protcinas 

funcionales. modificar los requerimientos de nctivudores y cofuctorcs, o mcjomr In 

resistencia a condiciones oxidantes o modificaciones químicas (Schmidt-Dannert C .• 2001 ). 

Es importante mencionar que la evolución dirigida hu mostrado ser de grun utilidad en el 

diseño de protcinas dirigido a investigar la relación fünción - estntctura, revelando aspectos 

que hubieran sido dilicilcs o imposibies de predecir racionalmente. 

Ela:'ción de In pmtdna Je inicio 

Figura 1. Pasos de la evolución dirigida. El uncho de lus tigums rcpn:scnlu de manera general el número de 
variantes involucradas en coda pnso. 

Los métodos de lo distintos autores tienen variedades, pero en general consisten en 

los pasos ilustrados en In figuro l. Los trabajos hasta ahora realizados hun revelado que son 

dos los pasos limitnntes en In evolución dirigida: la generación de variabilidad (mutación) y 

el aislamiento de las mejores variantes (selección o muestreo). Por lo tanto, éstos pasos son 

los que se encuentran en In mira para el desarrollo de nuevas herramientas que pem1itan 

111ejorar la estrategia. Hasta ahora la forma más eficiente de aislar a las mejores variantes 

han demostrado ser los esquemas de selección i11 vivo. ya que penniten la búsqueda 

exhaustiva en librerías grandes, de hasta 10 111 variantes (Taylor S. V. et al., 2001 ). 

4 
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En éstos se liga la propiedad objetivo con algún requerimiento fisiológico de la eClula o 

alguna señal i11 1•fro, de tul mnncrn que sólo nqucllns células que sobrevivan o presenten la 

scñnl contarán con la propiedad dcscnda. Sin embargo, lo anterior no siempre es posible y 

muchas veces prcscntn serias limitantcs (parn profündizar en este tema ver Cohcn N. et al., 

2001: Schmidt-Danncrt C., 2001 ). Por el otro lado, la fonna mús simple de crear 

variabilidad es por mutación puntual ni azar, usando por ejemplo la reacción en cadena de 

la polimcrnsa (PCR) mutagénica. Esta hcrrnrnicntn es el típico punto de inicio en los 

trabajos de evolución dirigida, donde comúnmente se rcnliznn ciclos iterntivos de mutación 

azarosa seguida de selección, con el tin de que se acumulen más mutaciones benéficas. Ln 

tasa de mutación utilizada es gcncrulmcntc no mayor a un aminoácido por proteína, debido 

a las limitantcs de muestreo y u que con tasas mayores grnn parte de la librería resulta no 

funcional. Estn herramienta hu probado ser nlUy eficiente para el 111cjor.1mü:nto de la 

estabilidad o actividad de las enzimas, sin e111burgo no es adecuada si el camhio en el 

péptido requiere la modificación simultánea de más de un aminoácido (Schmidt-Dunnert 

C., 2001). 

De manera complementarin a la 111utución puntual al azur, se utiliza la 

recombinación de los genes que resultan del primer método. Esto pcnnitc la combinación 

aditiva de mutaciones benéficas y la eliminación de mutaciones deletéreas. El método más 

utilizado pura In recombinación es el s/111flli11g de DNA (DNA s/11!{/li11g) desarrollado por 

Stcmmcr (Stcnuncr W. P. et al., 1994ª) y las variantes que de nhi han derivado. l~stas 

mctodologius incluso han sido utilizadas independientemente de In mutación puntual al azar 

para recombinar genes homólogos. buscando generar variabilidad en lo que se conoce 

como sl11!Uli11g de familia (fami(1• sh1!Uli11g) (Cramcri A. et al., 1998). La ventaja de éste t."S 

que el punto de partida son proteínas naturales que ya son viables y cuya secuencia es el 

resultado de un largo proceso evolutivo natural evitiindose, entre otras cosas, las 

mutaciones deletéreas que pudieron surgir en In mutación al azar. Se han desarrollado otros 

métodos para hacer más eficiente la recombinación como el RACHITT desarrollado por 

Coco et al. (2001 ). A pesar de sus aportaciones. In limitante de este tipo de métodos es que 

dependen del recnsamblajc por PCR de frngmcntos cortos azarosos generados a partir de 

genes homólogos, lo que demanda altos niveles de identidad de secuencia entre los 

fragmentos a rcensnmblnr y. por lo tanto, de los genes a ser recombinados (Schmidt-
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Dnnncrt C., 2001). En general, los métodos con los que se cuenta actuuln1cntc cstún 

limitados a dos eventos mutacionalcs, substitución de bases y recombinación homóloga, y 

por lo tanto sería de gran utilidad para la evolución dirigida el desarrollo de sistemas que 

permitieran In recombinación de genes no homólogos, es decir, no dependientes de la 

secuencia. Esto pennitirín, entre otras cosas. In recombinación de plegmnientns 

estructurales homólogos con pocn identidad de secuencia, asi como de motivos y dominios 

estructurales no homólogos, procesos que en la naturaleza han sido y son importantes 

eventos evolutivos. Algunos métodos como el ITCHY (Ostcnneier M. el al. 1999) o el 

SI-IIPREC (Sicbcr V. et al. 2001) empiezan a ser dcsurrollndos en esta dirección (Schmidt

Danncrt C., 2001). Y se espera que el desarrollo en paralelo de métodos para el muestreo de 

Ins variantes y generación de vnrínbilidacl irnpulse Iu evolución dirigida (Cohcn N. ct al., 

2001 ). Este es el contexto en el cual es desarrollado el presente trabajo. 

Barriles a/[l 

En el campo de In ingeniería de proteínas, últimamente se ha puesto gran atención 

en el grupo de los barriles a/13, barriles TIM o barriles (13a) •. Este grupo de proteínas se 

caracteriza por tener un dominio de alrededor de 250 aminoácidos, conformado por ocho 

estructuras 13-plcgndas, rodeadas por siete u ocho estructuras a-hélices (\Vicrcngu R. K., 

2001 ). Cada una de las 13-plcgndns interiores está com.-ctadn u una a-hélice exterior, por lo 

que se puede considerar que es unn estructura (a/13). (Farbcr G. et al., 1990). Las ocho 13-

plcgadas fonnan en el interior una red de puentes de hidrógeno que definen lu estructura del 

dominio. La f3-plcgada 1 forma puentes de hidrógeno medulares con sus f3-plcgadas 

vecinas, la 2 y In 8, y asi de manera correspondiente. Usualmente huy sólo una a-hélice 

entre cada par de 13-plegndns vecinas, siendo tu región más hidrofóbiea la zona entre lns Jl

plegndas y a-hélices, y no la envidad del barril (Wicrengn R. K .. 2001 ). Por otro Indo, 

aunque este motivo estructural es llamado barril, su fomrn usual es elíptica y no circular, 

donde In posición del eje mayor varía. La altura del barril_ también varía considerablemente 

de proteína a proteína (Rcardon D. et al., 1995). Adicionalmente, lns enzimas que presentan 

el dominio a113, comúnmente tienen otras estructuras que preceden, interrumpen (en las 

nsns que conectan lns 13-plegadas a las a-hélices) o siguen al barril. La posición de estas 
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estructuras, en combinación con In fonna del barril, ha sido utilizada para dividir estas 

proteínas en diferentes fomilins. La protelna arquetipo del barril a!Jl, y la primera en la que 

se describió In estructura, es In tirosn fosfato isomcrasa (TIM), de donde viene el nombre de 

barril TIM (figura 2) (Bnnner et al., 1975; Fnrber G. et al., 1990). 

(b) 

Figura 2. Uno de los primeros dibujos de una de tns unida.des hnnil a/(\ <le la cn7.ima trio:-¡a fosfu10 isomcrasn. 
(TIM), prirncra cnzimn cris1aliznda con csln estructura. (n) Vista ~upcrior. (h) visln de costnc.Jo. perpendicular 
al eje (Obtenida de Farber G. et al .• 1990). 

El grupo de proteínas que tienen dominios barril a!Jl es muy amplio; se calcula que 

aproximadamente 10% de las enzimas pueden conlcner esta estructura, siendo 

probablemente la estructura enzimática más común. En In uctualidnd, la base de datos de 

estructuras de proteínas SCOP distingue 23 superfnmilias de barriles TIM (para mayor 

información de las familias consultar Farber G. et al., 1990; Rcardon D. et al., 1995; 

Copley R. et al., 2000; Nagnno N. et al., 2002). Las prolcinas con este dominio son 

principahncntc enzimas: enzimas metabólicas y glicohidrolasas cxtrncelularcs, más que 

nnda (Bork P. et al., 1995). Los barriles a!J3 son enzimas vcrsútiles que actúan como 

oxidorcductasas, trunsfcrasas, liasas, hidrolasas o isomcrnsas (Hockcr B. et al., 2001') e 

incluyen algunas de las enzimas más eficientes (\Vicrcnga R. K .• 2001 ). Los residuos del 

sitio activo se encuentran en el carboxilo (C) terminal de las Jl-plegadas y en las asas 

(loops) que las unen con la a-hélice contigua. en lo que se conoce como la cara catalítica 

del barril. Por el contrario, las asas que unen a las a-hélices con las P-plegada en la cara 
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contraria del barril son esenciales pnra Ju estabilidad de la enzima. Esta 

compnrtumentulizueión poco común es atractiva desde el punto de vista de la ingcnicrin de 

proteínas, ya que permite pensar en Ju posibilidad de modificar una propi1..-dud sin alterar Ju 

otra (Hocker B. et al., 2001 ">· 
A pesar de las similitudes en su estructura, los barriles u/fl realizan una amplia 

gama de actividades funcionales lo que, junto u su poca relación u nivel de estructura 

primaria, hn motivado un estudio intensivo de su evolución. Además las camctcristicas 

anteriores las señala como buenas candidatas pum ser utilizadas en ingeniería de proteínas 

(Bork P. et al., 1995). De manera general, se han propuesto dos caminos evolutivos del 

grupo: el convergente y el divergente. Es posible que el motivo estructural sen 

pnrticulnnnentc estable y que muchas protclnus anccstmles. con diferentes orígenes, hayan 

evolucionado hacia esta fomm en un proceso de convergencia. La evidencia principal de 

esta ruta es In falta de homología en las secuencias entre Jos miembros de la familia cxJ¡I. 

Altemntivamentc, todas las proteínas a/f3 podrían ser descendientes de un uncestro común y 

la falta de homología entre las secuencias podría ser debida 11 In antigüedad de la 

divergencia, considerando que la estructura tridimensional evoluciona más lento que In 

estructura primaria (Rcurdon D. et al., 1995). Parn sustentar esta propuesta se han utilizado 

diferentes evidencias, como In posición similar del sitio activo y otros caractcr1..-s 

estructurales (Furber G. et al., 1990). Cuela uno ele los miembros de las 23 supcrfamilias de 

barriles a/f3 presentadas en In base de datos de estructuras de proteínas SCOP, tienen un 

probable ancestro común y un estudio reciente realizado por Coplcy R. et al (2000) provee 

cvídcncin estadística confiable que indica que ni menos 12 de las 23 supcrfomilius 

comparten un ancestro común. En el trubujo más reciente realizado ni respecto se propone 

agrupar a Jos barriles TIM en 21 familias y se proveen evidencias que sugieren un ancestro 

común para 17 de estas 21 familias (Nugano N. <'I al., 2002). En Ja actualidad, se puede 

decir que un proceso ele evolución divergente a partir de un ancestro común explica mejor 

la infommción disponible, en comparación con un proceso de evolución convergente u una 

estructura estable (Reurdon D. et al., 1995). Incluso, se proponen los genes lrisA y Iris F. que 

pertenecen al operón de biosíntcsis de histidinu, como los posibles ancestros comunes. Lo 

anterior es debido a un singular patrón interno en Ju secuencia y estructura de estas 

proteínas en el que se observaba una repetición de la mitad del tamaño de la molécula, lo 
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que sugiere un fenómeno de duplicución/fusión de un gen ancestral. Se propone entonces 

un modelo evolutivo en el que, In primera duplicación génica de la secuencia de un medio 

barril. ancestral f'uc seguida por fusión génica y mutación adaptativa de las secuencias 

iniciales idénticas de los medios barriles, pura forrnnr un barril u.IJI completo con un amplio 

espectro funcional (figura 3) (Funi R. et al., 1994, ·nwnrn R. et al 1998, Lang D. <'tal 

2000). Recientemente se logró In expresión por scparudo de ambas mitades del gen hisF de 

Thermotoga maritima en Escherichia co/i, observándose 4ue cada mitad es una proteína 

plegada i11 vitro, aunque ambas forman cuerpos de inclusión in \'Ú'o y no son funcionales 

(Hockcr 13. et al. 2001 "). Además, de modo inesperado se ha encontrado similitud 

estructural y de secuencia de aminoácidos entre el medio barril HisF-C y miembros del 

plegamiento tipo falvodoxinu, sugiriéndose que el medio barril es un dominio estructural 

que evoluciona independientemente (Hückcr 13. et al., 2002). Sin embargo, los únicos casos 

de enzimas barril a/j3 donde se hu encontrado evidencia de este fenómeno son los gcn<'s 

hisA y hisF. Incluso, análisis detallado de cstns protcinas indica que posihlcmcntc el harril 

completo es el resultado evolutivo de repetidos eventos de duplicación y fusión de un 

dominio menor que un medio barril (j3a),, es decir, (¡lah o (J\a)1 (Nagano N. et al., 2002; 

13rilli M. et al., 2002). 

Dicho lo anterior, es claro que lu evolución de las proteínas barril a/JI sigue siendo 

un punto polémico. Aún cuando es posible que con el descubrimiento de nuevas protcinas y 

In resolución de más estructuras tridimensionales lu historia evolutiva de lu familia pueda 

.llegar a aclararse, el surgimiento de nuevos datos también podriu complicarla aún más. 

Sin embargo, lus características tanto evolutivas corno estructumles y funcionnlcs 

untes mencionadas hacen que las enzimas barriles a/j3 scnn excelentes candidatos para ser 

utilizadas en ingeniería de proteínas y evolución dirigida. Son varios los trabajos de 

ingeniería de proteínas realizados con cstns enzimas. dentro de los cuales cabe destacar la 

conversión de la función de hisA hacia trpF 4uc implica el cambio de csp1.."Citicidad de 

substrato (Jürgcns C. et al., 2000). Este es de gran importancia debido n que refleja uno de 

los dos principales procesos de divergencia evolutiva en enzimas, el cambio de 

especificidad manteniendo el mecanismo cutulítico (Gerlt J. A. et al .• 2001). Todo indica 

que el barril a!p en el futuro será una de tus opciones de plegamiento que permitirá la 
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creación de enzimas con actividades cataliticns totalmente nuevas (Wierengn R. K., 2001, 

Wilson Miles E. et al., 2000). 

~ l\lcdi_o barril u/JI 
~ancestral 

Duplicación y 
fusión ¡:én ica l 

Adaptación funciona l 
y estructural 

' 
V 

. 
l\lcdlos h11rrilcs 
Cl!JI duplicados 
y rusionndos 

Barril <LIJI 
nnccslrnl 

/ '~ ' . 
. 

Figura 3. Modelo evolutivo de duplicnción-IU:-oión de un medio hnrril nnccslml dando lugar al barril complc10 
nncestrnl (Obtenido de Lnng D. et t1l., 2000). 

El entendimiento de las estrategias y mecanismos de In naturaleza en In evolución 

de enzimas parece ser fundamental ni proveer In infonnación necesaria para la confección 

de protclnns. Existe suficiente evidencia que sugiere que muchas protclnas, si no es que 

todas, evolucionaron n partir de In integración de genes, ya sen homólogos o no. Esto puede 

ser resultado del bnrajeo de exoncs y/o de mecanismos genéticos específicos como los 

reurreglos de transposoncs o la recombinación sitio-especifica (Riechmnnn L. el al., 2000, 

Gerlt J. A. et al., 2001, Wilson Miles E. el al., 2000). Es de especial interés para este 

estudio In idea, surgida principalmente a partir de la observación de In simetría de la 

estructura y de las evidencias de posibles fracciones de barriles independientes ancestrales, 

de trabajar con unidades menores que un dominio barril (Pah (Gerlt J. A. el al., 2001, 

Wilson Miles E. et al., 2000). Lo anterior permitiría aumentar la variabilidad de las 

proteínas con las que se trabaja y combinar péptidos de diversos origenes, en In búsqueda 
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de nuevas propiedades cnzimúticns de los dominios protéicos barril aJp. Las evidencias de 

In ocurrencia de este tipo de eventos en In nnturnlczn apuntan n In factibilidad de esta idea. 

Barriles a/(3 en fragmentos 

A pesar de que la mayor parte de los estudios en los que se trabaja con fragmentos 

de barriles a/P no están enfocados a In creación de variabilidad y conjugación de péptidos 

de orígenes diferentes en In búsqueda de nuevas propiedades cnzimúticns sino n cuestiones 

de plegamiento y evolución, el conocimiento obtenido en éstos bien pueden ser utilizado 

como bnse teórica para el primer fin. Por lo mismo, en estos trabajos no se le hn dado grnn 

importancia a que la proteinn resultante de ln unión de los fragmentos sea funcional. es 

decir, que complemente la fünción, lo cunl es un punto esencial para el objetivo de crear 

nuevas propiedades cntallticns. 

En uno de los primeros trabajos reali7.ados con el fin de estudiar los procesos de 

plegamiento, la subunidnd a de ln enzima triptofimo sintasa (uTS) (un barril u/J~l fue 

sometida a protcólisis parcial, produciéndose dos fragmentos contiguos 0.-1 y «-2 (a-1: <le 

la p 1 n In 136 y a.-2: de la a6 a ln a8) que pueden rcensablarsc en un C<ltnplejo activo in 

••itro (Miles E. W. et al., 1982). Lo anterior sirvi6. en cierta fonna, como antecedente para 

que un modelo de plegamiento parecido se probara en In enzima tl>sforribosil antrnnilato 

isomerasa (PRAi) de Saccharomyccs ccrcl'isiac. El barril a/J~ fue cortado entre el sexto y el 

séptimo modulo pa, y cada frngmcnto resultante [(pa)h y <Pah] fue expresado de mnncra 

separada pum probar su capacidad de adoptar In conformación nativa de manera autónoma. 

De igual manera que con In aTS, los fragmentos in ''ilro se rcarrcglnn dando lugar a una 

proteína casi totalmente activa, aunque in ''fro In función no se complementa y los péptidos 

forman cuerpos de inclusión (Eder J. et al., 1992). Las observaciones de estudios de 

plegamiento con PRAi de E. co/i son consistentes con estos resultados (Jasanoff A. et al., 

1994). En otro trabajo parecido, con el propósito de investigar cómo interfieren las 

modificaciones estructurales con In estnbilidad de las proteínas, se modificó una unidad pa 

de la triosa fosfato isomcmsn (TIM) de E. coli, una típica proteína barril aJp, asumiendo 

que el barril a!p seudo-simétrico puede ser dividido en 8 motivos sucesivos formados por 
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un asa. una p plegada. un asa y una a hélice. El octavo de estos motivos de la TIM de 

E.co/i fue remplazado por el motivo correspondiente de In enzima de pollo, logrando una 

protcina hibridn activa i11 vitro y con una estabilidad comparable a la de la TIM silvestre 

(Mainfroid M., et al., 1993). Con la misma enzima pero de músculo de pollo, y con el 

objetivo de estudiar las implicaciones evolutivas de la organización génica en cxoncs e 

introncs sobre los péptidos codificantcs, se cortó In enzima por scpnrndo en tres diferentes 

limites cxón/intrón y los complejos se annlizaron catnlfticnmcntc. Se encontró que la 

expresión de ambas porciones de los tres di!Crcntcs cortes in \•fro complementa la función, 

aunque de manera pobre (las colonias tardan 5 días en crecer). Lo mismo sucede ni medir la 

actividad in vitro, pues hay actividad detectable de TIM pero mucho más baja que aquella 

de In enzima silvestre (75 000 veces más baja) (Bertolact B. et al., 1995). Postcriom1entc, y 

de nuevo con In subunidad a. de la triptofono sintasa (a.TC) de E. coli. se produjeron S 

diferentes frngn1entos amino - tcm1inal del barril ci./fl, los cuales fueron caracterizados por 

dicroismo circular (OC) y resonancia magnética nuclear. Los 8 fragmentos de 1 OS hasta 

214 residuos, que contienen succsivnmcntc mús elementos· de cstn1cturn sccundarin, se 

hicieron por mutngéncsis con codoncs de paro. Aunque no se midió In actividad enzimática 

de ninguno de los fragmentos, el estudio arrojó resultados interesantes: principalmente se 

encontró que fragmentos grandes (~ 100 rcsidtios) se pueden comportar como unidad<.'S de 

plegamiento autónomas y que la ocurrencia de unidades fla.fl, que incluso son menores, se 

ve favorecida (Zitzewitz J. A. et al., 1999). Con el atan de investigar la propuesta de que 

los dominios protéicos han evolucionado a través del ensamblaje y/o intercambio 

combinatorio de fragmentos polipeptídicos m!Ís pequc1ios, recientemente se fusionó el 

DNA codificnntc de In mitad amino - tcm1inal del barril a./[l de la proteína CspA con DNA 

gcnómico fragn1cntndo de E. coli y las quimcms fueron clonadas pam ser desplegadas en 

fagos filamentosos. Los péptidos plegados fueron seleccionados por protcólisis. Cuatro de 

los péptidos se expresaron como proteínas solubles, fonnando monómcros y exhibiendo 

desdoblamiento cooperativo. Incluso uno de ellos es mús estable que In proteína CspA 

completa. Estos resultados tienen importantes implicaciones importantes tanto pam In 

evolución de las proteínas a partir de péptidos independientes, como para la posibilidad de 

crear nuevas proteínas por medio de este proceso (Ricchmnnn L. et al., 2000). Como se 

mencionó en la sección anterior, el gen hisF de 7: marítima también ha sido dividido en 
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dos fragmentos [(Jla.) 1-1 y (J3a)s.8 ], los cuales ni ser conjugados i11 \'itro complementan In 

función (Hockcr B. el al. 2001°). 

Con el propósito de utilizar barriles a.113 en fragmentos para ingcnierín de protcínns 

y específicnmcntc para evolución dirigida. nuestro grupo también ha trnbnjndo con 

complcmentnción de fragmentos de PRAi de E. coli. Ln enzima fue conada en tres 

diferentes posiciones en las nsns inferiores. entre lns fJ-plcgndas y las a-hélices, para 

obtener dos fragmentos distintos en cada corte: un eonc entre a.2 y J33 ((J3<xh y (fla).J, uno 

entre a.6 y 137 [(13a)6 y (J3a)i] y por último uno entre a.4 y J35 [(Jlu)4 y (flu)4 ]. Al expresar 

como policistrón cndn pareja de fragmentos, sólo los fragmentos que resultaron del conc 

entre a4 y J35 [(Jla). y (J3a)4 ] complementnn In función i11 l'il'o. Cuando se expresan estos 

últimos fragmentos [(J3a.) 1..., y (J3a),...,] en vectores diferentes, la complementación 

disminuye notoriamente (las colonias tnrdnn entre 3 y 4 di as en crecer) (Fuentes P., 2001 ). 

Al añadir un cierre (zipper) de lcucina como puente de unión entre las mitades producto de 

este cone expresadas en vectores diferentes, se logra In complementación total de la 

función (crecimiento igual a In PRAi silvestre} (Saab-Rincón G .. resultados no publicados}. 

Todas estas evidencias, además de dar buenas bases y direcciones para trabnjar con 

fragmentos de barriles a!J3 , refuerzan la factibilidad de la idea. 

Recombinación i11 vfro 

Con el propósito de trabajar con fragmentos de barriles alJI y buscando unn 

herramienta que permita combinar o barajcar estos fragmentos de manera más eficiente que 

su simple expresión por separado en una misma célula (como en Fuentes P .• 2001) se llegó 

a la recombinación in vivo. Se ha sugerido que la recombinación entre exoncs ha sido un 

fenómeno clave en In evolución natural de las protcinas y, por lo tanto, también se ha 

propuesto que esta estrategia puede ser utilizada en la evolución artificial de estas 

biomoléculns (Fisch l. el al., 1996). Al parecer esta estrategia tiene In ventaja de pennitir In 

combinación y asociación de genes pre-transcripcionalmente, además de que ni llevarse a 

cabo i11 vii·o, no tiene las limitantcs del proceso de transforrnución por cleetroporación que 

suelen tener los sistemas de recombinación in vitro, tales como el barajco de genes (gene 

s/111.ffli11g) y sus variantes. La recombinación sitio especifica puede ser inducida cuando se 
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introducen moléculas de ácidos nucléicos con los sitios reconocidos por las rccnmhinasns 

específicas a una bacteria que expresa la recombinn.~a que actúa en esos sitios. La mayor 

parte de los sistemas de recombinación sitio específico en bacterias caen dentro de dns 

grandes familias de enzimas que realizan procesos genéticos similares como la integración 

y escisión de genomas de bacteriófagos. y la regulación de In expresión génica y el número 

de copias de un plásmido. Una de estas es In de las intcgrasas o tirosin recombinasas que 

cuenta con más de 100 miembros. mientras que In otra es la que comprende a las enzimas 

resolvasas (Sblattero D. et al., 2001). La recombinación in ,.;,·o para generar varinhilidad en 

péptidos hu sidoutilizuda, más que nada, en la generación de grandes bibliotecas de 

anticuerpos, ya sean Fabs o scFvs (Watcrhousc P. et a/., 1993; Griftiths A. D. <'I al .• 1994; 

GeofTroy E. et al., 1994; Dnvies J. et al., 1995; Tsurishitu N. et al .• 1996; Zahra D. G. et al., . 

1999; Sblattero D. et al., 2000), existiendo sólo un trabajo donde se utiliza In 

recombinación in vfro con péptidos pequeños. que no son anticuerpos, pero si ligundos 

(Fisch l. et al., 1996). Las rccombinasns utilizadas en todos los trabajos anteriores 

pertenecen a In familia de las intcgrnsus. y son In lambda rccomhinasa y la Cre 

recombinasn. El sistema de la lambda rccombinnsu aprovecha el mecanismo utilizudo por el 

fugo lambda para integrarse ni genoma bacteriano durante su ciclo de replicación. En éste 

intervienen cuatro diferentes protcinas (lnt. Xis, lHF y FIS). cuyas interacciones 

detcnninan In dirección de In recombinación, y dos diferentes sitios ali (ali!' y allB) uno en 

el fugo y otro en In bnctcriu. Estos sitios, después de la primera fase. la recombinación 

intcgrntiva. son convertidos a otros dos sitios qll diferentes (allL y allR) necesarios para la 

segunda y última fase de recombinación cscisiva (para más detalles ver Landy A .• 1989). 

De esta manera. flnnqucnndo los scgtncntos de DNA a recombinar con las combinaciones 

apropiadas de sitios ali, en In presencia de las proteínas apropiadas, se puede dirigir In 

recombinación según sea requerida (Sblattcro D. el al., 2001 ). Este sistema, que ha sido el 

menos empicado, fue utilizado con anticuerpos monoclonales de chimpancé anti-HIV 

gp 160 Ab (Gcoffroy E. et al., 1994). Por medio del sistema, se asoció irreversiblemente el 

plásmido y el fagémido, portadores de In cadena ligera y la cadena pesada del anticuerpo, 

respectivamente. Los vectores correctamente recombinados fueron seleccionados por 

medio de un marcador genético creado únicamente después de un evento correcto de 
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rccon1binución. Sin embargo, con este sistema no ha sido creada alguna librería füncional 

de tamaño confiable. 

Por el otro ludo, el sistema de In Cre recombinasa, también denominado lox/'lcrc, es 

probablemente el sistema de recombinación sitio especifico más usado y no sólo en la 

creación de grandes librerías de anticuerpos. El sistema es una herramienta imponante en la 

manipulación in vivo de genomas eucariontcs. Por medio de la expresión controlada de la 

Cre recombinasa, se hn logrado aplicar estrategias de desactivación y activación génica en 

células mamíferas, asi como crear ratones transgénicos (Siegcl R. W. et al., 2001 ). Este 

sistema fue descubieno ni aislar un fragmento del genoma del b:1cteriófago l' 1 necesario 

para la recombinación (/ocus de recombinación por lo tanto /ox) y un gen cuyo producto 

causa la recombinación (por lo tanto ere) (Sblaltcro D. et al .• 2001 ). Este sistema puede 

estar involucrado en varios procesos in vfro, entre los que se encuentra la partición del 

genoma después de In replicación. El sistema está compuesto por la protcina Cre 

rccombinnsn de 34 kDa. In cual media la recombinación entre dos sitios /oxP de 34 pan:s de 

bases (pb) y no requiere ningún factor accesorio. El sitio loxl' está constituido por dos 

repeticiones invertidas de 13 pb que flanquean una secuencia central asimétrica de S pb, 

dándole ni sitio una apariencia de dircccionalidnd (figura 4). La recombinación mediada por 

la Cre recombinasa de dos sitios loxP alineados escinde el DNA intem1cdio, mientras que 

la misma recombinación, pero entre sitios loxP invertidos, resultara en la inversión del 

mismo DNA (Siegcl R W. el al., 2001 ). La estructura cristalográfica hu revelado que a cada 

una de las repeticiones invcnidas de 13 pb, junto con 2 bases de la parte central, se une un 

monómero Crc y la recombinación involucra la formación de una estructura o unión tipo

Hollidny (Guo F. et al., 1997; Gopnul D. N. et al., 1998). El intercambio de hebras 

comienza después de que se producen cortes de sólo una hebra en sitios cspccificos dentro 

de cada centro de 8 pb, por medio de una tirosina conservada en dos subunidadcs Cre, 

generando nuclcólilos que completan el intercambio de un juego de hebras. La estructura 

de tipo-Holliday intermediaria es resuelta hacia los productos recombinantcs después del 

corte e intercambio del par restante de hebras de DNA por el segundo par de subunidndcs 

Cre (figura 5) (Guo F. et al., 1997; Gopaul D.N. el al., 1998; Siegcl R. \V. et al., 2001). 

Diferentes estudios han revelado que las mutaciones en la región central del sitio loxP 

tienen efectos profundos en In recombinación. Únicamente los pares de sitios que tienen 
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identidad en la región central de 8 pb son aptos para recombinar entre sí (Sblattcro D. el al., 

2001). Se han encontrado cinco sitios que tienen alguna mutación en la parte central del 

sitio que recombinan con un 100% de eficiencia con sitios idénticos, pero con mínima 

eficiencia con otros sitios loxP diferentes (Siegel R. \V. el al., 2001 ). Uno de los sitios más 

comúnmente usados es el loxPS 1 1. que tiene la substitución de una A por una G en la 

séptima base del segmento centrnl (Sblattero D. el al., 2001 ). Actualmente se cuenta con 

métodos que permiten estudiar las eficiencias de recombinación in >'iWJ entre todas las 

combinaciones de sitios loxP, lo que abre nuevas posibilidades para la explotación del 

sistema (Siegel R. W. el al .• 2001). 

repetición invertida 
centro separador 

repetición invertida 

ATAACTTCGTATA ATGTATGC TATACGAAGTTAT 
=T=A=T==T=G~A~A=G....,.c,..A-.T~A-T..._ ___ T __ AcATA ... c""G.._ ___ A_T_A__..T ... G.,.C....,T .. T-C;mAA,;;:,.¡;.¡T;.;;A.a 

región de unión de Cre región de unión de Cre 

Figura 4. Secuencia del sitio loxP silvestre (Sblnllcrtl D. et u/. 2001 ). 

El sistema loxP/cre fue usado por primera vez para la creación de unu librcria de 

anticuerpos, con el fin de sobrepasar las limitaciones que representan los procesos de 

ligación y transfonnución para el tamaño de la librería. Se elaboró un sistema modelo en el 

que se echa mano de In infección combinatoria y la recombinación in \'Í\'O puro In 

generación de la librería (Waterhouse P. el al., 1993). En éste se transforma E. coli con un 

repertorio de cadenas pesadas clonadas en un plasmido, para después ser infectadas con un 

repertorio de cadenas ligeras clonadas en un fago (infección combinatoria). Dentro de la 

célula, ambas cadenas son fusionadas en un mismo vector por recombinación in vil'O, ya 

que el repertorio de cadenas pesadas esta flanqueado por dos sitios loxP diferentes (loxPwl 

y loxPS I 1) y el repertorio de cadenas ligeras esta acompañado por una cadena pesada nula 

idéntica en todos los fagos pero también flanqueada por los mismos sitios loxP (loxPwt y 
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loxPS I 1 ). idéntica en todos los fagos pero también llnnquendn por los mismos sitios loxP 

(/oxP1i•t y loxPS 11 ). Al ocurrir un evento de recombinación entre los sitios loxPwt y otro 

-~¡''' .. -· ·.' +t 
-': • . •. +t 
-~~~ 
~--. 
~ -~ 

-<: ~. 

Figura 5. Mecanismo molcculnr de la reacción <le rccombinacil\n rcalinu.Ja por la Crc rccombina.._a entre dos 
sitios /o.."t"·hornólogo,!<; (Obrcnida de Guo F. t·t al .. 1997). 

entre los sitios loxPS 1 1 del plásmido y el fügo, la cadena pesada nula, presente en el fago 

con In cadena ligera, es intercambiada por las diferentes cadenas pesadas del repertorio 

clonado en el plásmido (figura 6). Dado que cada célula transfonnnda con un plásmido con 

In cadena pesada es infectada por un fago portador de una cadena ligera. y la n.-combinación 

es reversible, ni final de In recombinación cada célula contiene una nueva combinación 

funcional de VHNL, así como tres no funcionales (figura 6). Debido u que In inti..-cción es 

extremadamente eficiente y casi todas tus células en un cultivo pueden ser inti..-ctadus, In 

diversidad combinatoria de fragmentos Fnb puede ser tan gmndc como el número de 

células en el cultivo (Wnterhouse P. et al., 1993). 

Subsecucntemente, este sistema modelo fue aplicado n In creación de una librería 

combinatoria de Fnb altamente diversa (Grilliths A. D. et al .• 1994). Para esto se 

prepararon dos librerías, una de cadenas pesadas de 1 o• clonada en el plásmido y 
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llanqucudn por los dos sitios /oxP hctcrólogos antes mencionados, y In segunda de cadenas 

ligeras de Sx 1 o' clonada en el fago que contiene la cadena pesada nula llanqucada por los 

mismos sitios loxP hctcrólogos. Estas fueron transfonnndas e infectadas, respectivamente, 

en un cultivo de E. co/i, para por último introducir la Cre rccomhinasa infectando con fago 

PI. Por el número de células cultivadas, se estimó que la bihlioteen resultante contiene 

cerca de 6.5xl0 10 diferentes anticuerpos desplegados en fago. A pesar de sus ventajas, este 

sistema tiene algunos problemas: (i) el sistema es reversible, por lo que la librcria resultante 

estará contaminada con combinaciones no funcionales; (ii) el uso de fagos filamentosos 

hace que el sistema sen poco estable, resultando en la dcleción del anticuerpo; (iii) In 

recombinación entre múltiples vectores en una sola célula no es posible; y (iv) los 

productos de In recombinación son finales, sin que exista la posibilidad de que sean 

recombinados nuevamente (Sbluttcro D. et al., 2001 ). 

-· )~ .. 
l>r•puh dr ha rrcon(ina<iún 

Sn runrinni ( 

'\ \~.~~ri: ~· 

[~--il~, :·E;::t'",. 11-----'p 
Fun<k>nal [--l!i!i!ií=~-l!iiiC;::f----~· 

·- \··~~ ~ " 
Figura 6. Recombinación usando el sistema de dos vectores. Como punto de partida se tiene el plásmido que 
contiene In librería de In cadena pesada (VH) ncompm)adn de un gen X y un fago que contiene la libn:ria de la 
cadena ligera (VL) ncompai\adn de un gen X. Después de In recombinación se obtienen ta combinación 
funcional V HAN LA, además de Jos vectores no funcionales (Obtenida de Sblallcro D. et al., 2001 ). 
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Postcrionncntc, el sistema hn sido utilizado en varios estudios con algunas 

variantes. Primero se utilizó en In generación de un gran repertorio de cadenas pesadas de 

humano camcllizndns (Davies J. el al., 1995). Esto se logró por medio de In integrnción de 

un sitio loxP en In secuencia codificnntc de In endenn pesada. El repertorio del extremo 5' 

de la cadena pesada, en el que el asa 1-12 de la cadena fue remplazada por el sitio loxPS I 1, 

fue clonado en el fago nccptor, micntms que el repertorio del extremo 3' fue clonado en el 

plásmido donador entre los sitios loxP correspondientes. Después de la recombinación se 

restableció el dominio completo de la cadena pesada observándose que éste se pliega como 

un típico dominio inmunoglobulino. El sitio /oxPw1 también fue utilizado como péptido 

conector con un sistema loxP/crc similar al descrito por \Vaterhousc L'I al. ( 1993), pero 

uniendo In cadena pesada y la cadena ligera de un unticuerpo. Lo último ni desarrollursc 

nuevos vectores para In rccombinución in vil-o de cadenas pesadas y ligeras de 

inmunoglobulinas (Tsurushitn N. el al., 1996). Al igunl que en el cnso anterior, se demostró 

que el péptido conector no perturba In asociación entre ambas cadenas. Este sistema fue 

utilizado para recombinar un scFv sencillo cuando fue probado el sistema, pero no ha sido 

utilizado para construir librcrlns. 

Como se mencionó ni inicio, existe un único estudio donde se utiliza el sistema 

loxP/cre para In creación de grandes librcrlas de péptidos que no son anticuerpos. En éste se 

desarrolla una especie de estrategia de bnrnjeo de cxones, construyéndose dos repertorios 

de péptidos pequeños de 10 residuos ni azar. Uno de los repertorios fue clonado en un 

plásmido tlanqucndo por los sitios loxP hcterólogos y el otro en un fago que contiene una 

región adyacente también flanqueada por los mismos sitios loxP, para después, por 

infección combinatoria y recombinación, annar una librcria combinatoria de péptidos de 

mas de 10 11 miembros diferentes. La parte más innovadora de este estudio es que el sitio 

loxP necesario entre ambos péptidos para la recombinación fue colocado en un intrón 

autocditablc (seif-splicing) del grupo 1 que es funcional en bacterias, por lo que el sitio fue 

escindido después de la recombinación, cvitandose as! posibles problemas de plegamiento 

(Fisch l. el al., 1996). El repertorio final ·fue seleccionado para actividades de unión n un 

anticuerpo monoclonal y a dos enzimas. 

Con el afán de mejorar algunas de las limitaciones que tiene el sistema desarrollado 

por Wntcrhous et al., ( 1993) recientemente fue desarrollado un sistema /oxP/cre 
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gcnéticnmc_ntc más estable y que pcnnitc sclcccionnr lns clonas que se recombinaron 

correctamente (Zahrn D. G. et al., 1999). La primera limitación se superó utilizando un 

sistema de fagémido en lugar de uno de fago, mientras <1ue In selección se logró por medio 

de un marcador genético parecido ni utilizado en el sistema de In lambda rccombinasu: el 

gen de resistencia a clomnfcnicol es colocado por enfrente de su pron1otor cuando ocurre la 

recombinación de manera correcta. 

El último de los sistemas dcs11rroll11dos de ere recombinación i11 ,.¡w,, a diferencia de 

todos los anteriores incluyendo el de la lumbdu recombinnsn, utiliza sólo un vector en lugar 

de dos (Sblattcro D. et al., 2000). Este sistcmn hace a un lado las ideas de que una bacteria 

no puede ser infectada por más de un fago o fitgémidn y de que diferentes plilsmidos con un 

mismo origen de replicación no pueden coexistir dentro de una misma célula, 

nprovcchundo de n1cjor n1ancrn los potcncinlcs de la rcco1nhinnción in \'Í\"CJ. IJc esta fonna 

se pretende que In rccombinnción dentro de una célula no se lleve a cabo únicamente entre 

dos moléculas de DNA, como en los sistcmns anteriores, sino entre muchas. El sistema 

también está basado en la idea de una librería de cudcnns pesadas y ligcrns separadas por 

dos sitios loxl' no homólogos pero, en lugar de clonnr eudn librería en diferentes vectores, 

se clonan en un mismo fugémido y la recombinnción es empleada pum una mayor 

combinación de éstas (Sblnttcro D. et al., 2001 ). La librería es infectada con um1 nltn 

multiplicidad de infección (MOi) pnra ascgurnr que cada céluln sea infectada por múltiples 

fagémidos y nsí sea posible In múltiple recombinación entre éstos (figura 7). En el estudio, 

primero se nnaliznron los seis posibles marcos de lccturn de los sitios loxl' silvestre y 

lox/'5/ J, encontrando una traducción del sitio lox/'511 (ITSYNVYYTKL) que tiene sólo 

un aminoácido básico, no tiene codoncs de pnro y es la menos hidrofúbica, optimizando el 

péptido conector. Su capacidad de funcionar como tal fue probada con diferentes 

anticuerpos. Con este sitio loxP5//, se construyó un fagémido (pDANS) (figura 8) en el 

que se clonó una libreria de anticuerpos prceonstruidn (7x107
), con la cadena ligcrn fuera de 

los sitios loxP y la cadena pesada dentro. Dicha librería clonada en el nuevo vector fue 

infectada con una alta multiplicidad de infección en una cepa de E. coli que expresa de 

manera constitutiva la Crc recombinasa, con el fin de llevar a cabo In recombinación y 

aumentar la variabilidad de la librcria. El sistema de recombinación fue probado con la 

complementación de un cierto anticuerpo clonado en el n1ismo vector, pero cadn cadena por 
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scparmlo; postcrionncntc fue utilizado pura In creación de la amplia librería untes 

mencionada. Además, se dctenninó el número de fugémidos que entran en una sola célula. 

así como el grado de recombinación que huy entre éstos. Con lo anterior, y con el número 

de célulus utilizudus, se estimó que lu librería finul obtenida fue de alrededor de 3x 1011
• 

mientras que si todus lus posibles combinuciones de genes estuvieran presentes, la librería 

podría llegar u ser husta 10 veces mayor. Se espera que todos Jos anticuerpos dentro de Ju 

librería scun funcionules, ndemás de que el procedimiento de recombinación puede ser 

repetido indefinidamente. Curiosamente, el sistema no sufre de ineompatibilidud de 

plásmidos, ya que se observa que In reacción de recombinación alcanza el equilibrio sin que 

huya ningún plásmido específico presente en exceso sobre Jos otros (Sbluttcro D. et al .• 

2000). 

( • ._.J ''" 1 p~ 
l>rspuEs e.le la nco{n,..•_h_ln_•_<<:ló=n====>-------., 

. 9 
':----ilitiV•llA-tlti,• ..... ----~ ~ (unrion•ln 

{ 90 I~ 
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Figura 7. Rccontbinnción con el sistema de un solo vector. Una sola bacteria es infcctndn por dos fngémidos o 
rnás conlcnicndo las combinaciones originales funcionales VllANLA y VllBNLB. Después de la 
recombinación se fonnnn lns 4 posibles combinaciones. todas dan anticuerpos funcionales. 
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Fugum 8. Mnpn del vcclor pDANS construido por Sblnucro D. et al. (2000) pnrn In rccombinnción de 
anticuerpos en el sistcn1n de uri solo vector (Obtenida de Sblnttcro D. t!I ,,,/ •• 2000). 

De esta manera, se ha sugerido que el sistema puede ser utilizado para In creación de 

grandes librerías de cualquier proteína en In que pueda ser insertada una secuencia de 

recombinación sitio específica (Sblnttcro D. et al •• 2001). Por todas estas enractcristicns, el 

citado sistema de reeombinación in vivo desarrollado por Sblnttero D. y Bradbury A. (2000) 

es muy atractivo como herramienta para trabajar con fragmentos de barriles a/¡3. 

Enzimas modelo 

Las proteinas barriles aip utilizadas como modelo en el presente estudio son In 

fosforribosil nntranilnto isomcrnsa (PRAi) de E. co/i y In tirosafosfnto isomernsn (TIM} de 

Trypanosoma bnteei. Como se mencionó anteriormente. se han realizado estudios con 

ambas enzimas donde se cnrnetcriza su comportamiento después de frngmcntnrlns y en 
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ambos casos se ha logrado In complcmcntución de su fünción ni cxprcsurlus i11 "il'o (Jürg E. 

et al., 1992, Bcrtolact B. et al., 1995, Fuentes P .• 2001 ). Además se tratu de enzimas bien 

caractcrizadus tonto estruclurnl como füncionnlmcnte. Otro punto importante n favor es que 

nuestro grnpo de investigación hu trnbnjndo con estos enzimas y, por lo mismo, se tiene 

experiencia en su manejo, además de que se cuento con los genes clonados y con varios 

sistemas de selección. 

Fosforribosi/ a11tra11i/ato isomerasa de Escherichit1 coli (ePRAI) 

La enzima N-(5'Fosforribosil)-nnlranilnto isomernsn (PRAi), codificada por el gen 

TrpF en el opcrón de biosíntesis de triptofono, es un pequeño barril u/¡1 (figura 9) que 

catalizn el tercer pnso en In biosínlcsis de triptofano 11 partir de corismato (corismato

anlranilato-PRA-CdRP-IGP-indol-triptofono) en algunas plantas y microorganismos 

(Jasnnoff A. et al., 1994). En este poso, Ju PRAi reurrcgla el N-(5'Fosforrihosil)-antranilato 

(PRA) a l-[(2-curboxipcntil)umino]-1-deoxiribulosn 5-fosfato (CdRI') en una reacción 

inlrumolcculur redox conocida como rcurrcglo de Amndori. Estu reacción involucra pasos 

elementales de transferencia de protones y posiblemente lleva a una cniolmnida como 

primer producto (esquema 1) (Hommcl U. et al., 1995). La estructura cristalográfica de la 

proteína retinada a 2 A revelo que éstu difiere de un plcgmnicnto (l\u)x tipico en la 

presencia de un giro helicoidal udicional en el usa que con<.."Cta la (\ plegada S con In u 

hélice 8, así como en In degeneración de su u hélice 5, In cual estÍI nllerada por el residuo 

P356 y no adopta la geometría helicoidal (Jnsanoff A. et al.. 1994). El sitio activo se 

encuentra en el C-tcrminal del barril confomrndo por las asas que concctnn la p plegada 1 

con la u hélice 1 (¡31al) y la que conecta In 13 plegada 6 con la u hélice 6 (¡36u6), además 

de un sitio de unión a fosfato formado por lns asas (\7a7 y (\SuS (Ahamirano M. M. et al .• 

2000, \Vilmanns M. et al., 1992). Los residuos cataliticos importnntcs son la Cys7 y la 

Aspl26, ubicados correspondientemente en cada una de las asas catnlílicas primeramente 

mencionadas (\Vilmanns M. el al., 1992, Jürgcns C. et al .• 2000). 

La organización estructural de PRAi difiere ampliamente entre los 

microorganismos. En Saccharomyces ccre"isiac es un monómero, mientras que en E. coli, 

con la que tiene 28% de identidad de secuencia, se presenta como una bicnzima 
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covnlcntcmcntc unida a In indol-3-gliecrol-fosfoto sintasn (IGPS) que catali:ta el paso 

subsecuente en In síntesis de triptofono. A pesar de esto se hn demostrado que ePRAI y 

cJGPS son enzimas catnliticamcntc independientes. Lo anterior hn sido señalndo por la 

estructura cristnlognífica (Pricstlc S. P. et al., 1987), además de que han sido sepnradas a 

nivel genético y expresadas como proteínas monofuncionnlcs (Ebcrhard M. et al .. 1995). 

Las enzimas monofuncionnlcs son proteínas estables, monoméricns con una actividad 

catalítica completa. Así 1nisn10 no se encontró ninguna usociación entre mnbas al 

rnancjarlas juntas, ni in vitro ni in vi''º· Lo anterior pcm1itc trabajar cnn una cnzirnn 

monoméricn independiente. 
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Esquema t: R~occión·cntnlizadn por.in PRAi. 

CdRr 
(énolominá) 

CdRP 
(cctoamina) 

Evolutivnmcntc, In PRAi hn sido relacionada con enzimas de In vía de biosintesis de 

histidina. Las búsquedas en la Base de Datos de Proteínas (PDB) demuestran que TrpF 

tiene relaciones estructurales distantes, pero significativas, con HisA y HisF, siendo la 

segunda proteína más parecida en ambos casos (Lnng D. et al., 2000). Así mismo, éstos 

hallazgos han sido reforzados por Jos resultados del trabajo de ingenieria de protcinas en el 

que se generan variantes de HisA con actividad de TrpF (Jürgens C. et al., 2000). Esto 

último sugiere que ambas enzimas pudieron haber evolucionado a partir de una misma 

enzima ancestral. Estn hipótesis ha sido rcfor,mda por comparncioncs entre Jos sitios activos 

y mecanismos catalíticos de HisA y TrpF (Hcnn-Snx M. et al., 2002). Cabe recordar que 

HisA y HisF son los barriles a/f3 cuyos análisis de secuencia y estructura sugirieron un 

modelo evolutivo de duplicación-fusión de un medio barril ancestral (Fnni R. et al., 1994; 

Thomn R. et al .. 1998; Lnng D. et al .. 2000). 
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Figura 9. Fosforribosil nntrnoilnlo iso1ncrnsa (PRAi) de r:. coli. 

Finalmente, es importante mencionar nlgunos estudios de ingenicrfo de proteínas 

con PRAi, ndcmás de los ya comentados, pnrn dcstncnr lns posibilidades de confoccionar y. 

principalmente, de insertar un péptido ajeno en este barril a1J3. cPRAI ha sido pcnnutndn 

circulnrmcntc de dos diferentes mnncrns, y lns enzimas rcsultnntes han sido cntaliticnmentc 

activas, y prácticamente indistinguibles de In cnzimn original por vnrios criterios 

estructurales y espectroscópicos (Luger K. et al .• 1989). También le ha sido agregado un 

duplicado de los dos últimos módulos J3a C-tcnninnlcs en el N-tcnninal. creando un 

homólogo de diez módulos J3a (Lugcr K. et al., 1990). Las proteínas (J3a)w purificadas son 

cnzimáticamcntc casi totalmente nctivas y los espectros de absorbancia. fluorescencin y 

dicroísmo circular, así como el comportamiento de dcsplcgnmicnto reversible. fueron muy 

parecidos a los de la proteína original (J3a)R. Por último, se construyó una variante de 

ePRAI que contiene una duplicación en serie del quinto módulo J3a (Urfcr R. et al., I 992). 
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Esta variante (J3a)9 es· cnzi.mÓÍién.Ínente netiva y por lo tonto debe tener un centro silvestre 

(f3a) •• 

Tirosafoifato isomerasa de Trvpanosoma bn1cei ([bT/M). 

Ln tirosnfosfnto isomemsn codificndn en por gen tpi es una proteína antigua. ubicua. 

y rclntivnmente muy conscrvndn, que se cree que se originó nntes de la división de Arquea. 

Eubacteria y Eucaria. Se conoce mucho de su estructum y su mecanismo catalítico. y se ha 

propuesto como un buen candidato para estudios de evolución. estabilidad y estructura de 

protcinas (Bcrtolact B. L. et al.. 1995). Se trata de unu enzima glicolítica <"scncial que 

cataliza la intcrconvcrsión de dos triosns fosfato. la dihidroxiacetona fosfato (DllAP) y el 

D-gliccmldcido 3-fosfato (GAP). a pnrtir de In fom1ación intcn11cdia de un cis-cnadiol 

(esquema 2) (Knowlcs J. R. et al .• 1991 ). Ln enzima media la protonaci<111 y desprotonación 

·necesaria pnrn las dos enolizncioncs, de D
0

HAO a cn:1diol y de GAP a cnadiol. Esto lo 

realiza de n1ancra nluy eficiente. de tal mancrn que la intcrconvcrsión in \'i\'o es cataliznda u 

una tasa limitada únicamente por In difusión. Las partes importantes para la catálisis son los 

residuos catalíticos His9S en el nsn J34a4yGlu167 en el nsa 1~6a6, además de la Asn 11 y la 

Lysl3. ambos del nsn J31al. y el asn J36a6 (residuos 166 n 176) que funciona como unn 

especie ele tapa que cambia su conformación en In presencia del sustrato y sccucstrn al 

intcn11cclinrio (Knowlcs J. R. et al .• 1991, Wicrcngn R. K. et al .• 1992). Los residuos que 

fommn parte del sitio activo están en el C-tcrminnl ele las J3 plegadas. tul <"01110 en un tipico 

barril cx/¡3. 

s·,1 B 

/tOH 
'? ~-·HA 

1 

H J/ºt!. 
~ -A 

'? OH 
-------

H }=o. 
~ ·.HA 

f? OH 
-------

p p p 

DHAP cnediol GAP 

Esquema 2. Reacción catnlizadn por In TIM. 
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Ln TIM se encuentra en fonnn de homodimcro en todas (ns especies en las que se ha 

estudiado (Sanb-Rincón G. et al., 2001 ). Ln estructura cristalogrúliea de TIM de 

Trypa11osoma brucei, refinada n 1.83 A de resolución, muestra que es un dímero tnuy denso 

que consiste de dos subunidndcs idénticas barriles alJl de 250 residuos (26.000 Da) sin otro 

dominio adicional (figura 10) (Borchcrt T. V. et al., 1993). Se sabe que sólo el dímero 

intacto es completamente activo (Schlicbs W. et al., 1996), a pesar de que c:1da subunidad 

tiene un sitio activo independiente y In reacción no es rcalizndn de manera simultúnen en 

nmbns. Ln interfase entre cnda monómero es muy extensa. consistiendo mús que muln en 

todos los residuos de lns asns p 1a1 n Jl4a4, aunque sólo el nsu Jl3u3 es la que se incrusta 

en una profunda envidad entre lns nsns Jllal y J34a4, cercana al sitio activo de la otra 

subunidnd, cstabiliznndo In arquitectura del sitio activo por medio de interacciones de van 

dcr Wnnls y puentes de hidrógeno (Borchert T. V. et al., 1994). Con base en esta 

información. se generó unn vnrinntc de TIM monoméricu climinmulo el asa JHa3 y 

reduciendo la región hidrofóbicn. Concrctnmcntc en In nueva variante, llamada monoTIM, 

se remplazó un frn¡,,'lTlcnto de 15 residuos de la parte intcractuantc del asa por otro de 8 

residuos mús hidrotilicos (Borchcrt T. V. e/ al .• 1993, 1994). 

Figura 10. Triosa fosfato isomerasn monoméricn (monoTIM) de T. bn1ct•i. 
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MonoTIM es una enzima monoméricn soluble, muy pnrccidn en estnbilidnd n In proteína 

silvestre y con uno conformación de barril a1J3, pero con sólo un milésimo de la actividad 

original del dímero. Asl mismo, se ha demostrado que monoTIM cutaliza la intcrconvcrsión 

a través del mismo mecanismo que la enzima silvestre (Schlicbs \V. et al.. 1996). 

Últimnmcntc, a través de cstrntcgins de evolución dirigida, se han logrado variantes de 

monoTIM con un incremento de 11 veces en su kc,,1 y reducción de 4 veces en su Km (Saab

Rincón G. et al., 2001 ). De esta manera es posible trabajar con una enzima monoméricu al 

igual que en el caso de PRAi. 

Objetivo 

El objetivo gencrni es utilizar la recombinación in \•ivo puro trabajur con fragmentos 

de dominios barriles a1J3 con miras a dcsnrrollnr uno estrategia para lu ingcnierin de este 

prometedor grupo de proteínas. En concreto, se pretende implementar un sistema de 

recombinación ill vivo que ·pennita combinar bibliotecas preexistentes de proteínus. 

independientemente de su origen, puro generar mayor variabilidad en Ju búsqueda de 

nuevas propiedades enzimáticas. 

Objetivo particular 

El objetivo particular del trabajo es fonnar genes de lus proteínas PRAi y TIM 

funcionnlcs, u partir de In integración de dos de sus fragmentos. clonados de manero 

independiente en el vector de recombinación (pDAN5), por medio de recombinación in 

vivo con In Cre recombinnsn. De esto fomrn, se pretende demostrar que el sistema cre/loxP 

de recombinación in vivo puede ser utilizado para recombinar fragmentos de barriles a1J3. 
Además, se pretende nnnliznr In eficiencia del proceso y probar su utilidad en libreríus. 
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Metodología 

La estrategia experimental puede ser dividida en tres panes principales. La primera 

comprende . In construcción de las protclnns completas en el vector de recombinación 

pDANS con el sitio /o;rPS I 1 insertado y, n su VCL'~ la construcción de cada uno de Jos 

fragmentos de las proteínas por separado en el mismo vector. El primer puso de esta etapa 

pcnnitió probar el efecto de In inserción del sitio /oxPS 1 1 sobre la actividad de lns 

proteínas, mientras que el segundo generó las construcciones necesarias pura Ju 

recombinación. Ln segunda pune consiste en Ja recombinación in \'Í\'O de los fragmentos 

clonados en pDANS pura formar proteínas completas y el análisis de In eficiencia del 

proceso. Finalmente, In tercera parte esta fonnadu por la utilización del sistema en lihrcrius 

pura validar su utilidad. 

Es importante mencionar que el sistema de recombinación u ser implementado es el 

dcsurrollado por Sblnttcro D. et al. (2001) debido a las ventajas mencionadas en la 

introducción. 

Construcción de In protclnn completa y de las mitades por scpnrndo en pDANS (figuras 11 

y 12). 

Las dos mitades de cndn una de las proteínas fücron mnpliliendas por separado por 

PCR (ver protocolo 1) (figura 11) agregándose les Jos sitios de restricción necesarios pnrn In 

clonación en pDANS, además de algunas secuencias necesarias para su expresión correcta. 

Los primen (sintetizados en In Unidud de Síntesis del Instituto de Biotecnología. UNAM) 

utilizados pura In amplificación de lu primera mitud (131-a4) (figura 13) se diseñaron para 

agregar en el inicio de In secuencia un sitio de restricción Hindlll. un Shain-Dalgnmo (sitio 

de unión del ribosomn) y un codón de inicio (oligos BJHindPRAI y pDATimHind), y ni 

final de la secuencia una glicina extra y un sitio de restricción Sall (oligos A4SnlIPRAI y 

pDATimSal). Losprimers utilizados para nmpliticnr la segunda mitad <PS-aS) (figura 13) 

se diseñaron pura agregar ni inicio de In secuencio un sitio Xhol y una glicina extra (oligos 

BSXholPRAI y pDANmTXho), y ni final uno o dos codones de ténnino (tau y tgn) nin!,'llnO 

de los cuales es el nmbnr y un sitio de restricción Nhcl (oligos ASNhelPRAI y 
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pDATimNhc). Las glicinas extras se agregaron para proporcionar flexibilidad suficiente y 

con el fin de que el péptido conector codificado por el sitio /ox/'511 (LOXP51 I) se pueda 

acomodar en la estructura de la protcina. Asi mismo los codones de paro fueron necesarios 

para asegurar que In proteína g3p, requerida para el despliegue en fago y que se cncucntm 

después del gen del anticuerpo en el vector pDAN5, no se exprese. Es importante aclarar 

que los sitios de restricción que se añadieron entre la proteína y el péptido LOXP5 I 1 pnm 

la clonación (Sall y Xhol) codifican paro una serie de aminoácidos que aumentan el tamaño 

del péptido conector. De este modo los primers parn la ampli ticación del final de la primera 

mitad y el inicio de la segunda mitad (oligos A4Salll'RAI, pDATimSal, BSXhoIPRAI y 

pDANmTXho) no sólo agregan glicinas en los extremos del péptido conector, sino que 

además agregan en el extremo 5' In secuencia <¡ue codifica parn otra glicina más, una scrinn 

y una treonina (GST), Y.en el extremo 3' In secuencia que codifica para tres scrinas y una 

glicina más (SSSG) (ver figuro 13, 17 y 18). 

PCR 

~llil1uchiíi!iBIHJi§@E¡hf Sal 1 

QdjjJú1>fAWISñMW•a.1!1v;w-

Figura 1 l. Amplificación de cndn unn de las n1itndcs de lns proteinas por PCR. 

Las mitades amplificndns por PCR se purificaron con el kit de Roche (Boehringer

Mnnnheim) para purificar productos de PCR ("lligh Purc PCR Product Purification Kitº), 

fueron digeridos, In primero con las enzimas Hindlll y Sall y In segunda con Xhol y Nhel 

(ver protocolo 2), y fueron purificadas de nuevo por medio de electroforesis en gel de 

agarosa ni 1 % utilizando el kit de extracción de Qiagcn ("Q/Aquick Gel Extraction Kit"), 
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con Jo que quedaron listas para Ja clonación. En el cuso de PRAi, se clonó primero Ja 

segunda mitad, mientras que en el caso de monoTIM primero la primera, debido a la 

presencia de sitios de restricción repetidos (Xhol) en el gen de PRAi que interferían con las 

clonaciones. Independientemente de lo anterior, el vector (pDAN5) fue digerido con las 

enzimas correspondientes a Ja mitad a clonar, purificado por medio de electroforesis en gel 

de agarosa al 1 % con el mismo kit de extracción de Qiagen y puesto 11 ligar con In mitad 

correspondiente del gen (ver protocolo 3). El producto de la ligación se precipitó con 

butano! (ver protocolo 4) y se utilizó para trunsfonnar células JM 101 clectrocompetcntcs 

(ver protocolo 5), las cuales después de una hora de recuperación se platearon e incubaron 

12 horas a 37° C en cajas de LB con ampicilina (Amp) (ver medios), ya que pDAN5 porta 

el gen de resistencia 11 nmpicilina. Algunas de las colonias obtenidas se crecieron en LB 

Amp líquido, se purificó el plitsmido utilizando el kit de Roche (Boehringer-lvlnnnhcim) 

para aislamiento de phísmidos ("lligh Pure Plasmid /solation Kit") y se probó la presencia 

de Ja mitad clonada por medio de PCR con los primcrs correspondientes (oligos 

B5Xho1PRAI y ASNhclPRAI para la segunda mitad de PRAi y oligos pDATimllind y 

pDATimS11J para Ja primera mitad de monoTim) y electroforesis en gel de ugnrosa ni 1%. 

Posteriormente se eligió uno de los vectores que si teniu In mitad clonada, se digirió con las 

enzimas para la clonación de la otra mitad, se purificó por medio de electroforesis en gel de 

ngnrosn ni 1 % de la misma manera antes descrita y se puso a ligar con In mitad del gen a 

clonar (l11s clonaciones se esquematizan el Ju figura 12). La lig11ción se precipitó con 

butano! y se utilizó para transfonnar células, pero 11hora fueron células de la cepa de 

selección, es decir JMB9 óTrpF en el caso de PRAi y VEJM 101 ótpi en el cnso de TIM. 

Las células se lavaron con el medio de selección liquido (ver medios) (ver protocolo 6) y se 

platearon, tanto en cajas de medio de minimo Amp como en cajas de LB Amp (control 

positivo), para determinar si las enzimas con el inserto complementan las funciones y por Jo 

tanto siguen siendo activas. En el caso de PRAi el medio de selección es el Vogcl Bonner 

(VB) y en el caso de TIM es el medio mínimo M9 (ver medios). Algunas de las colonias 

obtenidas se crecieron en LB Amp, se aisló el plásmido con el kit ya antes mencionado y se 

verificó que Ja construcción estuviera complctu y no contuviera mutaciones por 

secuenciación (en la Unidad de Secuencia del Instituto de Biotccnologia, UNAM) con otros 

primen; que hibridizan en pDANS justo por fuera de las secuencias clonadas (oligos 
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pDANSHind y pDANSNhcl) (figura 14). Además, se realizó unn curva de crecimiento 

comparando el crecimiento de In cepa de selección transformada con el plásmido portador 

de In proteína sin In inserción del péptido conector y con In inserción. 

Construcción de PRAi 
1 a. clonación 

e L 

lo."<511 
Xhol 

VII _.MM!. j!S;aM PQil•i!HM 
el 

lu'\r 

Construcción de nlTll\1 

1 a. clonación 

e '."f"-uu=m-•m'"m 5.11 
Snl 1 

lo.111(511 

VII 

loxr 

2a. clonación 

2a. clonación 

e l-a4TIM 

Xhol 11., 
hcl 

e+w;•p+• enas-

Figura 12. Clonaciones de los fragmentos de las prolefnns en el fogémido pDAN5. 

Al final de los pasos anteriores se obtuvieron, por lo tanto, las proteínas PRAi y 

monoTIM con el sitio de recombinación /oxPSl I insertado entre In a hélice 4 y In p 

plegada 5, clonadas en el vector de recombinación pDANS. Además de pDANS con sólo 

una de las mitades, t• o 2ª dependiendo de la proteína, por lo que fue necesario clonar la 

mitad foltantc en pDANS con el fin de tener a cada una de las mitades clonadas por 

separado para la recombinación. Eslo último se realizó de la misma forma en que se 

clonaron las primeras mitades, pero en los sitios de restricción correspondientes (figura. 

12). También se realizaron curvas de crecimiento comparando el crecimiento de In cepa de 

selección transformada con las tres diferentes construcciones: pDANS+p l-a4+P5-a8, 

pDANS+pl-a4+VH y pDANS+VL+p5-a8. 
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Oli¡zos para PRAi 

la mitad !31-a4 

BIHindPRAI 

A4Snl!PRAI 

2a mitad IJ5-a8 

BSXholPRAI 

A8Nhc!PRAI 

11 indlll SD inicio 
....-"--.. r-'----. r--'--. 

CAGTCGAAGCTTCAGGAGGGGTGTTGATG 

TSGGAPLAER 
TTATG~CCTCCTGCTGGCAGAGCTTCACG 

Snll 

SS SGGllVAI WK 
TATC~CGGTGGCCATGTTGCCATCTGGAAAG 

Xhol 

Y A R L T 
TGCC~TCATTAATATGCGCGCAGCGTC 

Nhcl 

Oligos para mTll\1 

la mitad IJl-a4 

pDATitnHind 

pDATitnSnl 

2a mitad IJ5-a8 

llindlll SD inicio 
...........,... ,......._,SK 

TACGCAAGCTTAAGAAGGAGATATACATATGTCCAAG 

TS Gas AVAAA 
TTATG~CCACCAGAAGCAACGGCGGCGGC 

Soll 

SS SGGFMVI AC 1 
pDANmTXho TTATC~CGGTGGTTTCATGGTTATTGCTTGCATC 

pDATimNhe 

Xhol 

•GTALI ID 
CCTCAGCTAGCTTACTGAGTGGCTTTGATGATGTC 
~ 

Nhcl 

Figura 13. Oligos utilizados para lo nmplilicoción de las mitades de las protclnas por PCR pnra las 
construcciones en el vector pDANS. 

Hebra 5' - 3' 

PDANSHind 

Hebra 3' -5' 

pDANSNhel 

Hindlll -AGCTATGACCATGATTACGCAAG 

Nhcl 
~ 

GGGATTGGTTTGCCGCTAG 
Figura 14. Oligos utilizados para secuenciar las diferentes construcciones y fogémidos. 
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Recombinación in vil•o 

Recombinación in vivo (figura 15). El sistema de recombinación in vil'o de Sblutt<.-ro 

D. et al. (2001} tiene In cunlidnd de ser un sistema dcsnrrollndo en un fogémido. Lo anterior 

tiene importantes vcntujns en cuanto n In eficiencia de trnnsfonnnción cclulur, ya que In 

cantidad de células trnnsfonnndns depende, casi en su totalidad, de Ju cantidad de células en 

ctupu infcctivu que puedan ser cultivadas. Es importante tener en cuenta este punto para las 

siguientes etapas experimentales. 

Dadas las curnctcrísticns del sistema, primero fue necesario transfonnur células F' 

(en este caso DH5aF'} con cndn unn de lns mitades por separado. pura poder obtener 

pDAN5 infeccioso con cndn unn de lns mitades (figura 15). La transfonnación se llevó u 

cubo con células competentes por CnCli (ver protocolo 7) debido 11 que solo s~, necesitan 

una o dos colonias. Las célulns trnnsfomrndas se plntcuron en cajas de LB Amp y se 

incubaron por unn noche n 37 ºC. Se tomó una colonia 1runsfom111da por cada una de las 

mitades, ambas se crecieron 11 37 ºC en medio rico 2xYT (ver medios) con ampicilina hasta 

alcanzar una densidad óptica a 600 nm (00000) iguul a 0.3. Los fogémidos fueron 

rescatados con fogo helpcr R408 adicionado en una proporción de 20: 1 (fago helpcr 

:células). incubando por 4.5 horas a 30 ºC (ver protocolo 8). Los fagos se obtuvieron del 

sobrenadante después de centrifugar a 3000 g por 15 minutos y se precipitaron con una 

solución 2.5M de NaCI y 20% PEG 8000, siendo rcsuspcndidos en amortiguador PBS lx 

(ver protocolo 9). Los diferentes fagos obtenidos fueron titulados, ya sea por Ju técnica de 

fonnación de colonias o fonnación de placas (ver protocolos 1 O y 1 1 ). Una vez con los 

fagos infcctivos y titulados de cada una de las mitades se procedió a realizar In 

recombinación (ver protocolo 12). Se creció un cultivo de la cepa que expreso la Crc 

rccombinasa constitutivamente (Crc•JL03} en medio 2xYT 1% de glucosa hasta una 00600 

= 0.5. se infectó en una proporción de 100:1 (fogo:células) con cadn uno de los fagos 

portadores de cadn mitnd, dejando reposar por 30 minutos a 37 ºC n mnncra de que ocurra 

la infección, pum luego ngregnr nmpicilinn e incubar el cultivo por un periodo de entre 6 y 

15 horas a 30 ºC. Este tiempo de incubación permite que se lleve n cnbo In n .. -combinnción. 

Postcrionnente, el cultivo se diluyó 20: 1 en el mismo medio (2xYT J % glucosa Amp}. se 

dejó crecer hasta una 00600 = 0.5 y se rescató con fago hclper R408 adiciomindolo en unn 

proporción 20: 1, e incubando en agitación por 18 homs a 30 ºC. Los fagos resultantes se 
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obtuvieron del sobrenadantc después de centrifugar a 3000 g por 15 minutos y se 

precipitaron de la misma forma antes mencionada. A la par de estos experimentos de 

recombinación se realizaron, como controles negativos, dos recombinaciones en las que se 

infectó la cepa Crc+ sólo con los fagos de alguna de las mitades en una proporción de 

200: 1. Dichas recombinaciones se realizaron de In misma manero que en las que se infectó 

con ambas mitades. 

fagémidos 

transformación 

cajas medio sólido 

LDt;. .... 

Recombinación 

fagos 

~ - [!!I !!!i!!!!M'![)1 I ~ 
in:ec_ción ~ 
111ult1p~~ 

~ 
~ 

rescate 

[~~!!!!O ~ recombinación 
-w+ 1 I 

rescate 

¡ Acoplamiento de fenotipo 

fagos 

~plateo ~ 
~>--'------~ 

infección MOl<I { 1-1 
1 1 
1-1 scleccióntf:::=:=:=:=:==i:J 

Figura 1 S. Esquema del procedimiento seguido pam la n:combinnción in \'Ú'O. 

Posteriormente se realizaron procedimientos de recombinación con diferentes 

tiempos de recombinación debido a que este factor puede influir en la eficiencia del proceso 

(Bradbury A., comunicación personal). Se probaron tiempos de 6, 9, 12 y 15 horas. Por 

último, cabe mencionar que se realizaron experimentos de recombinación infoctando cada 

mitad en una proporción menor (20: 1 de cada fago portador de cada mitad por célula, en 

lugar de 100: 1) para observar el efecto de este factor. 
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Análisis ele la recombi11ació11 (figura 15). Los fagos resultado de In recombinación 

se titularon con las técnicas antes mencionadas y con ellos se infi:ctaron células de In cepa 

de selección, para probar si In recombinación generó genes completos de In proteina y, por 

lo tanto, estos complementan In función. Se creció un cultivo de células de selección F' 

(JMB9F') (no se cuenta con una cepa de selección de TIM que scu F') en 2xYT con 

tctraciclinu (Te) (ya que la cepa JMB9F' es resistente a tetrnciclinn) hasta una Do,,..,= 0.5. 

se infectó con los fagos en una proporción de 1: 1 o menor. se dejó 30 minutos sin agitación 

a 37 ºC. se lavaron las células con medio de selección liquido corno en etapas anteriores y 

se platearon tanto en medio de selección sumplcmcntado con Arnp como en LB 

suplementado con Amp (ver protocolo 13). Algunas de las colonias crecidas en el medio de 

selección se crecieron en medio VB Amp Te liquido, se purificó el fagérnido con el mismo 

kit de aislamiento ya usado y se probó que éste portara ambas mitades de la proteína por 

medio de PCR con los primers correspondientes (oligos B 11 lindPRAI y ASNhclPRAI) y 

electroforesis en gel de ngnrosu ni 1%. Además se secuenciaron tres representantes con los 

primers que hibridiznn por fuera del gen de la protcinu (oligos pDANSl-lind y 

pDAN5Nhcl). En este paso, ni infectar el cultivo en una proporción menor que 1: I, se 

acopló el fenotipo d_c cuela célula ni genotipo de un sólo fagémido. de tal fomrn que se 

puedicran analizar los diferentes genotipos creados por la recombinación. 

Además de In ocurrencia de la recombinación, se midió In eficiencia del proceso. Lo 

anterior se hizo por medio de dos procedimientos. Por una parte se comparó el número de 

colonias crecidas en medio de selección con el número de colonias crecidas en medio rico. 

para ver qué porcentaje de !ns segundas representan !ns primeras. Para esto fue necesario 

diluir entre cuatro y cinco factores las células lnvndns. infectadas en una proporción menor 

de 1: 1 del experimento anterior, pnrn plntcnrlas de nuevo en cajas de LB Amp Te y medio 

de selección Amp Te a manera de réplicns. Las cajas de medio rico se incubaron a 37 ºC 

por una noche, mientras que las cajas de medio de sclt..-cción se incubaron hasta por 50 

horas. Después se contaron lus colonias en ambas cajas y se compararon. Por el otro lado, 

se tomaron 100 colonias al azar de !ns cajas de LB Amp Te del experimento anterior, se 

crecieron separadas en LB Amp Te y se purificaron los plásmidos con el kit de aislamiento. 

Los fngémidos obtenidos se analizaron por patrón de digestión con las enzimas AlwNI y 
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Mscl. Para lo anterior cuda plásmido obtenido se digirió por separado con cudn una de lns 

enzimas y se hizo electroforesis en gel de agurosa al 1 % de los th1gmentos n..-sultantcs. . 

Por último se realizaron curvas de crecimiento de los cuatro posibles genotipos 

resultado dc,ln rcqpmbinnción en medio rico para ver si su producto no es tóxico pura In 

célula, lo cual nlternrin !ns proporciones esperadas. 

Utilización del sistema en librcrins (figura 16) 

Se utilizaron tres diferentes mutantes deletéreas de PRAi previamente reportadas 

(\Vilmanns M. er al., 1992 y Hcnn-Snx M. cr al., 2002). La primera es la sustitución de In 

cistcina cntnlitica 7 del asa uno (J3Ia1 ), situndn en In primera mitad, por una alnninn 

(Cys7 Ala). La segunda es la sustitución del aspártico catalítico 126 del asa 6 (Jl6a6), 

situado en la segunda mitad, por una alanina (Asp l 26Aln). La última. es la conjugnción de 

estas mutantes en una doble mutante que tiene ambos residuos catalíticos sustituidos por 

una alanina (Cys7Aln Aspl26Ala). Con lns mutantes se crearon dos bibliotecas de la doble 

mutante contaminadas con diferentes proporciones de las mutant<'S sencillas, una con un 

milésimo de cudu mutante y In otra con un cienmilésimo de cada mutante, con el fin de 

demostrar que, por medio de In recombinación, se podín regenerar In proteína activa sin h'C' 

dos mutaciones deletéreas. Para ello se determinó la cnntidnd de DNA en lns nlicuotus de 

plásmidos supcrcnrrolludos de cada una de las mutantes a través de nbsorbnnciu de luz 

UV200 y, con base en esto, se hicieron las diluciones requeridas. Ambas bibliotecas se 

transfonnaron por clcctropornción en célulns XL 1 blue de la misma manera que In 

transfonnación anterior de células JM 1O1 y JMB9 en In primera sección de In mctodologla, 

' aunque en lugar de pintear las células éstas fueron utilizadas pum inocular medio liquido 

2xYT Amp (ver protocolo 14). Se dejó crecer el cultivo hastn una DO.,)() = 0.5 y se 

rescataron los fagémidos de las bibliotecas. infectando en una proporción 20: 1 con fago 

hclpcr R408. Los fagos resultantes se obtuvieron ccntrifugnndo y prccipitnndo con PEG de 

la misma fonnn que en pasos anteriores. Cada una de lns bibliotecas se tituló con los 

mismos métodos y fue utilizadn para infcctnr un cultivo de células Cn..-+, donde se lleva a 

cubo la rccombinnción, en una proporción de 200: 1 (fagos bibliotccas:células). Después de 

las 12 horas de recombinneión se siguió el protocolo descrito anteriormente para rescatar y 
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obtener los fagos (ver protocolo 14). Lns bibliotecas ya recombinadas se titularon y fücron 

sometidas n selección en busca del fogémido que portara PRAi activa. es decir sin ninguna 

de lns mutaciones deletéreas. Esto se llevó n cabo de In misma mnnern que ni probar In 

ocurrencia de In recombinación en In etapa anterior, pero a mayor escala (ver prolo<,olo 14). 

Se creció un gran cultivo de células de selección F' (JMB9F') (Sx 1011 células) por cada 

biblioteca y se infectaron por separado en unn proporción< 1: 1. Se dejaron reposar a 37 ºC, 

se lavaron y se inocularon en medio VB Amp Te liquido. Se utilizó medio liquido de 

selección debido n la enorme cantidad de células sometidas a selección. El cultivo se dejó 

creciendo en agitación a 37 ºC hasta que se observó crecimiento y entonces se lomó una 

alicuotn para inocular mús medio liquido VB Amp Te. Este último paso de enriquecimiento 

se repitió tres veces. Al final se tomó una nlicuola del último cultivo, se diluyó 10_. y 1Cr' y 

se pinteó en cajas del mismo medio (VB Amp Te) que se incubaron a 37 ºC para obtener 

colonias aisladas. De las colonias obtenidas. algunas se crecieron en medio liquido VB 

Amp Te, se aisló el plúsmido con el kit y estos se mandaron n secuenciar con los primcrs 

que hibridizan por fuera del gen (oligos pDANSHind y pDANSNhel). Así mismo se tomó 

otra alícuota del último cultivo de selección, se aislaron los fogémidos con el mismo kit, se 

elcctroporaron en In cepa de selección (JMB9) y se pintearon en cajas de VB Amp para 

dejar crecer a 37 ºC. 

Barajco de librerías. Con el fin de comparar In capacidad del método de 

recombinación in vivo de combinar mutantes raras en unn librería contra la misma 

capacidad del método de barnjeo de genes l~ene s/111.ffling). que es el comúnmente usado, se 

realizó el barajco de genes de la misma biblioteca con lns mutantes sencillas diluidas 10-'. 

Primero, como control positivo. se realizó el bnrajc..-o de una biblioteca con las mutantes 

sencillas diluidas 10"2 y después se continuó con el barajco de la biblioteca con las mutantes 

sencillas diluidas 10-s. El barajco de genes se llevó a cabo como füe descrito primeramente 

por Stcmmcr \V. P. C. (1994). La librería ya bnrajcada se clonó en el vector pDANS de In 

misma fonna en que se clonaron las mitades anteriormente. aunque en los sitios Hindlll y 

Nhel directamente, y se transformó por clcctroporación en la cepa JMB9 plateando lns 

células, después de lavarlas con medio mínimo para evitar contaminación con triptofono, en 

cajas de VB Amp. Después de incubarlas a 37 ºC durante más de 50 horas se tomaron 
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algunas colonias, se crecieron, se purificaron los plásmidos y se secuenciaron con los 

prime1-s que hibridizan en pDANS por fuera del gen (oligos pDANSl-lind y pDAN5Nhel). 

Rccombin11ción 

-----t~~---... ~ 
Infección 200: 1 

plasmidos 

/ 

nislndos --. 

rc1rnnsfon11ar 

~---
Aislnmicnto ¡ 
de colonias l/lOO - 1/106 

Cepa de 
selección F· 

M~D? 

~+2=----~-~ 

Infección l 
MOi< 1 Acorlnmicnto 

Cepa de 
selección r 

S"I011 células 

Figuro 16. Esquema del procedimiento seguido en In utilización del 5istema de recombinación in ,.fro en 
librcrias. 
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Protocolos 

1. Reacción en cadena de In polimcrasa (PCR) 

Para una reacción de 100 µL 
Amortiguador ( 1 Ox): 1 O ~1L 
dNTPs (2.S mM): 8 µL 
Oligo 1 (30 - 40 picoM): 1 µL 
Oligo 2: l~1L 
Templado: 1 ~1L 
J>olimcrnsa: Tac Polomcrnsa purificada en el laboratorio (2.S U/µI) 4µL. Expand High 
Ficlclity (Roche) 0.7 - 1 µL (se puede lograr mejor rendimiento si Ju enzima es 
agregada después del primer choque ele calor) 
MgCI (50 mM): 4 µL 
Completar con HiO a 100 µL 

Condiciones del PCR (estándar utilizado en las construcciones para pDANS) 
1- Desnaturalización 9S ºC 4 min (sin polimerasn}, 1 ciclo. 
2- Desnaturalización 9S ºC 1 min; hibridación 50 - SS ºC 1 min; extensión 72 ºC 2 min, 

2S ciclos. 
3- Extensión 72 ºC 1 O min, 1 ciclo. 

2. Digestión 

Para una reacción ele SO ~1L 
Amortiguador especifico para la enzima ( tox generalmente): S µL 
BSA (sólo si es necesario 1 O o 1 OOx generalmente): O.S o S ~1L 
Enzima 1: 1 .S ~11 (las enzimas Hindlll. Sall y Xhol fueron usadas a 20 U/~1L. mientras 
que Hincll se usó a 8 U/~1L, Nhcl y AlwNI• n JO U/µL y MscJ• a 3 U/µL) 
Enzima 2: l .S ~1L 
DNA: -40 ~1L (la mayor cantidad en el volumen final) 
Si es necesario, completar con H 20 al volumen finul 

*al hacer las digestiones con las enzimas AlwNI y Mscl se varió In concentración de 
enzima (desde 0.02 hasta O.OS ~1U~1L) buscando tu mejor resolución. 

Condiciones de la digestión 
12 horas** a 37 ºC*** 

*para una digestión total es recomendable dejarla toda la noche, aunque en ocasiones 
incluso 6 hrs. son suficientes. Para una digestión parcial o cualitativa 2 hrs. son suficientes. 
**es necesario ajustarse a la temperatura óptima a la que trabaja la enzima. Con las enzimas 
utilizadas es ele 37° C. 
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3. Ligación 

Parn una ligación pequeña* de entre 100 y 400 ng de DNA final en 20 ~tL 
Amortiguador (5x): 4~1L 
Ligasa T4 (400 U/~11): 1 µL 
Vector: Vng** 
Inserto: lng = (Vng/kbV)(kbl[S])** 
Completar con HiO a 20 ~1L 

*para ligaciones de bancos grandes es recomendnblc aumentar el tamaño de In ligación, de 
tul fonna que se tengan entre 1 y 2 ~tg de DNA final. 
**In relación entre cantidad de vector en nanognunos (Vng) e inserto en nnnogrnmos (lng) 
está dada por esta ecuación, donde kbV es el tamaño del vector en kilo bases (kb) y kbl el 
tamaño del inserto en kb. 

Co11dicio11es ele la ligación 
Una noche a 16 °c••• 
•••cuando no se requiere grnn eficiencia de ligación es posible hacerla dunmtc 2 hrs. a 
temperatura ambiente. 

4. Precipitación con butano! 

Agregar butano! (entre 500 y 1400 ~11, dependiendo de In cantidad de DNA a pn.-cipitar 
de 20 hasta 100 µI) 
Agitar fuertemente hasta que no se note la scparnción entre el medio acuoso en el que 
está suspendido el DNA y el butanol. 
Centrifugar en una centrifüga de mesa por 1 Omina velocidad máxima 
Extraer cuidadosamente el butano! con pipeta 
Escurrir 
Secar en el Savant algunos minutos 
Resuspendcr con 5-20 i1L de H 20 

5. Transfonnación de células por clcctroporación 

Preparar un tubo pequeño de ensayo con 1 mL. de medio SOC, IOitl glucosa 2M y 
1 OµL de una mezcla de MgCl 2 MgSO, 2M por cada elcctroporación a realizar y poner a 
enfriar en hielo una celda por cada electropornción. 
Voltaje de electropornción: 

1.8 V para celdas chicas 
2.5 V para celdas grandes 
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Vcrtir el DNA sobre las células (50 ~1L de células clcctrocompctcntcs cuando es una 
clcctroporación chica y hasta 200 µL cuando es grande), mezclar con mucho cuidado 
tratando de no hacer burbujas y se toma sin las burbujas creadas. Se vierte -1 pL de 
DNA cuando es DNA supcrcnrrolludo (la eficiencia es mucho mayor) y -2 pL cuando 
es producto de una ligación. 
Las células se vierten en Ja celda lcntmncntc y sobre una de las paredes, de tal manera 
que la células resbalen y no formen burbujas. 
Dar unos golpccitos para que las células se distribuyan a lo largo de In celda y se pueda 
observar que las células hacen contacto con ambas paredes. 
Las células siempre se mantienen en hielo y se tratan con cuidado, ya que son muy 
delicadas. 
Antes de clcctroporar, se succiona el n1cdio SOC con una pipeta pasteur estéril 
dejándolo listo para vcrtirlo sobre las células después de la clectroporación. 
Ln celda se seca bien, se pone en el clcctroporador y se da el pulso. 
Rápidamente se saca del clectropomdor, se vierte el medio SOC en In celda, se mezcla, 
y por último se succiona y se pone en el tubo de ensaye donde se ineuharún las células a 
37° C en agitación por una hora. 

6. Lavado de células 

Centrifugar el cultivo de células a una velocidad de entre 4000 y 4500 rpm (alrededor 
de 3000 g) por entre 4 y 5 min. 
Desechar el sobrcnaduntc bajo condiciones estériles con cuidado de no tirar células. 
Remover cuidadosamente con una pipeta el resto del medio rico. 
Rcsuspcndcr las células cuidadosamente ya sea con una pipeta o movimientos 
circulares suaves con el mismo volumen de medio de selección o PBS que de medio 
rico desechado. 
Repetir In centrifugación y resuspcnsión dos veces más. Pnm el 2" y el 3er ciclo ya no 
es necesario remover con una pipeta el medio restante. 

7. Trnnsfonm1eión de células competentes por Ca&_! 

Cé/11/as competentes 
Crecer en 30 mL de medio LB un cultivo de las células deseadas hasta una DO"°°= 0.6 
Centrifugar a 2500 rpm en frío (4ºC) por 1 O min. 
Desechar el sobrenadan te y rcsuspcndcr las células con 2 o 3 mi de Ca2CI O. 1 M 
previamente enfriado (4ºC) 
Añadir del mismo Ca2CJ hasia completar 15 mi. 
Incubar en hielo por 30 min. 
Ccntritugar de la misma munem que en el primer puso. 
Desechar el sobrcnadunte y resuspendcr en 1.5 mL de Ca2CJ 0.1 M frío pum después 
añadir 123 ~11 de DMSO. 
Hacer alícuotas de 200 µL en microtubos de 1.5 mL. 
Almacenar a -80 ºC. 
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7/·a11~(ormació11 
Agregar 5 µL del DNA a transfonnar a una de las nllcuotas de células competentes y 
ngitnr levemente. 
Incubar en hielo por 45 min agitando levemente cnda 15 min. 
Dar un choque de calor de 90 seg a 42 ºC. 
Af\adir 500 ~IL de LB e incubar por una hora a 37 ºC. 

8. Rescate de fagémidos 

Crecer un cultivo a partir de una sola colonia de In ccpn con el fcgémido a rcseatnr en 
40 mi de medio 2xYT suplementado con los antibióticos ncccsnrios (Amp en el caso de 
pDAN5) hasta unn DOwo= 0.5. 
Af\adir el fugo .. helpcr .. (en este caso el R408) en unn proporción de 20: 1 (fago:célulns), 
considerando que en 1 mi de cultivo 11 DO,.. .. = 0.5 hay 5x 1 o• célulus, y dejar rcposnndo 
30 mina 37 ºC sin agitación. 
Incubar con agitación a 30 ºC durante 6 a 18 horas y, por último, obtener los fagos del 
sobrenadantc de centrifugar el cultivo 11 3000 g por 15 minutos. 

9. Precipitación de fagos 

Centrifugar el cultivo donde se encuentran los fagos n 3000 g por 15 min 
Tomar el sobrcnadante y ngrcgnr 115 del volumen de unn solución de PEG 8000 20% y 
NnCI 2M previamente enfriada (4 ºC). 
Incubar a 4 ºC por mcdin hora 
Centrifugar a 4000 g por 10 min n 4 ºC 
Desechar el sobrcnudantc y resuspcndcr los fagos cuidadosamente con 1/10 del 
volumen inicial del cultivo de PBS 
Los fagos pueden guardarse a 4 ºC ó para un almacenamiento más largo, se agrega a -
20% de glicerol y se mantiene 11-70 "C. 

1 O. Titulación por número de placas 

Crecer un cultivo de células F' hasta una 00000= 0.6 - 0.8. 200 µL por cada dilución de 
cada fago a titular. 
Preparar un tubo de ensaye pequeño con 3ml de agar suave (Top agnr) 2xYT 
manteniéndolo fundido a 50 ºC y unn caja de 2xYT seca y entibiada por cada dilución n 
probar. 
Hacer una serie de diluciones del fago a titular en PBS. Es recomendable probar las 
diluciones de entre 10·7 o 10·• hasta I0- 10 o 10· 11

, ya que se esperan titulos de entre 101º 
y 1013 fagos por mi. 
Colocar en un microtubo de 1.5 mi 200 µL de las células, agregar 100 ~·L de In dilución 
de fago a titular y mezclar. 
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Agregar In mczcln anterior a un tubo de ngar suave caliente, mezclar y vcrtir en una caja 
de 2xYT uscgur.índosc de que el agur suave quede bien esparcido. 
Esperar 11 que el agur suave se solidifique e incubar u 37 ºC por unn noche. 
El título del fago se obtiene multiplicando el número de placas por el inverso de la 
dilución usada por 1 O (llplacas x J/factor de dilución x 1 O). 

1 1. Titulación por número de colonias (sólo es posible cuando el fagémido da resistencia a 
algún antibiótico) 

Crecer un cultivo de células F' hasta una DOwo= O. 7 - 1.0. 200 ¡1L por cada dilución de 
cada fago a titular. 
Diluir el fago de In misma mnncra que en el protocolo anterior, pero empezando las 
diluciones desde un orden de magnitud mnyor ( 10"6 o 1 O"). 
Colocar en un microtubo de 1.5 mi 200 ¡ti de lns célulns. agrcgnr 100 ¡tL de In dilución 
de fago 11 titular y mezclar. 
Dejar las mezclas reposando a 37 ºC sin agitación por 30 min. 
platear 100 ¡1L de cada dilución en cajas de LB m{ts el antibiótico al que da resistencia 
el fogémido. 
Incubar las cajas por unn noche 11 37 ºC. 
El título del fago se obtiene multiplicando el número de placas por el inverso de In 
dilución usada por 100 (lleolonias x 1/foctor de dilución x 100). 

12. Recombinación in vivo 

Crecer la cepa Cre+ en medio 2xYT 1 % de glucosa en agitación a 37 ºC hnslll una 
DOc.oo = 0.5. 2 mL por cada recombinación . 
Infectar los 2 mL de cultivo con el fago a recombinar en una proporción de 200: 1 (hasta 
20:1) (en el caso de que sean dos fagos diferentes es posible inli..'Ctar cnda uno en una 
proporción de 100:1) dejando reposar por 30 min. a 37 ºC para después agregar 
umpicilina (o el antibiótico al que da resistencia el fago). 
Incubar el cultivo con agitación a 30 ºC por el tiempo de recombinación deseado (6 -
15 hrs.). 
Después del tiempo de recombinación se diluye el cultivo en 38 mi (20: 1) del mismo 
medio (2xYT 1 o/o glucosa, Amp) y se crece a 37 ºC con agitación hasta una D0<>1x1 = 0.5 
Se rescatan los fogémidos agregando "hclpcr" en una proporción 20: 1. Se deja reposar 
por 30 min. a 37 ºC y se incuba por entre 6 y 18 hrs. a 30 ºC. 
Obtener los fagos del sobrcnudantc después de centrifugar a 3000 g por 15 min. 
Precipitar con 2.5 M NaCI PEG 8000 centrifugando a 4000 g por 10 min. 

13. Acoplamiento del genotipo del fngémido al fenotipo de la célula (prueba de la 
recombinación) 
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Crecer Ja cepa de selección F' (JMB9F' LlTrpF) en 2xYt a 37" C en agitación hasta 
D0,,00 = 0.5. 1 mL por cada recombinación a probar. 
Infectar con Jos fagos producto de Ja recombinación en una proporción menor de 1: 1. 
Dejar reposar a 37 ºC por 30 min sin agitación. 
Lavar las células con medio de selección liquido (VB). 
Platear, tanto en LB como en medio de selección (VB). con el antibiótico ni que da 
resistencia el fagémido (Amp en el cuso de pDANS). Es rccomenduble pintear 
diluciones del cultivo lavado debido ni gran número de células. Incluso es posihle diluir 
hasta 10"". 
Incubar a 37 ºC las cajas hasta Ja aparición de colonias (una noche en LB y hasta 4 dins 
en VB) 

14. Recombinación de librerías 

Creación de la librería primaria de fagos 
Con las células resultado de In trunsfonrntción con Ju librería original, inocular 40 mL 
de medio 2xYT Amp (o el antibiótico ni que el fcgémido de resistencia). 
Crecer en agitación 11 37 ºC hasta una D0000= 0.5 
Rescatar infectando con "hclpcr" (R408) en una proporción 20: J, considerando <1ue 
aproximadamente en 1 mL de cultivo a una DO,. .. de 1.0 hay JO~ células. 
Dejar 30 min. a 37 ºC sin agitación. 
Incubarlas entre 6 y 18 horas en agitación a 30 ºC. 
Obtener los fagos del sobrcnndante después de ecntri fugar 11 3000 g por 15 min y 
precipitar con PEG 8000 20% y 2.SM NaCJ. 
Titular. 

Recombinación de la librería primaria antes creada para crear /a librería scc1111claria 
Crecer 2 mi de Ja cepa Cre+ hasta una DO"'.,= 0.5 a 37 ºC en agitación, en medio 2xYT 
Jº/o glucosa. 
Infectar el cultivo con el fago antes preparado en una proporción de 200: 1. 
Dejar reposar 30 min. 11 37 ºC sin agitación, pam después agregar ampicilina (o el 
antibiótico especifico). 
Incubar el cultivo 12 hrs. a 30 ºC en agitación. 
Agregar el cultivo a 38 mL del mismo medio (dilusión 1/20 en medio 2xYT 1 o/o glucosa 
Amp) y dejar crecer en agitación a 37 ºC hasta una DO"'.,= 0.5. 
Rescatar agregando "hclpcr" en una proporción 20: I, dejar reposar a 37 ºC por 30 min. 
J ncubar por 18 hrs. a 30 ºC. 
Obtener los fagos del sobrcnadantc después de centrifugar y precipitación con PEG 
8000 y 2.SM NaCI. 
Titular. 

Análisis de la recombinación (los volúmenes dependerán del tamaño de Ja libreria 
secundaria) 

Crecer un cultivo de células de selección en 1 L 2xYT hasta una 00600 = 0.5 
Infectar con los fagos resultado de In recombinación en una proporción de J: 1 o menor. 
Dejarlos 30 min sin agitación n 37 ºC. 
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Lavar las células con medio de selección liquido o rBS. pero en el último lavado en 
lugar de rcsuspcndcr con 1 L se rcsuspcndc en 1/1 O del volumen inicial de medio rico 
(es decir 100 mi). 
Con estas células se inocula 1 1 de medio de selección con el antibiótico especifico (VB 
Amp) y se incubo en agitación u 37 ºC. 

Medios de culth•o 

l. LB (1 litro) 
10 g triptona 
IOg NnCI 
S g extracto de levadura 
Completar con agua miliQu n 1 L 

Para medio sólido: 
1 S g bacto agur 

2. 2xYT ( 1 litro) 
16 g triptona 
!Og NaCI 
1 O g extracto de levadura 
Completar con agua miliQu u 1 L 

Para medio sólido: 
1 S g baeto agur 

Para m .. dio suave (/'op agar): 
6 g bacto agur 

3. VB (1 litro) 
20 mi glucosa 20% 
20 mi cnsnminoáeidos 20% 
(esterilizados y no filtrados) 
SO mi sales VB 20x 
1 mi FcCl3 5mg/ml 
250 ~ti vitamina B 1 (tiaminn) 1 O 
mg/ml 
completar con agua miliQu n 1 L 

Para medio sólido: 
24g agur noble 

4. M9 ( 1 litro) 
lo mL glucosa 20% 

312 ~1L cn..o;aminoácidos 20% 
100 mL sales M9 lOx 
1 mL vitamina Bl 1% 
1 mL MgS0 •. 7HiO IM 
2 mL CuCI, SO mM 

raru medio sólido: 
1 S g bacto agur 

5. SOC ( 1 litro) 
20 g triptona 
5 g extracto ele levadura · 
IOmLNnCl IM 
2.SmL KCl lM 
Completar con agua a 1 L 
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Soluciones 

1 Ampicilinn ( 1 OOOx) 
200 µg nmpicilinn/mL 
Aguo como solvente 
Se filtro pnrn estcriliznr 
Gunrdnr n -20 ºC 

2. Tetrnciclina ( 1 OOOx) 
10 µg tctrnciclina/mL 
Etanol como solvente 
No es necesario cstcriliznr 
Guardar a -20 ºC 

3. Sales VB 20x ( 1 litro) 
MgS04. 7H20 16.2 mM 
ácido cítrico 205.5 mM 
Kil-IP04 1.148 M 
Nn2 1-1PO •. 21-1 20 168.5 mM 
Ajustar a pl-1 7 

4. Sales M9 1 Ox 
KiHP04 172.2 mM 
Nn2l-IP0.1. 422.6 mM 
NaCI 85.5 mM 
NH.CI 186.9 mM 

5. PBS lx 
KH2P04 1.5 mM 
Nn2HP04. 8 mM 
NnCI 137mM 
KCl3mM 
Ajustnr a pl-I 7.4 
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Resultados 

· Construcciones y complementación de las funciones de las protcfnus 

Parn implementar un sistema de recombinación i11 vivo con enzimas es necesario 

que el sitio usudo parn la recombinación, que se encuentra conectando los fragmentos que 

serán recombinados, no afecte de manera importante la confonnución nativa de la enzima. 

Lo anterior no sólo con el fin de poder anulizar la recombinación, sino mils que nada con lu 

idea de que lu recombinación resulte en mayores ventajas que desventajas. En este trabajo, 

la fomrn de medir el cumbia en lu confonnución nativa es por medio de la actividad de las 

enzimas, por eso es que primero se analiza el impacto de la inserción del sitio /oxl'S 11 

sobre la actividad enzimática, para después continuar con la recombinación como tul. Con 

el afún de causar el menor daiio a la conformnción de las enzimas, basándose en los 

antecedentes y específicamente en los análisis de corte realizados por Fuentes P. (2001 ), se 

decidió insertar el sitio /oxPSl I entre In a hélice 4 y la J3 plegada 5 (figuras 17 y 18). El 

sitio de inserción es una de lus asns inferiores, las cuales, como ya se mencionó, parecen 

contribuir más que nada a la estnbilidad de la proteína y no n su nctividad, ya que el sitio 

activo en los barriles ct!p se encuentra en lns nsns superiores. 

Co11stn1cció11 y compleme11tació11 ele PRAi. La amplificnción y lu clonación de 

nmbas mitndcs se realizó de tul manera que el péptido conector quedara exactamente entre 

la prolina 97 y In alaninn 98 del usa a4-J35 (figuro 17). En el caso de la PRAi, primero se 

renlizó la clonnción de In segundo mitad de In proteina (J35-a8), ya que Ju primera mitnd 

contiene un sitio de restricción Xhol. Lo anterior evitó que al digerir con Xhol, paru clonar 

la segunda mitnd, se eliminara una porción de la primero mitad. A pesar de ello la segunda 

clonación, es decir la de la primera mitad, dio algunos problemas debido n otro sitio de 

restricción Xhol no reportado en el vector del que se partió y que se encuentra presente en 

la cndena ligero del anticuerpo (VL). El sitio provoca que al utilizar Xhol paro la primero 

clonación se cortara, además de la cadena pesada del anticuerpo, el sitio Sall junto con todo 

el sitio /oxPS 11. La presencia del sitio Xhol adicional sólo fue evidente hasta que se 

secuenció una de las construcciones finales. Para eliminar el sitio fue necesario digerir 

previamente el vector con la enzima de restricción Hincll, que corta en dos sitios que 
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rodean al sitio Xhol extrn y no eliminan ninguna región imponante del vector, y religar el 

vector resultante. 

~ al ~ ~---
1 MLE~LTR€QDAKAA{D~AI~FVATSPRC~ 

J>t.illido cont.-ctor 

• LOXp;¡I l ,~ ~' 
101 STllTSYNVYYTKlJSSSGGH~VGETLPAREFQHVD~.GQG 

151 GSGQRF~NGQSLGN~GGLGAD~QTGC~SAVESQ 

Figura 17. Es1n1ctura sccundurin de lo PRAi con In im;erción del péptido conector LOXpS 11. '1 indican Jo~ 
residuos cn1n1iticos. 

Una vez eliminndos los problemas nnteriores, se pudo clonar primero In segunda 

mitad (J35 - aS) en In parte que se recombina del plasmido y postc:rionnentc la prirncru 

mitad (J31 - a4) en In parte fijn del vector. Después de la segunda clonación. la de In 

primera mitad, se transfonnaron células de Ju cepa de: sek"Cción <\TrpF y. una vc7. lavudas, 

se plntcnron en medio de selección con su réplicn en medio rico. Después de una noche de 

incubacitin, se observó que In función se complementa. Como se puede ver en la figura 19, 

el número de colonias crecidas en medio rico fue similar al de las cn:cidas en el medio de 

selección, aunque resultó dificil la estimación por Ju gran cantidad de colonias crecidas. Lo 

anterior nos indica que el péptido conector codificado en el sitio loxl'5 I 1 no afecta 

considerablemente In actividad de PRAi. Al alinear las secuencias obtenidas de las colonias 

crecidas en medio de: selección con unn secuencio teórica de pDAN5 + lll-a4PRAI + J35-

aSPRAI se confirmó que la construcción fue correcta. Con estos plúsmidos secuenciados se 
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rctransfommron células de selección (JMB9 .ó.TrpF) y se realizaron curvas de crecimiento 

en medio de selección. En la figura 20 se muestra que el crecimiento de la cepa de 

selección transfonnada con pDANS con la proteína interrumpida por el sitio /oxPS 11 

(pDAN5 + f31-a.4PRAI + J35-a8PRA1) fue muy parecido al de la cepa trunsfommda con 

pDAN5 con la proteína silvestre (pDANS + PRAi \VT). 

LB VB 
Figura 19. Cajns de 1ncdio LB A1np y Vll Amp plateadas Clllt células de la cepa Jt-.1B9 trnnsfonnada!'O con c1 
fi:1gémi<lo pDANS+í\ la.4PRAl+Jl5a.RPRA1 e im:uhndns dunmtc mm mlchc. 
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!§ o o 
o 
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-o 
"' 

--+-- pDANS+l'RAI 
-o ·¡;:¡ -1 r:: ... ·---•··· pDAN5+1'RAllox511 
-o 
o 
Oo -1.5 
.9 

-2 o 5 10 15 20 25 

Tiempo (hrs.) 
Figura 20. Curvas de crecimiento de In ccpn JMB9 en medio VD Amp liquido transformada con 
pDANS+PRAlwt (pDANS+PRAI) por un Indo y por el otro con pDANS+pla4PRAl+P5a8PRAI 
(pDAN5+PRAlloxPSl I). 
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A manera de controles negativos se transfonnaron por separado células de la cepa de 

selección con los vectores portadores de sólo una de las mitades (pDANS + f\ l -a4PRAI 

VH y pDAN5+VL+135-aSPRAI). Como se muestra en la figura 21. la enzima completa 

con el péptido conector interrumpiéndola complementa lu función. mientras que las mitades 

de la enzima por separado no complementan en lo absoluto. Dudo estos resultados. Ju 

enzima PRAi es una buena opción pnra probnr In recombinación. 

e = = = '° ... 
'-' ·a 

•o 
-e 
"' -e ·¡;; 
e 
cu 

-e 
= e;, 
..9 

0.5 

o 

-0.5 

-1 

-1.5 

-2 o 5 

- - pDANSln 

·--·A-·-· pDANS2n 

-e-- pDANSln+2n 

10 15 

Tiempo (hrs.) 

20 

Figura 21. Curvas de crecimiento de In cepn JMB9 en medio VB Amp liquido trnnsfonnada con 

pDANS+J31a4PRAl+Jl5aSPRAI (pDANSln+2a). con pDAN5+Jlla4PRAl+Vll (p0AN5 In) y con 

pDAN5+VL+Jl5a8PRAI (pDAN52n). 

Co11stn1cció11 y compleme111ació11 de la TIM. De igual manera que con Ju PRAi. Ju 

amplificación de las dos mitades de TIM se realizó de tal fonna que quedara dividida por el 

péptido conector exactamente entre lu glicina 1 13 y la fcnilnlnnina 1 14 (figura 18). En este 

caso no fue necesario clonar primero In segunda mitad. ya que el gen de MonoTIM 

(MTIM) no contiene algún sitio de restricción de los utilizados para la clonación. Por lo 

mismo no fue requerida la remoción del sitio Xhol extra encontrado en la VL del 
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anticuerpo, ya que como esta mitad fue cxtmlda en un inicio con Hindlll y Sall, el sitio no 

interfiere. 

1 

51 

101 

151 

201 

251 

~- q! .~ u2 MSKPQP~WKCNGsQQSLSELI~F~STSINHDv~SFVH~ 

~ ~. ql -~~ o:4 
~LSHPK~·AGt{ADAL~s€iJ:>FGVr1!!.!Y!yr,SERRAYYGETE:D 

q4 r 1.0X.;11 l ~ 
~VADKVAJ\€V~SGGSTffTSYNVYYTKilSSSGGf~ETLQERESGR 

péplido conector 

• 
qS ~· g6 

~AVVVLTQI€í\~KKLKKADWAK~EPVWAIGTGKVAT~QQAQEA(íA) 

a6~- ~~-Q..rRswv(s~I~LRILYGGSVSGK~RDVN~GASL 

~raro 

KP~TQr'.;J 

Figura 18. Estructura secundaria de la MTIM con la inserción del péptido conector LOXp5 I l. y indica los 
residuos cntnHticos.@) indicn los residuos imponnnrcs pnra In cutáli~is. 

Después de la segunda clonación, se tmnsfonnaron células de la cepa de selección 

L'.tpi (VEJM 1O1) (Saab-Rincón G. et al, 2001) y se platearon en medio de selección Amp, 

con sus respectivas réplicas en medio rico Amp. En este caso se dejaron incubando a 37 ºC 

-10 horas, ya que la variante de TlM monoméricn, ni ser menos activa, hace que las colonias 

crezcan más lento. A pesar de que las colonias en LB crecieron desde lus 12 horas y en 

buen número, no creció ninguna colonia en el medio de selección, incluso después de 5 días 

de incubación (figura 22). Al parecer, la inserción del péptido con< .. 'Ctor inactiva de alguna 

manera In proteína. De todas formas, se obtuvo el plásmido de algunas de lus colonias 

crecidas en medio rico y se verificó la presencia de ambas mitades, primero por medio de 

PCR y posteriormente secuenciando. Los alineamientos de las secuencias de estos 
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plúsmidos con la secuencia teórica de MTIM corroboraron los resultados obtenidos por 

PCR, revelando que In construcción es correcta. De tal manera que no fue necesario hacer 

curvas de crecimiento para describir lu no complementación de la función. 

LB 
Figura 22. Cajas de medio LD Amp y f\.19 Amp pinteadas con células de lus cepa VEJ~1101 tnmsfl,nn<lJas 
con el fügémido pDANS+Pla4 l'.1Tlt\.1+Jl5a8 MTlf\.1 lns cunlcs fucrun incuhadas llurantc una noche en el 
cuso de LB y dur..intc 5 dfns en el cnso de M9. 

La variante monomérica de TIM evolucionada hacia una mayl>r actividad es 40 

veces menos activa que In proteína silvestre, n pesar de ser mús activa que la MTl!l.1 

original. Por lo mismo es posible que la actividad de la variante MTIM sea mucho más 

sensible n la inserción del péptido conector. Con base en esta idea se decidió hacer una 

construcción para In recombinación con TIM silvestre homodimérica. Dicha proteína se 

dimcriza postraduccionalmcntc, por lo que a nivel génico se podría trabajar de la misma 

fon11a que con los monómcros. Como TIM silvestre es varias veces (cuarenta) rrnis activa 

que la variante monomérica se esperaban mejores resultados. La construcción se realizó de 

la misma fon11a que con la variante activa de MTIM y, a pesar de todo, los resultados 

fueron los mismos, In función no se complementó incluso después de 5 días de incubación 

(figura 23). La presencia de ambas mitades en el plñsmido fue corroborada por PCR. 

usando como templado plñsmidos purificados de las colonias crecidas en medio rico, y 

postcrion11cntc secuenciando y alineando la secuencia con la secuencia teórica de TIMWT. 

Los resultados anteriores indican que ninguna de las variantes de TIM tolera una inserción 
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o que Ju posición en que se hizo In inserción no fue In correcta. ror lo mismo ninguna de las 

variantes pcnnitc evaluar los procesos de recombinación y por lo tanto no fueron utilizadas 

en las siguientes etapas. 

LB M9 
Figum 23. Cnjus de medio LB A1np y l\·19 Amp platcndas con cdulas de las cepa VFJM 101 trJ11sfi.ln1mdns 
con el fhgémido pDAN5+Jl la4wtTIM-t fl5a8wtTlf\.1 lns cuulcs fueron incuhadas durante una noche en el ca..~ 
de LB y Jurante 5 dius en el cmm de M9 

Recombinación in vivo de rRAI 

Reco111binació11 in vivo de los fagémidos portadores de las mitades de J>RA/ para 

formar 1111a c11=ima PRAi actfra. El· primer paso, como se observa en la figura 15, fue In 

obtención de los fugos infecciosos pDAN5, portadores por separado de cada una de las 

mitades de PRAi, utilizando una cepa F'. Los tltulos de ambos fagos obtenidos fueron 

buenos; es decir, entre 1x10 11 y 1x1012 fagos/mi. Con dichos fagos se infectó un cultivo de 

células de la cepa Crc+. crecidas en exceso de glucosa en una alta multiplicidad de 

infección ( 100: 1 de cada fago). Este exceso es esencial para lograr una múltiple infección y 

que la recombinación se lleve a cabo entre múltiples fagémidos. dentro de cada célula. No 

se conoce totalmente la biología de la infección, pero se ha encontrado que la glucosa 

fuvorccc la múltiple infección posiblemente porque detiene In maquinaria inhibitoria de 

infecciones posteriores (Sblnttcro D., et al., 2000); tanto In alta proporción de infección 

como la glucosa parecen favorecerla. 
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La recombinación se dio durante 12 horas en agitación a 30 ºC, temperatura a la 

cual se favorece la expresión de la Crc rccombinnsa. Los fagémidos ya rccomhinn<los y 

rescatados tuvieron igualmente titulos <le alrededor de lx 1011 y 1x1012
• rara probar que la 

recombinación ocurrió con estos fagos, se infectaron células de selección ,\TrpF F' en una 

proporción de 1: 1 o menor, para asegurar que sólo un fago infecte u una cClula y por lo 

tanto el fenotipo de In célula reflejara el genotipo del fngémido. Después <le lavarlas. se 

platearon en medio de selección con el antibiótico 111 que <la resistencia pDAN5 y con su 

réplica correspondiente en medio rico. Después de 12 horas de incubación se observó un 

gran número de colonias en medio rico, mientras que las primeras colonias en el medio <le 

selección se observaron hasta lus 22 horns. Como se muestra en la figura 24, a las 40 horas 

de incubación también creció un gran número de colonias en el medio de selección, <le tal 

manera que fue dificil calcular una cantidad exacta. 

LB VB 
Figuras 24. Cajas de medio LB Amp Te y VB Amp Te plateadas con células de la cepa J~1B9F' infectadas 
con los fagos producto de recombinación las cuales fueron incubt.tdas durnnlc por una noche en el caso de LB 
y en el caso de VB durante 40 horas. 

Cabe resaltar dos observaciones en relación a las colonias crecidas en medio de 

selección, por un lado la heterogeneidad en la velocidad de crecimiento y por otro la 

lentitud de In mayoría, en relación con las colonias de la cepa de selección F" (JMB9) 

transformadas con la misma construcción, obtenidas en In primera etapa experimental. 

Independientemente de lo anterior. se obtuvieron los fngémidos de algunas de estas 

colonias escogidas ni azar, aunque representando todos los fenotipos existentes, 
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confinnúndosc In presencia de nmbns mitades de In proteína por PCR y secuenciando 

algunos representantes. El alineamiento con In secuencia teórica de pDAN5 + Jll-a4PRAI 

+ ¡35-aSPRAI volvió n eonfinnnr la presencia de In proteína completa. indicando que el 

evento de recombinación sí ocurrió. 

A su vez, como controles negativos, se realizaron recombinaciones infcc1ando con 

los fagos portadores de unn sola mitad de In proteinu. Por un ludo se int<.-ctó sólo con fagos 

de unu mitud y por el otro sólo con fagos de In otrn mitnd, como se representa en la purte 

derecha de In figura 25. 

Vl./2.aPRAI ,_, 

@~O 
H.cconthinncilln 

H.cscntc de fol!érnidos _,,_, ,_, 
-11-1 l 

J lnlf.."'CL'it~n a una rclac1ún 

• • 1:1 

(§)Acoplamiento <~e ícnotip<@ =:= y ~cnot1po = - -
®-----

Figura 25. Proceso teórico de recombinación al infectar con los dos fogémidos portadores por separado de 
cada una de las mitades y ni infectar con sólo uno de los fügémidos. 

lnespcrndamente, aunque n lns 22 horas no creció ninguna colonia, n lns 40 horas se 

observaron unas cuantas. Se obtuvieron los fngémidos de diferentes colonias y se 
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analizaron por PCR. Algunos de estos plásmidos parecíun tener ambas mitades. sin 

embargo, la mayoría tuvo sólo In mitad correspondiente o incluso ninguna. Se intentó 

secuenciur. estos fagémidos con los primcrs que rodeun al gen (pDANHind y pDANNhe). 

pero sólo se pudo obtener la secuencia de uno de ellos. El análisis demostró que están 

ocurriendo dclcciones importantes en sitios extraiios. Congruentemente al rctransfonnar los 

plásmidos obtenidos en la cepa de selección original (JMB9 L\TrpF) y en la cepa de 

selección F' (JMB9 6TrpF F'), no se complementa la función incluso después de 5 días de 

incubación. Esto indica que las primeras colonias son falsos positivos. 

Tratando de aclarar algunas de estas incongruencias, se prepararon células 

competentes por CaCh aislando sólo un fenotipo de colonia de In cepa de selección F', y se 

realizaron curvas de crecimiento después de transfonnarlas con el fagémido conteniendo el 

gen de lu proteína completa, cada una de las mitades por separado y con el fogémido sin 

ninguna mitad. Como se observa en la figura 26, sólo crecieron las células transti.>nnadas 

con el fogémido que porta el gen de la protclna completa, las cuales además crecieron más 

lento que la cepa original (F") transformada con el mismo plásmido. Esto último explica la 

lentitud de crecimiento de las colonias de In cepa de selección F'. 
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--FpDAN51n 

····)o<>··· F'pDAN52n ., 
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Figura 26. Curvas de crecimiento de In cepa JMB9F' en medio VB Amp Te liquido infectada por separado 
con cada una de las construcciones de PRAi y comparada con la curva de crccimicntn de la ccpn JMB9 
trnnsfomtndn con pDANS+J31a4PRAl+J35a8PRAI. 
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Proporciones de losfagémidos recombi11m1tes. La complementación de la función y 

In obtención de construcciones con nmb11s mitades de 111 PRAi sólo indica que In 

recombinación ocurre. La eficiencia de ésta se unulizó por medio de las proporciones de los 

genotipos de los fogémidos ya recombinados. Como se observa en 111 parte izquierda de In 

figura 25, se espcrarí11 que, cuando se infecta con los fagos de ambas mitades, las cuatro 

posibles combinaciones de fr11gmentos rccombin11dos tienden a llegar a un equilibrio. 

Entonces si In recombinación no favorece ninguna de las combinaciones, cuda uno de los 

cuatro posibles genotipos (los dos genotipos pnrcntnlcs [pDAN5 + l~l-r14PRAI ~ VH y 

pDAN5 + VL + J35-a8PRAI], el genotipo con el anticuerpo completo [pDAN5 + VL +VII] 

y el genotipo con In protclna completn [pDAN5 + J31-a4PRAI + 115-aNPRAI]), al tener la 

misma probabilidad de ocurrir, rcprcscntnrínn 25% de los fagémidos totales. Una de las 

numeras en que se annliznron los genotipos de los fngémidos fue a través del acoplamiento 

de cada genotipo ni fenotipo de unn célula de selección. Por lo antes mencionado, se 

esperaría que el número de colonias crecidas en medio de selección representase el 25~ó de 

las colonias crecidas en medio rico, ya que sólo aquellas colonias con el fogémido .:on 

ambas mitades de la proteína crecerían en medio de selección. Ademús, es posible que el 

tiempo de recombinación sea un factor dctcmtinnnte de la llegada al equilibrio de los cuatro 

genotipos, por lo que se hicieron recombinaciones variando los tiempos (6, <J, 12 y 15 

horas) y se analizaron lus proporciones de colonias en medio de selección. Es importm1tc 

remarcar que para poder contar las colonias, debido a la gran eficiencia de transfonnación 

celular por infección, füc necesario diluir las células untes de platcarlas. A diferencia de lo 

esperado, los porcentajes de colonias crecidas en medio de selección en todos los diferentes 

tiempos de recombinación estuvieron muy por debajo del 25% y füeron muy variables entre 

las repeticiones que se realizaron (entre 5 y 25 veces más bajos). 

Sin embargo existe la posibilidad de que dichos valores tan bajos se deban no a In 

ineficiencia del proceso de recombinación, sino n un problema intrínseco del sistema de 

selección. Debido a la naturaleza del medio de selección, pueden estar creciendo un menor 

número de células independientemente del fagémido con el que hayan sido transformadas. 

Con el fin de descartar esta posibilidad se trnnsfommron células únicamente con pDANS + 

PRAlwt, y se platearon de la misma manera en medio rico y en medio de selección. Como 

se sospechaba, In cantidad de colonias crecidas en medio de selección fue alrededor de 13 
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veces menor que In cantidad de colonias crecidas en medio rico, siendo también variable 

(ligurn 27). En estn figura se muestra udemós cómo la remoción de otros factores 

selectivos, como la adición de triptofono o In remoción del segundo antibiótico 

(tetraciclina}, hace que el porcentaje de colonias crecidas en medio de selección aumente. 

aunque nuncu llegue a ser del 100%. 
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Figura 27. GnHica de los porccnlujcs de colonias crecidas en mc<liLl de sclccdún con n:spccto a las colonia." 
crecidas en medio rico de la cepa Jl\1119F' transfonn01da con el \'ector pDAN.5+PRAlwt. TcAmp: Vll con 
ambos nntibh.\ticos. Trp-t: VBAmpTc adicionado con triptofano y Te-: VUAmp sin lctrnciclina. 

Asi entonces. tomando en cuenta esta disminución intrínseca del sistema de 

selección (figura 28), las medias de las proporciones de colonias obtenidas en medio de 

selección en los diferentes tiempos de recombinación no están tan alejadas de las esp<..-radas. 

aunque la variación es considerable. Dado el error tan grande. se puede decir que no hay 

diferencias significativas al cambiar los tiempos de recombinación en esta escala temporal. 

Sin embargo. lu variabilidad disminuye hacia los tiempos intermedios (12 horas). por lo que 

en experimentos posteriores seria recomendable usar estos tiempos de recombinación. 
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Figura 28. Gráfica de los porccntnjcs de colonias de la cepa Jl\1B9F. crecidas en Vil Amp Te con respecto a 
las crecidas en LB Amp Te infCc1ndas con Jos fogémidos resultado de los difcrcnccs tiempos de 
recombinación. Estos porccntnjcs se comparan con los porcentajes de colonias cspcr.1dos 1córicamcntc 
después de hacer las correcciones por el cfcc10 del medio de selección. 

Pnra cndn repetición de los experimentos de recombinación anteriores se realizaron 

recombinaciones con sólo una o In otrn de las mitades u manera de controles negativos. Al 

acoplar el genotipo de los plásmidos resultantes de éstos con el fenotipo celular no se 

obtuvieron colonias en medio de selección. 

Así mismo n través de todos los experimentos pasados se estuvieron buscando 

falsos positivos. como los encontrados en los controles negativos. que pudieran afectar las 

proporciones obtenidas por n1edio de secucnciación de colonias al azar. Sin embargo. los 

falsos positivos parecen estar relacionados con lu densidad de células plateadas. ya que ni 

utilizar bajas densidades celulares no se encontraron falsos positivos. Incluso las colonias 

con crecimiento muy lento (más de tres días) muestran tener In construcción correcta ni ser 

secuenciadas. 

Patrones de restricción de /Os fagémidos recombinados. La otra forma de analizar 

los genotipos resultantes de In recombinación es por medio del polimorfismo en sus 
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patrones de restricción. Como se observa en la figura 29. las enzimas AlwNI y Mscl 

pcnnitcn hacer dicho análisis. Se tomaron 100 colonias al azar del experimento de 

acoplamiento del fenotipo al genotipo de los fagémidos resultado de la recomhinación por 

12 horas sin selección, se purificaron sus fagérnidos y se digirieron con las cnzi1nas 

anteriores por separado. La figura 30 muestra las proporciones obtenidas de los diferentes 

genotipos Las proporciones de los fagémidos con 111 primera mitad y con amhas mitades de 

PRAi son cercanas al 25o/o esperado (33.4% y 30.5o/o respectivamente), pero lus 

proporciones de pDAN5 con ambas mitades del anticuerpo y con únicamente In segun.Ju 

mitad de PRAi son mucho más bajas que lus esperadas (l.4o/o y 5.72°/o respectivamente). 

También es notorio el gran número de genotipos <¡ue parecen ser rearrcglos no esperados 

(monstruos). Es importnnte hacer notar la grun cantidad de genotipos que no pudieron ser 

<lctcm1inados (31 %). principalmente debido a la poca cantidad de plúsmido con que se 

contaba resultado de una extracción deficiente. 

2 3 4 5 

5000_. __ _ - -850 ____ _ 

----100-= 

AlwNI 

2 3 4 5 

. ---5000-. -- • 

• 
850-+--300-· 

-- -

Mscl 

Figura 29. Electroforesis en gel de ngnrosn de los fragmentos de restricción de los cuatro posibles fngémidos 
rcsulnntes de la rccombinnción digeridos con tns enzima AlwNl por un Indo y Mscl por el otro. 1: m::ircndor 
(tKbplus) 2: pDANS-Xhol, 3: pDANS+Jlla4PRAl+Vll, 4: pDANS+VL+ flSaRPRAI y S: 
pDANS+Jlla4PRAJ+JlSa. 

Otro posible factor que pudiera afectar las proporciones es que el producto 

(proteína) de alguno de los genotipos sea tóxico pura la célula. impidiendo tener colonias 
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transfommdns con este fngémido incluso en medio rico. Pnrn eliminar esta posibilidad. se 

trnnsfonnaron células con Jos cuatro genotipos posibles y se crecieron en medio rico. La 

figura 31 muestra que sólo In construcción pDAN5 + b 1-n4 + VL tiene una menor tasa de 

crecimiento lo cual podría hacer que esta mitad estuviese un poco menos representada. Sin 

embargo, no se tuvo problema en identificar una proporción de ésta cercana a lo esperada. 

Así, In falta de representación puede deberse a otros fenómenos como la naturaleza 

rccombinntorin de In cepa Crc+. 

pDAN5 

pDAN51a 

5.72% pDAN52a 

Figura 30. Porccnlajcs de cada uno de los genotipos de los fogémidos resuhado Je la rccombinnción 
dctenninados por patrones de restricción. 

Utilización del sistema en librerías 

La utilización del sistema en librerías esta dirigida más que nada a probar sus 

alcances en cuanto n combinación de variantes poco representadas en una biblioteca. Como 

se explica en In introducción, un paso fundamental en la creación de variabilidad es la 

combinación de variantes que confieran una propi<.-.lad deseada. Entre mayor tasa de 
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mutagcnicidud empleada mayor es la probabilidad de acumular mutaciones dclctcrcas. por 

lo que es importante poder combinar mutantes benéficas para aumentar la variahilidad 

muestreada sin llegar a un banco grande de genes muertos. En el mismo contexto. entre 

menos representadas estén las variantes en una biblioteca. será menos probable combinar 

las adecuadas y por lo tanto deberá ser más grande la biblioteca para incluir la combinaciún 

que dé una clona mejorada. Con el fin de demostrar la utilidad del sistema de 

rccornbinación in vivo en In crcución de bibliotecas de cnzintas. se utilizaron dos 111utantcs 

sencillas deletéreas de PRAi y la combinación de éstas en una doble mutante deletérea. 

Cada una de estas mutaciones remplaza uno de los residuos cutalitieos situados en cadu 

mitad. De esta manera, al contaminar bibliotecas de la dohle mutante con cierta proporciún 

de las mutantes sencillas y reeombinarlus, podremos analizar la capacidad del sistema de 

combinar las mutantes sencillas hacia una proteína activa sin mutaciones. lltilizando 

diferentes proporciones de las mutantes sencillas en In biblioteca podremos encontrar los 

límites de combinación de variantes muy poco representadas del sistema. 
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Figura 31. Curvas de crecimiento de In cepa Dl-ISaF" en medio LB Amp liquido transf\.lnnad~t por separado 
con cndn uno de los posibles fogémidos resultado de la recombinación. 

La primera biblioteca que se prob<'> contiene una de cada unn de las mutantes 

sencillas, por cada 1000 dobles mutantes. El procedimiento utilizado es el que se representa 
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en la figura 16. El puso que puede ser mñs limitunte es la transfi.>nnación por 

clcctroporaeión de la libreriu primario en unu ccpu F' pura poder ohtener posteriom1ente 

fagos pura In recombinación. Entre mñs eficiente sen In trnnsfomrnciún de la primera 

librería. mayores serón los probobilidodes de que los mutantes sencillas se encuentren 

representadas en los fagos resultantes y puedan recombinarse para dar una proteína activa. 

Con la primera librcria se lograron transtbnnor mñs de 1x1 Oº células, por lo que la librería 

fue de un tamaño aceptable. El otro paso que puede ser limitnnte es el sistema de selección 

de la variante sin mutantes, ya que aunque In hibliotcca sen muy grande. sólo scr:1 posihlc 

probar el número de variantes que puedan ser ncopludas al fenotipo de una célula de 

selección. Por lo anterior, el sistema de selección estará limitado a la cantidad de células en 

estado infcctivo que puedan ser crecidas. En este cuso se utilizó 1 litro de cultivo a una 

densidad óptica de 0.5. que representa ni rededor de Sx 10 11 células. Dado lo último. como 

máximo sólo fueron analizadas 5x 10 11 variantes. Pnm poder seleccionar tal cantidad de 

células fue necesario hacer una prcselección en medio liquido, en lugar de cajas de medio 

sólido ya que se hubieran necesitado SO 000 cajas pinteando 1 O millones de células por 

cuja. 

Después de recombinar esta librería con las mutantes sencillas en una proporción de 

1/1000, se lavaron y se crecieron en medio liquido. En este cultivo se observó un 

crecimiento obvio hnstn las 24 horas de incubación. Con el fin de enriquecer la o las clonas 

activas se hicieron vuri~s pasos de crecimiento y rcinoculnción en medio minimo. Después 

de 72 horas de incubación, n través de las diferentes nlicuotas de medio de selección fresco, 

se diluyeron las células y se plateó unn pequeña alícuota en cajas para obtener colonias 

aisladas. Se purificó el fogémido de algunas de )ns colonias. Por otro lado. se purificó 

fagémido de 5 mi del cultivo líquido de la última alícuota de enriquecimiento sin aislar 

colonias (ver figural6). Los fagémidos resultantes se rctransfomrnron por elcctroporación 

en la cepa de selección F' y se pintearon en cnjns de medio VB. Se obtuvieron n1uchas 

colonias. por lo que se secuenciaron algunos representantes. Las secuencias revelaron que 

los fagémidos no tienen ninguna de las mutaciones deletéreas. 

Con el fin de demostrar los limites del sistema se hizo una nueva biblioteca 

primaria, pero ahora con cada una de las mutantes sencillas en una proporción de 1/100,000 

y se recombinó. La biblioteca primaria también fue mayor a 1x1 on variantes y la selección 
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se llevó a cubo de Ju 111is1nn 1nancra que con la biblioteca anlcrior. lncspcrJda1ncntc se 

observó crecimiento ya después de una noche. sin embargo se prosiguiú de la misma fonna. 

Al final se obtuvieron los fogémidos de algunas colonias aisladas en cajas de medio sólido. 

asi como fogémidos purificados de 5 mi del último cultivo líquido y se rctransli.>nnaron en 

células JMB9 F- (ver figura 16). lnespcrmlamcntc. ninguno de los tres fagémidos ohtcnidos 

de colonias aisladas en medio sólido al trnnsfonnurse en la cepa Jll.-IB'JF" no 

complementaron In función de PRAi. Consistente con esto. sólo crecieron algunas colonias 

de las células que habian sido trnnsfonnadns con los fcgémidos purificados del medio de 

cultivo liquido. Al anulizar las secuencias de los diferentes fagémidos se encontró que 

aquellos provenientes de las colonias aisladas de In cepa de selección F' en cajas de medio 

sólido scguinn teniendo alguna de las mutantes y por lo tanto eran falsos positivos. En 

contraste. los fagémidos obtenidos de las células de selección F" después de transfonnarsc 

con los fagémidos aislados directamente de la última alícuota de medio liquido no tuvieron 

ninguna de las mutaciones. Por lo tanto. aunque los falsos positivo dificultaron la obtención 

de In variante correcta. fue posible scleccionnrla. En estos experimentos. el enriquecimiento 

en medio liquido en In cepa de selección F'cs utilizado como presclccciún ya que es 

necesario retrnnsfomrnr los plúsmidos obtenidos de este paso en la cepa original de 

selección F- y pintear en medio minimo pum eliminar los folsos positivos. 

A manera de controles negativos. eadu una de las hihliotccas primari~s. fue 

infectada en la cepa de selección. antes de someterlas u la recombinación. acoplando el 

genotipo al fenotipo. y plateada en medio de selección. Después de varias horas de 

incubación se obtuvieron algunas colonias las cuales resultaron ser falsas positivas ya que 

al retrnnsfonnur el plúsmido en la cepa JMB9F. no hubo crecimiento. 

Por último, para comparar los resultados anteriores con el método de gene sl11!{/li11g 

se realizó el barajen de la última librería. la que tiene lus mutantes scncillus diluidas 

11100,000, además del burajco de una librería que tiene las mutantes sencillas diluidas 

1/100 (como control positivo). Del bnrnjco de lu librcria con las mutantes scncillus 1/100 se 

obtuvieron varias colonias en In cepa de selección F. en las que se complementa la función 

y cuyos fagémidos, revelado al ser secuenciados, son portadores de PRAi sin mutaciones. 

Sorprendentemente, estos mismos resultados, aunque con menos colonias. se obtuvieron 

del barajen de la biblioteca con las mutantes sencillas diluidas l / 1 00,000. 
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Discusión 

Complementación de las ti.mcioncs de las enzimas con el péptido LOXP5 l 1 inser:tado 

El efecto de la inserción del péptido conector LOXP511 sobre In conl(mnación 

nativa de las enzimas y, por lo tanto, sobre su actividad es un punto fundamental en la 

implementación de un sistema de recombinación in l'fro con miras a ser utilizado en 

evolución dirigida de proteínas. La utilidad del sistema scni cuestionable a pesar de las 

posibles ventajas que el mismo pucdu aportar en cuanto a generación de variabilidad. si la 

actividad se ve mayormente afectada. Al perder lu confommción activa, la n.-cuperación de 

una conformación que permita restablecer, e incluso llegar a mejorar las propiedades de la 

enzima, será más dificil. Hasta untes de este trubajo, los efoctos de In inserción del péptido 

conector LOXP511 sólo habían sido probmlos en anticuerpos. enla,.undo la cadena ligera 

con la pesada. El péptido fue diseñado con este fin dando buenos· resultados (Shluttcro D."' 

al., 2000), sin embargo es poco lo que se puede deducir a partir de éstos en cuanto ni 

posible efecto que tcngn su utilización en enzimus. l'robahlementc. debido a las 

caractcristicas estructurales y li.mcionalcs. los anticuerpos sean péptidos mucho más 

pcnnisivos a alteraciones de esta naturaleza. 

Los resultados de complcmcntnción de la función de PRAi. obtenidos con In enzima 

portadora del péptido conector. pueden parecer sorprendentes si son vistos fuera del 

contexto de los antecedentes. El tamailo del péptido conector LOXl'S I 1 ( 1 S au) es 

equivalente al de un módulo pa del barril. por lo que su inserción no es unu ulterución 

despreciable. Sin embargo, los diferentes trabajos de plegamiento con la enzima, en 

especial los del grupo de Kirschner D. y posterionnente los estudios de corte y utilizución 

de cierres de lcucinn pura unir frngmcntos (Fuentes G. P. 2001; Saab-Rincón G .• 

comunicación personal), sugerian que es posible rculi7.ar unu inserción de este tipo con un 

efecto negativo mínimo sobre la actividad de la enzima. Los resultados aqui obtenidos 

apoyan la idea de que la PRAi es una enzima robusta que permite modificaciones de este 

tipo, ya que In proteína con la inserción complementó In función casi de igual manera que 

Ja proteína sin In inserción. A su vez, los resultados anteriores sugieren que es posible 
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trabajar de manera más general con barriles alP interrumpidos por este tipo de péptidos 

conectores en sitios equivalentes. 

Por otro lado, desde un enfoque de plegamiento de In proteína, es muy interesante el 

sitio donde está insertado el péptido conector. Éste se encuentra en el asa que corl<.'Cta la u

hélice 4 con In Jl-plegndn S, que es una de las nsas inferiores del barril. Se ha propuesto que 

estas asas inferiores están rclncionndas, más que nada, con In estuhilidad del barril (Urfcr R. 

et al., 1992), lo que hn llevado n suponer que las asas de los hnrriles podrían estar divididas 

funcionalmente, siendo las inferiores (a-Pl las importantes parn lu estabilidad y las 

superiores (¡3-a) las necesarias parn In cntúlisis. Los resultados obtenidos contradicen en 

cierta fonnn lo anterior, ya que una de las asas inferiores es alterada y. a pesar de ello. la 

proteína sigue siendo activa y, por lo tanto, sigue teniendo la confonnación de harril a/¡1 

que es la fonnn más probable de la enzima acliva. Sin embargo, habria que hacer otro tipo 

de pruebas para caracterizar directamente la estabilidad de la enzima. Una posibilidad 

remota es que una fracción del pépticlo conector (In primera) estuviera fonnando parte del 

barril a manera de P-plcgada, de tal fonna que el resto del péptido conector junto con la Jl

plegacla 5 quedaran fuera del barril, pero en la parte superior de éste. como asa JI-a. sin 

afectar la estabilidad. Lo anterior es sumamcnlc improbable ya que se alteraría fuertemente 

In eonfommción nativa de In enzima, sin posibilidad de complementar la función como lo 

hace. Pnrn dctcm1inar con exactitud el acomodo del péptido conector en la cstnicturn del 

barril habría que hacer estudios de emisión de fluorescencia o cristalograliu que podrían 

arroj•ir resultados interesantes ni respecto. 

La PRAi, entonces, es una excelente candidata para ser usada en el sistema de 

recombinación i11 vh·o. El mantenimiento de In actividad después de In inserción del sitio 

LOXPS 11 pcm1itc que el sistema de complementación (o selección) con la cepa óTrpF, sea 

utilizado para el análisis del proceso de recombinación in \'i•·o. 

Por otro lado, los resultados de complementación de función con TIM son 

totalmente contrarios. La conformación de In enzima no permite la inserción del péptido 

conector LOXPS 11 en el asa inferior entre la a-hélice 4 y la P-plcgndn 5, ya que ni hacerlo 

In actividad se pierde por completo, o ni menos es totalmente indeteetable con el sistema de 

complementación. Existen pocos antecedentes de modificaciones en TIM y. en realidad, no 
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tan relacionados a cambios de esta naturaleza. El trabajo que mús infonnación provee ni 

respecto es el de Bcrtolnct B. L. et al. (1995), en el que In TIM de músculo de pollo es 

fragmentada en los diferentes limites intrón - exón, observándose una complementación 

débil de la función al expresar juntos los fragmentos. A pesar de este antecedente, se 

decidió insertar el péptido conector en el mismo lugar que en In PRAi, con buse en In 

relación estructural de las dos enzimas. Los criterios usados para fragmentar la TIM de 

pollo, ni ser los límites cxón - intrón, podrlnn ser totalmente ajenos a In proteína utilizada. 

Adcmús, algunos de estos limites están exactamente en estructuras secundarias, donde In 

inserción de un péptido podrfu trncr consecuencias fotnlcs a la confonnación total. La idea 

de insertar el péptido conector en unu nsa que es una región mús flexible, y esp<.-cialmcnte 

en una asa que ya habla aceptado inserciones en protdnas estructuralmente relacionadas, 

parecía más adecuada. 

Incluso la actividad de la ºproteína silvestre (T!Mwt), .4ue es una de las enzimas 

conocidas más eficientes, se vió totalmente alterada por la inserción del péptido conector. 

Con la enzima monomérica existía la posibilidad de que la menor eficiencia catalítica 

causada por la monomcrización se estuviera sumando al efecto negativo de la inserción, 

resultando en la inac.tivación total de In enzima. Sin embargo. la enzima silvestre más 

robusta sufrió la misma inactivación. Podría pensarse que el péptido conector interfiere con 

la capacidad de dimerización de la proteína silvestre. Lo último no es muy probable. ya que 

la inserción es en las asas inferiores. mientras que las usas que intervienen en la 

dimcrización son las superiores. 

Modclamicntos estructurales teóricos de TIM con el péptido con<.-ctor podrían 

generar información relevante para· la localización de un buen sitio de inserción. Este tipo 

de datos, junto con la información que puedan aportar estudios de corte y modificaciones 

de la misma naturaleza, serian sumamente útiles para lograr una enzima activa con el 

péptido conector insertado. Si la elección del sitio particular de inserción en TIM hubiera 

estado basada en el mismo tipo de antecc..'tlcntcs directos que se tenían para PRAi, muy 

probablemente hubiera sido posible obtener una enzima activa. 

Los resultados negativos de complementación con amba~ variantes de TIM nos 

hablan de las restricciones del sistema. La inserción de un péptido conector en enzimas, 

cuya secuencia es necesaria para la recombinación no es una modificación trivial. Por Jo 
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mismo, lu simpleza de la implementación de un sistema de recombinación in "i''" general. o 

para la mayoría de los barriles aJp, se pone en duda hasta cierto punto. Lo último 

independientemente de la utilidad del sistema en PRAi. Posiblemente sea necesaria 

bastante. infonnaeión tanto teórica· como práctica para poder encontrar un sitio de inserción 

~dóneo para cada barril aJp. Sin embargo, existen otras posibilidades que tienen que ver 

con la modificación del sistema de recombinación. Una posibilidad es In alteración de la 

especificidad de la Crc rccombinusa. de tal fonna que ésta sea capaz de reconocer y mediar 

la recombinación entre sitios que codifiquen pum péptidos conectores con caractcristicas 

más aceptadas por la eonfommción de In protcina a recombinar. Este tipo de alteraciones de 

especificidad han sido logradas u través de evolución dirigida de la protcina (Buchholz F. et 

al., 2001) y podrían dar buenos resultados al hacer más general In aceptación de In 

inserción del péptido. Otra posibilidad es la utiliznciún de un intrón autocditublc en 

procariontes como se hace en el trabajo de Fisch l. et al. ( 1996). En este sistema. el sitio 

loxP utilizado para la recombinación es colocado dentro del intrón. de tal fomrn que 

después de la recombinación se favorece la autoedición de éste. reduciéndose 

considerablemente el tamaño del péptido conector a un tamaño final de alrededor de 5 

aminoácidos. Aunque la disminución en el tamaño del péptido representa una importante 

ventaja, al editar el sitio loxP se pierde la posibilidad de utili?.ar de nuevo estos genes en 

otro ciclo de recombinación. 

Los resultados de complcmcntución de ambas protcinus también nos dicen aspc.-ctos 

importantes de las caractcristicas generales del grupo de los barriles a/¡3 y especialmente de 

las diferencias entre estos dos intcgruntcs de la familia. la PRAi y la TIM. Como se 

observa, los conocimientos obtenidos de los estudios previos de la PRAi no pudieron ser 

extrapolados n In TIM, n pesar de pertenecer u In misma familia. Esto nos recuerda que los 

barriles aJp, a pesar de su probable homología y sus múltiples curncterísticns en común. 

sobre todo estructurales, tienen propiedades particulares distintas, incluso estructurales. Por 

otro lado, situando a ambas enzimas en un contexto evolutivo. se podría pensar que la 

PRAi es mucho más permisiva a la inserción en la mitad de In proteína, debido al parecido 

de ésta con un barril ancestral resultado de la dimcrízación de un medio barril. La PRAi es 

la enzima más parecida n HisA y HisF, que son las proteínas en las que se encontró la 
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evidencia pnrn postular el modelo de In evolución de un bnrril completo a partir de un 

dímero de medios barriles nncestrnlcs. Posiblemente In cstmcturn de In PRAi mantenga más 

cnrnctcristicns ele un dímero de medios barriles a/¡3 que In TIM, lo cual pcmtitc In inscrción 

en este sitio. La TIM, ni divergir del barril n/¡3 ancestral, pcrdió lns características que 

permiten In inserción en In PRAi. 

Recombinación in vivo de fragmentos de PRAi 

Recombinación in vil-o de fragmentos ele PRAi para formar """ <'ll:ima acti\'l1. 1-'l 

fomm en que se nnnlizó In recombinación in vi'"º fue n través de In integración de PRAi 

completa, y por lo tanto activa, n partir de dos mitades clonudns por separado en pDAN5 

por medio de recombinación. De esta manera, al ncoplnr el fenotipo de células de sclccción 

con el genotipo de los vectores producto de In recombinación, sólo sc observa crecimiento 

de colonias en medio de selección si el proceso de rccomhinación se llcvó a caho. es dccir, 

si se integró In proteína nctivn. Los resultados dcn1ucstran que esto es c.xactarncntc lo llllC 

está ocurriendo. Sin embargo, n diferencia Úc los resultados obtenid<>s con cl cn:cimicnto de 

lns colonias de In cepn de selección F cn In primcra partc cxpcrimcntal, las colllnías tardan 

más en crecer y muestran tnmui\os muy hctcrogéncos, a pcsar de quc todas las células 

provienen de una sola colonia JMB9F'. lndcpcmlicntcmcntc de su tamaño. todos los 

vectores de las colonias nnalizndas contcnian arnbas 1nitadcs de la proteína en orden 

correcto. La lentitud de crccin1icnto podría esperarse, ya que los productos génicos del 

plásmido F. n pesar de estar integrados ni cromosoma, representan una carga metabólica 

extra paro la célula. Además, el proceso de infección por el que se transfomrnn lns células 

también podría causar un retardamiento en el crecimiento celular. Estos factores son 

totalmente independientes de la actividad enzimática del péptido portado por el vcctor con 

que se les haya infectado. Lo anterior es corroborado por las curvas de crecimiento 

mostradas en la figurn 26, donde se pue_dc ver que el crecimiento de las células de In cepa 

de selección F' es más lento que el de las células de In cepa F-. a pesar de haber sido 

transformadas con el mismo vector. Por el otro Indo, In heterogeneidad de tamaños es dificil 

de explicar. Tratando de eliminarla, se intentó aislar un fenotipo de colonias por medio de 

In repetida csparción de In cepa F' original, pero el resultado siempre fue el mismo. 
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Pnrcccria ser que una carnctcrística intrínsccn de esta cepa JMB<JF' es la variabilidml. Dos 

mcrns especulaciones al respecto, ajenas n las carncteristicas intrínsecas de la cepa, son 

primero, que el momento exacto en que se llevan cabo In infección vnrin dentro del cultivo 

celulnr una vez que se añaden los fagos, haciendo vnrinr el inicio del crecimiento, y 

segundo, que In disponibilidad de fogo he/per hace que el ciclo del fi.1gcmido como fago 

siga, alterando el crecimiento ele In colonin. Se podrían hacer ditCrentes experimentos purn 

probar esto, pero nos alejarían de los objetivos del trabajo. 

Por 9tro Indo, si el proceso de rccom!Jinnción se lleva a cabo súlu con una de las 

mitades, ni ncoplnr genotipo y fenotipo, no se. debcrin obs~rvnr .;:rccimiento de colonin 

alguna en medio de selección, ya que por más que hnyn ocurrido la recombinación, el 

resultado finnl dará el mismo péptido inicial inactivo (figura 25). Estos experimentos 

fueron utilizados como controles negntivos. Inesperadamente, después de bastantes horas 

de ineub;ición, se obtuvieron algunas colonins. Sin embargo, al analizar directamente el 

vector de estas células y rctrunsformnrlo en In cepa JMB9F', ¡;e dcten11inó que crnn falsas 

positivas. Otrn observación es que están sucediendo arreglos inesperados en los que la 

región de rccombinneión se pierde. Este tipo.de dclcciones son resultado de In inestabilidad 

del sistema de recombinación ;,, 1·fro. Una explicación de los falsos positivos pudría ser que 

los vectores con una sola mitad de In PRAi en la cepa de selección JMB9F' 

complementaran de una u otra manero In función. Como se ve en las figuras 2 1 y 26 lo 

anterior no es una cxplicnción, ya que cstns construcciones en ninguna t.lc las cepas <le 

selección complementan la función de In PRAi. En rcnlidad no se logró dctcnninnr que es 

lo que causa con exactitud estas colonias folsos positivos. aunque se nsocinron dos factores 

a.su aparición. El pril}lcr'? ~s In difcrcncin que hny entre las dos cepas de selección, In F' y 

la ¡:· original, ya que nunca se observnro'n falsos positivos con In cepa Jl\)B9 original. Las 

diferencias que los explican podrían 1,10 tener que ver dircctnmcntc con In presencia de los 

componentes de F, sino más bien con lns consecucncins del proceso de conjugnción 

bactcrinna por el que se construyó In cepa F'. En este proceso no sólo se transfieren los 

genes relacionados con F, sino que se p~cde transferir más material genético de diversa 

naturaleza, el que podría estar contribuyendo a la aparición de falsos positivos. Para 

solucionar lo anterior se podría hacer de nuevo la cepa F' pero sin conjugación, con In 

transfonnncíón directa del plásmido F. De esta manera se evitaría In ganancia de material 
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genético adicional. El segundo factor relacionado con su aparición es la densidad celular. 

Se observó que los falsos positivos s61o ocurren cuando el número de células que se pintean 

es muy nito (cunndo en medio rico no es posible distinguir colonias aisladas). Al pintear los 

controles negativos, si se hncc con un número no tan alto de células, las colonins falsas 

positivas no aparecen. Otro punto que es importante mencionar es que nunca se encontraron 

en una misma caja colonias positivas y falsas positivas mczclndas. Probablemente por lu 

poca representación de las falsns positivas o tal vez por la compctcncin con !ns positivas. 

Independientemente de los anterior, si se tuviera el tiempo, seria interesante 

explorar más a fondo las razones de estos falsos positivos, yn que existe In posibilidnd de 

que ciertos rcnrrcglos pcptldicos complementen In función de PRAi. 

Proporciones de los genotipos ele los fagémiclos recombinados. Además de probar 

el hecho de In recombinación in vivo de PRAi, es importante nnalizar la eficiencia con la 

que ocurre este proceso. Para esto se analizaron las proporciones de los genotipos de los 

fagémidos recombinantes de dos maneras diferentes. La primera fue n través de In 

proporción que representan las colonias crecidas en medio de selección de las colonias 

crecidas en medio rico, ya que se esperaría que las colonias crecidas en medio de selección 

fueran el 25% de las crecidas en medio rico, ni representar uno de los cuatn~ posibles 

genotipos. Se hicieron procedimientos con diferentes tiempos de recombinación para 

observar el efecto de este factor. Además, fue necesario ajustar la proporción de colonias 

esperadas con In proporción de colonias que normalmente crecen en el medio de selección 

cuando todas lns células están transfonnadas con el mismo vector portador de In protcina 

silvestre. Como se observa en la figura 27. el sistema de sek'Cción per se representa un 

cuello de botella para el crecimiento de las colonias, sobretodo cuando existen varios 

factores restrictivos (los antibióticos y la falta de triptofano). Este factor intrinseco del 

sistema de selección disminuyó la proporción esperada considcmblemcnte, alrededor de 12 

veces, y le confirió una variabilidad también de magnitud considerable. Hay que resaltar 

que el cuello de botella que los sistemas de selección pueden rcpn .. "Scntar por si solos es una 

restricción importante en cualquier proceso de evolución dirigida; en este caso, por cada 

positiva que se obtenga se pueden perder once. En cada caso es recomendable entonces 
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caracterizar el sistema de selección usado para poder jugar con los diferentes factores 

restrictivos~ de tal manera que la selección se optimice. En el presente estudio, por ejemplo, 

si no se utiliza la tetraciclina en el medio de mínimo el número de positivas perdidas por el 

mctodo de selección disminuye considemblementc. 

Con la proporción de colonias esperadas ajustada se pudo comparar los resultados 

obtenidos de los procedimientos con los diferentes tiempos de recombinación. como se 

muestra en la figura 28. Aquí se puede observar que lns medias de las proporciones 

observadas se encuentran en el intervalo de la proporción esperada. adcmús de que las 

proporciones observadas en los diferentes tiempos. no son diferentes entre si debido a la 

gran variabilidad. La eficiencia del proceso es comparable con la esperada y el tiempo de 

rcco111binación a esta esenia no es un fi:1ctor que esté influyendo la cticicncia del rnisn10. Sin 

embargo. es notable In variabilidad obtenida de los resultados de los pro..:csos de 

rcco1nbinación. Existen varios fhctorcs que sun1ados podrían explicar esta gran 

variabilidad. El primero es la variabilidad intrínseca del sistema de selección usado. Como 

se puede ver en la ligur~ 28., la proporción cspcn1da tiene una cierta variaciún. 1ncnor que In 

de los observados, pero que puede explicar cierta parte de la variación de éstos. Otm 

explicación que comprende varios fenómenos es la inestabilidad del sistema. Esta 

inestabilidad tamhicn fue observada por el grupo que desarrolló el sistema de 

recombinación in vivo de un sólo vector para anticuerpos (Sblallcro et al., 2000). Como se 

mencionó nntcrionncntc, en éste trabajo tatnbién se detectaron de 1nancra directa. al 

secuenciar algunos de los plúsmidos de los falsos positivos. dclccioncs y rcarrcglos 

causantes de la perdida del gen completo de la protcina o de sus mitades. lo 4uc al final 

tendría efecto en las proporciones de las colonias. Tres fenómenos podrían estar causando 

esta inestabilidad. Primero estarían los posibles problemas causados por la incompatibilidad 

de plasmidos. A pesar de que en este sistema se ha observado que la idea de que dos 

plasmidos diferentes con un mismo origen de replicación no pueden existir en una misma 

cclula no se cumple, es posible que, mús que no cumplirse. su efecto sea mínimo y esto esté 

haciendo que cada evento de recombinación tenga resultados variables. Otro problema de 

inestabilidad que tiene el sistema es que los sitios heterólogos, en este caso /oxPS 11 y 

/oxPwt, recombinan entre sí, pero con una frecuencia muy baja (Sicgcl R. W. et al., 2001 ). 

Este tipo de fenómenos causarían la dclcción de la región que se recombina y. por lo tanto. 
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una altcrnción en las proporciones de los genotipos linalcs. El último problema de 

inestabilidad serian los rcnrrcglos cromosomnlcs que se han observado en cepas que tienen 

altos niveles de expresión de la Crc rccombinasa. La recombinación entre los fagémidos y 

el cromosoma celular podrían resultar en alteraciones de los fogémidos. Adcm:is, In cepa 

Cre• que se utiliza para Ju recombinación en estos experimentos no es L\TrpF. por lo que 

podrían ocurrir recombinaciones remotas en las que el gen silvestre fuera adquirido por el 

fugémido proveniente del cromosoma celular. 

Otros dos aspectos experimentales que podrían tener que ver con In variabilidad 

cncontrndn son. por un Indo. las diferencias en multiplicidad de infección de fagos 

portadores de una mitad respecto a los fagos portadores de In otra mitad y. por el otro, la 

posibilidad ele que ni acoplar el genotipo al fenotipo ocurra una infección múltiple. En el 

primer caso ni existir, por error experimental. mayor cantidad de fagos portadores de una 

mitad que portadores de In otra, muy posiblemente el equilibrio de la recombinación se vea 

desplazado en alguna dirección. Estos errores de infección no equivalente dependen. hasta 

cierto punto. de lo exactos que sean los métodos de titulación. En una ocasión. donde se 

sobrcinfcctó por descuido con alguna ele las mitades. el resultmlo fue una notoria 

disminución en las colonias crecidas en medio minimo. En el segundo caso. se nfectnria In 

proporción final si suponemos que a pesar de inlectar las células en una proporción menor 

de 1: 1 con los fagos resultado de In recombinación, ocurre que dos fagos infectan una 

misma célula. 

Finalmente, In suma ele todos estos fenómenos podría explicar esta gran 

variabilidad. Algunos ele estos factores se pueden controlar afinando los métodos 

experimentales, pero otros son intrínsecos de los sistemas utilizados. A pesar de la gran 

variabilidad. incluso cuando la recombinación parece haber ocurrido de manera muy 

alejada a lo esperado, los niveles de recombinación son suficientes para que el sistema sen 

una buena herramienta en la generación de variabilidad. Suponiendo que In eficiencia de 

recombinación es de un décimo de lo esperado y esperamos bibliotecas de entre 10 11 y 1012 

variantes, las bibliotecas generadas serian de entre 1010 y 10 11 variantes. Este es un tamaño 

varios órdenes de magnitud mayor que los tamaños logrados con los métodos 

convencionales, en los que se empica transformación por clcctroporación. 
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La otra fonna en que se anali:t.aron tus proporciones de los genotipos de los vectores 

resultantes de la recombinación fue por medio de los patrones de rcstrkción de éstos. 

utilizando dos enzimas diferentes. En cs4: cuso, ul ser vectores obtenidos de colonias 

crecidas en medio rico, se espera encontrar proporciones cercanus al 25°/o de cudu uno de 

los genotipos. Dos de los genotipos, el de lu protcina completa y el que sólo tiene la 

primera mitad, resultaron en una proporción muy ccreann u lo esperado. sin cmburgo los 

otros dos genotipos estuvieron muy por dcbujo. El resto són genotipos genotipos que 

parecen ser resultado de rearrc;glos. El problema de este unálisis es que, debido al trabajo 

que i!nplica metodológicumente, sólo se realizó paru el resultado de unu recombinación por 

12 horas, lo que le resta valor estadístico. Adcmí1s. sería necesario asegurarse que el 

porcentaje de genotipos desconocidos fuera mucho menor y que los supuestos rcarrcglos 

son en realidad rearrcglos, y no cambios puntuales que moditican los patrones de 

restricción. EstiJ!; problemas metodológicos se pueden cstur-sumundo u las causas de la 

vuríubilidud antes tncncionudas. dundo los resultados que se obtienen. Independientemente, 

con10 ya se n1cncionó, si In eficiencia de rcco1nbinaciún se <la en un SO~·Ú, cotno es este 

caso, el sistc111a sigue siendo una hcrra1nicntn utructivn en la generación de variabilidad, ya 

que se podrían lograr bibliotecas varios ordenes de magnitud nrnyorcs que con los métodos 

convencionales. 

Utilización del sistema de rc.!'ombinación in vivo en librerías. 

Una vez implementado el sistema con la PRAi es importante conocer los ulcances 

del mismo. Una fonnu es evaluar su capacidad de combinar variantes benéficas poco 

representadas en un1) biblioteca. Para esto se utilizó el ·sistema de dos mutantes deletéreas • 

situadas cuela una en una de las mitades y su combinación. nntcríom1entc explicado. Al 

hacer librerías de la doble mutante con diferentes concentraciones de las tnutantes sencillas, 

rccombinarlas y seleccionar la variante activa sin mutaciones, se puede analizar la 

capacidad del sistema de recombinación in \'Í\"o. de combinar variante.'< poco representadas 

en una biblioteca. En In primera biblioteca creada, cuando las mutantes sencillas 

representan un milésimo de In librería, se obtuvieron fácilmente las variantes activas de 

PRAi y el proceso de selección donde se enriqueció la variante activa fue tal como se 
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esperaba. En la segunda librería, donde las mutantes sencillas están diluidas l / I 00,000. 

también füe posible obtener variantes activas; sin embargo, su selección fue míts dificil por 

In presencia de falsos positivos. El proceso de selección en este caso no fue como se 

esperaba, ya que se observó saturación del medio tiempo antes de In saturación observada 

con la primera librería. El am\lisis de estas células reveló que la mayoria eran falsas 

positivas. A pesar de esto. entre lns falsas positivas fue posiOlc rescatar positivas. 

transfornmndo plásmidos obtenidos de un cultivo de medio minimo liquido prccnriquccido 

de la cepa de selección F". La cepa original pcm1ite discernir. debido a que en cllu no se dan 

falsos positivos. Las explicaciones más plausibles de que sólo en la segunda libreria se 

hayan enriquecido con tal nmgnitud los falsos positivos son un Invado delicicnte de las 

células antes de colocnrlns en el n1cdio de selección o alguna diferencia en la cu111posición 

del medio de selección usado. Sin embargo. otra posibilidad seria una eontaminaciún, la 

cual se clin1inaria fi1cihncntc rescatando los fi1gén1idos y rctransfonnandn en células 

frescas. Es de cspcrnr que en la primera libreria las variantes activas fueran mucho nuis que 

en la segunda, esto representarla una competencia mucho mayor In que resultaría en el 

enriquecimiento mayoritario de las positivas. 

Por otro lado, existe la posibilidad de que la n.-cuperación de las variantes activas se 

deba a can1bios puntuales que reviertan las mutaciones dcletén:as y no al proceso de 

recombinación de las mutantes sencillas. Esto es mús dilicil, ya que para revertir las 

n1utacioncs deletéreas no sólo es necesario un cmnbio en la posici\in indicada. sino un 

cambio que dé cómo resultado el aminoácido catalítico. Lo anterior no es posible con la 

tasa de mutación puntual observada en el sistema. que es nula o al menos imperceptible con 

el número de variantes analizadas. Además, en el caso de In primera mitad, existen otros 

marcadores silenciosos que nos pem1iten saber In procedcnein de la mitnd. La doble 

mutante tiene una mutación puntual silenciosa que elimina ni sitio Xhol de In primera mitad 

de PRAi y la mutante sencilla tiene una mutación silenciosa (G por A). De esta manera, si 

la reversión de la mutación deletérea de la primera mitad se dió por mutación puntual, 

cxistirin la mutación que elimina el sitio Xhol de PRAi y no cxistirin la mutación silenciosa 

de G por A de la mutante sencilla. Al no observarse lo anterior, sabemos que ni menos In 

primera mitad proviene de la mutante sencilla y no de la reversión de la mutación deletérea 

a través de cambios puntuales. 
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Para comparar el sistema con Ja metodología más usada para combinar variantes 

benéficas, el gene sl111f.l/ing, se probó esta herramienta con In biblioteca que tiene las 

mutantes sencillas más diluidas ( 10"5
). Antes de hacer esto fue necesario hacer un control 

positivo que indicara que el s/111.ffling se estaba efectuando de manera correcta. Esto se hizo 

con una biblioteca que tiene las mutantes sencillas poco diluidas ( l / l 00). Al encontrar 

variantes activas después de bnrajcar Ja librería anterior, a pesar de que el banco generado 

no fue muy grande (-lx.105
), se prosiguió a bnrujcar Ja biblioteca con las mutantes sencillas 

en proporción 10"5
• Contrariamente a Jo esperado, si se obtuvieron colonias. aunque en 

mucho menor número que con la.otra librería. Los resultados de crecimiento anteriores son 

más confiables, ya que se utilizó directamente la cepa JMB9F. que no da falsos positivos -

independientemente de esto se secuenciaron Jos phismidos obtenidos de las colonias. Estos 

resultados indican que los limites del gene s/11!flli11g están por dcb¡ijo de los probados, 

aunque a diferencia de lo que se realizó con In recombinación in ,.;,·o no se hicieron 

controles negativos que dcscunaran contaminación. Estimando la probabilidad de que 

ocurran los últimos resultados, es de esperarse que estos se deban a fenómenos de 

contaminación. 

Con ambas metodologías fue posible combinar variantes que cstún presentes en un 

cienmilésimo de la población, sin embrago, los verdaderos limites no fueron cnco!1trados. 

En ambos casos seria necesario recombinar y barajcar librcrias con variantes en menores 

proporciones. Además, es esencial repetir estos experimentos y realizar. en ambos casos. 

controles negativos rigurosos. 

lndcpcndicntemcntc, también es imponantc resultar la sencillez del método de 

recombinación en comparación con el de gene sl111f.l/i11g. En el primero, una vez que se 

clona la librería primaria en el vector de recombinación no es necesario realizar ninguna 

otra clonación, se pueden realizar eventos de recombinación sucesivos sin clonaciones 

intermedias. Además una vez que la biblioteca se ha rescatado en fagos las 

transformaciones siguientes se llevan a cabo por infección, que es un proceso más simple y 

mucho más eficiente que la clcctroporación. Por el contrario. cada vez que se realiza un 

evento de gene sl111f.lling es necesario rcclonar la librería y rctransformarla por 
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clcctroporación. Esto último, además de hacer el método más complejo, disminuye 

considerablemente el tnmnño de In librerfn, hnstn ni rededor de 1 0 7 cunndo el plásmido con 

que se transfonnn no está superenrollndo. 



Conclusión 

Hastn uhom. los sistemns de rccon1binnción i11 \'Í\'O dirigidos n crear vurinhilidm.l sólo 

hnbinn sido nplicndos n librcrlns de anticuerpos. En este trnhnjo, se implementa con éxito uno 

de estos sistctnns de rcco1nbinnción i11 \•i\'<J pnrn In proteína fosforrihosil nntnu11lato isonH:rns.-1 

de E. co/i, que es unn enzima citosólicn, rcprc.-scntnnte de In amplia familia de los harrilcs n.!Jl. 

Ln inserción del sitio necesario pnrn In rccombinnción en In proteína no tit .. ·nc un cft.-cto 

importante sobre su nctividnd y pcnnite In combinación de diferentes \'nrianh..--s pn."C."<lstcntcs 

hncin In creación de nuevos vnrinntcs y. por lo tnnto. de librcrins n10.is llivcrsas. Sin ctnhargo. al 

intentar implementar el sistcnu1 en dos variantes de otro 1nic1nhro de los harrilcs ufll. la 

triosnfosfnto ison1crnsn de T. br11cei, se observa 'lllC In inserción del sitio de rL-con1hinación 

inactiva an1bns vnrinntcs de la cnzitnn. Aunque no se descarta la capacidad de rc..~ornhinar. ru lu 

utilidad del sistcrnn, lo anterior represento mm inconveniente sohrccarga de inicio. porucndt.:' en 

duda los beneficios netos del sistemn. At'ln es dificil cxtrupolnr estos n.·sultados a otros harrih.."'S 

a.IJ3. pero hny que tener en cucntn In rncncionndn dcsvcntnja. Es rnús prohahlc que el sistcnu1 

pueda ser itnplcrncntudo con rnnyor facilidad con otras proteínas harrilcs u1'\ sirnilan .. ~ a la 

PRAi o posiblcn1cntc. de n1m1crn rnñs general. barriles a./J\ que prc..·scntc..·n car.1clL0 risticas 

nnccst111lcs de duplicación y fusión de un rncdio bnrril original corno l lisA y 1 lisF. Además. el 

cnconln1r nuevas secucncins que sirvan cmno péptidus conc..-cton:s. tener n1ús infonnación 

acerca de los sitios óptilnos de corte en las difCrcntcs cn1.i1nas y la ulilizaciún de sistemas de 

autoedición (a11to.\JJ!ici11g) fncilitnn\ In gcncrnlizaci-.'n1 del n1C-h.ldo. 

Por otro Indo,. In eficiencia del sistcrna. a pesar de ser v~1riahlc,. dc..-1nucstn1 que In 

rt..'Co1nbinación in vil•o puede ser unn hcrmmicntn en In gencn1ción lk gn1ndc..·s hibli otccns. de 

nuls de 10 10 variantes. y p~r lo tanto. un rnétodo irnpnrtantc en In gencr.1ciL)n de varinhilidad 

pnrn In evolución dirigida de protcinns. Su cnpncidnd de cornhinar variantes hcnéficns poco 

rcprcscntndns en unn bibliotccn no es totahncntc conocida. pcn'l se s..,hc que c..·s posible ni 

menos combinar variables que se encuentran tan diluidas comn 11100,000. Este tmhajo c.-s el 

primer nccrcan1icnto hacia el desarrollo de un n1étodo que pron1ctc ser útil en In búsqueda de 

nuevas propiedades enzirnñticns. 

Por últin10, y en un án1bito diferente, vale In pena n1cncionar que el sistcrnn puc..'tlc ser 

atractivo pam trabajos encaminados n explicar la evolución del grupo de los barriles ali\. Con 

el fin de probar experimentalmente In hipótesis del surgimiento de los barriles a/JI a partir de In 

duplicación y fusión de un medio barril ancestral, se podrían generar librerías de variantes de 
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diferentes bnrriles relncionndos con cnmeteristicns nnccstmlcs y con el sistema de 

recombinación i11 vivo combinnrlns en busco de barriles mixtos estructuralmente estables. 
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