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CAPITULO 1

INTRODUCCION

I TOXOPLASMOSIS

La toxoplasmosis es una infeccion causada por el prowozoario Toxoplasma gondii (Velasco y
col,, 1992). Cursa de manera asintomdtica en fa mayor parie de los individuos que fa adguiercn, sin
embargo, pucde causar serios daflos a individuos inmunocomprometidos o cuando se presemia de
manera congénita (Wong y Remington, 1993). La toxoplasmiosis congénita se presenta cuando, en
mujeres embarazadas infectadas, ¢ pardsito araviesa la placenta y ega al felo causdndole daios que
dependen del periodo de gestacién en que se encuentre.  Los daitos son mds severos si fa infeceidn
ocurre duramte las primeras sentanas de la gestacion, causando ¢l aborto o los dafdos neurolégicos en ¢l
producto se manifestan al nacer o despuds. La principal manitestaci6n de ta toxoplasmosis congénita cs
1a retinocoroiditis. or ser un pardsito inccuo para 1 mayorfa de 1a poblaciGn, 1a infeccion postnatal
cursa asintomdtieamente o con sfntomas leves ¢ inespecflicos, por o que es dilfeil su diagndstico. En
individuos inmunocomprometidos (personas con SIDA o pacientes con ransplantes que reciben terapia
inmunosupresara) 1a infeceidn primaria a 1a reactivacidn de unda infeccion latenie son causa de cuadros
severos como b encelalitis laxopldsmica o inclosa 1a toxoplasmosis generalizada (Jackson y Huichison,
1989). La forma principal de transmisién de la infeccidn es por medio de 1a ingestion de carne cruda o
insuficiememente cocida que conticne quistes tsulares del pardsito o por 1a ingestion de agua o

allmentos cortaminadas par ooquisies del pardsito (Dubey, 1993).

Es diffeil determinar fa incidencia de 1a woxoplasmosis sintomtica en una poblacidn, debido a fa
ausencla de sfatomas especfticos. En México, en 1990 ¢ IMSS clasificé a la toxoplasmosis como una
enfermedad transmisibe y repond 1.9 casos cifnicos por cada 100 000 derechohabientes y tan sdlo 17
casos de toxoplasmosis congénita en una poblacién de 37 miflones de habitantes (Instituto Mexicano del
Seguro Social, 1990). En un estudio scroepidemiolégico realizado en México entre 1989 y 1990, se
determing que fa prevalencia de individuos seropositivos (infectados crénicamenie) era del 32%, como

consecuencia. en ¢l pafs habrfa cerca de 26 millones de personas infectadas (Velaseo y col., 1992). En



estudios busadas tambicn en praehas seroldgicas, se ha reportado que la incidencia mundial promedio
de toxoplasmosis nmana es de 33%, pero la incidencia varfa entre fos distintos pafses segdn sus
condiciones ambientales, tauna, higicne y los habitos atimenticios de sus hahitantes; por cjemplo, en
Francia fa alta seroprevalencia (81 %) se debe i fa castumbre de comer carne insuficicniemente cocida;
en cambio, en América Lating se debe a la contaminacién del ambiente y alimentos por ooquistes

(Jackson y Hutchison, 1989).

2 Toxoplasma gondii

2.1 Estructura

B Toxoplasma gondii (T. gondif) es un protozoario intracelular obligado, de formia arqucada
(Figura 1.1) y capaz de infectar virios tipos de células.  Camo las demds células cucariolas. tiene
miclco, aparaje de Golgi. retfeulo endopldsmico, ribosomas, lisosomas y mitocondrias, pero en su
periferia posee un conjunta de tres membranas Namado pelfcula (Wong y Remidngion, 1993); I
niembrana mds externa ¢s cantinua. micmiras las dos membranas internas son discontinuas cn el centra
del pardsito, generando el mticroporn; y también san discontinuas en Ios exirenios anlerior y posteriar
(Dubey, 1993). En el exirema anterior del pardsito se encuentra el complejo apical que comprende ol
anillo polar rodeandv a una estructura Namada canoide (un cono runcado compuesto de fibras i un
arreglo en ¢spiral); a partir de este anillo polar surgen ndcrottibulos que se extienden a lo largo de la
cdlula y constituyen un citesqueleto subpelicular involucrado en la locomocion del pardsito.  En'el
interior del conoide desembocan de 4 a 8 estructuras en forma de saco alargado Hamadas roptrias; cerca
de las roptrias se encucniran algunas estructuras globulares Hamadas micronemas. E pardsito también
contiene grdnulos densos distribuidos en todo su citoplasma, Las ropirias, los micronemas y los
grénutos densos son estructuras que tienen funclones secretoras importantes durante Ja invasion de 1

célula hudsped por el pardsiio (Wong y Remington, 1993).
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Figara 1.0, Ustractura de un equizeita de Tasoplasma gondii. (a) Microorganisino completo. (b) Vixucmo
anteriog deb tagquizofto,  Abreviaturs: C:conoide, CA: complejo apical. ER: reticulo endoplismico, GI:
aparia de Gelgi, Go granulos densos, IME membranas internas, B fisosonnas, M: mitocondrias, M.
wicrolibulos, MC: micrpnemas, ML microporo. No wicleo, OM: membrana exierpa, PR: anillo polar, R
roptrias (Fomado de Dubey, 1993).

2.2 Ciclo de vida

En ¢! ciclo de vida de 7. gondii (Figura 1.2) se¢ pucden identificar Ires estadios ded parfsilo; o
waxuizofto, ¢ bradizofto y el esparozofto (Dubey, 1993). E) taquizofta ¢s 1a forma asexual infcctiva del
pardsito (Waong y Remingtan, 1993), Invade a ta célula ¢a un proceso que inicia can la adherencia entre
fa superficie celular y ef complejo apical, fendiuno ¢ que participan algunas protefnas de superticic
coma los receplores de Ta kuninina en fa céluka hudsped, fa famining, algunas protefnas scmejantes a fas
lectinas y Ta protefna P30 del pardsito (Kasper y Minco, 1991). Lua entrada del pardsito a la clula ¢s
favorecida por eventos meciuicns camu f prowusion ded conoide, el movimiento en espiral def pardsito

(ios movimicnios dependen ded gradiente de pH y 1a concentracitn extraccluliy de jones) y 1a exocitasis



del contenido de las roptrias ¥ de fos micronemas. Caaido ¢l p':misim penetra o a eélula, se forma una
vacuoli en Ja que reside (viacaola parasitdtors). Dentrade esta vacuola hay amigenos seerelados par ¢l
pardsita (enire los que se encuentran Jas proteinas de soperlicie P43, P3RS, P31, P22 y una proteina
presenie en et extiemia posterior del pardsito conocida cama P28), estas anlfgenos forman una red
reticular (Kasper y Boothroyd, 1993), La membrana de fa vacuoka parasitélora carece de protefuas oo
superticic de Ja eélula hudsped, pero comtiene protesnas del pardsito. Se ha iastrado la participacion de
olras prateias en el procesa de invasion, como el factor acrceemador de penetracidn (PEF o ROPD).
Tocalizado en Yas ropteias, o la fustolipasa A2 de 1a célula huésped (Kasper y Minco, 1991). Se ha
encantrado que ¢ aquizaito puede Maquear fa union cite fos lisosomas y 1t vacuola parasitGora, y
tantbién blocuen Ta acidificacion de ésta, permitiendo la sobrevivencia del pardsito dentro de Ia céluta
huésped (Kasper y Bootbroyd, 1993).  Una vez denlro de la céluta, of taquizofto se multiplica
asexualmente por endudiogenia, causando Ta muerte de la cclula hadsped y 1a liberacion de 1os nuevos

laquizoftos (Dubey. t993).
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Figura 1.2, Ciclo de viva de Toxoplasma gondii (Fomada de Dubey, 1993)
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En respuesta a seiiales win no determinadas, ef taquizofto se diferencia en bradizoio. Este tltimo
S¢ eacueHira dentro de estructuras conecidas como quistes tisulares que se fornian en el ciloplasma de ta
cdlula infecrada. 1.os quistes tienen una pared formada con componenies del pardsito y de la célula
huésped. Lus quistes varfan en @amaio y en ¢ ndmero de bradizoitas contenidos, llepando o tener basta
clentos de estos (Wang y Remingtan, 1993). Los quistes tisulares se pueden encontrar ea distinios
6rganos (pulnon, higado, rifones), pero principalmente en Jos 1cjidos nervioso y muscular, donde
pueden permianecer durinte toda 1a vida ded hudsped sin causarle dafo (Duhey, 1993), dando lugar a
una infeccion laente o crénica.  Se piensa que en uwn individua inmunocamprometido 1os quistes
tisulares sun fuente de reactivacion de 1 infeccion (Wong y Remington, 1993).  Los bradizoilos
estructuralimene dikieren muy poca de 1us taquizofios, conticnen vacuolas con carbohiratos (probable
fuente de energfa durante la infeecidn fatente), su reproduceion es muy lenta y son mds resisientes a 1

digestion con enzimas (Dubey, 1993).

Enla vida del parsita se han idenificada dos ciclos: el ciclo enteroepitelial a sexual, presente en
fos felinos. y of ciclo extraintestinal o asexual que se presenta en cualquicr anfmal de sangre caliente
(aves y mamfferos) (Jackson y Hutchison, 1989). Generalienie, o ciclo enteroepitelial o sexual se
inicla con 1a ingestion de quisies tisulares (en la carne cruda) por un felina (generalmente un gata); ta
pared del quisie es disuchia por enzimas gdsaicas, los bradizofos san liberados, invaden a las células
del epitelio Inestingl en tas que se reproducen y se diseminan (Wong y Remington, 1993). En d
Intesting, algunos bradizofios presentan un procesa de gamelogénesis, cn fa cual el pardsito atraviess
Por varias etapas hasta su diferenciacion en gametos femeninos (imacrogametos de forma semiesiérica)
o masculinos (uicrogametos o céiulas biflageladas con muerial nuelear principatmente) (Dubey, 1993).
Al encontrarse, ambas gametos s¢ unen formando un zigoto, ¢l cual se rodea por una pared prolectora
dando Tugar a un ooquiste esférico que es excretado al amblente en Jas leces del Felino (Wong y
Remington. 1993). La maduracién o esporulacion del ooquiste requiere de Ta 5 dfus de exposicion al
ambicnle; en este perfoda se forman dos esporoquisies en su interior que, a su vez, conticnen cuatro
esporozaflos cada uno, 1.os esporozoftos son estructuralmente semejanics 4l taquizofto, excepto co ¢
nimero de micronemas y roptrlas (Dubey, 1993). Los ooquistes maduros son ajlamente {nfectivos y
pueden permanceer viables jior varlos afos en el suclo. Durante una infeccion un gato paede excretar

hasta 10¥ ooquisies por dfa (Kasper y Boothiroyd, 1993),



El ciclo extraintestingl ocure en los hudspedes definitivos (los felinos) y en Jos hudspedes
intermediarios camo el hombre, oiros mamfferos (perras, cerdos, vacas) y ocasiondhnente en aves, Este
ciclo se inicia cuanda ¢ hudsped ingiere ooquistes esporulados (en los alimentas o e agua
conlaminados) o quistes tisubares (¢n Ja carne mal cocida), Ta pared dd quiste ¢s digerida por las
enzimas gistricas y las pardsilos liberados invaden célnlas epitcliales y células fagociticas, y se
diseminan por via linfdtica y sanguinea a olros drganos (Jackson y Hutchison, 1989). Durante Ia fase
aguda de Ia infeccidn, ef pardsito invade las células de diferentes tejidos y se reproduce répidament en
forma de 1aquizofto (Wong y Reminglon, 1993). Los pardsitos pucden ser elintiradas por 1a respuesta
inrmune def huésped o pueden formar quistes tisulares ocasinnando una infeccion cronica. En el hombre,
la infeccion [ambién puede deberse a transplantes de wjidos infectados por o pardsito (Jackson y

Huchison, 1989).

Cuando una mujer embarazada tiene toxoplasmosis aguda, el pardsito puede atravesar la placenta
lliegando a la circulacion sanguinest fetal y provocando una infeccion generalizada ¢n ¢l fo para
posteriarmente localizarse ¢n los tejidos viceral y nervioso. Camo se menciong, las cansecuencias de 1a
infeceion congénita dependen de 1a etapa de embarazo en que ésta se preseme (Dubey. 1993), siendo
mds severas si acurre en las primeras semanas de la gestacion. pudiendo ser causa de abarto, danos

neuranates. rombosis o retinocoruiditis en el producto (Jackson y Butchison, 1989).

3 CEPAS DE Toxoplasma gondii

Se han descrito varias cepas de 7. gondit que dificren en su grado de virulencia en animales de
laboratorio. 1.as cepas de 7. gondii mantenidas en el laboratorio suelen tener distinta virulencia al ser
comparadas con los pardsitos aislados de la nawraleza. Por cjemplo, 1a cepa RI ha sido manienida
durante nds de SO anos en cultivos de fibroblastos y en la cavidad peritoneal de ratones, ¢s muy
virulema ¢ incapaz de formar quisies tisulares u ooquistes. Para explicar 1a diferencia en 1a vinlencia
se han tratado de identificar amfgenos especificos de cada cepa. Se sabe que los sueros contra fa cepa
Ry contra atras cepas menos virnlentas (C36 o CS7) reaccionan contra los mismos antfgenos &

superficie (Kasper y Boothroyd. 1993) y que los anigenos principales de 7. gondii estdn presentes en



las diversas cepas (Wong y Remington, 1993), Eo contraste, algunos experimentos  mostraron
diterencias anpgénicas entre Ja cepa RIy awras cepas (P y C) (Kasper y Boohroyd, 1993). y s
abservd la probable ausencia de un antfgena de 23 kDa en cepas avirulentas (Wang v Remington,
1993). La prabable diterencia antigénica entre las cepas de 70 gondii puede estar apoyada par 1os
resultados obwenidos at analizar su potimortismo en ¢l patrdn de restriceion de DNA; en este andlisis se
encontrd una posible carrelacion ewre [y virslencia y 1a existencia de un alelo especffico del gen de la
protefna 30 (Kasper y Boothrayd, 1993). K@ resultado obtenido ¢n el andlisis isocnzimitico de T,

gondii también muestra dilerencias entre cepas virulentas y na virutemas (Wong y Remington, 1993).

4 EXPRESION GENETICA EN Toxaplasma gondii

El genoma de 7. gondii es haploide (Mcleod y cal., 1991) y contiene 8 1 ph repartidas cn 11
cramosamas, 10 de eflos de 2-10 Mpb y uno de 40 Mpb. - Aparentemente el cariotipo varfa muy poca
entre las distintas cepas del protozoario y na se altera en aquéllas que han sido mantenidas durante
mucho ticnpo en laboraturia (Kasper y Boothroyd. 1993).  El DNA de T, gondii no tiene bases
metiladas. lo cuat es importante en ta regulacion de la ranscripeién de su Informacion gendlica
(McLeod y col., 1991). T, gondii tiene ademds DNA circular mitocondrial de 36 kpb con una

secuencia de 1) kpb repetida (Kasper y Bootlroyd, 1993).

Se han secuenciado algunos genes de 7. gondii (tabla 1.1). Al analizarlos no se encontraran
secuenclas consenso parecidas a las existentes en geaes de otras células cucariotes y gue funcionan
como pramatores o activadores; sdlo se ha identificado una secuencia CAAT en el extremo 57 del gen
P23, y un conjunto de 27 pb repetido ea el extremo 5° del gen p30, pero a funcl de estas secuencias es
desconocida. E1 genoma de del pardsito posee s6lo una copih de los genes identiticados, a excepeion del
gen BI que estd repetido varias veces y cuya protefna adn no se ha ldentiticada en el pardsito (McLeod
y col,, 1991). No se han detectada RNA polimerasas especiales de 70 gondti, pero se sabe que su
IMRNA es poliadenilado,  Algunos genes de 7. gondii tlenen intrones, 1o que hace evidente la existencia
de modificaclones pastranscripeionales (“splicing”) del mRNA, ademds, en ¢l RNA se han encontrado

seflales para estas modificaciones, comunes en oras célutas cucariotas (Kasper y Boothroyd, 1993).



Tabta 1.1. Genes de F. gondii clovados y caracterizados (Tomada de Cesbron-Delauw y col., 1993).

NOMBRE _OTROS NOMBRES  LOCALIZACION  PROTEINA (kDa) | mRNA (kb)

SAGI X1 superficie 30 LS

SAG? AN superficie 2 L6

SAG3 143 superficie 43

GRAL 23, PN arinulas densos 22,203,017 K

GRA2 g grinulos densos 28, 28.5 11

GRA3 Lranulos tensos 30

GRA4 2ranulos densos 40

GRAS P2 granulos densvs 21

ROPI PEF rapirias 60, 60.5 21

ROP2 PS4, TGM rupirias 54,55 1.6

MIC) micronemas 60

TUB) & - tnbnling microtibulos 1.4

THB2 b - tubulina microtibulos 14

DTS DIFR

NTPIL NTPasa, P63 secrelada 63 28
Bl 1.0

Para la traduccion del mRNA. T, gondii emplica ¢ cddigo gendiico universal.  Pespués e
determinar 1a secucncia ded gen de 1t proteina P30 y predecir su secuencia de aminodcidos, se encontrd
que, en of precursor de la protefna, probablemenie cxisie un péptido sefal que es climinado
postraduccionaimente  (Kasper  y  Boothroyd.  1993).  Owas  evidencias  de  modilicaciones
postraduccionales han sido obienidas en Jos experimentos pard ta caracierizacion de proiefnas de las
roptrias (Sadak y col., 1988). El coddn de iniciacion de traduccidn de algunos genes de T. gondii ha

fdo predicho usando la regla de Kozack. En los genes con miayor expresion en el pardsito (P30
NTPasa), ¢l tercer nucledildo de los codanes es prefereniemente una G o C (Kasper y Boothroyd.
1993). La seeuenclas del gen repetida B1 o de p30 han sido wtilizadas pary el desarrolo de téenicas de
diagndstico por PCR en las que se detecia DNA del pardsito en el Hquldo amniético, en el liquido

cefalorraquideo y en fas muestras de tejidos (Wong y Remington, 1993).



5 RESPUESTA INMUNE CONTRA Toxoplasima gondii
5.1 Respuesta Inmune Humoral

Ln 1a toxuplasmosis ¢l individuo produce inmunoglobulinas cantra antigenos de superficie y
seeretados (Wong y Reminglon, 1993). Empleando fa téenica de Western blot, en sueros de personas
infectadas de manera natural se han podico identiticar anticuerpos contra das protefnas P22 y 30, No
obstante, las fracciones 1gG ¢ IgM, recuperadas de sueros de personas can fufeccin aguda o cronica.
pueden tener distintas especifictdades: 1a fraccién 1gM reacciona principalmente con un antigeno de 6
kDa, mientras 1a fraccion dgG reacciona con pratefpas de pesas moleculares entre 22 y 67 kDa. Se ha
encontrado 1gA especffica contra 7. gondi ¢n ratones infectados con bradizoftos y en personas
seropositivas para T. gondii, ¢ ineluso 1a deteccion de 1gA especffica para fa protefna de superticie P30
ha sido empleada en 1a serodiagnosis de 1a toxoplasmosis aguda y congénita, La produccion de JgA ha
sido corroborada en modelos experimentales af anafizar sucro, leche y secreciones intestinafes &

ratones infeetados (Kasper y Boothroyd, 1993).

La prabable participacion de ta respuesta inmune bumoral en ¢l contral de fa infeccion cs
sugerida por algunos experimentos de transferencia pasiva de inmunidad en ralones: se abserve que
transferencia de anticuerpos monoclonales o suero immune contra antfgenos de 7. gondii conliere cierto
grado de proteccitn a ratones infectados; in vitro, anticuerpos monoclonafes, sueros amti-P30 (Kasper y
Boothroyd, 1993) o suera anti-T. gondii son capaces de lisar 1aquizoftos en presencia de complemento
(Wong y Remington, 1993). In vitro, 1a opsonizacién del pardsito, antes de su emrada a b céluly,
estimula Ja fusion de 1a vacuola parasitofora con el lisosoma, causando 14 muerte intracelular del
_parfsito. No obstante, 12 respuesta inmune humoral no tiene un papel impartante en la proteceion

contra la woxoplasmosis (Kasper y Boothroyd. 1993).
5.2 Respuesta iInmune Celular
La reactivacion de 1a loxoplasmosis crénica en las personas con SIDA, fa proteccfdn contra 1a in-

feccidn como consecuencia de la transferencia adaptiva de iinfocitos inprunes a animaies de laboratorio,

Ja respuesta praliterativa de los finfocitos al contacto con antfgenos de T. gondii, (Suzuki y col,, 1988)



y la muerte de ratones con toxoplasmosis aguda o crénica debida a la eliminacian de os latocitos CHD4°
(Kasper y Boothrayd, 1993), entre atros hallazgos, han tlevada @ fs canclusidn de que $a inmunidad

celufar es el principal mecanismo de resistencia contra la toxoplasmosis (Suzuki y cot., 1988).

En ratones, a infeceion con 1. gondii aumenta Ja actividad ciratdxica que las céllas NK tienen
in vifro, win contra taguizoftas fibres; este awmento de citotoxicidad se corelaciona con ef aumento dof
nivel de INF-y (Kasper y Boothroyd. 1993). Sia embargo, ¢n ¢l hombre aumientan 1os iveles de edlutas
NK, pero no tienen actividad citoldxica contra ¢l pardsito in vitro, a menos de ser activados con 11.-2,
No abstame, fa actividad de célutas NK no es suficiente para b proteecion del tuésped contra ta

infeceion (Wong y Remington, 1993).

A partir de c8ulas de sangre periférica e persomas seropositivas para 7, gondii, s¢ aislaron
clonas de tinfocitos T CD4' que proliferan al ser expuestos 4 taquizoftos atenuados o anifgenos de 7.
goudii. Estas clonas son productoras de IFN-y y/o 11-2 y, algunas de eltas, limitan el crecintento &

taquizofios al ser coocultivadas con éstos (Saavedra y col., 1991; Canncsa y col., 1988).

Los tinfocitos T CDB' san importantes en fa inmunidad celular protectora contra fa infeccion. o
cull es demostrado por un experitiento reatizado en ritones, en ¢ que la resistencia inducida por
vacunacion contsa 7. gondii disminuye al climingr estos {infocitos T con anticuerpos monocionales
{Gazzinelli y col., 1991). Ademds, se ha visio que: auntenta o mimero absoluto y fa cantidad relativa
de linfockos T CD8' en Ia sangre periférica de ratones y de humanos infectados (Kasper y Boothrayd,
1993), que estas células tienen actividad citotdxica sobre células infeciadas de ratones (Hakim y col.,
1991) y que estos linfocitos sintetizan INF-y, ¢l cual es el principal mediador de actividad protectora

contra la loxoplasmosis (Gazzinelli y col., 1994).

La actividad protectora del INF-y fue demostrada en experimentos en los que 1 administracién de
anticuerpos anti-IFN-y a rafones infectados con una cepa avirulents de 7. gonudii ocasiona Ja muene &
estos, El efecto principal de esta citocina ¢s la activacién de macréfagos, aumentando su capacidad
parashicida (Suzuk) y cal., 1988). Al parccer, ¢ aumento de esta capacidad se debe 3 una mtayor _

produccidn de metabolitos intermedianios de oxfgeno y nitrégeno, letales para el microorganisnio
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intracelular (Murray y Cahin, 1979 Wong y Remingtan, 1993). EI efecto aniparasitaria inducida por
esta citocing tambidn se abservit cuanda es aadida en cullivos de fibroblastos: este efecto tue
refaciomido o ateraciones en ef muabolismo del ripofano en la célta ducsped. ocasionando
disminucion inracetular de este aminodcido, sugiriendo que el pardsito puede ser incapas de sinietizarlo

(Preffeckarn y col., 1986).

La 14.-2 juega wn papel imponanie en da inmunidad contra a toxoplasmosis, pucs la
administracion de esta citoctnn reduce la mortalidad en ratanes infectados can dosis fetales (Kasper y

Boothroyd, 1993),

Se ha abservado que el TNF-ce no tiene actividad directa sobre Ya reproduccion del pardsito en los
macréfagos extrafdos det peritoneo de ratones infectados o en 10s fibroblastos cultivados ¢ infectados,
En ratones, 1a susceptibilidad a encefalitis toxopldsmica se ha asociado a la presencia de un patron de
restriccion detenminado del gen del TNF-o y o una clevada sotesis de su mRNA.  En digtintos
experimentos se ha encontrado que v TNE-te puede regular 1a accion del INE-y sobre Jos macr6lagos

(Kasper y Boothirayd, 1993).

La I.- 10 inhibe ta produccidn de INF-y por céwdas T y bloguea ta aciividad del FFN-y sobre los
macréfagos (Kasper y Boothroyd, 1993), En cambio. 1a 1L-12 participa en la respuesta pratectora
contra Ja toxoplastuasis aguda (la mortalidad aumenta en ratones infectadas que han sido tratados con
anticuerpos anti-iL. 12) y un probable mecanismo cs su accion sinergista con ¢} INF-y para inducie

seleceidn de linfocitos protectores Th (Gazzinelii y col., 1994).

6 ANTIGENOS

Ha sido investigada la diferencia antigénica entre los wes distintos estadios del pardsito. Se
Identificaron dos pratefnas de 67 y 25 kDa exclusivas de la membrana de los esposozoftos, y se encantré
que 10s sueros de personas que fueron infectadas con ooquistes reaccionan conira csios antfgenos. La
baja reactividad de los bradizoftos con: los sueros preparados contra- ooquistes, 10s sueros contra

taqulzoftos o tos anticuerpos monoclonales comtra antfgenos de taquizoftos, sugiere la existencia de



diferencias antigénicas entre ¢l bradizoflo y los otros estadios. - Ademids, s¢ han identiticado algunos
antigenos pelicutares de 36, 34, 20y I8 kDa especiticos del bradizoito. Enexperimentos con
anticuerpos monoclonales se encontrd que Tas proteinas P30y P22 son exclusivas de los taquizoitos

(Kasper y Boothroyd, 1993).

La protefna 30 es 1a principal protefna de superticie del pardsito, reacciona con sueros &
humanos con infeceion aguda v cronica. Lin el modelo murino, P30 puede estimular Ta produccion de
inmunoglobulinas, activar tinfocitos productores de TFN-y ¢ inducir prolileracion de célutas T
citatdxicas. Se logrd proteger a ratones contra un reta con una dosis letal del pardsito por medio de
inmunizacién con la protefna P30, pero la proteccion dependié de Ja via de lnmunizacion, del adyuvante

empleado y de la via de inoculacion del pardsito,

Anticuerpos contra la proteina 122 s6lo son encontrados en ewapas avanzadas de I infeccion. La
22 ha sido empleada en 1a deteceidn de IgA e 1gM. Los antigenos exeretados o secretados (ESA) por
o pardsito, como Jos que se encuentran en 1a red reticular en la vacuola parasit6iora. parceen inducir

respuesta inmune humoral y/a celular (Wang y Remington, 1993).

Parece existir un conjunto de antigenus comunes ¢n los Ires estadios (22-34 kDa) y pueden ser
importantes para of desarrallo de una vacuna (Kasper y Boothroyd, 1993). También se han estudiado
los aspectos Inmunoldgicos de algunas protefnas de las roptrias como ROPY y ROP2 (Wong ¥
Reminglon, 1993).

7 PROTEINA ROP2

7.1 Aspectos Bioldgicos

Tomando en cuenta la importancla de Jas raptrias en la Invasion de 1a célula por T. gondii, Saduk
y col. (1988) identificaron 3 protefnas exclusivas de las roptrias de 7. gondii; estas protefas ticnen

pesos moleculares de 55, 59 y 60 kDa, y aparenieniente proviciien de precursores de 65, 71 y 68 kDa

respectivamente. Se sugirid que estos precursores son modilicados postraduccionalimente en un proceso



proteolftico que poede vcurrir durante ¢ rénsito de Tas proteinas en ¢ aparato de Golgi o durante su
empaque en fas roptrias. 1as tres proteinas fucron encantradas en los tres estadios del parfisito y se

observd que algunas probablemente tiecaen epitopos comunes.

Leriche y Dubremelz. (1991), a panir de aquizoitos cultivados, aislaron mpirias y grinulos
densos por centrifugaclon en gradiente.  Identificaran un conjunto de 5 protefnas (entre tas que se
encontraban las 3 protefnas anteriormente descritas) y determinaron su punto isoeléetrico (Pi). fistas
pratefnas son: ROPI (60.5 kDa, Pi 5.8). ROP2 (55 kDa), ROP3 (59 kida). ROP4 (60 kDa) y ROPS

(59.5 kDa). fas cuatro dltimas con un Pi mayor a 8.0.

En vista de que la membrana lipfdica que rodea fa vacuola parasitéfora seguramente pedia las
interacciones entre ¢l pardsito y la célula huésped; Beckers y col. (1994) proponen que las protefnas del
parfsito locallzadas en la membrana de la vacuola pucden tener funciones de transporte de hutrienies 0
interaccionar con organclos celulares de huésped.  En la membrana de Ia vacuola parasitdfora
encontraron protefnas de las roptrias (sucros preparados contra grinulos densos y roptrias reaccionan
con componentes de esta membrana). Usando sueros policlonales, determinaron que eslas protefnas son
ROP2, ROP4 y/o ROP7, y estdn distribuidas en un rreglo bien definido en 11 mentbrana de la vacuola
parasitéfora. Estos investigadores emplearon un suero palictonal contra una farma recombinante de la
pratefna ROP2 para detectar, por Inmuelectromicroscopia ¢ inmuno-fluorescencia, fa presencla de
ROP2 en 1a membrana de 1a vacuola parasii6iora de fibroblastos infectadas con taquizoftos. También
demostraron que ROP2 estd firmemenie asociada a la membrana de las ropirias y de la vacuola

parasit6fora.

7.2 Aspectos Inmunoléglcos

Debido a que la Inmunidad celular, mediada por IFN-y, s el principal mecanismo de proteccitn
contra 7. gondii, 1a identificacién de antigenos del pardsito activadores de linfocitos T productores de
INF-y es insportante para el desarrollo de una vacuna, Saavedra y col. (1991), a partir d¢ una librerfa
de cDNA de 7. gondii en el fago Agti 1, aislaron una clona (Tg34) que contiene la infornacion genética

que codifica para un antfgena de 54 kDa; éste fue expresado, como péptida de fusién con la
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B-palactosidasa, en tisogenos de F. coli Y089, La protefna recombinante expresada reacciond con
suero murino y hubano anti-7. gomdfii.  Esta proteina también indujo proliferacion de una clona e
fintocitos T CD4'CNY (clana TCCA2), productora de [FN-y y que fue aislada de una persona
seropositiva para 12 gondii,  El ¢pflopo reconocido por Ta ciona TCC 32 estd presente en cepas
avirulentas y virulentas del pardsito, y la presentacidn de esie epfiopo a la clona TCC 32 csid
restringida por Ja motécula del MHC DPwd4, un aiclo muy contin en la poblacivn.  Hérion y eol. (1993)
determinaron que este antigeno estd locatizado en fas voptriss de 7. gondii y que se rata de la protefna

identificada anteriormente como ROP2.

Van Gelder y col. (1993), empleando un ragmento de ROP2 (330 aminofcidos del extremo
carboxi-terminal) expresada en E. coli, demosiraron 1a presencia de anticuerpas anti-ROP2 en el suero
de mis del 89% de las personas seropositivas para 7. gondii, por fo que este antigena ¢s capaz &

activar una respuesta immune husoral en 1a mayor parte de Individuos que han sido infectados.

Becerril (1996) identificd tres secuenctas de aminndcidos de Ja protefna ROP2 que cantienen
epftopos reconocidos por finfocitos T de individuos seropasitivas a 7. gondii y encontrd que estos

epitopos inducen respuesta profiferativa en linfochos dek 63% de estos individuos.

7.3 Esltructura de ROP2

A partir de fa clona Tg34, Saavedra y col. (1991) subclonaron el ¢cDNA aislado (con [a
informacién genélica para ROP2) en ¢f pldsmido pBKS(+) y secuenclaron esta informacion, 1a
secuencia comprende 1803 pb (ver figura 3.3, pigina 35) y contiene un marco abierto de fecwra de
1620 pb que codifica para un polipéplido de 66 kDa, pero no posce el coddn Inicial, por lo que se trala
de una clona parcial que no contiene toda fa informacidn codificadora para ROP2. Beckers y col.
(1994) también clonaron un segmento intemo del gen de ROP2 en el fago Agti 1 y aislaron, de uta
librerfa de DNA gendrnico, una ¢lona con ef gen de ROP2 complelo.  La secuencia reportada por estos

Investigadores solo difiere de ka reportada antes (Saavedra y col., 1991) por [a presencia del coddn de

20



iniciacion ATG. Al comparar Iy secuencia del cDNA y del DNA gendmico correspondiente, se observd

que el gen de ROP2 po contiene intrones.

Al analizar 1a secuencia de 561 aminodcidos de ROP2, predicha a partir de 1a secuencia &
nucledtidos reportada, se observa gue existen dos regiones hidrofébicas; wna de ellas comprende los
primeros 26 residuos y se trata de una secuencia cldsica desedalizacion (péptido seial) que
probablemente es corlada de ta protefna dando fugar al precursor de 61 kDa ya identificado.  1a
segundda region hidrofébica s¢ encuentra enire Jos residuos 466 y 486, y prohablemente es una region
transmeibranal (que expilicarfa 1a asociacion de ROP2 con Iy membrana de fa roplria y de la vacuola
parasitéfora).  Una probable remocidn de 50 a 80 residuos, resultado de ana modificacion
postraduccional, darfa arigen a 1 protefna ROP2 madura (55 kDa) tdentificada en tas roptrias y lisados
det pardsito, sin embargo ain no se conoce fa secuencia de 1a protefna madura. E) resio de 1a prowina
ROP2 es14 caracterizada por fa presencia de muchos aminodeidos cargados y residuos de proling

(Beckers y col., 1994; Saavedra y col.. 1991).

7.4 Expreslén de ROP2 en L. coli

La presencia de ROP2 en los distintos estadios y cepas de T, gondii, y su probable participacidn
en la induccién de 1a respuesta inmune celular protectora, han Hevado a estudiar esta protefna con mas
detatte y considerarta como candidata a Formar parte de una vacuna contra 1a toxoplasmosis, por 1o que
s necesario disponer de cantidades abundantes de la protefna ROP2. Para lograr esic objetivo se
podrfa purificar 1a protefna a partir de taquizoftos cultivados, pero esto s poco préictico debldo al costo
efevado del cultivo del pardsito, a la pequefa cantidad de protefna ROP2 que se puede obtener y a fa
compiejidad def proceso de purificacion.  Otra opcién es produciria como protefna recombinante ¢n

agun sistema de expresion,

Van Gelder y col. (1993) clonaron la inlonnacidn genética de ROP2 (aislada en fa clona Tg34)
en el veetor de expresion plGALMPH y expresaron fa protefna recombinante en . coli, pero tuvieran

dos problemas: un bajo nivel de expresion y 1a degradacion Intraceluiar de la protefna recombinante.



Estos investigadores subclonaron un fragmento de ¢cDNA de ROP2 (aquel que codifica para os 330
aminvdcidos del extremoamino de esta protefna) en el vector de expresion plGALMPH y lograron
expresar la protefna (como péptido de fusion) en la cepa de E. coli DHI, en un abo nivel de expresion y
con minima degradacidn.  Despuds de su purilicacion, esta protefni recombinanle conservo su
reactividad con sucro de personas seropositivas para 7. gonddi y fue empleada para serodiagnostico &
Ta infeccidn, Sin embargo, esie forma recombinante de la protefha no conticne una de sus principales

epitopos T, 1o que constiluye una importante desventaja para su evaluacién como candidato a vacuna.

8 SISTEMAS DE EXPRESION

Para obiener una protena o algin péptido ¢n cantidades suficientes para distimos fines, s¢
pueden purilicar a partir del organismo que los produce o se puede recurrir a Ia ingenieifa gendtica. En
esta frea se han disedado sistemas de expresion caracterizados por tener dos elementos principaies: o
vector de expresion, capaz de recibir el inserfo o Informacidn genética para la sfntesis de Ja protea, y
1a célula huésped en donde se hace posible Ia expresion de la protefna. A la protefna producida con
estos sistemas de expresion se le conoce como profelna recombinante. Entre los sistemas de expresion
disponibles. existen aquéllos que hacen usa de células eucariotas (fevaduras, células de mamffero o &
insecto) 0 células procariotas.  En tos sistemas cucasiotes los vectores empleados pueden ser vins o
plasmidos; tictien fa ventaja de que pueden Hevarse a cabo camblos postraduccionales de las protefnas
en la célula huésped (formacion de puentes disulluro, glicosilacion, inscrclén ¢n membranas.
Fosforilacion) y son empleados para cstudiar la biosinlesis de 1a protefna, su transporte en la célula o
para Ja obtencidn de protefnas funcionales, entre otros fines (Singer y Berg, 1991; Alung-Mees y col.,
1993).

Para la expresion ¢n células procarfoles se emplea comdmnente a la bacterla E. coli 'y los
veclores empleados son pldsmidos especificos de esta bacteria. En cstos sistemas, 1a protefna puede ser
expresada como protefna nativa o como una profelna de fusidn, codificada en parte por la informacion
genética del Inserto y en parste por ¢l veclor, esto con el fin de lograr un alto nivel de transeripcion,

traduccion y cslabilidad de 1a protefna sintelizada (Alberts y col.. 1989).

to
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Para fa cleccion de un sistema de expresion se deben analizar varios aspectos: la finalidad de fa
expresion, la estructura de o protefna (sionecesita modificaciones pastraduccionales, su carga, su
estabitidad), el amano y of tipo de informacidn gendtica del inserto. o rival de expresidn deseada y 1a

necesidaed de regular la expresion (Aiting-Mees y col., 1993).

8.1 Plasmidos

Laos pidsmidos san matéeutas circulares de DNA de doble cadena, con wn tamado de | a 200 kpby;
se encuentran en varias baclerias en donde funcianan como vnidades gendlicas accesorias capaces &
replicarse de forma independiente ul DNA cromasdniics, pero usando enzinias baclerianas para su
replicacion y transcripeidn. Los piismidos tienen genes que codifican para protefnas con funciones goe,
bajo clertas circunstancias, son vemajosss para la bacleria, por ejempla: genes de resistencia a

antibidlicos o genes de colicinas (Sambrook y col., 1989; Singer y Berg. 1991).

Los plasmidos contlenen un sttio de origen de replicacion y fas clementos para et controt de la
mising, conformanda una unidad Ramada replicdn; emplos de replicancs son: pMB1 o Col Bt Estos
pueden ser funcionales adn en ausencia de sfntesis de protefuas en Ja bacteria.  El mimero de copias o
un pldsnido en una bacteria puede varisr desde una hasia cientos, dependendiendo del replicon que

contiene (Sambrook y col., 1989).

Se han maodificado los pldsmidos antilicialmente: a aquéilos con replicones que delerminan un slo
ndmero de copias se les ha introducido algdn marcudar, es decir, DNA can informacién para algin
cardeter fenatfpico que serd presentado por la bacieria que posee ef plisnido y que permite diferenciarls
y seleccionarla (Jos marcadores mds comunes son los genes de resisiencia a antibiticos); tambidn se fes
han eliminado secuencias de DNA no necesarias, de esta manera se reduce su amafio y aumenta su
capacidad de recibir insertos mds grandes. Ademds, se ha racionalizado Ja distribucion de ciertos sitins
de restriccidn, confindndolos a una stcuencia pequedia conocida como "poli-linker” o sitio mdltiple de
clonacitn.  Adyacentes a estos sitios e clonaclon, se han colocado secuencias promotoras espectficas

derivadas de genes de bacterias o de fagos, de tal forma que la transeripcion del inserto estard



controlada por estos promuatores. Un buen ninero de veetores poseen poderosos promolores capaces &
dirigir una alta twanseripeion del mRNA sinletizado a partir del inseno, con ¢f objelo de expresay
grandes cantidades de fa protefa recombinanie. 1.a existencia de ciertos pramotares (como el pronotar
det operdn lac) ha permitido que fa transeripeidn y 1a expresion del inserto puedan ser contvoladas
experimentdisente (sistema inducible).  Para 1 expresion de insertos provenientes de segmemos
internos de algan gen, se hin construido pidsmidos que conticnen, bacia 3° del promolor, secuencias
conacidas camu sitios de unidn al ribosania (RBS); estos sitios camprenden un coddn de iniciacién de la
traduccion (ATG) precedida por una secvencia de 9 nucledtidos complementarfa al RNA ribosamal
(163) de E. eoli; esta secuencia permlie Ta unién ded mRNA a1 ribosoma, neeesaria pasa ipiciar 1a

aduccian (Sambrook y col., 1989),

8.2 Pliismido pRSET

Se han disefado veclores de expresién que contienen promotores de Ja RNA pollinerasa del fago
17, comu dus pidsmidos pET y pT7. La T7 RNA palimerasa (producto ded gen 1 def fago T7) reconoce
cficientemiente a sus promotores y ranseribe Jas secuencias cuntrofadas por ¢stos, incluso sceuencias
que no son eficientemente ranscritas por 1a RNA polimerasa de E. coli. A 1a bacteria iransformada con
ano de estos pidsimidos se Je prede proveer de Ja T7 RNA polinerasa con 1a introduccidn de un segundo
vector, generaimente un fago lisogénlco, que ticne insertado et gen 1. Si ta protefna a expresar es wxica
para 1a bacteria, Ja adicion det fago puede Nevarse a cabo en una etapa adecuada del erecimicnto
bacteriana (Hausmann, 1988; Dunn y Studier, 1983; Studier y col., 1990; Sambsoak y col., 1989:
Tabor y Richardson, 1985).

Los vectores pRSETA,B y C (figura 2.1), derivados de Jos pldsmidos pUC, fueron disehados
para obtener altos niveles de expresidn de protefnas recombinanies en £, coli.  Poseen ¢l replicdn Cal
K1, ¢l marcador de resistencin a 1a ampicilina y la secuencia F1 orj (origen de replicacidn para [a
sinlesis de DNA de cadena simple). La transcripel6n del inserio esid contsolada por ¢l promotor ¢10 de
la T7 RNA polimerasa. La protefna recombinanie se expresa en formd de una protefna de fusidn que

contiene, ¢n su exiremo amino-terminal, un péptida codificada por ¢l vector. Bl pidsmida pasee la



informacion para ¢l sitio de unién al ribosoma en of MRNA siatetizado o partir deb promotor. tn ol
plasmido, la informacidn gendtica que codifica para el péptido del extremo amino-terminal incluye: un
conjunto de 6 codones que coditican la incorporacion de 6 residios consecutivos de histidina (dominio
de union a metal) y otro conjunta de cocdones yue codifican ta incorporacion de residuos de aminodcidos
que Torman la secuencia de reconocimiento de 1a enzima proteotitica enterocinasa. Bl dominio de unidn
a metat (o poli-his) sirve para purificar la protefna por cramatograffa de afinidad sobre metal
inmovilizado y et sitio de reconocimiento de Ja enterocinasa permite remover la secuencia N-terminal del

péptido de fusion,

Los vectores de expresion pRSET A, B y C difieren en la sceuencia de su siio miitiple de
clonacién, de tal manera que fos sitios de restricei6n se encuentran desplazadas con respecto @ la fase de
lectura. Una vez que se ha seleccionado el sitia de restriceion adecuado para la clonacion del inserto, fa
efcecidn del veetor aprapiada (A, B, o C) permitird que Ja wraduccin del insento se haga en la Fase de

lectura comecta,

Las cepas de E. cali cmpleadas para expresion con estos vectores dehen ser susceptibies de
infectarse con el fago M13/T7 y, por o tanto. deben expresar pili sexual codificado por ¢l episoma F*.
El fago MIJT7 no causa lisis de la bacteria y ticae la informacidn genética para fa sintesis de
enzima T7 RNA polimerasa bajo contral del pramotor fac, por la que, en presencia del represor Jac ho

hay expresion de ja enzima,

En Ia regulacion de ia expresion de fa protefna recombinante en este sistema participan tres
clementos jmportantes:  la bacteria E. coli, ¢l pldsmido y el fagao MI3/T7. Laos wres elementos
interaccionan de la siguiente forma (Figura 1.3): en un cultivo de la bacteria E. coli transformada con ¢
plésmido pRSET con ¢l Inserta (por ejemplo Tga4), 1a adicién de algin inductor del promotor lac, cono
¢l IPTG, inactivard las moléculas del represor Jac sintetizadas constitutivamente por 1a bacteria. La
infeccion de este cultivo con el fago M 13/T7 condugird ala expresion de ti enzima T7 RNA polimerasa
en ia bactert.  Como cansecuencia, Ja enzima T7 RNA polinierasa transeribird ja secuencia de DNA
que contiene Ta informacion para Fa sfatesis de a protefna recombinante y. por tanto, también hard

posible la exprestén de esta protefba en ja bacteria.

2
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A

medio con tetracicling y ampicilina, la bacteria £ coli XL1-Dlue transformada con ¢l vector pRSETA con ¢l inscrto (INS)
procuce grandes camidades <! represor lnc (e ) (informacion codificada por ct gen lac I* del plsmido F° y transerita por
Ia RNA polimerasu (©) de £ coli). Ea ausencia de la 'I7 RNA polimerasa, no hay transcripeion del inserto del plésinido

pRSETA. (B) Al adadir wia cantidad suficicnte de TG (A ) al cullivo, ésic inactiva tadas tas moléculas del represor

Inc. Después de infectar a 1a bacteria con et fago MEY/T7, se produce la fonna replicativa (RIF) de) fago. En ausencia del
represor lac activo, la RNA polimerasa bacteriana transeribe el gen de la T7 RNA polimerasa (T7) inseriado en el genoma
del fago y los riboxomas ( 8 ) traducen el mRNA sintetizado, La 17 RNA polimernsn (Q ) sintelizada reconoce ul
promotor 17 (‘17 ) del plasmido pRSETA y transcribe cl inserto, 1o que lleva a la siniesis de la proteina recombinante
(Q ) Oy abireviaturas; nmp'; gen de resistencia a ampicilina, fet'; gen de resistensia a letracicling,
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CAPITULO 11

OBJETIVO

Con el fin de producir 1a proteina ROP2 de 7. gondii en camidad abundante y en una forma
susceptible de ser purificada fdcilmente para disponer de ella para la evaluacion de su actividad
Inmunaprotectara en modelos experimentales. nos propanemos expresar una forma récombinante de fa
pratefna ROP2 que carezea de su péptida setal en la bacteria £, coli, empleando el sistema pRSETA.
La decisitn de remover ¢l péptido setal estd basada en fa abservacion de que regiones hidrofobicas
presentes en prolefnas recombinantes tienen un cfecto 19xico en la célula bacteriana, probablemente
debido a la asoctacion de estas protemas con sistemas membranales que son vitales para fa bacteria, por

laque ¢s deseable remover péptidos seital y regiones transihembranales si éstas na son de interds,

De tmancra general, ¢l trabajo experinental consla de 1as siguientes ctapas:

a) Obtener ¢ vector de expresion pRSETA en cantidad suficienie para los experimentos de

clanacidn de la informacidn genética que coditica para la protefna ROP2 sin su péptido senal.

b) Clonar la Informacton gendtica para Ta sintesis de §a proteina ROP2 en el vectar de expresion .

¢) Analizar ¥a expreston de 12 protefna recombinante en bacterias E. coli transformadas con ¢l
plésmido construido, para clfo emplearcinos las éenicas de:
- clectroforesis ¢n gel de poliacriiamida-SDS y lincién con azu! de Coomassie

- Western blat.



CAPITULO 11

MATERIAL Y METODOS

I CEPAS BACTERIANAS - PLASMIDOS - FAGOS

1.1 Bacteria E, coli X1.1-Blue (Stratagene, La Jolla, CA., US.A)). La cepa £, coli X1.1-Blue
posee ¢l pldsmido F* que codilica para la sfntesis de los pilis sexuales necesarios para la inleccion por ¢l
fago lilamentoso M13. Ademds, este pldsmido contiene ¢l gen el que dirige una sabreproduccion del
represor lac (10 veces mayor que en la bacteria huésped) y contiene ¢l gen de resistencla a la tetraciclina
(tef’ ). por lo que las bacterlas con el pldsmido F~ pueden scleccionarse en un medio con esie
antibidtico. E. coli XL1-Blue tene 1a mutacion hdsR17 de la subunidad 1Hds de la enzima Ecok, la
cual previene la digestion, por ¢ sistema endonucleasa FeoK, del DNA clonado en la bacteria. Ia
deficiencia en ¢l sistema de recombinacion (recAl) asegurala estabilldad del inserto y la deficiencia en
endonucieasa (endAF) aumenta Ja esiabilidad del DNA plasmidico de 1o bacteria.  Genotipo: recAl.

entdAl, gyrA96. thi-1, hsdR 17, supE44. relA 1, 1ac, [F* proAB, lac! ZAM 15, Tnl (et

1.2 Pidsmido pRSETA (Invitrogen, San Dlego, CA., U.S.A.). El vector de expresion pRSETA

tiene un tamaio de 2949 pb y en su secuencia posee (ver ligura 3.1):

a) El promotor §i0 det fago T7, capaz de conwolar la transcripeion de sccuencias de DNA
insertadas en ¢l sitio miltiple de clonacién del pldsmido (posicién 2914-2931).

b) La secuencia sitio de unidn al ribosoma que comprende una serie de nucledtidos locatizados
antes del codén inicial ATG (posicién 2882-2870).

¢) Elcodén iniciat de traduccidn ATG (posicién 2867).

d) Lasecuencia con informacion para fa incorporacion de 6 residuos de histidina en et péptido de
fusldn (dominlo poli-His), éstos permiten purificar ta protefna recombinante (posicion 2824-2841).

¢) La sccuencia con la informacién para fa- sfotesis del sitio de hidrélisis por la enzima
proteolftica enterocinasa (posicidn 2701-2775).

1) El sitio maltiple de clonaclén (posicidn 2709-2774),
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Figura 3.1, Mapa de restriceion ded pldsmido pRSETA. Abreviaturas: T7p: promotor det fago 17, RBS: sitin
de unidn al ribosoma, ATG: codon de iniciacion de 1a traduccion, (His)s: sccuencia con informacion part Ia
Jncorporacion de 6 residuos de histiding, EK: secuencia con informacion genética para I siutesis det sitio de
hidrdlisis por L1 enzima proteolitica enterocinasi, MCS: sitio maltiple de clonacidn, Term: scenencia para
finalizacion de la iranscripcion, Col E: origen de seplicacion det plasmido, F1 ork: origen de replicacidn del
fago (1 con el cunt ts posible 1a sfalesis de DNA de cadena simple cuaudo fa bacteria gue contiene ¢ pldsiido
es coinfectada con un £ago coupecador, amp”: gen de resistencia al antibidtico ampiciling y su promotor. Los
silivs de restriccion Wnicos estdn subrayados. En la pane superivr de Ja figura estd escrita la secaencia de
nuclestidos de I regidn del plasmido que va desde ¢f promator T7 litsta 1a sccuencia de terminacion de la
transcripeion.  También esid eserim el exremo amino-werminal ded péptitlo de fusion que es codificado por el
pasimido de aeverdo al cddigo genctico universal (Ver en ef apéadice).
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) Lasecuencia para la finalizacion de la transcripcion (posicion 2592-2690)).

) b seeuencia origen de replicacion del fago TF, con fa que es posible a sintesis de DNA
plismidico de cadena simple al infectar can un fago cooperador a Ta bacteria transformada (posicion
2A42-2497).

iy El gen de resistencia a la apiciling (amp” ), permite 13 seleceion de bacterias ranslormadas
con este plasmido en un mediv con este antibidtica (posician 996- 1986, incluye su promotor).

§) Lasecuencia Col E1, origen de replicacion del plismida (pasicion 55-935).

Enafigura 3.) se mucestra ¢l mapa de restricci6n de este pldsmido y a secueacia de mucledtidos

de 1ahebra codificante desde ef pramotor T7 hasta la secuencia seital de tenminacién de la transeripeion,

1.3 Plismido pBKS Tgdd. El pidsmido pBKS Tg34 conticne la sccuencia de DNA que
codilica para la sfntesis de la proteina ROP2 (salvo la mictionina inicial) insertada en o sitio Eco Ri del
sitio mutltiple de clonacion del plasmido pBlueseript KS* (Stratagenc). EF mapa det plasmido se muestra
en a figura 3.2 en la que estdn indicados fa localizacion del inserta y algunos sitios de restriceion. La

sceuencla de DNA del inserto y su traduccién se encuentranen la figura 3.3,

L4 Fagn MI3/TT (lnvitrogen). MI3/T7 ¢s un fago Jilanientoso con DNA circular de cadena
simple (6410 nucledtidos de largo) capaz de infectar bacterias que expresan pili sexual en su superficie.
Cuando ¢l DNA del Fago es introducido 4 una bacterta, se sintetiza la hebra conlplcmcnlaria formdndosc
DNA de cadena doble que constitye la forma replicativa (RF). A diferencla de otros bacteri6fagos,
ésie no ensambla nuevas partfeulas virales intracelularmente; el DNA de cadena sencilla, sintetizado en
clapas posterlores, s condueido a la membrana bacteriana donde se va cubriendo de protefnas virales y
al mismo tiempo es expulsado de la bacteria. Este modo de replicacion del fago hace que 1a bacteria no
sea lisada y continde su crecimiento aungue a una velocidad menor. Debido a que el genoma del fago
no se inserta en una estructura preforntada, no hay restriccidn en el tamafto de DNA que puede ser
empaquetado, por lo que este virus ha sido usado como vector de expresion.  Para ello, s¢ han
desarrollado fagos con promotores y regianes de clonacidn en su genoma (Sambrook y col., 1989;

Model y Russel, 1988; Denhardt y cal., 1978). En nuestro caso particular, en ¢l genoma del fago



MI3I/TT ha sido insertada 1a secuencia de DNA con Tn informacion para §a sintesis de ta enzima T7

RNA polimerasa cuya transcripeion se encuentra controlada por el promotor ac.

e < FITos Sacl(6s0)

“ ’ Bam Hi(sas)
Pst(r05)
....... Eco Rion)

\—— Msc I709)

4 Bam Higi2a7)

Xho 1{1513)

&5

Kpn 1(2545)
Apa 1{2541)
Xho l2531)

Hind 11142517)
Eco RI(2509)
Xho I(2478)
STCP)

Figura 3.2, Mapa de restriccion del pldsmido pBKS ‘T4, Igd4: sccuencia de DNA que conticne fa
informacion para la sfitesis de la protefna ROP2, MCS: sitio miltiple de clonacion, Lac Z: sceuencin
promotora del operdn de lactosa y Tragmento del gen Lic 2, Col E3 orl: origen de replicacion del piasmido, F1
orl; origen de replicacion del fago 1 con ¢l que es posible la sfitesis de DNA de cadena sencilla cuando fa
bacteria que contienc el plsmido es cainfectads con vn fago cooperador, amp™: gen de resistencia al antibiStico
ampiciling, Los sitios de restriccion dnicos estdn subrayados.
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Figura 3.3 Secuencia nucleoldica del inserio y de las regiones adyacentes del plasmido pBKS Ty34 y
sceuencia  deducidit de aminodcidos de I protefna ROP2,  Se indican las dos secuencias hidrolobicas
carrespondientes al péplido seilal y al pépitido asociado a Ia membrana, algunos sitios de restriccion del sitio
wdltiple de clonacion del plstnido pBKS y el sitio Msc | que se eneucntea e ¢l extremo 3° de Ia seeuencia que
codifica para el péptido sedal,



2 MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS

2.1 Medio Luria-Bertani (113): Bacto-tryprone 1%, Bacto extracto de fevadura 0.5 %, NaCl

1%, pH 7.0,
2.2 Medio LB agar: Medio 1B adicionado con 1.5 % de bacto-agar.

2.3 Medio LB-tetraciclina-ampicilina: Medio 1.1 adicionado con 100 pg/ml de ampicilina y 10

pg/ml de tetraciclina.

24 Medio LB agar-tetraciclina-ampicilina: Medio LB agar Tundido y cquilibrado a 48°C,

adicionado con 100 pg/ml de ampiciling y 10 pg/ml de setracicling.

2.5 Medio SOB: Bacto-tryplobe 2 %. Bacto extracto de levadura 0.5 %, NaCl 0.05 %, KC1 2.5
mM, MgCiz 10 mM, pt 7.0,

2.6 Medio SOB-tetraciclina-ampicilina: Medio SOB adicionada con 100 pg/m! de ampiciling

y 10 pg/mi de terraciclina.

2,7 Medlo LB agar de superficie: Media 1B adiciorado con 0.7 % de bacto-agar.

3 TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES DE E. cali CON DNA
PLASMIDICO

En todo experiento de transformacion debe inclufise dos controles: en uno de cllos, se
transforman células competentes con una cantidad determinada de una preparacion estdndar d¢ DNA

plasmfdico y. en el olro, células competentes no reciben DNA,

En el experimento de sransformacion, s derrite el contenidu de un tubo con células compeentes

KX}



de E. coli congelado a -10°C. Bl tubo se incuba en hido duranie 10 min, se e agrepa f DNA
plasmidica (F ng en un volumen maximo de S pl). se mezcla el contenido girando b who lentuente y
se realizan las siguientes incubaciones: 30 min en baio de hieto, 90's en haio de agu a42°C y § min en
Dano de hiely. Se 1¢ aiaden Y00 p de medio L1 y se incuba 45 win en bado a 37°C con agitacion a 200
rpm. En una caja pewri con medio selectivo LB agar. adicionado con los antibiéticos adecuados, se
siembra una alfcuota de 100 a 200 pi de céjulas ransformadas y con uni varilla de vidrio se extiende ¢
indculo sobre Ja superficie del media. Las bacterias transformadas sestantes se guardian a 4°C y fas

cajas con medio inoculado se incuban una noche a 37°C.

4 EXTRACCION DE DNA PLASMIDICO. METODO DE MINI-PREP

En 5 mt de medio 1.3 adicionado con los antibidticos adecuados, se reatiza un cultivo de wda la
nochie (37°C, agitacion a 300 rpm) de 1a colonia bacteriana elegida. Sc wransfieren 3wl det culivo a 2
wbos de 1.5 ml para microfuga y se guarda ef resta del culiivo a 4°C. En los tubos, se separan las
células por cemrifugacion en microfuga (1 min a 9,250g) y se renmeve ¢l niedio completamente. Se
resuspenden las bacterias en 56 pi de solucion 1.2 1PC (lisezima 4 mg/mt en huffer de glucosa 50 mM.
EDTA 100 mM, Tris 250 mM, pit 8.0). Se juntan las suspensiones de ambos tubos y se incuban 5 min
atemperatura ambiente (TA). Se agregan 200 pl de solucidn 11 (NaOH 40 mM, SDS | %). se mezcls
¢l contenido invirticndo ¢l tubo 3 veces y se incuba 5 min en hiclo. Se agregan 150 pl de selucién H
(Acctato de potasio pH 4.8, 3 M con respecto al potasio y 5 M con respecto al acetato), se nxzela con
vortex a baja velocidad (10 s) y se incuba 5 min en hiclo. Para climinar el precipitado formado, s¢
centrifuga e microfuga 5 min a 16,250g. El sobrenadante se transfiere a un tubo para microfuga
limpio y se realizan dos extracciones agregando 450 i de soluctdn de fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico (25:24:1), mezclando con vortex, centrifugando en microfuga (5 min, 16,250g, TA) y
transtirlendo la fase acuosa a otra tubo limpio. Se realizan dos extracciones con 450 p de €ter saturado
con agua, pero climinando 1a Jase superior de éter par aspiracion. A la fase acuosa final se le afiaden
700 w1 de cianol absoluto a TA, se mezela can vortex, se incuba 2 min a TA, se cenrifuga (14 min,
16,2508, TA) y se descarta ef sobrenadante. Al precipitado resuftasie se te agrega | mi de eranol a)

0% a -20°C y, sin agitar, se centrifuga (5 min, TA, 16,250). Se descanta ¢l sobrenadante, se seca ¢l



precipitacdo a TA durante 15 min y se resuspende en 50 ) de solucion RNAsa 50 pg/mi en bufer 11

(Tris 1D mM, EDTA 1 mM, pI3 8.0). Se incuba duranie 2 1a 37°C y se gpuardaa - 20°C

5 ANALISIS DE DNA POR ELECYROFORESIS EN GEL DE AGAROSA AL L5 %

Se pesa 1.2 g de agarosa en una batela con tapdn de rosca, se adaden 80 mi de bufter TAE (Tris
40 mM, EDTA 1 mM, 4cido acético 20 mM, pH 8.0), s¢ pesa fa bolella con su contenido y se disuclve
1a agarosa en un horno de microondas. Con agua bidestitada se restiuye al peso original. La solucion
se equilibea en un baio a SE°C y se viere en el molde para geles (con el peine para fonmar 1os pozos),
obleniendo un gel de S mm de grueso y dejéndolo solidilicar durante 20 minutos. Se retira ol peine y ¢l

molde con ¢l gel se sunterge en licdinara de electrotoresis flena con hufler TAE.

Se preparan Tas muestras o analizar adicionandotes una décima parte del volumen de "oading
buffer” 10x (azul de bromofenal 2.5 mym, SDS 1%, glicerol 50 %, TAE 10x).  Las muestras se
centrifugan y se aplican en los pozos del gel de agarosa.  Se coloca 1a tapy de la cmara de
electrotoresls y se conectan fos elecirodos con ¢l dnodo del tado opuesto a las muesiras. Se carre fa
clectroforesis a 150 V (corriente libre) durante 1.25 b Despuds de la clectroforesis, el gel se tike
sutnergiéndolo en una solucién de bramuro de etidio (10 pg/ml en bulfer TAE) durante 15 min, con
agitaci6n lenta y en 1a obscuridad. El gel se decolora swmergiéndolo en agua durante 15 min, con
agitaci6n lenta y en la obscuridad. Fl gol se coloca sobre una hoja de celofdn en ¢ transiluminador, s¢

Hlumina con luz U.V. (302 nm) y se fotograffa.

6 DIGESTION DE DNA PLASMIDICO CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Si se desconoce ta concenmraclén de DNA en la sotucidn a analizar, dsta puede estimarse
sometiendo una muestra de volumen conocido a una electroforesis en gel de agarosa junto con una

cantidad conocida de DNA y comparando 1a intensidad luminosa de tas bandas producidas.

En orden, se aiaden tos siguientes reactivas 3 up tubo de 1.5 mi para microfuga, timpio y estéril;

« 1l de buffer 10x adecuado para Ta enzima de resiriceion (ver cuadra 3.1).
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- Una cantidad aproximada de 200 ng de DNA plasmidico,

- Agua birkestilada chp 10 pik

- 56 10U delaenzima de restriceion seleccianada.

Se mezek of contenido del tuba con vortex, se incuba duranie 2 a <4 i temperatara adecaada
f

(ver cuadro 2.1} y la muesira digerida se analiza por clectrotoresis en gel de agarosa al 1.5 %.

Cuadro 3.1, Fnzimas de seslriccion y composicion de buffers empleados.

finzima de restriceion Baffer Temperaura Sitios de corte
$OX

Tam 111 B 31°C G CGATCC
Bgll 1 60 °C GCCNNNN ! NGGC
Dral MyA 37°C TIT ! AAA
ficoRI 1 KYME G TAATIC
Hae 111 M n'e RGCGC!Y
Hind 111 ByM e ATAGCTT
Msel reac. buf. 2 37°C TGG!CCA
MNae ] A 3°c GCC 1 GG
Psid ] 3¢ CTGCA' G
Py 1l M 137°C CAG! CTG
Xhol 11 37°C CHTCGAG

Butter A 10x: Tris-acclaie 330 mM, acetato de Mg 100 M., acetuio ve K 660 mM, dithiatireitol S mM,

pl11.9

Buffer B 10x: Tris-HCT 100 mM, MgClz 50 mM, NaCl ¥ M, 2-mercaplocianol 10 mM, pll 8.0
Buffer 11 10x: Tris-HC1 500 mM, MgCl2 100 mM, NaCl 1 M, dithioerythritol 10 mM, plt 7.5,
Buffer M 10x:Tris-HC1 100 mM, MgClz 100 mM, NaC1500 mM, dithioeryhrin) 10 mM, ptl 7.5
reac. bul. 2 10x: Tris-11C1 S00mM, MgC12 1060mM, NaCl 500 mM, pl18.0

7 PURIFICACION DE DNA PLASM{DICO CON COLUMNA DE INTERCAMBIO
ANIONICO QIAGEN-tip 100 (METODO DE MIDI-PREP)

En 25 ml de medio 1B, adicionado con los antibi6ticos adecuados, se prepara ub cultivo de woda

1a nache (37°C, aghacitn a 300 rpm) de Ta colonia bacteriana clegida. E cultivo se wansficre a un wbo

de polipropilenn estérit con {apdn de rosea, se separan Jas células por centrifugacion (3,000g, 10 min,

4°C) y se elimina completamente ¢} medio sobrenadante. Las células se resuspenden en 4 ml de bulfer

P1-RNAsa (RNAsa 100 pg/mi, Tris 50 mM, EDTA 10 mM. pH 8.0), se agregan 4 ml de buffer 12
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(NaOH 200 mM, SDS 1403, se mezela invirtiendo o o 3 veees. se incaba 5 min a FA, se agregan +
ml de bulter P3 frio (Acetato de potasio IV pll 5.5 se mezchy suavemente. se incuba 15 min en hiclo
y. para separar el precipitido formido, se centrifuga (30000, 30 min, 4°C). El sobrenadanie s¢ pasa a
un twbo de policarbonato estiérid y s¢ovuelve o centrilugar (30.000g, 15 min, 4°C) yecuperando

nuevaniente ¢l sobrenadante transparente,

En este orden, a uni columna QIAGEN-tip HX) se fe aplican tas siguientes saluciones dejando
que, por gravedad, cada una entre tatabmente a ka columna antes de aplicar la siguiente:

-4 ml de buffer QBT (NaCl 750 mM, MOPS s mM pH 7.0, Etanol 15%, Triton-x 100 015 %),

- Bl sobrenadante uhtenidn.

- 10 mi de butfer QC (NaCl I M, MOPS S0 mM pH 7.0, 2tanol 15%).

- H)ymt de huifer QC.

-5 ml debulfer QF (NaCl 1.25 M, Tris 50 mM pH 8.5, etanol 15%).

En el dhimo paso, en un uba corex estéril se recupera of eluida que conticne ¢ DNA. Fste se
precipita agregando 3.5 ml de isopropanal a TA. mezelando. eentrifuganda (15,0062, 30 min, 4°C) ¥
eliminando ¢l sobrenadante. ¥ DNA precipilado se lava agregando S ml de etanol al 70% a -20°C.
cenirifugando (15.000g. 15 min, 4°C) y eliminando ¢l subrenadante. Se deja seear e} precipitado 15 min
a TA, s¢ disuelve en 400 pl de buffer TE. se incuba 30 min 2 TA y agilando esporddicamente con
vortex, La solucion de DNA se transfiere 4 un who para microfuga y se centrifuga (5 min, 16,250g).

Se recupera el sobrenadante (solucidn de DNA), s¢ cuantifica el DNA y se almacena a -20°C.

8 CUANTIFICACION Y DETERMINACION DE PUREZA DE DNA OBTENIDO POR
MIDI-PREP (METODO ESPECTROFOTOMETRICO)

A partir de 1a soluci6n de DNA obienida por midiprep, se prepara 1 ml de una dilucidn 1/2(0 en
buffer de TE. Se mide la absorbancla (A) de esta dilucién a Jongitudes de onda de 280 nm y 260 mn,
eipleando una cetda de cuarzo de 1em de trayecta Optico y usando como blanco bufter TE, Se emplea

. " ¥ N
como fndiee de pureza b rebacion AM ™™ AMBM (e ser mayor a 1.8). La concentracion de DNA



. . . hu XA .
se determing omando en consideracion gue A= 1.0 correspande a una concentracion de DNA ke

50 g/ .
9 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA PLASMIDICO

9.1 Digestidn de DNA con enzimas de restriccion

Enun tubo de 1.5 mi para microfuga, s agregan en of siguiente orden:

- Ef volumen determinado def buffer adecuado pars Ias enzimas de restriceidn a empiear.
- Agua bidestifada si es necesaria .

-5 pg de DNA plasmidico.

- 20U de cada una de las enzimas de resiiccion,

La mezela de reaceion se fneuba de 7 2 12 ha femperatura adecuada para las enzimas, Despuds
de 1a digestian, se inactivan las enzimas durante 10 minutos a 70°C, La mezcla de reaccidn se somete 3
electroforesis en gel de agarasa al 1.5% (empleando gel y soluciones recién preparadas). El gel se tifie

con una solucidn de bromuro de etidio fresea (10 pg/ml en butfer TAE).
9.2 Purificaclén de fragmentos de DNA con matriz Prep-A-Gene

Can proteccitn adecwada (bata, guanies y lentes), se flumina el ged de agarasa con Juz UV,
milentras s¢ corta, con una navaja de bisturi estédl, Ta parcién del gel de agarosa que conticne ¢
fragmento de DNA que s¢ quiene aislar, La parcion det gel se corta en pedazos mds pegquedos que se

colocan en un tubo para microfuga y se determing su peso y volumen (considerando su densidad igual a

* ARs30n . Apcorbancia a longitud de onda de 260 mi, A¥0™: Absorbancia a longitud de onda de 280 i,

** Las enzimas de restriccion esignn disuchas cr bulfer con glicero! al 50 % que es inhibidor de la actividad de
{a enzima. Para diluir o suficiente el glicerol, ef volumen total de la mezela de reaceidn debe ser por Jo sienos
10 veees mayor af volumen total agregado de tos stocks de Jas enzintas y esto detenning Jos volumencs a adadis
de agon bidestilada (si es becesaria) y de butfer para kas enzimas de restriccion.
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| g/mt). Se aaden 3 vokinienes de “binding butfer” (NaClO 6 M, Tris-HC) SO mM pH 8.0, EDTA 10
MmM) y se funde In agarosa incubando a 55°C. Se agrega La suspension de la matriz Prep-A-Gene (1
par cada 200 ng de DNA" ), se incuba 10 mina TA con agitacidn constante y e separa b matriz feon
¢l DNA adsorbido) por centrifugacion en microfuga (16,250, 30 s) y climinanto cf sobrenadinte. 1.a
ntatriz separada se fava 3 veces suspendiéndola en 50 voldmenes (con respecto ab volumen agregado de
Ja mairiz) de "wash bulter” (Tris-HCY 20 mM pHl 7.5, EDTA 2 mM. ctano} 50 %), centrifugando
(16.250g, 30 s) y etiminando ef sabrenadante. La matriz separida se seca § min a TA, se resuspende en
un volumen (con respecto a la matriz) de "eltion buffer® (Tris-HCH 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM), se
vuelve a separar por cemtrifugacion (30 s, 16,2508) y se recupera el sobremadante en un tuho para
microfuga. Se repite Ja operacion anterior. Se juntan los sobrenadaptes en wn bo de microfuga. se
centrifuga nuevamente para recuperar un sobrenadante final. Una muestr e esta salucion se analiza

por efectroforesis en gel de agarosa ai 1.5% y of resto se guardaa -20°C.

10 LIGACION DE FRAGMENTOS DE DNA CON LA ENZIMA T4 DNA LIGASA

A uti tubo para microfuga se le apaden cantidades equimolares y suficientes de los fragmentos [
DNA purificatos y en un volumen wtal de 11 il (completar ef valunien con agua bidestilada si es
accesarto). Si se van a ligar fragmentos can extremas pegajosos. of DNA se incuba a 60°C durante 10
min para separar 10§ exiremos que se hayan alineado entre sf v después se eniria a TA duramte 20 min.
Se anaden 3 i de buffer de ligacion Sx (Polietilenglicot al 25 % en Tris-HCY 330 mM, MgClz 25 mM,
ATP 5 mM, dithioerythritol 5 mM, pH 7.5) y | U dela enzima T4 DNA ligasa dilufda en 1 pl de butler
de ligacidn 1x, Se lncuba duranie | noche a 14°C. Al lerminar la ligacion se Inactiva fa enzima por

Incubacion & 60°C duranite 10 min.

* Parai estimar 3a cantidad de DNA en el gel de agarosa se oma en consideracion: fa proporcion del nmaito del
fragmento de DNA a purificar can respecto af tamaiio ded ptasmido y fa cantidad lotal digerida del pldsmido.
También puce estimarse por comparacion de 1 intensidad luminosa de las bandas del DNA a puriticar con
una batda producida al analizar una cantidad conacida de DNA.
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11 PREPARACION Y TITULACION DEL "STOCK" DE FAGO M13/17
1LY Aislamiento de placas

En S ml del medio LB-tetracieling, se prepara un cultivo de 7 iude la bacteria E. coli X1.1-Blue,
Usando medio 1B, se preparan difuciones seriadas en potencias de 10 del "stock” del Tago M13/T7,
desde 107 2 10™ A wbos con 3 ml de medio 1.B-agar de superficie, fundido y equitibrado a 47°C. se
les afaden 100 jl de cada dilucion del fago y 100 pl del cultivo de E. coli XL1-Blue, se mezclan
perfectamente y se viene su contenido sobre cajas petri con medio LB-agar. Se deja solidificar o} agar

de superficie y se incuban las cajas duranie 1 noche a 37°C.

11,2 Comprobicin de la presencia det fago M13/17

De T caja petri con placas aisladas se eligen 10 de éstas. L1 pedacito de agar con cada placa se
toma con la punta de una pipeta Pasieur estéril y se deposita en tubos con 2 mb de nedio LB inoculado
con 50 g def cultivo de £. coli X1.1-Blue (preparada anterormente). 1.os wbos se incuban 5 ha 37°C.
Las células contenidas en 1.5 mi de cada uno de los cultivos se separan por centrifugacion (5 min,
16.250), guardando el sobrenadante a 4°C. Se extrae ¢l DNA viral de doble cadena (fornta replicativa)
a partir de las cflulas separadas usando cf méodo de Miniprep. Muestras de 5 pl del DNA exirafdo se
digicren con 5 U de cada una de Tas enzimas de restriccion Hind 11 y Eco R), y se analizan por
clectroforesis en gel de agarosa al 1.5%.  La exisiencia de un fragntento de DNA de 2.7 kpb.
carrespondiente al DNA con la informacion genética para 1a sftesis de la enzima T7 RNA polimerssa,

confirma ka presencla ¢ integridad del fago MI3/T7.
1.3 Preparacién del "stock” del fago M13/17
En 3 ml de medio SOB-tetraciching, s¢ hace un cultivo (37°C, 300 pm) de E. coli XL1-Blue

hasta que alcance una DO a 600 i fgual a 0.3, Con 10 pi de este cultivo se inocalan 100 ml de medio

SOB-tetracicling y se adaden 100 i del medio sobrenadante seleccionado en la ctapa anierior por
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contener ef fago MIZ/TT. Se incuba a 37°C durante toda $a noche con agitacion 2 300 rpm. - E cultivo
es raspasado i bos de policarbouato estériles y se separin tas célwlas por centrifugaciaon (10,000g, 15
i, 4°C). K sabrepadanie se reeupera en comdiciones de esterilidad y se incabit 4 70°C durante 20

min, Este nuevo "stock” del fapo se separa en alfeuntas que se guardan a 4°C.
14 Tiacion del “stock”

Se procede de B misnia Tortia que para o aistamiento de placas ¢11.1) El tfato def "stock™ se
determing con el ndmera de placas presentes en ta cafir sdecyada (agqudlfa gue tiene de 20 a 20 placas),
multiplicdndolo por of factor de difucidn respectivo y expresundo of resuttado en unidades formadoras

de placas por o def "stock™ (plu’s/int).

12 INDUCCION DE LA EXPRESION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE EN
BACTERIAS TRANSFORMADAS CON EL VECTOR pRSETA

En medio LB-1etraciclina-ampiciling, se prepara un cuftiva de toda fa noche de Ja colonia
transformada. Con 300 at de este cultivo se inocula vn matraz con 15 i de medio SOB-1etraciclina-
ampiciling y se inicia of cultivo a 37°C con agitacion a 300 rpm. - Se sigue e crecimicnn bacteriano
midiendo ka densidad dptica (DO) a 600 mn. Cuando se tiega al inicio de Ia fase de crecimienio

exponencial (DO= 0.3) se cofecta una muestra de 1wl que se proeesa de fa siguienie maners:

- Se mide fa DO a 600 mm para delerminar ¢l mimero de células en 1a muesien (DO= 1.0
corresponde a 10” céiutasin?).

~ Se traspasa 14 wuestra a un twbo pary microtuga y se separan las células por centrifugacion
(1 min, 16,250g), eliminanda ¢l sobrenadante.

- Se resuspenden Tas células en buffer tuestra (SDS 2.5%, Tris HCl 65.2 mM pH 6.8, 2-
wereaptoetanol 5 % v/v, azul de bromofenol 5 mp/100 mi, glicerol 10%) ajustando su conceniracion a
2x10 céinlas/nd.

- Se hicrve fa muestra en bado Marfa durante § win, se enfrfa en hielo y se guarda a -20°C,
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Despuds, seagrega al cullivo una solucion de I17TG(HK mM) en cantidadt suticiente para
alcanzitr una concentracion de t mM. - Se cantinda el cultivo durante T se tonia una muestra y w0
procesa de igual fomta, En esla etapa, se determing la concentracion de bacterias y se infecta el cultivo
con el fago M13/17, anadiendo e volumen del "stock” diet fago necesario para alcanzas una proporcion
de § unidades formadoras de placas (pfu’s) por célula bacteriana, Se continda et crecimiento ded culiivo

y s procesan de igual forma muestras tomadas 1, 2, 3y 5 hdespuds de bt infeceion.

Con los datas de densidad Gpica, se construye una grifica de crecimiento bacteriano.  Las
muestras procesadas se anlizan par eleciroforesis en gel de potiacrilamida-SDS con tincidn con azul &

Couamassie o por Western blot,

13 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS

Se prepara et get de corrida con 30 mt de una sotucitn desgasificada de acrilamida-bisacrilamida
(acrilamida 10%, hisacritamida 0.27 %, Tris-HCY 375 mM pH 8.8, SDS 0.1 %) apadiendo 150 pt &
persulfato de amanio ol 10% y 10 pt de TEMED. El gel se vierie en ef molde armitdo con los vidrios.
cspaciadares, pinzas y la hase pasa preparacion de geles; se cubire con una capa de butanol saturtdo con
agua y se deja polimerizar durante 1 h. Se¢ ellmina ¢l Isobutanol de Ja superficle det gel. ésta se enjuaga
con agua bidestilada y se seca can papel Whatian. Se coloca el peine entre los vidrios, se vierie el gl
concentrador preparado con 125 mi de una solucién desgasificada de acrilamida-bisacrilamida
(acritamida 4 %, bisacrilamida 0.1 %, Tris-HC1 128 mM pH 6.8, SDS 0.1 %), 62 pi de persullato &
amonio al 10% y 6.2 pl de TEMED, E gel se deja polimerizar 30 min, se retira el peine y se enjuagan
los espaclos para Tas muestras con agua bidestilada y buffer de clecrodos (Tris 0.3 %, gicina 1.44%.

SDS 0.1 %). Al final, 1os espaclos se dejan Henos con bufer de clectrodos.

l.as muestras a analizar se aplican en los pozos; se anma Ja cdmara del electrodo superior
(¢ftodo) sobre el molde con ¢l gel, ambos se transficren a la cdmara infedor equipada con un magnet).
el electrodo inderior (dnodo) y llena de bulfer de electrodos. Se instala Ta tapa de 1a cdmara conectando

correctamente las terminales ala fuerte de poder y 1a electratoresis se Heva a cabo durante una noche, #
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un corriente de 7.5 mA, voltaje ngiximo de 60V y con agitacion ded bulter de electrodos.

Al final de la electroforesis se desconectan Jos electrodos, se extrae Ja cimara superior y el ok

con gel, éste Gltimo se desarnta para vbtener el gel fntegro sobre uno de los vidrios.

14 TINCION DE GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS CON AZUL DE COOMASSIE

Despuds de Ta clectroloresis, se eliming el gel cancentrador y ¢f resto def gel se calocit en un
recipiente de polipropiteno. Se fijan las protefnas contenidas en of ged con 75 ml de solucian de tincion
(4cido acético 5% viv, metanol (D% v/v) ¢ incubando 4 55°C durante 21 min con agitacion fenta. Se
tife ef gel conuna solucion de Coomassic Prillant blue R250:a8 0.1 % en solucion de tincidn, incubando
30 min, 2 55°C con agitacion lenta, EJ gel se decatora con una solucion para enjuague (deido acético

7% viv) incubando a 55°C con agitacion leta.

15 WESTERNBLOT

15.1 Electrotransferencla

Después de 1a clectroforesis, se climina el gel concentrador; el resto del gel se Java 3 veees con
buter de lavado (Tris 25 mM, ghicina 192 mM, pH 8.3) durante 1S min. En una charola Hena con
buffer de transferencia (Tris 25 mM, Glicina 192 mM, pii 8.3, metanol 20 %), en forma de “sandwich”
s¢ colocan bien centrados y previamenie remojados con el mismo buffer: una reja para
cleetrotransferencia, una esponja, el papel para blot, 1a membrana de ntirocelutosa cortada al tamaio
del gel, el gel, et papel Whittman, una esponju y otra reja. La cémara de wransferencia se tena con
buffer de transferencia a 4°C, s¢ equipa con un magneto y un refrigerante mantenido a 4°C. - Se
introduce el “sandwich” en la cdmara de transterencia (1a membrana de nitroectutosa del lado del dnoda)
y se coloca Ta tapa-fuente de poder. 1. ransferencia se Beva a cabo duramie dos horas a 90 V y 0.7 A

con agitacién det buffer.
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Al lerminar Ta transferencia se desconeetan los electrodos, se extrae y se desanma el “sandwich”.
y de Lmembrana, se corta L tiva correspondicnte al carmil de marcadores de pesa molecular, La tira &
marcadores se tife con una sohcion de rojo de Ponceau @l 0.3% (en deido tricloroacético al 3%)
durante 10 min, y se decolors con dcido acético al 5% 11 resto de la membrana s¢ somele a

inmunodeteceion.
15.2 Inmunndeteccion de La proteinn ROP2 sobre ¢! ot

La membrana de nitrocelulosa se enjuaga con sohcidn TNT (NaCl 0.15M, Tris-HCH 10 mM pH
8.0, Tween 20 0.05 % v/v) y se Dloquea con 30 ml de solucidn de albiimina sérica bovina (BSA al 1%
et TN'T) incubando 2 ha 'TA con agitacion tenia. Se lava 1a membrana con TNT (2 enjuagues rdpidos
y 3 lavados de 10 min en agilacion suave). La membrang se incuba con 30 mt de una dilucion 10° &
lquido de aseitis con el anticuerpo 2D1° (Leriche y Dubremetz, 1991; Sadak y col., 1988) en BSA
1% . con agilacién suave, a TA duranie 1 (04°C dorante | noche). La membrana se lava con TNT y
se aiade 30 mi de una dilucion 107 def conjugado GAM-AP (anticuerpo de cabry anti-IgG mwina
conjugado a fosTatasa alcaling) en BSA al 1%, se incuba 2 ha TA con agitacién lénta. La membrana se
fava con TNT y s¢ fe agregan 30 ml de Ta solucién de sustrato (nitraazul de tetrazolio. NBT. (133
mg/mi. bromo-clora-indolil-fosiata. BCIP. 0.16 mg/mi, Tris-HC 100 mM. NaCl 100 mM., MgClz §
mM. pH 9.5), s¢ incuba S min, a TA, ¢n la oscuridad y cont agitacion suave. Se descarta ja solucion de
sustrata. La reaccion se detiene incubando la membrina con 10 ml de solucion de EDTA 5 mM pH 8.0

durante 10 min. Finalmente, se enjuaga fa meinbrana con agua bidestilada y se secaa TA.

* Anticuerpo monocional murinu anti-ROM
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CAPITULO IV

RESULTADOS

I EXPRESION DE UNA FORMA RECOMBINANTE DE LA PROTEINA ROP2
USANDO FL PLASMIDO pRSETA

L} Disedo de la conslruccion

Yara expresar fa proteia ROP2 sin su péprido senal en £ coli. usando el vector pRSETA. se

dised la construceidn goe se representa en Ja figura 4.1,

El plasmido pBKS T34 conticae 1a informacion genéica para 1a sintesis de a protefitn ROP2
(sin ¢l codon inicial). La digestion de este pldsmido cun las enzimas de restriccion Hing HE y Mse 1
produce dos fragmentos de DNA de 17300y 3030 ph de lamado, respectivamente. EY fragmento de 1730
ph (Tg34/M/H) contienc la imformacidn gendtica para la sfnlesis de 1 protefns ROP? sin su péplido

sefal y conticie un extremo rasurada en 57y an extremo Hind 1 pegajoso en 3.

En el pldsmido pRSETA 1a Tocalizacion y aricatacion del promotor ‘F7 detenminan el inicio y I
direccidn de 1a transcripeidn de secuencias de DNA insertadas en o sitlo madltiple de clonacién y, por lo
tanto, también determinin la orientacion en gue debe ser colocado el inserto para la adecuada expresion.
En ¢t sitlo maltiple de clonacién det plasmido pRSETA existe un sitio 1'mfcu de corle para la cnzima
Pvu 1} (enzima que produee exiremos rasurados) y otro sitio dnico de corte para la enzima Hind H1 (ver
mds detalles en la figura 3.1). Al digerir el pldsmido pRSETA con las enzimas Hind B y Pvu 1, éste
se linciwlza tenlendo un extremo rasurado cercano al promotor T7 y otro extremo Hind HI pegajoso. La
ligacién del fragmento Te34/M/H con ¢l pldsmido pRSETA linearizado Hevard a ta formaclon de un
nueva pldsmida (pRSETA Tg34/M/H) que posee ¢l inserto en el marco de lectura adecuado para que se
exprese la proteina ROP2 sin su péptido sedat conto una protefna de fusion. L figura 4.2 muestra la

secuencia de aminodcidos y el peso molecular esperados para fa protefna de fusion.
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Figura 4.1. Construceidn det plismido de expresion pRSETA Tg34/M/AL Abreviawras: 17p: promotor ‘T7, RBS: sitio de
unién al ribosoma. ATG: coddn de inicio de traduceién, (H1s)6: infonwacian para incarporacion de 6 vesiduos de histiding,
EK: infonmacion para la sfatesis det sitio de hidrélisis por la enzima proteoliiica enterocinasa, MCS: sitip imiiltiple de
clonacion, Term: sehal pasa ta finalizacion de wanscripcion, Cat EX ork: origen de replicacion det plismido. F1 ori: origen
de replicacion del fago fl con cf que ¢s posible Ja simesis de DNA de-cadena sencitta, amp': gen de resisiencia o Ja
ampiciling, Lae Z: promotor del operén lac y fragmento del gen Lae Z, Tgd: secuencia de DNA con la informacion para
la sfutesis de I proteina ROP2. STOP: codén enninacion de raduecitn del gen ROP2.

40



MRGSHHHHHHGMASMTCGQOMGRDLYDDDDKDRWGSELE ] 40

(His)6 EK
CSHVQOGAGVVRPREWONSEAAVOVRE PGGASPRHFHSOP 80
EPVAFIDGEHVEDKHGGSWLEQREAALEVTPLLNSHTETPT 120
OSPSAFRRLLRRLREWRRGRTGGSDGGGEPPOTPRPSLET 160

RLEFQHLRRAAAATIPAAASREFFRREFRRVOEPVFPPDEFPED 200

VODTNPMYFRGTRPGDVVIEELFNRI PETSVWNENERVLSN 240

ANHLVSTALWRNEQSFRVESELGERPRTLVRGPVLRDDGS 280
Proteina ROP2 (sin péptido seiial)
YICLEATDOETGEPLEVHVPYFTERPPSNAIKQOLSEQVLR 320

LRLELRGIKNQRQAKAYLRFIFPIDLVKNDPKKRKMIRVRLD 360

ERDMWVLSREFLYPRMOSNEHILGDVE LSHSSTHKSLVHHE 400

ARLOLTLOLIRLAASLOHYGLVHADFQVRNILLDORGGVE 440

LTGFEHLVRDGASAVSPIGRGFAPPETTAERMLPYROHHP 480

TLMTFPEDTWILGLATYWIWCADLPNTEDAELGGIEWIYR 520

RCKNIPOPVRALLEGFLRYSKEDRLLPLOAMETSEYEQLR 560

TELSAVLPLYQTDGEPA 571

Peso Molecular calculado : 66 kbDa

Figura 4.2. Sccucncia de aminoAcidos de la protefna de fusion recombinnte. i la figura estd escrita la
secuencia espesada de aminodcidos de la proefua de fusion recombinante codificada por ¢l plasmido pRSETA
Te34/M/ML - Se Indican las distintas regiones de esta protefna y ¢l peso molecular caleulado.  Abreviaturas:
(Hs)s: tdominio poli-his o de unién a meta), EK: sitio de hidrdlisis de 1a enzima enterocinasa. Con * se iudica
¢l residuo correspondiente al aminodcido 27 de la secuencia de Ja protcfua ROP2.
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1.2 Produccion y puriticacion del pliismido pRSETA

Como primer paso para realizar la construccion disetada, fue necesario amplificar y purificar of
plasmido pRSETA. Se rransformaron eélulas competentes de la cepa £, coli X1 -Blue con o plasmidy
PRSETA; como control se hizo una transformacidn de las mismas células, pero sustituyendo ¢l
plasmido con buffer de TE. Las bacterias transformadas s¢ seleccionaron en medio LI agar-
tetracichina-ampicilina. - Crecieron 240 colonias en la placa sembrada con bacterias tratadas con ¢l
plasmido y no se observe crecimiento en la placa sembrada con las bacterias del contral, demostrando

ue el crecimiento de las bacterias en este medio se debe al tratamiento con ¢l pldsmido pRSETA,

Para verificar Fa presencia del plasmido pRSETA en las colonias obtenidas, s¢ obtuvo DNA
plasmidctico de 4 de estas colanias por ¢l métado de Miniprep, Como control, se sameticron al mismo
protocolo bacterias £, colit XEL1-Blue no ranslformadas.  El DNA plasmidico se analiz6 por
clectroforesis en gel de agarosa (Figura 4.3). Observamos dos bandas intensas de DNA en fos carriles
correspondientes o cada wna de las muestras de DNA extraido de las 4 colonias de bacterias
transformadas,  Cada handa corresponde a una de las dos conformaciones que puede adquirir ¢
plasmido, ya sea circulir o superearoffada. No se observa DNA en el carril carrespondiente al
Miniprep reatizado con fas bacterias £, coli XELi-Bhue no transformadas, demostrando fa extraceion

seluctiva de DNA plasmidico por este método.

Para verificar que el pidsmido extrafdo de ks 4 colonias bacterianas ransformadas tenia ¢l
patrén de restriceion esperado para ¢f pldsmido pRSETA, ¢l DNA plasmidico fue digerido con las
enzimas de restricei6n Hind T, Bgl 1 o Hae 1H y los productos de cada digestion fueron anatizados por
clectroforesis en gel de agarosa (Figura 4.4). En la tablu 4.1 se reporta el mimero y tamaio aproximado
de los fragmenios de DNA producidos experimentalimente en las digestiones, asf como ¢l niniero y
umaio de fos fragmenios de DNA esperados.  ES impontante mencionar que la digestion del DNA
plasmidico con la enzima Hae TH prodace Fragimentos de un tamado menar a 300 pb, no detectables ¢n
¢ gel de agarosa usido. 1.os resultados en 1a Tabla mwestran I3 presencia, en las 4 colonias de bacterias
E. coli XLi-Blue transformadas, de un ptasmido cuyo tamafo y mapa de restriecién corresponde al

esperiada para el pidsmido pRSETA. A estas colonias se les denoming £, coli X1.1-Blue pRSETA.
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Figura 4.3. Andlisis por clectroforesis en gel de agarosi det DNA plasmfdico extrafdo de 4 colonias de £ coli
XL1-Blue transformadas con of ptismido pRSETA,  Muestras de 8 i de DNA plasinfdico obtenido por
Miniprep de las colonias nimero ) (carril 1), 3 (carri) 3), 4 (carsit 4) § (carri) §) de bacterias transformadas con
¢l plasmido pRSETA y de una colonia de bacterias no transformadas (carril C) fueron sometidas a
dectsoluresis en gel de agarosa al 1.5 %. L ¢l carri} A se aplic6 una muestra de 500 ng de DNA del fago A
digerido con Hind HI y Eco R como estandares de tamaiio. A la lzquierda se indica el tanado de Jos
fragmentos de DNA estindares.
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Figura 44. (A, B y C) Mapas del plasmido pRSETA mostrando los sitivs de corte de as enzimas de
sesiriceion Hind 1, Bgl Ty Hae I8 (D) Andlisis por cleciroforesis en gel de agarosa del DNA plasmidico
extraldo de 4 colonias de bacterias £, coli X1.1-Blue tansfonmadas con ¢l pidsmido pRSETA y digerido con las
enzimas Himd 11}, Bgl 1o Hae fll. Muestras de 8 ptl del DNA plasmfdico, extrafdo de las colonias ndmero ! (1),
3 (3). 4 (@) y 5 (8) de bacterias transformadas con ¢l pldsmido pRSETA, fucron digeridas con Hind 1l (Hind
1), By Bk 1 a Hac B (Ree WD, Las muestrss digeridas fucron sometidas a electroforesis en gel de
agarasa al 1.5 %. En fos carriles marcados con A, se aplicarun mwestras de 500 ng de DNA del fago A digerido
con Hind Biy Feo R como estndares de tamano. A fa izguicrda se indica ¢f tamaio de os fragmentos de

DNA estindares.
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Tabla 4.1. Caracterizacion con enzimas de restriccon del DNA plasmidico extrafdo de 4
colonias de . coli XEE-Blue transtormadas con ¢l plismida pRSETA.

e re

CHind g Bl o e L

Tamaio de Jos fragmentos esperados 2949 pb - 1620y 1320ph 657,458, 434, 334, 290, 267, 174,
142,80, 74 y 29 pb

Tamaia aproximado de Jos fragmentos 2.8kph - 1.5y 1.2kph 0.64,0.52,043,0.39y 031 kpb
obscrvadas (2.8 kph)
Flfragmento nxrcado con ® . visto en Ja natsestra de da coloma 1, coesponde al plismido bineanzado producido et digestion incompleta.

Para disponer de DNA dei pldsmido pRSETA de calidad adecuada y en cantidad suficienle pira
los siguienles experimentos, se purilicd DNA plasiidico de 1a colonia mimero 1 de E. coli X1.1-Hhe
PRSETA empleando el método de Midiprep. Se cuantilicd ol DNA oblenido y se evalud su pureza por
niétodv espectrofatomctsico, 1a relacion A™ /A™ e de 1.94 (debe ser mayor 1 1.8) y fa cantidad otal

obtenida de DNA purificado fue de 388 jig.

Para verificar Ja calidad dod DNA plasmidica purificado, muesiras de ésic ueron digeridas con
tas enzimas de restriccidn Pvu t o Hind 11y Fueron analizadas por electroforesis en gel de agarosa,
tambidn s¢ analizd una muestra de DNA plasmidico imacio purificado (Figura 4.5). En ¢l caril
donde Fue aplicada 1o muesira de DNA plasmidico intaci, se observé una banda iniensa de DNA
(correspondiente a DNA plasmidico en su forig circular superenrollada) y otra de nienor intensidad
(correspondiente a DNA plasniidico en su forma circular). Enlos carriles donde Tueron aplicadas las
muestrag digeridas con cada una de Jas dos enzimas, se observd una banda de DNA de un tamada

aproximada de 2.7 kpb que corresponde al pldsmido lincarizado (de un tamafo real de 2949 pby).

1.3 Clonaclén del DNA que codifica para la sintesls de la protefna ROP2 en ¢l pldsmido
PRSETA

Se aisté y purificd of fragmento de DNA de 1730 pb denominado Tg34/M/H, producto de 1

digestion del pldsmida pBKS T34 con fas cazimas Hind 11y Mse 1. ‘También se aisld y puritico ¢
Iragmeato de 2900 pb denominado pRSETAM/H, producto de Ta digestion del plasmido pRSETA con
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Figura 4.5, (A} Mapa del plasmido pRSETA mostrando los sitios de corte de las enzimas de restriccion
Hind 111y Pvu 1l (1) Andlisis por clectroforesis en gel de agarosa del plasmido pRSETA purificado por
Midiprep y digerida con tas enzimas de restriccion 1ind 111 o Pvu 11 Muestras dle 2 pi de plasmido pRSETA
(97 ng/ul), purificado por cromidograffa de intercambio aniénico Qiagen-tip 100 (Midiprep), fucron digeridas
con § U de da enzima Hind HI (carril ) o con § U de la enzima Py 11 (carril ). Después de Ia.digesiion, las
nuestris fucron someiidas a electroloresis en get de agarosa al 1S %, En ¢l carrit A fue aplicada una mucstra
de 500 ng de DNA del fago A digerido con Hind 111 y Eco RI como estdndares de tunaiio y en ¢l carril T fue
aplicada una mucstra de 2 pit del plasmica pRSETA puriticado ¢ intacto. A la izquicrda se muestra el tamadio
de Jos fragmentos de DNA estdndares,



las enzimas Hind Iy Pvu Il Para verificar 1o preseacia de fos Tragmentos de DNA puriticados y
estimar sus coneetraciones, muesteas de las soluciones de fos dos fragmentos pwrificados fueron
anatizadas por clectroforesis en et de agarosa, junio con una muestea de 200 ng de pldsmido pRSETA
intacto (Figura 4.6). En el carrii corvespondicnte al DNA Tg34/M/H se observd una banda de DNA @
tmaio estimado de 1.7 kph y en et carrit correspondiente al DNA pRSETA/I/H se observd una banda
de DNA de tamano estimado de 2.9 kpb. 1.a semejanza entre [a intensidad ninosa de as bandas de
DNA de cada muestra y 1a intensidad fuminosa de Ia banda de DNA correspondiente & fa muestra de
200 ng del plismido pRSETA intacto nos permitid estimar que, en ba soluciones, 1a concentracion de

cada fragmento cra de 40 ng/pl,

Para construir f pldsinido recombinante, cantidades equimolares de los fragmentos Te34/MAL y
PRSETA/MYH se ligacon con la cnzima T4 DNA figasa. Se transformaran células competentes de Ja
cepa E coli X1.1-Blue con una alfeuota de cada una de las reacciones del experimento de ligacion; se
incluyeron los controles necesarios para el experimento de transformacion. Las bacterias transtormadas
s¢ seteccionaron eh medio LB agar-tetraciclina-ampiciltna. EI experimento de ligacidn y los resultados
de fa transformacidn se reportan en la tabla 4.2, En este experimento de ligacién dos eventos pueden
ocurrir: en el primero se Jogra la ligacién de ambos Tragmentos de DNA formando asf el plismida
PRSETA Tg34/M/11 y, en et segundo evento, ¢l pidsmido pRSETA linearizado por digestidn con una
sola de las enzimas (ITind 11 o Pvu 1) se recireulariza por accidn de fa ligasa. En el experimento

desarrolfado, el control de rectreularizacion nos permite evaluar fa frecuencia del segundo evento.

De los resultados reportados en La tabla 4.2 podemos concluir:

1. La transformacion de las bacterias fue cficiente (mayor a 200 colonias en Ia transformicion

mimero 4 con el DNA control).

2. La nrayorfa de fas colonias oblenidas en 1a transformacion | (aproximadamente ¢l 75 %),
deben contener ¢l pldsmida recombinante esperado (PRSETA Tg34/M/H), ya que en el experimento
control de recireularizacién, donde s6lo se incluyd el pldsmido linearizado, se obtuvieron 4 veees menos

colonias (44 colonias en Ia transformacion 2 vs, 187 colanias en la transformacién 1).
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Figura 4.6, Andlisis por clectroforesis en gel de agacosa de los fragmentos pRSETA/R/ y 1g34/M/H.
Muestras de 5 pl de las soluciones de DNA pRSETA/PAL (caril I') y Tg34/M/EE (carril T), purificado con la
mariz Prep-A-Gene, fueron sometidas a cleciroforesis en gel de agarosa al L5%. En el caril s aplicd una
muestra de 200 ng det pldsmido pRSETA purificado por Midipeep, Eu ¢f carril A se aplic una mucstra de 500
ug de DNA del fago A digerido con Hind 111y Eco Ri como estdndares de Lunaiio. A la izquierda s¢ indica ¢l
tamaiio de los fragmentos de DNA estdndires.



Tabla 4.2, Consruccion del plasmido pRSETA T3 UM/H: experimentas de Hgacion y transtornzcion

Ligacidn ! 2 ) )
(agavion de {Control pard (Comtrol para anedir b
ambos aedig b uvel de paesencia deb veato
Iraginitos) tecanlarizaciin imacto y recirculaszacon

oo e e S0 00000 PRSEEA) SSPRMANEA) e

TgHMAL g

(1750 pb)

PRSETABRAL (DT 300 g 100 ng

TEDNA Bigasa e P

Vohumen (il de 1apl 1511 [RJTH)

Teaccién

“Transfarmaciin ! ! 3 4 B

(Conlrob + e fCantrol - de
L Amnsforeion) tasssonmacian)

DNA para fa Slde Bacaenide 3 phde lageascidn Sl de Ta seacciin 450 g de DNA

transfomsacion de hgacion § de Bgacion 2 de ligacion 3 pRSETA

Niimero de colosiin

obtenidas ¢i placin E80 colonias -H volunias ¥ culonia > A} colopias s
LB agar-tetraciching

ampicilina

3. Laohtencion de cofonias on b ransformacion mimero 2 es el resultado de la recircularizacion
det pasntido Yincarizado, que @ su vez se debe g una digestion incompleta del vector pRSETA por las

dos enzintas Hind Iy Pyu L

Para seleccionae lus calonias que contengan ¢l plidsmida recombinane: esperado pRSETA
Tg3d/MNL, se extrajo DNA plasmidicn de Y colonias oblenidas en Ta transformucion 1. Como conirol
fue extrafdo DNA plasmfdico de E. coli XL1-Blue pRSETA.  EI DNA plasmfdico obtenido de 8 de
eslas colonias y del comrol fue analtzado por cleciroloresis en gel de agarosa (Figura 4.7). En los
carriles correspondientes a Tas muestras de DNA plasmidico de las colontas ndmero |y 9 se observan
bandas de DNA similares a tas observadas en el carrll correspondiente al DNA plasmidicn del vector
PRSETA, implicando que estas colonias fueron transformadas con pldsmido pRSETA recircularizado.
En los carriles correspondientes a las muestras de DNA plasmidico extrafdo de Tas colonias nimero 2,
3, 6,7y 8§ se observan bandas de DNA de un lamaio semejante, pero sayor al tamaia def DNA del

veetor pRSETA. ¥n ¢l carril correspondiente a 1a muestra de DNA extrafdo de la colonia ndnero 4
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Figura 4.7, Aualisis por elecroloresis en gel de agarosa del DNA plasmidico exirafdo de 8 colonias de £, coli
XL3-Blue tansformadas con ¢f producto de Ja ligacion de Tgd4/M/H y pRSETA/PAL. Muestras de 5 il de
DNA plasmifddico, extrafduo o partir de las colonias niimero 1 {carri 1), 2 (careil 2), 3 (carrit 3), 4 (carril 4), 6
(cartil 6), 7 (caryil 7), 8 (carril 8) y 9 (cartil 9) de bacterias transformadas, fueron sometidas a electroforesis ¢n
gel de agarasa al 1.5%. L el carril € se aplicd una muestra de 5 pl de DNA plasm{dico extrafdo de £, coli
XL1-Bluc pRSETA. En cef carrif A sc aplicd nna mucsiea de 500 ng de DNA del fago A tigerido con Hind 1 y
Eco RI como esindares e tamao, A I izguicrda se indica et tamaiio de los fragmentos de DNA ¢stindares.
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nbservamos bandas de DNA plasmidicn de pesa molecular distint al peso el DNA - plasmidico the las
demds calanias, sugiricndo que este pldsmido no es el plismido recombiname buscado. A partic i

est0s resultadas, decidimus continuar la caracterizacionle las clonas candidatas 2,3, 4,7y 8.

Cuon el objetivo de tleterminar si et paron de restriceion del plasmido de las cined colanias
candidatas corresponde al esperada para el ptsmido pRSETA Te34/M/IL ¢l DNA plasmitlico extraido
de estas colonias fue digerida con tas enzimas de restriceidn Hind $H, Pse ] Bam H1, Xho 1T Eeo RIL
Las muestras digeridas fueran anafizadas por eleciraforesis en gel de agarosa (Figuras 4.8 y 4.9). Linla
tabla 4.3 se reportan s resultados ohtenidos en Tacelectroforesis, es decir, ¢ nimero y tamiaio
aproximado de las fragmenlas de DNA producidos experimentalmente en cada uwna de s digestiones.

asf comp el ntimero y tamano de tos fragmentos tle DNA esperaos,

e tas resultadas resumidos en 1a tabla 3.3 podenins conchiir que Tus cined colonias candidatas.
2,36, 7 y 8, comticnen ¢ pldsinida pRSETA Tpd/MA1 gue se deseabs canstriir. Estas cotonias se

denominaron £ coli Xi,1-Blue pRSETA Tp34/M/ALY 3, 0,7 y 8 respectivamente.

rabla 4.3. Caracterizacion ded plasmida pRSETA T3 WML con las enzitmas de resrieeion Hind H, Psel
Bam 1, Xho |y ko RIL

Tanaito de los fragmentos de DNA esperados oy Inpuientos observados

Enzima d¢ pRSETA PRSETA Te3uMil STA Te3dMIL2, 3,67y 8
fesiriceidn . s
Xho 2500 pb 2970, 96D y 720 pb 3.6*.28, 10,082y
4.6%* kph
Pstl 2900 pb 4650 pb 4.3 kpb
EcoRI 2900 pb 46350 pb 4.3, 217" y 3.6% kpb
Bam IH 2900 pb 4150 y 500 pb 4.2y 0.55 kpb
Hing 1t 2000 pb 4650 pb 4.7,21.6* y 3.8% kpb
1.8 barwdas identificadas con ¥ porkken 2 DNA plasmfdico circular no digerido. . banda idemilicada con ** corresponde a
DINA plasnifitico ineal producivdo por digestion incomple
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Figura 4.8. (A) Mapa del plismido pRSETA Tg34/MT mostrando los sitios de corte de fas enzimas de
restricein Xho 1, Pst § y Lico RE. (B) Andlisis por clectroforesis en gel de agarosa def DNA plasmidico
exteafdo de 5 colowias de . coli X1.1-Blue transformadas con ta construccién pRSETA Tgdd/MIH y digerido
con fas enzimas Xho 1, Pst 1o Eco RL Con 5 U de Ias enzitnas Xho T (X), Pst § (") o Eco Ri (E), fueson
digeridis amiestras de 5yt de DNA plasmildicn exteafdo de fas catonias nimero 2 (2), 3(3), 6 (6), 7 (7) y8(8)
de hacterias wansformadas con 1y construeeion pRSETA Tg34/M/H. Las muestras digeridas fueron sometidas a
cleetroforesis e ged de agarasa al 1,5%. i los carriles marcados como A fucron apliciidas muesteas de 500 ng
de DNA det Fago A digerido con $lind 111y Eco R como esténdives de tamato. A la izquicrda se indica ¢l
Lo de s feagimentos de HDNA estandares.
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Figura 4.9, (A) Mapat del plasimido pRSETA TgdUMAT mostrando los sitios de conte de Jas enzimas de
restriceion Dam [ o Hind BRI (B) Andlisis por clectroforesis en gel de agarosa det DNA plaswidica extrafdo
de 5 calonias de £ coli XL1-Dlue transformadas con [a constroceion pRSEVA “Yg3d4/MAIT y digerido con
enzimas de resiiecion Bam M1 a Mind JL Con S U de Ta cnzima de sestriccion Bam HE 13) o Jind U (),
fueron digeridas muestras de § gl de DNA plasmidico exirafdo de Jas colonias mimero 2 (2), 3 3, 6 (6. 7(T) y
% (8) de baclerins wansformadas con 1a construceion pRSETA Tg34/M/L Las muestras digeridas fucron
sometidas @ clecieoloresis e gel de agarasa al 1.5%. En los carriles mascados como A fueron aplicadas
muestras de 500 ng de DNA del fago A digerido con Hind Bl y Eco R como estdndases de tamado. A Ja
izquicrda s¢ indica e} amaito de fos fragmentos de DNA estdndares.

59



1.4 Expresiin de la proteina ROP2 en £, coli XL1-Blue pRSETA T3 4/MAL

Lo un primer experimento, se analizd la expresion de la proteing recombinante en las colonias de
E. coli X1L1-Blue pRSETA T34/M/H.A y 6. Se construyd la curva de erecimiento de las colonias
probacas 'y del connol de bacterias £ coli XL1-Blue transformadas con ¢t vector pRSETA sin ¢l
inserto (Figura 4.10). Es importante observar que el erecimiento de las bacterias wansformadas con el
pldsmido recombinante es mds lento que el crecimiento de tas bacterjas transformadas con el vector, ada
antes e inducir 1a expresion de a pratema recombinante por adicion de TG y del fago MI13/T7.
Muestras de bacterias obtenidas antes de agregar IPTG, anes de infectar ¢l cultivo con el fago MI3/TT.
1,2, 3y S h despuds de la infeccion, fucron lisadas y analizadas wediante electroforesis en gel de
potiacrilamida-SDS y tincion con azul de Coonassie, y mediante Western blor. - En el andlisis por
clectroforesis en gel de poliacrilamida-SDS y tincidn con aznl de Coomassic (Figura 4.1, se deteetd 1a
expresidn de una protefna de 73 a 75 kDa en las nuestras correspondicntes a 1a colonia mimero 6. 1.a
protefma se delecta en fa muestra tamada B h despuds de haber sido hecha la induccidn de 1a expresion;
ademds, La expresion de esta pratefma aumenta conforne transeurre ¢l tempo.

1,2 1 /ﬂ
A Ackidn oo IPTG -

g A fnteccidn  con fago MIVT?
c 1,01
< 081
o
=
o
g 06 ~—g—-  Conlrol
5 ~rg—=  colonia 3
@0 044 ~—#—— colonia 6
Q
0,2 1
0,0 4 T v T Y )
0 2 4 6 8 10 12

TIEMPO (h)

‘igura 4.10. Curvas d¢ crecimicnn de E. coli XLE-Blue transfonnadas con el pldsimido pRSETA Tg34/M/H.
Ll crecimlento de las colonias E. coli XL1-Blue pRSETA (cantrol), E. coli XLI-Blue pRSETA Tg34/M/HL3
(colonlu 3) y £, coli XL1-Blue pRSETA Tg34/MML6 (culonla 6), en medio SOB-tetracicling-ampiciling, fue
seguido midiendo la densidad optica det culiivo 2t una longited de onda de 600 mn y empleando como blanco
miedio de cultivo estéril, Se indican con echas fos tiempos de adicion de) IPTG y del fago MI3/17.
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Figura 4.11.  Andlisis por clectroforesis en gel de poliacritamida-SDS de 1a expresion de la protefa
recombinante en £ coli XL1-Blue transformada con ¢l plasmido pRSETA Tg34/M/H, Muestras de |t de los
cultivos, en SOB-tetraciclina-ampiciling, de E. coli XLI-Blue pRSETA "Tg34/MMLI (3), . coli XLI-Blue
PpRSETA TpM/MIHG (6) y del control, B coli XL1-Blue pRSETA (C), fueron cosechadas al momento de
afiadir PTG, al momento de infectar con el fago M13/17 y 1, 2, 3, y 5 b después de la infeccicn, midiendo su
DO a 600 nm. Las células contenidas en tas muestras fucron separadas por centrifugacién y lisadas en buffer
de muestea 9 una concentracion de 2x10° célulasiml. Alicuotas de 25 jtl de cstos lisados fucron sometidas a
electroforesis en gel de poliacrilamida 10%-SDS. En el camil marcado con una M fue aplicada una muestra de
pratefnas estandares de peso molecular. Despuds de ta elecuroforesis, el gel fue witido con azul brillaie de
Coomassie. A laizquierda se indica las pesos moleculares de los esténdares.
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En el andlisis por Western blot (Figura 4.2), en Jas muestras de Jas dos colonias de bacierias
transformaras que fueron probadas, se observa fa expresicn de una protefna de peso molecular estimado
de 73 a 75 kDa reconocida por ef anticuerpo monoclonal anti-ROP2: esta proteina o se abserva en las
hacterias det control wansformadas con el veetor sin inserto. Sio embargo, of hivel de expresion de esta
protefna es mayor en fa colonta ndmero 6 qoe er la 3. K reconocimienta especiiico por el auticuerpo
monocional anti-ROP2 indica que 1a banda observada corresponde a ta protefna recombinante esperadi.
El peso de fa protefna recombinante no comesponde at esperado (66 kDa), lo cual se explica por 1a
presencia de varios aminodcidos de proting en Iz protema ROP2 que determinan que fa proteina
desnaturalizada muestre un aparente peso molecular sayor. L proteina recurmbinante se expresa anles
de 1a induccidn y se degrada en 1a bacteria (lo que es evidente por fa preseacia de bandas de peso
molecular menor gue corresponden a productos de degradacién de 1a protefna). La méxima praporeicn

de fa protefna intacta se vbserva en fa muestra tomada 1 h despuds de fa infeccidn con el fago MI3/T7.

Con ¢ objetivo de confingar si existe diferencia en $a expresido de $a protelna recombinanie entre
las colonias de E. coli X{.1-Blue transformadas con ef piasmido pRSETA Te3d/M/H, se realizs un
segundo experimento de expresion empleando 1as colonias 2, 7 y 8. En las curvas de crecimiento de las
colonfas probadas en este experimento (Figura 4.13) es importante ehservar nuevamente qoe o
crecimiento de as bacwerias ransformadis con ol pidsmido pRSETA Te3d4/M/H ¢s mas ento que ol

crecimicnto de las bacterias wansfonnadas con ef vector pRSETA,

Los lisados hactesianos, oblenidos en este segundo experimento de indaccion, fueran anatizados
por Western blot junto con los lisados obtenidos a pantir de la colonia de E. coli X1.1-Blue pRSETA

Tg34/M/N,6 en el experimento de expresion anterdar (Figura 4.14). Pademaos abservar gue:

1. Entre fas colonias probadas no existe diferencia significativa ea el nivel de expresion de la

proteing recombinante.
2. L.aexpresion estd presente antes de iniciar 1a induccion.

A Existe degradacion de Ja protefua en ta bacteria y i proporcion maxima de protefaa complet

se alcanza 1 b despuds de la induccidn.
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Figura 4.12.  Andlisis por Western blot de fa expresion de fa protefsa recombinante en £ cofi X1.1-Blue,
Alfeuotas de § pl de los lisados celulares preparados, como se describe en la figura 4.11, & panir de & coli
XL1-Blue pRSETA Tg34/MM1.3 (3), E. coli X1.1-Blue pRSETA Tg34/M/H.6 (6) y del control, £, coli X1.1-
Blue pRSETA (C) fucron sotnetidas a electroforesis en gel de poliacritunida 10%-SDS. En el carril marcado
cott una M fue aplicada uua touestna de protefnas estindares de peso moleculas y ext el carril marcado con una
T fue aplicada un lisado de 1 millén de taquizofios de 7. gondit. Después de la eleciroforesis, fas protefnas del
gel fueron sometidas a clectrotransferencia a inembrana de pitrocelulosa. E carril cou los marcadvores de peso
mulecular fue ichido con colorante rojo de Ponceaw. En la membrana, la presencia de la protefna recombinante
fue revelada por iamupodeteccion, enpleando ef anticuerpo monoclonal muring anti ROP2 (2D1), el conjugado
GAM-AP (amticuerpo ot 1gG mueriaa comjugada a fostatasa ateating) y et sustrato BCIP-NBT (4 hromo-2-
cloro indoti} fosfato, nitroazul de tetrazolio). A la izquicrda se indican Jos pesos moleculares de jos cstandares.
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Figura 4.13. Curvas de crecimicuto de E. coli X1L1-Blue transtormada con el piismido pRSETA TR34/M/L
El crecimiento de Yas colonias . coli XL1-Blue pRSETA (contral), £. coli X1.1-Blue pRSETA Tg34/M/1.2
(colonia 2), E. coli X1L1-Blue pRSETA Tp3UM/LT (colonla 7} y £, coli X1L1-Blue pRSETA Tgdd4/M/L8
(colonla 8), cn medio SOB-teiacicling-smpiciling. fae seguide midiendo ta densidad dpicit del cultivo a uan
longitud de onda de 600 mm y anpleanda coma blanea o media de cultivo estérl, Se indican con fectas los
tiempos de adicion det HEG y ded fago MI3/TT,

En resumen, en esta primera serie de experimentos togramos clonar 1a informacion genética para
la sfntesis de la protefna ROP2 (sin su péplido sciiaf) en ¢f pldsmido pRSETA. Las bacierias
transformadas con ¢l pldsmidn recombinante expresan Ja protefna ROP2 en forma de protefna de fusién,
en un pivel detectable por andlisis ear gel de poliaerilamida-SDS y incidn con azul de Coomassie, y par
andtlsis por Wesiern blot.  Por otra parte, ¢l crecimiento de estas bacterias es més lemo que ¢t
crecimiento de las bacterias transfarmadas con ¢ vecior, La protefna es sinletizada por 1a bacteria
antes de inducir su expresion. es decir, b sanseripeion de Ja informacion genélica no estd controlada en

un 100% por el promotor T7; ademds, hay degradacion te 1a protefna recombinante en Ia bacieria.

Se planted una hipdiesis para explicar algunas de fos resultados obtenidos: en ¢l pldsmido

PRSETA Tg34/M/H 1 trunscripeicn del gen de resistencia a Fa ampicition (amp”) y def inserto proceden

(%)
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Figura 4.14. Andlisis por Western blot de Ta expresion de s proteia recombinante en £ cofi XL1-Biue,
Muesiras de 1ml de cultivos, en SOB-ewraciclina-ampiciling, e E. coli XL1-Blue pRSETA Tg34/MN1.6 (6),
PRSETA Tg34/M/HL.2 (2), pRSETA Tg34/MALT (7), pRSETA Tg34/M/M.8 (8) y del control, £, coli XL1-Blue
PRSETA (C), fueron tomadas al mosniento de adadir IPTG, al nomenta de infectar con o fago MI3/17, 1,2y
3 h después de la infeccién, midiendo su D.O, a 600 nm. Las células fucron separadas por centrifugacion y
lisadas en bulfer de muestra a vt concenracion de 2x10° c8lulas/ml.  Allcuotas de § i de estos lisados
bacterianos lueron sometidas a clectroforesis en gel de poliacrilumida 10%-SDS. En ¢l carrll iharcade con M
fuc aplicatla unit muesira de protefias estdndares de peso molecolar y en ¢l carril marcado con 'T' fue aplicado
un lisado de 1 milldn de taquizoftos de 7. gondii. Después de Ja cleciroforesis, tas protefuas del gel fueron
sametidas a electrotransferencia a membrana de pirocelulosi. T carvil con fos estandares de peso molecular
fue 1eido con colormte mjo de Ponceav.  En la membrana, la presencia de la prowefna recombinante fuc
seveladis por imnunodeteceion, empleando el anticucrpo monoclonal murino anti ROP2 2D1), un anticuerpo
de cabia anti-1gG murina conjugado a fostatisa slcaling (GAM-AP) y el sustrato BCIP-NBT, A Ia izquicrda s
indican los pesos moleenfares de los estdndares,
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en fa nmismia dircecion. La transcripeion del gen amp” es constitgtiva y es realizada por las enzimas ¢
ranseripeion de Fa bacteria a partir del promotor de este gen. Silas secuencias de DNA del plasmido
que dererminan Ya terminacion de fa transcripeion del gen amp’ no sun 10O% elicientes, enonees la
ransaripeion podrfa seguir hasta ef inserto y, como consecaencta, habria sfmesis coustintiva de la
protefna recombiname a un bajo nivel. Tomando e cuenta que la pratefna recambinante puede tener
algin efecto Wxico para E. coli, esta sfntesis prematura de la protefna recombinante explicarfa o tenta
crecimiento bacleriano y, ademds, cjercerfu una presion selective sotire ¢ ndmero de copias dal
pldsmido. La sefeceion de Jas bacterias con pocas copias del plismido, duranie el tiempo del cultivo.
trierfa como consecuencia que, 1l momento de inducir Ya expresion de 1a protefng recombinante, ¢f nivel

de expresion de La proteina sea relativamenie bajo.

En hase a Iy hipdtests anterior, para evitar Ia expresion prematura de Ja protefna recombinante
nos propusimos cambiar I orientacion del gen wap” y de su promotor en ¢l pldsmido pRSETA. y

utilizar este vector modificado para expresar Ta protefna ROP2 sin su péptido scital.
2 MODIFICACION DEL, VECTOR pRSETA
2.4 Diseiio de Ia moditicacion del pidsmido pRSETA

Para invertir 1a orientacidn del gent de resistencia a ampiciling y de su promotor en ¢l plismido
pRSETA, en el mapa de restriccion se buscaron sitios de corte que fos flanquearan, pero que no se
encontraran en secuencias de DNA que son importantes para: fa replicacion del pldsmida (secuencia
Col E{, origen de replicacion del pldsmido), Ia insercidn de secuencias de 1INA en of pldsmida (MCS),
1a transeripcitn y expresion del insento (prometor T7, secuencias de terminacion de la ranscripeion) y,

por supuesio, que no esién siwados en el gen amp”.

En la figura 4.15 observamos que en ef plasmido pRSETA hay un sitio dinico de corte para la
enzima de restriceion Nae 1, Jocalizado en Ta posicion 2370, a un lado def gen amp”; aunque este sitio se
ecuentra dentro de 1a secuencla FI orf, no afecta ningunid cstroctura esencial del vector, Al oo lado

de gen amp” no hay sitios dnicos de cone para afguna enzima de sestriceion; bay dos sitios de ante
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Figura 4.15. Taversion del gen de resistencia a mnpicilina ea ¢} plasmido pRSETA. El plismido es digerido
con la enzima de restriceion Nae 1y después es digerido parciatinente con Ja enzima de restriceion Dra ). Jos
tragmentos producidos durante 1 segunda digestion dependen del sitip 0 sitios en donde corte Ja enzima. Se
separan y purifican Jos fragmentos de DNA de 1415 pb (o 1434 pb) y 1503 pb (0 1524 pb) y s¢ unen, usando Ia
enzitea T4 DNA ligasa, para formar of plasmido con el gen de resistencia a ampiciling en osientacion invertida
(PRSETAR) 0 para reanma el plismido original (BRSETA).
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para fa enzima de restriccion Dra Dlocalizados en fas posiciones 930 y 955, sin embargo, hiy un teeeer

sitio de corte para Dia 1 ocalizado en $a posicion 1647, justo a ta mitad del gen amp’.

fasa aislar of gen anp” def resto del plasmido y poder vobver a unirdo a ésie. pero en orieatacion

diTerente, se planted el diseita experimental siguiente (Figura 4.15).

- Lineartzar el plasmido pRSITTA con Ta enzima Nae 1.

- Con la enzima Dra 1. digedr parcialmente al plasmida finearizado con ¢l objeto de cortar ¢l
plasmido en uno de fos sitios de corte localizados en tas posiciones 936 6 955 y producir fragmentos de
1415 0 1434 ph (que conticnen ef gen amp” y si promotor) y fragmentos de 1505 6 1524 pb (que
contienen el resta del plasmido),

- Aislar estos fragmentos y volver a figarlos,

e csta manera ohtendrenios und ntezela de dos tipos de plsmidos: unos con el gen amp’ enla
orientacidn original (PRSETA) vy otras con el gen amp” en 1a orienlacién opuesta (pRSETAR).  Una
consecuencia de 1o madificacion del pldsmido pRSETA c¢s el cambio de la posicidn de uno de 10s sitios
de corte de ta enzima Bgl | (Figura 4.15), par o que se puede diferenciar 1 pldsmido modificdo del

pldsmido original por digestiiin can estaenzima y andlisis de los fragmentos producidos.

Es importante abiservar que 1a ligacion de los fragmentos de 1505/1524 pb con los fragmientos de
1415/1434 pb puede Nevar a Ta formacién de 4 plasmidos distintos con el gen amp” invertido (Figura
4.16). Al conar con la enzin de restriceion Dra 1, estos 4 plasmidos generardn patranes de restriceion

distintos, con excepcldn de fos pidsmidos la y 11b que tendrin patrones de restriccitn indistinguibies.
2.2 Construcclén del vector pRSETAR
Ei plasmido pRSETA fue digerido con la enzima de restricelon Nae 1. Al analizar una muesira
de fa mezcla de reaccin por electroforesis en gel de agarosa, observamos que el plasmido no habfa sido

digerido en su totalidad, por 10 que se agregd mds enzima Nae Ja 1a mezcla de reaccion. Esta dltima

Tue dividida en alfcuotas a 1as que se les agregd distintas concentraciones de la enzima Dra | Después
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Figura 4.16. Inversidn deb gen de resistencia a ampiciling en ¢l pldsmido pRSETA. Posibles estructuras del
pldsmidy pRSETAR de acuerdo o s fragmenlos de DNA que s¢ vaan para su formncion.  Es importante
observir el mimero de sitios de corle pari la enzima de restriceion Dia ),
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de esta digestion, ef DNA Tue anatizado por clectroforesis en gl de agarosa (Figura L 17). Aungue Ja
digestion deb pidsmido pRSETA con Ja enzima Nae 1 o fue completa (dato no mostrado). en fas
abicuotas digeridas con 0,068 y 0.034 U de Ya enzima Dra 1 por g de DNA, 1os fragmentos esperiados
de 1.5 y 1.4 kpb alcanzaran su concentracion maxima.  Estos fragmenios fueran puriticados y una
muestra del DNA oienido fue analizada por elecioforesis en gel de agarosa (Figura 4.18). Fste
andlisis confirmd Ja presencia de 1os fragmentos de 1.5 y 1.4 kpb y, en base a Ja intensidad huinosa de

cada handa, s¢ estimé que a coreentracion de cada fragmento de DNA en la solucion era de S0 np/ul.

Estos fragmentos de DNA fucron figados con ta enzima T4 DNA ligasa. Con et DNA producto
de Ja digacion se transformaron células cdnuxtlcmcs de Ia bacteria . coli XL3-Blue, empleando medio
LB agar-letraciclina-ampiciting para seleccionar las bacterias sransfrmadas.  Los experimentos (e
ligacidn y transformacion, los control¢s empieados en cada uno de estos experimentos y 10s resuliados

oblenidos se resumen en o tablo 4.4,

Se extrajo DNA plasmidico de 9 de Jas 11 cofonias obtenidas. Camo comtrol, fue extrafdo DNA

plasmifdico de E. coli XL1-Blue pRSETA. EI DNA preparado fue anatizado por efectroforesis en gel de

Tabla 4.4. Constraccion del plasmido pRSITTAR: experimenas de hgacion y iransfonnacion.

Hgﬂt‘l(’)ll Coustruccion de Control (Y de
PRSETAR Lgacién
Fragmentos de 1400 y 1500 pb
del plismido pRSETA 10 ny 350 g
T4 DNA figasa AU
Volumen final de reaccion 15 15
Transformacién 1 1 3 4
Control (+)dela Conlsod () de fa
transfeanacion uansfonnac
Cantidul de DNA cipleado S0ngde DNAde  350ng de DNA el Sog del plisiido e
pasa Ia ransfornacion Ia ligacion votmrol (-) de la PRSETA
figacion
Colonias obienidas et medio 11 colomas Ninguna > 2X0 mnguna
selectivo fpor ml e células :
ransforniutas)
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Figura 4.17. Andlisis por clectroforesis en gel de agarosa de los productos de digestion del pidsimido pRSETA
por las enzimas Nac 1y Dra 1. 11,6 pg de DNA det pldsiido pRSETA fucron digeridos, durante uta noche,
con 80 U de I enzima de restriccion Nae |, Después de agregar 40 U mids de 1a enzima Nae 1, Ia tnezcla de ’
reaccion fue dividida en alfcuotas de 1.86 pg de DNA que fucron digeridas durante 1 1 con las siguicntes
cantidades de K enzima de restriceion Dra 10 0.544 Ul de DNA (cairiles 1y 2), 0.272 Ulpg de DNA
(carriles 3y 4), 0.136 Ulpg de DNA (carriles 5 y 6), 0,068 Ulg de DNA (carriles 7 y 8) y 0.034 Ujug de DNA
(carrites 9, 10 y 11). 131 DNA digerido fue sometida a clectroforesis en gel de agarosa al 1.5%. En los carriles
warcados como A fueron apicadas muestras de 500 ng de DNA del fago A digerido con Hind 11Ey Eco RI como
estandares de vumaio. A b izquicrda se indica el tunaito de los fraginentos de DNA estandares. Con flechis
s indican 1os fragientos de DNA de LSy L4 kpb oblenidos,
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Figura 4.18. Andlisis por electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos de 1400 y 1500 pb del pldsmido
PRSETA. Después de aislar las bandas de DNA de 1400 y 1500 pb, producido por digestion del pldsmido
PRSEETA con las enzimas de restriccion Nae 1y Dra L s porilics ¢l DNA con la matriz Prep-A-Gene. Una
muestea de 2t de la solucidn de DNA puriticado fue sometida a cleciroforesis en gel de agarosa al 1.5% (carril
). Bn elcarril A fue atplicadn una muestea de 500 ng de DNA del fago A digerido con Hind 111y Eco R como
cstindares de tamiio, A ta izquicrda se indica el tunaito de los fragmentos de DNA estdndares,



agarosa (Figura 4.19). En los carriles correspondientes al DNA plasmidico extraido de 8 colonias se
abservaron bandas de DNA de tamana similar a las observadas en el carril correspondiente al plismido
PRSETA, demostrando que el pldsmido de estas colonias tiene un peso malecular semejante al vector
PRSETA. En el carril correspondiente al DNA plasmifdica exirafdo de Ja colonia 3 se abservaron

bandas de DNA plasmfdico de tanaido mayor al esperado. por 1o que se descand esta calonia.

Como se menciond anteriorniente, ¢s posible distinguir el pldsmido pRSETA del pldsmido
PRSETAR por medio de una digestion con la enzima de restriceion Bgl 1, ya que en ¢l caso de pRSETA
se espera producis fragmentos de 1395 y 1544 pb, mientras que ¢n el caso de pRSETAR se esperan
fragmentos de 396 y 2553 pb (Figura 4.20 A 'y B). EI DNA plasmfdico exirafdo del control y dke las 8
colonias de E. coli XE1-Blue seleccionadas en el experimento anterior fue digerido con la enzima Bgl L
El DNA digerido fue analizado par clectroforesis en gel de agarosa (Figura 4.20 C). En el gel s
observa que los fragmentos de DNA producidos por Ja digestion del DNA plasmfdico de las colonias
nimero |, 204y 9 tienen un tamaio de 1.6 y E3 kpb, al igual que los fragmentos producidos por
digestion del pldsmido pRSETA, por 1o que estas cuatro colonias poseen cf plasiiido pRSETA original.
En cambio, las fragmentos de DNA producidos por digestidn del DNA plasmfdico de las colonias
winiero 5. 6. 7 y 8 tienen un tamaia de 2.45 y (L4 kpb; por 1o tanto. parece gue estas cuatro colonias

conticnen el pldsmido pRSETAR deseato.

Debido p probleimas de ereclmiemo, 1as colontas nsmero 5.6 y 7 se descartaron. Se veriticd que
¢l patrén de restricelon det DNA plasmfdico de Ia colonia nimero 8 (denominada E. coli X1.1-Blue
pRSETAR.8) luera el esperado para el plésmido pRSETAR. Este DNA fue digerido con las enzimas
Bgl 1, Hind 111, Pvu {l, XhoTo Dra §. Como control, fue digerido ¢l pldsimido pRSETA con las mismas
enzimas. Il DNA digerido fue analizado por clectroforesis en gel de agarosa (Figura 4.21). Los
fragmentos producidos en la digestién con la enzima Bgl 1 confirmaron fos resultados an(criores. La
obtencién de una banda de 2.9 kpb, comrespondicnie at pldsmido tincarlzado como resultado de la
digestion de con tas enzimas Hind 11, Pvu 11 o Xho |, confirma Ta presencia de un sitio dnico de cone
para cada una de csta enzlmas en ambos pldsmidos. Al digerir ¢l pldsmido de 1a colonia mimero 8 cont
la enzima Dra 1 sc obticnen dos fraghtentos de DNA de tamano calculado de 2.2 y 0.75 kpb (Iguales a

Tos obtenidos en el control), por 1o que podemos suponer que este pldsmido fue formado por fa union de
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Figura 4.19. Andlisis por clectrofaresis en gel de agarosa del DNA plasimfdico extraldo de 9 colonias de E.
coli X1L,)-Blue transformadas can DNA producto de Ta ligacién de los (ragmentos de 1500 y 1400 pb dei
plasmida pRSETA, Muestras de 5 pi de DNA plasmidico, cxirafdo de las colonias ndmero | (carril 1,2
(carril 2), 3 (carril 3), 4 (cauril 4), 5 (carril 5), 6 (casri) 6), 7 (carri} 7), 8 (carril 8), 9 (carril 9) de bacterias
trnsfarmadas con ¢l DNA de Ta ligacién y de £ coli XL1-Blue pRSETA (carril C), fucron somelidas a
clectroforesis en gel de agarosa al 1.5 %, Ew los carriles A sc aplicd una muestra de 500 ng de DNA del fago A
digerida con Lico RI y Hind 11 camo estamdares de tunafio. A Ia izquierda se indica cl tamaflo de los
fragmentos de DNA esténdares.
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Figura 4.20. (A'y B) Mapas de los plasmidos pRSETA y pRSETAR mostrando los sitios de corte de Ja enzima
de resuriccién Bgl 1. (B)  Andlisis por clecwroforesis en gel de agarosa del DNA plasmifdico extraldo de 8
colonias de bacicrias tansformadas con la construccion pRSETAR y digerido con la enzima Bgi 1. Con 10 U
de la enzima Byl 1 fucron digeridas muestras de S pl de DNA plasinfdico cxurafdo de las colonias nimero 1
(carril 1), 2 (carril 2), 4 (careil 4), § (carril 8), 6 (curril 6), 7 (careil 7), 8 (cartil 8), 9 (carril 9) de bacterias
transformadas con el DNA de la ligicion eatre los Traginentos de 1.5 y 1.4 kpb del plasmido pRSETA. Como
conwrol fue digerida una muestrsn de § ml de DNA plaswidico de £, coli XL1-Blue pRSETA (carril C). Las
mucstras digeridas fucron somctidas a clecwoforesis en gel de agarosa al 1.5%. En los carriles A fucron
aplicadas muestras de 500 ng del DNA de! fago A digerido con Hind 11 y £co RI como esténdares de tamitiio.
A Io taquicrda se indica cf tamado de los fragmentos de DNA estindarcs,
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Lignra 4.21. Andlisis de restriceitn del DNA plasisfdico de 1a colonia de bacicrias transformadas nimero 8.
Mucstras e 5 ptde DNA plasmidico extrafda de £ coli XL1-Blue pRSETA (C) y E. coli XL1-Blue
PRSETARS (8) fucron digeridas con 10 U de ta cnzima Bgl 1 (13), Hind 11 (1), Pvu 11 (P), Xho I (X) 0o Dra 1
(D). Las mucstras digeridas fucron sometidas a cleciroforesis en gel de agarosa al 1.5 %, En los carriles C1 'y
81 fucron aplicadas muestras de § pl del DNA plasinfdico intacto exteafdo de Ias colonias de E. coli XL1-Blue
NRSETA y pRSETAR.S respectivamente. En los criles A fueron aplicadas mucstras de 500 ng de DNA det
fago A digerido con Hind 11 y Eco RI como estndarcs de tamafio. A 1a izquicrda se indica ¢f 1amaiio de los
fragineos de DNA esindares,
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1os fragmentos de 1505 y 1434 pb (Figura 406, Ta) o por la unida de 1oy Gagmentos de 1524y 14 S pb

(Figura 4.10, 1h).

Para disponer de DNA plasmfdica pRSETAR de calicad adecuada y en camidad suliciente para
los experimentos de ligacidn, se purifico DNA plasmfdica de E. cofi X1.1-Blue pRSETAR.8 empleanda
¢l método del Midiprep. Se cuantificd ¢! DNA oblenida y se cvalud la pureza por método espectrafolo-
wétrico. 1.a relacion A™ /AT fue de 1.89 (debe ser mayor a §.8) y la cantidad tolal obtenida de DNA

purificado fue de 128 pg.

Para verificar Ja calidad del DNA plasmidico purificado. muestras de dste Tueron digeridas con
Jas enzimas de restriceion Bgl 1, Hind 111 o Pva 1. EI DNA digerido Tue analizado por eleciroforesis en
gel de agarosa junto con una muesira de DNA plasmidico intacto (Figura 4.22). En el curit dontle fue
aplicada Ja muestra de DNA plasaufdico intacto se observd una banda intensa de DNA, comespondiente
al plasmido cireular cerrado superenratlado. y otra banda menor, correspondicnte al pldsmido circular.
En el carril donde fue aplicada la muestra digerida con 1a enzima Bgl 1 s¢ observan dos bandas de DNA
de 2.4 y 0.5 kpb. caracterfsticas del plasmida pRSETAR.  En los carriles donde fucron aplicadas las
muestras digeridas con cada una de tas enzimas Hind 1 y Pvu I se abserva una banda de DNA
correspondiente af pldsimido linearizado (de un tamano calealado de 2.9 kpb). Los resultados anteriores

muestran que ¢l DNA purificado es el plismido pRSETAR.

3 EXPRESION DE UNA FORMA RECOMBINANTE DE I.A PROTEINA ROP2
USANDO EL VECTOR pRSETAR

3.1 Construccién del plismido pRSETAR Tg3d/M/h

La clonacién del fragmento de DNA con Ja informacion para 1a sintesls de la procea ROP2 sin

su péptido seial en ¢l pidsmido pRSETAR se reallz6 siguiendo el diseRo representado en fa figura 4.1,

El pldsmiido pRSETAR fue digerido con las enzimas Hind 111 y Pvu 15 se aislé y purliied o

fragmento pRSETAR/P/H de 2.9 kpb. Una muestra del fragmento purificado fue analizada: mediante
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Figura 4.22. (A) Mapa del plasmido pRSETAR mostrando los sitios de corte de las enzimas de restriccion
Bghl, Hind Hly Pvu Il (B) Andlisis por clectroforesis en gel de agarosa del plasmido pRSETAR 8 purificado
por Midiprep y digerido con las enzimas Bgl I, Hind IH o Pvu . Muestras de I pI del pidsmido pRSETAR.8
(320 ng/u1), purificado por cromatograffa de intercamblo anidnico Qiagen-tip 100 (Midiprep), fucron digeridas
con 10 U de las cozimas Bgl | (carril 1), Hind 111 (carril H) o Pvu I (carril P). Las muestras digeridas fucron
sometidas a clectroforesis en gel de agarosa s 15 %. En el carril } fue aplicada una muestea de 1t del mismo
DNA piasmidico purilicado ¢ inlaclo y en el carril A fuc aplicada una muestra de 500 ng de DNA del fago A
digerido con Hind 111 y Eco RI como estandares de tamafio, A Ia izquicrda sc indica ¢l tamaiio de los
fragmentos de DNA estdndarcs.
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electroforesis en gl de agarosa junto con una muesira de 200 ng ded plasmida pRSETAR intacto
(Figura 4.23). También fue analizada una muestra del fragntente TE34/MIL de 1730 pb purificado
anterformenie, En el caril carrespondiente af fragmento Tg34/M/H se observd una banda de DNA &
1.7 kpb y en ¢} camrit correspondiente al fragmento pRSETAR/ se observd una banda de DNA de
29 kph. Estos resultados demeestrat que contamas cont lus fragmentas puriticados necesarios para fa
clonacién,  La comparacion entre la intensidad Juminosa de Jas bandas correspondientes a fos
fragmentos purificados y 1a correspondiente al ptasmido pRSETAR intacto nos pennitid considerar que

Ja conceniracion de jos fragntentos era aproximadantente de 40 wg/pl.

Se ligaran cantidades cquimolares de {os fragmentos pRSETAR/PH y Tg34/M/H con 1a enzima
T4 DNA ligasa y se transformaron céfuias compeientes de fa cepa de E. coli XI.1-Blue con los
productos de ligacion. Las bacterias transformadas se selecclomaon en medio 1D agar-tetracicling-

ampiciting. 1Los resultados obtenidos se reportan en fa tabla 4.5,

La retacion entre o) mimero de colonias oblenidas de tas mezclas de ligacion con y sin inserto
(84:12) sugicre que la mayorfa de las 84 colonias ransformadas obtenidas deben contencr et plisiido

recombinante geseda.

Tabla 4.5. Construccisn del ptasmido pRSITAR Tedd/MATL: experimentos de tigacidn y wansformucion

Ligacién 1 L2 ¥
(Ligacisn de (Control para e (Control para miedin presen-
atbos el nivel de re. cia de) vector pRSETAR
Iragimenios) cigealanzacion del tac1o y recireufarizacion
vector pPRSETAR) o Sspomdnea)
Tg34MAL 0750 pb) Somg e -
PRSETARSPA 100 ng 100 ng 100 ng
T4 DNA ligasa At 1R e
Yolumen de reaccion 15 15pl 151
Transformacidn ! 2 3 4 s
{Control + de (Cowgol - de
wansformacion) _, _ransfornucién)
DNA paala Spbdelageaccidn 5 phde da reaccion 5 nlde Yareaccidn 4 ng de DNA —
transformaciin de ligacidn | de ligacion 2 de higacion 3 pRSETAR

Ndneru de colonias obie-
nidas en placas 1,B agar 8 colomias 12 colonias 4 colomas > 200 colonias nibguna

jetraciclina-ampictina
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Figura 4.23. Andlisis por cleewroforesis cn gel de agarosa de los fragmento pRSETAR/P/ y Tg34/M/1
Muestras de 5 p) de las soluciones de DNA pRSETAR/P/H (carsil P) y Tg34/M/H (casril 'T), purificado con
matriz Prep-A-Gene, fucron sometidas 4 clectroforesis en gel de agarosi al 1.5%. En el carrf) A se aplicé una
muestra de 500 ng de DNA del fago A digerido con Hind 111 y Eco RI covio esidndares de tamailo y en el carril

I se aplicd una muesiea de 320 ng del plasmido pRSETAR purificado ¢ imacto. - A la izquicrda se indica ¢l
1amaiio de los fragmenios de DNA estindares.
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Yara diferenciar las bacterias transtormadas con el vector reciremlarizado de las bacterias
transformadas con el plasmida recombinante, fue extraida DNA plasmidico de 8 colonias candidatas.
Como control se obtuvo DNA plasmidico de £, coli X1.1-Blie pRSETAR.8.  EI DNA plasmidico
extrifdo se analizé par electroforesis en gel de agarosa (Figura 4.24). En los carriles correspondientes
al DNA plasmidico de las colonias candidatas ndmero 3, 4, 5, 6, 7 y 8 se observa ¢l mismo patrn d&e
bandas. Estas bandas corresponden a DNA de tamano mayor al DNA del vector pRSETAR. por lo que
probabiemente estas colonias conticnen el pldsmido con el inserto. En los carriles correspondientes a las
colonias candidatas ndmero |y 2 observamos una banda que corresponde al tamaio del vector
PRSETAR y otra banda correspondiente al tamaito del pidsmido con fuserto, 1o que se explica por Ia

probable contanitnacion cruzada entre Jas dos colonias.

Con el objetivo de werificar que el patrdn de restriceion del pldsmido contenido en las colonias
transformadas 3, 5. 6 y 8 carrespondfa al patrdn esperado para el pldsmido pRSETAR Te34/M/H, ¢l
DNA plasmidica extrafdo de estas colonias fue digerido con las enzimas Bam HI, Hind 11 o Xbo 1. EI
DNA digerido fue analizado por electroforesis en gel de agarosa junto con muestras de DNA plasmidico
intacto (Figura 4.25). En la wabla 4.6 se reportan los resultados obtenidos en la electroforesis, es decir,
¢l ndimero y timaio aproxinido de los fragmentos de DNA producidos experimentalnente en cada una

de las digestiones, asi como ¢l ndmero y tamana de tos fragmentos de DNA esperados.

De Jos resultados reportados en 1 tabla 4.6 pixemos coneluir que las cuatro colunias de bacterias
wransformadas analizadas contienen ¢ plismido pRSETAR Tg34/M/H; es decir, hemos clonado ¢l

fragmento de DNA que codifica para Ia sintesis de ROP2 sin su péptido sefial, en ¢l vector pRSETAR.

Tabla 4.6. Caracierizacion del plasmido pRSETAR Tg34/M/T par mapeo de resiriceion.

Fragimentos de DNA esperados Fragmentos observados
Linzima de PRSETAR  pRSETAR Tg34/MN1 DNA plasmidico de las 4 colonias
resiriccion ransfonhadas analizadas
Bam HI 2900 pb 4150 y 500 pb 4.0y0.55 kpb
Xho 1 2900 pb 2970, 960 y 720 pb 28,09 y0.75 kpb
lind 11l 2900 pb 4650 pb 4.65 kpb
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Figura 4.24.  Andlisis por electroforesis en gel de agarosn del DNA plasmidico extrafdo de 8 colonias de [
coli XL1-Blue transformaddas con ¢! producto de la Tigacion de los fragmento T34/MAT y pRSETAR/PI.
Muestras de § ptl de DNA plasmfdico de las colonias ndnero 1 (carril 1), 2 (earril 2), 3 (carvil 3), 4 (carril 4), §
(carril 5), 6 (carril 6), 7 (carril 7), 8 (citrril 8) de bacterias iraasformadas y de £ coli X1.3-Blue pRSETAR.§
(carril C), fucron sometidas a clectroforesis en gel de agarosn al 1.5 %, L los carriles A se aplicaran muestras
de 500 ag de DNA del fago A digerido con Hind 11y Eeo Ri como estdndazes de tamaio. A I izquierda se
indien ¢l tamadio de los fragmentos de DNA estdndares.
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Figura 4.25. (A) Mapa del plasmido pRSETAR Tg34/M/11 mostrando los sitios de corte de las enzimas ¢
restriceion Dam I, Xho Ty Hind 11 (B)  Andlisis de restriceion del DNA plasmidico de 4 colonias de
bacterias transformadas con fa consteuccion pRSETAR Tg34/M/1. Con 10 U de fas enzimas Bam 11 (B), Xho
1 (X) o Hind 111 (1), Tucron digeridas muesteas de 5l de DNA plasifdico extrafdo de las colonias mimero 3
(3), 5 (5), 6 (6) y 8 (8) de bacicrins wansfunnadas con los productos de ligacién de los fragmentos
PRSETAR/PAT y Tg34/MAL Las muestras digeridas Tueron sometidas a electroforesis en gel de agarosa al
1.5%.  Ademds, Tucron aplicadas muestras de 5 ) de DNA plasinidico de 1a colonia nimero 3 (caeril 31), 5
(carsil 51} y 6 (carril 61), respectivamente, En los carriles marcados como A fucron aplicadas muestsas de 500
ng de DNA del fago A digerido con Hind 1f y Eco RI como cstandares de tamano. A la izquierda se indica el
tamaii de os fragmentos de DNA estandares.
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3.2 Expresion de la prateina ROP2 en E, coli XL1-Blue pRSETAR Tg34/M/H

Para determinar la cinélica de expresion de ia proteina recombinante en £, coli XL1-Blue
PRSETAR Tpd4/M/H, se cuitivaron las colonias transformadas E. coli XLI-Blue pRSETA
Te34/M/H.3 y .S y se indujo Ja expresion de Ja protefna recombinante medianie 1a adicion de IPTG y
del Tago M13/17, tonando muesteas al momento de afadir IPTG, al momento de afadir ¢ faga, 1, 2,3
y S h despuds, Las muestras Jueron analizadas por clectrotoresis en gel de poliacrilamina-SDS y
tincidn can azul de Coomassie, y por Western hlot. Como enntrol se aplicd ¢ misma procedimicnto i

E coli X1.3-Blue pRSETARS,

Es importante observar que el crecimiento de las bacterias transformadas con el pldsmido que
codifica para 1 sfatesis de 1a prolefna recombinanle es semcjante al crecimicnto de las bacterias

transformadas con el veetor sin inserio, hasta el momento de 1a adicion del Yago M13/T7 (Figura 4.26).

En ¢ anélisis par electroforesis y tincidn con azul de Coamassie (Figura 4.27) podemos observar
la aparicion de nna banda de 73 a 75 kDa en las calonias transfonmadas E. coli XL1-Blue pRSETAR
Ted/MAL3 y .5, esto ocurre una hora después de Ja adicion del Tago MI3/T7 y 1a inensidad de esta
banda s¢ va incrementando conforme transcurve el ticmpo.  L.a banda no aparece en los carriles
correspondientes i las bacterias transformadtas con ¢l vector pRSETAR. 1o que sugiere que se trarg e

la protefna recombinante,

En ¢l andlisis por Western blot (Figura 4.28), en las muestras de las dos colonias transformadas
anatizadas se observa la presencia de una protefna de 73 a 79 kDa que reacciona con el anticnerpo
monocional anti-ROP2 (2D1); el nivel de expresién es semejante en ambas colonias. La expresion de la
protefna ROP2 recombinante sigue ocurrienda arin antes de iniciar ka induceion: no obstante, el nivel &
expresion aumenta notablemente duranie Fa fase de induccion. Las bandas con protefnas de peso
moleeular menor gue reaccionaron con el anticuerpo, correspanden a los productos de degradacinn de 1a
protefna recombinanie en 1a bacleria. La méxima proporcidn de 1a protefna completa se aleanza 2 h

después de la infeccian con ol Tago MIYT.
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Figura 4.26. Curvits de crecimiento de E. coli XLI-Blue wansformada con pRSETAR Tg34/M/L.  El
crecimiemo de E. coli X1.1-Blue pRSETARS (cantrol), E. coli XL1-Blue pRSETAR Tg34/M/113 (calonla 3)
y E. coli X1.1-Blue pRSETAR ‘Tg34/MALS (colonta §), en medio SOB-wetraciclina-ampicilina, fue seguido
widiendo ka1 densidad dptica del caliiva a una fongitud de onda de 600 ., empleando camb blanco medio de
cultivo estéril. Se indica con tlechas tos tiempos de adicion ded PTGy del fago MI3/17.

4 COMPARACION DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE LA PROTEINA
RECOMBINANTE EN E. coli XL1- Blue pRSETA Tg34/M/H y pRSETAR Tg34/M/H

Para determinar ¢l efecto del cambio de orientacidn del gen amp” del vector pRSETA sobre o
nivel de expresion constitutiva ¢ inducida de l1a protefna recombinante, se indujo la expresion de Ja
protefna recombinante mediante fa adicion de PTG y de fago MI3/T7 a cuitivos de las bacterias E. coli
XLI-Blue transformadas con pRSETA Tg34/M/H y pRSETAR Tg34/M/H. Como controles fueron
realizados cultivos de E. coli XL.1-Blue pRSETA y pRSETAR, Se tomaron muestras de Jos cultivos al
momento de aftadir IPTG, al momento de anadir ¢f fago MI3/T7, 1, 2, 3y 5 h despuds de ia infeccion.
Para medir 1a expresion canstitutiva se omitic 1a adicion de IPTG y del fago en cultivos paraleios de las

mismas bacterias, tomando muestras a los mismos tiempos que en Jos cultivos inducidos respectivos.
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Figura 4.27. Andlisis por electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS y tincidn con azul de Coomassie de la
cinética de expresion de la protefna recombinante. Muestras de { mf de los cultivos, en SOB-tetracicling-
ampiciling, de £, coli X1.1-Blue pRSETAR Tg34/MM 3 (3), £ coli XL.1-Blue pRSETAR Tg34/M/H.5 (5) ¥
del control, E. coli XL1-Blue pRSETAR.8 (C), fucron tomadas af womento de afadir 171G, al momento de
infectar con ¢l fago MI3/17 y 1, 2,3, y 5 & después de Ta infeccion, midiendo su D.0. a 600 um. Las hacterias

fueron separadas por centrifugacion y lisadas en buffer de muestra a una cancentracion de 2x10° célufas/nl.

Alfcuotas de 25 pl de estos lisados fueron sometidas a electroforesis en gel de poliacrilamida 10%-SDS. En ¢l
carri) marcado como M fue aplicada una mucstra de protefnas cstdndares de peso molecular.  Después de
clectroforesis el gel fue tedido cun azul brillante de Coomassie. A 1a izquicrda se indican los pesos moleculares

de los estdndares.



KDa
97
68 - e »
e e - o & 8
oo - 2L F5 @8
" i ,
o
. - -
LS ae w8
29
18
Mly €3 5C3 5 C 3 5¢C 3 5C 3 5 3 5
. antes antes
‘ PTG -M/T? th 2h 3h 5h

Figura 4.28. Andlisis por Western blot de fa expresion de bt proteina recombinante.  Alicuatas de- S pil de los
lisados bacterianos preparados a partir de los cultivos, en SOB-tetraciclina-ampiciting, de E. coli XL1-Bloe
PRSETAR T34/M/L3 (3). . coli XL1-Blue pRSETAR Tg34/M/ALS (5) y del comrod, E. coli X1.1-Blue
PRSETAR 8 (C), fueron sometitas a clecwoloresis en gel de poliacrilanida 10%-SDS. En el carril marcado
como M fue aplicada una muestra de proteinas estindires de peso wolecular y en et carril marcado como T fue
aplicado un fisado de 1 milidn de taquizoftos de 7. gondii. Despuds de Ja clectroforesis, 1as protefnas del gel
fucron sometidas a clectrotransferencia a membrana de nivvocelulosa. - 1l carrit con los marcadores de peso
molecular fue tefido con colorante rajo de Ponceaw. Ein la membrana, la presencia de Ja proteina recombinane
foe revelada por immunodeteccion empleanda ¢l anticuerpo monoclonal murino i ROP2 (2D1), ¢l conjugado
GAM-AMP (anticuerpo anti-lgG murina conjugado a fosfatasa ajcaling) y el susirato BCIP-NBT, A la
izguierdin se intican Jos pesos moleculares de 1os estandares.
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Las curvas de crecimiento de los cultivos inducidos y o mducidos s¢ muesivan en L tigura 4.29
Ay B, en donde podemas observar que: @) T velocidad de erecimiento de Ta colonia de bacterias £,
coli XL1-Dlue pRSETA es mayor que la velocidad de crecimiento de fas otras tres colonias y. D) las
velocidades de crecimienta de tas colonias e bacterias transformadas con o plismido pRSETAR,

PRSETAR Td/M/tLy aRSETA Tp34/M/H son semejantes.

Las muestras de fos cultivos fueran anatizadas por Western blon. Fa el andlisis de las muestras
de los cuttivos no inducidos (Figura <1.30) se observd que existe expresian constituliva de Ta praeina

recombinanle en Jas dos colonias probackas y ¢l nivel de esticexpresion es semgjante en ambas.
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Figura 4.29. Curvas de crecimiento de bacterias £ coli XL1-Blue tansformadas con los plismidos pRSETA,
PRSETA Tg34/M/11, pRSETAR y pRSETAR Tg34/M/1T e condiciones de induccidn (B) 0 no inducein (A) de
Ia sfntesis de la protefna recombinante. 1i) crecimienn de £ coli XL1-Blue pRSETA (pRSETA), pRSETA
Te3dML. 6 (pPRSETATEM), pRSETARS (pRSETAR) y pRSETAR Tg34/MALS (pRSETARTR34), en
medio SOB-etraciclina-ampicilina, fue seguido midiendo la densidad ptica del cultivo a una langitud de anda
de 600 nm, empleando como blanco medio de cultivo estéril. En las curvas correspondientes a tos cultivos
inducidos se indiea con flechas los tiempos de adicion del 1PTG y del fago MI13/17.
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En ol andlisis de las muestras de 1os cultivas inducidos (Figura 4.31), se observa que el nivel &e
expresion inducida de 1 proteina recombinante en Jas dos colontas es semejante; adends, estos
resultados corroboran que ocuirre degradacion de la protefna, obteniendose a mayor produccion de

proteing completa entre 1y 2 despuds de fainteccion conel fago M7

En reswinen, estos datos muestian que na hay diferencia significativa en los niveles de expresion
canstitutiva ¢ inducida entre los vectores pRSETA y pRSETAR, es decir, 1a expresion constitutiva de la
pratefna recombinante no se debe i 1 transeripeion conjunta del gen amp” y det inserta; sin embargo, o

se descarta la posibifidad de que esta expresion canstitutiva limite ¢! pivel de expeesion obienido.
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Figura 4.30. Andlisis por Westem blot de la expresion constitutiva de la pratefna recombinante en k. coli
XL1-Blue pRSETA Tg34/M/H y pRSETAR Tg34/M/IL. Alfcuotas de 5 pl de los lisados bacterianos preparados
a partir de los cultivos no inducidos, en SOB-tetraciclina-ampiciting, X. coli X1.1-Blue pRSETA 1g34/M/1.0
(N), E. coli XL1-Blue pRSETAR Tg34/MALS (R) y del control, £ coli XLE-Blue pRSETA (C) fucron
sometldas a clectraforesis en gel de poliacrilamida 10%-SDS. En el canil marcado con M fue aplicada ina
muestra de protefnas estdndares de peso molecular y en el carril marcado con ‘T fue aplicado un lisado de |
milldn de taquizoftos de 7. gondii.  Después de la elecwroforesis, las protefmas del gel fucran sometidas a
¢lectrotransferencta a membrana de nitrocelulosa. Bl carril con los marcadores de peso molecnlar fue teiida
con coloratite rojo de Ponceaw. En la membrana, 1a presencia de 1a protefa recombinante fue revelada por
inmunadeteccion empleando el anticuerpo monoclonal murino anti-ROP2 (2D1), ¢ conjugada GAM-AP
(anticuerpo anti IgG muring conjugado a fosfatasa alcalina) y ¢ sustrato BCIP-NBY, A la izquicrda se indican
los pesos modeculares de los estandares.
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Figura 4.31. Andlisis por Western blot de Ia expresion inducida de ka protefna recombinante en E. coli XU1-
Blue pRSETA Tp3d/MIH y pRSETAR Tg34/M/. Alicuotas de S pl de los lisitdos bacterianos preparados a
partir de cultivos, ¢n medio SOB-tetraciclina-ampiciling, de F. coli XL1-Blue pRSETA Tgdd/M/LG (N), E.
coli XLi-Blue pRSETAR Tg3d/MILS (R) y del conwol, E. coli XLE-Blue pRSLEETA (C), Tueron sometidas @
clectroforesis en gel de poliacrilamida 10%-SDS. Bn ¢l carril marcado con M fue aplicada una muestea de
protefnis estandares de peso molecular y en el corril marcado con T lue aplicado un lisado de 1 miflon de
taquizoftos de 1. gondii. Después de la eleewoforesis, las protefuas del gel fueron someiidas a electio-
transferencia a membrana de nirocelulosa. Bl caril con los marcadores de peso molecular fue tehida con
colorante rojo de Ponceaw.  En la membrana, la presencia de Ja proteina rcecombinante fue revelada por
inmunodeteceidn empleando el anticuerpo monoclanal murino anti-ROPL 2D1), el conjugado GAM-AP
(anticnerpa anti 1gG murina conjugado a fosfatasa alealing) y e sustrato BCIP-NBT, A la izquierda se indican
los pesos moleeulires de los estindiires.
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CAPITULO ¥

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En ol presente wabajo se ha logrado Y expresion en £ coli de una forma recombinante de la
protefnia ROP2 (sin péptido seital), ctopleando el sistema de expresion bisado en el uso del plisimido
PRSETA y pRSETA moditicado (pRSETAR). Eu base @) objetivo de este proyecto, disponer de un
sistema parit Lt expresian de cantidades abandantes de fa proteina recombinante para ser empleadas en
suevaluacion inmwnopratectori, ¢l nivel de expresion alcanzado es uno de fos aspectos mds
impartantes. Anterionmente se han expresado formas recombinantes de la protefna ROP2 haciendo aso
de olros sistemas de expresion. pero hasta ahora no se habfa alcanzado el nivel de expresion requerido
(Van Gelder y cob, 1993; Herion no publicados).  Con las construcciones realizadas durante este
proyecto se puda ohtener Ja expresion de Ja proteina recombinante ROP2 (sin péptido seifal) en un nivel
detectable en ¢l andlisis de lisados hacterianos por electroforesis en ged de poliacridamida-SDS con
tincion con azud de Coomassie. En este andlisis se puede esiimar gue ta protefna recombinante puede
alcanzar hasta e} 1% de las proteinas wotades de fa hacteria na obstante, con sistemas de expresion
simifares. otras protefnit, recombinantes han podido alcanzar mds ded 50% de las pratefnas totates
(Tabor y Richardson, 1985; Studier y Molfatt, 1986}, En base a estos datos, se puede decir que ¢l nivel
de expresidin atcanzado min no es ¢l maximo, pero sf es et suficienie para intentar la puriticacion e ki
prateina.  Muchas san las probables causas que Timitan el nivel de expresion de una profefna
recambinante tales como: T inestabilidad de pldsimido recambinante, Ja inestabitidad del mRNA
sintetizado, Ja terminacion prematura de ta transeripeidn a fa inestabitidad de Ya protefni reeombinante

(Sambrook y col., 1989).

A pusar del nivel de expresion alcanzado usando Jos vectores pPRSETA y pRSETAR, w
observaron das problemas principales que ain deben ser resuettos parcial o totalimente antes de fa
pariticacidn: 1a degradacion de 1a proteina recombinante ROP2 y la expresidn constitutiva de csta
protena en Ja bacteria.  ¥ste Gitiqw prohlema puede ser un tactor que limita el nivel de expresidn

ubservada. Amhbos prabjemas se discuten més adelante,



En experimentos de expresion de otras protefiias recombinanies, e donde se usiaron sistemas e
expresion basiados en ¢l promotor -10 del fago 17 (plésmidos plt) semejantes al empleado pot
nosotros, se ha observado que ambicn existe expresion constitutiva, - En estos sisiemas se empleason
bacterias E. coli (IIMS174 0 BE21Y lisogenizadas con bacleridfago 113 (devivado del faga X) en ol
cual la expresion de 1a T7 RNA polimerasa estd bajo control del promotor lac (inducible con IPT6)
(Studier y col., 1990). Lneste casa, ka expresion canstitutiva de ta proteina recombinante fue explicads
por la sintesis de escape de 1a T7 RNA polimerasa, caracteristica de secuencias controladas por cf
promotor lac (Rawn, 1989).  Sin embargo. se ohservd transeripeion del inserto adn en biteterias
transforniadas con ¢t vector. pero que po habian sido lisogenizadas can el fago portador de la
infarmacion gendtica para by sintesis de 1o 17 RNA polimerasa (Studier y cot., 1990). Este iltinio

resultado es comparable at encontrado en el presente trabajo.

La expresion constitutiva de la protefia recombinaite (expresion de la proteina e ausencia de 1
T7 RNA polimerasay s6lo se puede explicar si ka ranscripeian del inseno es realizada por r enzima
RNA potimerasa de fa bucteria £, coli'. Lsta transcripeion debe Hevarse a cabo a partic de secnencias
Prometoras para esta enzimi que esten presentes en et plasmido recambinante (descartanda al promotor
det gen amp’).  Para apoyar esta hipdtesis se huscaron probiables secuencias promotoras para ta
polimerasa de E. coli en ¢l plismido recambinante. Para ello, la secuencia de nucledtidos del ptdsmida
recambinanie pRSETA Tead/M/H se sometio a un atgaritmo de prediceion de promotores para Lt RNA
polimerasa & E. voli (Staden, 1984). En los resultados obienidos se pudo identificar una secuencii
localizada en Fa regién de 916-860 pb (jusio en Ja secuencia Col B, origen de replicacitn del plasmido)
que presenta cierta sisilitud con la Secuencia consensa reconocida por ¢l Factor o’ de la RNA

poltmerasa de E. coli (ver cuadio 5.1); esta secuencia podefa ser kurespansable de fa transeripeion del

' La RNA polimerasa de £, coli estd compuesk de S subunidades: 2 unidades o, y las subunidades i, B°y

o. Lasubunidad o es It encargada de unirse especificamente a pramotores de operadores o genes de E. coli
y es responsable de fa inicincion de la trancripeion. Aundue existen otras subunidades, o’ (T0kDa) es fa
printcipal subunida presente en la RNA polimerasi y reconoce promotores con i siguientes caracterfsticas:

- ¢n Ja pasiciSa +1, primer nucledtida que se transcribe, bay una purina.

- en In region -10 tiene 1a secuencia consenso TATAAT, canecidi comu caja TATA o Pribnaw.

-en la region -35 la secnencia cansenso os TTGACA

- mnbas regiaues estdn separadas par 17+/- 1 nucledlidos.
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Cuadro 5.1. Tdentilicacion de un probable peomotor de kv RNA polimerasa de 22 colr en ¢b plismido pREETA

TeM/MAL
Promoeio Teguin =35 wegion - 10 ol
U0 ATCCTTE T FRGATA NICTCATGACCAAAN FCCET TFRANCG TGAGTTTT ¢ GRICCACTGAG
np TGAGETG TEGACA  ATTANTCATCGAATUTAG FIAACT  AGTACGH A AGTICACGTAA
fae CCCAGGE TITACA  CEIRATGETICCGORUTICG TATGEY  GIGTGG A ATTGTGAGCGG
uThA2 TAAATGE  TTGACT  CYGTAGUGLOANGGCG TATTAT  GCACACC € COUGCCHUTON
COUSENSH TEGACA FATANT A

Se alined la secuencia 16860 dol plasmido pRSE TA Y3 eMAT con las secuencias e 1os promatores del operdn de riptofana (), det
aperdn de factosa (e} y ded RNA pibasamico (tmA2) de £ cole e mdica con negritas Iy seenencia vonsenso e Jos promtores de Ja RNA
polinerasa de £ coh

inserto gue da Tugar a fa expresion constitutiva de ki proteina recombinanie,

Cuando 1 proteina recombinante es tixica para Ta bacteria, su expresion constitutiva pucde
conflevar a la inestahitidad del pldsinido y, por consecuencia, a un baju nivel de expresion de Ta protefna
recombinante,  Esta toxicidad determina que ¢ crecimienta de las bacterias con el pldsmido sca moy
lenty, ¢ incluso pueda existic un proceso de seleccidn de aquellas bacterias que poseen ¢l menor mimero
de plasmidos.  Este problemi puede ser mds grave cuando s¢ presenld en sislemas con vectores que
ticnen el marcadar de resistencia a ampiciling. Enestos sistemas las bacterias qoe lenen menor miniero
de pldsmidos, o que 1o han perdido, pueden crecer en el cullivo debido a Ta acumulacivn de fa -
lactamasa que es seeretada en el medio y degrada 1o wopicilina,  Ea existencia de upa proporcidn
importante de hacierias que no poscen el pldsmido limita el nivel de expresion de la proteina
recumbinante obtenido 4l momento de Ta induccion. Incluso se han desarrollado sistemas de expresion
que tratan de minimizar este problensa (Studier y col., 1990). No obstante, 1a presencla de promotores
para la RNA poltmerasa bacteriana, presentes en algunos vectares de expresion, pueden hacer que este

probienta sea infranqueable en al gunos casos,

Uno de Tos principales problemas en 1os sistemas de expresion dande se empiean bacterlas es la
degradacion de Ta protefna recombinante,  En nuestro caso, 1 protedlsis ¢s un problema ain mds
importante ya que interTiere con la puriticacion de T protefna recombinante,  En electo, 10§ productos
de degradacion de Ta protefna recombinanie compiten con Ja protefita entera por los sitius de unidn de Tt

columna de meal quelado durante 1a cromatogralfa; por ello esta degradacion debe ser mfnima.
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Generalimente, b degradacion se debe a gque b protefna se encuentra en compartimicntos celutares
en ta fuente original; estos compartimientos no existen en b bacteria lo que determing gue la proteing
sea sintetizada en un ambienie donde adqguivre wng conformiicion que no favoreee su estabilidad. Se
sabe que la etapa inicial de degradocidn de estas protefnas ¢s realizadi por proteasas: bacterianas
depenclienes de ATP. Algunas de estas proteasas son: LON. CLPC OMIT, DEGE (Gottesiman, 1990).
En nuestro caso, la degradacion de I protefan recombinastie puede ser explicada debido o que. en 7
gondii, 1a proteing ROP2 estd asociada o tas wopuias y al ser sintetizada en E. coli no adguiere um

conformacion estable y es degradada por 1as proteasas presentes en la cepa bacteriana empleada.

Para confirmar esta hipdlesis v resolver este prablema, se podrian emplear cepas bacierianas que
fengan mutaciones que detenninen deficiencias en enzinlas proteolfticas.  Por ejempha, ¢l uso de
mutantes Low (principal proteasa de E. coli que es responsable de la degradacion de proteinas inestables
o anormales para Ya bucteria) en sistemas de expresion que emplean ¢} veetor At ha aumentado fa
estabilidad de protefnas de fusion recombinantes que han sido expresadas (Gatesman, 1990). Estas
cepas también se han empleado en sistemas de expresion basados en el uso de fa T7 RNA potimerasa
(E. colicepa BL21) (Studier y col., 1990). Sin embargo, estas cepas furman coloniats mucoides (to que
dificulta su aistamicnto en medio slido. su coseeha en cultivo ligquido y sitinfecaion con [agas) y son
nds sensibles a didus en sy DNA por agemes qufinticos y Iisicos. Ademds, se ve alectada la eficiencia
de transformacidn y estabitidad de algunos pidsmidos en ta bacteria. Afortunadamente ya se dispone de
cepas bacterianas con hutaciones cotiplementarias que hacen minimos estos problemas (Gottesmart,

1990).

Para 1o tanseripeidn de a informacidn gendtica que codifica para prorefnas {nducidas por
choque-iénmico (entre ellas 1a proteasa LON), E. coli hace uso de Ta subunidad o de la RNA
palimerasa; esta subunidad es codificada por el gen tpR,  Bacterias con motaciones en este gen son
deficientes en protedlisis y también pueden ser usadas para aumentar la estabilidad de proteinas
recombinantes.  No obstante, la expresién de esla subunidad es importante para ¢l crecimienty de la
bacterfa a temperatura de 37°C o mayor (Gottesntan, 1990).  En este sentido, una observacion

experimental importante, hecha durante experintentos previos de expresion de Ta proeina ROP2
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desarrollados en e} Yaboratorio, es 1a disminacion en )a protedlisis de a proteing recombinante cuando s

creeen las bacterias y se realiza la induceidn a menor temperatars (X°C).

Es importapte que en un fuloro mmedialo sean opimizadas 1as condiciones e expresion de esta
Tormy recombininte de ROP2 con el propdsita de alcanzar un miayor nivel de expresian y/o v ufnina
degradacion. Esto es un paso indispensable para disponer ge esta protedna en Jorna pura y e cantidad

suficiente para evaluar su actividim! iInmonoprotecior.
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APENDICE

COMGO GENETICO

Abreviatura Abreviatura estdndar - Codones de ARN eseritos can

Langerior o clexremo 5 a ba izguicrda

Aly A GCA GCC GCG Gy

Arg R AGA AGG CGA CGC CGG CGU
Asi N AAU AAC

Asp D GAC GAU

Cys C UGC UGu

(it E CAA CAG

Glu Q GAA GAG

Gly G GGU GGC GOA GGG

His H CACCAU

fe i AUA AUC AUU

leu I UUA UUG CUA CUC CuG Cutl
Lys K AAA AAG

Mut M AUG

Phie F uuc vy

Pro P CCACCC G ey

Ser A AGC AGU UCA UCC yCG uCu
Thr T ACA ACC ACG ACU

Trp W UGG

Tyr Y UAC UAL

Val Vv GUA GUC GUG GuY

STOP (Iin de traduccion)  UAA UAG UGA

NUCLEOTIDOS

Abreviatura Nucledtido
A Adenina
C Citosina
G Guanina
T ining
N Adening, Citocina,

Guanina o Timina
R Guanina v Adenina

Y Citosina 0 Timina
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