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RESUMEN
La peptidil-tANA hidrolasa (Pth)' es una enzima esencial en E. coli

regenerando tRNA libres. Las mutantes

que hidroliza peptidil-tRNAs
incapaces de propagar al

parcialmente afectadas en la hidrolasa son

bacteriéfago A. Los fagos capaces de eludir esta exciusion presentan

Los sitios definidos por las mutaciones

mutaciones Ilamadas bar.
pero con solo tres

contienen secuencias caracteristicas de genes,
la expresion de estos minigenes bar

codones. En vectores multicopia,
Los

inhibe la sintesis de proteinas en céiulas defectuosas en Pth.

transcritos de los sitios bar presentaron propiedades inherentes a los

se asocian a los ribosomas de manera

RNAs mensajeros auténticos;
la fraccion

especifica e inducen la incorporacién de metionina a
Sin embargo, provocan la inhibicion general de la sintesis de
la ausencia de Pth. Se propone que Ila

secuestro de un . tRNA

ribosomal.
proteinas dependiente de
inhibicion mediada por bar se basa en el

especifico.



1.0 INTRODUCCION
El estudio de los mecanismos que utilizan las bacterias para la

exclusion de los bacteriéfagos ha sido de mucha utilidad para

la genética de procariontes y eucariontes. Algunos de estos

comprender
los afos 50°'s, sin

modelos de exclusién han sido estudiados desde
embargo, sus bases moleculares son todavia poco claras. Dos modelos

bacterianos de exclusion de fago como Lit y Prr (Snyder, 1995) tienen

un mecanismo muy similar que involucra el control traduccional. Ambos
emplean enzimas especificas para componentes celulares conservados

evolutivamente, los cuales son activados por péptidos o determinantes

protéicos codificados por el genoma del fago. Una vez activadas, estas
enzimas inactivan a componentes del aparato traduccional. Es factible
pensar que otros mecanismos de exclusion de fagos no definidos hasta
es decir, involucrarian senales

hoy actian de un modo similar,
del fago, que

originadas durante {a traduccién del genoma
interactuarian con enzimas o factores protéicos celulares causando un
Debido a su especificidad y a la

defecto en el sistema traduccional.
estos modelos de exclusion

naturaleza de sus blancos de accidn,

representan una . fuente de enzimas que podrian tener aplicaciones

Estos hechos, que en apariencia sdélo conciernen a
tienen

terapéuticas. los

estudiosos de la bioquimica basica de los microorganismos,

impacto en biotecnologia. En aigunos casos para la produccién en gran

oscala de proteinas recombinantes en £. col/i, se ha modificado la

secuencia de sus genes para reemplazar codones raros por codones de

uso mas frecuente en la bacteria y asi incrementar el rendimiento de

sus fermentadores. Otra alternativa ha consistido en usar bacterias con




vectores que portan al gen o genes que codifican para los tRANAs

limitantes, supliendo asi la deficiencia en fa poza celutar de tRNA.

1.1 LA INTERACCION ENTRE EL BACTERIOFAGO ) Y Escherichia

coli

El bacteriéfago A es un fago que infecta a la bacteria intestinal

Escherichia coli. En su desarrollo, A puede seguir dos vias, la litica o la

lisogénica (Herskowitz y Hagen, D., 1980). Durante la ruta litica, el

cromosoma de A es replicado y empaquetado dentro de
la lisis y muerte

100

la envoltura

viral, los fagos se liberan, conduciendo al huésped a

celular. Esto da origen a una progenia de aproximadamente

particulas virales por célula infectada (Weisber ey col.,1977).

En la via lisogénica, el DNA del fago se integra al cromosoma bacteriano

y se replica como parte de él (Echols H., 1972). Para permitir esta

opcién, el DNA del fago inyectado dirige la sintesis de productos
génicos que promueven la insercion del DNA del fago en el cromosoma
de la célula huésped, y después expresa otros genes cuyos productos
reprimen su replicacién auténoma. Cuando estos procesos se llevan a
cabo apropiadamente, el DNA del fago es insertado en el cromosoma de

la bacteria en un sitio caracteristico. Estudios de secuenciacion han

revelado gue los sitios de la bacteria y el fago comparten una identidad
de 15 pares de bases (pb) y que la unidn y excisién de! DNA toma lugar
en esta region (Echols y Guarneros, 1983). El sitio de unidn del fago es

conocido como attP, mientras que el sitio de unién de !a bacteria es

definido como att8. A este evento se le denomina integracion.

3




la funcién del gene /nt, mientras que la

La integracién requiere de
genes estan

excisién requiere tanto de /nt como de xis. Ambos
contenidos en el genoma de A.La proteina Int es la enzima que cataliza
la integracién del DNA de lambda en el cromosoma del huésped. Al fago

integrado en el genoma se le llama profago. Para que éste se mantenga
en tal estado, es esencial la funcionalidad del represor CIl, codificado
represor praviene la expresién de los genes de otros

por el gen cl. EIl
la lisogenia (Echols y

profagos y tambien sirve para mantener

Guarneros, 1983).

Los mecanismos de control replicativo y transcripcional de A se.

conocen ampliamente. Sin embargo, poco se conoce acerca del control
en el desarrollo del fago. E!
un aspecto relacionado con la
interaccion de wuna secuencia del
totaimente

traduccional presente proyecto esta
encaminado a esclarecer regulacion

traduccional, e! cwual involucra ia

genoma de lambda, llamada bar, con elementos aun no

identificados de la maquinaria traduccional de la célula huésped, pero

que de alguna forma estan directa o indirectamente relacionados con la

enzima peptidil-tRANA hidrolasa (Pth).

1.2 LA INTERACCION bar-pth.
Un enfoque para el estudio de las interacciones entre el fago y las
desarrollo del virus

funciones bioldgicas de la bacteria durante el
incapaces de

aistamiento de mutantes bacterianas

invasor, ha sido el
La identificacion de los

crecimiento de fagos silvestres.

permitir el
interaccion huesped-parasito ha

sitios genéticos involucrados en la




sido lograda mediante el aislamiento de mutantes complementarias

mutuas en ambos simbiontes.

En 1976, Henderson y Weil reportaron el aislamiento de una mutante de
E. coli que impedia la propagacién de A. Esta mutante se denomind rap
(restriction of attP+ phage) por su incapacidad de soportar el
crecimiento de fagos con una regién attP silvestre. Posteriormente, se
definié que la mutaciéon rap es deficiente en la actividad de la enzima
peptidil-tRNA-hidrolasa (Pth)(Garcia-Villegas y col/. 1991). La Pth es
esencial para !a célula y ha sido encontrada en todos los organismos
donde se le ha buscado excepto en Methanococcus jannaschii ( De la
Vega, F. M. ¥ col.1996; Bult, C. J. et al., 1996). La Pth hidroliza peptidii-
tRNAs para dar como productos peéptidos y tRNAs libres (Cuzin y col.
1967). Se ha propuesto que los sustratos especificos de la enzima Pth
son los peptidil-tRNAs que se caen de los ribosomas prematuramente,
en un evento de terminacion abortiva. Esta terminacién abortiva podria
originarse por la incorporacién de un aminodcido erréneo en la cadena
polipeptidica naciente. La inactivacion de la hidrolasa tiene como
resulitado una acumulacion de peptidil-tRNAs en la céluta y el
agotamiento de tRNAs disponibles para la traduccién (Heurgué-Hamard,
V. y col. 1996), I6 cual bloquea la sintesis de proteinas (Atherly y
Menninger, 1972). Se ha aislado una mutante termosensible localizada
en el gen pth. A es excluido también en esta mutante. Con la finalidad de
conocer qué regiones del genoma de lambda estaban involucradas en la
interaccién conrap , se aislaron mutantes de A qué permitieron el

crecimiento en {a cepa rap. La localizacion de las mutaciones en el




genoma de A, que se denominaron bar (por pblanco de accién de rap),
fueron ubicadas en tres lugares del genoma de lambda: bard, en la regién
3' del gen que codifica para la integrasa, entre el sitio de integracion
attP y el terminador transcripcional f; barll, hacia el extremo 5' del
gen clll-ssb; y barlll, que se encuentra muy cercanoc a la regién de
inmunidad de! fago (Guzma&n y Guarneros, 1989) (Fig 1). La
secuenciacién de las regiones barl y barll reveld una homologia de 14
{(pb). La secuencia incluye repetidos invertidos de 6 pb (barla) y 5 pb
(barll). Las tres mutaciones puntuales secuenciadas, que fueron
ltamadas bar10t1, bar103, y bar205, representan transiciones en una de
estas posiciones. Estas tres mutaciones caen dentro de los invertidos
repetidos (Guzman y col 1990) (Fig. 1).

La transcripcion de estas secuencias es esencial para la exclusiéon. Se
emplearon fagos mutantes en promotores localizados ric arriba de los
sitios bar. La ausencia de expresion eliminaba la exclusion. Ello condujo
a a clonacién de las regiones bara y bartl en plasmidos multicopia, bajo
e! control del promotor pl., el cual es inducible por un incremento en la
temperatura. La transcripcion de las secuencias barl y barll inhibe el
crecimierﬁo de la cepa rap (Guzman y col 1990). La expresidon de las

secuencias bar mutantes no es téxica.

En un intento para proponer un mecanismo por el cual los plasmidos bar
matan a la células rap se analizaron los efectos de la transcripcion de
bar sobre la replicacion, transcripcion y traduccion en la célula. Este
andlisis reveld que la expresidon de muchas proteinas de la célula

huesped es inhibida en la cepa pth tras la induccién de los plasmidos




Estructury Dispensuble  Recombinacidn — Regulaciin Replicacidn Lisis

Ea59 attP int xis  gam kil ¢l ssb ral

NN

3 AACTATaAaTATAGTA 3 AACTATcAgTATAGTA
barl barll
met ile paro
T 1 1
5' -CUGAACGAGAAACGUAAAAUGAUAUAAAUAUCAA-3'  bad
Stine-Dalgamo
met ile paro
71 1 1
5'-CAUCAGGAAUAUUUGAUUCAGAUGAUAUGACUAUCAA-3  barll
Shine-Dalgamo

Figura 1. a) Regiones barl y bartt del fago. b) Senales de traduccidn definidas en fos
minigenes bart y barl.



bar (Pérez-Morga y Guarneros,1989; Garcia-Villegas, M. R. 1988) .

Hubo un intento para definir la secuencia minima requerida para la
funcion Bar. La reconstruccién de la regién bart con oligonucledtidos
sintéticos de cadena sencilla, permitié situar a ia region bar la entre
los nucledtidos -24 y -44 en un fragmento de 21 pb (Rivera-Chavira,
1989).

Un andlisis reciente de las secuencias bar, complementado con
experimentos que se describirdan mas adelante, llevd a proponer que en
el extremo 5'° y 3 de la region bar existen sefiales importantes para el
fenotipo de bar, que podrian ser alteradas mediante deleciones,

inserciones e incluso mutaciones puntuales.

1.3 LA SECUENCIA DEL RNA DE bar ES UN MINIGEN

El RNA de barl interactia con !a magquinaria traduccional.
Experimentos de fraccionamiento celular demostraron que el RNA de
barl se asocia con ribosomas 70S, en una manera similar a como se
asocian los mRNAs (Hernandez, J. et al/, 1996). El anidlisis de las
secuencias de barl y barll revelé la presencia de senales de inicio de la
traduccién: una secuencia tipo Shine-Dalgarno, una region espaciadora y
un marco abierto de lectura minimo. Este esta constituido por un coddn
de inicio, un coddén que especifica para isofeucina, seguido de un coddn
de paro (Figs. 2a y 2b). Curiosamente, el codén de isoleucina de este
minigen (AUA) corresponde a una de las isospecies de tRNA con menor
contenido relativo en E. coli (lnokuchi y Yamao, 1995). El pequeiio marco



de lectura o gen minimo detectado esta presente dentro del repetido
invertido de las secuencias bar (Fig. 2a). Es probable que el RNA de bar
fuese traducido. De hecho, se ha evaluado la capacidad de este RNA para
formar complejos ternarios de iniciacién de la traduccién por la técnica
de toe-printing (Herndandez, J. y col., 1996). El que tas senales
traduccionales identificadas en bar tengan un papel en su funcién es
apoyado por el hecho de que mutaciones en la regi6n, aisladas en fagos
capaces de aboler {a exclusidn en cepas pth, o en plasmidos que ya no
ejercen un efecto letal en dichas células, presentan mutaciones en
dichas sefales traduccionales (Figura 2a y Tabla 1). (Guzman y col.
1990; Garcia-Villegas,1988). Existen otras mutaciones localizadas
fuera de la regidn barl que también afectan la funcién Bar. Estas
mutaciones fueron aisladas en fagos deficientes en el proceso de
retrorregulacion negativa (Guarneros et al/, 1982). Dichas mutaciones,
denominadas sib, afectan la funcionalidad del terminador ¢l, asi como la
estabilidad del RNA de barl (Montafiez et al/, 1986; Velazquez, 1992). Se
ha establecido una relacién directa entre la estabilidad del RNA de baril
y su efecto téxico, lo que ha apoyado {a idea de que es el RNA de barl per
se, y no su transcripcidn, quien posee la capacidad inhibitoria (Méndez-
Canseco, 1994). Otras mutaciones localizadas en la regién bari también
tienen efectos negativos sobre la estabilidad del RNA. Es probable que
dichas mutaciones afecten la capacidad de interaccién del RNA con la
maquinaria traduccional, y que por o tanto, sean mas susceptibles a
degradacion. Se ha demostrado que el RNA de bar es mas estable en
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Figura 2a. Secuencia nucleotidica de! RNA de bad que muesira las mulaciones puntuales cbisnidas
in viva (negritas)y por mutagenesis dirigida (normal) que afectan la integridad de! minigen.
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UGCAACAAAU UGAUAAAGCAA UGCUUUUUUA UAAUGCCAAC UUAGUAUAAA

728 so INIC. lie PARO 679
AAAGCUGAAC GAGAAACGUA AAAUGAUAUA AAUAUCAAUA UAUUAAAUUA
G UGAGA C uG C
[oF C
bar101
GAUUUUGCAU AAAAAACAGA CUACAUAAUA CUGUAAAACA CAACAUAUGC
AGUCACUAUG AAUCAACU:C UUAGAUGGUA UUAGUGACCU GUAACAGAGC
A
bar206
ESTRUCTURA TALLO Y ORQUILLA DEL TERMINADOR T1
GUGAUUUUU GUCUUCUUGC GCUAAUUUUY UG...3'
A A A
sb1 o2 sba

Figura 2b. Muestra un fragmz2nto del RNA de bar en el cual se indica en negrillas la
posicion del minigen bar y las sefales de traduccion que lo definen. Tambien se
presentan las mutaciones obtenidas in vivo y por mutagenesis dirigida que afectan

ia toxicidad del transcrito bard.
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Tabla 1. Resumen de las mutantes y su efecto a 38¢C y 420C en células pth(rap).

+ indica letalidad celular , - indica viabilidad.
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células pth que en las tipo silvestre (Pérez-Morga y Guarneros, 1991;
Méndez-Canseco, 1994). Esto sugiere que el efecto protector de la
maquinaria traduccional sobre el RNA de bar se favorece en condiciones
donde proteinas Pth defectuosas son incapaces de aliviar la interaccion.

Mas adelante se discutira sobre este hecho.

¢Qué elementos secuenciales de barl son esenciales para el efecto
téxico? Se han obtenido una serie de mutaciones dirigidas que
involucran cambios puntuales en la secuencia del minigen, asi como en
el contexto 3’ del codén de paro. Se ha propuesto que tas mutaciones bar
U693, G692, CE692 y C685 (Figura 2b y Tabla 1) estan relacionadas con
un efecto negativo sobre la interaccion del rRNA 16S con un posible
activador traduccional, downstream box , presente en el minigen. El
fenotipo bar que han mostrado estas mutaciones han permitido generar
hipotesis sobre la composicién nucleotidica de la secuencia del minigen
que correlacionan con su toxicidad (Tabla 1). Una de estas mutaciones
(barA702) cambidé al codén de isoleucina (AUA) por el coddn AAA, que
corresponde a lisina, y que es reconocido por un isoaceptor muy
abundante en E. col/i. Esta mutacién presenta un fenotipo téxico
intermedio (Tabla 1), que puede revertirse in vivo e in vitro, con la
suplementacion del isoaceptor. La suplementacién con el tRNA de
isoleucina especificado por barl silvestre, tambien revierte Ila
traduccion, pero tiene un efecto parcial in vivo (Hernandez, J. et al/,

1996; Méndez-Canseco y Guarneros, 1996).
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1.4 EL MECANISMO DE INHIBICION MEDIADO POR bar.

LEs el RNA de bar traducido? Existe evidencia obtenida por
experimentos en un sistema acoplado de transcripcién-traduccién (TT)
in vitro que ha aportado informacién valiosa en este respecto. Se ha
mimetizado in vitro la inhibicion de la sintesis de una proteina
reportera, B-lactamasa (Bia). Este efecto es revertido por la adicién de
una preparacion de Pth silvestre purificada y, en menor grado, por la
adicién de un lavado ribosomal silvestre, el cual contiene factores de
inicio., elongacién y terminacién, ademas de tRNAs. Se ha tratado de
evaluar la traduccién del minigen de barl a partir de la incorporacion de
{35S])-metionina. Un analisis de fracciones en gradiente de sacarosa
reveld la presencia de productos no identificados que contenfan al
radioactivo en las fracciones solubles y correspondientes a ribosomas
70S. Dichos productos, por la naturaleza del ensayo, podrian ser formil-
metionit-isoleucil-tRNA o formil-metionil-tRNA. La concentracién
relativa de dichos productos disminuye si la mezcla de reaccién es

incubada con Pth silvestre (Hernandez, J. et al, 1996).

1.5 MODELO DE INHIBICION POR LOS MINIGENES bpar.

El modelo propuesto para explicar la inhibicion de la sintesis de
proteinas por la traduccién det minigen bar implica el agotamiento de
los tRNAs especificados por bar y la intoxicacién de los eventos
traduccionales por peptidil-tRNAs generados por bar. Esto es: el RNA de
bar es reconocido por los componentes traduccionales, que se avocarian
a traducir el minigen. Por un mecanismo no claro aun, la terminacién no

ocurre y el dipeptidil-tRNA generado se cae del ribosoma. En una célula
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silvestre, dicho dipeptidil es hidrolizado por la Pth, liberando al tRNA.
En las células pth, el dipeptidil-tRNA se acumula, secuestrando en su
molécula a tRNA que ya no esta disponible para nuevos eventos de
traduccién. El mismo dipeptidil-tRNA se.rfa téxico, al competir con
tRNAs iniciadores en la formacion de nuevos complejos de iniciacion.
Después de que el tRNA especificado por bar se agota, se formarian

complejos traduccionales atascados sobre el mRNA bar, los que

secuestrarian al tRNA iniciador y protegerian al RNA de la degradacion

por RNAsas. En el caso de los mRNAs celulares, los ribosomas se
detendrian en los codones hambrientos, es decir, aquellos en que el
isoaceptor no esta disponible ya que fue titulado por el efecto de bar. En
este caso, también los ribosomas detenidos protegerian a los mRNAs de

fa degradacion (Fig. 3). El modelo es aplicable para los alelos bar

silvestre y barA702.

Este modelo es apoyado por las evidencias descritas anteriormente, y
informacion: i) El mRNA de pth carece de
inhibida por bar

soportado por fa siguiente

codones AUA, y sin embargo, su traduccidon es

silvestre.Esto se explicaria por intoxicacidn de ia traduccién causada

por la acumutacion de los dipeptidil-tRANAs derivados de bar : ii) la

expresion de bar induce un cambioc en el patron de degradaciéon del mRNA

de bla in vivo. Experimentos de northern-blot muestran intermediarios

de degradacion estables. La suplementacion de tRNAlleava revierte el
disturbio generado por bar; iii) el RNA de bar es mas estable en células
pth. La suplementacion de tRNAleaua desestabiliza al RNA bar a niveles

semejantes al detectado en celulas silvestres (Méndez-Canseco vy

Guarneros, 1996).
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Modelo de la inhibicion de la traduccion por los mRNAs bar de! bacteriéfago A

I, Disponibilidad del tRNAlle Il Limitacion del tANA'le

RNA de bar ANA de bar

N
Paro de los ribosomas e
Caida

-

o

inhibicién de la traduccion

Figura 3. La inhibicion de la traduccién por el minigen barl de lambda.



1.6 HIPOTESIS DE TRABAJO

El modelo anterior nos lieva a plantear la siguiente interrogante:
élas caracteristicas secuenciales del minigen de barli son
indispensables para su efecto téxico?
DPe alguna manera contribuyen: a) el tamafio del minigen, b)la naturaleza
de los codones codificantes contenidos en el minigen, c) el tipo de

codén de paro, e) la constitucién de la secuencia Shine-Dalgarno y la

regién espaciadora en el efecto téxico de barl.
.Es posible la existencia de otros minigenes en el genoma de jambda

que tengan un efecto similar a barl en cepas pth-?
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2.0 OBJETIVOS GENERALES
1. Comprobar si el efecto tdxico del RNA de bar reside en las

caracteristicas secuenciales que lo definen como un minigen.
2.- Determinar si en el genoma del bacteriéfago lambda existen otros

minigenes con caracteristicas similares a barty baril.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

ta) Validar un sisterna que permita la expresién regulada del
minigen bar in vivo.
1b) Analizar el efecto de mutaciones en la secuencia de barl, que
modifiquen a naturaleza de! minigen bar en cuanto a su tamanio y
contenido de codones, sefiales de traduccidon (secuencia Shine-Dalgarno,
regién espaciadora y codones de inicio y de paro), con la finalidad de
analizar su impacto sobre la inhibicion de la traducciéon en las células
pth.
2) Clonacién de segmentos del cromosoma de A bajo un promotor
inducible, para la busqueda in vivo de secuencias que tengan un efecto
andlogo al de los minigenes bar en células pth.

18



3.0 MATERIALES Y METODOS

1. Cepas y plasmidos
Las cepas de E. coli que seran utilizadas, su genotipo relevante y su
procedencia se presenta en la Tabla 2. Las clonaciones se haran en a!
vector pKQV4 (Strauch, M.A. et al/, 1989), que se esquematiza en la Fig.
5.
2. Procedimientos generales
La extraccion de DNA plasmidico, transformacion, electroforesis dea
DNA, reacciones de restricion y procedimientos de clonacidén seran
realizados por meétodos convencionales (Sambrook y col.. 1989). EI
cultivo celular se realizara utilizando medio Luria broth (L8), L-agar
suplementados con Ampicilina (50 ug/ml)
3. Oligonucledétidos.
Los oligonucledtidos que se sintetizaran estaran basados en la
secuencia del RNA de bar que se presenta en la Figura 2. Se disefaran
oligos de cadena sencilla en direccion 5°-3'y su complementario, 3°-5°,
los cuales se hibridaran in vitro. Cada una de las cadenas sencitlas
llevaran en sus extremos las secuencias que complementen y regeneren
los sitios de restriccion EcoR ty Hind 1t (Figura 6). Los
oligonucléotidos seran sintetizados en un sintetizador Applied
Biosystems. El manejo de los oligonucledtidos se hara por técnicas
convencionales (Sambrook et al. 1989)
Una vez que los oligonucleotidos sean hibridados. se clonaran en los
sitios EcoR | y Hind Ill del polilinker del vector pKQV4 (Fig. 7). La
terminacion de la transcripcion a partir de pTac ocurre en los
terminadores del operon rrnB (Fig. 5).




N Sintesis de oligonucledtidos de
Ieals‘rrna(?!?::%r(‘ dl(aQD\I':‘s)Aa cadena sencilla, con sitios que
o gran e P a regeneren y complementen los
scala. sitios de restriccion EcoRI y Hindlli.

4 4

Doble restriccién del vector pKQV4 Hibridacion de los oligos de cadena
con las enzimas_EcoRI y Hindl!l sencilla para tormar oligos de

cadena doble capaces de ser

cionados en el vector pKQvV4,

¥

Delosforilacién de los extremos 5° Fostorilacion de los extremos 5’ de
del vector pKQV4. ios oligos de doble cadena.

mm— —

'3

I Clonacion ]

Caracterizacion de las
construcciones ptasmidicas.

4

l Induccion de fas construcciones
san

4

Determinacion del fenotipe bar. a
partir de un ensayo de iNncorporacion
de [3581 met.

Figura 4. Estrategia Metodoldgica.
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TABLA 2
Capas de E. coF K12
Nombre de la Genotipo Procedencia
cepa relevante
DH5a rec A1 and A1 hsd R17{(yx— , yx+) Comercial
ret A1 dooR (/acZYA-argF)U169

N5960 SAS500 his ilv IacZxA21 (AcB57VBam Comercial

Nam7 Nam53 H1) CysH:: Tn5 raliAt
GG5960 NS960(pth)_rap-a Guameros et al 1987
PC90 A fac pro
FMO5 PC90 rap b Fidel M.

a obtenida por cotransduccién de rap con Tn10 usando un lisado crecido en la cepa CG0O rap

fad:: Tn10.

b obtenida por transduccién por P1vir




AGQAACAGAATTCCCAGGRATCCGTCGACCTACAGCCAAGCTT
L ] s i ]

_—r } —

3'

[rmBT1T2 | bia

Figura 5. Esquema lineal del vector pKQV4.

El vector de expresion pKQV4 es usado para la sobreexpresion de genes. Contiene
al promotor Tac el cual, es regulado por el producto del gen /ac! Qe inducido por la
adicién de isopropoil-p—D-tiogalactosido (IPTG) al medio. Inmediatamente rio abajo
del promotor esta el sitio de clonacion multiple (MCS) y el terminador ribosomal rrmB.
Los genes que contengan un sitio de unién a ribosomas y un coddén de inicio ATG
pueden ser exp si S© insertan en los sitios Pstl o Hind lIl. El sitio de union a
ib del pla i puede ser utilizado para expresar insertos clonados entre
los sitios EcoR ] y Sma | cuando el codén de inicio del gen se encuentra entre 10 a
15 pares de bases del sitio de unién a ribosomas.
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oligo A oligo A complementario

5—{ }—a 3 — — 5
cinasa T4 a) hervir. cinasa T4
. b) enfriar a
temp. amb.
EcoR i Hind I

. . A
5 F’..AATI'((:3 region complementaria ban FTCGA..P5

Figura 6. Los ohgonucleéndos de doble cadena necesarios para la
clonacién, se pueden obftener hibridando dos oligonucledtidos de
cadena sencilla que se han sintetizado quimicamente. Generalmente
tales oligos son fosforilados con la cinasa T4 antes de la reaccion de
hibridacién. Los oligonucledtidos contienen scuencias especificas
que regensran los sitios de restriccion Eco R 1 y Hind 1il en el DNA de
doble cadena, como se indica en la figura.
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pKQv4

5585bp

.. AATTC A
s-asTTe Lmln!gs_n ban __]'rrccu\..s

— pKQV4 lineal —

DNA ligasa T4

minigen
bar

tac 19

Figura 7. Clonacién de Ios oligodeoxinucledtidos sintéticos con cambios en las sefiales
de traduccién del minigen bad. El piasmido vecter fue digerido con las enzimas £coR |
y Hind Ul. El fragmento mayor el cual lleva la region promotora inducible, sera ligado al
oligonuciedtido sintético de cadena doble previamente fosforilado y flanqueado por las
regiones que complementan los sitios de restriccion. Se indican en negrillas los
nucledtidos que complementan y regenaran los sitios de reconocimiento por enzimas
de restriccion.
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4. Caracterizacion de las construcciones.

Las construcciones producidas seran secuenciadas por el método de
terminaciéon de la cadena (Sanger et al, 1977), empleando como p.rimor
un oligo sobre la secuencia del vector. Un método alterno es la
hibridacién de DNA de las construcciones en un ensayo tipo dot-blot,
con el mismo oligo empleado para su clonacién (Méndez-Canseco, 1994).
5. Analisis del fenotipo de las construcciones.

Ei efecto de las mutaciones en bar sera analizado tras la induccién con
el inductor gratuito IPTG. La primera aproximacion ai analisis de los
fenotipos sera sobre el crecimiento ceiular. En base a los resultados
que se obtengan, se eligiran jos ensayos mas convenientes para obtener
informacién mas especifica. El fenotipo puede determinarse a partir de
los siguientes ensayos:

a) Cinética de viabilidad,

b) Incorporacion de [35S] metionina,

3.1 ESTRATEGIA METODOLOGICA

Para realizar el proyecto propuesto, se disefiaran oligonucledtidos
basados en la secuencia del minigen bari, y se clonaran bajo el control
del promotor inducible pTac, en el vector pKQV4 (Strauch y col/,19289).
Una vez que se evalie la capacidad de esta construccion para inhibir |a
viabilidad de células pth, se disefiaran construcciones andlogas que
introduzcan las modificaciones en barl descritas en la Tabla 3.
Los cambios propuestos comp]ememarén el analisis de mutaciones ya
estudiadas. Por ejemplo, la Tabla 1 muestra que existen dos mutaciones

en la secuencia S-D que disminuyen la eficiencia de éste, y afectan
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Tabla 3. Mutaciones propuestas para analizar los elementos de la secuencia del minigen barl que estén
involucrados en con su efecto dxico. Las letras en negritas dentro de la secuencia indican los cambios

propuestos. .

Secuencia

Caracleristicas/efecto

Nombre

§“AAG CTG AAC GAG AAA CGT AAA ATG ATA TANATATCA ATAY

WI

'5:.AG GAA ACA GAA TTC ATG ATA TAA ATA.3'

Conliene los sitios de restriccidn EcoR |
y Hind Il, utiz como S-D !a secuencia
del veclor,

E-HbawT

§-AG GAA ACA GAA TTC ATA ATA TAA ATALY

Contiene los stios de restriccion EcoR 1
y Hind Il. Utliza como $-D fa secuencia
del vector. Contieng un ¢odén de inicio
da muy baia eficiencia.

E-H ban01

5-AAG CTG AAG GAG GAA CGT AAAATG ATA TAA ATATCA ATA.3'

Cantieng ef consenso 5-0.

SuperbarGT19,
ans

5%AAG CTG TTC CTC CAC CGT AAA ATG ATA TAA ATA TCA ATAY'

Se ha efiminado ol consenso S0 y se ha
adicionado un secuencia que no funciona
como S:D.

bar-antiS-D

5-AAG CTG AAC GAG AAA CGT AAA GTG ATATAAATATCA ATA.Y

Centiene un codén de inicio que
lunciona con una eficiencia intesmedia
enira los codones AUG y AUA.

5-AAG CTG AAC GAG ARA CGT AAA ATG NNN TAA ATATCA ATAY

Cambia ¢ coddn que especifica para e
por aigun olro con contenido rico en G,
C,0 Uy que sean reconocidos por
isoespecies #5casos en la céiufa,

a701-703

5-AAG CTG AAC GAG AAA CGT AAA ATG (ATA)y TAAATATCA ATA.S

Aumenta el tamaflo del ORF con codones
ATA 0 AMA.

barextendido

5-AAG CTO AAC GAG AAA CGT AAA ATG ATA TAG ATA TCA ATA.Y

Sustitucién del coddn de lerminacisn
silvestre por el codén UAG que lambien
es sefial de teminaciin, pero se ha
reportado es eficlente en 6! contealo
apropiado. :
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negativamente a la funcién Bar; la mutante G719 y G715 propuesta en
la Tabla ‘2 originaria una secuencia S-D propiamente consenso, que
estimularia la formaciéon de complejos de iniciacién, y por lo tanto
aumentaria el efecto Bar. ElI efecto contrario se lograria si se
modifican las sefiales S-D y la regién espaciadora por la secuencia del
rRNA16S (5'-CACCUCCUU-3’). Si la secuencia S-D y la regioén
espaciadora debe ser reconocida por el rRNA 16S como parte de una
sefal traduccional(Steitz, J.A. 1977., Schneider, T. D. y col., 1986), una
secuencia similar a la del! rRNA 16S tendria pocas probabilidades de ser
reconocida como tal, pues presentaria una homologia que le impediria

interaccionar (mutacion anti-S-D, Tabta 3).

Se ha propuesto que el codén AUA también puede funcionar como un
coddn de inicio, pero con una eficiencia muy baja (Buckingham, K. y col.,
1987). La mutacién barA704 (bar101; Guzman y col.,1989) cambia el
codén AUG por un codén AUA. Esta mutante inactiva a ia funcién. Bar. Sin
embargo, experimentos de fraccionamiento celular demuestran que el
RNA con esta mutacién aun tiene capacidad de unirse a los ribosomas
70S (Ontiveros, C. y Valadez, G., en publicacién). La mutacion G706
generarfa el coddén de inicio GUG, cuya eficiencia para promover el
inicio de la traduccidn es intermedio entre el codédn AUA y el coddén AUG
(Buckingham, K. et al, 1987; Hartz et al, 1991). La mutacion barG703
cambia el coddn raro de isoleucina por un codén que especifica valina .
Esta mutacion abole el efecto Bar completamente (Valadez, G. en
publicacién). Esto da lugar a la pregunta ¢Es ia naturaleza de las bases

que contituyen a los codones importantes para el fendmeno téoxico? Las
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mutaciones en e! coddén codificantes que son téxicas, corresponden a
bases que mantienen interacciones codén-anticodén que podrian ser
débiles, p.e. AUA con UAU, en el coddn silvestre, o AAA con UUU, en la
mutacién barA702. Es raro que la mutacién barG703, que genera al
codén GUA, no sea téxica. Esto sugeriria que la caida del dipeptidil-
tRNA propuesta en e! modelo descrito arriba, podria estar acentuada en

interacciones codén-anticodédn ricas en A. Si en el codén GUA la
interaccion es miés fuerte, se reduciria la caida del dipeptidil-tRNA vy
probablemente la terminacién ocurriria de forma normal. Para evaluar
esta posibilidad, se propone generar mutaciones que den lugar a codones
ricos en G o C, o ricos en U, p. ej. UUU (Phe) y UUC (Phe) (ver Tabla 2).

Se ha propuesto en el modelo de inhibicién mediado por bar, que uno de
los factores importantes a este respecto es la titulacion del iscaceptor
tRNAIllsaua. Es necesario entonces medir la toxicidad relativa de bar
cuando se aumente el Mini-ORF con mds de un coddn del tipos AUA y
AAA (ver e! minigen extendido en la Tabla 3). Se propone también
generar mutaciones que especifiquen para isoleucina, pero en codones
abundantes. Por ultimo,se propone una mutacion que cambie al coddén de
paro natural del minigen por el codén UAG que tambien funciona como
sefial de paro perc con una eficiencia diferente, dependiente del
contexto (Bjdrnsson, A. y Mottagui, S. 1996; Major, L. y Poole, E. 1996).




ESTA TESIS NO DEBE
SALIR DE LA BIBLIGFECA

GLOSARIO

A : Base purica adenina.

AUA : Coddén que especifica para isoleucina.
AAA : Coddn que especifica para lisina.
attB : Sitio de unidn de la bacteria

attP : Sitio de unién del fago.

Bla : Proteina Bla; confiere resistencia al antibiotico ampicilina.

barl : Blanco de accién de rap I; sitio en e! genoma de lambda
contrarrestra la mutacién rap.
bartl : Blanco de accién de rap Il sitio en el genoma de lambda

contrarrestra la mutacion rap.

Cl : Proteina represora que manteniene
lambda.

el : Gen que codifica para la proteina represora Cl.
DNA : Acido deoxiribonucieico.

E. coli : Escherichia coli.

EcoRi : Enzima de restriccion ECoRI.

Hindlll : Enzima de restriccion Hindlll.

int : Gen de la integrasa del bacteriéfago lambda.
IPTG : Isopropil-B-D-tiogalactosido.

L-agar : Medio de cultivo luria-agar.

LB : Medio de cuitivo Luria-Broth.

que

que

la lisogenia de! bacteridfago

Lit : Proteina Lit, proteasa especifica para el factor de elongacién -Tu

(EF-Tu). Involucrada en e mecanismo de exclusidén tras la infeccién con

el fago T4.
mRNA : RNA mensajero.



pb : Pares de bases.

pl : Promotor de Llambda.

PKQVA4 : Vector de sobre-expresidn de proteinas (ver figura 5).
Prr : EI elemento prr contiene al gen prrC, que coditica para una
ribonucteasa especifica para el tRNA de lisina del huesped. involucrada
en el mecanismo de exclusiéon tras la infeccion con el fago TA4.

pTac : Promotor del gen Tac.

Pth : Peptidil tRNA hidrolasa: proteina que hidroliza peptidil-tRNAs
para dar peptidos y tRNAs libres.
rap : Mutante de E. coli que no permite la propagacion del bacteridtago
lambda co un sitio attP silvestre.

RNA : Acido ribonucieico.

rRNA : RNA ribosomal.

rrnB @ Terminador de!l operon ribosomatl.

S-D : Secuencia Shine and Dalgarno; sehal de inicio de la traduccién.
sib : Mutacion en el extremo 3' del gen de la integrasa del bacteriéfago
lambda que afecta la estabilidad del mRNA de bar.

tl : Terminador de ia transcripcion del gen int.

tRNA : RNA de transferencia.

xis : Gen de excisién del bacteriéfago lambda.
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