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LISTA DE ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxiribonuciéico.

ADP: Adencsin difostato.

Amp: Ampicilina.

ARN: Acido ribonuciéico.

ARNm: Acido nbonucléico mensajero.

ARNI: Acido ribonuciéico de fransferencia.

ATP: Adenosin trifosfate.

CaCl,: Cloruro de Caicio.

colEl: Origen de replicacion del plasmido pBR322

E. coli: Escherichia coli.

E: Elution (Elucion)

EDTA: Acido etilen diamino tetraacético.

FT: Flow Through (proteinas no unidas a la columna}.

GroEL: Proteina chaperona y de chogue térmico de Escherichia coli.
IPTG: 1sopropil-B-D-tiogalactésido.

Kan: Kanamicina.

kDa: Kilo daltons.

KH: Dominic de PNPasa de E. cof con homologia al dominio KH nimeroc 6 de la
Vigilina Humana

LB: Luria-Bertoni.

mg: miligramo.

mL: mililitro.

MgCl: Cloruro de Magnesio.

PAGE-SDS: Electroforésis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio.
pb: pares de bases.

PCR: Reaccitén en cadena de 1a polimerasa.



PNPasa-6xHis: Polinucledtido fosforilasa con una secuencia codificante para 6
histidinas al final del gen

PNPasa: Polinucledtido fosforilasa

PNPasa71-0xHis: Polinucledtide forforilasa con le mutacién 71 y una secuencia
codificante para 6 histidinas al final del gen

PNPassAKH-6xHis' Polinucledtido fosforilasa con fa mutacion AKH v una
secuencia codificante para 6 histidinas al final del gen

PNPasaASI-6xHis: Polinuceldtido fosforilasa con ia mutacién AS| y una secuencia
codificante para 6 histidinas al final del gen

PPK: Polifosfato cinasa de Escherichia cali.

RhiIB: Helicasa ARN de Escherichia colt

RNasaE: Ribonucleasa E de Escherichia coli.

RNasalll: Ribonucleasa I de Escherichia coli,

rps(: Transerito monocistronico codificado por la proteina S15.

RSBI: Sitio de unidn ribosomal.

S1: Dominio de PNPasa de E. coli con homologia a los 6 dominios de la proteina S1
de E. coli.

t0: Terminador transeripcional TO.

T1: Terminador transcripcional T1

TE: Tris-EDTA.

L microgramo.

LL: microlitro.

W: Wash (lavado).
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I. RESUMEN

En E. coli una gran parte de lz degradacion del ARNm esta mediada por la
actividad de endo y exortbonucleasas que componen el Degradosoma La
polinucledtido fosforiasa (PNPasa) es un componente importants del Degradosoma
que tiene actividad de fosfoexoribonucieasa. En el Degradosoma esta enzima
mteracciona directamente con la RNasa E En sus 711 aminoacidos fa PNPasa tiene
un dominio homdlogo al dominio S1 de unidn 2 RNA v otro dominio con homologia
al dominio KH # 6 de la Vigilina Humana A pesar de la Importancia de estos
dominios en la estructura y funcion de las proteinas, no se ha estudiado el papel de
estos dominios en las interacciones mtra o intermoleculares de la PNPasa. En cste
trabajo se reporta el desarrolle de un sistema para estudiar las mteracciones entre Ia
PNPzsa y las proteinas del Degradosoma u otros factores protercos. Para ello se
construyeron mutantes de PNPasa con alteraciones en los dominios KH y Si. A
todas las construcciones se les afiadié una bandera de sers histidinas en el extremo
carboxilo del gen mediante una reaccion de PCR. La razon por 1a que se Incluyeron
ias histidinas es para poder retener las proteinas construidas en una resma de
agarosa-Niquel. Las proteinas construidas fueron PNPasa-6xFHis, PNPasa71-6xHis,
PNPasaAS1-6xHis, vy PNPasaAKH-6xHis. Las construcciones se hicieron
inicialmente en un sistema dual de vectores de expresion, finalmente los genes
modificados se clonaron en un sisterna de expresion monoplasmidico. Se probé la
expresion de las proteinas, su actividad enzimdtica y su awtorregulacion, tanto en los
silvestres y mutantes con histidinas. También se hicieron ensayos tipo “Trampa™
para probar la retencién de las proteinas en columnas de Agarosa-Niguel
Finalmente se hicieron ensayos Western Blot con anticuerpos que reconocen z las

proteinas componentes del Degradosoma minimo.
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2. INTRODUCCION

2 1 Acidos Nucléicos y Sintesis de Proteinas

La informacion genética de todo organismo se encuentra en la secuencia de
dcido desoxaribonucléico (ADN). Cada molécula de ADN estd formada por una
doble hélice de cadenas complementarias unidas por puentes de hidrogeno entre los
pares de bases C-G v A-T. La duplicacion de la informacion genética ocurre cuando
cada una de las cadenas originales es copiada por la enzima ADN polimerasa. Este
proceso es conocido como la replicacion del ADN.

La expresion de la informacidn genéuca del ADN ocurre por la traduccion de
Ia secuencia de ADN en proteinas, primero se copia un segmento del ADN a una
cadena complementaria de acido ribonucléico (ARN). Esta molécula transcrita se
llama ARN mensajero (ARNm). El ARNm se traduce a proteinas por un procese
que se Heva a cabo en los ribosomas. Primero los nucledtidos del ARNm son leidos
como conjuntos de 3 (tripletes) gue corresponden a un am:nodcido de acuerdo al
cbdigo genético. Finalmente fos ribosomas incorporan a los aminoécidos activados
como aminoacil-ARN de transferencia {ARNt) de acuerdo a la secuencia que se
encuentre en el ARNm. Los aminodcidos afiadidos forman una proteina y
determinan su conformacion tridimensional. Un esquema de estos procesos se puede

ver en la figura 1A,

2.2. El Acido Ribonuciéico Mensajero (ARNm).

El &4cido ribonuclefco mensajero {ARNm) como todos los elementos
involucrados en la expresion del material genético tiene un papel fundamental en las
células. Todos los ARN pueden clasificarse por su estabilidad dentro de la célula.
Los ARN maés estables son los de transferencia (ARNt) v los ribosomales (ARNr).

El tiempe de vida media del ARNm en muchos organismos es corto con respecto al
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tiempo de duplicacién cefular. En procariontes como E. cofr, el tiempo de vida
mediz de los ARNm es de 1 a 2 minutos, aungue hay ARNm cuya vida media pucde
ser 15 minutos como el ARNm ompd4. En cultivos de células eucariontes como las
levaduras el tiempo de vida media del ARNm puede ser desde 25 minutos hasta 16
horas en humanos (Singer et af, 1985).

La concentracion del ARNm depende mucho de su estabilidad y los niveles
de su produccién no dependen tanto de la fuerza de su promotor (Ross, 1995). Es
decir, un ARNm estable se acumula mas que un ARNm no estable aungue sean
transcritos por promotores de igual fuerza, Por otra parte la degradacion rapida del
ARNm permite amplificar sefiales de regulacién negativa que incrementan la
represién de la expresion genética. Como sucede en algunos ARNm durante la
represién traduccional de E. coli (Singer ef af, 1985) v en la autoregulacién de la
expresion de RNasaEl (Mudd ef al, 1993). Ademas, la degradacion selectiva del
ARNm es unportante para la expresion diferencial de productos de genes alejados en
algunos ARNm policistrénicos, tal es el caso del operdn maltosa (Newbury ef ai,
1987y, Por otro lado las células pueden reducir su reguerimiento de energia al
reciclarse los ribonucledtidos después de la degradacion del ARNm (Deutscher ef al,
19913

Las células pueden adaptar Ia sintesis de proteinas en respuesta a cambios de
las condiciones de su entorno. La estabilidad del ARNm depende de las condiciones
de crecimiento, de sefiales del medio v de la eficiencia de la traduccion (Petersen,
1993). Atn asf en [a Ultima década se hicieron trabajos que proponen vias diferentes
de degradacion del ARNm en E. coli, especificamente clementos ARN que
controlan los niveles de degradacion y protefnas celulares que llevan a cabo
procesos de degradacion.

En todas las células, tanto en eucariontes como en procariontes, el
procesamiento v degradacién del ARN mensajero (ARNm) son eventos importantes

involucrados en el control de la expresion genética. En E. col, la degradacion del



ARNm se lleva a cabo por la actividad combinada de endortbonucleasas y

exoribonucleasas (Belasco er af, 1988)

2.3. Bl Degradosoma de Escherichia cofi v ia Degradacion del ARNm.

Durante la purificacidén de la proteina ribonucieasa E (RNasa E) de E. coli
{Carpousis ef al, 1954), se descubrié ia asociacion de varias enzimas en un compiejo
multiprotéico  llamado Degradosoma. Tos principales componentes  del
Degradosoma de £ coli son RNasa E, PNPasa v la ARN helicasa RhIB (Baumeister
et al, 1991; Belasco, 1993; Belasco ef al, 1985). El complejo también contiene a la
Enolasa, una enzima glicolitica cuya funcidn en el metabolismo del ARN no se ha
descrito aun. Otras proteinas asocradas en cantidades subestequiométricas son
DnaK, GroEL y polifosfato cinasa {PPK). Aun no estd claro el papel de todas estas
enzimas en la degradacién del ARNm.

Las funciones conocidas de los componentes proteicos principales del
Degradosoma de E coli son: RNasa E es una proteina con actividad de
endontucleasa en su domuinio amino terminal (Taraseviciene ef al, 1995; McDowall y
Cohen, 1996} En el mismo dominio se ha descritc también la actividad de
degradacion de tallos 37 poli (A} o poli (U) (Bessarab et af, 1998). Estudios recientes
muestran que la regién C-terminal de la RNasa E sirve como anzuelo para que los
otros componentes principales del Degradosoma (RhiB, Enolasa ¥ PNPasa) se
agrupen (Vanzo et al, 1998). La ARN helicasa RhIB es dependiente de ATP y
aparentemente facilita la degradacion del ARN estructurado por secuencias estables
de doble cadena (estructuras tallo-burbuja). La Enolasa es una enzima glicolitica que
cataliza la eliminacién de una molécula de agua desde el 2-fosfoglicerato para
formar fosfoenolpiruvato, su papel en el Degradosoma no estd bien determinado
(Miczak ef al, 1996). Se ha identificado a la polifosfato cinasa (PFPK} como un
componente adicional del Degradosoma que cataliza la polimerizacion reversible det

fosfato gama del ATP en polifosfato {poli(P)). La exoribonucleasa PNPasa es unc de
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los componentes principales del Degradosoma de E. coli cuya funcion se describe
mis adelante.

Se ha sugenido que el Degradosoma es responsable de [z degradacién de
ARNm mediante ia aceidn de endo v excribonucleasags (Blum ef 2f, 1997). Un
mecanisino propuesto para la degradacion del ARNm establece que ésta puede
iniciar con un corte endonucleolitico por RNasa E, en este momente el extremo 3
recién modificado puede ser atacado directamente por PNPasa. La figura 1B muestra
un esquema de este mecanismo. Carpousis v colaboradores (1994) encontraron
evidencia de la asociacién entre PNPasa v RNasa E. Se ha sugerido que durante fa
digestién por FNPasa, RNasa E puede liberarse del complejo y unirse a otras
moiéculas de PNPasa libres para inwciar un nuevo ciclo de degradacion. Sin
embargo, no se descarta la posibilidad de que PNPasa y RNasz E permanezcan
asociadas durante todo el proceso. Aunque la PNPasa degrada de 3° — 57, el
Degradosoma puede degradar progresivamente el transcrito en direccion §' - 3'. La
figura 2 muestra un esquema del Degradosoma segin Coburn y Mackic (1999) Se
ha sugerido que la Helicasa coopera disoctando estructuras compleias de ARNm que
pueden impedir ¢l ataque de RNasa E o la actividad de PNPasa. Afin no se sabe
como $e unen y/o cambia la estructura conformacional de los componentes del
Degradosoma, asi como su afinidad por cada uno, sin embargo se ha reportado ya
una asociacion de PNPasa con la proteina GroEL (Yharra ef af, 1996).

Recientemente se han descrito otros complejos multiprotéicos. Todos estos
complejos tiene un sentido de degradacién 3°7 5°. Uno de los complejos tiene un
componente homologo de PNPasa v una endonucleasa aparentemente relacionada
con RNasa E. Esta endonucleasa tiene reaccion cruzada con anticuerpos contra la
enzima de E. coli y esta implicada en ¢l procesamiento y degradacion de ARNm de
cloroplasto (Hayes ef @f, 1996). Se han descrito otros dos complejos en levadura
(Saccharomyces cerevisiae): el compleje mtEXC y el Exososma. El complejo
mtEXQO contiene una exonucleasa rclacionada con RMasa E de £ coli. Este

complejo degrada los intrones del ARN mitocondrial en levadura (Margossian ef al,
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1996). El Exosoma estd involucrado en procesamienio de ARN nbosomal y
degradacion de ARNm. Este complejo con actividad de 37 — 5 contiene 5 enzimas
que degradan sentido 3° — 57, cuatro de las cuales se relacionan con RNasa E v
PNPasa de E. coli {Anderson et @i 19%8; Miichell et a/, 1557} E! homélogo
humano de la exonucieasa de levadura Rprdp, se ha detectado en un complejo
sugiriendo que las células animales también poseen un Exosoma. Los componentes
integrales del Exosoma de levadura son indispensables para la viabilidad. La
alteracién m vive de cualguiera de elios lieva a la degradacién incontrolada del

ARNm. Estos resultados sugieren que las enzimas constitutivas del Exosoma acthan

de manera conjunta {Carpousis ef al, 1999).
2.4, La Polinucledtido Fosforilasa (PNPasa).

La polinucledtido fosforilase (PNPasa) fue la primera enzima caracterizada
con la capacidad de formar poliribonucledtidos in vitro. PNPasa se ha purificado de
diferentes organismos desde su descubrimiento en 1956, Esta enzima se encuentra
ampliamente distnibuida en bacterias Gram posttivas y Gram negativas y también se
ha encontrado en cloroplastos (Haves er af, 1996). Clasicamente PNPasa puede
aislarse en dos formas activas, la forma A que es un frimero de subunidades a v la
forma B que incluye ademas de las o un dimero de subunidades p (Portier, 1975) El
nilcico catalitico de la enzima se encuentra en las subunidades o (Littauer of al,
1982). Las subunidades  de la PNPasa son semejantes a la enzima Enolasa, no se
ha encontrado afinidad por ARN y no se conoce su funcién en el degradosoma (Py
et al, 1996, Miczak ef al, 1996). La PNPasa posee dos actividades enzimaticas: la
actividad de exoribonucieasa de 3' — S' tanto in vivo como in vitro, y la actividad de
ARN polimerasa de § — 3' in vitro.

La enzima de E. coli es la que mejor se ha caracterizado. Consiste en tres
subunidades o idénticas de 77.1 kDa, sin embargo en geles SDS las subunidades

muestran un tamafic aparente de 85 kDa (Coburn y Mackie, 1559}, En la regién C-
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terminal de PNPasa se han caracterizado dos dominios de unidn a ARN (Figura 3).
E! primer dominio con homologla al médulo KIH # 6 de Vigilina Humana, se
encuentra de los residuos 557 al 591. Este dominio estd presente también en varias
ribonucleoproteinas heteronucleares (hrRNP) asi como en la proteina ribosomal S3,
el facior de transcripcion NusA y el regulador de empalme en levaduras MERL entre
otros (Cobum y Mackie, 1999). Una caracteristica relevante en este dominio es la
presencia de una cadena de aminodcidos hidrofébicos (I, L. V) en intervalos
regulares v un pentapéptido central IGxxG. El dominio KH consiste en un arreglo
BoaaPPa en el que las hélices ¢ estén acomodadas de manera opuesta a las tres
cadenas B antiparalelas formando un centro hidrofobico (Musco ef al, 1996).

El segundo dominio de 70 aminoacidos localizado entre los residuos 619 y
691 muestra una fuerte homologia con cada uno de los 6 dominios de ia proteina S1
de E. coli (Bycroft, 1997; Régnier et al, 1987). El dominio S1 esta compuesto de 5
cadenas f antiparalelas. La cadena I contiene un abultamiento en ¢l residuo 14 que
permite que el dominio se enrolle formando un barril, Presuntamente uno o ambos
dominios forman el sitic de unidn a ARN de cadena sencilla involucrados en la
degradacién de ARN

In vivo algunos ARNm se encuentran protegidos y estabilizados por
estructuras secundarias de tallo-burbuja en el exiremo 5°. Estas estructuras son
reconocidas especificamente por la RNasa ITI que las corta endonucleoliticamente
iniciando asf la degradacion del ARNm. Una vez hecho el corte endonucleolitico la
PNPasa o la RNasa IT pueden actuar exonucleoliticamente desde el extremo 3' al 5
degradande el RNAm. Un ejemplo de esio ocurre ¢n 2 regulacién de la expresin
del gen int en el bacteriofago Lambda (Montafiez ef al, 1986). La PNPasa estd
involucrada también en la degradacion de algunos ARNm especificos tales como el
BRNAm #psO (Braun er al, 1995) v la degradacion del receptor de replicacion
antisentido de plasmidos ColE{ (Xu et al, 1995).

El gen prp comienza de manera musual con un triplete UUG v se encuentra

en el minute 71.3 del cromosoma de E. coli después del gen »psO que codifica para



la proteina ribosomal S15. El gen pap se transcribe desde dos promotores, el propio
y el del gen precedente rpsO (Portier ef al, 1984). Tanto el transcrito corto de pap
como el transcrito dicistronico largo son procesados por RNasa IIT en el tallo-
burbma que se localiza 119 nucledtzdos antes del coddn de micio de prp (Portier et
al, 1987).

En E coli la expresién del gen de PNPasa se autoregula
postranscripcionalmente. El modelo propuesto como mecanismo de autoregulacion
sugiere que la PNPasa gue normalmente tiene actividad de exonucleasa se une de
marnera especifica al operador precesado. Esta unidén de PNPasa a la regidan no
traducida de su ARNm cerca de la regién Shine-Dalgamo, blogues 1a traduccién y
promueve la degradacion del ARNm prp {Robert-Le Meur et al, 1992; Robert-Le
Meur et al, 1994). Esta propiedad puede no ser exclusiva para el ARN prp, v la
enzima puede ser capaz de unirse a ambos extremos de cualquier ARNm {(Godefroy
et al, 1972). Con ¢l descubrimiento del Degradosoma, se ha dicho que la funcion
posible de ia union de PNPasa es hiberar a la RNasa E del ARNm procesado. La
importancia del corte de RNasa I en la regulacion se evidencia en que la actividad
de PNPasa se sobre expresa mas de 10 veces en cepas con una mutacion s en el gen
ruc (Portier et al, 1987). Estas observaciones sugieren una interrelacion funcional
entre RNasz [11, PNPasa y RNasa E,

La PNPasa es necesaria también para otras funciones como el desarrotlo de
competencia en microorganismos comoe Bacillus subtilis (Lutlinger ef al, 1996).
También se ha demostrado que la PNPasa se une de manera especifica al ADN,
sugiriendo que podria tener una funcién adicional a aquella en la degradacidn del
ARNm (Zhang et ol, 1998).
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2.5 PNPasa7l.

Entre los estudios que se han hecho encaminados a conccer ¢l papel v la
relacion estructura-actividad de PNPasa, se ha amislado una protefna mutante en ¢f
dominio KH. En la proteina PNPasa 71 se sustituyd el codén 570 GGT glicina por
GAT acido aspartico (la mutacion G570-D). La mutacién afecta un residuo
fuertemente conservado del dominio KH (Musco ez af, 1996), que aparentemente
estd mnvolucrado en ia union al ARN y ia formacion de complejos proteicos. Esto
afecta la autoregulacién de la expresidn de la PNPasa probablemente porque afecta
la afinidad de PNPasa por su ARNm incrementando la concentracion de PNPasa
{(Garcla-Mena et al, 1999).

Las consecuencias de esta mutacion son multiples: la proteina incrementa la
degradacién de sib! dependiente del ARNm de galK. Ademas la proteina mutante
muestra un corriniento electroforético alterado respecto a la proteina silvestre en
geles nativos de poliacrilamida (no desnaturalizantes). Esto indica la formacién de
un complejo anormal que provoca que se retrase la migracién, Finalmente la enzima
mutante se acumula en una gran cantidad en la célula por que tiene un defecto en su
gutoregulacion (Garcia-Mena ef al, 1999). Todas estas caracteristicas son resultado
de una sola mutacién en el dominio KH. Estos resuitados sugieren que este dominio
es muy importante en las interacciones de la proteina. Posiblemente la mutacion en
el dominio KH de PNPasa 71 incremente la estabilidad de las interacciones
intermoleculares de las subynidades o (Portier, 1975). Existe la posibilidad de que la
mutacion G570-D afecte la interaccidn enire los trimeros de subunidad o y/u otro
factor que module la actividad del Degradosoma. Otra posibilidad es que ¢l cambic
en el dominio afecte directamente la interaccién PNPasa 71 con su ARNm (Garcia-
Mena et af, 1999).

En este trabajo se toma como modelo de estudic de las interacciones

proteicas al Degradosoma de £. coli. PNPasa por ser uno de los componentes de
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este complejo es til en el estudio del Degradosoma, ademas de estar involucrada en
eventos importantes como el procesamiento y degradacién de ARNm El
Degradosoma es un buen modelo de estudio ya que es un complejo multiproteico

inveluerado en un proceso imporiante como es el metabolismo del ARNm.
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3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un sistema para estudiar inferacciones protéicas en el

Degradosoma de Escherichia coli.
OBJETIVOS PARTICULARES

. Construir vectores de expresién, de mediana copia, que contengan los genes pap,
pap-T1, pnp-ASt y pnp-AKH mutantes de Escherichia coli con seis residucs de
Histidina en el extremo carboxilo del gen.

. Caracterizar los vectores construidos con enzimas de restriccion.

. Evaluar la regulacién de la expresién de PNPasa-6xHis en los sistemas de
vectores construidos.

. Determinar la actividad enzimatica de cada His-PNPasa para evaluar el efecto de
las histidinas.

. Evaluar la autoregulacion postranscripeional de la expresion de una PNPasa
sitvestre por cada His-PNPasa.

. Determinar la importancia de los dominios S1 v KH de PNPasa en la actividad de
polimerizacion de ADP.

. Evaluar el papel de los dominios S1 y KH en la autoregulacion de PNPasa.

. Determinar la importancia de los dominios St y KH en la agregacion de PNPasa.

. Estudiar comparativamente las interacciones de las PNPasa construidas respecto a
la PNPasa-6xHis, con otros componentes del Degradosoma in vifro mediante
ensayo tipo “Trampa”,

10.Determinar por mmunodeteccion qué componentes del Degradosoma son

retenidos en la columna de Agarosa-Niquel al retenerse PNPasa.
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4, HIPOTESIS

Es posible estudiar mnteracciones proteicas entre los componentes del
Degradosoma de Escherickia coli mediante el disefic de¢ un ensayo in vitro tpo

“frampa’:.



5. MATERIALES
Y
METODOS



5. Materiales v Métodos

5.1. Cepas Bacterianas:

DH5¢x $80d JacZ AM135, rec A3, end 41, gyr A%6, thi-1,  hsdR17
(rg-, mgt), supka4d, reldl, deo R, AllacZYA-argF) U169

N99 F- galKZ rpsi. lambda-

N9Spnp F- galK2 rpsL lambda- pnp
N99pnp. Tns F- galK2 rpsl lambda- prpTn5
N99pmp.: Tnl0 F- galK2 rpsl lambda- prpTnl0
GF5322 recATnl0

5.2. Plismidos:

pClil, plasmido derivado de pUCLY9 que tiene el operdn silvestre pmp
{Gareia Mena, 1992). pCAS21, plasmido derivado de pGB2 con el gen prp mutante
71 y que contiene el gen de la resistencia a espectinomicina v un fragmento que
incluye e gen rep que participa en la replicacién de plésmidos (Garcia Mena, 1992).
PREP4 (QLA express) plasmido de baja copia derivado de pACYC184 que contiene
el replicon pl54. Este plasmido confiere a la célula hospedera resistencia a
kanamicina a una concentracion de 25 ug/ml y contiene el gen lacly codificante
para la proteina represora Lac Ig (Farabaugh, 1978). pQE-70 (QIA express)
plasmido de baja copia derivado de la familia de los plasmides pDS,
especificamente de pDS56/RBSI v pDS78/RBSI-DHFRS (Stuber et o, 1990)
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5.3. Medios de Cultivo:

El medioc de cultivo fue Luria-Bertani (LB}, séhido o liquide uvsando
antibioticos cuande fue necesario; LB con teltrecichina. {(12.5 ug/mi), LB con
kanamicina (25 pg/mL), LB con ampicitina (50 pug/ml), LB con kanamicina-
ampicilina (25 y 50 pg/ml respectivamente). La preparacién de ios medios de

cultivo se realizé siguiende el protocolo establecido en Sambrook ef al, 1989,
5.4, Preparacion de Tubos de Conservacién de Cepas Bacterianas:

De cultivos de 16 de horas a 37° C de cada cepa bacteriana, se inoculé una
asada en 5 mL de LB con el antibidtico requeride y se incubd a 37° C hasta alcanzar
una densidad éptica (D. O.) de 0.2 - 0.3 a 550nm. Se tomé 1.5 mL de cultivo y se
depositaron en un vial estéril, posteriormente se afiadié .5 mL de glicerol estéril al
40% para tener una concentracién final de glicerol de 20%. El cultivo en el vial se
congeld en bafio de hielo seco-gtanol v se guardd para su conservacidn en un
ultracongelador a -70° C.

5.5. Extracecién de ADN de Bacterias:
La exiraccidn de los plasmidos a utilizar se realizé con los siguientes métodos:

3.5.1. Extraccién 2 Mediana Escaia por el Método de Lisis Aicalina:

De cultivos de 16 horas a 37° C en placas de las cepas necesarias, se
resuspendi¢ toda la masa bacteriana de 2 cajas por cada 250 mL de medio de
cultivo. Esta solucién se inocufd en los 250 mL de medio de cuitivo LE, con el
antibibtico adecuado si lo requeria, y se dejo crecer a 37° C por el tiempo necesario
para alcanzar una D.0. a 550nm de 0.2 - 0.3 por mL. Este cultivo se centrifugd a 6
000 RPM en una centrifuga refrigerada Eppendorf modelo Centrifuge 5804 R, por 4
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munutos a 4° C para concentrar la masa bacteriana. A la masa bacteriana concentrada

se le extrajo ¢l ADN plasmidico como se describe en Sambrook ef al, 1989.

5.5.2. Extraccién a Mediana Escala Mediante el QIAGEN FPlasmid Maxi Kit
{Cat. 12263).

La masa bacteriana de dos cajas se resuspendid en 250 mL de medio de
cultivo, se prepard como se indicd anteriormente v se le extraio el ADN plasmidico
mediante cromatografia de intercambio i0nico por unidn a una resina. La pastilia
bacteriana se resuspendié en 50 mM Tris.Ci, pH 8.0, 10 mM EDTA, 100 pg/mL
RNasaA. La lisis de bacterias se realizé con la adicion de 200 mM de NaOH, 1%
SDS. Las proteinas, ARN, ADN cromosomal v ioda impureza de bajo peso
molecular se precipitaron con 3 mM de CH;COONa, pH 5 5, por centrifugacion a 20
000 g. El sobrenadante conteniendo ¢l ADN plasmidico se vertié en la columma en
donde fue retenido. Los restos celulares que no se eliminaron por precipitacidn, se
retiraron por lavados con 1 M NaCi; 50 mM MOPS, pH 7.0; 15% isopropancl. El
ADN plasmidico se recuperd con 1.25 M de NaCl;, 530 mM Tris. HCI, pH 8.5; 15%

isopropanol, se concentré vy se eliminaron las sales por precipitacion con

isopropanol.

5.5.3. Mini Exiraccién de Plasmido Mediante el QIlAprep Spin Miniprep (Cat.
27106).

Se tomo un inoculo grande a partir de un cultivo en caja de la cepa bacteriana
a utilizar crecida por 16 horas 2 37° C. El indculo se disolvié en 5 mL de medio LB,
con el antibidtico adecuado si lo necesitaba y se incub6 el cultivo por 3 horas a 37°
C con agitacion constante a 200 RPM Una vez transcurrido ese tiempoe el cultivo se
empastilld por centrifugacion a 6 000 RPM por 4 minutos 2 4° C. A la masa

bacteriana empastillada se le extraio ¢l ADN plasmidico mediante adsorcion del
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ADN en unz membrana de silica-gel en presencia de alta sal a pH de 7.0 y su

recuperacién en presencia de 10 mM Tris-Cl, pH de 8 5.
5.5.4. Extraceion Rapida de ADN de Plasmidos (Método de StrataGene):

Pe un cultivo de 16 horas a 37° C se tomo una colonia aislada con un palillo
de madera estéril y se resuspendid completamente en 20 uL de un amortiguador que
contiene: 100 mM de NaCl, 10 mM de EDTA vy 2 mM de Tris HCI pH 8.0. Se
afiadié 20 pl. de una solucién de Fenol-Cloroformo (1:1), se mezcld vigorosamente
y se centrifugd por 10 minutos a 14 000 RPM. Se separd la fase acuosa conteniendo

el plasmido a un tubo limpic (20 ul. en promedio).
5.5.5. Purificacién Fendlica:

Cuando fue necesaric las purificaciones de ADN se realizaron mediante
extracciones fendlicas de la siguiente manera: a la solicion de ADN se le agregd un
volumen igual de fenol saturado con Tns.HClI pH 7.5 adicionado de
hidroxiquinoline a una concentracion final de 0.1% (Sambrook er al, 1989). Se
centrifugd por 5 minutos a 14 000 RPM. La fase acuosa se separd y se mezclé con
una solucion de fenol-clorofermo (2:1). La fase acuosa se exiraje de nmuevo v se
precipité, con un décimo del volumen de CH;COONa 2.7 M v dos volimenes de
etanol af 100%, centrifugando por 30 minutos a 14 000 RPM a 4° C. Se retiro ¢}
sobrenadante y la pastilla de ADN se lavo con dos voltimenes de etanol al 70%.
Después de centrifugar por 15 minutos a 14 000 RPM a 4° C, se retird el ctanol v la
pastiila de ADN se secd mediante una corriente de aire. Finalmente se resuspendid

en un volumen adecuado de TE pH 8.0.
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5.6. Purificacion de ADN a Partir de Rebanadas de Agarosa:

El ADN a punficar se separd en un gel de agarosa al 0 75% o al 1 0% con
Bromuro de Eiidio (BrEt) 0.5 pg/ml en todos los casos. La eleciroforesis se realizo
a 120 Volts y de 18 a 20 mAmp en un tiempo apropiado para una 6ptima separacion
de los fragmentos. Una vez separado el fragmento a purificar se cortd 1a rebanada de
agarosa con el ADN lo mds delgado posible, ia rebanada se colocd en una columna
Micro Bio-Spin Chromatography Columns (Cat. 732-6204) El ADN se extrajo
mediante una centrifugacion a 10 000 RPM por 14 minutos a 4° C. Al liguido eluido

se Je extrajeron impurezas mediante extraccion fenélica.
5.7. Electroforésis de ADN:

Las muestras de los plasmidos extraidos se analizaron mediante electroforesis
en geles de agarosa al 1% con 0.5 yg/mL de Bromuro de FEtidio (BrEf) en
amortignador TBE 1X {89 mM Tris Base, 98 mM Acido Borico v 2 mM EDTA, pH
8.5} 2 ul de muestra con el ADN del plasmido se mezclaron con 2 pl de
amortigunador de muestra 5X concentrado (0.125% Azl de Bromofenol, 25%
glicerol) para tener una concentracién final del amortiguador de muestra 1X mas 6
1l de agua desmineralizada para completar un volumen total de 10 pL (Sambrook

¢ al, 1989). Se utilizaron geles de 20, 40 y 50 mL de agarosa. Las electroforesis se
realizaron a 120 Volts y de 18 a 20 mAmp.

5.8. Cuantificacion de ADN:

La cuantificacion del ADN plasmidico se realizo con 500 pL de una dilucién
1:100 dei ADN diluyendo con agua desionizada. Las diluciones s¢ midieron en un
espectrofotémetro GeneQuant RNA/DNA calculator de Pharmacia Biotech, v se

ley6 & una longitud de onda de 260nm .
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5.9, Documentacion de Geles:

Una vez transcurrida la electroforesis, se tomé una fotografia del gel en el
analizador de imégenes Foto Dyne {Cat. 6-1006, Foto Dyne Inc.), con iamparas de
luz UV, con gpertura de diafragma de f = 1.2 y una distancia focal de 75. Las
imagenes de los geles fueron digitalizadas usando el programa Collage version 3 0

para Macintoch, Image Dynamics Corp., las imégenes se integraron 3 veces.
5.10. Transformacién de Bacterias;
5,16.1. Nitrégeno liguide:

Cuando se tenta ADN de plasmido intacto se transformaron bacterias por el
método de congelacion con nitrdgeno liguido como lo describe Takshashi es
al 1992, Primero con un cultivo en medio sélido de 16 horas a 37° C, se inoculd 5
mL de medio liguido vy se incubd a 37° C ¢l tiempo necesaric para alcanzar una .0,
de 0.2 2 0.4 a 550 nm de absorbancia. Se tomd aproximadamente [0 ng de plasmido
circular y se mezeld con 100 pl. de cultive en un tubo para microcetrifuga de 1.5
ml. La mezcla se coloct directamente en nittdgenc liquido durante un minuto.
Posteriormente se dejo la mezcla congelada en reposo a temperatura ambiente hasta
fundirse. Una veg fundida la mezcla de transformacién, se sembrd en los medio
diferenciales correspondientes. Como controles de transformacién se sembraron
bacterias con el vector carente del inserto, bacterias transformadas en rmedio sin
antibidtico y bacterias sin {remsformar. Se contd el nlimero de bacterias

transformadas en el medio selectivo y en los controles.
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5.10.2. Clorure de Calcio:

Las transformaciones de las cepas bacterianas con los plasmidos se realizaron
modificando el método de Sambrook er al, 1989. Una asada de un cultivoe fresco de
bacterias en medio solido se moculo en 5 mL de medio LB con antibidtico st lo
requeria. Se de)é crecer hasta tener una . O. a 550nm de absorbanciz de 0.3 a 04y
se concentrd para tener una D O de 0.5, todos los pasos siguientes se realizaron en
hielo excepto donde se indigue, Primero se centrifugé el volumen que se tenfa a 6
000 RPM, por 4 minutos a 4° C, v se resuspendid en un décimo del volumen
original con CaCl,, 0.1 M. La suspension bacteriana se incubd durante 10 minutos
Después se volvié a empastiilar la masa bacteriana y se resuspendié en un quinto del
volumen anterior de CaCl,, 0.1 M. Se prepararon alicuotas de 200 uL para las
transformaciones, se aftadid a cada alicuota aproximadamente 10 1ng del ADN
correspondiente, y se dejd reposar por 30 minutos. A la mezcla de transformacion se
le dié un choque térmico de 90 segundos a 42° C en un termobloque Multi-Blok
Heater Lab-Line, e inmediatamente después se dejé reposar en hielo por 2 nunutos.
Se afiadio 800 pL de medio LB para completar un volumen de 1000 pl v se incubé
por 45 minutos a 37° C, para permitir la recuperacion de las bacterias y 1a expresidn
del plasmido. Posteriormente se sembrd la mezela de ligacion en el medio sdlido con
el antibidtico necesario. Las placas se incubaron por 16 horas a 37° C. Comeo
controles de transformacién se sembraron bacterias con el vector carente del inserto,
bacterias transformmadas en medio sin antibidtico y bacterias sin transformar. Se

conid el nimero de bacterias transformadas en el medio selective y en los controles.
5.11. Manejo de ADN:

5.11.1. Reacciones de Restriccion:
1as restricciones se realizaron con las siguientes condiciones generales,

excepto ciando se indique lo contrario. Se utilizé 1 1J de enzima de la marca Gibeo
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BRL por pg de ADN. Las reacciones de restriceién se tevaron a cabo en tubos para
microcentrifuga de 1.5 mL. Ei volumen de reaccién fue de 20 pll. La incubacidn de

las reacciones se realizé por una hora en un termoblock Multi-Block Heater, Lab-

Line a la temperatura correspondiente para cada enzima.

Las enzimas uiilizadas se listan a continuacién con la temperatura y el

amortiguador utilizado.

Enzima | Amortigeador | T4—I
C

Accl | 50mM Tris-HCI pH 8.0, 10mM MgCl, (REACT 1) 37

Apal  120mM Tris-HCl pH 7.4, SmM MgCly, 50mM KC1 (REACT 4) 30

BamHI | 50mM Tris-HC1 pH 8.0, 10mM MgCl,, 100mM NaCl (REACT 3) 37
Bgll 50mM Tris-HCl pH 8.0, 10mM MgCl,, 50mM NaCl (REACT 2) 37

Bgllt | 50mM Trs-HCI pH 8.0, 10mM MgCl,, 100mM NaCl (REACT 3) 37
EcoRI | 50mM Tris-HCl pH 8.0, 10mM MgCl,, 100mM NaCl (REACT 3) 37

Hindlll | 50mM Tris-HCI pH 8.0, 10mM MgCl,, 50mM NaCl (REACT 2) 37
Sall 50mM Tris-HCI pH 8.0, 10mM MgCl,, 50mM NaCl (REACT 10) 37

Smal | 20mM Tris-HCL pH 7.4, SmM MgCl,, 50mM KCIH (REACT 4) 30
Sphl  |50mM Tris-HC! pH 7.4, 6mM MgCl,, 50mM NaCl, 50mM KCl|37
(REACT 6}

Xbal | 50mM Tris-HC1 pH 8.0, 10mM MgCl,, 50mM NaCl (REACT 2), 37

5.11.2. Reaccién de Klenow:

Las reacciones para obtener extremos romos Se llevaron a cabo en tubos para
microcentTifuga de 1.5 mL. Las condiciones de las reacciones fueron: I Umdad de

Enzima Klenow (Bochriner Mannheim, Cat. 1008404) por pg de ADN comeo Brent
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et al, 1999, Amortignador: 50 mM Tris-HCl pH 7.6, 10 mM MgCl,, I mM DTT.
Nucledtidos™ 20 mM de mezcla de desoxinucledtidos (dNTPs, Boehriner Mannheim,
Cat. 1277049). Ei volumen final de la reaccidn fue de 60 pi. La reaccién se llevd a
caboporl horaa 37°C.

5.11.3. Reacciones de Ligacién de ADN:

Las reaccicnes de ligacidn se llevaron a cabo en tubos para mucrocentrifuga
de 1.5 ml. La enzima empleada fue T4 ADN Ligasa con una concentracion de 1
Uful., v se emplearon 1 U por ug de exiremos cohesivos y/o romos (Boerinher
Mannheim). Las condiciones de la reaccién fueron: Amortiguador: 150 mM Tris
HCI pH 8.5, 50 mM MgCl,, 50 mM DTT vy 200 mg/ml. de Polietlenglicol (PEG)
8000). ATP: 0 17 M ATP (Boerinher Mannheim). El volumen de reaccién fue de 20
pL. Las ligaciones se realizaron por 20 horas a 16° C salvo donde se indigue lo

Contrarto.
5.11.4. Reacciones de PCR:

Las reacciones de PCR se realizaron en tubos para reacciones de PCR de 250
ul de la marca Bio-Rad (Cat. 223-9473) en un volumen final de 100 ul de
amortiguador de PCR (1X): 10 mM Tris HCI, pH 8.3, 1.5 mM MgCi;, 50 mM KCI,
{Boehringer Mannheim); 0.2 mM de cada dNTP (dATP, dGTP, dCTP y dTTP;
Boehringer Mannheim); 1.0 uM de cada iniciador;, 1 ug de ADN mold&i salvo donde
se indiqgue lo contrario; 5 unidades de Tag Polimerasa (5 Usnul, Taq DNA
Polymerase, recombinante, Boehringer Mannheim). La secuencia de los iniciadores
utilizados se muestra en la figura 4.

Las reacciones se llevaron a cabo con el programa siguiente:
Desnaturalizacién inicial a 95° C por un minuto; 25 ciclos de desnaturalizacién a

85° C por 30 segundos, alineamiento por 30 segundos a la temperatura necesaria
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para cada par de iniciadores, y alargamiento a 72° C por 90 segundos. Al final de los
ciclos se realizéd un alargamento final a 72° C por 7 munutos. Las reacciones se
Hevaron a cabo en un termociclador Lab Line: Programmable Thermal Block 1L
Module Heaters, Model: 212. T.0s fragmentos amplificados se punficarcn medianie
una extraccion fendlica de Ias seis reacciones por separado que se resuspendieron en
un volumen de 10 puL de TE pH 8.0 cada una, se verifico el producto analizando 0.5

uL de cada reaccidn en un gel de agarosa at [%.
5.12. Manejo de Proteinas:
5.12.1. Ensayos de Induccion de Proteinas:

Se prepararon extractos crudos de las proteinas PNPasa silvestre y mutantes
para los ensayos de proteinas totales de la siguiente manera: se sembrd en medio LB
solido con el antibidtico requerido nna colonia de la bacteria con el plasmido a
analizar ¥ se incubd por 16 hrs a 37° C. Se tomaron varias colonias de este culiivo y
se resuspendieron en 5 mL de medio LB liquido para una D.O. de aproximadamente
1.0 a 550 nm de absorbancia. De esta solucion se tomaron dos muestras diferentes.
Una de las muestras se tomé como tiempo 0 de induccidén que se ajustd en LB-Amp
a 1 mL de suspension con D.O. de 2.0 a 550 nm de absorbancia. La ofra muesima se
diluyd en LB liquido con el antibitico necesario para tener 5 mL de solucién con
una D.C. de 0.2 a 550 mm de absorbancia. A esia solucién se realizé la induccion de
proteinas con 2 mM de PTG vy se incubd por 2 horas a 37° € con una agitacién
constanite de 200 RPM. Al final de la incubacion se tomoé el volumen necesario de
cultive para tener una suspensién de 1 mal, con una D.O. 550nm de 2. Esta muestra
se tomd como muestra inducida. El esquema de la figura 5 muestra el proceso
anterior.

Una vez teniendo las dos muestras se trabajaron en bafio de hielo con el

siguiente proceso: se empaquetod la masa bacteriana por centrifugacion. El paguete
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celular se disolvid en amortiguador Ib (50 mM Tris HCL pH 7.5, 100 mM NaCi, 0.1
mM EDTA v 1 mM DTT) para lavar las bacterias v se empaquetd de nuevo por
centrifugacion Posteriormente se resuspendid en amortiguador b para tener una
D.0O. 550nm de 2.0, Esta sclucidén bacteriana se sonicd por 8 ciclos de 10 segundos
con una ampiitud de 16 micrones. Al cabo de la sonicacién se empaguetaron los
restos celulares por centrifugacion a& 15 000 g durante 10 minutos a2 10° C e
mmediatamente después se separd el sobrenadante con las proteinas & un tubo

nuevo.
5.12.2. Gel de Proteinas Solubles Totales (Coomassie):

Los extractos ctudos de proteinas solubles totales obtenidas a tilempo cero v
con induccidn, se analizaron en geles desnaturalizantes de poliacrilamida {PAGE-
SDS). Gel Concentrador 4% 1 M Tris Base pH 6.8, 10% Dodecil Sulfate de Sodio
(8D8), 4% Acrilamida/Bisacritamida 38:2, 0.05% (NH;»S:0; y 0.05% TEMED,
Gel Resolvedor 10% 1 M Tris Base pH 8.8, 10% Dodecil Suifato de Sodio (SDS),
10% Acrilamida/Bisacrilamida 38:2, 0.05% (NH,);S:05 v 0.05% TEMED. Los geles

se corrieron a 200 Volts por 35 minutos en amortiguador IX Laemmli (Laemmli,
1970).

£.12.3. Tincion de Geles de Polizcrilamida:

Después de la electroforesis, los geles se tifieron por 30 munutos con una
solucion de Azul Coomassie al 0.25%, 45% de Metanol y 10% de 4cido acético, se
retird el exceso de colorante con una solucion para destefiir con 10% de Metanol y
10% de 4cido acético; se destifieron completamente con 200 veces el volumen de un
gel de agua desionizada por calenfamiento de 20 minutos en un horno de
mictoondas marca Samsung modelo MWB83552W con potencia de 10 como se

describe en Herviey, 1997.
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5.12.4. Ensayos de Polimerizacién de ADP:

Para los ensayos de polumerizacidn de ADP, se prepararon extracios crudos
de bacterias med:ante el método modificado de Thang et af, 1967 Se tomaron los
extractos crudos de las proteinas obtemdas anteriormente, se fraccionaron en geles
no desnaturalizantes de poliacrilamida al 7.5% {{Acrilamida/Bisacritamida 33:2), 1X
TBE, 0.05% (NH4):S:0¢ ¥ 003% TEMED] vy al 10% [(Acnlamida/Bisacrilamida
38:2), 1X TBE, 0.05% (NHy»S8,0¢ v 0.05% TEMED]. Los geles se corrieron a 120
Volts por 90 minutos, posteriormente se incubaron por 15 horas a 37°C con
agitacién suave y constante en Amortiguador H 1X (0.1 M Tris Base pH 8.0, 10 mM
MgCl;, 0.4 mM EDTA vy 10 mM ADP). Las proteinas y el poly A se fijaron con una
solueidn de acido acético al 7% v el poly A se tifio aplicando sobre ¢l gel 0.5 mL de
una solucién de Naramja de Acridina al 0.5% por 30 minutos con agitacion suave y

constante. El exceso de colorante se elimind con agua corriente.
5.12.5. Ensayos Tipo “Trampa en Batch” :

Los extracios crudos de bacterias obtenidos como anteriormente se ha
descrito, se ajustaron de manera tal que s¢ fuvo 20 pg de proteinas en 80 pL de
amortiguador b (50 mM Tris.HCI pH 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM DTT). Estas
proteinas se mezclaron con 20 ¢l de matriz de agarosa NTA-NiZ* (capacidad de
unién de 5-10 mg de proteina 6xHis por mililitto de suspensién} de la marca
QIAGEN (Cat. 30210}, Se incubd durantz 30 mimstos a temperatura ambiente con
agitacion suave y constante. Después se empaqueté la resina por centrifugacién por
10 segundos y se separd ¢l sobrenadante. Se realizd un lavado de la resina con
amortiguador ib. Las proteinas se eluyercn con un lavado de la matriz con 8G uL de

amortiguador Ib con 250 mM de Imidazol. De las muestras de 80 plL se tomaron 20
pL para cargar ¢n amortiguador 1X (Amortiguador Laemmlt: Trns HCI 00625 M
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pH: 6.8, 2% 8DS, v 10 % glicerol, 5% f-mercaptoetanol vy 0.025% azul de
bremafenol), en un volumen final de 30 pl.. Los 30 pl. se cargaren en un gel

desnaturalizante de Poliacrilamida al 10%. Los geles se corrieron a 200 Volts y 45

mA por 35 minutos
5.12.6. Evalnacién de la Concentraciéon Optima de NaCl

Se hicieron ensayos de Trampa a diferentes concentraciones de NaCl para
identificar ei efecto de las sales en [a obtencidn de proteinas. Se ensayaron cinco
concentraciones diferentes de NaCl Las concentraciones utilizadas fueron: 100,
150, 260, 250, 300 mM NaCl

Los extractos crudos de bacterias obtenidos como anteriormente se ha
descrito, se ajustaron de manera tal que se tuvo 20 pg de proteinas en 80 pl de
amortiguador Tb Estas proteinas se mezclaron con 20 uL de matriz de agarosa
NTA-Ni"". Se incubd durante 30 munutos a temperatura ambiente con agiacién
suave y constante. Después se empaquetd la resina por centrifugacion por 10
segundos v se separd el sobrenadante. Se realizd un lavado de la resina con
amortiguador Ib y otro lavado con 80 pl. amoriiguador Ib con una de las diferentes
concentraciones de NaCl. Las proteinas se eluyeron con un lavado de la resina con
80 pL de amortiguador Ib con 250 mM de Imidazol. De las muestras de 80 ul se
tomaron 20 pL para cargar en amortiguador 1X, en un volumen final de 30 pL. Los
30 pL se cargaron en un gel desnaturalizante de Poliacrilamida al 10%. Los geles se

corrieron a 200 Velts por 35 minufos.
5.12.7. Evaluacién de Ia Concentracién Minima de Imidazol.

Se hicieron ensayos de Trampa a diferentes concentraciones de Imidazol para

obtenier la concentracién minima de obtencion de la PNPasa atrapada por la NTA-
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Ni*'. Se ensayaron cinco concentraciones diferentes de Imidazot 50, 100, 150, 200,
250 mM.

Los extractos crudos de bacterias obtenidos como anteriormente se ha
descrito, se ajustaron de manera tal que se tuve 20 pg de proteinas en 80 pl de
amortiguador Ib. Estas proteinas se mezelaron con 20 uL de suspension de agarosa
NTA-Ni*". Se incubé durante 30 munutos atemperatura ambiente con agitacion
suave y constante. Después se empaquetd la resina por centrifugacién por 10
segundos v se separ6 el sobrenadante. Se realizd un lavado de la resina con 80 pL
amortiguador Ib. Las proteinas se eluyeron con un lavade de la resina con 80 il de
amortiguador Ib con una de las diferentes concentraciones de Irmdazol. De las
muestras de 80 pl se tomaron 20 ul para cargar en amortiguador 1X, en un
volumen final de 30 pl. Los 30 pl se cargaron en un gel desnaturalizante de

Poliacrilamida al 10%. Los geles se corrieron a 200 Volts por 35 minutos.

5.12.8. Determinacion de la Concentracién de Proteinas por el Método de
Bradford:

Se determiné la concentracion de proteinas en los extractos crudos por la
técnica de Bradford, 1976, con el Kit Bio-Rad Protein Assay {Cat. 500-0006). Se
prepard una cwrva patron con Albimina Sérica Bevina (BSA)} con las
congentraciones de 2.5, 5.0, 7.5 v 100 yg/mL. Se prepard un “blanco” con
amortiguador Ib. Los extractos crudos sonicados se diluyeron en un volumen de 800
uL. Tanio & la curva patron, el blanco y las muestras se afiadio 200 pL del reactivo
concentrado 5X de Bradford {Azul Brillante Coomassie G-2350) para tenerlo 1X. Se
tomé el tiempo en el que al primer tube “Blance” se le afiadié el reactivo. Se
mezclaron y se cargaron 200 pl. de cada muesira en los pozos de una placa de
ELISA, por duplicado, y se leyeron las densidades opticas de las muestras en un

lector de placas de ELISA (DYNEX MRX Microplate Reader Ii} con un filiro cuya
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longitud de onda es de 630 nm. Los resultados de las muestras se interpolaron contra
la curva patron para obtener la concentracion de proteinas En la figura 6 se muestra

una curva tipo de concentracion de BSA
5.12.5. Ensayos de Inmunodeteccién:

Los ensayos de inmunodeteccion se hicieron con las muestras obtenidas de
los ensayos de trampa descritos anterrormente. Las muestras se cargaron en un gel
PAGE-SDS al 10% en ias condiciones mencionadas. Después de la electroforesis tos
geles se tomaron con guantes. Los geles se equilibraron por 15 minufos en
amortiguador de transferencia IX (48 mM Tris, 39 mM glicina, 0 037% SDS y 20%
Metanol} con un pH entre 9.0 y 9.4. La membrana PVDF (Trans-Blot Transfer
Medium de BioRad, Cat. 162-0186) a la que se transfirieron las proteinas se hidratd
como sigue: la membrana se sumergio en 10 mi de metanol 100% (0.170 mL/em?)
por varios segundos en urn angulo de 45° hasta que la membrana estuvo translicida.
Poco a poco se fue agregando agua filtrada y esterilizada hasta completar un
volumen de 40 mL de agua y reducir ¢l metanol a 20%. Se cortaron dos piezas de
papel filtro grueso del tamafio del gel. Se saturd el papel fiitro en amortiguador de
transferencia.

La transferencia de las proteinas se hizo con una camara de transferencia
semihiimeda (Trans-Blot SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell de BioRad,
Cat. 170-3940). La camara se prepard de la siguiente manera: se retird la cubierta de
seguridad ¥ se coloct un filtro sobre el dncdo, se eliminaron las burbujas haciendo
pasar sobre el filtro una pipeta esterilizada. Se colocd la membrana sobre el filtro,
enseguida se puso el gel v se colocd el otro filtro sobre el gel. Después de colocar
cada elementio se retiraron las burbujas como se explico previamente. Finalmente se
puso el catodo sin mover el sandwich v se colocé la tapa. La camara se conectd a la
fuente de poder. La transferencia se realizd por 45 minutos con un voltaje constante

de 20 Volts, v un promedic de 208 mAmpers v 3 Wats. Una vez terminads la
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transferencia se apagd la fuente de poder v se desconectd Enseguida se retiro la
cubierta v el catodo. La membrana se sumergié en 30 mL (0.510 mL/cm®) de TBS
iX (20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 7.5} por 10 nun. con agitacion suave a 37°C, Se
decantd Iz solucidn vy se volvis a lavar. Por otro lade ef gel se S con azul
Coomassie como se explico en Tincion de Geles de Poliacrilamida. Para bloquear ia
membrana se sumergid en un angulo de 45° en 30 mL (0.510 mL/cmz) de solucién
de bloqueo (1% (w/v) de gelatina de pescado (Sigma, Cat. G-7765) v 1% (w/v)
Leche libre de grasa (Svelty de Neslte) en TBS). Se incubé la membrana por 60 min
a 37° C con agitacidén suave. Se decanto la solucién de bloqueo y se lavd la
membrana con 30 mL (0.510 ml/cm®) de TTBS IX con blagueadores (20 mM Tris,
500 mM NaCl, 0.2 % Tween 20 (BioRad, Cat. 170-5017), 1% gelatina de pescado
(Sigma, Cat. G-7765) y 1% de leche libre de grasa (Svelty de Neslte). Se incubd 10
min, a 37° C con agitacion suave y s¢ Javo una vez mas.

La incubacién con el anticuerpo primario diluido 1; 25 000 se hizo de ia
siguiente manera, se decantd el TTBS y se afiadié 15 mL (0.255 mi/em®) de
solucion de anficuerpo primario (0.6 pl de anticuerpe en 7.5 mL de TTRS con
blogqueadores, se filtrd por 0.2 mm. y se completd a 15 mL con solucion
blogueadora). El anticuerpo primario se mcubd por 1 hora a 37° C con agitacion
suave. Después de la incubacion se hicieron dos lavados: se decanté cl anticuerpo
primario y se agregd 30 mL de TTBS con bloqueadores (0.510 mL/cm’). Se incubd
por 10 min. a 37° C con agitacion suave.

La incubacion con el segundo anticuerpe diluido 1: 5 000 se hizo como sigue:
se decantd el TTBS v se afiadid 30 mL (0.170 mL/cmZ} de solucién con el segundo
anticuerpo conjugado con Fosfatasa Alcaling (2 pL de conjugado Alkaline
Phosphatase (AP) conjugated antibedy Bio-Rad, Cat. 170-5011, en 5 mL de TTBS
con blogueadores, se filiré por 02 mm. y se completé a 10 mL con solucién
bloqueadora). El segundo anticuerpo se incubd 30 min. a 37° con agitacion suave.

Después de la incubacion se hicieron cinco lavados con TTBS con bloqueadores: se



Materiales ¥ métodos 38

decantd el anticuerpo secundario y se afiadid 30 mL (0.170 mL/em’) de TTBS con
bloqueadores. Se incub¢ 10 min. a 37° C con agitacion suave

El desarrollo de la marca luminiscente se hizo como sigue: se retird la
membrana y se secé el exceso de Hquido. Se colocé la membrana en una bolsa de
plastico "Ziploc” (S.C. Johnson & Son Inc.), y se selid. Se agregé 3 mL (0.05
mL/em®) de la solucion de sustrato (Immun-Star Chemilumuniscente Substrate Bio-
Rad, Cat. 170-5011). Se incubd por 5 mun. Se elimind el exceso de liquido por
sellado, sin permitir que la membrana se secara.

Después de la incubacidn se expuso la membrana a una pelicula para
diagnéstico (X-Omat K de Kodak Cat. 601-1597). E! revelado de Ia peticula se hizo
durante 7 segundos con revelador GBX de Kodak (Cat 190-0943), se retiré el
revelador y se fijé la pelicula con fijador GBX de Kodak (Cat.190-1859) por 1
minuto. El tiempo de exposicion de fa membrana a la pelicula dependié del
anticuerpo ensayado

Se hicieron ensayos diferentes para los anticuerpos de conejo anti-Enolasa,
anti-RNase E policlonal y anti-RhiB donados por el Dr. Carpousis v amii-PNPase

proporcionado por el Dr. Garcia-Mena.
5.13. Prueba de Autoregulacién:

Para prebar que las PNPasas construidas son capaces de autoregular
postranscripcionalmente su sintesis se empled la cepa de E. coli GF5322rec4-:Tn10
que contiene una proteina de fusién reportadora: pip:-lacZ contenida en un profago
lambda (Rober Le Meur ef al, 1992). La cepa GF5322recd™:Tnl0 fue transformada
con los plasmidos pEJ01, pEJ02, pEI03, pEI04 v pEJ05 que tienen los genes
codificante para las proteinas PNPasa-6xHis, PNPasa71-6xHis, PNPasaAS1-6xHis,
PNPasaAKH-6xHis y PNPasaAKH4b-6xHis. Las cepas iransformadas se hicieron
crecer en medio MacConkey con lactosa y ampicilina a 30° C, se tomaron lecturas

de los crecimientos 2 las 22 v 40 hrs.
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5.14. Programas de Cémputo Utilizados:

En lz planeacién de la construccion y modificacién de los vectores se utilizd
el programa VECTOR NTI v 503 Informax Inc. Para ver las estructuras
tndimensionaies de las proteinas y disefiar las mutaciones, se utilizé el programa
RasWinMolecular Graphics Windows Version 2.6. Pzra el alineamiento y
compargcion entre las proteinas construidas se uiilizé ef programa Multiple
Sequence Alignment vi.0.1.2. Informax Inc. Para el anglisis estadistico de la
concentracion de proteinas se utilizd el programa Curve Expert Version 1.31. para
Windows Double-precision. Microsoft Co. 1993. Para la documentacién de

fotografias de los geles se utilizd el programa Corel Photo-Paint 8.232 Corel Co.
Eastran Kodak Co.
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6. RESULTADOS

6.1. Disefio de Vectores de Expresion en Computadora.

El disefio de vectores de expresion se reahizd con el programa Vector NTI

v5.03 Informax Inc Para el disefio de la PNPasa-6xHis silvestre se construyd in
silico el plasmido pCJ11 que se muestra en la figura 7A a partir de la construccion
previa de los plasmidos pGBI v pGB2 (Churchward ef a/, 1984) v la secuencia del
operon de PNPasa reportada en la base de datos GenBank. A partir del plasmido
pCJ11 se disefiaron los oligonucledtidos iniciadores para amplificar el gen de
PNPasa con las siguientes caracteristicas:
Iniciador Sentido: El sitic de inicio de la traduccidn TTG-met reportado para el
cistron de PNPasa se sustituyd por ATG-met, en ef extremo 5” insertandose un sitio
de restriccion para la enzima Sphl. Iniciador Antisentido: Se insertaron seis codones
que codifican para Histidina (6xHis) recorriéndose el sitio de término de la
traduccién TAA seis codones y en el extremo aming se insertd el sitio de restriccion
para la enzima BamHI. La secuencia de tos iniciadores se muestra en la figura 4.

Se simuld la amplificacidén de PNPasa-6xHis con los mniciadores obtenidos
anteriormente a partir de la construccién del pCJ11. El producto de PCR sitnulado se
restringié con las enzimas BamHI y Sphl. De la restriccidn anterior se obtuvo un
fragmento de 2171 pb gque puede verse esquemdticamente en la figura 8. La
secuencia del vector de clomacidn pQE70 s¢ obtuvo de QIAGEN Inc
(www.qgiagen.com) v puede verse graficamente en la figura 78. Se restringié el
vector pQE70 con las enzimas Bgll, Sphl y BamHI (los sitios de corte s¢ muestran
en la figura 7B). De esta restriceion se obtuvieron dos fragmentos: Bgil - Sphl (989
pb) gue incluye 3/4 partes de gen de resistencia a ampicilina, el promotor
optimizado reconocido por la RNA polimerasa de E. coli (promotor del fago TS) v
dos secue;'lcias del operador Jac para control de la transcripeidn: promotor/operador

(P/O), y el sitio de unidn ribosomal {RBS H). El fragmento Bgll - BamHI (2434 pb)
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incluye terminador 0, terminador T1, origen de replicacion colEl v 1/4 del gen de
resistencia a ampicilina. Se ligaron los res fragmentos para construir el plasmido
pintermediario de 5575 pb, la figura 9 muestra un esquema de esta construccion.
Este plasmido se puede ver graficamente en la figura 10A y tiene las siguientes
caracteristicas: para inicio de franscripcion un promotor inducible optimizado P/O
reconocido por la ARN polimerasa de E. coli (promotor del fago T5) v dos
secuencias del operador Jac para control de la transcripcion. Un sitio de union
ribosomal sintético RBS I para inicic de la traduccién. También contiene sittos de
clonacién multiples asi como codones para terminacion de la traduccion. Dos
terminadores transcripcionaies fuertes; 10 det fago Lambda v el T1 del operdn rrrB
de E. coli, para prevenir transcripciones Incorrectas v asegurar la estabilidad de los
vectores construidos. Bl gen fHlactamasa que le confiere resistencia a ampiciiina a
50 mg/inl.. Un origen de replicacion colEl, y ¢l gen de PNPasa con una secuencia
codificante de 6 Histidinas al final del gen.

El plasmido Intermediario al poseer el promotor operador 6ptimo del fago TS
tiene niveles de transcripeidn altos, y por lo tanto la expresién de la proteina
PNPasa-6xHis podria resultar toxica para la célula hospedera. Paraz regular la
expresion de la proteina se requiere de la proteina represora Laclq que se codifica en
el gen del represor fuerte Laclg, por eso s necesario mantener dentre de las células
hospederas el sistema dual pintermediario y pREP4. El plasmido pREP4 se muestra
en la figura 10B, el gen Lacly se encuentra flanqueado por los sifios de restriccion
Sall. Para inducir fa expresion de Ia proteina PNPasa se requiere afiadir isopropil-f-
D-tiogalactésido (IPTG), que se une al represor laclg para inactivarlo.

Para el disefio de la construceién del plasmido pEJOL, primero se simul6 una
linearizacion del plntermediario con la enzima Xbal, después los extremos
cohesivos se hicieron parejos con una reaccién con la enzima Klenow. En la figura
10A se muesira el sitio Xbal. La secuencia de pREP4 se obtuvo de QIAGEN Inc.
(www.glagen.com). Se simuld la restriceion del plasmido pREP4 con la enzima Sall

para obtener un fragmento de 1238 pb que incluye el represor Laclq con su
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promotor respectivo (esto se muestra en la figura 10B entre los sitios Sall). Después
se hicieron los extremos romos con-la enzima Klenow. Se simuld una higacion del
fragmento de 1238 pb con el plntermediario linearizado para obtener el plasmide
pEJO1 de 6821 pb. La figura 11 muestra esta construccion y la figura 12A muestra el
esquema del plasmido pEJO1. Debido a que se ligaron los extremos parejos en la
ligacion se obtuvieron dos tipos de plasmido pEJ0] con una diferencia en la
orientacién del represor Laclg. Una de las dos posibilidades del plasmido pEJO1
tiene en el mismo sentido ia secuencia del gen de PNPasa-6xHis y la secuencia del
gen de [a protefna de regulacion y represion de Lac, la otra posibilidad es que estas
secuencias se encuentren en sentidos opuestos. La diferencia entre el pIntermediario
y €l pEJG1 es la presencia del gen Laclq que codifica para la proteina represora Lac
que se une a la secuencia del operador y regula la expresién de protefnas
recombinantes

La proteina PNPasa71-6xHis es expresada por el plasmido pEJO2 que se
muestra en la figura 13A v se construyd con base a la construccion anterior del
pEJOL. En este caso se cambi6 el residuo 2372 en el codon GGT, que codifica para
glicina, por GAT que codifica para aspartico (mutacidon G570). Este cambio afecta &l
aminoacide 570 de la secuencia de PNPasa reportada en el GenBank (clave de
accesc J02638), {Garcia Mena ef @f, 1999). La secuencia mutante AST de PNPasa se
utilizé en la construccidn de plasmide pEIO3 que se muestra en la figura 13B con
base a la previa construceion de plasmido pEJO1. Se amplificd Ia secuencia de la
proteina mutante a partir de plasmido pCI11AS] (ver figura 12B) donado por la Dra.
R. M. Bermidez Cruz, En esta mutacién se eliminaron los aminoacidos 626 a 651
del dominio S1 y el terminador 12 de la secuencia de PNPasa reportada en el
GenBank. Los nucledtidos eliminados fueron 78, desde 23538 hasta 2616 en Ia
secuencia de PNPasa reportada en ¢ GenBank, y corresponden 2 los nucledtidos
4288 hasta 4365 del pEJ01. En la figura 15 puede verse el esquema de la mutacion
AS1 en PNPasaAS1-6xHis v la figura 16 muestra la secuencia de los aminogcidos en
la eliminacién PNPasaAS1-6xHis respecto a PNPasa.
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La construccidn de la secuencia de la mutante AXH de PNPasa en el
plasmido pEJ04 que se muestra en la figura 14 se realizd por la combinacion de los
iniciadores utilizados en el disefic de PNPasa-6xHis y otros nuevos iniciadores cuva
secuencia se muesira en la figura 4. Estos ultimos fueron disefiados para elimmar la
tercera hélice alfa que protege el centro hidrofébico del dominio KH de ia PNPasa.
Se disefiaron los oligonucleodtidos iniciadores de tal manera que se eliminaron 13
ammodcidos (EKAKHAIRRIEET) que corresponden a la tercera hélice alfa del
dominic KH (Musco er al, 1996). Estos aminoédcidos corresponden también a los
nucledtidos 4219 hasta 4257 en e plasmido pEJO1. Al realizar la ehminacion
anterior, también se introdujeron dos mutaciones silenciosas, una en la posicion de
nucledtido 4218 en donde se cambid una citocina(C) por una timina(T) y Ia otra fue
el cambio de una timinalT) por una citocina(C) en la posicidon 4260 de la secuencia
de pEJO1. Estas mutaciones introducen um sitio de restriccién Kpnl. En esta
construccion se mntentd destruir el centro hidrofébico en el que participa esta hélice
basandose en la homologia con el dominio KH # 6 de la Vigilina Humana (Musco ez
af, 1995). Teniendo los dos juegos de iniciadores PNPasal y PNPasa?, Kpn0l y
Kpn02 (Figura 4), se planeo realizar dos reacciones de PCR En la primera reaccion
se ufilizaron los iniciadores para amplificar un fragmento de 1807 pb que abarca
desde el sitio Sphi hasta la generacion de un sitioc Kpnl, incluyendo el sitio de inicio
de traduccién ATG. La segunda reaccion abarca la amplificacion de un fragmento
de 313 pb desde la generacion del sitio Kpnl hasta ¢} sitic BamHl, incluyendo la
secuencia codificante de 6 histidinas al final del gen y el sitio de término de la
traduccién AAT. De esta manera al restringir los fragmentos ampiificados y unirlos
por el sttio Kpnl se elimind Ia tercera hélice alfa de la proteina. La figura 15 muestra
el esquema de la mutacion AKH en PNPasaAKH-6xHis y la figura 16 muestra la
secuencia de los aminoécidos en la elimmacion PNPasaAKH-6xHis respecto a

PNPasa.
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6.2. Construccion un Sistemza Dual para la Expresion de PNPasa-6xHis.

El sistema dual se planted para estar compuesto de un plésmido que expresa
la PNPasa-6xHis a partir de un promotor reguiado por el represor laclg expresado

por el plasmido pREP4.
6.2.1. Obtencién de Fragmentos:

6.2.1.1. Construccién del Gen para PNPasa-6xHis.

A partir de la cepa de E. coli DHS5u se extrajo plasmido pCJ11 a mediana
escala Se tomoé 1 pg de ADN para la reaccién de PCR def gen de PNPasa-6xHis. Se
hicieron & reacciones de PCR como se¢ mdica en materiales y métodos para
establecer las condiciones 6ptimas de la reaccién. Se probaron concentraciones de
MgCl; desde 1.5 mM hasta 9 mM. Los productos de estas reacciones se muestran en
la figura 17A. La temperatura de alineamiento correspondié a 52° C por 30
segundos en cada ciclo. En el ADN amplificado la mejor condicién fue 2 3.0 mM de
MgCl,. Esto puede verse en la figura 17A en el carril 3. Una vez teniendo la
concentracién optima de MgCl,, se hicieron 6 reacciones de PCR con 3.0 mM de
MgCl; v se analizaron en un gel de agarosa al 1%. Bl fragmento amplificado puede
observarse en los carriles 2 v 3 de Ia figura 17B, con un peso molecular aproximado
de 2171 pb que migra entre los marcadores de peso molecular de 2323 pby 1929 pb.
El fragmento amplificado de 2171 pb se cortd con las enzimas BamHI y Sphl para
obtener un fragmento de 2152 pb con ¢l gen de PNPasa-6xHis y los sitios de

restriceidn listos para clonar en ¢l vector. Estos sitios s¢ esquematizan en la figura §.

6.2.1.2. Preparacién de los Fragmentos para Ia Ligacién.
El vector recipiente en el que se clond ¢l amplificado PNPasa-6xHis de 2171
pb fue el plasmido pQE70. De la cepa DHS5¢ pQETO0 se extrajo plasmido, se verificé

su extraccidn y se probo la existencia de los sitios de restriccién BamHI y Sphi por
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analisis en un gel de agarosa al 196 En la figura 18A en el carril 3 se muestra la
existencia del sitio Bgil en pQE70 cortado con Bgll de 3427 pb y en el carril 2 esta
pQE70 sin corier. Para la construccion del plntermediario se realizé un corte del
con dos enzimas en dos pasos debide a que los sitios
BamHI y Sphl se encuentran muy cercanos. Usando esta estrategia se asegurd ia
obtencién de pIntermediario yva que al hacer la ligacion se reconstruyo el gen de
resistencia a ampiciling al ligarse los sitios Bgll como se muestra en la figura 8, Se
cortaron 37 5 pg de plasmido con la enzima Bgll en un volumen total de 600 pL. Se
obtuvo el plasmido linearizade de 3427 pb que se muestra en la figura 18A en €l
carril 3

Posteriormente se tomaron 21 ug (71 %) de plasmido linearizado con Bgll de
3427 pb para restringirlo con ia enzima BamHI en un volumen final de 100 pl. Se
obtuvieron dos fragmentos, el Bgll/BamH! de 2434 pb que es el fragmento
requerido v el resio de 993 pb que no era Gtil. Los 49 pg (29 %) del plasmido
pQE70-Bgll restante se cortaron con la enzima Sphl en un volumen final de 200 pL.
De esta restriecion se obtuvo el piasmido cortado en dos fragmentos, €l requeride
Bgll/Sphf de 989 pb y el no atil de 2438 pb. En la figura 18B se muestra un gel
analitico donde en el carril 5 esta pQE70 cortado con Bgll y BamHI de 2434 pby en
el carril 4 pQET0 cortado con Bgll y Sphl de 989 pb. Los fragmentos necesarios se
purificaron mediante un gel preparative de agarosa al 1%. Estos fragmentos puros se
muestran en la figura 194, en el carril 2 se tiene Bgli/Sphl de 589 pb y en el carni 3
Bgll/Ba.gﬁ-H de 2434 pb.

6.2.1.3. Preparacion de la Cepa Receptora.

La cepa DH50/pREP4 se obtuvo de la siguiente manera: s¢ extrajo plésmido
pREP4 a mediana escala con el QIAGEN Plasmid Maxi Kit. Se analizdé ¢l ADN
preparado v el sitio de restriccidn para la enzima Sall como se sefiala en la figura

10B. En el caml 3 de la figura 19B se muestra la resiriccion pREP4 con la enzima
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Sall. Las bacterias DH5a Ca; -competentes se transformaron con el plasmido

pREP4. Las bacterias se seleccionaron en medio séhde LB-Kan

6.2.2, Ligacidn de Fragmentos para Construir e} plntenmediario.

La construccién del plésmido plntermediaric se hizo al ligar los fragmentos
derivados de pQET70 Bgll-Sphl de 989 ph, Bgll-BamHI de 2434 pb méis el producto
de PCR PNPasa-6xHis de 2171 pb cortado con BamHI y Sphi (ver figura 9). La
mezcla de ligacidn de los fragmentos anteriores se utilizd para transformar la cepa

DH50/pREP4.

6.2.3, Transformacion de la Cepa Receptora.

Las bacterias DH5a/pREP4 fueron transformadas por el método de CaCl,,
con la mezcla de ligacidn mencionada anteriormente conteniendo el plntermediario
y se seleccionaron candidatos en medio sélide LB-Amp. De las posiransformantes
se estudiaron seis colonias candidato. De los candidatos oblenidos se obtuvo
exiracto crudo inducido v sin inducir como se explica en materiales y métodos. Se
analizaron cantidades iguales de proteinas en geles de PAGE-SDS. En la figura 20A
puede observarse que existe un aumento en la produccion de una proteina que migra
con un peso esperado para la PNPasa-6xHis. Los extractos provienen de las cepas
candidato positivas 1 y 2 como se muestran en la figura 20A, y el candidato 4 de fa
figura 20B. Fueron candidatos negativos las cepas 3 de la figura 20A, 5 y6dela
figura 20B. En éstas no se observa aumento en la expresion de ninguna protefna de
manera particular.

La PNPasa se aisla como un trimero de subunidades idénticas con una masa
molecular de 77.1 kDa por unidad {(Granberg-Manago, 1999). Sin embargo en geles
SDS se ha observado un tamafio aparente de 85 kPa, debido a la basicidad de la
proteina. (Portier, 1975). En nuestros ensayos se observé que la PNPasa-6xHis de

78.1 kDa ntigra cerca del marcador de peso molecular de 974 kDa (ver figura 31A).
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6.2 4. Analists de la Expresion de la Produccitn de PNPasa-6xHis.

Las cepas candidato positivas DHSo conteniendo los piasmidos
plntermediario y pREP4 no mostraron incremento en la produccidn de la proteina
PNPasa-6xHis al inducir con 2 mM de IPTG como se ve en las figuras 204 y B. En
estas cepas se observa la misma cantidad de PNPasa-6xHis en las dos condiciones,
Inicialmente se penséd que la falta de regulacion se debia a que la protefna represora
Laclg expresada por pREP4 no funcionaba adecuadamente, por ello se realizé una

prueba para probar su funcionalidad. La prueba consistid en transformar bactertas

N99 (sup0 strA galKamb, lac+) con pREP4. El fundamento es que si el represor
funciona debe unirse al operador del operon cromosomal Lac reduciendo por
represidn la transcripeidn del gen LacZ de la bacteria N9 y por lo tanto la sintesis
de P-galactosidasa. La prueba mostrd que las colonias de las bactertas N99/pREP4
crecidas en medio solido MacConkey con lactosa y Kan crecieron blancas y con un
diametro entre 0.2 v 0.4 mm a las 16 hrs a 37° C Las bacterias conftrol N99 sin
plasmido que contrariamente mostraron un color rosa y un didmetro de 0.4 a 0.5 mm
a las mismas condiciones de cultivo en MacConkey. La interpretacion de esta
prueba indica que la coloracién de las colonias de N99/pREP4 se debe a que el
medio no se acidificd por que no hubo fermenfacién de lactosa por la fB-
galactosidasa. Esto prueba que el producto del gen laclg presente en ef plasmido
pREP4 es capaz de reprimir la transcripcion del operén lac del cromosoma de N99.
Lo anterior se muestra que ¢l represor si funciona y la falta de regulacion en la
expresion de las protefnas no se debe a un defecto del represor. Una vez probado el
represor, la razén de la falta de regulacién podria ser la existencia de un mayor
niimero de copias de pIntermediario respecto a las copias del pREP4 de manera que
habria titulacion del represor. Otra posibilidad es que el promotor de pQE70 en el
que se construy6 pintermediario no pueda reprimirse. Para solucionar este problema
se pensd en aumentar el nimero de copias del gen Jaclg, colocando el gen de la

proteina PNPasa-6xHis y el gen de la proteina represora en un mismo piasmido.
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Esto permitiria tener ¢! mismo nOmero de copias de ambos para mejorar la

regulacion.

6.3. Construccién de um Sisterna Monoplasmidice para ia Expresion de

PNPasa-6xI{is ¥ Enzimas Mutantes.

Originalmente la idea fue la construccién de un plasmido que tuviera tanto el
gen codificante de la proteina PNPasa-6xHis como el gen Laclg que codifica Iz
proteina represora Lac. No se pudo hacer esta construccién desde el principio ya que
se necesitaba incluir el fragmento conteniendo el gen Laclq y su promotor de pREP4
y solamente podia obtenerse por la restriccion con la enzima Sall. En pQE70 existe
un sitio Sall que interflere con esta estrategia y por eso se planed crear el vector en
dos pasos. Aunado a esto enconiramos la falta de regulacidn en la expresion de la
proteina PNPasa-6xHis ast que [2 construceién de un solo plasmido fue necesaria.
Una vez teniendo el pintermediario se incluyé el fragmento lacly signiendo la
estrategia mencionada en la seccion de disefio de vectores.

Se obtuve plasmido a partir de la cepa positiva 4 DHS5w
plntermediario/pREP4 a mediana escala por el método de lisis alcalina, El ADN
obtenido se corté con las enzimas Xbal, EcoRI. Una vez confirmados los sitios de
restriccion se cortaron 250 ug de los plasmidos pIntermediario con la enzima Xbal
para linearizar el vector y 400 pg de pREP4 con I3 enzima Sall para obtener el
fragmento Sall-Sall de 1238 pb que contiene el fragmento laclg. Los fragmentos
Sall-Salf de 1238 pb v pintermediario linearizado con Xbal de 5575 pb fueron
purificados mediante geles preparativos de agarosa al 0.7% v al 1% respectivamente
como se describe en materiales y métodos. Los fragmentos puros pueden verse en la
figura 21A en el carril 1 el fragmento Sail-Sall de 1238 pb y en e carrl 3 el
pintermediario lineartzado con Xbal de 5575 pb. Se hicieron cohesivos los extremos
de 0.03 pg de plasmido linearizado y 0.17 ug del fragmento laclq usando la enzima

Klenow en una misma reaccion, El ADN se limpié y aproximadamente 0.1 pg en un
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volumen final de 20 ul. Se transformaron bacterias DHSa competentes por caleio
con ia mezcla de ligacidn. Se seleccionaron colonias postransformantes en medio
solido LB-Amp, obteniéndose 616 colonias candidato en toda la mezcla de ligacién.
Se seleccionaron 12 colonias al azar y se purificaron en placas con medio sdlido LB-
Amp para analizarlas. Se extrajo ADN plasmidico de cada una de las 12 colomas
por el metodo del Kit QlAprep Spin Miniprep. 1.0 pg del ADN de plasmido
extraido se restringio con la enzima Apal en un volumen finai de 10 pL. Se utihzd la
enzima Apal por que esta presente unicamente en la secuencia del gen laclg y por lo
tanto su presencia en el pldsmido obtenido indica que el fragmento estd presente.
Después de la digestion se analizaron los resultados de los plasmidos cortados
respecto a los pladsmidos sin cortar en un gel de agarosa al 196 La digestién de los
plasmidos puede verse en los geles de la figura 21B, 22A y B. En los carriles con
nimero par estan los plasmidos sin cortar y en los carriles con niimero impar estén
las digestiones de los plasmidos.

Se obtuvieron 6 colonias candidato positivas de las cepas que se cortaron con
Apal. Esto sugiere que el fragmenio laclg estd presente en los plasmidos de los
candidatos positivos ya que el sitio de restriccidén estd presente solamente en el
fragmento insertado al vector. En la figura 21B se muestran los candidates positivos
& (carriles 4 v 3), 7 (catriles 6 y 7) v 12 {carriles 8 y 9) y en la figura 22B los
candidatos 10 (carriles 2 y 3) 18 (carriles 4 v 5) ¥ 20 (carriles 8 v 9). Se transformo
N99pnp::Tn5 Ca, -competentes con et ADN de los plasmidos candidato positivos 6,
7,12, 10, 18 y 20 v se tomé6 un candidato negativo 2 (ver carriles 6 y 7 de la figura
22A) mediante el método de CaCl,. Las bacterias transformadas se sembraron en
cajas de LB-Amp. Se obtuvieron incontables colonias transformadas chicas y
grandes. Se purificd una colonia transformante de cada cepa vy se resembrd para los

ensayos siguientes.
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& 3.1. Anélisis de la Orientacidn del Fragmento laclg en los Candidatos a pEJO1.
Para saber en qué onentacién esta el mserto el gen de PNPasa-6xHis en los
plasmidos cand:datos e identificar al pEJ01, se cortd ef ADN extraido de las cepas
candidato 6, 16 v 2{~) con la enzmma Sphl. La digestién se realizé con menos de 1.0
ug de ADN de cada cepa en un volumen final de 10 uL. Después del corte se
analizaron los resultados de los pldsmidos digeridos respecto a los plasmidos sin
digerir en un gel de agarosa al 1%. En la figura 23A puede observarse Ia digestion
de los plasmidos, en el carril 2 puede verse el candidato 6 cortado con Sphi, se
obtuvieron dos fragmentos de aproximadamente 3624 pb y 3197 pb. El tamafio de
los fragmentos obtenidos por el corte con Sphi son los esperados para un plésmido
que coincide con el mapa de la figura 12A, por esta razéon este candidato se
identificd como pEJO1. En el carril 3 se observa el plasmido sin cortar. El plasmido

tiene un peso de aproximadamente 6821 pb.
6.4. Construceion de Enzimas Mutantes.

6.4.1. Construccién de la Enzima PNPasa71-6xHis.

La enzima PNPasa71-6xHis se construyé mediante reaccion de PCR usando
ADN del pidsmido pCAS21 de donde se amplificd prp-71 afiadiéndole la bandera
de 6 histidinas. El plasmido pCAS21 se extrajo de tres colonias homogéneas de E.
coli DH50 por el método rapido de extraceidn de plasmide de Stratagene. Se
realizaron tres reacciones de PCR con 9 ul del ADN de cada extraccion en un
volumen de reaccion de 100 pl. Las condiciones de reaccién faeron las
mencionadas en materiales y métodos, con una temperatura de alineamiento de 52°
C por 30 segundos en cada ciclo v 3.0 mM de MgCl,. Se utilizaron los mismos
iniciadores que en la amplificacion de PNPasa-6xtlis. EI ADN amplificado de cada
reaccidn se purificé como se indica en materiales y métodos y se resuspendicé en un
volumen de 50 uL. de TE pH 8.0. El ADN se analizd en un gel de agarosa al 1%.

Los productos de reaccién se pueden ver en la figura 24A carriles 5, 6 y 7. Los
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productos de reaccién se cuantificaron por espectrofotometria, como se detalld en
materiales v métodos. Del fragmento amplificado de PNPasa71-6xHis de 2171 pb se
cortaron 5.8 pg con las enzimas BamHI v Smal para generar los sitios de restricei6n.
Después de la digestion se punficd el producto amplificado y cortado y se
resuspendié en un volumen de 56 pbL de TE. Finalmente se comprobd su peso

molecular de 1934 pb en un gel de agarosa al 1% que puede verse en la figura 248

en el carril 2.

6.42. Construccion de la Enzima PNPasaAS1-6xHis.

La enzima PNPasaAS1-6xHis se construyd mediante una amplificacion del
fragmento de PNPasaAS1-6xHis a partir del plasmido pCJ11ASI proporcionado por
la Dra. R. M. Bermidez. Se utilizaron los mismos miciadores que en la construccion
del pEJO1 usando 0.1 ug de plasmido pCI11 ASI en un volumen de reaceion de 100
pL. La temperatura de alineamiento utilizada fue de 52° C por 30 segundos. Los
fragmentos amplificados se resuspendieron en un volumen de 50 ul. de TE para
cada reaceion. La figura 24A muestra ¢l producto de PCR en los carriles 2, 3 y 4, €l
peso aproximado del producto es de 2093 pb. Se cortaron 18.9 pg del producto con
las enzimas BamH! y Smal en un volumen final de 60 pL. Después de la restriceién
el ADN se purificé y se resuspendid en un volumen de 50 uL de TE. La digestion se
analizé en un gel de agarosa al 1% que se muestra en la figura 24B en el carril 3. El

peso molecular del producto final es de aproximadamenie 1856 pb.

6.4.3. Construccion de 1a Enzima PNPasaAKH-6xHis.

La enzima PNPasaAKH-6xHis se construyd utilizando como molde los
productos de amplificacion PNPasa-6xHis. Esto se realizd en dos partes, en la
primera reaccion se utilizaron los iniciadores Sentido PNPasal y ¢l Antisentido
Kpn02 descritos anteriormente. Las condiciones de reaccion fueron indicadas en

materiales y métodos, la temperatura de alineamiento fue de 52° C por 30 segundos.
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Se hicieron seis reacciones de PCR usando 0.13 pg de ADN PNPasa-6xHis de 2171
pb generado en la construccién del gen de PNPasa-6xH:s. En la segunda reaccion se
utilizaronn los iniciadores Sentido KpnOl vy Antisentido PNPasa?, bajo las
condiciones sefialadas. Los productos de reaccion purificados se resuspendieron en
un volumen de 50 plL de TE para cada reaccidén. El producto de reaccion
PNPasaAKH1-6xHis de aproximadamente 1807 pb se puede ver en la figura 25A
donde el mejor rendimiento se obtuvo con 3.0 mM de MgCl, en ef carril 3. Los
productos de reaccion PNPasaAKH2-6xHis de aproximadamente 313 pb se pueden
ver en la figura 25B en donde el mejor rendimiento se obtuvo con 3.0 mM de MgCl,
en el carril 3. Se cortaron 12.8 pg del fragmento amplificado de PNPasaAKH:-
6xHis con 20 ynidades de cada una de las enzimas Kpnl y BamHI en un volumen de
reaccién de 90 pl. También se cortaron 7.2 pg del fragmento amplificado de
PNPasaAKH2-6xHis con [4 unidades de cada una de las enzimas Kpnl v Smal en
un volumen final de 80 uL. Los productos digeridos se purificaron como se indicd
anterionmente. Cada reaccion se resuspendié en un volumen de 20 pL de TE. Ei
fragmento purificado de PNPasaAKH1-6xHis cortado con Kpnl-BamHI de 1584 pb
se observa en el carril 3 de la figura 26A, en un gel de agarosa al 1%. El fragmento
PNPasaAKTI2-6xHis cortado con Kpnl-Smal de 307 pb se observa en el carril 2 de
la figura 26B, en un gel de agarosa al 2%.

£.5. Substitucion de Ia Enzima PNPasa-6xHis por Cada Proteina Mutante en el

Sistema Monoplasmidico.

Una vez teniendo el pldsmido pEJO1, el siguiente paso consistic en la substiucion
de la proteina PNPasa-6xHis por las demas proteinas mutantes construidas. De estas

substituciones se generaron los plasmidos pEJO2, pEJO3 y pEJO4.



6.5.1. PNPasa71-6xHis {(pEHI2).

La sustitucion por la PNPasa71-6xHis se realizé de la siguiente manera. se
cortaren 299 g de plasmido pEJOI con las enzimas BamHI y Smal v se purificd el
fragmento recepior BamHI-Smal de 4887 pb a partir de un gel preparative de
agarosa al 1%. El producto punficado se resuspend:d en un volumen de 50 pL de
TE. El ADN puede verse en el carril | de la figura 238. Se tomaron 3 pg del
fragmento Smal-BamHI de 1934 pb PNPasa71-6xH:s preparado en la seceidn 4.1 v
se ligaron con 1.0 pg del fragmento receptor pE01 cortado con BamHI y Smal. Con
10 pL de la mezcla de fa ligacién anterior (2.5 ug de ADN ligado) se transformaron
bacterias N99prp ' Tn5 competentes por CaCly, Las bacterias transformadas se
seleccionaron en medio LB-Amp, obteniéndose 100 colonias postransformantes Se
tomaron 3 colonias candidato para analizar su capacidad de polimerizar ADP. Las
colonias candidato tuvieron un fenotipo de colonias brillantes y convexas de entre
L0y 1.5 mm de didmetro después de incubarse por 16 horas a 37° C en LB-Amp,
De las tres cepas candidato se prepararon exiractos crudos para ver la expresion de
PNPasa71-6xilis y para probar la capacidad de polimerizar ADP por la enzima
como se indica en materiales v métodos {resultados no mostrados). Las tres cepas
candidato fueron expresadas por el plasmido pero s6lo una resulté con capacidad de
polimerizar ADP y con el corrimiento electroforético en gel nativo de poliacrilamida
retrasado como s¢ esperzba para la mutacion 71 (Garcia-Mena, et al, 1999). Este
resultado puede explicarse por una recombinacidn genética en la cepa N99prpTn3
enfre el ADN plasmidico y el cromosomal que permita la eliminacion de la
mutacion en el plasmido. Para minimizar los problemas futuros de recombinacion se
transformaron bacterias DHScrecd ™ Tnl0 Ca™-competentes. Se analizo el ADN de
las tres cepas cadidato N99pmpTn5 (las dos negativas y la clona positiva para
polimerizacién de ADP) y se les extrajo ADN plasmidico mediante Kit QIAprep
Spin Miniprep. Se cortd 1.0 pg de plasmido pEJ02 con las enzimas BamHI y Smal

para confimmar la insercién del fragmento PNPasa71-6xHis, en un volumen de
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reaccion de 10 ul.. La reaccidn se analizo en un gel de agarosa al 1%. En i carril 2
de la figura 27A se observa la restriccion del candidato gl, en el carril 4 para el
candidato g2. En la figura 27B se observa la restriceion del candidato ¢ en el carri) 2.
En todos los candidatos se puede ghservar la existencia del inserio PNPasa7i-0xHis
en una banda de 1939 pb que se muestra en los carriles 2 v 4 de la figura 27A y en el
carril 2 de la figura 27B. El ADN de la coloniz positiva para la polimerizacién ADP
se utilizé para fransformar bacterias DHSa competentes por CaCly. Las
transformaciones se realizaron con 5 pL del plasmido extraido, se obtuvo un nlimero
incontable de colonias brillantes, convexas y entre 1.0 v 1.5 mm de didmetro
después de una incubacion de 16 horas a 37° C. Se purificd una colonza candidato
para obtener ADN plasmidico, a 1 pg de ADN extraido se restringié con las enzimas
BamHI y Smal para confirmar la clonacion del mnserto (resultados no mostrados).
Para evidenciar que la proteina PNPasa71-6xHis sc expresaba en la cepa DHS5« se
reaiizaron pruebas de expresién de proteinas y de polimerizacién de ADP cuyos

resultados se detallan mas adelante.

6.5 2, PNPasaAS 1-6xHis (pEJ03).

Para sustituir con PNPasa-6xHis el gen conteniendo la eliminacidén en el
dominic S1, se ligaron 3 pg del producto de PCR PNPasaAS1-6xHis cortado con
Smal-BamHI con 1.0 pg del fragmento de pEIOL cortado con Bamil y Smal, en un
volumen final de 20 pL. La ligacién se llev$ a cabo durante 16 horas a temperatura
ambiente. Las bacterias DH5a competentes por CaCl, se transformaron con 10 ub.
de la mezcla de ligacién (2.0 pg de ADN ligado). Las bacterias transformadas se
seleccionaron en medio solido LB-Amp. De esta transformacion se obtuvieron 50
colomas de las que se tomaron 3 colonias al azar para evaluar la existencia de
PNPasaAS1-6xHis. Las colonias candidato tuvieron un fenotipo brillantes y
convexas con un didmetro de entre 1.0 y 1.5 mm después de 16 horas de incubacion

a 37° C. Para confirmar la presencia del insertc Smal-BamHI de 1866 pb se analizo
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el ADN de los plasmidos de cada colonia candidato luego de ser cortados con lag
enzimas BamH] v Smal. En la figura 27 se muesiran candidatos posittvos con el

inserto

6.5.3. PNPasaAKH-6xHis (pEJ04).

La sustitucién por PNPassAKH-6xHis se realizé de la siguiente manera: se
tomé 1 pg del fragmento pEJO] cortade con Smal-BamHI de 1934 pb previamente
cortado y purificado para la construccién de pEJO2 (el ADN punficado puede verse
en el carril 1 de la figura 23B), y se ligo con 224 ug del producto de PCR
PNPasaAKH1-6xHis cortade con Kpnl-BamHI de 307 pb (3.774 veces el vector
recipiente en proporcion molar) y 1.08 ug del producto de PCR PNPasaAKH2-
6xHis cortado con KpnI-Smal de 1584 pb (8 veces el vector recipiente en
proporcion molar), con 5 unidades de T4 DNA ligasa en un volumen de reaccién
final de 20 puL. Finalmente se transformaron bacterias DH5a competentes por CaCl,
con 10 pL de la mezcla de ligacién (2.376 pg de ADN ligado, haciendo la suma de
las cantidades de ADN de cada fragmento en la ligacion) y se seleccionaron
bacterias  transformadas en medio LB-Amp, obteniéndose 57 colonias
postransformantes. Se purificaron 5 colonias candidato al azar para comprobar la
existencia de PNPasaAKH-6xHis. Las colonias candidato tuvieron un fenotipo
brillantes y convexas con un diametro de entre 1.0 y 1.5 mm después de incubarse
por 16 horas a 37° C. El esquema del pidgsmido pEIO4 se puede ver en ia figura 14. A
5 colonias purificadas se les extrajo ADN plasmidico por ¢f método de Kit QTAprep
Spin Mittiprep. 1.0 pg de ADN de plasmido extraido fue cortado con 2 unidades de
la enzima Kpnl en un volumen final de 10 pL. Las restricciones pueden verse en los
geles de las figuras 28A v 28B, los candidatos que tienen el sitio Kpnl son los
positivos pata el inserto AKH: 1, 5, 7y 10. En fa figura 28B se muestra en el carril 2
¢l candidato 10 restringido con Kpnl que origina dos fragmentos cuyos pesos son de

cerca de 5686 pb y 2323 pb. El candidato mas probable es el 1 debido a que su peso
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es cercang al teorico esperadoe para la construccion AKH de 6782 pb (Figura 28A

carril 6).

6.6. Expresién de la PNPasa-6xHis y Enzimas Mutantes por el Sistema

o

Monoplasmidico.

Se prepararon extractos crudos de proteinas solubles PNPasa-6xHis de los
candidatos N99pmp::Tn5 pEI0! v se analizaron en un gel de PAGE-SDS. Las
muesiras probadas fueron sin induccion y dos horas después de haber inducido con
PTG 2 mM. En las figuras 29A v B se colocaron los extractos de cada cepa. Las
cepas candidato positivas son las 6, 7, 10, 12, 18 y 20. También se obtuvo una cepa
candidato negativo, el candidato 2 que se muestra en la figura 29A. En la expresion
de la protefna PNPasa-6xHis, no se observa diferencia en la produccién de la
proteina antes v después de haber inducido con 2 mM de IPTG. Aunque PNPasa-
6xHis es expresada por el vector pEJ01, no hay induccion por 2 mM IPTG es decir,
la expresion es aparentemente constitutiva. Como se hizo anteriormente para Laclq
de pREP4 (ver en la seccidn “Consiruceién del sistema dual para la expresion de
PNPasa-6xHis™), se probé la funcionalidad del producto del gen Lacly presente en
pEJ(1. En la figura 30 se ve la cepa N99 transformada con los candidatos 10 (sector
1), 12 (sector 2), Z (sector 3} y con pQE70 (sector 4). Puede verse que Laciq
expresado por el candidato 10 (que después se llamé pEI01) en ¢l sector 1 es capaz
de reprimir la expresion de B-galactosidasa cromosomal en la cepa. Esto no sucedié
cuando se uso el vector pQET70 del sector 4 sin Laclq en la misma cepé de N99. Al
realizar los ensayos en la cepa DH5« pudimos ver que tampoco existe regulacion de
la expresién de proteinas antes y después de inducir (resultados no mostrados).

Tambien se prepararon exiractos crudos de proteinas solubles de los
plésmidos con los genes para las demas construcciones de PNPasa en DHSa. Los
extractos se analizaron en un gel PAGE-SDS que se muestra en la figura 31A. Puede

verse que las proteinas PNPasatx-His, PNPasa71-6xHis, y PNPasaAKH-6xHis con
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una eliminacion de 13 aminoécidos migran cerca del marcador de peso molecular de
97 4 kDa. La proteina PNPasaAS1-6xHis migra cerca del marcador de 68 kDa como

resultado de ia eliminacion de 25 aminoécidos
6.7. Actividad de Polimerizacion de ADP.

Se hizo el analisis de polimerizacion de ADP por las proteinas construidas
haciende la comparacién entre la proteina PNPasa6x-His y las proteinas mutantes en
fondo DH5a. Todas las construcciones hacen la polimerizacion de ADP, En & gel
nativo de pohacrilamida de Ja figura 31B se muestran estas actividades. Se observa
que el corrimiento electroforético de la proteina PNPasa71-6xHis se retrasa respecto
a la proteina PNPasa-6xHis como se esperaba {Garcia-Mena et al, 1999) La
eliminacton de 13 aminoacidos en el dommio KH de la proteina PNPasaAKH-
6xHis, provoca un retraso en el corrimiento electroforético. Pero esto no ocurre en el
corrimiento de la proteina PNPasaAS1-6xHis. La eliminacién de los 25 aminoacidos
en el domimmio SI provoca gue el corrimiento esté adelantado respecto 2 PNPasa-
6xHis.

Cabe sefialar que durante la construccion de la proteina PNPasaAKH-6xHis
se obtuvieron varias cepas candidato cuya actividad de polimerizacién de ADP fue
muy interesante. Uno de estos candidatos tiene una actividad diferente que se
muestra en la figura 32 en los carriles 5- v 5+. En este candidato se puede observar 4
bandas bien definidas. Para conocer un poco mas de este candidato se extrajo ADN
plasmidico al que se llamd plasmido pEJO5. Este ADN se cortd con las enzimas
BamHI v Kpnl. Se tomaron como referencia los plasmidos pEJOL y pEJ04. En el
carril 3 de la figura 33B puede observarse que el plasmido pEJOS contiene el sitio
Kpnl. Esto sugiere que tiene la mutacidn de los 15 aminoécidos. Su peso molecular
al tenerlo linearizado es de cerca de 7242 pb a diferencia del peso de pEJ04 de 6787

pb como puede observarse en los carriles 3 y 4 de Ia figura 33B.
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6.8. Pruecha de Unién a Ia Columna de Niguel-NTA de las PNPasa-6xHis,

Los ensayos de tipo trampa para las protelnas PNPasa construidas en fondo
DHS5a se hicieron como sg indica en materiales y métodos y se analizaron en geles
PAGE-SDS La figura 34 muesira estos ensayos. Los carriles FT' contienen todas la
proteinas que pasaron a través de la matriz y no fueron retenidas. En los carriles W
se encuentran las proteinas que fueron removidas con el lavado de la matriz. En los
carriles E estin las proteinas liberadas al hacer pasar a través de la meatriz una
concentraciéon de 250 mM de Inudazol. En la figura 34A se observa que la proteina
PNPasa-0xlis es retenida en la matriz de agarosa-niquel. Esto es que después de
favar la columna, la proteina es liberada al aplicar Imidazol como lo muestra el
eluato del carril E. La proteina PNPasa71-6xHis también es retenida en la matriz y
liberada con el Imidazol. Sin embargo, en la figura 34B se observa que la mayor
cantidad de la proteina PNPasaAS!-6xHis se encuentta con todas las demds
proteinas que no se unen a la matriz en ef carrif FT. Una minima porcion se puede
observar en los carriles del lavado (W) y de elucién con Imidazol (E). La proteina
PNPasaAKH-6xHis si se retiene en la matriz y se libera después de lavar y euirla

con Imidazol.
6.9. Prueba de Autoregulacion de las Enzimas Construidas.

Se sabe que PNPasa autoregula su sintesis postranscripcionalmente (Robert-
Le Meur et al, 1992}, Para probar si las PNPasas construidas son capaces de
autoregular su sintesis postranscripcionalmente se empled la cepa de E coli
GF5322recA™:'Tnll que contiene una proteina de fusion reportadora: prp::facZ
contenida en un profago lambda (Rober-Le Meur ef ol, 1992). Esta cepa expresa una
B-galactosidasa hibrida debida a la fusién prp::lacZ. La prucba de autoregulacion
consistié en transformar la cepa GF5322recA:Tnl0 Cat+*-competentes con los
plasmidos pEJC1, pEI02, pEIQ3, pEJ04 v pEI0S que tienen los genes codificantes
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para las proteinas PNPasa-6xHis, PNPasa7[-6xHis, PNPasaAS1-6xHis,
PNPasaAKH-6x[lis y  PNPasaAKH-6xHis mutante c¢on 4  bandas
{PNPasaAKH4bandas-6xHis). Las cepas transformadas se purificaron en medio LB-
Amp. Se tomé una cepa punficada de cada una y se hizo crecer en medio
MacConkey con lactosa y ampicilina. Como control de [a prueba se transformé
GF3322pnp:-Tnirec4 ™" Tn10 con el plasmido pQE70 y con ef plasmido pCJI11 que
contiene 1a proteina PNPasa silvestre. Las cepas con los plasmidos se hicieron crecer
por 22 horas a 30° C. El crecimiento se observa en la figura 35. Puede observarse
que en GF5322recA™Tnl( conteniendo PNPasa v PNPasa-6xfHis las colonias son
palidas mientras que las colonias de las cepas con los piasmudos pEIQZ, pEJO3,
pEJO4 v pEIOS y pQE70 (Apnp) son rosas. Las colonias pdlidas de la cepa con a
proteina PNPasa-6xHis son palidas debido & que no se acidifics el medio. Esto es
por que no hubo fermentacion de lactosa que debid realizarla la enzima hibrnda
PNPasa-B-galactosidasa. Esto sugiere que la proteina PNPasa-6xHis tiene Ia
capacidad de unirse al ARNm de la fusion eromosomal prp::lacZ impidiendo la
sintesis de la proteina hibrida. Es decir que al no haber PNPasa-8-galactosidass, la
lactosa no es fermentada, v por eso no hay acidificacién del medic. Lo anterior
sugiere que las proteinas PNPasa y PNPasa-6xHis son capaces de autoregular su
sintesis postranscripcionalmente. En la cepa control, con pQE70, y en las cepas con
las proteinas mutantes: PNPasa71-6xHis, PNPasaAS1-6xHis, PNPasaAKH-6xHis y
PNPasaAKH4bandas-6xHis, las colonias crecieron con una coloracidn rosa. Esto

sugiere que estas enzimas no autoregulan eficientemente.
6.10. Concentracién Optima de NaCl para el Ensayo Tipe “Trampa™.
Amtes de hacer los ensayos de imnunocdeteccion, fue necesario establecer las

concentraciones oOptihas de NaCl para eluir las proteinas e¢n ensayos de tipe

“Trampa”. Para ello se hicieron ensayos “Trampa” utilizando diferentes
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concentraciones de NaCl 100, 130, 200, 250 y 300 mM, como se descrimd en
materiales y métodos. Los ensayos mostraron que ninguna de las concentraclones de
NaCl urtilizadas afectan la cantidad de proteina retenida v fuego eluida de la resina
de agarose, PNPasa-6xHis no se observa en los lavados con diferente concentracion

de NaCl (Figura 36A) v en los eluatos se observan cantidades similares de PNPasa-
6xHis (Figura 36B).

6.11. Concentracion Minima Necesaria de Imidazol para el Ensayo Tipo

“Trampa®.

Se hicieron ensayos tipo “Trampa” para establecer la concentracion minima
necesaria de Imidazol para eluir PNPasa. Las concentraciones de Imidazol utilizadas
para eluir las proteinas fueron 50, 100, 150, 200 y 250 mM, como se detalld en
materiales y métodos. Los resultados de las pruebas muestran que las
concentraciones de 50, 100 v 150 de Imidazol no proporcionan una buena cantidad
de PNPasa, sin embargo con una concentracion de 200 mM se obtiene una cantidad
muy cercana que cuando se eluye con la concentracion recomendada por el
fabricante del sistema de 250 mM (Figura 37B). Tambicn se observé que en pnp(-)
no hay elacién de ninguna proteina con las concentraciones diferentes de Imidazol
(Figura 37A}.

6.12. Ensayos de Inmunodeteccion.

Los ensayos de inmunodeteccidn se hicieron para saber qué componentes del
Degradosoma se unen a PNPasa-6xHis con las condiciones utilizadas. De los
ensayos de inmunodeteccion hechos como se detalld en materiales y métodos se
observd que PNPasa-6xHis después de ser ¢luida de la resina (Figura 38A), puede
ser detectada por el anticuerpo de conejo anti-PNPasa en una dilucion de 1:25 000

(Figura 38B). Los ensayos con el anticuerpo de conejo anti-RNasa E mostraron que
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la proteina RNasa E esta presente en los extractos crudos en una buena cantidad Sin
embargo en el ensayo de tipo trampa, una cantidad considerable de la proteina es
eluida en el primer lavado y solo se retiene una cantidad menor junto con PNPasa-
His, que después se eluye con Imidazol. En los resultados del ensayo de trampa
para la cepa pnp(-) se observa que RNasa E no se retine en la resina; toda la cantidad
presente en el extracto se eluye en el primer lavado v no se observa nada al eluir con
Imidazol. Esto sugiere que RNasa E se une a PNPasa pero las condiciones ensayadas
no son las éptimas para ia unién de PNPasa-6xHis y RNasa E. Lo anterior se¢ puede
observar en la figura 39A, Los ensayos con el anticuerpo de conejo anti-RhlB
mostraron que la proteina esta presente en el favado hecho antes de eluir PNPasa-
6xHis, v que en los eluatos de PNPasa-6xHis después de pasar por la columna la
cantidad detectada es poca (Figura 39B) Estos resultados sugieren que RhiB se une
a la resina de Niguel, probablemente al aumentar la cantidad de proteinas totales se
obtenga un resultado mas claro, también es posible gue las condiciones utilizadas no
sean las dptimas de union para RhlB. Con el anticuerpo de conejo anti-Enolasa, se
observd que una cantidad detectable esta presente en 2! lavado de la resina antes de
eluir PNPasa-6xHis v en los eluatos de PNPasa-6xHis se observa una sefial muy
débil {Figura 40). Esto sugiere que Enolasa se une a PNPasa-0xHis en una cantidad

muy pequeiia v es probable que las condiciones ensayadas no sean las Gptimas para

1a union.
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Figura 1. A: Esquema de traduccion, transcripcion y sintesis de proteinas en procariontes. Modelo
modificado de Griffiths ef al 1998. B: Degradacion del ARNm, El “tallo-burbuja” protege al extremo 5’
del ARNm del ataque de las exonucleasas. Sin embargo, las endonucleasas (tijeras) cortan en la region
anterior al tallo-burbuja creando un extremo 3’ libre que puede ser atacado ficilmente por las
exonucleasas. Modelo basado en el de Carpousis ef a/ 1999.
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Figura 2. Modelo del Degradosoma de Escherichia coli. Las dos figuras elipsoides representan a las
dos subunidades de RNasaE. Los seis circulos de color obscuro son dos trimeros de PNPasa, los
octagonos representan dos dimeros de helicasa y los circulos mas pequefios representan dos dimeros
de enolasa. Los dibujos no estan hechos a escala. Modelo basado en el de Coburn and Mackie 1999.
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Figura 3. Esquema del gen de PNPasa de Escherichia coli en el que se muestran los dominios KH y
§1. Los niimeros indican el nimero de los aminodcidos.
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Iniciador Sentido 32-mer(PNPasa)
Sitio Sphi
5°-TAT ACA gCA TgC TTA ATC CgA TCg TTC gTA AA -3’
Inicio Traduccién
Iniciador Antisentido 50-mer(PNPasa2)
Sitio BamHI His His His His His His
5~ ACC ggd TCC TTA gTg ATg gTg ATg gTg ATgCTC gCC CTg TTC
Término Traduccion
AgC AgC Cg -3’
Iniciador Sentido 28-mer(Kpn0O1)
Sitio Kpnl
5-ggg gT4 CCg CAg AAA TCg AAg TTg gCC g-3°
Iniciador Antisentido 28-mer{Kpn02)
Sitio Kpnl
5°- ggg gTA CCg TCg gTC gCT gCA ATC TTC A -3’

Figura 4. Secuencia de los iniciadores utilizados en la amplificacion de PNPasas.
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Figura 5. Esquema del ensayo de induccién de proteinas.
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Curva Tipo de Concentraciéon de BSA
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Absorbancia 630nm

-

r= 0.98874814
S =0.59130572
n=11
Figura 6. Curva tipo de concentracidn de Albumina Sérica Bovina.
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BamH 1 (34)

' promoter/operator
+1 signal

__RBS I
o —— 8ph 1 (118)

T BamHI 122

_ 6xHis
1o

)

I

}i

N

Jrmi
// terminator T1
@ //,////,
N1 iy e . i
{:\%—h— ~TTG-Met  Precursor RNA | )
t . Sb RNA 11 555 \

pnp promoter  RNase Il COLE1 ORI

RNase ill

Figura 7. A: Plasmido pCJ11 del que se obtuvo el fragmento de pnp amplificado por PCR. B:
Plasmido pQE70 recipiente del fragmento amplificado de prp por PCR en los sitios Sphl y BamHI.
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BxHis

SENSE PRM =‘ANTlSEl\lSE PRM
Sph 1 (12) | /TAA
AT

/{ /Bam HI 2164)

apnp
2171 bp

Figura 8. Fragmento de pnp amplificado por PCR. Flanqueado por sitios Sphl y BamHI. Este cistron
contiene todos los aminodcidos de PNPasa mas las seis histidinas.
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Figura 9. Construccion del pIntermediario a partir de pQE70 y el amplificado de pnp.
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BamHI )
TAA-Stop / BxHis
,/"’to B

\\Q lNEO(r

terminator T1 P15A ORL . §
PrR 2. Xba I (1009) / \ y
¢ \/
7 \\ \.\\
INTERM Sal I A18755 (pREP4) | ‘l
5575 bp £ @ns) _ 3740 bp //;
Sph 1 \:“coua ORI P(LACH 1] }(
(3424) . 23§ RNA Il 555 Y/
ATGMet ™.\ g /
e & . O 7
RBSTF":; Sl \Precursor RNA e ’5;,7;\
) TR TR e e R I N
ke ” LACIq T Sal 1 (1491)
promoter/operator Bgll (2435)

-10

P(BLA)

Figura 10. A: Plasmido plntermediario que contiene el gen de prp es recipiente del fragmento Laclq
por un corte en el sitio Xbal. B; Plasmido pREP4 que codifica el gen de Laclq que regula la
transcripcion de PNPasa y del que se obtendra el fragmento Laclg con un corte con la enzima Sall.
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/ Xbal Gibt Ok s 0
(1on9) Am-plrlc:l e
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Figura 11. Construccion de pEJO1 a partir de pIntermediario y pREP4,
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PELY Bam HI (34)
“TAA

COLE1 ORI
_RNA I 555
/Precursor RNA |

uraN\
-l T

Apa 1 (6263)
LACIg

P(LACI)

4564 bp /i

0 b A P(BLA) '
- X : T_-10
= promoter/operatooR]

Bam HI P r> o
(4568) _ ‘; Lo \+1 s|gna] LAC) \Kt -
- RBS I Sall AR ‘RNase Il
ATG-Met (23606) H RNase Il
pnp-6xHis Sph 1 (2416) \inp promoter

Smal (2634) pnp (delta) 31 mRNA start site

Figura 12. A: Plasmido pEJO1 que contiene el gen codificante de la proteina PNPasa-6xHis v el
fragmento Laclq que regula su transcripcion. B: Plasmido pCJ11AS1 del que se obtuvo el gen de

pnpAST por PCR.
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COLE1 ORI LACIg COLE1 ORI

'RNA I 555 — RNA |1 555
Precursor RNA | e \Am“:\\-u_ . // _Precursor
P{LACD\ PILACI) // - SN RNAL
terminator T4~ ~ L7 \\$<>/ \,\
terminator T1..—— \\\
\ \
pEJO2(pnp-71) - PEJO3(pnpAST) || -
6821 bp AP 6743 bp ]
0 2/
N ' utts. - \(/%\HHP(BLA)
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; / Y \ RBS Il
Y \RBS Il / Y
pnp-71 \ ATG-Met pnp-A1 Y ATG-Met
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(2634) (2634)

GS70D

Figura 13. A: Plasmido pEJ02 que contiene ¢l gen codificante de la protefna PNPasa71-6xHis. B:
Plasmido pEJO3 que contiene el gen codificante de la proteina PNPasaAS1-6xHis.
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LACIqg COLE1 ORI
RNA 11 555

Precursor RNA |
e

P(LAGI)

Sphlss1d)_.
terminator T1— = /

pEJO4(pnpAKH) x

" 6782 bp

6xHi§\

Bam H 1 4529) i ¢ b
TAAnStop/

GxHis
Kpnll (4221

pnp-AKH Sphl (2416)

Figura 14. Plasmido pEJ04 que contiene el gen codificante de la proteina PNPasaAKH-6xHis.
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§57 591 619 691

pnp l (ki | [ st ]
i Ti1
pnp-6xHis | R | | 6xHis |
i 717
pnp71-6xHis [ ‘E | { HﬁxHis l
1 717
pnpAKH-6xHis | RiNE [ [ 6xHis |
1 704
pnpASH-6xHis | | L] | [ 6xmis |
1 691

Figura 15. Esquema que muestra las diferencias entre las proteinas construidas, el nimero de
aminoacidos de cada una. Los residuos de aa donde inician y terminan los dominios KH y S1 estan
indicados con los nitmeros correspondientes. El primer dibujo muestra a PNPasa silvestre. El segundo
dibujo muestra a PNPasa-6xHis con 6 histidinas al final de la proteina. El tercer dibujo muesira a
PNPasa71-6xHis, en el dominio KH estd la mutacién en el aminodcido 570 (lineas transversales). El
siguiente dibujo muestra a PNPasaAKH-6xHis, el espacio vacio en el dominio KH corresponde a la
climinacion de 13 aa. El ultimo dibujo muestra a PNPasaAS1-6xHis, el espacio vacio en el dominio S1
corresponde a la eliminacién de 26 aminoacidos. Los dibujos no estan hechos a escala.
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AKH

AS1

—

598

p3

603

o3

615

626

B1 B2 B3

652
_p4.

657

pnp

AATDGEKAKHAIRRIEEITAEIEV GRVYTGRKY TRIVD FGAFVA IGGGKEGLVHISQIADK

B3 o3 B4 p2 B3 f4.
pnpAKH-6xHis AATDG TAEIEVGRVYTGKV TRIVD FGAFVA IGGGKEGLVHISQIADK

B3 o3 B1.
pn pAS1-6xHis AATDG EKAKHAIRRIEEITAEIEV GRVY SQIADK

Figura 16. Esquema que muestra las diferencias en la secuencia tedrica de los aminoacidos entre las
proteinas construidas. Se muestra una porcion final del dominio KH (598-617) y una porcidn inicial
del dominioS1{622-657). La primera secuencia corresponde a la proteina PNPasa silvestre que sirve
como referencia para las eliminaciones. En la secuencia de la proteina PNPasaAKH-~6xHis se muestra
con yna linea los 13 aa eliminados. Estos aa corresponden a la tercera hélice o del dominio. En la
secuencia de la proteina PNPasaAS1-6xHis se eliminaron 26 aa que se representan con una linea. Se
eliminé la parte final de la primera cadena B, asi como la segunda y tercera cadenas 3 y una porcidn
inicial de una pequefia hélice o del dominio S1 (Bycroft ez al, 1997).
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3675 pb
2323 pb
1929 pb

PNPasa

PNPasa

Figura 17. A: Analisis de productos de PCR en gel de Agarosa al 1%: Sc¢ establecieron las condiciones
Optimas para amplificar PNPasa-6xHis, Carriles: 1 y 8 marcador de peso molecular Lambda/BstEIIL
Carriles 2, 3, 4, 5, 6 y 7 ADN amplificado con 1.5, 3.0, 4.5, 6.0, 7.5 y 9.0 mM de MgClL,
respectivamente. B: Amplificado de]l PNPasa-6xHis a 3.0 mMM de MgCl,, Carriles: 1 marcador de
peso molecular Lambda/BstElL, 2 y 3, 1 y 2 ubL de producto de PCR, respectivamente. El peso

molecular del amplificado es de 2171 pb.
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Figura 18. A: Corte de pQE70 con la enzima Bgll en gel de Agarosa al 1%. Carriles: 1 marcador de
peso molecular Lambda/BstEIL; 2. pQE70 sin corte y 3. pQE70/Bgil de 3427 pb. B Obtencidn de los
fragmentos para clonacién. Carriles: 1. marcador de peso molecular Lambda/BstELL 2. pQE70, 3.
pQE70/Bgll de 3427 pb(lineal); 4. pQE70/BglI-Sphl de 989 pb (*) y 5. pQE70/Bgll-BamHI de 2343 pb

(*)-
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2323 pb 2323 pb

1929 pb 1929 pb ::

1264 pb 1264 pb ::j___w SR
702pb

702 pb

Figura 19. A: Fragmentos purificados para clonar en gel de Agarosa 1%. Carriles: 1. marcador de peso
molecular Lambda/BstELL, 2. fragmento de 989 pb Bgll-Sphl (*1), 3. fragmeto de 2434 pb BglL.-
BamHI, 4 y 5 fragmentos restantes de 2438 pb Bgll-Sphl y de 993 pb Bgll-BamHI respectivamente.
B: Corte de pREP4 con la enzima Sall. Carriles: 1. pREP4, 2. marcador de peso molecular
Lambda/BstEIl y 3. pREP4/Sall (*). El fragmento requerido es de 1238 pb.
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Figura 20. Tincidon de azul
Coomassie.

PAGE-SDS (10%) con los
extragtos crudos de las
proteinas solubles con y sin
induccion de las cepas
candidato DH35a/pREP4
conteniendo el vector que
expresa PNPasa-6xHis, *
Contaminacion de la
muestra 3.
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Figura 21. Construccién del plasmido pEJOL. A: Fragmentos purificados listos para la ligacion en gel
analitico de Agarosa al 1%. Carriles: 1. fragmento purificado de 1298 pb que contiene el gen codificante
de laclg (*1), procedente del corte de pREP4 con Sall; 2. marcador de peso molecular Lambda/BstEIl;
3. pIntermediario restringido con Xbal para linearizarlo de 5575 pb (*2). B: Gel con el ADN de los
plasmidos candidato de las cepas DHS50 pEJO1 linearizado (6821 pb) con Apal para identificar a la clona
positiva. Carriles: 1 y 10 marcador de peso wolecular Lambda/BstEIL 2. candidato4; 3.
candidatod/Apal; 4. candidato6; 5. candidato 6/Apal; 6. candidato7; 7. candidato7/Apal; 8. candidato12;

9. candidato12/Apal.
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Figura 22. Geles analiticos de Agarosa al 1% donde se muestra el ADN de los plasmidos candidato de
las cepas DHS5o. pEJO1 linearizado (6821 pb) con Apal para identificar a las clonas positivas. A:.
Carriles: 1 y 10 marcador de peso molecular Lambda/BstEIl; 2. candidato]3; 3. candidatol3/Apal; 4.
candidatol4; 5. candidatol4/Apal; 6. candidato2; 7. candidato2/Apal; 8. candidato8; 9. candidato
8/Apal. B: Carriles: 1 y 10 marcador de peso molecular Lambda/BstEll; 2. candidato10; 3.
candidato10/Apal; 4. candidatol8; 5. candidatol8/Apal; 6. candidatol9; 7. candidatol9/Apal; 8.
candidato20; 9. candidato20/Apal.
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6369 pb
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3675pb ..
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Figura 23. A: Gel analitico de Agarosa al 1% donde se muestra ¢l ADN de los plasmidos candidato
de las cepas N99pnp::Tn5 pEJO1 restringido con Sphl para ideutificar la orientacion de! inserto de
PNPasa-6xHis. Carriles: 1 y 8 marcador de peso molecular Lambda/BstEIL; 2. candidato6/Sphl; 3.
candidato 6; 4. candidato10/Sphl; 5. candidato10; 6. candidato2/Sphl; 7. candidatoZ. B: Fragmento
del plasmido pEJO1 cortado y purificado con BamHI y Smal listo para clonar. Carriles 1.
pEJO1/BamHI-Smal fragmento de 4887 pb; 2. marcador de peso molecular Lambda/BstEIL
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Figura 24. Geles de agarosa al 1% A: Analisis de los productos de PCR para los fragmentos
PNPasaAS$1-6xHis y PNPasa71-6xHis. Carriles: 1 marcador de peso molecular Lambda/BstEIL 2, 3 y 4
amplificado de PNPasaAS1-6xHis de 2093 pb, 5, 6, y 7 amplificados de PNPasa71-6xHis de 2171 pb.
B: Analisis de los amplificados PNPasaAS1-6xHis y PNPasa71-6xHis cortados con BamHI y Sphl.
Carriles: 1 marcador de peso molecular Lambda/BstEII, 2, PNPasa71-6xHis/BamHI-Sphl (1934 pb), 3,

PNPasaAS1-6xHis/BamHI-Sphl (1856 pb).
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Figura 25. A: Anlisis de productos de PCR para el fragmento 1 de PNPasaAKH-6xHis. Gel de
Agarosa al 1 %. Carriles: 1. y 8. marcador de peso molecular Lambda/BstEIl 2,3, 4,5y 6 amplificados
de 1807 pb, a 1.5, 3.0, 4.5, 6.0, 7.5 y 9.0 mM de MgCl, respectivamente. B: Analisis de productos de
PCR para el fragmento 2 de PNPasaAKH-6xHis en gel de agarosa al 2%. Carriles: 1.y 8. marcador de
peso molecular escalera de 25 pb, 2, 3, 4, 5 y 6 amplificados de 313 pb, a 1.5, 3.0, 4.5, 6.0, 7.5 y 9.0

mM de MgCl, respectivamente.
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Figura 26. Anélisis de los amplificados 1 y 2 de PNPasaAKH-6xHis cortados con Kpnl, BamHI 'y Smal
en geles de Agarosa al 1 y 2%. A: Carriles: 1. marcador de peso molecular Lambda/BstEIL, 2.
fragmento PNPasaAKHI-6xHis, 3. (*)fragmentoPNPasaAKH1-6xHis/Kpnl-BamHI de 1584 pb. B:
Carriles: 1, PNPasaAKH2-6xHis, 2. (*)PNPasaAKH2-6xHis/Kpnl-Smal de 307 pb, 3. escalera de 25
pb.

L5 sopeinsal so| op suindiy



e | —— 5686 pb —I_,_>
TS as2ph
-

. 1929pb ..,

P
Fuodar

B Al
pebrs

Figura 27. Geles analiticos de Agarosa al 1% con ¢l ADN de los plasmidos candidato a pEJ02 y pEJO3. A
Carriles: 1. y 10. marcador de peso molecular Lambda/BstEIL; 2. pEJ02g1/BamHI-Smal; 3. pEJO2gl; 4,
pEJ02g2/BamHI-Smal; 5. pEJ02g2; 6. pEJ03gl/BamHI-Smal; 7. pEJ03gl; 8. pEJO1/BamHI-Smal; 9.
pEJ03. B: Carriles: 1. y 10. marcador de peso molecular Lambda/BstEIl; 2. pEJ02¢/BamHI-Smal; 3.
pEJ02¢; 4. pEJ03g2/BamHI-Smal; 5. pEJ03g2; 6. pEJ03c/BamHI-Smal; 7. pEJ03c; 8. pEJOl/BamHI-
Smal; 9. pEJO1. Pesos esperados: pEJO1: 4887 pb y 1934 pb, pEJ02: 4887 pb y 1934 pb, pEJO3: 4887 pb y
1856 pb.
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Figura 28. Andlisis de los plasmidos candidato a pEJ04 cortados con Kpnl en geles de Agarosa al
1%, para identificar las clonas positivas de AKH. A: Carriles 1. y 10. marcador de peso molecular
Lambda/Bstell; 2. candidato 5/Kpnl; 3. candidato 5; 4. candidato 4/Kpnl; 5. candidato 4; 6. candidato
1/Kpnl; 7. candidato 1; 8. candidato 7/Kpnl; 9. candidato 7. B: Carril 1 marcador de peso molecular
Lambda/Bstell; 2. candidato 10/Kpnl; 3. candidato 10. Peso esperado para pEJ04 6782 pb.
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Represion lacl

Represion lacl
positiva
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No represion
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Figura 30. Prueba bioquimica para evaluar el funcionamiento del gen represor Laclq en los
candidatos pEJO1. Caja de MacConkey con cultivos de 16 horas a 37°C: Sectores: 1, Cepa N99
candidato 10(laclq +); 2, Cepa N99 candidato 12(laciqt), 3, Cepa N99 candidato 2{laclg-); 4, Cepa

N99 pQE70(laglq-).
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MW pnp 71 ASI AKH (-) (-) pnp 71 ASI AKH

AL FEREEA, . B

97.4 kDa
—

68 kDa ’

Figura 31. A: PAGE-SDS al 10% tefiido con azul Coomassie con los extractos crudos de las proteinas
solubles PNPasa-6xHis (78.10 kDa), PNPasa71-6xHis (78.16 kDa)} y PNPasaAS!-6xHis (75.47 kDa)
y PNPasaAKH-6xHis (76.52 kDa) en DH5a, (-): control negativo N99pnpTn5. MW: Marcador de
peso molecular, B: Ensayo de polimerizacién de ADP. Gel nativo de Poliacrilamida al 7.5%, tefiido
con naranja de acridina. Extractos crudos de las proteinas en DHSw. Control negativo: N99pnpTn5;
proteinas PNPasa-6xHis, PNPasa-71-6xHis, PNPasaAS1-6xHis y PNPasaAKH-6xHis.
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Figura 32. Ensayo de polimerizacién de ADP. Gel nativo de Poliacrilamida al 7.5% tefiido con naranja
de acridina. Extractos crudos de las proteinas candidatos PNPasaAKH-6xHis en cepas DHS5c.
Candidatos 1, 4, 5 y control negativo N99pnpTn3.
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Figura 33. Analisis de los plasmidos pEJO1, pEJ04 y pEJ05 mediante el corte con las enzimas Kpnl y
BamHI en geles de Agarosa al 1%. A: Carriles: 1.y 8. marcador de peso molecular; 2. pEJO1; 3.
pEJO1/Kpnl; 4, pEIO1/BamHI; 5. pEJO4; 6. pEJO4/Kpnl; 7. pEJ04/BamHI. B: Carriles: 1.y 8. marcador
de peso molecular; 2. pEJOS; 3. pEJOS/Kpnl; 4. pEJO5/BamHI; 5. pEJ04(*1) sin corte; 6.
pE)04(*¥2)/Kpnl de 6782 pb; 7. pEJ04(*3)/BamHI de 6782 pb.
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Figura 34. Geles analiticos PAGE-SDS al 10% de ensayos “tipo trampa” para PNPasa-6xHis tefiido con
azul Coomassie de las proteinas solubles totales de DHS5w conteniendo PNPasa-6xHis, PNPasa71-
6xHis, PNPasaAS1-6xHis y PNPasaAKH-6xHis. Carriles: MW: marcador de peso molecular;
FT(proteinas no unidas), W(lavado), E(elucion con Imidazol). A: PNPasa-6xHis, PNPasa71-6xHis y
NO99pnp::Tn5. B: PNPasaAS1-6xHis y PNPasaAKH-6xHis.
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Figura 35, Ensayo de autoregulacion de una fusién pnp::lacZ por las proteinas PNPasa construidas en la
cepa GF5322 recA::Tnl0. 1. PNPasa en pCJ11, 2. APNpasa en pQE70, 3. PNPasa-6xilis en pEJO], 4.
PNPasa71-6xHis en pEJO2, 5. PNPasaAS1-6xHis en pEJ03, 6. PNPasaAKH en pEJ04, 7. PNPasa
PNPasaAKH4b-6xHis en pEJ05, 8. APNPasa en pDL19, 9. PNPasa-ATG-6xHis pEJ06.
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Figura 36. Ensayos de tipo “Trampa” para evaluar el efecto de los lavados con diferente concentracion
de NaCl, antes de la elucidon de PNPasa-6xHis. Geles PAGE-SDS 10%. A: 3ug de proteinas totales.
MW: marcador de peso molecular. FT: flow-through, W: Lavados con 50, 100, 150, 200, 250 y 300
mM de NaCl, B: 2ug de proteinas totales. MW: marcador de peso molecular. FT: flow-through, E:
Eluatos de PNPasa-6xHis a 250 mM Imidazol después de lavar con 50, 100, 150, 200, 250 y 300 mM
de NaCl.

£6 SOPEINSA S0} op seanFig



MW FT W 50 100 150 200 250 MW

3
k3

97.4 kDa

MW FT W 50 100 150 200 250 MW

G

g

Figura 37. Ensayos de “Trampa” para evaluar la minima concentracion de Imidazol necesaria para eluir

68 kDa

PNPasa-6xHis., Geles PAGE-SDS 10%. A: Extractos de N99pnp::TnS pQE70; MW: marcador de peso
molecular. FT: flow-through, W: Lavado, Eluatos con 50, 100, 150, 200 y 250 mM de Imidazol. B:
Extractos de N99pnp::Tn5 pEJO1 MW: marcador de peso molecular. FT: flow-through, W: Lavado,

Eluatos de PNPasa-6xHis con 50, 100, 150, 200 y 250 mM de Imidazol.
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Figura 38. Western Blot de los ensayos tipo “Trampa” con los extractos crudos de las proteinas solubles
PNP(-) y PNPasa-6xHis en fondo N99::pnpTn5. Carriles: 3ug (3ug de proteinas totales), MW,
marcador de peso molecular; FT(flow-through), W(lavado), E(elucion). A: PAGE-SDS (10%) tefiido
con azul Coomassie. B: Western Blot con anticuerpo anti PNPasa
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Figura 39. Western Blot de los ensayos tipo “Trampa” con los extractos crudos de las proteinas solubles
PNP(-) y PNPasa-6xHis en fondo N99::pnpTn5. Carriles: 3ug (3ug de proteinas totales), MW:

marcador de peso molecular; FT(flow-through), W(lavado), E(clucion). A: Western Blot con anticuerpo
anti RNasaE. B: Western Blot con anticuerpo anti RhiB.
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Figura 40. Western Blot de los ensayos tipo “Trampa” con Jos extractos crudos de las proteinas solubles
PNP(-) y PNPasa-6xHis en fondo N99::pnpTnS. Carriles: 3ug (3ug de proteinas totales), MW:
marcador de peso molecular; FT(flow-through), W(lavado), E(elucion). A: Western Biot con anticuerpo
anti Enolasa.
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8. DISCUSION

8.1. PNPasa-6xHis es Expresada Tanto por el Sistema Dual Como por ¢l

Sistema Monoplasmidico.

Lz utilizacién del programa Vector NTI version v5.03 fue parte fundamental
en la construccién de los vectores de expresién La utilizacidon de este programa
ayudé en el disefio de los vectores de expresidn para establecer los siiios de corte
para la enzima adecuada en cada una de las construcciones hechas. Este programa
fue de utilidad en el disefio y establecimiento de las caracteristicas fisicoquinucas de
los oligonucledtidos necesarios para las reacciones de PCR. Con este programa se
pudo sumular cada paso de las construcciones de manera que ¢l trabajo experimental
se desarrollé con una idea mas clara v segura Asi mismo, esta herramienta ayudo a
disefiar los vectores mds réapido v con la certeza de que los resultados obtenidos
fueron lo mas cercano a la realidad.

En cuanto a! trabajo experimental, se hicieron seis reacciones de PCR para
amplificar el gen de PNPasa-6xHis en las que se varid la concentracion de MgCls.
La temperatura de alineamiento adecuada a las caracteristicas fistcoquimicas del par
de iniciadores fue de 52° C. La reaccidn en la que se obtuvo una mayor cantidad de
producto fue 3 mM de MgCl,, como se observa en el camil 3 de la figura 17A. Sin
embargo, con iodas las condiciones de MgCl, analizadas hubo una buena cantidad
de producto de amplificacién. Los producios de amplificacion en todas las
reacciones son del tamafio esperado de 2171 pb. Para realizar la amplificacion por
PCR, los iniciadores incluyeron algunos cambios importantes: el iniciador sentido
sustituyé el sitio de inicio de la traduccion TTG-met reportado para el cistron de
PNPasa {Grunber-Manago, 1999) por ¢l triplete ATG-met. Esie cambio se realizd
para asegurar ¢ imcio de Ia traduccion dptimo en 1a construccidn. Simultancamente
se incluyé el sitic de restriccién para la enzima Sphl en ¢l extremo 5. Con ¢l

iniciador antisentide se incluyeron 6 codones gue codifican para 6 histidinas (6xHis)
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al final del gen. Estas 6 hishidinas permitieron que ia proteina se retuviera en una
matriz de Agarosa-Niquel para purificarla. Después de los 6 codones de histidinas se
incluyé el sitio de término de ia traduccidn TTA, esto significa que se recorri¢ el
sitio de término 6 codones, También se meluyd el sitio de restriceion para la enzima
BamHI después de TTA. Estos sitios se incluyeron para poder clonar ¢l producto de
amphificacion en el vector recipiente.

Como vector recipiente se eligid el vector pQE70 de la empresa QLAGEN
Inc. Se trata de un vector disehiado especialmente para clonacién y expresidn de
genes Sus principeles caracteristicas son tener el promotor fuerte del fago TS
inducible optimizado Este promotor es reconocido por la ARN pohimerasa de E.
coli v tiene dos secuencias del operador Jac para la union del represor laclyg, un sitic
de unidn ribosomal sintético RBS II para altos niveles traduccionales vy sitios
multiples de clenacion y codones de terminacion traduccional. El vector contiene
también dos terminadores transcripcionales fuertes: el t0 del fago Lambda y el T1
del operdn rruB de E. coli. Para su seleccidn tiene el gen de Flacramasa que le
confiere resistencia ampicilina y el origen de replicacién colE! para su
muitiplicacion en la bacteria. El gen de PNPasa-6xHis se insertd entre los sitios Sphl
y BamHI del plasmido pQE70 asegurando su expresion por que antes del sitio de
micio de la traduccion ATG-met, le precedid el sitio de unidn nibosomal y el
promotor fuerie inducible del vector, Asi mismo, ademas de su propio terminador t2
que se incluyé cuando se amplificé por PCR el gen prp, existen dos terminadores
fuertes que aseguran ¢l término de su transcripeidn. Finalmente el gen de resistencia
ampicilina asegura la seleccion de las bacterias transformadas.

Durante la construceion, el gen de f-lactamasa tuvo una funcidn adicional. El
vector pQE70 se cortd en dos pasos con las enzimas Bgl-Sphl y Bgll-BamHi
(Figura 9). La razén de esta operacion fue que en pQE7( los sitios Sphl y BamHI
donde se iba a clonar estan muy cerca (solamente a 4 pb uno de otro). Para poder
cortar en un sitio de restriceion situado en el extremo de una molécula de ADN, las

enzimas necesitan de yna secuencia minima de nucledtidos para anclarse y cortar. Al
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cortar una de las enzimas, ésta no dejaria nucledtidos suficientes para el anclaje de la
segunda enzima y no se llevaria a cabo un segundo corte. Por esta situacidn se
hicieron los cortes por sepérado. Primero el vector se linearizé con un corte por
Bgll, que interrumpe el gen de flactamasa, v el ADN se dividid en dos partes Una
de ellas se cortd con Sphl v fa oira con BamHI. Asi se asegurd tener histos los sitios
complementarios a los sitios del amplificado. Al lievar a cabo la higacién de los tres
fragmentos, se generd el plasmido pintermediario En éste se reconstruy® el gen de
Flactamasa (ver Figura 9), esto se confirmé por la capacidad de las cepas
transformadas con plntermediario de crecer en un medio con ampicilina.

La expresidon de PNPasa-6xHis debia ser inducible por IPTG en el sistema
dual, sin embargo, las cepas que contenian al vector pIntermediario no controlaban
la expresién de la proteina PNPasa-6xHis Esio se observé cuando se hicieron
ensayos comparativos amtes y después de inducir ka expresién de proteinas. En estos
ensayos se observd que afin sin mnduccidn por IPTG la expresién de la proteina era
abundante y no habia diferencia antes v después de mducir, come lo muestra la
figura 20. Ei promotor fuerte inducible presente en plntermediario necesita de la
proteina represora iacly presente en el plasmido pREP4 para controlar los niveles de
expresion. Una posible expiicacién para la falta de regulaciéon es que la proteina
represora no funcione adecuadamente. Para saberto se realizé una prueba indirecta
en la que se evalud la funcionalidad del gen Lacly presente en el plasmido pREP4.
La prueba se detallé en la seccidn de resuitados 6.2.4., esta prueba indicd gue la
proteina si funcionaba correctamente. Otya posible razon de la falta de regulacién
seria una diferencta considerable entre ¢l niimero de copias del vector con el gen de
PNPasa-6xHis respecto al vector que expresa el gen para la proteina represora lac/y.
Probablemente esto se deba a que pintermediario es un vector de alta copia debido a
su origen de replicacion colE! y pREP4 es un plésmide de mediana copia con un
origen de replicacion p1354. Una proporcién desigual de los vectores ocasionaria que
la proteina represora lacly fuera insuficiente para controlar la expresion de la

proteina PNPasa-6xHis. Lo adecuado es tener en un solo vector tanto al promotor
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como al gen codificante para la proteina represora. El siguiente paso consistid en
clonar en el plntermediario el gen que codifica para la proteina represora laclg
{Figura 11} En la construccidén del plasmido final pEJG! se empled el
plnterimediario linearizado con Xbal v un fragmento procedente de pREP4 que
contiene el gen codificante para la proteina represora lac/g Para ideatificar al
plasimido comrecto se hizo un corte con la enzima Apal que linearizo a los plasmidos
mostrados en las figuras 21B, 22A ¥ B Se utilizd la enzima Apal va que no estd
presente en pQE70 v por lo tanto tampoco en plntermediario, sin embargo se
encuentra en el fragmento laclq que se insertd en pintermediario, es decir que la
construccién final de pEIO] debe contener un sitio Apal (Figura 12A). Al mismo
trempo se identificd el fragmento Laclq insertado. Al hacer los extremos parejos en
los componentes de pEJO1, ¢l fragmento Laclg recien clonado tenia ia posibilidad de
msertarse en dos orientaciones. Para identificar la orientacién del inserto se cortd
con la enzima Sphl y se liberaron dos fragmentos cuyos pesos moleculares son de
3619 pb y 3202 pb como se muestra en la figura 23A en los carriles 2 y 4. Esto
corresponderia a una orientacidn del inserto en el mismo sentido que ef inserto de
pnp-6xiis, como se muestra en el esquema de pEJIOL de la figura 12A.

Al realizar los ensayos de expresion de proteinas los resultados mostraron gue
persistia el fendmeno de expresion constitutiva sin induccion por [PTG de PNPasa-
6xHis a pesar de fener en un mismo vector el gen que codifica para la proteina
represora Laclq. Estos ensayos se muestran en la figura 29 En este caso también se
probé la funcionalidad de la proteina represora Laclq. Los resultados indicaron que
Laclq también es funcional en los cadidatos pEJ01 (Figura 30). Para explicar este
resuitado es posible decir que alin cuando la proteina Laclq sea funcional para
reprimir la expresién del operdn lac cromosomal, ésta no se produzca en los niveles
necesarios para un operén multicopia. Esto podria deberse a que la PNPasa-6xHis
tenga una mayor afinidad por ¢l ARNm de la proteina Laclqg y degrade una parte
antes de llevarse a cabo la traduccidn. Otra posibihidad es gue PNPasa-6xHis se una

a una pequefia cantidad de ARNm de Lacly de manera que impida ia traduccion.
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Tamb:én es posible que Laclg no se una lo suficientemente fuerte al operador Jac

presente en nuestro vector y la represion sea insuficiente,

8.2. PNPasa-6xHis es Capaz de Autoregular Eficientermnente la Expresiéa de

PNPasa.

Para probar que PNPasa-6xHis es capaz de autorreguiar en traws el gen de
PNPasa silvestre se empled ia cepa de £, coli GF5322recA:"Tn10 que contiene una
proteina de fusidn reportadora prp: lacZ contenida en un profago lambda (Rober-Le
Meur ef al, 1992). La cepa GF5322recd :Tnl0 fue transformada con el plasmido
pEJCT, que tiene el gen codificante para la proteina PNPasa-6xHis. Las cepas
transformadas se hicieron crecer en medio MacConkey con lactosa y ampicilina por
22 horas a 30° C. La coloracidn menos intensa de las colonias que portan pEJ0!1 en
comparacidn con las colomias que portan pQE70 a las 22 y 40 horas de incubacion
que se muestran en la figura 35, sugiere que la proteina PNPasa-6xHis es capaz de
autorregular postranscripcionalmente la expresion de PNPasa silvestre a partir de

una copia Cromosomica.

8.3. El Sistema Monopiasmidice Expresa Eficientemente las Enzimas Mutantes.

Para construir la proteina PNPasa71-6xHis también se hicieron reacciones de
PCR a partir del gen de pnp-7/ contenrdo en el pldsmido pCASZ21. En estas
reacciones se utilizaron los mismos iniciadores usados para la proteina PNPasa-
6xHis. Esto se pudo hacer ya que la mutacion 71 se encuenira en el residuo 570 del
gen de pap, por eso cuando se amplifica con los iniciadores mencionados, el
producto amplificade incluye la muracion. Estas reacciones se realizaron a las
mismas condiciones que para la reaccion original. Los resultados obtenidos fueron
satisfactorios ya que el producto fue de 2171 pb como se esperaba v en una cantidad

suficiente a pesar de que la reaccién se hizo a partir de una colonia bacteriana.



Aunque la reaccion se realizd a partir de todo el ADN extraide de una colonia
bacteriana, no se observd la formac:on de productos de reaccion inespecificos El
producto de amplificacion se cortd con las enzimas Smal y BamH! para poder
ligarto al vector recipiente pEJO! cortado con BamHI-Smal. La razdn por ia que se
utilizo esta estrategia de clonacion es para mantener intacto el sitio +1 de traduccién
del gen. Ademds el pldsmido recipiente pEJ01 tiene dos sitios de restriccion para la
enzima Spkl, esto tiene como consecuencia hacer una restriceidn parcial de pEIO1
para después identificar ef fragmento Witil. Por otro lado al reducir el tamafio del
inserto amplificado por PCR se evita alguna mutacidn generada durante la
amplificacion. pEJOI tiene un sitio Unico Smal que permite sustituir el fragmento
pEJ01/Smal-BamHI de 1934 pb por el fragmento amplificado y restringido
PNPasa71-6xHis/Smal-BamHI de 1934 pb entre el sitio Smal v el sitio BamHl De
esta manera se origing el pldsmido pEJ0Z.

En la construccidn de PNPasaAS1-6xHis se utilizo una reaccién de PCR con
los mismos inciadores mencionados. En este caso los iniciadores también fueron
Gttles ya gue la mutacitn se encuentra en la parte interna del gen. Las condiciones de
reaccion fueron las mismas que para PNPasa-6xHis y la amplificacidn se rezlizo a
partir del plasmido pCJ11AS]1 proporcionado por la Dra. R. Ma. Bermudez C. Los
productos de ampiificacion fueron de 2093 pb, en una cantidad suficiente y sin
bandas inespecificas, esto se muestra en la figura 24A. El producto amplificado se
restringié con las enzimas BamHI y Smal clondndose en pEJO1 cortado con BamHI-
Smal y generéndose el plasmido pEJO3. La mutacidn AS! elimina 75 nucledtidos
que codifican para los aminodcidos 10 af 35 (TGK VIR IVD FGA FVA IGG GKE
GLV HI) del dominio §1 de PNPasa. En este dominio la mutacién elimina un 80%
de la primera cadena beta, el 100% de la segunda y tercera cadenas beta del dominio
asi como el principic de una pequefia hélice o después de la tercera cadena beta
(Bycroft er al, 1997). En esta porcion de aminodcidos eliminados destacan los
residuos altamente conservados: Gly-11, Val-13, Gly-20, Val-23 y Gly-31 que

forman el centro hidrofdobico del dominio Si. El residuc Val-13 es el mas
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conservado en los dominios S1 conocidos vy sélo algunas veces es reemplazado por
isoleucing. Val-13 se encuentra muy cerca de la Gly-11, Gly-53 y es posible que
juntos formen un sitio estructuralmente fuerte en el dominio. Enire los aminodeidos
elminados tenemos otros que no son altamente conservadoes pero muchos dominios
S1 los contienen, éstos son Phe-19, Phe-22 ¢ His-34. Estos residuos se encuentran
cerca entre st en la parte superficial del doininio junto con los residuos Asp-64 v
Arg-08. Esta region es un buen candidato para ser el sitio de union al ARN (Bycroft
eral, 1997).

Con esta eliminacion en el dominic SI es postble que la proteina resuitante
sea defectuosa en la unidn a ARN por carecer de Tes de los cinco aminoacidos
superficiales que se cree que estan involucrados en la unién dei ARN (Phe-19, Phe-
22 His-34, Asp-64 v Arg-68). La razon de gue algunos aminodcidos estén altamente
conservados puede ser que la funcidn de estos sea muy tmportante. Se ha propuesto
que los aminodcidos del dominio S1 que estdn altamente conservados son
importantes en la region de union a ARN. Para saber si se ha perdido la funcion de
unir ARN de la proteina, es inferesante probar la capacidad de PNPasaAS1-6xHis de
unir ARN.

Para construir la proteina mutante PNPasaAKI-6xHis primero se reahizé un
andiisis del dommio KH haciendo una similitud con el dominio KH # 6 de la
Vigilina (Musco et gf, 1996). Para conocer la estructura tridimensional del dominio
se usaron los programas Ras-Mol v Cn3D 2.5, Se han encontrado dominios KH en
varias proteinas cuva funcién se relaciona con el ARN. En estas proteinas existen
secuencias de aminoécidos altamente conservadas. La secuencia de aminodcidos que
forma la tercera hélice alfa del domino KH # 6 en la Vigilina y que estabiliza su
centro hidrof6bice es una de las secuencias mas conservadas, probablemente esto se
debe a que su funcidn es muy importante y/o indispensable en el funcionamiento de
las mismas. En base al apdlisis anterior se decidio ¢liminar la tercera hélice alfa
desprotegiendo el centro hidrofdbico del dominio, Al tener unag mutacién asi, se

pretende evaluar la importancia del dominioc KH en PNPasa. Lg construccidn de
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PNPasaAK H-6xHis se realizé de manera que se pudiera elimmar la tercera hélice o
que protege el centro hidrofébico del dominio La eliminacidn se hizo por medio de
la reaccion de PCR. Como iniciadores se utilizaron los que ya se tenfan disefiados
para amplificar todo el gen prp-dxHis y se digeflaron otros miciadores mternos para
realizar la eliminacién. Al mismo tiempo se generé un sitio de restriccion Kpnl. En
esta construccion se eliminaron 13 aminoacides (EKE KHA IRR IEE I) que
conforman la tercera hélice alfa en el dominio KH v protegen su centro hidrofébico.

La amplificacién se realizd en dos partes a partir del plasmido pEJOI. Los
nuevos iniciadores disefiados mcluyeron 2 mutaciones silenciosas que permitieron
generar el sitio Gnico de restriccion para fa enzima Kpnl Estas mutaciones fueron el
cambio de una C por una T en el nucledtido 4218 y el cambio de una T por una Cen
el nucledtido 2460 de la secuencia de pEJ0I. La razén de incluir ef sitio de
restriccidn Kpnl es para detectar la mutacion en los productos resultantes. Ademés
al cluir este sitio es posible restaurar la eliminacién y/o sustituir la porcidn
eliminada por secuencias relacionadas para investigaciones posteriores. Los
aminodcidos eliminados que forman la tercera heélice o, se encuentran altamente
conservados en diferentes dominios KH v son importantes para la estabilidad del
dominio ya que protegen [a superficie hidrofobica de las cadenas beta (Musco et o/,
1996).

Como se menciond antes la construccion se reahzd en dos partes. En la
primera parte se amplificé un fragmento de 18067 pb que inicia con un sitio de
restricei6n Sphl y finafiza con un sitio de restriccion Kpnl. En la segunda parte se
amplificd un fragmento de 308 pb que inicia con un sitio de restriceion Xpnl v
finaliza en un sitio BamHI. En la amplificacion de ambos productos se evaluaron las
concentraciones de MgCls y la mejor en ambos casos fue de 3 mM como lo muestra
la figura 18. En ninguna de las reacciones se generaron bandas inespecificas. Para
levar a cabo [a ligacion de los fragmentos amplificados en el vector pEJO1 cortado
con BamHI-Smal, se restringi6 el primer fragmento con las enzimas Smal y Kpni, el

Sl

segundo fragmento con las enzimas Kpn! vy BamH! Los fragmentos restringidos se
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hgaron con el vector recipiente pEJ0! cortado con BamHI-Smal generdndose e
plasmide pEI04. La razén por la que se cortd con Smal en lugar de Sphl es para
dejar mtacte el sitio +1 de traduccidén v para reducu las probabilidades de mcluir
mutaciones generadas durante la reaccion de PCR. Por otra parie era convetnentis no
usar el sitic Sphi ya que en el vector recipiente existen dos sitios de restriccién para

Sphf que dificultarian la construccidn, como se explicG en la construccion de
PNPasa71-6xHis.

8.4. La Expresion de las Enzimas Mutantes no es Inducida por IPTG,

Todas las proteinas construidas son expresadas en el sistema
monoplasmidico, las construcciones son PNPasa-6xHis (stlvestre), PNPasa71-6xHis
{(mutante 71), PNPasaAS1-6xHis (mutante AS1) v PNPasgAKH-6xHis (mutante
AKH) La proteina silvestre, mutante 71 y mutante AKH tiene un corrimiento
electroforético similar en PAGE-SDS como se observa en la figura 31A. La mutante
AS1 muestra un corrimiento electroforético diferente al de las otras proteinas, se
acerca mas al cornmiento del marcador de peso molecular de 68 kDa. Cabe
mencionar las proteinas se expresan aim sin haber inducido con IPTG (resultados no
mosirados), esto se debe a que no hay represion de Ia expresion de las PNPasas por

faclq, a pesar de que se observd que el gen del producto represor lacly es funcional.

8.5. La Presencia de Seis Residuos de Histidina no Inhibe la Polimerizacion de
ADP,

Respecto a la actividad enzimatica de las proteinas construidas, se probd su
capacidad de polimerizar ADP. En la proteina silvestre {(PNPasa-6xHis) la insercion
de 6 histidinas al final del gen no afectd esta actividad como se observa el gel nativo
de poliacrilamida de la figura 31B. En cuanto a la mutante 71 los resultados son los

esperados, es decir que tampoco se afectd la actividad de polimerizacidn de ADP al
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meluir 6 histidinas al final del gen v el corrimiento electroforético se ve retrasado
como s¢ esperaba por pbservaciones anteriores {Garcia-Mena, 1999)

Al evaluar ia actividad de polimerizacidn de ADP de la matante ASI se
observd que la inclusién de 6 histidinas &l final del gen tampoco afecta la actividad
de polimerizacién. De igual manera la eliminacidn de 25 aminoacidos que forman el
centro hidrofdbico del dominie tampoco afecta la actividad de polimerizacion de
ADP. Sin embargo el corrimiento electroforético se ve afectado en geles no
desnaturalizanies. En este caso se observa un adelanto muy marcado respecto al
comportamiento de la proteina silvestre que contrasta con el de la mutante 71 Por
esta razdn puede sugerirse que un dominio S1 intacto es necesario para establecer
las interacciones protéicas de las subunidades a. Esto sugiere que la sola presencia
del dominio KH no es suficiente. También puede decirse que [a porcién eliminada
en el dominio $1 no tiene una funcién importante en la actividad de polimerizacion
de ADP.

En la evaluacion de la actividad de polimerizacién de ADP de la mutante
AKEL se observe que las 6 histidinas al final del gen no interfieren con esta actividad
enzimdtica. La eliminacion de la tercera héhice alfa en el dominie KH tampoco
participa directamente en la actividad de polimerizar ribonuciedtidos difosfatados.
Como se esperaba, el corrimiento etectroforético se ve retrasado como en la mutante
71.

En cuanto a fa mutante encontrada durante la construccién de la proteina
PNPasaAK-6xHis, en la evalvacién de la actividad de polimerizacidén de ADP se
observd la formacién de 4 bandas bien definidas. Esto se puede observar en el figura
32. A esta proteina se llamé PNPasaAK-6xHis4bandas. La posible razon de la
presencia de estas bandas puede ser la existencia de diferentes complejos
polimerizantes en la cepa. La formacién de estos complejos se debe a que se ha
producido una especie diferente de PNPasa. Para que esto haya ocurrids es probable

que durante {a construccion de PNPasaAK-6xHis se ligaron mas fragmentos de los
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requeridos y/o los fragmentos se ligaron en un orden diferente. Esto se puede apoyar
en la informacion que se tiene del plasmido que expresa la mutacion, es decir en el
plasmido pEI0S Este plasmide tiene un peso molecular de cerca de 7272 pb segun
su corrimiento electroforético (Figura 33B). Este pesc es mayor que el peso
esperado para pEJG4 de 6728 pb (Figura 33A) indicando que la PNPasa de pEIQS
podria tener aminodcidos adicionales. Otro dato gue se tiene es que la proteina
generada no tiene {a capacidad de unirse 2 la matriz de agarosa-Niquel Esto podria
deberse a que las & histidinas no estén accesibles para detener a la proteina en la
matriz. Para conocer el cambio en la secuencia es necesario efectuar un analisis

restriccional y de secuenciacion del fragmento clonado.

8.6. Es Probable que los Dominios KI{ y S1 Tengan un Papel en la Agregacion
de PINPasa.

Debido a que las proteinas mutantes 71, AS1, AKH y AKH-4bandas muestran
un corrimiento electroforético diferente al de ia proteina silvestre puede sugerirse
que estos dominios participan en la agregacién. Especificamente puede decirse que
la modificacién del dominio S1 evita la agregacion, v el KH sclo no puede
promoverla, va que el corrimiento electroforético del complejo polimerizante se
adelanta considerablemente, En la mutacidn AS1 el corrimiento electroforético se ve
afectado en geles no desnatwralizantes. Bn elios se observa un adelantc muy
marcado respecto al comportamiento de Ia proteina silvestre v que contrasta con e}
de la mutante 71(figura 31B) Esto podria indicar que la agregacion es promovida
por el dominio S! ya que retirar una poreidon del dominio aparentemente provoca
que las subunidades a de PNPasa no se agregen. En el caso del dominio KH puede
decirse gue una alteracion provoca unha mayor agregacion como se puede observar
en el retraso del corrimiento electroforético del complejo polimerizante (ver Figura
31B y 32). La modificacidén en el dominio KH puede ser puntual (mutante 71) o de
una porcién mayor (la tercera hélice alfa en mutante AKH v mutacion desconocida

en AKH-4bandas). Nosotros proponemos que la causa del retraso del corrimiento
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electroforético es una superagregacién de las subunidades & de PNPasa De ser asj
sugenimos gue un dominio XH intacto s necesario para esiab:lizar {as interacciones
intermoleculares apropiadas entre las subumidades o de PNPasa o evitar
superagregacion. Esto se hace evidenie por que las dos mutaciones en las que se
afectd el dorumo KH el cormimiento electroforético se altera de la misma manera.
Una interpretacion de estos resuitados seria gue se requiere de 1os dos domimos Ki
y S1 para la agregacion normal de las subunidades a de PNPasa. Si sclamente el
dominio S1 estd presente, entonces habria superagregactdn ¥ su ausencia ocasionaria

la no interaccién de fas subumdades o Esto haria que el dominio KH fuera

necesario parz evitar la superagregacion

&.7. Las Enzimas Construidas, Excepto PNPasaAS!-6xHis, son Retenidas en la
Matriz de Agarosa-Niquel de Jos Ensayos Tipo “Trampa”,

En los ensavos de tipo trampa las proteinas silvestre v 71 se renenen en ia
mairiz de agarosa-Niguel a causa de las 6 histidinas insertadas al final del gen Esto
se observa en el PAGE-SDS de la figura 34A. Esto permite continuar con la
identificacion de los elementos que pudieran unirse a las proteinas por ensayos con
anticuerpos como se ha indicado. Coburn y colaboradores han reportado ensayos de
PNPasa con 6xHis el extremo carboxilo en los que su enzima no es funcional
después de ser retenida en la matriz (Coburn, 1998).

En este trabajo se pensé que poner las histidinas en el extremo carboxilo
perimitiria que estuvieran accesibles a la resina y por ello la proteina serfa retenida.
De esta manera se trabajé con enzimas compleias conteniendo la bandera de
histidinas. Afortunadamenie en nuestra construccién esto resultd correcto v esta
bandera permite que la proteina se retenga en la matriz de Ni*%.NTA, sugiriendo que
el extremo amino con las 6 histidinas queda accesible para su retencién en la resina.

Las histidinas son expuestas en la conformacién tridimensional de la proteina
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La proteina AS| no se retiene en la matriz de agarosa-Niguel como se observa
en la figura 34B. Una razén podriza ser gue no se hubieran msertado las & histidinas
al final del gen pero esto se descarta ya gue los iniciadores que los incluyeron en la
reaccidn de PCR, mcluyen mmediatamente después el sitio de 1émmino de la
traduccién y el sitio de restriccion BamHI Otra posibilidad mas atractiva es que las
5 histidmas ncluidas no estén accesibles en la superficie, es decir que se encuentren
“secuestradas” en la enzima, impidiendo que se retengs en la matriz.

La mutante AKH si se retuvo en la matriz de agarosa-Niquel. Esto sugiere
que para el caso de la eliminacién en el domimnio KH, la conformacién adoptada por
la proteina no es tal que impida la exposicion de las 6 histidinas para que estén

accesibles y pueda retenerse en la matriz,
8.8. Los Dominios KH y $1 de PNPasa son Necesarios en Ia Autoregulacion.

De la misma manera que se realizd la prueba de autoregulacion para la
proteina PNPasa-6xHis se realizaron pruebas de autoregulacién para las proteinas
mutantes construidas. Se transformaron bacterias GF5322 recd:Tnl0 Cate
competentes con los plasmidos que contienen los genes codificantes para las
proteinas mutantes PNPasa71-6xHis, PNPasaAS1-6xHis, PNPasaAKH-6xHis y la
proteina mutante PNPasaAKH-6xHis mutante 4 bandas (PNPasaAKH4bandas-
6xHis). Las colonias transformadas se purificaron v después se hicieron crecer en
medio MacConkey con lactosa y ampicilina, El crecimiento se puede observar en la
figura 35. Los resultados mostraron que las proteinas mutantes 71, AS}, AKH y
AKH-4bandas ne autoregulan. Esto permite sugerir que los dominios S1 y XH son

recesarios para una autorregulacion eficiente.
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8.9. PNPasa-6xHis se Retiene con Diferentes Concentraciones de Na(l v se

eluye con 200 mM de Imidazol en ¢} Ensayo Tipo “Trampa”,

Con los ensayos parz encontrar las conceniraciones Optimas de NaCl e
Imidazol se obsreva que las concentraciones de NaCl utihzadas desde 160 mM a
300 mM no afectan la cantidad de PNPasa-6xIis retenida v eluida de la resina de
agarosa. Los resultados de las pruebas para enconirar la concentracidn Optima de
Imidazol a utilizar sugieren, que una concentracion de 200 mM de Imidazol es

suficiente para efuir la mayorfa de la proteina retenida por Iz agarosa
8.10. RNasa E se Une a PNPasa-6xHis en las Condiciones Probadas.

En los ensayos de mmunodeteccidén usando las fracciones colectadas en los
ensayos tipo trampa, la PNPasa-6xHis puede detectarse con el anticuerpo anti
PNPasa de conejo a una dilucidn de 1: 25 C00. Asi mismo es posible detectar RNasa
E, RhIB y Enclasa con los respectivos anticuerpos difuidos 1: 25 000. Los ensayos
con el anticuerpo anti RNasa E mostraron que esta proteina se eluye en las
fracciones de las proteinas que no se unen a la resina y de lavado. Adicionalmente fa
RiNasa E puede ser defeciada en ia fraccidn de elucidén de PNPasa-6xHis. Es
probable que las condiciones utilizadas en el ensayo no sean las optimas para que
RNasa E se una a PNPasa-6xHis. Por ello es necesano variar las condiciones del
gnsayo para encontrar las condiciones dptimas de unidn. Cabe mencionar que con
las condiciones probadas RNasa E no se une de manera inespecifica a la resina, esto
s¢ obscrva en la fraccion eluida con Imidazol para la cepa pnp{-). Sugiriendo que es
necesaria la union de PNPasa-6xHis 2 la resina para que s¢ una también RNasa E.
Respecto a RhiB, los extractos ensayados con el anticuerpo de conejo anti-RhLB
mostraron que RhiB se une a la resina por que esta presente en igual cantidad en las
tres fracciones de carga, lavado y elucion Esto se concluye a partir de los ensayos

en pnp-6xHis v pap(-), ya que en ambos se observan bandas de ia misma intensidad,
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es decir, que la unién de RhiB a la resina es independiente de la union de PNPasa-
6xHis. Esto no permite saber si RhiB se une a PNPasa-6xHis, por lo que es
necesario encontrar las condiciones dptimas del ensayo en las que RhiB no se una a
la resina. Por lo que respecta a Enolasa, esta proteina estd presente en una cantidad
considerable en el lavado previo a la elucidn de PNPasa-6xHis, pero no puede
observarse Enolasa en ios eluatos de PNPasa-6xHis. Esto sugiere que Enolasa 1o se
une a PNPasa-6xHis en nuestro ensayo. Esté documentado que RNasa E organiza el
Degradosoma (Vanzo ef af, 1998) y por lo tanto se espera gue RNasa E se unz a
PNPasa-6xHis en los ensayos de tipo trampa. Por eso es necesaric encontrar las
mejores condiciones de unién de RNasa E a PNPasa-6xHis.Una vez unida RNasa E

en una cantidad suficiente, deben unirse RhIB y Enolasa.
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9, CONCLUSIONES

1 Se desarrollé un sisiema para estudiar interaciones protéicas en el Degradosoma

de £. coli

2. Se construyeron vectores de expresion de mediana copia que contienen los genes
prp-6xHis, prp71-6xHis, prpAS1-6xHis y pnp AKH-6xHis mutantes deF. colicon®

residuos de Histidina en el extremo carboxilo del gen.
3 Se caracterizaron los vectores construidos con enzimas de restrice1on.

4. La expresion de la proteina PNPasa-6xHis no se regula en el sistema de 2
plasmidos y tampoco en el sistema monoplasmidico, a pesar de que el gen represor

Laclg funciona adecuadamente.

5. Las seis Histidinas incluidas al final de los genes pmp-6xHis, pnp71-6xHis,
pnpASI-6xHis y pnpAKH-6xHis no mterfieren con la actividad enzimdtica de

polimerizacién de ADP in vitre de las proteinas PNPasa-6xHis, PNPasa-71,
PNPasa-AS1 v PNPasa-AKH.

6. La proteina PNPasa-6xHis es capaz de autorregular portranscripcionaimente la
expresion de una PNPasa silvestre. las proteinas PNPasa-71, PNPasa-AS1 vy
PNPasa-AKH no son capaces de autorregular de manera posiranscripcional Ia

expresion de una PNPasa siivestre. Los dominios 81 v KH son necesarios para Ia

autoregulacion de PNPasa.

7. Los domunios SI y KH son necesarios para la actividad de polimerizacion de
ADP
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8. Los dommos SI y Ki controlan la agregacion Ei domunio S1 favorece la

agregacion v el dormmo KH evita la agregacion excesiva en PNPasa

9 Se ha mostrado gue en nuestros ensayos tipo “Trampa™ RNasall se une a PNPasa-
6xHis en pequenas cantidades. La fnolasa no se une a PNPasa-6xHis y la RhiB se

une 4 la resina en las condiciones probadas

19, El sistema diseflado permite retener a las proteinas PNPasa-6xHis, PNPasa71l-
6xHis v PNPasaAKH-6xHis en una resina de Agarosa-Ni™. Aunque hay evidencia
de retencién especifica de RNasa E con la PNPasa-6xHis no esta claro st el
Degradosoma de E. coli es retenido junto con estas proteinas. La proteina PNPasa-

AS1 no se retiene por el sistema disefiado.

11. Se aislé una nueva proteina mutante, PNPasaAKH4bandas-6xHis, que es capaz
de realizar la actividad enzimatica de polimerizar ADP in virro, en geles nativos de
pohiacrilamida. Sin embargo, muestra 4 bandas de polimerizacidn diferentes. Esta
proteina no es retenida en Agarosa—Ni”, ni es capaz de autoregular

postranscripcionalmente la expresion de una PNPasa silvestre

12. Es posible realizar ensayos tipo *Trampa” para PNPasa-6xHis con altas

concentraciones de Na(l hasta de 300 mM.
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