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1. RESUMEN 

En E. coli una gran parte de la degradacIón del ARNm está mediada por la 

activIdad de endo y exoribonucleasas que componen el Degradosoma La 

polinucleótido fosfonlasa (PNPasa) es un componente importante del Degradosoma 

que tiene actividad de fosfoexoribonucleasa. En el Degradosoma esta enzima 

mteracciona dIrectamente con la RN asa E En sus 711 aminoácIdos la PNPasa tiene 

un dominio homólogo al dominio SI de unión a RNA y otro dominio con homología 

al dominio KH # 6 de la Vigilina Humana A pesar de la importancia de estos 

domimos en la estructura y función de las proteínas, no se ha estudiado el papel de 

estos dominios en las interacciones mtra O intennoleculares de la PNPasa. En este 

trabajo se reporta el desarrollo de un sIstema para estudiar las mteracciones entre la 

PNPasa y las proteínas del Degradosoma u otros factores proteIcos. Para ello se 

construyeron mutantes de PNPasa con alteraciones en los dominios KH y S 1. A 

todas las construcciones se les añadió una bandera de seIS histidmas en el extremo 

carboxilo dd gen mediante una reacción de peRo La razón por la que se incluyeron 

las histIdinas es para poder retener las proteínas construidas en una resma de 

agarosa-Níquel. Las proteínas construidas fueron PNPasa-6xHis, PNPasa71-6xHis, 

PNPasailS l-6xHis, y PNPasa!lKH-6xHis. Las construcciones se hicieron 

inicialmente en un sistema dual de vectores de expresión, finalmente los genes 

modificados se clonaron en un sistema de expresión monoplasmídico. Se probó la 

expresión de las proteínas, su actividad enzimática y su autorregulación, tanto en los 

silvestres y mutantes con hlstidmas. También se hicieron ensayos tipo "Trampa" 

para probar la retención de las proteínas en columnas de Agarosa-Níquel. 

Finalmente se hicieron ensayos Westem Blot con anticuerpos que reconocen a las 

proteínas componentes del Degradosoma mínimo. 
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2. INTRODUCCIÓN 

2 1 Acidos Nucléicos y Síntesis de Proteínas 

La infonnación genética de todo organIsmo se encuentra en la secuencia de 

áCldo desoxlribonucléico (ADN). Cada molécula de ADN está fonnada por una 

doble hélice de cadenas complementarias unidas por puentes de hidrógeno entre los 

pares de bases C-G y A-T. La duphcación de la infonnaclón genétJca ocurre cuando 

cada una de las cadenas originales eS copiada por la enzima ADN polimerasa. Este 

proceso es conocido como la replicación del ADN. 

La expresión de la infonnación genética del ADN ocurre por la traducción de 

la secuencia de ADN en proteínas, pnmero se copia un segmento del ADN a una 

cadena complementaria de áCIdo ribonucléico (ARN). Esta molécula transcrita se 

llama ARN mensajero (ARNm). El ARNm se traduce a proteínas por un proceso 

que se lleva a cabo en los ribosomas. Primero los nucleótldos del ARNm son leídos 

como conjuntos de 3 (tripletes) que corresponden a un ammoácido de acuerdo al 

código genético. Finalmente los ribosomas incorporan a los aminoácidos activados 

como aminoacil-ARN de transferencia (ARNt) de acuerdo a la secuencia que se 

encuentre en el ARNm. Los aminoácidos añadidos forman una proteína y 

determinan su conformación tridimensional. Un esquema de estos procesos se puede 

ver en la figura lA. 

2.2. El Acido Ribonucléico Mensajero (ARNm). 

El ácido ribonucleíco mensajero (ARNm) como todos los elementos 

involucrados en la expresión del material genético tiene un papel fundamental en las 

células. Todos los ARN pueden clasificarse por su estabilidad dentro de la célula. 

Los ARN más estables son los de transferencla (ARNt) y los ribosomales (ARNr). 

El tiempo de vida media del ARNm en muchos organismos es corto con respecto al 
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tiempo de duplicación celular. En procariontes como E. ca/¡, el tiempo de vida 

medIa de los ARNm es de 1 a 2 minutos, aunque hay AR-l\fm cuya vlda media puede 

ser 15 minutos como el ARNm ompA. 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 el al, 1985). 

La concentración del ARNm depende mucho de su estabilidad y los niveles 

de su producción no dependen tanto de la fuerza de su promotor (Ross, 1995). Es 

decir, un ARNm estable se acumula más que un ARNm no estable aunque sean 

transcritos por promotores de igual fuerza. Por otra parte la degradación rápida del 

ARNm permite amplificar señales de regulación negallva que incrementan la 

represión de la expresión genética. Como sucede en algunos ARNm durante la 

represión traduccional de E. coli (Singer el al, 1985) y en la autoregulaclón de la 

expresIón de RNasaE (Mudd el al, 1993). Además, la degradación selectiva del 

ARNm es Importante para la expresión diferencial de productos de genes alejados en 

algunos ARNm policistrónicos, tal es el caso del operón maltosa (Newbury el al, 

1987). Por otro lado las células pueden reducir su requerimiento de energía al 

reciclarse los ribonucleótidos después de la degradación del ARNm (Deutscher el al, 

1991). 

Las células pueden adaptar la síntesis de proteínas en respuesta a cambios de 

las condiciones de su entorno. La estabilidad del ARNm depende de las condiciones 

de crecimiento, de señales del medio y de la eficiencia de la traducción (petersen, 

1993). Aún así en la última década se hicieron trabajos que proponen vías diferentes 

de degradación del ARNm en E. coU, específicamente elementos ARN que 

controlan los niveles de degradación y proteínas celulares que llevan a cabo 

procesos de degradación. 

En todas las células, tanto en eucariontes como en procariontes, el 

procesamiento y degradación del ARN mensajero (ARNm) son eventos importantes 

involucrados en el control de la expresión genética. En E. eoli, la degradación del 
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ARNm se lleva a cabo por la activIdad combinada de endoribonucleasas y 

exonbonucleasas (Belasco el al, 1988) 

2.3. El Degradosoma de Escherichia coÍi y ia Degradación del ARl'Jm. 

Durante la purificación de la proteína ribonucleasa E (RNasa E) de E. coli 

(Carpousis el al, 1994), se descubrió la asociación de varias enzImas en un complejo 

multIprotéico llamado Degradosoma. Los principales componentes del 

Degradosoma de E.coli son RNasa E, PNPasa y la ARN helicasa RhIB (Baumeister 

el al, 1991; Belasco, 1993; Belasco el al, 1985). El complejo también contlene a la 

Enolasa, una enzima glicolítica cuya función en el metabolIsmo del ARN no se ha 

descrito aún. Otras proteínas asocIadas en cantidades subestequiométrlcas son 

DnaK, GroEL y pohfosfuto cinasa (PPK). Aún no está claro el papel de todas estas 

enzimas en la degradaclón del ARNm. 

Las funciones conocidas de los componentes proteícos principales del 

Degradosoma de E. coli son: R.t~asa E es una proteína con actividad de 

endonucleasa en su dominio amino tenninal (Taraseviciene el al, 1995; McDowall y 

Cohen, 1996) En el mismo dominio se ha descrito también la actividad de 

degradación de tallos 3' poli (A) o poli (U) (Bessarab el al, 1998). Estudios recientes 

muestran que la región C-tenninal de la RNasa E sirve como anzuelo para que los 

otros componentes principales del Degradosoma (RhIB, Enolasa y PNPasa) se 

agrupen (Vanzo el al, 1998). La ARN helicasa RhIB es dependiente de ATP y 

aparentemente facilita la degradación del ARN estructurado por secuencias estables 

de doble cadena (estructuras tallo-burbuja). La Enolasa es una enzima glicolítica que 

cataliza la eliminación de una molécula de agua desde el 2-fosfoglicerato para 

fonnar fosfoenolpiruvato, su papel en el Degradosoma no está bien detenninado 

(Miczak el al, 1996). Se ha identificado a la polifosfuto cinasa (PPK) como un 

componente adicional del Degradosoma que cataliza la polimerización reversible del 

fosfato gama del ATP en polifosfato (poli(P». La exoribonucleasa PNPasa es uno de 
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los componentes principales del Degradosoma de E. eoli cuya función se describe 

más adelante. 

Se ha sugendo que el Degradosoma es responsable de le degradación de 

ARNm mediante la acción de endo y exoribonucleasas (Blum et al, 1997). Un 

mecanismo propuesto para la degradación del ARNm establece que ésta puede 

iniciar con un corte endonucleolítico por RNasa E, en este momento el extremo 3' 

recién modificado puede ser atacado directamente por PNPasa. La figura 1 B muestra 

un esquema de este mecamsmo. Carpousis y colaboradores (1994) encontraron 

eVIdencia de la asocIación entre PNPasa y RNasa E. Se ha sugerido que durante la 

digestión por PNPasa, RNasa E puede liberarse del complejo y umrse a otras 

moléculas de PNPasa libres para imciar un nuevo ciclo de degradación. Sin 

embargo, no se descarta la posibilidad de que PNPasa y RNasa E pennanezcan 

asociadas durante todo el proceso. Aunque la PNPasa degrada de 3' -7 5', el 

Degradosoma puede degradar progresivamente el transcrito en dirección 5' -7 3'. La 

figura 2 muestra un esquema del Degradosoma según Cobum y Mackic (1999) Se 

ha sugerido que la Helicasa coopera disociando estructuras complejas de A..RNm que 

pueden impedir el ataque de RNasa E o la actividad de PNPasa. Aún no se sabe 

como se unen y/o cambia la estructura confonnacional de los componentes del 

Degradosoma, así como su afinidad por cada uno, sin embargo se ha reportado ya 

una asociación de PNPasa con la proteína GroEL (Ybarra el al, 1996). 

Recientemente se han descrito otros complejos multiprotéicos. Todos estos 

complejos tiene un sentido de degradación 3'? 5'. Uno de los complejos tiene un 

componente homólogo de PNPasa y una endonucleasa aparentemente relacionada 

con RNasa E. Esta endonucleasa tiene reacCión cruzada con anticuerpos contra la 

enzima de E. coli y está implicada en el procesamiento y degradación de ARNm de 

cloroplasto (Hayes el al, 1996). Se han descrito otros dos complejos en levadura 

(Saecharomyees cerevisiae): el complejo rntEXO y el Exososma. El complejo 

mtEXO contiene una exonucJeasa relacionada con RN,asa E de E. eolio Este 

complejo degrada los intrones del ARN mitocondriaJ en levadura (Margossian el al, 
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1996). El Exosoma está involucrado en procesamiento de ARN ribosomal y 

degradación de ARNm. Este complejo con actividad de 3' -> 5' contiene 5 enzimas 

que degradan sentido 3' -> 5', cuatro de las cuales se relacionan con RNasa E y 

PNPasa de E. col; (Atldefson et al, 1998; Mitchell el aí, 1997) El homóiogo 

humano de la exonuc1easa de levadura Rpr4p, se ha detectado en un complejo 

sugiriendo que las células animales también poseen un Exosoma. Los componentes 

integrales del Exosoma de levadura son mdispensables para la viabilidad. La 

alteración In vivo de cualquiera de ellos lleva a la degradación mcontrolada del 

ARNm. Estos resultados sugIeren que las enzimas constItutivas del Exosoma actúan 

de manera conjunta (Carpousis el al, 1999). 

2.4, La Polinuc1eótido Fosforilasa (PNPasa). 

La polinucleótido fosfonlasa (PNPasa) fue la pnmera enZima caracterizada 

con la capacidad de formar poliribonucleótidos in vitro. PNPasa se ha puritlcado de 

dIferentes organismos desde su descubrimiento en 1956. Esta enzima se encuentra 

ampliamente distribuida en bacterias Gram positivas y Gram negativas y también se 

ha encontrado en cloroplastos (Hayes el al, 1996), Clásicamente PNPasa puede 

aislarse en dos formas activas, la fonua A que es un trímero de subunidades a y la 

fonua i3 que incluye además de las a un dímero de subunidades i3 (Portier, 1975) El 

núcleo catalítico de la enzima se encuentra en las SubuIlidades a. r ...... it"-w.üer et al, 

1982). Las subunidades 13 de la PNPasa son semejantes a la enzima Enolasa, no se 

ha encontrado afinidad por ARN y no se conoce su tlmción en el degradosoma (Py 

el al, 1996; Miczak el al, 1996). La PNPasa posee dos actividades enzimáticas: la 

actividad de exoribonucieasa de 3' -> S' tanto in vivo como in vitro, y la actividad de 

ARN polimerasa de S' -> 3' in vitro. 

La enzima de E, coU es la que mejor se ha caracterizado. Consiste en tres 

subunidades a idénticas de 77.1 kDa, sin embargo en geles SDS las subunidades 

muestran un tamaño aparente de 85 kDa (Cobum y Mackie, 1999). En la región C-
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tenninal de PNPasa se han caracterizado dos dominios de unión a ARN (Figura 3). 

El primer dominio con homología al módulo KH # 6 de Vigilina Humana, se 

encuentra de los residuos 557 al 591. Este dominio está presente también en varias 

ribonucleoproteínas heteronucleares (hrRNP) así como en la proteína nbosoma! S3, 

el factor de transcripción NusA y el regulador de empalme en levaduras MERI, entre 

otros (Cobum y Mackie, 1999). Una característica relevante en este dominio es la 

presencia de una cadena de aminoácidos hidrofóbicos (1, L, V) en intervalos 

regulares y un pentapéptido central IGxxG. El dominio KH consiste en un arreglo 

130:0:13130: en el que las hélices o: están acomodadas de manera opuesta a las tres 

cadenas 13 antiparalelas fonnando un centro hidrofóbico (Musco el al, 1996). 

El segundo dominio de 70 aminoácidos localizado entre los residuos 619 y 

691 muestra una fuerte homología con cada uno de los 6 dominios de la proteína SI 

de E. coli (Bycroft, 1997; Regnier el al, 1987). El dominio SI está compuesto de 5 

cadenas 13 antipara1elas. La cadena 1 contiene un abultamiento en el resIduo 14 que 

pennite que el dominio se enrolle formando un barrí!. Presuntamente uno O ambos 

dominios fonnan el sitio de unión a A..~ de cadena sencilla involucrados en la 

degradación de ARN 

In vivo algunos ARNm se encuentran protegidos y estabilizados por 

estructuras secundarias de tallo-burbuja en el extremo 5'. Estas estructuras son 

reconocidas específicamente por la RNasa III que las corta endonucleolíticamente 

iniciando así la degradación del ARNm. Una vez hecho el corte endonucleolítico la 

PNPasa o la RNasa II pueden actuar exonucleolíticamente desde el extremo 3' al 5' 

degradando el RNAm. Un ejemplo de esto ocurre en la regnlación de la expresión 

del gen inl en el bacteriofago Lambda (Montañez el al, 1986). La PNPasa está 

involucrada también en la degradación de algunos ARNm específicos tales como el 

RNAm rpsO (Braun el al, 1995) y la degradación del receptor de replicación 

antisentido de plásmidos CalEl (Xu et al, 1995). 

El gen pnp comienza de manera inusual con un tríplete UUG y se encuentra 

en el minuto 71.3 del cromosoma de E. coli después del gen rpsO que codifica para 
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la proteína ribosomal S 15. El gen pnp se transcribe desde dos promotores, el propio 

y el del gen precedente rpsO (Portier el al, 1984). Tanto el transcnto corto de pnp 

como el transcrito dicIstrónico largo son procesados por RNasa III en el tallo­

burbuja que se localiza 119 nüc1eótldos antes del codón de InIcio de pnp (Portier et 

al, 1987). 

En E. eoli la expresión del gen de PNPasa se autoregula 

postranscripcionalmente. El modelo propuesto como mecanismo de autoregulación 

sugiere que la PNPasa que normalmente tiene actividad de exonucleasa se une de 

manera específica al operador procesado. Esta unión de PNPasa a la región no 

traducida de su ARNm cerca de la región Shine-Dalgarno, bloquea la traducción y 

promueve la degradación del ARNm pnp (Robert-Le Meur el al, 1992; Robert-Le 

Meur el al, 1994). Esta propIedad puede no ser exclusIva para el ARN pnp, y la 

enzima puede ser capaz de unirse a ambos extremos de cualquier ARNm (Godefroy 

el al, 1972). Con el descubrimiento del Degradosoma, se ha dicho que la función 

posible de la unión de PNPasa es liberar a la RNasa E del ARNm procesado. La 

import.a.ncia de! corte de RNasa III en la regulación se evidencia en que la actividad 

de PNPasa se sobre expresa más de 10 veces en cepas con una mutación Is en el gen 

me (Portier el al, 1987). Estas observaciones sugieren una interrelación funcional 

entre RNasa ID, PNPasa y RNasa E. 

La PNPasa es necesaria también para otras funciones como el desarrollo de 

competencia en microorganismos como Baeillus subtilis (Luttinger el al, 1996). 

También se ha demostrado que la PNPasa se une de manera especifica al ADN, 

sugiriendo que podría tener una función adicional a aquella en la degradación del 

ARNm (Zhang el al, 1998). 
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2.5 PNPasa 71. 

Entre los estudios que se han hecho encaminados a conocer el papel y la 

relación estructura-actividad de PNPas~ se ha aIslado una proteína mutante en el 

dominio KH. En la proteína PNPasa 71 se sustJtuyó el codón 570 GGT glicma por 

GAT ácido aspártico (la mutación G570-D). La mutación afecta un residuo 

fuertemente conservado del dominio KH (Musco el al, 1996), que aparentemente 

está involucrado en la unión al ARN Y la formación de complejos proteicos. Esto 

afecta la autoregu1ación de la expresión de la PNPasa probablemente porque afecta 

la afinidad de PNPasa por su ARNm incrementando la concentración de PNPasa 

(Garda-Mena el al, 1999). 

Las consecuencias de esta mutación son múltlples: la proteína incrementa la 

degradación de sibl dependiente del ARNm de galK. Además la proteína mutante 

muestra un corrimiento electroforético alterado respecto a la proteína silvestre en 

geles nativos de poliacrilamida (no desnaturalizantes). Esto indica la formación de 

un complejo anormal que provoca que se retrase la migración. Finalmente la enzima 

mutante se acumula en una gran cantldad en la célula por que tiene un defecto en su 

autoregulación (García-Mena et al, 1999). Todas estas características son resultado 

de una sola mutación en el dominio KH. Estos resultados sugieren que este dominio 

es muy importante en las interacciones de la proteína. Posiblemente la mutación en 

el dominio KH de PNPasa 71 incremente la estabilidad de las interacciones 

intermoleculares de las subunidades a (Portier, 1975). Existe la posibilidad de que la 

mutación G570-D afecte la interacción entre los trímeros de subunidad a y/u otro 

factor que module la actividad del Degradosoma. Otra posibilidad es que el cambio 

en el dominio afecte directamente la interacción PNPasa 71 con su ARNm (Garda­

Mena el al, 1999). 

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

proteIcas al Degradosoma de E. cok PNPasa por ser uno de los componentes de 
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este complejo es útil en el estudio del Degradosoma, además de estar involucrada en 

eventos lmportantes como el procesamiento y degradación de ARNm El 

Degradosoma es un buen modelo de estudio ya que es un complejo multiproteico 

involucrado en un proceso impor-tante como es el metabohsmo del ARl'Ím. 
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3. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Desarrollar un sistema para estudiar interacciones protéicas en el 

Degradosoma de Eseheriehia eolio 

OBJETIVOS PARTICULARES 

l. Construir vectores de expresión, de mediana copia, que contengan los genes pnp, 

pnp-71, pnp-I'!.SI y pnp-I'!.KH mutantes de Esehenehia co/¡ con seis resIduos de 

Histidina en el extremo carboxilo del gen. 

2. Caracterizar los vectores construidos con enzimas de restncción. 

3. Evaluar la regulación de la expresión de PNPasa-óxHis en los sistemas de 

vectores construidos. 

4. Determinar la actividad enzimática de cada His-PNPasa para evaluar el efecto de 

las histidinas. 

5. Evaluar la autoregulación postranscripcional de la expresión de una PNPasa 

silvestre por cada His-PNPasa. 

6. Determinar la importancia de los dominios S 1 Y KH de PNPasa en la actividad de 

polimerización de ADP. 

7. Evaluar el papel de los dominios S 1 Y KH en la autoregulación de PNPasa. 

8. Determinar la importancia de los dominios S 1 Y KH en la agregación de PNPasa. 

9. Estudiar comparativamente las interacciones de las PNPasa construidas respecto a 

la PNPasa-6xHis, con otros componentes del Degradosoma in vitro mediante 

ensayo tipo "Trampa". 

IO.Determinar por mmunodetección qué componentes del Degradosoma son 

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

Es posible estudiar mteracciones proteicas entre los componentes del 

Degradosoma de Escherichia coli medlante el diseño de un ensayo in vitro tipo 

"<trampa". 
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5. Materiales y Métodos 

5.1. Cepas Bacterianas: 

DH5a 

N99 

N99pnp 

N99pnp::Tn5 

N99pnp.:TnlO 

GF5322 

5.2. Plásmidos: 

$80d lacZ ÓM15, rec Al, end Al,gyr A96, thi-l, hsdR17 

(rK-, mK+), supE44, relAl, deo R, Ó(lacZYA-argF)Ul69 

F - galK2 rpsL lambda-

F- galK2 rpsL lambda- pnp 

F- galK2 rpsL lambda- pnp::Tn5 

F- galK2 rpsL lambda-pnp-:TnlO 

recA'::TnlO 

pCJ1l, plásmido derivado de pUC19 que tiene el operón silvestre pnp 

(García Mena, 1992). pCAS2l, plásmido derivado de pGB2 con el genpnp mutante 

71 y que contiene el gen de la resistencia a espectinomicina y un fragmento que 

induye eí gen rep que participa en la replicación de plásmidos (García Mena, 1992). 

pREP4 (QIA express) plásmido de baja copia derivado de pACYC184 que contiene 

el replicón pI5A. Este plásmido confiere a la célula hospedera resistencia a 

kanamicina a una concentración de 25 ¡lglmL Y contiene el gen lacIq ccdificante 

para la proteína represora Lac Iq (Farabaugh, 1978). pQE-70 eQIA express) 

plásmido de baja copia derivado de la fumilia de los plásmidos pDS, 

específicamente de pDS56/RBSIl y pDS781/RBSIl-DHFRS (Stilber el al, 1990) 
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5.3. Medios de Cultivo: 

El medio de cultivo fue Luría-Bertani (LB), sólido o líqUIdo usando 

aIltibióticos cuando f .. le necesario; LB con tetraciclina. (12.5 )1gírnL), LB con 

kanamicina (25 ).lglmL), LB con ampicilina (50 ).lglmL), LB con kanamicina­

ampicilina (25 y 50 ).lglrnL respectIvamente). La preparación de los medios de 

cultivo se realizó siguiendo el protocolo establecido en Sambrook el al, 1989. 

5.4. Preparación de Tubos de Conservación de Cepas Bacterianas: 

De culhvos de 16 de horas a 37° C de cada cepa bacteriana, se inoculó una 

asada en 5 mL de LB con el antibiótICO requendo y se incubó a 37° C hasta alcanzar 

una densidad óptica (D. O.) de 0.2 - 0.3 a 550nm. Se tomó 1.5 rnL de cultivo y se 

depositaron en un vial estéril, posterionnente se añadió 1.5 mL de glicerol estéril al 

40% para tener una concentración final de glicerol de 20%. El cultivo en el vial se 

congeló en baño de hielo seco-etanol y se guardó para su conservación en un 

ultracongelador a-70° C. 

5.5. Extracción de ADN de Bacterias: 

La extracción de los plásmidos a utilizar se realizó con los siguientes métodos: 

5.5.1. Extracción a Mediana Escala por el Método de Lisis Alcalina: 

De cultivos de 16 horas a 37" C en placas de las cepas necesarias, se 

resuspendió toda la masa bacteriana de 2 cajas por cada 250 rnL de medio de 

cultivo. Esta solución se inoculó en los 250 rnL de medio de cultivo LB, con el 

antibiótico adecuado si lo requería, y se dejó crecer a 37" C por el tiempo necesario 

para alcanzar una D.O. a 550nm de 0.2 - 0.3 por rnL. Este cultivo se centrifugó a 6 

000 RPM en una centrífuga refrigerada Eppendorfmodelo Centrífuge 5804 R, por 4 
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minutos a 4° e para concentrar la masa bacteriana. A la masa bacteriana concentrada 

se le extrajo el ADN plasmídico como se describe en Sambrook el al, 1989. 

505.2. Ext!'2cdón a l\1ediana Escala f"Y1ediante ei QIAGEN Piasmid Maxi Kit 

(Cat. 12263). 

La masa bacteriana de dos cajas se resuspendió en 250 mL de medIo de 

cultIvo, se preparó como se mdlCó anterionnente y se le extrajo el ADN plasmídico 

medIante cromatografia de intercambio iónico por unión a una resina. La pastIlla 

bactenana se resuspendió en 50 mM Tns.CI, pH 8.0, 10 mM EDTA, 100 flg/rnL 

RNasaA. La lisis de bacterias se realizó con la adición de 200 mM de NaOH, ¡ % 

SDS. Las proteínas, ARN, ADN cromosomal y toda impureza de bajo peso 

molecular se precipitaron con 3 mM de CH,COONa, pH 5 5, por centrifugación a 20 

000 g. El sobrenadante conteniendo el ADN plasmídico se vertló en la columna en 

donde fue retenido. Los restos celulares que no se eliminaron por precipitación, se 

retiraron por lavados con 1 M NaCl; 50 mM MOPS, pH 7.0; 15% iso propano!. El 

ADN plasmídico se recuperó con 1.25 M de NaCI; 50 mM Tris.HCI, pH 8.5; 15% 

isopropanol, se concentró y se eliminaron las sales por precipitación con 

isopropano!. 

5.5.3. Mini Extracción de Plásmido Mediante el QIAprep Sp!!! Miniprep (Cat. 

27106). 

Se tomó un inoculo grande a partir de un cultivo en caja de la cepa bacteriana 

a utilizar crecida por 16 horas a 37° C. El inóculo se disolvió en 5 rnL de medio LB, 

con el antibiótico adecuado si lo necesitaba y se incubó el cultivo por 3 horas a 37° 

C con agitación constante a 200 RPM Una vez transcurrido ese tiempo el cultivo se 

empastilló por centrifugación a 6 000 RPM por 4 minutos a 4° C. A la masa 

bacteriana empastillada se le extrajo el ADN plasmíd!co mediante adsorción del 
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ADN en una membrana de sibca-gel en presencia de alta sal a pH de 7.0 y su 

recuperación en presencia de 10 mM Tris-Cl, pH de 8 5. 

5.5.4. Extracción Rápida de ADN de Plásmidos (Método de StrataGene): 

De un cdtlvo de 16 horas a 37' C se tomó una colonia aislada con un pahIlo 

de madera estéril y se resuspendló completamente en 20 flL de un amortiguador que 

contiene: 100 mM de NaCl, 10 mM de EDTA y 2 mM de Tris HCl pH 8.0. Se 

añadIó 20 ¡.tL de una solUCIón de Fenal-Cloroformo (U), se mezcló vIgorosamente 

y se centrifugó por 10 minutos a 14 000 RPM. Se separó la fase acuosa contemendo 

el plásmido a un tubo limpio (20 uL en promedio). 

5.5.5. Purificación Fenólica: 

Cuando fue necesario las purificaciones de ADN se realizaron mediante 

extracciones fenólicas de la siguiente manera: a la solución de ADN se le agregó un 

volumen igual de fenal saturado con Tris.HCl pH 7.5 adicionado de 

hidroxiquinolina a una concentración final de 0.1% (Sambrook el al, 1989). Se 

centrifugó por 5 minutos a 14 000 RPM. La fase acuosa se separó y se mezcló con 

una solución de fenal-cloroformo (2: 1). La fase acuosa se extrajo de nuevo y se 

precipitó, con un décimo del volumen de CH3COONa 2.7 M Y dos volúmenes de 

etanol al 100%, centrifugando por 30 minutos a 14000 RPM a 4' C. Se retiró el 

sobrenadante y la pastilla de ADN se lavó con dos volúmenes de etanol al 70%. 

Después de centrifugar por í 5 minutos a 14 000 RPM a 4 0 C, se retiró el etanol y la 

pastilla de ADN se secó medIante una corriente de aire. Finalmente se resuspendió 

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

El ADN a punficar se separó en un gel de agarosa al O 75% o al 1 0% con 

Bromuro de Etidio (BrEt) 0.5 ~g/mL en todos los casos. La electroforesis se realizó 

a 120 Volts y de 18 a 20 mAmp en un tiempo apropJado para una óptima separación 

de los fragmentos. Una vez separado el fragmento a purificar se cortó la rebanada de 

agarosa con el ADN lo más delgado pOSIble, la rebanada se colocó en una columna 

Micro Bio-Spin Cbromatography Columns (Cal. 732-6204) El ADN se extrajo 

mediante una centnfugación a 10 000 RPM por 10 minutos a 4 0 C. Alliqmdo eluído 

se le extrajeron impurezas mediante extracción fenólica. 

5.7. Electroforésis de ADN: 

Las muestras de los plásmidos extraídos se ana]¡zaron mediante electroforesis 

en geles de agarosa al 1% con 0.5 J.1g/mL de Bromuro de Elidio (BrEt) en 

amortiguador TBE iX (89 mM Tris Base, 98 mM Acido Bónco y 2 rnM EDTA, pH 

8.5). 2 )lL de muestra con el ADN del plásmido se mezclaron con 2 )lL de 

amortiguador de muestra 5X concentrado (0.125% Azul de Bromofenol, 25% 

glicerol) para tener una concentración final del amortiguador de muestra IX mas 6 

J.1L de agua desmineralizada para completar un volumen total de 10 ¡.tL (Sambrook 

et 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. Cuantificación de ADN: 

La cuantificación del ADN plasmidico se realizó con 500 )lL de una dilución 

1: 100 del ADN diluyendo con agua desionizada. Las dIluciones se midieron en un 

espectrofotómetro GeneQuant RNAIONA ca!culator de Pharmacia Biotech, y se 

ieyó a una longitud de onda de 260nm . 



Materiales y métodos 27 

5.9. Documentación de Geles: 

Una vez transcurrida la electroforesis, se lomó una fotografia del gel en el 

analizador de imágenes Foto Dyne (Ca!. 6-1006, Foto Dyne lne.), con lámparas de 

luz U.V. con apertura de diafragma de f = 1.2 Y una distancia focal de 75. Las 

imágenes de los geles fueron digitalizadas usando el programa Collage versión 3 O 

para Macmtoch, !mage Dynamics Corp., las imágenes se integraron 3 veces. 

5.10. Transformación de Bacterias: 

5.10.1. Nitrógeno líquido: 

Cuando se tenía ADN de plásmido intacto se transformaron bacterias por el 

método de congelación con nitrógeno líquido como lo describe Takahashi el 

al.,1992. Primero con un cultivo en medio sólido de 16 horas a 37° C, se inoculó 5 

mL de medio líquido y se incubó a 37° e el tiempo necesa.rio para alcanzar una D.O. 

de 0.2 a 0.4 a 550 nm de absorbancia. Se tomó aproximadamente 10 1]g de plásmido 

circular y se mezcló con 100 ¡.¡L de cultivo en un tubo para microcetrífuga de 1.5 

rnL. La mezcla se colocó directamente en nitrógeno líquido durante un minuto. 

Posteriormente se dejó la mezcla congelada en reposo a temperatura ambiente hasta 

fundirse. Una vez fundida la mezcla de transfurmación., se sembró en los medios 

diferenciales correspondientes. Como controles de transformación se sembraron 

bacterias con el vector carente del inserto, bacterias transformadas en medio sin 

antibiótico y bacterias sin transformar. Se contó el número de bacterias 

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

Las transformaciones de las cepas bacterianas con los plásmidos se realIzaron 

modIficando el método de Sambrook el aí~ 1989. Una asada de un cultivo fresco de 

bacterias en medio sólido se maculó en 5 mL de medio LB con antibiótico si lo 

requería. Se deJó crecer hasta tener una D. O. a 550nm de absorbancia de 0.3 a 0.4 y 

se concentró para tener una D O de 0.5, todos los pasos sigUIentes se realizaron en 

hielo excepto donde se indique. Primero se centnfugó el volumen que se tenía a 6 

000 RPM, por 4 minutos a 4°C, y se resuspendió en un décimo del volumen 

original con CaCI" 0.1 M. La suspensión bacteriana se incubó durante 10 minutos 

Después se volvió a empastillar la masa bacteriana y se resuspendió en un quinto del 

volumen anterior de CaCl" 0.1 M. Se prepararon alícuotas de 200 ¡;L para las 

transformaciones, se añadió a cada alícuota aproximadamente 10 1]g del ADN 

correspondiente, y se dejó reposar por 30 minutos. A la mezcla de transformación se 

le dió un choque térmico de 90 segundos a 42° e en un tennobloque Multi-Blok 

Heater Lab-Line, e inmediatamente después se dejó reposar en hielo por 2 mmutos. 

Se añadió 800 ¡;L de medio LB para completar un volumen de 1000 ¡;L Y se incubó 

por 45 minutos a 37° e, para permitir la recuperación de las bactenas y la expresión 

del plásmido. Posterionnente se sembró la mezcla de ligación en el medio sólido con 

el antibiótico necesario. Las placas se incubaron por 16 horas a 37° C. Como 

controles de tra!lsforrnación se sembraron bacterias con ei vector carente dei inserto, 

bacterias transformadas en medio sin antibiótico y bacterias sin transformar, Se 

contó el número de bacterias transformadas en el medio selectivo y en los controles. 

5.11. Manejo de ADN: 

5.11.1. Reacciones de Restricción: 

Las restricciones se realizaron con las siguientes condiciones generales, 

excepto cuando se indique lo contrano. Se utilizó 1 U de enzima de la marca Gibco 
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BRL por ).lg de ADN. Las reacciones de restricción se llevaron a cabo en tubos para 

mlcrocentrífuga de 1.5 mL. El volumen de reacción fue de 20 ).lL. La incubacIón de 

las reacciones se realizó por una hora en un terrnoblock Multi-Block Heater, Lab-

Line a la temperatura correspondiente para cada enzima. 

Las enzimas utilizadas se listan a continuación con la temperatura y el 

amortiguador utilizado. 

Enzima Amortiguador T 

oC 

Ace! 50mM Tris-HCI pH 8.0, IOmM MgCI2 (REACT 1) 37 

Apal 20mM Tris-HCI pH 7.4, 5mM MgCl2, 50mM KCl (REACT 4) 30 

BamHI 50mM Tris-HCI pH 8.0, 10mM MgCh, 100mM NaCI (REACT 3) 37 

BglI 50mM Tris-HCI pH 8.0, 10mM MgClz, 50mM NaCI (REACT 2) 37 

Bglll 50mM Tris-HCI pH 8.0, IOmM MgClz, 100mM NaCI (REACT 3) 37 

EcoRI 50mM Tris-HCl pH 8.0, íOmM MgClz, 100mM NaCI (REACT 3) 37 

Hindill 50mM Tris-HCI pH 8.0, lOmM MgClz, 50mM NaCI (REACT 2) 37 

SalI 50mM Tris-HC! pH 8.0, 10mM MgClz, 50mM NaC! (REACT 10) 37 

Smal 20mM Tris-HCI pH 7.4, 5mM MgCI" 50mM KCI (REACT 4) 30 

SphI 50mM Tris-HCI pH 7.4, 6mM MgClz, 50mM NaCI, 50mM KCI 37 

(REACT6) 

Xbal 50mM Tris-HC! pH 8.0, 10mM MgCh, 50mM NaCI (REACT 2), 37 

5.11.2. Reacción de Klenow: 

Las reacciones para obtener extremos romos se lIevaron a cabo en tubos para 

microcentrífuga de 1.5 mL. Las condiciones de las reacciones fueron: l Umdad de 

Enzima KIenow (Boehriner Mannheim, Cal. 1008404) por ¡rg de ADN como Bren! 
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el al, 1999. Amortiguador: 50 mM Tris-HC! pH 7.6, 10 mM MgC!z, 1 mM DTT 

Nuc!eótldos' 20 mM de mezcla de desoxinucleótidos (dNTPs, Boehriner Mannheim, 

Cal. 1277049). El volumen final de la reacción fue de 60 ¡.¡L La reacclón se llevó a 

cabo por 1 hora a 37° C. 

5.11.3. Reacciones de Ligación de ADN: 

Las reacciones de ligación se llevaron a cabo en tubos para mICrocentrífuga 

de L5 mL La enzima empleada fue T4 ADN Ligasa con una concentración de 1 

U/llL, y se emplearon 1 U por llg de extremos cohesivos y/o romos (Boerinher 

Mannheim). Las condiciones de la reacción fueron: Amortiguador: 150 mM Tris 

HCl pH 8.5, 50 mM MgCI2, 50 mM DTT y 200 mglrnL de Pohe!11englicol (PEG) 

8000). ATP: O 17 M ATP (Boerinher Mannheim). El volumen de reacción fue de 20 

JlL. Las ligaciones se realizaron por 20 horas a 16° C salvo donde se indique lo 

contrano. 

5.11.4. Reacciones de PCR: 

Las reacciones de PCR se realizaron en tubos para reacciones de PCR de 250 

JlL de la marca Bio-Rad (Cal. 223-9473) en un volumen final de 100 nL de 

amortiguador de PCR (IX): 10 111.!.\1 Tris.HCl, pH 8.3, 1.5 nuVf rvígCh, 50 mM KCI, 

(Boehringer Mannheim); 0.2 mM de cada dNTP (dATP, dGTP, deTP y dTTP; 

Boehringer Mannheim); LO uM de cada iniciador; 1 ug de ADN moldé. salvo donde 
1 

se indique lo contrario; 5 unidades de Taq Polimerasa (5 U/uL, 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: 

Desnaturalización inicial a 95° e por un minuto; 25 ciclos de desnaturalización a 

95° e por 30 segundos, alineamiento por 30 segundos a la temperatura necesaria 
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para cada par de iniciadores, y alargamiento a 72° e por 90 segundos. Al final de los 

ciclos se realizó un alargamlento final a 72° e por 7 mmutos. Las reaCCIOnes se 

llevaron a cabo en un tenmociclador· Lab Line: Prograrnmable Thennal Block II. 

Module Heaters~ Model: 212. Los fragmentos amplificados se punficaron mediante 

una extracción fenólica de las seis reacciones por separado que se resuspendwfon en 

un volumen de 10 ¡.tL de TE pH 8.0 cada una, se verificó el producto analizando 0.5 

¡.tL de cada reacción en un gel de agarosa al 1 %. 

5.12. Manejo de Proteínas: 

5.12.1. Ensayos de Inducción de Proteínas: 

Se prepararon extractos crudos de las proteínas PNPasa s¡]vestre y mutantes 

para los ensayos de proteínas totales de la siguiente manera: se sembró en medio LB 

sólido con el antibiótico requerido una colonia de la bacteria con el plásmrdo a 

analizar y se incubó por 16 hrs a 37° C. Se tomaron varias colonias de este cultivo y 

se resuspendieron en 5 mL de medio LB líquido para una D.O. de aproximadamente 

1.0 a 550 nm de absorbancia. De esta solución se tomaron dos muestras diferentes. 

Una de las muestras se tomó como tiempo O de inducción que se ajustó en LB-Amp 

a 1 mL de suspensión con D.O. de 2.0 a 550 nm de absorbancia. La otra muestra se 

diluyó en LB líquido con el antibiótico necesario para tener 5 mL de solución con 

una D.O. de 0.2 a 550 nm de absorbancia. A esta solución se realizó la inducción de 

proteínas con 2 mM de IPTG y se incubó por 2 boras a 37° e con una agitación 

constante de 200 RPM. Al [mal de la incubación se tomó el volumen necesario de 

cultivo para tener una suspensión de 1 mL con una D.O. 550nm de 2. Esta muestra 

se tomó como muestra inducida. El esquema de la figura 5 muestra el proceso 

anterior. 

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

siguiente proceso: se empaquetó la masa bacteriana por centrifugación. El paquete 
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celular se disolvió en amortiguador lb (50 mM Tns.HCl pH 7.5,100 mM NaO, 0.1 

mM EDTA y 1 mM DTT) para lavar las bacterias y se empaquetó de nuevo por 

centrifugación Posterionnente se resuspendió en amortiguador lb para tener una 

D.O. 550nm de 2.0. Esta solución bacteriana se sonicó por 8 ciclos de 10 segundos 

con una amplitud de 16 micrones. Al cabo de la sonicación se empaquetaron los 

restos celulares por centrifugación a 15 000 g durante 10 minutos a 10° C e 

mmediatamente después se separó el sobrenadante con las proteínas a un tubo 

nuevo. 

5.12.2. Gel de Proteínas Solnbles Totales (Coomassie): 

Los extractos crudos de proteínas solubles totales obtenidas a tlempo cero y 

con inducción, se analizaron en geles desnaturalizantes de políacrilamida (PAGE­

SDS). Gel Concentrador 4% J M Tris Base pH 6.8, lO% DodecI1 Sulfato de Sodio 

(SDS), 4% Acrílamida/Bisacrilamida 38:2, 0.05% (NH,)2S208 y 0.05% TEMED; 

Gel Resolvedor 10% 1 M Tris Base pH 8.8, 10% Dodecil Sulfato de Sodio (SOS), 

10% Acrilamida/Bisacrilamida 38:2, 0.05% (NH,)2S20. y 0.05% TEMED. Los geles 

se corrieron a 200 Volts por 35 minutos en amortiguador IX Laernmli (Laernmli, 

1970). 

5.12.3. Tinción de Geles de Poliacrilamida: 

Después de la electroforesis, los geles se tiñeron por 30 minutos con una 

solución de Azul Coomassie al 0.25%, 45% de Metanol y 10% de ácido acético, se 

retiró el exceso de colorante con una solución para desteñir con ¡ 0% de Metanol y 

10% de ácido acético; se destiñeron completamente con 200 veces el volumen de un 

gel de agua desionizada por calentamiento de 20 minutos en un horno de 

microondas marca Samsung modelo MW8552W con potencia de 10 como se 

describe en Hervieu, 1997. 
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5.12.4. Ensayos de Polimerización de ADP: 

Para los ensayos de pohmerizaclón de ADP, se prepararon extractos crudos 

de bacterias mediante el método modificado de Thang el al, 1967 Se tomaron los 

extractos crudos de las proteínas obtenidas antenormente, se fraccionaron en geles 

no desnaturalizantes de poliacrilamida al 7.5% [(AcrilamidalBlsacrilamida 38:2), IX 

TBE, 0.05% (NH4)2S20g y O 05% TEMED] Y al 10% [(AcrilamidalBisacnlamlda 

38:2), IX TBE, 0.05% (NH.)2S20S y 0.05% TEMED]. Los geles se corrieron a 120 

Volts por 90 minutos, posteriormente se incubaron por 15 horas a 37cC con 

agitación suave y constante en Amortiguador II IX (0.1 M Tris Base pH 8.0,10 mM 

MgClz, 0.4 mM EDTA Y 10 mM ADP). Las proteínas y el poly A se fijaron con una 

solución de ácido acético al 7% y el poly A se tiñó aplicando sobre el gel 0.5 mL de 

una solución de Naranja de Acridina al 0.5% por 30 minutos con agitación suave y 

constante. El excesO de colorante se eliminó con agua corriente. 

5.12.5. Ensayos Tipo "Trampa en Batch" : 

Los extractos crudos de bacterias obtenidos como anteriormente se ha 

descrito, se ajustaron de mallera tal que se tuvo 20 J.!g de proteínas en 80 j.!L de 

amortiguador lb (50 mM Tris.HCI pH 7.5, 100 mM NaC!, 1 mM DTT). Estas 

proteínas se mezclaron con 20 j.!L de matriz de agarosa NTA-Ni2+ (capacidad de 

unión de 5-10 mg de proteína 6xHis por mililitro de suspensión) de la marca 

QIAGEN (Cal. 30210). Se incubó durante 30 minutos a temperatura ambiente con 

agitación suave y constante. Después se empaquetó la resina por centrifugación por 

10 segundos y se separó el sobrenadante. Se realizó un lavado de la resina con 

amortiguador lb. Las proteínas se eluyeron con un lavado de la matriz con 80 j.!L de 

amortiguador lb con 250 mM de lmidazol. De las muestras de 80 J.!L se tomaron 20 

J.!L para cargar en amortiguador IX (Amortiguador Laernmli: Tris.HCl 0.0625 M 
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pH: 6.8, 2% SDS, y 10 % glicerol; 5% ¡l-mercaptoetanol y 0.025% azul de 

bromofenol), en un volumen final de 30 )lL. Los 30 )lL se cargaron en un gel 

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

mA por 35 mmutos 

5.12.6. Evaluación de la Concentración Optima de NaCl. 

Se hicieron ensayos de Trampa a diferentes concentraciones de NaCI para 

identificar el efecto de las sales en la obtención de proteínas. Se ensayaron cinco 

concentraciones diferentes de NaC! Las concentraciones utilizadas fueron: 100, 

150, 200, 250, 300 mM NaC!. 

Los extractos crudos de bacterias obtenidos como anteriormente se ha 

descrito, se ajustaron de manera tal que se luvo 20 ¡.¡g de proteínas en 80 ¡.tL de 

amortiguador lb Estas proteínas se mezclaron con 20 ¡.tL de matriz de agarosa 

NTA-Ni2
+ Se incubó durante 30 mmutos a temperatura ambiente con agllación 

suave y constante. Después se empaquetó la resina por centrifugación por 10 

segundos y se separó el sobrenadante. Se realizó un lavado de la resma con 

amortiguador lb y otro lavado con 80 ¡.tL amortiguador lb con una de las diferentes 

concentracIOnes de NaCI. Las proteínas se eluyeron con un lavado de la resina con 

80 J.lL de amortiguador lb con 250 mM de Imidazol. De las muestras de 80 ¡.tL se 

tornaron 20 J.lL para cargar en amortiguador IX, en un volumen final de 30 ¡.tL. Los 

30 ¡.¡L se cargaron en un gel desnaturalizante de Poliacrilamída al 10%. Los geles se 

corrieron a 200 Volts por 35 minutos. 

5.12.7. Evaluación de la Concentración Mínima de ImidazoL 

Se hicieron ensayos de Trampa a dIferentes concentraciones de Imidazol para 

obtener la concentración mínima de obtención de la PNPasa atrapada por la NT A-
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Ni'+. Se ensayaron cinco concentraciones diferentes de lmidazol 50, 100, 150,200, 

250rnM. 

Los extractos crudos de bacterias obtenidos como anterionnente se ha 

descnto, se ajustaron de manera tal que se tuvo 20 ¡.lg de proteínas en 80 ¡..tL de 

amortiguador lb. Estas proteínas se mezclaron con 20 J.1L de spspensión de agarosa 

NTA-Ni2
-. Se incubó durante 30 mmutos a·temperatura ambiente con agitación 

suave y constante. Después se empaquetó la resina por centrifugación por 10 

segundos y se separó el sobrenadante. Se realizó un lavado de la resina con 80 J.1L 

amortiguador lb. Las proteínas se eluyeron con un lavado de la resina con 80 }.!L de 

amortiguador lb con una de las dIferentes concentraciones de ImidazoJ. De las 

muestras de 80 }.!L se tomaron 20 J.1L para cargar en amortiguador IX, en un 

volumen final de 30 }.!L. Los 30 J.1L se cargaron en un gel desnaturalizante de 

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

5.12.8. Determinación de la Concentración de Proteínas por el Método de 

Bradford: 

Se determinó la concentración de proteínas en los extractos crudos por la 

técnica de Bradford, 1976, con el Kit Bio-Rad Protein Assay (Cal. 500-0006). Se 

preparó una curva patrón con Albúmina Sérica Bovina (BSA) con las 

concentraciones de 2.5~ 5.0~ 7.5 y 10.0 p,glmL. Se preparó tití "blanco" con 

amortiguador lb. Los extractos crudos sonicados se diluyeron en un volumen de 800 

J.1L. Tanto a la curva patrón, el blanco y las muestras se añadió 200 }.!L del reactivo 

concentrado 5X de Bractfurd (Azul Brillante Coomassie G-250) para tenerlo IX. Se 

tomó el tiempo en el que al primer tubo "Blanco" se le añadió el reactivo. Se 

mezclaron y se cargaron 200 }.!L de cada muestra en los pozos de una placa de 

ELISA, por duplicado, y se leyeron las densidades ópticas de las muestras en un 

lector de placas de ELISA (DYNEX MRX Microplate Reader II) con un filtro cuya 
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longitud de onda es de 630 nm. Los resultados de las muestras se interpolaron contra 

la curva patrón para obtener la concentración de proteínas En la figura 6 se muestra 

una curva tipo de concentración de BSA 

5.12.9. Ensayos de Inmunodetección: 

Los ensayos de inmunodetección se hicieron con las muestras obtenidas de 

los ensayos de trampa descritos antenormente. Las muestras se cargaron en un gel 

PAGE-SDS al 10% en las condlciones mencionadas. Después de la electroforesis los 

geles se tomaron con guantes. Los geles se equihbraron por 15 mmutos en 

amortiguador de transferencia IX (48 mM Tris, 39 mM glicina, O 037% SDS y 20% 

Metanol) con un pH entre 9.0 y 9.4. La membrana PVDF (Trans-Blol Transfer 

Medium de BioRad, Cat. 162-0186) a la que se transfirieron las proteínas se hidrató 

como slgue: la membrana se sumergió en 10 mL de metanol 100% (0.170 mUcm2
) 

por varios segundos en un ángulo de 45° hasta que la membrana estuvo translúcida. 

Poco a poco se fue agregan.do agua filtrada y esterilizada hasta completar un 

volumen de 40 mL de agua y reducir el metanol a 20%. Se corlaron dos piezas de 

papel filtro grueso del tamaño del geL Se saturó el papel filtro en amortiguador de 

transferencia. 

La transferencia de las proteínas se hizo con una cámara de transferencia 

semihúmeda (Trans-Blot SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell de BioRad, 

Cat. 170-3940). La cámara se preparó de la siguiente manera: se retiró la cubierta de 

segtLridad y se colocó un filtro sobre el á.."'1odo, se eliminaron las burbujas haciendo 

pasar sobre el filtro una pipeta esterilizada. Se colocó la membrana sobre el filtro, 

enseguida se puso el gel y se colocó el otro filtro sobre el geL Después de colocar 

cada elemento se retiraron las burbujas como se explico previamente. Finalmente se 

puso el cátodo sin mover el sandwich y se colocó la tapa. La yámara se conectó a la 

fuente de poder. La transferencia se realizó por 45 minutos con un voltaje constante 

de 20 Volts, y un promedio de 208 mAmpers y 3 Wats. Una vez terminada la 
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transferenCIa se apagó la fuente de poder y se desconectó Enseguida se retiró la 

cubierta y el cátodo. La membrana se sumergió en 30 mL (0.510 mUcm') de TBS 

IX (20 mM Tris, 500 mM NaCI, pH 7.5) por 10 mm. con agitación suave a 37° C. Se 

decantó la solución y se volvió a lavar. Por otro lado el gel se tiñó con azul 

Coomassie como se explIco en Tinción de Geles de PoliacrilamIda. Para bloquear la 

membrana se sumergió en un ángulo de 45° en 30 mL (0.510 mUcm') de solución 

de bloqueo (1% (w/v) de gelatma de pescado (Sigma, Cat. G-7765) y 1% (w/v) 

Leche libre de grasa (Svelty de Neslte) en TBS). Se incubó la membrana por 60 min 

a 37° C con agitación suave. Se decantó la solución de bloqueo y se lavó la 

membrana con 30 mL (0.510 mUcm2
) de TTBS IX con bloqueadores (20 mM Tris, 

500 mM NaCI, 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 incubó 10 

mino a 37° e con agitación suave y se lavó una vez mas. 

La incubación con el anticuerpo primario diluido 1: 25 000 se hizo de la 

sIguiente manera, se decantó el TTBS y se añadió 15 mL (0.255 mUcm') de 

solución de a.I1hCuerpo primario (0.6 ¡..tI, de a..l1ticuerpc en 7.5 1nL de TTBS con 

bloqueadores, se filtró por 0.2 mm. y se completó a 15 mL con solución 

bloqueadora). El anticuerpo primario se incubó por 1 hora a 37° C con agitación 

suave. Después de la incubación se hicieron dos lavados: se decantó el anticuerpo 

primario y se agregó 30 mL de TTBS con bloqueadores (0.510 mUcm2
). Se incubó 

por 10 mino a 37' C con agitación suave. 

La incubación con el segundo anticuerpo diluido 1: 5 000 se hizo como sigue: 

se decantó el TTBS y se añadió 30 mL (0.170 mL!cm2
) de solución con el segu..,do 

anticuerpo conjugado con Fosfatasa Alcalina (2 IlL de conjugado AIkaline 

Phosphatase (AP) conjugated antibody Bio-Rad, Caí. 170-5011, en 5 mL de TTBS 

con bloqueadores, se filtró por 02 mm. y se completó a 10 mL con solución 

bloqueadora). El segundo anticuerpo se incubó 30 mino a 37' con agitación suave. 

Después de la incubación se hicieron cinco lavados con TTBS con bloqueadores: se 
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decantó el anticuerpo secundario y se añadIÓ 30 mL (0.170 mUcm') de TTBS con 

bloqueadores. Se incubó 10 mm. a 37' C con agitación suave 

El desarrollo de la marca luminiscente se hizo como sigue: se retiró la 

membrana y se secó el exceso de líquido. Se colocó la membrana en una bolsa de 

plástico "Ziploc" (S.e. Johnson & Son Inc.), y se seUó. Se agregó 3 mL (0.05 

mLlcm2
) de la solución de sustrato (Immun-Star Chemilumuniscente Substrate Bio­

Rad, Cal. 170-5011). Se incubó por 5 mm. Se eliminó el exceso de líquido por 

sellado, sin permitir que la membrana se secara. 

Después de la incubacIón se expuso la membrana a una película p"!a 

diagnóstico (X-Omat K de Kodak Cal. 601-1597). El revelado de la película se hizo 

durante 7 segundos con revelador GBX de Kodak (Cal. 1 90-0943), se retiró el 

revelador y se fijó la película con fijador GBX de Kodak (Cat.190-1859) por 1 

minuto. El tiempo de exposición de la membrana a la película dependió del 

anticuerpo ensayado 

Se hicieron ensayos diferentes para los anticuerpos de conejo anti-Enolasa, 

anti-R,.l\¡ase E po1iclonal y anti-RIllB donados por el Dr. Carpousis y anti-PNPase 

proporcionado por el Dr. García-Mena. 

5.13. Prueba de Autoregulación: 

Para probar que las PNPasas construidas son capaces de autoregular 

postranscripcionalmente su síntesis se empleó la cepa de E. coli GF5322recA-::Tn 1 O 

que contiene una proteína de fJsión reportadora: pnp:: lacZ contenida en un profago 

lambda (Rober Le Meur el al, 1992). La cepa GF5322recA-::TnlO fue transformada 

con los plásmidos pEJOI, pEJ02, pEJ03, pEJ04 y pEJOS que tienen los genes 

codificante para las proteínas PNPasa-6xHis, PNPasa71-6xHis, PNPasat.Sl-6xHis, 

PNPasaL\KH-6xHis y PNPasaL\KH4b-6xHis. Las cepas transformadas se hicieron 

crecer en medio MacConkey con lactosa y ampicilina a 30" C, se tomaron lecturas 

de los crecimientos a las 22 y 40 hrs. 
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5.14. Programas de Cómputo Utilizados: 

En la planeación de la construcción y modificaCIón de los vectores se utilizó 

el programa VECTOR NTI v 5.03 Infonnax !nc. Para ver las estructuras 

trIdimensionales de las proteínas y diseñar las mutaciones, se utilIzó el programa 

RasWinMolecular Graphics Windows Version 2.6. Para el alineamiento y 

comparación entre las proteínas construidas se utilizó el programa Multiple 

Sequence Alignment v1.0.1.2. !nfonnax !nc. Para el análisis estadístico de la 

concentracIón de proteínas se utilizó el programa Curve Expert Version 1.31. para 

Wmdows Double-precision. Microsoft Co. 1993. Para la documentación de 

fotograflas de los geles se utIlizó el programa Corel Photo-Paint 8.232 Corel Co. 

Eastrnan Kodak Co. 
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6. RESULTADOS 

6.1. Diseño de Vectores de Expresión en Computadora. 

El diseño de vectores de expresión se realIzó con el programa Vector NTI 

v5.03 Informax Inc Para el dIseño de la PNPasa-6xHis silvestre se construyó in 

silico e! plásmido pCJll que se muestra en la figura 7 A a partir de la construcción 

previa de los plásmidos pGBI y pGB2 (Churchward el al, 1984) y la secuencia del 

operón de PNPasa reportada en la base de datos GenBank. A partir de! plásmido 

pCJll se dIseñaron los olIgonucleótidos iniciadores para amplificar el gen de 

PNPasa con las siguientes características: 

Iniciador Sentido: El sItio de inicio de la traducción TTG-met reportado para el 

cistrón de PNPasa se sustituyó por ATG-mel, en el extremo 5' insertándose un sitio 

de restricción para la enzima Sphl. Iniciador AntIsentido: Se insertaron seis codones 

que codifican para Histidina (6xHis) recorriéndose el sitio de término de la 

traducción T AA seis codones y en el extremo amino se insertó el sitlO de restricción 

para la enzima BarnHI. La secuencia de los iniciadores se muestra en la figura 4. 

Se simuló la amplificacIón de PNPasa-6xHis con los iniciadores obtenidos 

anteriormente a partir de la construcción del pCJll. El producto de PCR simulado se 

restringió con las enzimas BarnHI y Sphl. De la restricción anterior se obtuvo un 

fragmento de 2171 pb que puede verse esquemáticamente en la figura 8. La 

secuenCIa del vector de clonación pQE70 se obtuvo de QIAGEN Inc 

(www.qiagen.com) y puede verse gráficamente en la figura 7B. Se restringió el 

vector pQE70 con las enzimas BgU, SphI y BarnHI (los sitios de corte se muestran 

en la figura 7B). De esta restricción se obtuvieron dos fragmentos: BglI - SphI (989 

pb) que incluye 3/4 partes de gen de resistencia a ampicilina, e! promotor 

optimizado reconocido por la RNA polimerasa de E. coli (promotor del fago T5) y 

dos secuencias de! operador lac para control de la transcripción: promotor/operador 

(P/O), y el sitio de unión ribosomal (RBS Il). El fragmento Bgll- BamHI (2434 pb) 
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incluye terminador tO, terminador TI, origen de replicación calE! y 1/4 del gen de 

resIstencia a ampicilina. Se ligaron los :res fragmentos para constrUIr el plásmido 

plntermediario de 5575 pb, la figura 9 muestra un esquema de esta construcción. 

Este plásmido se puede ver gráficamente en la figura lOA Y tIene las siguientes 

características: para inicio de transcripción un promotor inducible optimizado P/O 

reconocido por la ARN polimerasa de E. coli (promotor del fago T5) y dos 

secuencias del operador lae para control de la transcripción. Un sitio de unión 

ribosomal sintético RES II para inicio de la traducción. También contiene sitIOS de 

clonación múltiples así como codones para terminación de la traduccion. Dos 

tenminadores transcrípclOnales fuertes: tO del fago Lambda y el TI del operón rmB 

de E. eoli, para prevenir transcripciones incorrectas y asegurar la estabilidad de los 

vectores construidos. El gen ~lactamasa que le confiere resIstencia a ampicllina a 

50 mglmL. Un origen de replicación calEl, y el gen de PNPasa con una secuencia 

codificante de 6 Histidinas al final del gen. 

El plásmido Intermediario al poseer el promotor operador óptimo del faga T5 

tiene niveles de transcripcIón altos, y por lo tanto la expresión de la proteína 

PNPasa-6xHis podría resultar tóxica para la célula hospedera. Para regular la 

expresión de la proteína se requiere de la proteína represora LacIq que se codifica en 

el gen del represor fuerte LacIq, por eso es necesario mantener dentro de las células 

hospederas el sistema dual pIntermedlario y pREP4. El plásmido pREP4 se muestra 

en la figura IOB, el gen LacIq se encuentra flanqueado por los sitios de restricción 

Sal!. Para inducir la expresión de la proteína PNPasa se requiere añadir isopropil-l3-

D-tiogalact6sido (IPTG), que se une al represor lacIq para inactivarlo. 

Para el diseño de la construcción del plásmido pEJOl, primero se simuló una 

línearización del pIntermediario con la enzima XbaI, después los extremos 

cohesivos se hicieron parejos con una reacción con la enzima Klenow. En la figura 

lOA se muestra el sitio XbaI. La secuencia de pREP4 se obtuvo de QIAGEN Inc. 

(www.qiagen.com). Se simuló la restricción del plásmido pREP4 con la enzima Sal! 

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 SalI). Después 

se hlcjer~m los extremos romos con-la enzima Klenow. Se simuló una lrgación del 

fragmento de 1238 pb con el plntermediario Iinearizado para obtener el plásmido 

pEJOJ de 6821 pb. La figura J í muestra esta construcción y la figura J2A muestra el 

esquema del plásmido pEJO L Debido a que se ligaron los extremos parejos en la 

ligación se obtuvieron dos tipos de plásmido pEJO 1 con una diferencia en la 

orientac¡ón del represor Lac1q. Una de las dos posibi!Jdades del plásmido pEJO 1 

llene en el mismo sentido la secuencia del gen de PNPasa-6xHis y la secuencia del 

gen de la proteína de regulación y represión de Lac, la otra posibi!Jdad es que estas 

secuencias se encuentren en sentidos opuestos. La diferencia entre el plntermediario 

y el pEJO! es la presencia del gen LacIq que codifica para la proteína represora Lac 

que se une a la secuencia del operador y regula la expresión de proteínas 

recombinantes 

La proteína PNPasa71-6xHis es expresada por el plásmido pEJ02 que se 

muestra en la figura 13A y se construyó con base a la construcción anterior del 

pEJO 1. En este caso se cambió el residuo 2372 en eí codón GGT, que codifica para 

glicina, por GAT que codifica para aspártico (mutación G570). Este cambio afecta al 

aminoácido 570 de la secuencia de PNPasa reportada en el GenBank (clave de 

acceSo J02638), (García Mena el al, 1999). La secuencia mutante liS 1 de PNPasa se 

utilizó en la construcción de plásmido pEJ03 que se muestra en la figura l3B con 

base a la previa construcción de plásmido pEJO 1. Se amplificó la secuencia de la 

proteína mutante a partir de plásmido pCJlJlIS1 (ver figura l2B) donado por la Dra. 

R. M. Bermúdez Cruz. En esta mutación se eliminaron los aminoácidos 626 a 651 

del dominio S 1 Y el terminador t2 dc la secuencia de PNPasa reportada en el 

GenBank. Los nucleótidos eliminados fueron 78, desde 2538 hasta 2616 en la 

secuencia de PNPasa reportada en el GenBank, y corresponden a los nucleótidos 

4288 hasta 4365 del pEJ01. En la figura 15 puede verse el esquema de la mutación 

liS 1 en PNPasallS l-6xHis y la figura 16 muestra la secuencia de los aminoácidos en 

la eliminación PNPasallS 1-6xHis respecto a PNPasa. 
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La construCCIón de la secuencia de la mutante ¿<,KH de PNPasa en el 

plásmido pEJ04 que se muestra en la figura 14 se realIzó por la combinacIón de los 

miciadores utilizados en el diseño de PNPasa-6xHis y otros nuevos imciadores cuya 

secuencia se muestra en la ñgura 4. Estos ultimas fueron diseñados para elimmar la 

tercera hélice alfa que protege el centro hidrofóbico del dominio KH de la PNPasa. 

Se disefiaron los ollgonucleótidos imciadores de tal manera que se eliminaron 13 

ammoácidos (EKAKHAIRRlEEI) que corresponden a la tercera hélice alfa del 

dominio KH (Musco el al, 1996). Estos aminoácidos corresponden también a los 

nucleótidos 4219 hasta 4257 en el plásmido pEJO 1. Al realizar la ehminación 

anterior, también se introdujeron dos mutaciones silencIOsas, una en la posición de 

nucleótido 4218 en donde se cambió una citocina(C) por una timina(T) y la otra fue 

el cambio de una timina(T) por una citocina(C) en la posición 4260 de la secuencia 

de pEJO 1. Estas mutaciones introducen un sitio de restriCCIón KpnI. En esta 

construcción se intentó destruir el centro hidrofóbico en el que participa esta hélice 

basándose en la homología con el dominio KH # 6 de la Vigilina Humana (Musco el 

al, 1996). Teniendo los dos juegos de iniciadores PNPasal y PNPasa2, KpnOI y 

Kpn02 (Figura 4), se planeó realizar dos reacciones de PCR En la primera reacción 

se utilizaron los iniciadores para amplificar un frlloamento de 1807 pb que abarca 

desde el sitio SphI hasta la generación de un sitio KpnI, incluyendo el sitio de inicio 

de traducción ATG. La segunda reacción abarca la amplificación de un fragmento 

de 313 pb desde la generación de! sitio Kp:rJ hasta el sitio BamHI, incluyendo la 

secuencia codificante de 6 histidinas al final del gen y el sitio de término de la 

traducción AAT. De esta manera al restringir los fragmentos amplificados y unirlos 

por el sitio KpnI se eliminó la tercera hélice alfa de la proteína. La figura 15 muestra 

el esquema de la mutación AKH en PNPasa6KH-6xHis y la figura 16 muestra la 

secuenCIa de los aminoácidos en la eliminación PNPasa6KH-6xHis respecto a 

PNPasa. 
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6.2. Construcción un Sistema Dual para la Expresión de PNPasa-6xHis. 

El sistema dual se planteó para estar compuesto de un plásmido que expresa 

la PNPasa-6xHis a partir de un promotor regulado por el represor lacIq expresado 

por el plásmido pREP4. 

6.2.1. Obtención de Fragmentos: 

6.2.1.1. Construcción del Gen para PNPasa·6xHis. 

A partir de la cepa de E. coli DH5a se extrajo plásmido pCJll a mediana 

escala Se tomó 1 )lg de ADN para la reacción de PCR del gen de PNPasa-6xHis. Se 

hicieron 6 reacciones de PCR como se indica en materiales y métodos para 

establecer las condIciones óptimas de la reacción. Se probaron concentraciones de 

MgCl, desde 1.5 mM hasta 9 mM. Los productos de estas reacciones se muestran en 

la figura 17 A. La temperatura de alineamiento correspondió a 52° C por 30 

segundos en cada ciclo. En el ADN a'11plificado la mejor condición fue a 3.0 mM de 

MgCl,. Esto puede verse en la figura 17A en el carril 3. Una vez teniendo la 

concentración óptima de MgC12, se hicieron 6 reacciones de PCR con 3.0 mM de 

MgCl2 y se analizaron en un gel de agarosa al 1 %. El fragmento amplificado puede 

observarse en los carriles 2 y 3 de la 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 corló con las enzimas BarnHI y SphI para 

obtener un fragmento de 2152 pb con el gen de PNPasa-6xHis y los sitios de 

restricción listos para clonar en el vector. Estos sitios se esquematizan en la figura 8. 

6.2.1.2. Preparación de los Fragmentos para la Ligación. 

El vector recipiente en el que se c!onóel amplificado PNPasa-6xHis de 2171 

pb fue el plásmido pQE70. De la cepa DH5a pQE70 se extrajo plásmido, se verificó 

su extracción y se probó la existencia de los sitios de restricciór> BarnHI y SphI por 
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análisis en un gel de agarosa al 1 % En la figura 18A en el carril 3 se muestra la 

eXIstenCia del sItio BglI en pQE70 cortado con BglI de 3427 pb Y en el carril 2 está 

pQE70 sin cortar. Para la construcción del plntennedlario se realizó un corte del 

vector recipiente pQE70 con dos enzimas en dos pasos debido a que íos sitlOS 

BamHI y Sphl se encuentran muy cercanos. Usando esta estrategIa se aseguró la 

obtención de plntennediano ya que al hacer la ligación se reconstruyó el gen de 

resistencia a ampicilina al ligarse los sItios BglI como se muestra en la figura 9. Se 

cortaron 37 5 [1g de plásmido con la enzima BglI en un volumen total de 600 [1L. Se 

obtuvo el plásmido linearizado de 3427 pb que se muestra en la figura 18A en el 

carril 3 

Posterionnente se tomaron 21 [1g (71 %) de plásmido linearizado con Bgll de 

3427 pb para restnngirio con la enzima BarnHI en un volumen final de lOO [1L Se 

obtuvieron dos fragmentos, el BgIIIBarnHI de 2434 pb que es el fragmento 

requerido y el resto de 993 pb que no era útil. Los 49 [1g (29 %) del plásmido 

pQE70-BglI restante se cortaron con la enzima SphI en un volumen final de 200 [11. 

De esta restricción se obtuvo el plásmido cortado en dos fragmentos, el requerido 

BglIlSphl de 989 pb y el no útil de 2438 pb. En la figura 18B se muestra un gel 

analítico donde en el carril 5 está pQE70 cortado con BglI y BarnHI de 2434 pb yen 

el carril 4 pQE70 cortado con BgIl y Sphl de 989 pb. Los fragmentos necesarios se 

purificaron mediante un gel preparativo de agarosa al 1 %. Estos fragmentos puros se 

muestran en la figura 19A, en el carril 2 se tiene BglílSphl de 989 pb y en eí carril 3 

BglI!Bm¡iII de 2434 pb. 

6.2.1.3. Preparación de la Cepa Receptora. 

La cepa DH5a!pREP4 se obtuvo de la siguiente manera: se extrajo plásmido 

pREP4 a mediana escala con el QIAGEN Plasmid Maxi Kit. Se analizó el ADN 

preparado y el sitio de restricción para la enzima SalI como se señala en la figura 

lOE. En el carril 3 de la figura 19B se muestra la restricción pREP4 con la enzima 
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SalIo Las bacterIas DH5a Ca, +-competentes se transfonnaron con el plásmido 

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

6.2.2. Ligación de Fragmentos pa..ra Construir el plntennediario. 

La construcción del plásmido plntennediario se hizo al ligar los fragmentos 

derivados de pQE70 BglI-Sph! de 989 pb, BglI-BamHI de 2434 pb más el producto 

de PCR PNPasa-6xHis de 2171 pb cortado con BamHI y Sph! (ver figura 9). La 

mezcla de ligación de los fragmentos anteriores se utilizó para transformar la cepa 

DH5a!pREP4. 

6.2.3. Transformación de la Cepa Receptora. 

Las bacterias DH5a!pREP4 fueron transformadas por el método de CaCh, 

con la mezcla de ligación mencionada anteriormente conteniendo el plntermediario 

y se seleCCIOnaron candidatos en medio sólido LB-Amp. De las postransformantes 

se estudiaron seis colonias candidato. De los candidatos obtenidos se obtuvo 

extracto crudo inducido y sin inducir como se explica en materiales y métodos. Se 

analizaron cantidades iguales de proteínas en geles de PAGE-SDS. En la figura 20A 

puede observarse que existe un aumento en la producción de una proteína que migra 

con un peso esperado para la PNPasa-6xHis. Los extractos provienen de las cepas 

candidato positivas 1 y 2 corno se muestran en la figura 20A, y el candidato 4 de la 

figura 20B. Fueron candidatos negativos las cepas 3 de la figura 20A~ 5 y 6 de la 

figura 20B. En éstas no se observa aumento en la expresión de ningrma proteína de 

manera particular. 

La PNPasa se aísla corno un trímero de subunidades idénticas con una masa 

molecular de 77.1 kDa por unidad (Grunberg-Manago, 1999). Sín embargo en geles 

SDS se ha observado un tamaño aparente de 85 kDa, debido a la basicidad de la 

proteína. (portier, 1975). En nuestros ensayos se observó que la PNPasa-6xHis de 

78.1 kDa migra cerca del marcador de peso molecular de 97.4 kDa (ver figura 31A). 
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6.2.4. Análisis de la Expresión de la Producción de PNPasa-6xHIs. 

Las cepas candidato positivas DH5a conteniendo los plásmidos 

plntermediario y pREP4 no mostraron Incremento en la producción de la proteína 

PNPasa-6xHis al inducir con 2 mM de IPTG como se ve en las figuras 20A y B. En 

estas cepas se observa la misma cantidad de PNPasa-6xHis en las dos condIciones. 

Inicialmente se pensó que la falta de regulación se debía a que la proteína represora 

Laclq expresada por pREP4 no funcionaba adecuadamente, por ello se realizó una 

prueba para probar su funcionalidad. La prueba consIstió en transformar bacterias 

N99 (supO strA gaIKamb, lac+) con pREP4. El fundamento es que si el represor 

funciona debe unirse al operador del operón cromosomal Lae reduciendo por 

represión la transcnpción del gen LaeZ de la bactena N99 y por lo tanto la síntesis 

de ~-galactosidasa. La prueba mostró que las colonias de las bacterias N99/pREP4 

crecidas en medio sólido MacConkey con lactosa y Kan crecIeron blancas y con un 

diámetro entre 0.2 y 0.4 mm a las 16 hrs a 37" C Las bacterias control N99 sin 

plásmido que contrariamente mostraron un color rosa y un dIámetro de OA a 0.5 mm 

a las mismas condiciones de cultivo en MacConkey. La interpretación de esta 

prueba indica que la coloración de las colonias de N99/pREP4 se debe a que el 

medio no se acidificó por que no hubo rennentación de lactosa por la ~­

galactosidasa. Esto prueba que el producto del gen lacIq presente en el plásmido 

pREP4 es capaz de reprimir la transcripción del operón lac del cromosoma de N99. 

Lo anterior se muestra que el represor si funciona y la falta de regulación en la 

expresión de las proteínas no se debe a un defecto del represor. U na vez probado el 

represor, la razón de la falta de regulación podría ser la existencia de un mayor 

número de copias de plntennediario respecto a las copias del pREP4 de manera que 

habría titulación del represor. Otra posibilidad es que el promotor de pQE70 en el 

que se construyó pIntermediario no pueda reprimirse. Para solucionar este problema 

se pensó en aumentar el número de 'copias del gen lacIq, colocando el gen de la 

proteína PNPasa-6xHis y el gen de la proteína represora en un mismo plásmido. 
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Esto pennitiría tener el mismo número de copias de ambos para mejorar la 

regulacIón. 

6.3. Construcción de un Sistema Monoplasmídico para la Expresión de 

Pl\Pasa-6xHis y Enzimas Mutanles. 

Originalmente la idea fue la construcción de un plásmido que tuviera tanto el 

gen codificante de la proteína PJ\TPasa-6xHis como el gen Laclq que codifica la 

proteína represora Lac. No se pudo hacer esta construcción desde el principio ya que 

se necesitaba incluir el fragmento conteniendo el gen Laclq y su promotor de pREP4 

y solamente podía obtenerse por la restricción con la enzima SalIo En pQE70 existe 

un sitio Sal! que interfiere con esta estrategia y por eso se planeó crear el vector en 

dos pasos. Aunado a esto encontramos la falta de regulación en la expresión de la 

proteína PNPasa-6xHis así que la construcción de un solo plásmido fue necesaria. 

Una vez teniendo el plntermedíario se incluyó el fragmento laclq siguiendo la 

estrategIa mencionada en la sección de diseño de vectores. 

Se obtuvo plásmido a partir de la cepa positiva 4 DH5a 

pIntermediario/pREP4 a mediana escala por el método de lisis alcalina. El ADN 

obtenido se cortó con las enzimas Xbar, EcoRI. Una vez confirmados los sitios de 

restricción se cortaron 250 flg de los plásmidos pIntennediario con la enzima Xba! 

para linearizar el vector y 400 flg de pREP4 con la enzima SalI para obtener el 

fragmento Sal!-Sal! de 1238 pb que contiene el fragmento laclq. Los fragmentos 

SalI-Sal! de 1238 pb Y pIntermediario !inearizado con Xba! de 5575 pb fueron 

purificados mediante geles preparativos de agarosa al 0.7% y 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 SalI-Sal! de 1238 pb Y en el carril 3 el 

plntermediario linearizado con Xba! de 5575 pb. Se hicieron cohesivos los extremos 

de 0.03 J.!g de plásmido linearizado y 0.17 J.!g del fragmento laclq usando la enzima 

Klenow en una misma reacción. El ADN se limpió y aproximadamente 0.1 ¡Lg en un 
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volumen final de 20 ¡lL Se transformaron bacterias DH5a competentes por calcio 

con la mezcla de ligaCIón. Se seleccIOnaron colonias postransformantes en medIO 

sólido LB-Amp, obteniéndose 616 colonias candidato en toda la mezcla de ligación. 

Se seleccionaron 12 colonias al azar y se purificaron en placas con medio sólido LB­

Amp para analizarlas. Se extrajo ADN plasmídico de cada una de las 12 colomas 

por el método del Kit QIAprep Spin Miniprep. 1.0 ¡lg del ADN de plásmido 

extraído se restringió con la enzima ApaI en un volumen final de 10 ¡lL. Se utilIzó la 

enzima Apar por que está presente únicamente en la secuencia del gen lacIq y por lo 

tanto su presencia en el plásmido obtenido indica que el fragmento está presente. 

Después de la digestión se analizaron los resultados de los plásmidos corlados 

respecto a los plásmidos sin cortar en un gel de agarosa al 1 % La digestión de los 

plásmidos puede verse en los geles de la figura 21B, 22A Y B. En los carriles con 

número par están los plásmidos sin cortar y en los carriles con número impar están 

las digestiones de los plásmidos. 

Se obtuvieron 6 colonias candidato positivas de las cepas que se cortaron con 

ApaI. Esto sugiere que el fragmento lacIq está presente en los plásmidos de los 

candidatos positivos ya que el sitio de restricción está presente solamente en el 

fragmento insertado al vector. En la figura 21 B se muestran los candidatos positivos 

6 (carriles 4 y 5), 7 (carriles 6 y 7) Y 12 (carriles 8 y 9) Y en la figura 22B los 

candidatos 10 (carriles 2 y 3) 18 (carriles 4 y 5) Y 20 (carriles 8 y 9). Se transfonnó 

N99pnp::Tn5 Ca; -<:ompetentes con el ADN de los plásmidos candidato positivos 6, 

7, 12, 10, 18 Y 20 Y se lomó un candIdato negativo 2 (ver carriles 6 y 7 de la figura 

22A) mediante el método de CaCI2. Las bacterias transformadas se sembraron en 

cajas de LB-Amp. Se obtuvieron incontables colonias transformadas chicas y 

grandes. Se purificó una colonia transformante de cada cepa y se resembró para los 

ensayos siguientes. 
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6 3.!. AnálisIs de la Orientación del Fragmento lacIq en los Candidatos a pEJO!. 

Para saber en qué orIentación está el mserto el gen de PNPasa-6xHls en los 

plásmidos candIdatos e identificar al pEJO 1, se cortó el ADN extraído de las cepas 

candidato 6, 10 Y 2(-) con la enZIma Sphl. La digestión se realIzó con menos de !.O 

).lg de ADN de cada cepa en un volumen final de 10 ).lL. Después del corte se 

analizaron los resultados de los plásmidos digeridos respecto a los plásmldos sm 

digerir en un gel de agarosa al 1 %. En la figura 23A puede observarse la digestión 

de los plásmidos, en el carril 2 puede verse el candidato 6 cortado con SphI, se 

obtuvieron dos fragmentos de aproximadamente 3624 pb y 3197 pb. El tamaño de 

los fragmentos obtenidos por el corte con SphI son los esperados para un plásmido 

que coincide con el mapa de la figura 12A, por esta razón este candidato se 

identificó como pEJO!. En el carril 3 se observa el plásmido sin cortar. El plásmido 

tiene un peso de aproximadamente 6821 pb. 

6.4. Construcción de Enzimas Mutantes. 

6.4.1. Construcción de la Enzima PNPasa71-6xHis. 

La enzima PNPasa7l-6xHlS se construyó mediante reacción de PCR usando 

ADN del plásmido pCAS21 de donde se amplificó pnp-li añadiéndole la bandera 

de 6 hislidinas. El plásmido pCAS21 se extrajo de tres colonias homogéneas de E. 

coli DH5a por el método rápido de extracción de plásmido de Stratagene. Se 

realizaron tres reacciones de PCR con 9 ¡IL del ADN de cada extracción en un 

volumen de reacción de 1 00 ~. Las condiciones de reacción fheron las 

mencionadas en materiales y métodos, con una temperatura de alineamiento de 52° 

C por 30 segundos en cada ciclo y 3.0 mM de MgC12. Se utilizaron los mismos 

iniciadores que en la amplificación de PNPasa-6xHis. El ADN amplificado de cada 

reacción se purificó como se indica en materiales y métodos y se resuspendió en un 

volumen de 50 f!L de TE pH 8.0. El ADN se analizó en un gel de agarosa al 1%. 

Los productos de reacción se pueden ver en la figura 24A carriles 5, 6 Y 7. Los 
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productos de reacción se cuantíficaron por espectrofotometría, como se detalló en 

materiales y métodos. Del fragmento amplIficado de PNPasa71-6xH1S de 2171 pb se 

cortaron 5.8 ~g con las enzimas BarnHI y SmaI para generar los sitios de restrICCIón. 

Después de la digestión se punficó el producto amplificado y cortado y se 

resuspendió en un volumen de 50 ¡.tL de TE. Finalmente se comprobó su peso 

molecular de 1934 pb en un gel de agarosa al 1 % que puede verse en la figura 24B 

en el carril 2. 

6.4.2. Construcción de la Enzima PNPasallS 1-6xHis. 

La enzima PNPasallS 1-6xHis se construyó medJante una ampilficación del 

fragmento de PNPasallS 1-6xHis a partir del plásmido pCJ11 LIS! proporcionado por 

la Dra. R. M. Bermúdez. Se utilizaron los mismos miciadores que en la construcción 

del pEJOl usando 0.1 )lg de plásmido pCJlI LIS! en un volumen de reacción de 100 

).!L. La temperatura de alineamiento utJ!izada fue de 52' C por 30 segundos. Los 

fragmentos amplificados se resuspendieron en un volumen de 50 ).!L de TE para 

cada reacción. La figura 24A muestra el producto de PCR en los carriies 2, 3 Y 4, ei 

peso aproximado del producto es de 2093 pb. Se cortaron 18.9 )lg del producto con 

las enzimas BamHI y Sma! en un volumen fmal de 60 ¡.tL. Después de la restricción 

el ADN se purificó y se resuspendió en un volumen de 50 )lL de TE. La digestión se 

analizó en un gel de agarosa al 1 % que se muestra en la figura 24 B en el carril 3. El 

peso molecular del producto final es de aproximadamente 1856 pb. 

6.4.3. Construcción de la Enzima PNPasallKH-6xHis. 

La enzima PNPasalIKH-6xHis se construyó utilizando como molde los 

productos de amplificación PNPasa-6xHis. Esto se realizó en dos partes, en la 

primera reacción se utilizaron los iniciadores Sentido PNPasal y el Antisentído 

Kpn02 descritos anteriormente. Las condiciones de reacción fueron indicadas en 

materiales y métodos, la temperatura de alineamiento fue de 52' C por 30 segundos. 
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Se lticieron seis reacciones de PCR usando O. ] 3 flg de ADN PNPasa-6xHIS de 2171 

pb generado en la construcción del gen de PNPasa-6xHls. En la segunda reaCCIón se 

utIlizaron los iniciadores Sentido KpnO] y Antisentido PNPasa2, bajo las 

condIciones señaladas. Los productos de reacción purificados se resuspendieron en 

un volumen de 50 flL de TE para cada reacción. El producto de reacción 

PNPasab.K.H1-6xHis de aproximadamente 1807 pb se puede ver en la figura 25A 

donde el mejor rendimiento se obtuvo con 3.0 mM de MgClz en el carril 3. Los 

productos de reaCCIón PNPasab.K.H2-6xHis de aproximadamente 313 pb se pueden 

ver en la figura 25B en donde el mejor rendimiento se obtuvo con 3.0 mM de MgC12 

en el carril 3. Se cortaron 12.8 ¡.tg del fragmento amplIficado de PNPasab.K.H]-

6xHis con 20 unidades de cada una de las enzimas KpnI y BamHI en un volumen de 

reacción de 90 ).1L. También se cortaron 7.2 ¡.tg del fragmento amplificado de 

PNPasab.K.H2-6xHis con 14 unidades de cada una de las enzimas KpnI y SmaI en 

un volumen final de 80 ¡.¡L. Los productos digeridos se purificaron como se indicó 

anterionnente. Cada reacción se resuspendió en un volumen de 20 ¡.¡L de TE. El 

fragmento purificado de PNPasab.K.Hl-6xHis cortado con KpnI-BarnHI de 1584 pb 

se observa en el carril 3 de la figura 26A, en un gel de agarosa al 1 %. El fragmento 

PNPasab.K.H2-6xHis cortado con Kpnl-Smal de 307 pb se observa en el carril 2 de 

la figura 26B, en un gel de agarosa al 2%. 

6-5_ Substitución de la Enzima PNPasa-6xHis por Cada Proteína Mutaute en el 

Sistema Monoplasmídico. 

Una vez teniendo el plásmido pEJO!, el siguiente paso consistió en la substitución 

de la proteína PNPasa-6xHis por las demás proteínas mulantes construidas. De estas 

substituciones se generaron los plásmidos pEJ02, pEJ03 y pEJ04. 
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6.5.1. PNPasa71-6xHis (pEJ02). 

La sustitución por la PNPasa71-6xHis se realizó de la siguiente manera. se 

cortaron 299 Jlg de plásmido pEJOl con las enzimas BarnHI y Smal y se purificó el 

fragmento receptor BarnHI-Smaí de 4887 pb a partir de un gel preparativo de 

agarosa al 1 %. El producto punficado se resuspendIó en un volumen de 50 JlL de 

TE. El ADN puede verse en el carril 1 de la figura 23B. Se tomaron 3 Jlg del 

fragmento SmaI-BarnHI de 1934 pb PNPasa71-6xHIS preparado en la sección 4.1 y 

se ligaron con 1.0 Jlg del fragmento receptor pEJOI cortado con BamHI y SmaI. Con 

10 IlL de la mezcla de la ligación anterior (2.5 Jlg de ADN ligado) se transfonnaron 

bacterias N99pnp':Tn5 competentes por CaCho Las bacterias transformadas se 

seleccionaron en medio LB-Amp, obteméndose 100 colonias postransfonnantes Se 

tomaron 3 colonias candidato para analizar su capacidad de polimerizar ADP. Las 

colonias candidato tuvieron un fenotipo de colonias bnllantes y convexas de entre 

1.0 y 1.5 mm de diámetro después de incubarse por 16 horas a 37° C en LB-Amp. 

De las tres cepas candidato se prepararon extractos crudos para ver la expresión de 

PNPasa7l-6xHis y para probar la capacidad de polimerü:ar ADP por la enzima 

como se indIca en materiales y métodos (resultados no mostrados). Las tres cepas 

candidato fueron expresadas por el plásmido pero sólo una resultó con capaéidad de 

polimerizar ADP y con el corrimiento electroforétíco en gel nativo de poliacrilamida 

retrasado como se esperaba para la mutación 71 (García-Mena, el al, 1999). Este 

resultado puede explicarse por una recombinación genética en la cepa N99pnpTn5 

entre el ADN plasmídico y el cromosomal que permita la elíminación de la 

mutación en el plásmido. Para minímizar los problemas futuros de recombinación se 

transformaron bacterias DRSarecA-::TnlO Ca+2-competentes. Se analizó el ADN de 

las tres cepas cadidato N99pnpTn5 (las dos negativas y la clona positiva para 

polimerización de ADP) y se les extrajo ADN plasmídico mediante Kit QIAprep 

Spín Miniprep. Se cortó 1.0 Ilg de plásmido pEJ02 con las enzimas BarnHI y SmaI 

para confirmar la inserción del fragmento PNPasa7l-6xHis, en un volumen de 
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reacción de 1 O ~L. La reaCCIón se analizó en un gel de agarosa al 1 %. En el carril 2 

de la figura 27 A se observa la restricción del candIdato gl, en el carril 4 para el 

candIdato g2. En la figura 27B se observa la restricción del candidato c en el carril 2. 

En todos los candidatos se puede observar la existencia del inserto PNPasa71-óxHis 

en una banda de 1939 pb que se muestra en los carriles 2 y 4 de la figura 27 A Y en el 

carril 2 de la figura 27B. El ADN de la coloma positIva para la polimerización ADP 

se utilizó para transformar bacterias DH5o: competentes por CaCI2. Las 

transformaciones se realizaron con 5 )lL del plásmido extraído, se obtuvo un número 

incontable de colonias brillantes, convexas y entre 1.0 y 1.5 mm de diámetro 

después de una rncubación de 16 horas a 3 T C. Se purIficó una col ama candIdato 

para obtener ADN plasmídico, a 1 )lg de ADN extraído se restringió con las enzimas 

BarnHI y SmaI para confirmar la clonación del mserto (resultados no mostrados). 

Para evidenciar que la proteína PNPasa71-6xHis se expresaba en la cepa DH5o: se 

realizaron pruebas de expreSIón de proteínas y de polimerización de ADP cuyos 

resultados se detallan mas adelante. 

6.5 2. PNPasaó.SI-6xHis (pEJ03). 

Para sustituir con PNPasa-6xHis el gen conteniendo la eliminación en el 

dominio SI, se ligaron 3 ¡tg del producto de PCR PNPasaó.SI-6xHis cortado con 

SmaI-BarnHI con 1.0 ¡tg del fragmento de pEJO 1 cortado con BarnHI y Sma!, en un 

volumen 1mal de 20 )lL. La ligación se llevó a cabo durante 16 horas a temperatura 

ambiente. Las bacterias DH5a competentes por CaCl2 se transformaron con !O ¡tL 

de la mezcla de ligación (2.0 ¡tg de ADN ligado). Las bacterias transformadas se 

seleccionaron en medio sólido LB-Amp. De esta transformación se obtuvieron 50 

colonias de las que se tomaron 3 colonias al azar para evaluar la existencia de 

PNPasaó.S 1-6xHis. Las colonias candidato tuvieron un fenotipo brillantes y 

convexas con un diámetro de entre 1.0 y 1.5 mm después de 16 horas de rncubación 

a 37° C. Para confirmar la presencia del inserto SmaI-BarnHI de 1866 pb se analizó 
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el ADN de los plásmidos de cada colonia candIdato luego de ser cortados con las 

enzimas BarnHI y Sma!. En la figura 27 se muestran candIdatos pOSItIVOS con el 

inserto 

6.5.3. PNPasaL>.KI{-6xHis (pEJ04). 

La sustitucIón por PNPasaó.KH-6xHis se realizó de la SIguiente manera: se 

tomó 1 flg del fragmento pEJOl cortado con Smal-BamHI de 1934 pb prevIamente 

cortado y purificado para la construcción de pEJ02 (el ADN punficado puede verse 

en el carril 1 de la figura 23B), y se ligó con 224 flg del producto de PCR 

PNPasaL>.KHl-6xHis cortado con KpnI-BarnHI de 307 pb (3.774 veces el vector 

recipiente en proporcIón molar) y 1.08 flg del producto de PCR PNPasaL>.KH2-

6xHis cortado con KpnI-Smal de 1584 pb (8 veces el vector recipiente en 

proporción molar), con 5 unidades de T4 DNA ligasa en un volumen de reacción 

final de 20 flL. Finalmente se transformaron bacterias DH5a competentes por CaCl2 

con 10 flL de la mezcla de ligación (2.376 flg de ADN ligado, haciendo la suma de 

las cantidades de ADN de cada fragmento en la ligación) 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 PNPasaL>.KH-6xHis. Las colonias candidato tuvieron un fenotipo 

brillantes y convexas con un diámetro de entre 1.0 y 1.5 mm después de incubarse 

por 16 horas a 37° C. El esquema del plásmido pEJ04 se puede ver en la figura 14. A 

5 colonias purificadas se les extrajo ADN plasmídico por el método de Kit QlAprep 

Spin Miniprep. 1.0 ¡rg de ADN de plásmido extraído fue cortado con 2 unidades de 

la enzima KpnI en un volumen final de 10 ¡rL. Las restriccIOnes pueden verse en los 

geles de las figuras 28A Y 28B, los candidatos que tienen el sitio KpnI son los 

positivos para el inserto &ai: 1, 5, 7 Y 10. En la figura 28B se muestra en el carril 2 

el candidato 10 restringido con KpnI 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 cercano al teórico esperado para la construcción LiKH de 6782 pb (Figura 28A 

carn16). 

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

Monoplasmídico. 

Se prepararon extractos crudos de proteínas solubles PNPasa-6xHis de los 

candidatos N99pnp::Tn5 pEJOl y se analizaron en un gel de PAGE-SDS. Las 

muestras probadas fueron sin inducción y dos horas después de haber inducido con 

IPTG 2 mM. En las figuras 29A y 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 expresión 

de la proteína PNPasa-6xHis, no se observa diferencia en la producción de la 

proteína antes y después de haber inducido con 2 mM de IPTG. Aunque PNPasa-

6xHis es expresada por el vector pEJ01, no hay inducción por 2 mM IPTG es decir, 

la expresión es aparentemente constitutiva. Como se hizo anteriormente para LacIq 

de pREP4 (ver en la sección "Construcción del sistema dual para la expresión de 

PNPasa-6xHis"), se probó la funcionalidad del producto del gen LacIq presente en 

pEJO 1. En la figura 30 se ve la cepa N99 transformada con íos candidatos 10 (sector 

1), 12 (sector 2), 2 (sector 3) y con pQE70 (sector 4). Puede verse que Laclq 

expresado por el candidato 1 O (que después se llamó pEJO 1) en el sector 1 es capaz 

de reprimir la expresión de l3-galactosidasa cromosomal en la cepa Esto no sucedió 

cuando se usó el vector pQE70 del sector 4 sin Laclq en la misma cepa de N99. Al 

realizar los ensayos en la cepa DH5a pudimos ver que tampoco existe regulaCIón de 

la expresión de proteinas antes y después de inducir (resultados no mostrados). 

También se prepararon extractos crudos de proteinas solubles de los 

plásmidos con los genes para las demás construcciones de PNPasa en DH5a. Los 

extractos se analizaron en un gel PAGE-SDS que se muestra en la figura 31A. Puede 

verse que las proteínas PNPasa6x-His, PNPasa7!-6xHis, y PNPasaLiKH-6xHis con 
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una elimÍnación de 13 aminoácidos mIgran cerca del marcador de peso molecular de 

97.4 kDa. La proteína PNPasaLl.SI-6xHls migra cerca del marcador de 68 kDa como 

resultado de la eliminación de 25 aminoácIdos 

6.7. Actividad de Polimerización de ADP. 

Se hizo el análisis de polImerización de ADP por las proteínas construidas 

haciendo la comparación entre la proteína PNPasa6x-His y las proteínas mutantes en 

fondo DH5a. Todas las construcciones hacen la polimerización de ADP. En el gel 

natIvo de polIacrilamida de la figura 31 B se muestran estas actividades. Se observa 

que el corrimiento electroforético de la proteína PNPasa71-6xHis se retrasa respecto 

a la proteína PNPasa-6xHis como se esperaba (García-Mena el al, 1999). La 

eliminación de 13 aminoácidos en el dominio KH de la proteína PNPasaLl.KH-

6xHis, provoca W1 retraso en el corrimiento electroforético. Pero esto no ocurre en el 

corrimiento de la proteína PNPasaLl.S 1-6xHis. La eliminación de los 25 aminoácidos 

en el dominio S 1 provoca que el corrimIento esté adelantado respecto a PNPasa-

6xHis. 

Cabe señalar que durante la construcción de la proteína PNPasaLl.KH-6xHis 

se obtuvieron varias cepas candidato cuya activIdad de polimerización de ADP fue 

muy interesante. Uno de estos candidatos tiene una actividad diferente que se 

muestra en la figura 32 en los cal1iles 5- y 5+. En este candidato se puede observar 4 

bandas bien definidas. Para conocer un poco mas de este candidato se extrajo ADN 

plasmídico al que se llamó plásmido pEJ05. Este ADN se cortó con las enzimas 

BarnHI y Kpnl. Se tomaron como referencia los plásmidos pEJO 1 y pEJ04. En el 

carril 3 de la figura 33B puede observarse que el plásmido pEJ05 contiene el sitIO 

KpnI. Esto sugiere que tiene la mutación de los 15 aminoácidos. 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 la figura 33B. 
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6.8. Prueba de Unión a la Columna de Níquel-NTA de las PNPasa-6xHis. 

Los ensayos de lipa trampa para las proteínas PNPasa construidas en fondo 

DH5a se hIcieron como se indica en materiales y métodos y se analizaron en geles 

PAGE-SDS La figura 34 muestra estos ensayos. Los carriles FT oonllenen todas la 

proteínas que pasaron a través de la matriz y no fueron retenidas. En los carriles W 

se encuentran las proteínas que fueron removidas con el lavado de la matnz. En los 

carriles E están las proteínas liberadas al hacer pasar a través de la matriz una 

concentración de 250 mM de Imldazol. En la figura 34A se observa que la proteína 

PNPasa-6xHis es retenida en la matriz de agarosa-níquel. Esto es que después de 

lavar la columna. la proteína es liberada al aplicar Imidazol como lo muestra el 

eluato del carril E. La proteína PNPasa71-6xHis también es retenida en la matriz y 

liberada con el hnidazol. Sin embargo, en la figura 34B se observa que la mayor 

cantidad de la proteína PNPasaLlS 1-6xHis se encuentra con todas las demás 

proteínas que no se unen a la matriz en el carril FT. Una mímma porción se puede 

observar en los ca..rri!es de! lavado (W) y de elución con L--nidazol (E). La proteína 

PNPas~-6xHis sí se retiene en la matriz y se libera después de lavar y eluirla 

con hnidazol. 

6.9. Prueba de Autoregulación de las Enzimas Construidas. 

Se sabe que PNPasa autoregula su síntesis postranscripcionaImente (Robert­

Le Meur el al, 1992). Para probar si las PNPasas construidas son capaces de 

autoregular su síntesis postranscripcionalmente se empleó la cepa de E. coli 

GFS322recA-::TnlO que contiene una proteína de fusión reportadora: pnp::lacZ 

contenida en un profago lambda (Rober-Le Meur el al, 1992). Esta cepa expresa una 

j3-galactosidasa híbrida debida a la fusiónpnp::lacZ. La prueba de autoregulación 

consistió en transfonnar la cepa GF5322recA-::Tn10 Ca+2-competentes con los 

plásmidos pEJOI, pEJ02, pEJ03, pEJ04 y pEJOS que tienen los genes codificantes 
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PNPasa"'S 1-6xHis, 

con 4 bandas 

(PNPasa"'KH4bandas-6xHis). Las cepas transformadas se purificaron en medlO LB­

Amp. Se tomó una cepa punficada de cada una y se hizo crecer en medio 

MacConlcey con lactosa y ampicilina. Corno control de la prueba se transformó 

GF5322pnp::Tn5recA'::TnlO con el plásmido pQE70 y con el plásmido pCJll que 

contiene la proteína PNPasa silvestre. Las cepas con los plásmidos se hiCIeron crecer 

por 22 horas a 30° C. El crecImIento se observa en la figura 35. Puede observarse 

que en GF5322recA'::TnlO conteniendo PNPasa y PNPasa-6xHis las colonias son 

pálidas mientras que las colonias de las cepas con los plásmldos pEl02, pEl03, 

pEl04 y pEJOS y pQE70 (t..pnp) son rosas. Las colonias pálidas de la cepa con la 

proteína PNPasa-6xHis son pálidas debIdo a que no se acidIficó el medio. Esto es 

por que no hubo fermentación de lactosa que debió realizarla la enzima híbrida 

PNPasa-J3-galactosidasa. Esto sugIere que la proteína PNPasa-6xHis tiene la 

capacidad de unirse al ARNm de la fusión cromosomal pnp: :!aeZ impidiendo la 

síntesis de la proteína híbrida. Es decir que al no haber PNPasa-~-galactosidasa, la 

lactosa no es fermentada, y por eso no hay acidificaCión del medio. Lo anterior 

sugiere que las proteinas PNPasa y PNPasa-6x...8:is son capaces de autoregular su 

síntesis postranscripcionalmente. En la cepa control, con pQE70, y en las cepas con 

las proteínas mutantes: PNPasa71-6xHis, PNPasa!1S 1-6xHis, PNPasaLiKH-6xHis y 

PNPasaLiKH4bandas-6xHis, las colonias crecieron con una coloración rosa. Esto 

sugiere que estas enzimas no autoregulan eficientemente. 

6.10. Concentración Optima de NaO para el Ensayo Tipo "Trampa". 

Antes de hacer los ensayos de imnunodetección, fue necesario establecer las 

concentraciones óptimas de NaCI para eluir las proteínas en ensayos de tipo 

"Trampa". Para eno se hicieron ensayos "Trampa" utilizando diferentes 
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concentraciones de NaCI' 100, 150, 200, 250 Y 300 mM, como se describIó en 

materiales y métodos. Los ensayos mostraron que ninguna de las concentraciones de 

NaCI utilizadas afectan la cantIdad de proteína retemda y luego eluida de la resina 

de agarosa. Pl\TPasa-6xHis no se observa en los lavados con dlferente concentración 

de NaCI (Figura 36A) y en los eluatos se observan cantidades similares de PNPasa-

6xHis (Flgura 36B). 

6.11. Concentración Mínima Necesaria de Imidazol para el Ensayo Tipo 

"Trampa9
' • 

Se hicieron ensayos tipo "Trampa" para establecer la concentración minima 

necesaria de Imldazol para eluir PNPasa. Las concentraclOnes de Imidazol utihzadas 

para eluir las proteínas fueron 50, 100, 150, 200 y 250 mM, COmo se detalló en 

materiales y métodos. Los resultados de las pruebas muestran que las 

concentraciones de 50, 100 y 150 de Imidazol no proporcionan una buena cantidad 

de PNPasa, sin embargo con una concentración de 200 mM se obtiene una cantidad 

muy cercana que cuando se eluye con la concentración recomendada por el 

fabricante del sistema de 250 mM (Figura 37B). También se observó que en pnp(-) 

no hay elución de ninguna proteína con las concentraciones diferentes de Imidazol 

(Figura 37A). 

6.12. Ensayos de Inmunodetección. 

Los ensayos de imnunodetección se hicieron para saber qué componentes del 

Degradosoma se unen a PNPasa-6xHis con las condiciones utilizadas. De los 

ensayos de Ínmunodetección hechos como se detalló en materiales y métodos se 

observó que PNPasa-6xHis después de ser eluida de la resina (Figura 38A), puede 

ser detectada por el anticuerpo de conejo anti-PNPasa en una dilución de 1:25 000 

(Figura 38B). Los ensayos con el anticuerpo de conejo anti-RNasa E mostraron que 
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la proteína RNasa E está presente en los extractos crudos en una buena cantidad Sin 

embargo en el ensayo de tipo trampa, una cantidad considerable de la proteína es 

eluida en el primer lavado y solo se retIene una cantidad menor Junto con PNPasa-

6xHIS, que después se eluye con ImidazoL En los resültados del ensayo de trampa 

para la cepa pnp(-) se observa que RNasa E no se retme en la resina; toda la cantidad 

presente en el extracto se eluye en el primer lavado y no se observa nada al eluir con 

ImidazoL Esto sugiere que RNasa E se une a PNPasa pero las condlClOnes ensayadas 

no son las óptimas para la umón de PNPasa-6xHis y RNasa E. Lo anterior se puede 

observar en la figura 39A. Los ensayos con el anticuerpo de conejo anti-RhIB 

mostraron que la proteína está presente en el lavado hecho antes de eluir PNPasa-

6xHis, y que en los eluatos de PNPasa-6xHls después de pasar por la columna la 

cantidad detectada es poca (Figura 39B) Estos resultados sugieren que RhIB se une 

a la resina de Níquel, probablemente al aumentar la cantidad de proteínas totales se 

obtenga un resultado mas claro, también es posible que las condiciones utilizadas no 

sean las óptimas de unión para RhIB. Con el anllcuerpo de conejo antl-Enolasa, se 

observó que una cantidad detectable esta presente en el lavado de la resina antes de 

eluir PNPasa-6xHis y en los eluatos de PNPasa-6xHis se observa una señal muy 

débil (Figura 40). Esto sugiere que Enolasa se une a PNPasa-6xHis en una cantidad 

muy pequeña y es probable que las condlclOnes ensayadas no sean las óptimas para 

la unión. 
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Figura 1. A: Esquema de traducción, transcripción y síntesis de proteínas en procariontes. Modelo 
modificado de Griffiths el al 1998. B: Degradación del ARNm. El "tallo-burbuja" protege al extremo 5' 
del ARNm del ataque de las exonucleasas. Sin embargo, las endonucleasas (tijeras) cortan en la región 
anterior al tallo-burbuja creando un extremo 3' libre que puede ser atacado fácilmente por las 
exonucleasas. Modelo basado en el de Carpousis et al 1999. 
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Figura 2. Modelo del Degradosoma de Eseheriehia eolio Las dos figuras elipsoides representan a las 
dos subunidades de RNasaE. Los seis circulas de color obscuro son dos trímeros de PNPasa, los 
octagonos representan dos dímeros de helicasa y los circulas mas pequeños representan dos dímeros 
de enolasa. Los dibujos no están 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 KI-I y 
SI. Los números indican el número de los aminoácidos. 



Iniciador Sentido 32-mer(PNPasa) 

Sitio SphI 

5'- TAT ACA gCA TgC TTA ATC CgA TCg TTC gTA AA -3' 

Inicio Traducción 

Iniciador Antisentido 50-mer(PNPasa2) 

Sitio BamHI Bis Bis His Bis His Bis 

5'- ACC ggA TCC TTA gTg ATg gTg ATg gTg ATg CTC gCC CTg TTC 

Término Traducción 

AgC AgC Cg -3' 

Iniciador Sentido 28-mer(KpnOl) 

Sitio KpnI 

5'- ggg gTA CCg CAg AAA TCg AAg TTg gCC g --3' 

Iniciador Antisentido 28-mer(Kpn02) 

Sitio KpnI 

5'- ggg gTA CCg TCg gTC gCT gCA ATC TTC A -3' 

Figura 4. Secuencia de los iniciadores utilizados en la amplificación de PNPasas. 



Caja incubada 
la noche 
anterior a -----+ 

37"C no más 
de 16 horas 

mLs para un 
equivalente de 

1.0 mL a 
OD550nm~ 2.0 

~.mpastillar 

Lavar con 1 mL 
de amortiguador 

de sonicación 

¡---._-_._-
Hacer suspensión 
en5mLdeLB Varias colonias 

aisladas --_~ con o sin 

Concentración 
apropiada 

antibiotico a 
OD550nm=1.0 

Dilución 
apropiada 

Para tener 5 mL 
de LB con o sin 

antibiotico a 
OD550nm=O.2 

Inducir con 2mM 
de IPTG 

Concentración 
apropiada 

Incubar por 2 
horas a 37'C y 

200rpm 

Empastillar 
Resuspender con 1. O 
mL de amortiguador 
de sonicación para 
tener OD550nm=2.0 

---+1 Sonicar J 
MedirOD] 

Figura 5. Esquema del ensayo de inducción de proteínas. 
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Figura 6. Curva tipo de concentración de Albúmina Sérica Bovina. 



Figura 7. A: Plásmido pCJll del que se obtuvo el fragmento de pnp amplificado por PCR. B: 
Plásmido pQE70 recipiente del fragmento amplificado de pnp por PCR en los sitios SphI y BamHI. 
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Figura 8. Fragmento de pnp amplificado por peR. Flanqueado por sitios SphI y BamHI. Este cistrón 
contiene todos los aminoácidos de PNPasa mas las seis histidinas_ 
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Figura 9. Construcción del pIntermediario a partir de pQE70 y el amplificado de pnp. 
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Figura lO. A: Plásmido pIntermediario que contiene el gen de pnp es recipiente del fragmento LacIq 
por un corte en el sitio Xbal. B; Plásmido pREP4 que codifica el gen de LacIq que regula la 
transcripción ele PNPasa y elel que se obtendrá el fragmento LacIq con un corte con la enzima Sal!. 
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Figura 11. Construcción de pEJOl a partir de plntermediario y pREP4. 
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]<igura 12. A: Plásmido pEJOl que contiene el gen codificante de la proteína PNPasa-6xHis y el 
fragmento Laclq que regula su transcripción. B: Plásmido pCJlILlS 1 del que se obtuvo el gen de 
pnpiJSI por PCR. 
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Figura 13. A: Plásmido pEJ02 que contiene el gen codificante de la proteína PNPasa71-6xHis. B: 
Plásmido pEJ03 que contiene el gen codificante de la proteína PNPasa¿\S 1-6xHis. 
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Figura 14. Plásmido pEJ04 que contiene el gen codificante de la proteína PNPasaLiKH-6xHis. 



557 591 619 691 
pnp IKHI 1 SI 11 

1 711 
pnp-6xHis 1 =:JJ. __ .. 116xHis 

1 717 

pnp71-6xHis 1 I~ 1 1 11 6x:His 1 
1 717 

pnp~KH-6xHis 1 1 11 1 1 116x:His 1 
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pnp~SH-6xHis 1 1 1 11 116x:His 1 
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Figura 15. Esquema que muestra las diferencias entre las proteínas construidas, el número de 
aminoácidos de cada una. Los residuos de aa donde inician y terminan los dominios KH y S 1 están 
indicados con los números correspondientes. El primer dibujo muestra a PNPasa silvestre. El segundo 
dibujo muestra a PNPasa-6xHis con 6 histidinas al final de la proteína. El tercer dibujo muestra a 
PNPasa71-6xHis, en el dominio KH está la mutación en el aminoácido 570 (líneas transversales). El 
siguiente dibujo muestra a PNPasa8KH-6xHis, el espacio vaCÍo en el dominio KH corresponde a la 
eliminación de 13 aa. El último dibujo muestra a PNPasa8S1-6xHis, el espacio vacío en el dominio SI 
corresponde a la eliminación de 26 aminoácidos. Los dibujos no están hechos a escala. 



________ ~~~K~H_______ ~Sl 

598 603 615 626 652 657 
133 a3 131 132 133 134 . 

pnp AATDGEKAKHAIRRIEEITAEIEV GRVYTGKV TRIVD FGAFVA IGGGKEGlVHISQIADK 

133 a3 131 132 JL ~ 
pnpLlKH-6xHis AATDG TAEIEVGRVYTGKV TRIVD FGAFVA IGGGKEGLVHISQIADK 

133 a3 13i. 
pnpLlSl-6xHis AATDG EKAKHAIRRIEEITAEIEV GRVY SQIADK 

--------------------------------~ 

Figura 16. Esquema que muestra las diferencias en la secuencia teórica de los aminoácidos entre las 
proteínas construidas. Se muestra una porción final del dominio KH (598-617) Y una porción inicial 
del dominioSl(622-657). La primera secuencia corresponde a la proteína PNPasa silvestre que sirve 
como referencia para las eliminaciones. En la secuencia de la proteína PNPasailKH-6xHis se muestra 
con una linea los 13 aa eliminados. Estos aa corresponden a la tercera hélice a del dominio. En la 
secuencia de la proteína PNPasailS 1-6xHis se eliminaron 26 aa que se representan con una línea. Se 
eliminó la parte final de la primera cadena ~, así como la segunda y tercera cadenas ~ y una porción 
inicial de una pequeña hélice a del dominio SI (Bycroft el al, 1997). 



A 

PNPasa 

3675 pb 

2323 pb 
1929 pb 

B 

" PNPasa 
" ~"" 

, .'~ 
""",,' -

l'igura 17. A: Análisis de productos de PCR en gel de Agarosa al 1%: Se establecIeron las condiciones 
óptimas para amplificar PNPasa-6xHis, Carriles: 1 y 8 marcador de peso molecular LambdalBstEIJ. 
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 MgCI2, 

respectivamente. B: Amplificado del PNPasa-6xHis a 3.0 mMM de MgCI2, Carriles: 1 marcador de 
peso molecular Lambda/BstEII, 2 y 3, 1 Y 2 uL de producto de PCR, respectivamente. El peso 
molecular del amplificado es de 2171 pb. 
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Figura] 8. A: Corte de pQE70 con la enzima BglI en gel de Agarosa al 1%. Carriles: 1 marcador de 
peso molecular Lambda/BstEII; 2. pQE70 sin corte y 3. pQE70IBglI de 3427 pb. B: Obtención de los 
fragmentos para clonación. Carriles: 1. marcador de peso molecular Lambda/BstEll; 2. pQE70, 3. 
pQE70/BglI de 3427 pb(lineal); 4. pQE70/BglI-SphI de 989 pb (*) Y 5. pQE70/BglI-BamHl de 2343 pb 

(*). 
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Figura 19, A: Fragmentos purificados para clonar en gel de Agarosa 1 %, Carriles: L marcador de peso 
molecular Lambda/BstEII, 2. fragmento de 989 pb BglI-SphI (*1), 3. fragmeto de 2434 pb BgIL­
BamHI, 4 y 5 fragmentos restantes de 2438 pb BglI-SphI y de 993 pb BglI-BamHI respectivamente, 
B: Corte de pREP4 con la enzima SalIo Carriles: L pREP4, 2. marcador de peso molecular 
Lambda/BstEIJ y 3. pREP4/Sall (*). El fragmento requerido es de 1238 pb. 
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Figura 21. Construcción del plásmido pEJO 1. A: Fragmentos purificados listos para la ligación en gel 
analítico de Agarosa al 1%. Carriles: 1. fragmento purificado de 1298 pb que contiene el gen codificantc 
de lacIq (* 1), procedente del corte de pREP4 con SalI; 2. marcador de peso molecular Lambda/BstEII; 
3. plntermediario restringido con XbaI para linearizarlo de 5575 pb (*2). B: Gel con el ADN de los 
plásmidos candidato de las cepas DH5a pE.T01linearizado (6821 pb) con Apar para identificar a la clona 
positiva. Carriles: 1 y 10 marcador de peso molecular Lambda/BstEII; 2. candidato4; 3. 
candidato4/ApaI; 4. candidato6; 5. candidato 6/ApaI; 6. candidato7; 7. candidato7/ApaI; 8. candidato12; 

9. candidato 12/ A par. 
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Figura 22. Gel¡)s analíticos de Agarosa al 1 % donde se muestra el ADN de los plásmidos candidato de 
las cepas DH5a pEJ01 Iinearizado (6821 pb) con Apal para identificar a las clonas positivas. A:. 
Carriles: 1 y 10 marcador de peso molecular LambdalBstEII; 2. candidato13; 3. candidato13/ApaI; 4. 
candidato 14; 5. candidato14/ApaI; 6. candidato2; 7. candidato2/ApaI; 8. candidatoS; 9. candidato 
g/Apa!. B: Carriles: 1 y 10 marcador de peso molecular LambdalBstElI; 2. candidato 10; 3. 
candidatolO/ApaI; 4. candidato 1 8; 5. candidato18/ApaI; 6. candidato 19; 7. candidato 19/ApaI; 8. 
candidato20; 9. candidato20/ Apa!. 
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Figura 23. A: Gel analítico de Agarosa al 1 % donde se muestra el ADN de los plásmidos candidato 
de las cepas N99pnp::Tn5 pEJOl restringido con SphI para identificar la orientación del inserto de 
PNPasa-6xHis. Carriles: 1 y 8 marcador de peso molecular LambdaIBstEII; 2. candidato6/SphI; 3. 
candidato 6; 4. candidatolO/SphI; 5. candidatolO; 6. candidat02/Sphl; 7. candidato2. B: Fragmento 
del plásmido pEJO 1 cortado y purificado con BamID y Smal listo para clonar. Carriles 1. 
pEJOllBamID··SmaI fragmento de 4887 pb; 2. marcador de peso molecular Lambda/BstEII. 
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Figura 24. Geles de agarosa al 1 % A: Análisis de los productos de PCR para los fragmentos 
PNPasMSl-6xHis y PNPasa71-6xHis. Carriles: 1 marcador de peso molecular LambdalBstEII, 2, 3 Y 4 
amplificado de PNPasa~Sl-6xHis de 2093 pb, 5, 6, Y 7 amplificados de PNPasa71-6xHis de 2171 pb. 
B: Análisis de los amplificados PNPasa~Sl-6xHis y PNPasa71··6xHis cortados con BamHI y Sphl. 
Carriles: 1 marcador de peso molecular LambdalBstEII, 2, PNPasa71-6xHis/BamHI-SphI (1934 pb), 3, 
PNPasa~Sl-6xHislBamHI-SphI (1856 pb). 
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Figura 25. A: Análisis de productos de PCR para el fragmento 1 de PNPasaL\KH-6xHis. Gel de 
Agarosa al 1 %. Carriles: 1. y 8. marcador de peso molecular Lambda/BstEII, 2, 3, 4, 5 Y 6 amplificados 
de 1807 pb, a 1.5, 3.0, 4.5, 6.0, 7.5 Y 9.0 mM de MgCh, respectivamente. B: Análisis de productos de 
PCR para el fragmento 2 de PNPasaL\KH-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 MgCIz, respectivamente. 
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Figura 26. Análisis de los amplificados 1 y 2 de PNPasa&H-6xHis cortados con KpnI, BamHI y SmaI 
en geles de Agarosa al 1 y 2%. A: Carriles: 1. marcador de peso molecular LambdalBstElI, 2. 
fragmento PNPasailKHI-6xHis, 3. (*)fragmentoPNPasailKHl-6xHis/KpnI-BarnHI de 1584 pb. B: 
Carriles: 1. PNPasailKH2-6xHis, 2. (*)PNPasailKH2-6xHis/KpnI-SmaT de 307 pb, 3. escalera de 25 
JOb. 
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Figura 27. Geles analíticos de Agarosa al 1% con el ADN de los plásmidos candidato a pEJ02 y pEJ03. A: 
Carriles: 1. y 10. marcador de peso molecular LambdalBstEII; 2. pEJ02gl/BamHI-Sma!; 3, pEJ02gl; 4, S' ;¡; 
pEJ02g2/BamHI-SmaI; 5. pEJ02g2; 6. pEJ03gI/BamBJ.·SmaI; 7. pEJ03gJ; 8. pEJOllBamHJ-Smal; 9. E. 
pEJ03. B: Carriles: 1. y 10. marcador de peso molecular Lambda/BstEII; 2. pEJ02e/BamHI-SmaI; 3. ~ 
pEJ02e; 4. pEJ03g2/BamHI-Smal; 5, pEJ03g2; 6. pEJ03c/BamHI-·SmaI; 7, pEJ03e; 8. pEJOl/BamHI­
Sma!; 9. pEJOJ. Pesos esperados', pEJOJ: 4887 pb Y J934 pb, pEJ02: 4887 pb Y 1934 pb, pEJ03: 4887 pb Y 

1856 pb. 
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Figura 28. Análisis de los plásmidos candidato a pEJ04 cortados con KpnI en geles de Agarosa al 
1 %, para identificar las clonas positivas de LlKH. A: Carriles 1. y 10. marcador de peso molecular 
LambdalBsteII; 2. candidato 5/KpnI; 3. candidato 5; 4. candidato 4/KpnI; 5. candidato 4; 6. candidato 
llKpnI; 7. candidato 1; 8. candidato 7lKpnI; 9. candidato 7. B: Carril 1 marcador de peso molecular 
LambdalBsteII; 2. candidato 101KpnI; 3. candidato 10. Peso esperado para pEJ04 6782 pb. 
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Figura 30. Prueba bioquímica para evaluar el funcionamiento del gen represor Laclq en los 
candidatos pEJOl. Caja de MacConkey con cultivos de 16 horas a 37°C: Sectores: 1, Cepa N99 
candidato lO(laclq +); 2, Cepa N99 candidato 12(laclq+); 3, Cepa N99 candidato 2(laclq-); 4, Cepa 
N99 pQE70(laqlq-). 
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Figura 31. A: PAGE-SDS al 10% teñido con azul Coomassie con los extractos crudos de las proteínas 
solubles PNPasa-6xHis (78.10 kDa), PNPasa71-6xHis (78.16 kDa) y PNPasai\SI-6xHis (75.47 kDa) 
y PNPasai\KH-6xHis (76.52 kDa) en DH5a, (-): control negativo N99pnpTn5. MW: Marcador de 
peso molecular. B: Ensayo de polimerización de ADP. Gel nativo de Poliacrilamida al 7.5%, teñido 
con naranja de acridina. Extractos crudos de las proteínas en DH5a. Control negativo: N99pnpTn5; 
proteínas PNPasa-6xHis, PNPasa .. 71-6xHis, PNPasaL\SI-6xHis y PNPasai\KH-6xHis. 
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Figura 32. Ensayo de polimerización de ADP. Gel nativo de Poliacrilamida al 7.5% teñido con naranja 
de acridina. Extractos crudos de las proteínas candidatos PNPasaL'J.KH-6xHis en cepas DH5a. 
Candidatos 1,4,5 Y control negativo N99pnpTnS. 
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Figura 33. Análisis de los plásmidos pEJO 1, pEJ04 y pEJOS mediante el corte con las enzimas KpnI y 
BamHI en geles de Agarosa al 1%. A: Carriles: 1. y 8. marcador de peso molecular; 2. pElO!; 3. 
pEJOl/Kpnl; 4. pEJOl/BarnHI; 5. pEJ04; 6. pEJ04/KpnI; 7. pEJ04/Bamill. B: Carriles: 1. y 8. marcador 
de peso molecular; 2. pEJ05; 3. pEJ05/KpnI; 4. pEJ05/BarnHI; 5. pEJ04(* 1) sin corte; 6. 
pEJ04(*2)/KpnI de 6782 pb; 7. pEJ04(*3)/BamHI de 6782 pb. 
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Figura 34. Geles analíticos PAGE-SDS al 10% de ensayos "tipo trampa" para PNPasa-6xHis teñido cun 
azul Coomassie de las proteínas solubles totales de DH5a conteniendo PNPasa-6xHis, PNPasa71-
6xHis, PNPasa,1S1-6xHis y PNPasa,1KH-6xHis. Carriles: MW: marcador de peso molecular; 
FT(proteínas no unidas), W(lavado), E(elución con Imidazol). A: PNPasa-6xHis, PNPasa71 -6xHis y 
N99pnp::Tn5. H: PNPasa,1S1-6xHis y PNPasa,1KH-6xHis. 
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Figura 35. Ensayo de autoregulación de una fusión pnp::lacZ por las proteínas PNPasa construidas en la 
cepa GF5322 recA::TnlO. 1. PNPasa en pCJ11, 2. L'.PNpasa en pQE70, 3. PNPasa-6xHis en pEJO!, 4. 
PN'Pasa71-6xHis en pEJ02, 5. PNPasaL\Sl-6xHis en pEJ03, 6. PNPasaL'.KH en pEJ04, 7. PNPasa 
PNPasaL'.KH4b-6xHis en pEJ05, 8. L'.PNPasa 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 concentración 
de NaCI, antes de la elución de PNPasa-6xHis. Geles PAGE-SDS 10%. A: 3ug de proteínas totales. 
MW: marcador de peso molecular. FT: flow-through, W: Lavados con 50, 100, 150,200,250 Y 300 
mM de NaCI. B: 2ug de proteínas 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 NaCI. 
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Figura 37. Ensayos de "Trampa" para evaluar la mínima concentración de Imidazol necesaria para e[uir 
PNPasa-6xHis. Geles PAGE-SDS 10%. A: Extractos de N99pnp::Tn5 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 pEJO! 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. Westem Blot de los ensayos tipo "Trampa" con los extractos crudos de las proteínas solubles 
PNP(-) y PNPasa-6xHis en fondo N99::pnpTn5. Carriles: 3ug (3ug de proteínas totales), MW: 
marcador de peso molecular; FT(flow-through), W(lavado), E(elución). A: PAGE-SDS (10%) teñido 
con azul Coomassie. B: Westem Blot con anticuerpo anti PNPasa 
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Figura 39. Western Blot de los ensayos tipo "Trampa" con los extractos crudos de las proteínas solubles 
PNP(-) y PNPasa-6xHis en fondo N99::pnpTn5. Carriles: 3ug (3ug de proteínas totales), MW: 
marcador de peso molecular; FT(flow-through), W(lavado), E(elución). 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 los extractos crudos de las proteínas solubles 
PNP(-) y PNPasa-6xHis en fondo N99::pnpTn5. Carriles: 3ug (3ug de proteínas totales), MW: 
marcador de peso molecular; FT(flow-through), W(1avado), E(elución). A: Western Blot con anticuerpo 
anti Enolasa. 
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S.DISCUSIÓN 

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

Sistema Monoplasmídico. 

La utilización del programa Vector NTl versión v5.03 fue parte fundamental 

en la construcción de los vectores de expresión La utllIzación de este programa 

ayudó en el diseño de los vectores de expresión para establecer los sitIOS de corte 

para la enzima adecuada en cada una de las construcciones hechas. Este programa 

fue de utilidad en el diseño y estabíeclmiento de las características fisicoquírrucas de 

los oligonuc1eótldos necesarios para las reacciones de PCR. Con este programa se 

pudo sImular cada paso de las construcciones de manera que el trabajo experimental 

se desarrolló con una idea mas clara y segura Así mismo, esta herramienta ayudó a 

diseñar los vectores más rápido y con la certeza de que los resultados obtenidos 

fueron lo más cercano a la reaMad. 

En cuanto al trabajo experimental, se hicieron seis reacciones de PCR pa.ra 

amplificar el gen de PNPasa-6xHis en las que se varió la concentración de MgCI,. 

La temperatura de alineamiento adecuada a las características fisicoquímicas del par 

de iniciadores fue de 52° C. La reacción en la que se obtuvo una mayor cantidad de 

producto fue 3 mM de MgCI" como se observa en el carril 3 de la figura 17 A. Sin 

embargo, con todas las condiclOnes de MgCI2 analizadas hubo una buena cantidad 

de producto de amplificación. Los productos de amplificación en todas las 

reaCCIOnes son del tamaño esperado de 2171 pb. Para realizar la amplificación por 

PCR, los iniciadores incluyeron algunos cambios importantes: el iniciador sentido 

sustituyó el sitio de inicio de la traducción TTO-met reportado para el cistrón de 

PNPasa (Grunber-Manago, 1999) por el triplete ATO-met. Este cambio se realizó 

para asegurar el imcio de la traducción óptimo en la construcción. Simultáneamente 

se incluyó el sitio de restricción para la enzima SphI en el extremo 5'. Con el 

iniciador antisentido se incluyeron 6 codones que codifican para 6 histidinas (6xHis) 
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al final del gen. Estas 6 hlstIdinas penmtleron que la proteína se retuviera en una 

matnz de Agarosa-Níquel para purificarla. Después de los 6 codones de hlSl1dmas se 

incluyó el sitio de término de la traducción TTA, esto sigmfica que se recorrió el 

sItio de término 6 codones. También se mcluyó el SltlO de restricción para la enZlma 

BamHI después de TTA. Estos sitios se incluyeron para poder clonar cl producto de 

amphficación en el vector recIpiente. 

Como vector recipiente se eligió el vector pQE70 de la empresa QIAGEN 

Ine. Se trata de un vector diseñado especialmente para clonación y expresión de 

genes Sus pnnclpales caracteristlcas son tener el promotor fuerte del fago T5 

induclble optimizado Este promotor es reconocido por la ARN pohmerasa de E. 

coli y tiene dos secuencias del operador lac para la umón del represor laclq, un sitio 

de unión ribosomal sintético RBS II para altos niveles traducclOnales y sillOS 

múltiples de clonaclón y codones de tenninación traduccionaL El vector contiene 

tamblén dos tennmadores transcripclOnales fuertes: el lO del fago Lambda y el TI 

del operón rrnB de E. coli. Para su selección tiene el gen de ~lactamasa que le 

confiere resistencla ampicilina y el origen de replicación calEI para su 

multiplicación en la bacteria. El gen de PNPasa-6xHis se insertó entre los sitios Sphl 

y BamHI del plásmldo pQE70 asegurando su expreslón por que antes del sltio de 

micio de la traducción ATO-met, le precedió el sitio de unión ribosomal y el 

promotor fuerte inducible del vector. Así mismo, además de su propio tenninador t2 

que se incluyó cuando se amplificó por PCR el gen pnp, existen dos tenninadores 

fuertes que aseguran el ténnino de su transcripción. Fmalmente el gen de resistencia 

ampicilina asegura la selección de las bacterias transfonnadas. 

Durante la construcclón, el gen de f3-lactamasa tuvo una función adiclOuaL El 

vector pQE70 se cortó en dos pasos con las enzimas BglI-Sphl y BglI-Bamill 

(Figura 9). La razón de esta operación fue que en pQE70 los sitios SphI y BarnHI 

donde se iba a clonar están muy cerca (solamente a 4 pb uno de otro). Para poder 

cortar en un sitio de restricción situado en el extremo de una molécula de ADN, las 

enzimas necesitan de una secuencia mínima de nucleótidos para a..l1clarse y cort..ar. Al 
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cortar una de las enzimas7 ésta no dejaría nucleótldos suficientes para el anclaje de la 

segunda enZ1ma y no se .llevaría a cabo un segundo corte. Por esta sltuaclón se 

hiCIeron los cortes por sep~rado. Primero el vector se lineanzó con un corte por 

BglI, que interrumpe el gen de ~lactamasa, y el ADN se dlVldló en dos partes Una 

de ellas se cortó con SphI y la otra con BamHI. Así se aseguró tener hstos los sitios 

complementarios a los sItios del amplificado. Al llevar a cabo la hgación de los tres 

fragmentos, se generó el plásmido plntermediario En éste se reconstruyó el gen de 

~lactamasa (ver Figura 9), esto se confirmó por la capacidad de las cepas 

transformadas con plntermediario de crecer en un medio con ampicilina. 

La expresión de PNPasa-6xHis debía ser induclble por IPTG en el SIstema 

dual, sin embargo, las cepas que contenían al vector plntennedIario no controlaban 

la expresión de la proteína PNPasa-6xHis Esto se observó cuando se hicieron 

ensayos comparativos antes y después de inducir la expresIón de proteínas. En estos 

ensayos se observó que aún sm mducción por IPTG la expresión de la proteína era 

abundante y no había diferencia antes y después de mducir, como lo muestra la 

figura 20. El promotor fuerte mduclble presente en pIntermediario neceSIta de la 

proteína represora iaclq presente en el plásmido pREP4 para controlar los niveles de 

expresión. Una posible explicaCIón para la falta de regulación es que la proteína 

represora no fUl'lcione adecuadamente. Para saberlo se reaiizó una prueba indirecta 

en la que se evaluó la funcionalIdad del gen LacIq presente en el plásmido pREP4. 

La prueba se detalló en la sección de resultados 6.2.4., esta prueba indicó que la 

proteína sí funcionaba correctamente. Otra posible razón de la falta de regulación 

sería una diferencia considerable entre el número de copias del vector con el gen de 

PNPasa-6xHis respecto al vector que expresa el gen para la proteína represora laclq. 

Probablemente esto se deba a que pIntennediario es un vector de alta copia debido a 

su origen de replicación calEl y pREP4 es un plásmido de mediana COpla con un 

origen de replicaciónp15A. Una proporción desigual de los vectores ocasionaría que 

la proteína represora laclq fuera insufiCIente para controlar la expresión de la 

proteína PNPasa-6xHis. Lo adecuado es tener en un solo vector tanto al promotor 
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corno al gen codificante para la proteína represora. El siguIente paso consistió en 

clonar en el plntennediario el gen que codifica para la proteína represora laclq 

(Figura 11). En la construcción del plásmido final pEJO I se empleó el 

plntermediario lmearizado con XbaI y un fragmento procedente de pREP4 que 

contiene el gen codificante para la proteína represora laclq Para identificar al 

plásmido correcto se hizo un corte con la enzima ApaI que lmearizó a los plásmldos 

mostrados en las figuras 21 B, 22A Y B Se utilIzó la enzima Apal ya que no está 

presente en pQE70 y por lo tanto tampoco en plntennedIario, SlO embargo se 

encuentra en el fragmento laclq que se insertó en plntennediario, es decir que la 

construccIón final de pEJ01 debe contener un SIlla Apa! (FIgura 12A). Al mismo 

tIempo se identificó el fragmento LacIq insertado. Al hacer los extremos parejos en 

los componentes de pEJO 1, el fragmento Laclq recIén clonado tenía la posibIlidad de 

insertarse en dos orientaciones. Para identificar la orientación del inserto se cortó 

con la enzIma SphI 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 

correspondería a una OrIentaCIón del inserto en el mismo sentIdo que el inserto de 

pnp-6xHis, como se muestra en el esquema de pEJO I de la figura 12A 

Al realizar los ensayos de expresión de proteínas los resultados mostraron que 

persistía el fenómeno de expresión constitutiva sin inducción por IPTG de PNPasa-

6xHls a pesar de tener en un mismo vector el gen que codifica para la proteína 

represora LacIq. Estos ensayos se muestran en la figura 29 En este caso también se 

probó la funcionalidad de la proteína represora Laclq. Los resultados mdicaron que 

Laclq también es fuLlcional en los cadidatos pEJO 1 (Figura 30). Para explicar este 

resultado es posible decir que aún cuando la proteína Laclq sea funCIOnal para 

reprimir la expresión del operón lac cromosomal, ésta no se produzca en los niveles 

necesarios para un operón multicopia. Esto podría deberse a que la PNPasa-6xHis 

tenga una mayor afinidad por el ARNm de la proteína Laclq y degrade una parte 

antes de llevarse a cabo la traducción. Otra posibilIdad es que PNPasa-6xHIs se una 

a una pequeña cantidad de ARNm de LacIq de ma.lera que impIda la traducción. 
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TambIén es posible que Laclq no se una lo suficientemente fuerte al operador lac 

presente en nuestro vector y la represión sea insuflcIente. 

8.2. PNPasa-6xHis es Capaz de Autoregular Eficientemente la Expresión de 

PNPasa. 

Para probar que PNPasa-6xHis es capaz de autorregular en trans el gen de 

PNPasa silvestre se empleó la cepa de E. coli GF5322recA:'TnIO que contIene una 

proteína de nlSlón reportadorapnp::/acZ contenida en un profago lambda (Rober-Le 

Meur el al, 1992). La cepa GF5322recA :TnlO fue transformada con el plásmido 

pEJO 1, que tIene el gen codificante para la proteína PNPasa-6xHis. Las cepas 

transformadas se hIcieron crecer en medIo MacConkey con lactosa y amplCilina por 

22 horas a 30° C. La coloración menos intensa de las colonias que portan pEJO 1 en 

comparación con las colomas que portan pQE70 a las 22 y 40 horas de incubación 

que se muestran en la figura 35, sugiere que la proteína PNPasa-6xHis es capaz de 

autorregular postranscripclOnalmente la expresión de PNPasa silvestre a partir de 

una copla cromosómlCa. 

8.3. El Sistema Monopiasmídico Expresa Eficientemente las Enzimas Mutantes. 

Para construir la proteína PNPasa 7l-6xHis también se hiCIeron reacciones de 

PCR a partir del gen de pnp-71 contenido en el plásmido peAS21. En estas 

reacciones se utilizaron los mismos iniciadores usados para la proteína PNPasa-

6xHis. Esto se pudo hacer ya que la mutación 71 se encuentra en el residuo 570 del 

gen de pnp, por eso cuando se amplifica con los iniciadores mencionados, el 

producto amplificado incluye la mutación. Estas reacciones se realizaron a las 

mismas condiciones que para la reacción original. Los resultados obtenidos fueron 

satisfactorios ya que el producto fue de 2171 pb como se esperaba y en una cantidad 

suficiente a pesar de que la reacción se hizo a partir de una coloma bactenana. 
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Aunque la reacción se realizó a partir de todo el ADN extraído de una colonia 

bacteriana, no se observó la fannacIón de productos de reaCCIón inespecíficos El 

producto de amplificación se cortó con las enzImas Smal y BamHl para poder 

ligarlo al vector recIpiente pEJO 1 cortado con BamHI-SmaL La razón por la que se 

utilizó esta estrategIa de clonación es para mantener intacto el SItiO +1 de traducción 

del gen. Además el plásmido recipiente pEJOI tiene dos SItios de restricción para la 

enzima SphI, esto tiene como consecuencia hacer una restriccIón parcial de pEJO I 

para después identificar el fragmento útiL Por otro lado al reducir el tamaño del 

inserto amplificado por PCR se evita alguna mutación generada durante la 

amplificación. pEJO 1 tiene un sitio único Smal que penmte suslItuir el fragmento 

pEJOllSmal-BamHI de 1934 pb por el fragmento amplificado y restrmgido 

PNPasa71-6xHis/Sma!-BamHl de 1934 pb entre el sItio Sma! y el sitio BarnHl De 

esta manera se onginó el plásmido pEJ02. 

En la construcclón de PNPasaliS 1-6xHis se utilIzó una reacción de PCR con 

los mismos inciadores mencionados. En este caso los imcIadores también fueron 

úllles ya que la mutación se encuentra en la parte interna del gen. Las condiciones de 

reacción fueron las mismas que para PNPasa-6xHis y la amplificación se realizó a 

partir del plásmido pCJlI ilS I proporcionado por la Dra. R. Ma. Bennúdez C. Los 

productos de amplificación fueron de 2093 pb, en una cantidad suficiente y sin 

bllndas inespecíficas, esto se muestra en la figura 24A. El producto amplificado se 

restringió con las enzimas BamHl y Smal c!onándose en pEJOI cortado con BamHl­

Sma! y generándose el plásmido pEJ03. La mutación ilSI elimina 75 nuc!eótidos 

que codifican para los aminoácidos í O al 35 (TGK VTR IVD FGA FV A 100 GKE 

GL V Hl) del dominio S I de PNPasa. En este dominio la mutación elimina un 80% 

de la primera cadena beta, el 100% de la segunda y tercera cadenas beta del dominio 

así como el principio de una pequeña hélice a después de la tercera cadena beta 

(Bycroft et al, 1997). En esta porción de aminoácidos eliminados destacan los 

residuos altamente conservados: Gly-Il, Val-13, Gly-20, Val-23 y Gly-31 que 

forman el centro hidrofóbico del dominio S 1. El residuo Val-13 es el más 
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conservado en los dominios S l conocidos y sólo algunas veces es reemplazado por 

isoleucma. Val-13 se encuentra muy cerca de la Gly-II, Gly-53 Y es posible que 

juntos formen un sitio estructuralmente fuerte en el dominio. Entre los ammoácidos 

elrminados tenemos otros que no son altamente conservados pero müchos dominios 

SI los contienen, éstos son Phe-19, Phe-22 e His-34. Estos resIduos se encuentran 

cerca entre sí en la parte superficial del dominio junto con los residuos Asp-64 y 

Arg-68. Esta región es un buen candIdato para ser el sitIO de unión al ARN (Bycroft 

el al, 1997). 

Con esta elIminación en el dominio S I es posIble que la proteína resultante 

sea defectuosa en la unión a ARN por carecer de tres de los cinco arnmoácidos 

superficiales que se cree que están involucrados en la unión del ARN (Phe-19, Phe-

22, His-34, Asp-64 y Arg-68). La razón de que algunos aminoácidos estén altamente 

conservados puede ser que la función de estos sea muy importante. Se ha propuesto 

que los aminoácidos del dominio S I que están altamente conservados son 

importantes en la región de unión a ARN. Para saber si se ha perdido la función de 

unir ARN de la proteína, es interesante probar la capacIdad de PNPasaLlS 1-6xHis de 

unir ARN. 

Para construir la proteína mutante PNPasaLlKH-6xHis primero se reahzó un 

anáiisls del dommio KH haciendo una similitud con el dominio KH # 6 de la 

Vigilina (Musco el al, 1996). Para Conocer la estructura tridimensional del dominio 

se usaron los programas Ras-Mol y Cn3D 25. Se han encontrado dominios KH en 

varias proteínas cuya función se relaciona con el ARN. En estas proteínas existen 

secuencias de aminoácidos altamente conservadas. La secueücia de aminoácidos que 

forma la tercera hélice alfa del domino KH # 6 en la V Igilina y que estabiliza su 

centro hidrofóbico es una de las secuencias mas conservadas, probablemente esto se 

debe a que su función es muy importante y/o indispensable en el funcionamiento de 

las mismas. En base al análisis anterior se decidió eliminar la tercera hélice alfa 

desprotegiendo el centro hidrofóbico del dominio. Al tener una mutación así, se 

pretende evaluar la importancia del dominio KI! en PNPasa. La constmcción de 
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PNPasal1KH-6xHis se realIzó de manera que se pudIera elImmar la tercera hélice a 

que protege el centro hidrofóbico del domimo La eliminacIón se hIZO por medio de 

la reacción de PCR. Como iniciadores se utilIzaron los que ya se tenían dIseñados 

para amplificai todo el gen pnp-óxHis y se dlseñaron otros InICIadores mternos para 

realizar la eliminación. Al mismo tiempo se generó un sitIO de restncción KpnI. En 

esta construcción se elIminaron 13 aminoácidos (EKE KHA IRR lEE 1) que 

confonnan la tercera hélIce alfa en el dominio KH y protegen su centro hidrofóbico. 

La amplificación se realIzó en dos partes a partir del plásmido pEJO 1. Los 

nuevos iniciadores diseñados mcluyeron 2 mutaciones sIlencIOsas que pennitieron 

generar el sItio único de restricción para la enzima Kpnl Estas mutacIOnes fueron el 

cambio de una C por una T en el nucleótIdo 4218 y el cambIO de una T por una C en 

el nucleótido 2460 de la secuencia de pEJO 1. La razón de incluir el sitio de 

restricc¡ón Kpnl es para detectar la mutación en los productos resultantes. Además 

aJ mcluir este sitio es posible restaurar la elimmación y/o sustituir la porción 

eliminada por secuencias relacionadas para investigacIOnes posteriores. Los 

aminoácidos eliminados que forman la tercera hélice u, se encuentran altamente 

conservados en diferentes dominios KH y son importantes para la estabihdad del 

dominio ya que protegen la superfície hidrofóbica de las cadenas beta (Musco el al, 

1996). 

Como se mencionó antes la construcción se reahzó en dos partes. En la 

primera parte se amplificó un fragmento de 1807 pb que imcia con un sitio de 

restricción SphI y finaliza con un sitio de restricción KpnI. En la segunda parte se 

amplificó un fragmento de 308 pb que inicia con un sitio de restricción KpnJ y 

finaJiza en un sitio BamBI. En la amplificación de ambos productos se evaluaron las 

concentraciones de MgCl2 y la mejor en ambos casos fue de 3 mM como lo muestra 

la figura 18. En ninguna de las reacciones se generaron bandas inespecíficas. Para 

llevar a cabo la ligación de los fragmentos amplificados en el vector pEJO 1 cortado 

con BamH!-SmaJ, se restringió el primer fragmento con las enzImas Sma! y KpnI, el 

segundo fragmento con las enzimas Kpnl y BamHI. Los fragmentos restrmgidos se 



DiscusIón 110 

hgaron Con el vector recipiente pEJO 1 cortado con BamHl-SmaI generándose el 

plásmido pEJ04. La razón por la que se cortó con Sma! en lugar de Sph! es para 

dejar mtacto el sitio + 1 de traducción y para redUCIr las probabilidades de mcluir 

mutaciones generadas durante la reacción de PCR. Por otra pa.rte era convemente no 

usar el sitIO SphI ya que en el vector reCIpiente existen dos sitios de restricción para 

SphT que dificultarían la construcción, como se explicó en la construcción de 

PNPasa71-6xHis. 

8.4. La Expresión de las Enzimas Mutanles no es Inducida por I.PTG. 

Todas las proteínas constrmdas son expresadas en el sistema 

monoplasmídico, las construcciones son PNPasa-6xHis (sIlvestre), PNPasa71-6xHIS 

(mutante 71), PNPasa1>SI-6xHIS (mutante "SI) y PNPasaóKH-6xHis (mutante 

"!eH) La proteína silvestre, mutante 71 y mutante "!eH tiene un corrimIento 

electroforético similar en PAGE-SDS como se observa en la figura 31A. La mutante 

"5 j muestra un corrimiento electroforético diferente al de las otras proteínas, se 

aCerca más al corrimiento del marcador de peso molecular de 68 kDa. Cabe 

mencionar las proteínas se expresan aún sin haber inducido con IPTG (resultados no 

mostrados), esto Se debe a que no hay represión de la expresión de las PNPasas por 

lacIq, a pesar de que se observó que el gen del producto represor lacIq es funcional. 

8.5. La Presencia de Seis Residuos de Histidina no Inhibe la Polimerización de 

ADP. 

Respecto a la actividad enzimática de las proteínas construidas, se probó su 

capacidad de polimerizar ADP. En la proteína silvestre (pNPasa-6xHis) la inserción 

de 6 histidinas al final del gen no afectó 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 afectó la actividad de polimerización de ADP al 
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mcluir 6 histldinas al final del gen y el corrimiento electroforético se ve retrasado 

como se esperaba por observaclOnes antenores (García-Mena, 1999) 

Al evaluar la actividad de polimerización de ADP de la mutante "SI se 

observó que la inclusión de 6 histldinas al final del gen tampoco afecta la actl'/ldad 

de polimerización. De igual manera la eliminación de 25 ammoácidos que forman el 

centro hidrofóbico del domimo tampoco afecta la actIvIdad de polimenzaclón de 

ADP. Sin embargo el corrimiento electroforético se ve afectado en geles no 

desnaturalizantes. En este caso se observa un adelanto muy marcado respecto al 

comportamiento de la proteína silvestre que contrasta con el de la mutante 71 Por 

esta razón puede sugerirse que un dominio S 1 intacto es necesario para establecer 

las mteracciones protéicas de las subumdades a. Esto sugiere que la sola presencia 

del dominio KH no es suficiente. También puede decirse que la porción eliminada 

en el dominio S 1 no tiene una función importante en la activIdad de polimerización 

deADP. 

En la evaluación de la actividad de polimerización de ADP de la mutante 

f1.'ZH, se observó que las 6 histidinas al final del gen no interfieren con esta actividad 

enzimática. La eiiminación de la tercera hélice alfa en el dominio KH tampoco 

participa directamente en la actividad de polimerizar ribonucleótidos difosfatados. 

Como se esperab~ el corrimiento eiecrroforético se ve retrasado como en la mutante 

71. 

En cuanto a la mutrrnte encontrada durante la construcción de la proteína 

PNPasafú(-6xHis, en la evaluación de la actiVidad de polimerización de ADP se 

observó la fonnación de 4 bandas bien definidas. Esto se puede observar en el figura 

32. A esta proteína se llamó PNPasa&C -6xHis4bandas. La posible razón de la 

presencia de estas bandas puede ser la existencia de diferentes complejos 

polimerízantes en la cepa. La fonnación de estos complejos se debe a que se ha 

producido una especie diferente de PNPasa. Para que esto haya ocurrido es probable 

que durante la construcción de PNPasa&C-6xHls 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 mfonnación que se tiene del plásIDldo que expresa la mutación, es declf en el 

plásmido pEJOS Este plásmido tiene un peso molecular de cerca de 7272 pb según 

su corrimiento electroforético (Figura 33B). Este peso es mayor que el peso 

esperado para pEJ04 de 6728 pb (Figura 33A) indicando que la PNPasa de pEJOS 

podría tener aminoácidos adicionales. Otro dato que se tIene es que la proteína 

generada no tiene la capacidad de umrse a la matríz de agarosa-Níquel Esto podría 

deberse a que las 6 histidinas no estén accesIbles para detener a la proteína en la 

matriz. Para conocer el cambIO en la secuencia eS necesario efectuar un análisis 

restrlCcional y de secuenciación del fragmento clonado. 

8.6. Es Probable que los Dominios KH y SI Tengan uu Papel en la Agregación 

dePNPasa. 

Debido a que las proteínas mutantes 71, ¿\,SI, ¿\,KH y ¡\,KH-4bandas muestran 

un corrimIento electroforético diferente al de la proteína silvestre puede sugenrse 

que estos dominios participan en la agregación. Específicamente puede decirse que 

la modificaCIón del dominio S 1 evita la agregación, y el KH solo no puede 

promoverla, ya que el corrimiento electroforético del complejo polimerízante se 

adelanta considerablemente. En la mutación ¿\,S l el corrimiento electroforético se ve 

afectado en geles no desnaturalizantes. En ellos se observa un adelanto muy 

marcado respecto al comportamiento de la proteína silvestre y que contrasta con el 

de la mutante 71(figura 31B) Esto podría indicar que la agregación es promovida 

por el dominio S 1 ya que retirar una porCIón del dominio aparentemente provoca 

que las subunidades a de PNPasa no se agregen. En el caso del dominio KH puede 

decirse que una alteración provoca una mayor agregación como se puede observar 

en el retraso del corrimiento electroforético del complejo polimerízante (ver Figura 

31B y 32). La modificación en el dominio KH puede ser puntual (mutante 71) o de 

una porción mayor (la tercera hélice alfa en mutante ¿\,](H y mutación desconocida 

en ¿\'KH-4bandas). Nosotros proponemos que la causa del retraso del corrimiento 
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electroforético es una superagregaclón de las subumdades a de PNPasa De ser así 

sugenmos que un dommIO KH mtacto es necesarIO para estabIhzar las interaCCIOnes 

intennoleculares apropIadas entre las subumdades Q de PNPasa o evitar 

superagregación. Esto se hace eVIdente pOí que las dos mutaclOnes en las que se 

afectó el dommIO KH el corrimiento electroforético se altera de la misma manera. 

Una interpretación de estos resultados sería que se reqUlere de los dos domimos KH 

y S 1 para la agregación normal de las subunidades a de PNPasa. Si solamente el 

dommio S 1 está presente, entonces habría superagregación y su ausenCIa ocasionaría 

la no interacción de las subumdades Q Esto haría que el domimo KH fuera 

necesario para evitar la superagregación 

8.7. Las Enzimas Construidas, Excepto PNPasaLlSl-6xHis, son Retenidas en la 

Matriz de Agarosa-Níquel de los Ensayos Tipo "Trampa". 

En los ensayos de tlpO trampa las proteínas sllvestre y 71 se retlenen en la 

matriz de agarosa-Niquel 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 

identificación de los elementos que pudieran unirse a las proteínas por ensayos con 

anticuerpos como se ha indicado. Cobum y colaboradores han reportado ensayos de 

PNPasa con 6xHis el extremo carborilo en los que su enzima no es funcional 

después de ser retenida en la matríz (Cobum, 1998). 

En este trabajo se pensó que poner las histidinas en el extremo carboxilo 

permitIría que estuvieran accesibles a la resina y por ello la proteína sería retenida. 

De esta manera se trabajó con enzimas completas conteniendo la bandera de 

histidinas. Afortunadamente en nuestra construcción esto resultó correcto y esta 

bandera permite que la proteína se retenga en la matriz de N¡+2 -NTA, sugiriendo que 

el extremo amino con las 6 histidinas queda accesible para su retención en la resina. 

Las histidínas son expuestas en la conformación tridimensional de la proteína 
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La proteína LlS 1 no se retiene en la matriz de agarosa-Níquel como se observa 

en la figura 34B. Una razón podría ser que no se hubieran msertado las 6 histidmas 

al final del gen pero esto se descarta ya que los inicIadores que los incluyeron en la 

reaCCIón de peR, mcluyen mmedIatamente después el SitIO de ténnino de la 

tradUCCIón y el sitio de restricción BamHI Otra posibilidad más atractiva es que las 

6 histídmas mcluidas no estén accesibles en la superfIcie, es decir que se encuentren 

"secuestradas" en la enzima, ímpidwndo que se retenga en la matriz. 

La mutante L>KH si se retuvo en la matriz de agarosa-NíqueL Esto sugiere 

que para el caso de la eliminacIón en el dommio KH, la confonnación adoptada por 

la proteína no es tal que impida la exposición de las 6 histidinas para que estén 

acceSIbles y pueda retenerse en la matriz. 

8.8. Los Dominios KH y SI de PNPasa son Necesarios en la Autoregulación. 

De la misma manera que se realizó la prueba de autoregulaclón para la 

proteína PNPasa-6xHis se realizaron pruebas de autoregulación para las proteínas 

mutantes construidas. Se transformaron bacterias GF5322 recA::TnIO Ca+2
_ 

competentes con los plásmidos que contIenen los genes codificantes para las 

proteínas mutantes PNPasa71-6xHis, PNPasaLlSI-6xHis, PNPasaLlKH-6xHis y la 

proteína mutante PNPasaL>KH-6xHis mutante 4 bandas (PNPasaL>KH4bandas-

6xHis). Las colonias transformadas se purificaron y 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 proteínas mutantes 71" LlSl, ~K..q y 

L>KH-4bandas no autoregulan. Esto permite sugerir que los dominios S 1 Y KH son 

necesarios para una autorregulación eficiente. 
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8.9. PNPasa-6xHis se Retiene con Diferentes Concentraciones de NaO y se 

eluye con 200 mM de Imidazol en el Ensayo Tipo "Trampa". 

Con los ensayos para encontrar las concentraclOnes óptimas de NaCl e 

lmidazol se obsreva que las concentraclOnes de NaCl utl~lzadas desde 100 mM a 

300 mM no afectan la cantidad de PNPasa-6xHis retenida y eluida de la resma de 

agarosa. Los resultados de las pruebas para encontrar la concentración óptima de 

lmldazol a utilizar sugIeren, que una concentración de 200 mM de lmidazol es 

suficiente para eluir la mayoría de la proteína retenida por la agarosa 

8.10. RNasa E se Une a PNPasa-6xHis en las Condiciones Probadas. 

En los ensayos de mmunodetección usando las fraccIones colectadas en los 

ensayos tipo trampa, la PNPasa-6xHis puede detectarse con el anticuerpo anti 

PNPasa de conejo a una dilución de 1: 25 000. Así mIsmo es posIble detectar RNasa 

E, RhIB y Enolasa con íos respectivos anticuerpos diiUldos i: 25 000. Los ensayos 

con el anticuerpo anti RNasa E mostraron que esta proteína se eluye en las 

fracciones de las proteínas que no se unen a la resina y de lavado. Adicionalmente la 

Rl~asa E puede ser detectada en la fracción de elución de PNPasa-6xHls. Es 

probable que las condiciones utilizadas en el ensayo no sean las óptimas para que 

RNasa E se una a PNPasa-6xHis. Por ello es necesano variar las condIcIOnes del 

ensayo para encontrar las condiciones óptimas de unión. Cabe mencionar que con 

las condiciones probadas RNasa E no se une de manera mespecifica a la resma, esto 

se observa en la fracción eluida con Imidazol para la cepa pnp( -). Sugiriendo que es 

necesaria la unión de PNPasa-6xHis a la resina para que se una también RNasa E. 

Respecto a RhlB, los extractos ensayados con el anticuerpo de conejo anti-RhLB 

mostraron que RhIB se une a la resina por que está presente en igual cantidad en las 

tres fracciones de carga, lavado y elución Esto se concluye a partir de los ensayos 

en pnp-6xHls y pnp(-), ya que en ambos se observan bandas de la misma mtensidad, 
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es decIr, que la unión de RhIB a la resina es independiente de la unión de PNPasa-

6xHis, Esto no pennite saber SI RhIB se une a PNPasa-6xHIS, por lo que es 

necesario encontrar las condicIOnes óptimas del ensayo en las que RhlB no se una a 

la resina, Por lo que respecta a Enolasa, esta proteína está presente en una cantidad 

considerable en el lavado previo a la elución de PNPasa-6xHis, pero no puede 

observarse Enolasa en los eluatos de PNPasa-6xHis, Esto sugiere que Enolasa no se 

une a PNPasa-6xHis en nuestro ensayo, Está documentado que RNasa E organIza el 

Degradosoma (Vanzo el al, 1998) y por lo tanto se espera que RNasa E se una a 

PNPasa-6xHis en los ensayos de tipo trampa, Por eso es necesario encontrar las 

mejores condiciones de unión de RNasa E a PNPasa-6xHis,Una vez unida RNasa E 

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

Se desarrolló un sistema para estudiar interaciones protélCas en el Degradosoma 

de E. coli 

2. Se construyeron vectores de expresión de mediana copia que contienen los genes 

pnp-6xHIs, pnp 71-6xHis, pnp.JSI-6xHis y pnp&af-6xHis mutantes de E. coli con 6 

residuos de Histidina en el extremo carboxilo del gen. 

3. Se caracterizaron los vectores construidos con enzimas de restrIcción. 

4. La expresión de la proteína PNPasa-6xHis no se regula en el sistema de 2 

plásmldos y tampoco en el sistema monoplasmídico, a pesar de que el gen represor 

LacIq funciona adecuadamente. 

5. Las seis Histidinas incluidas al final de los genes pnp-6xHis, pnp71-6xHis, 

pnpLJSI-6xHis y pnp&af-6xHis no mterfieren con la actIvidad enzimátlca de 

polimerización de ADP in vitro de las proteínas PNPasa-6xHls, PNPasa-71, 

PNPasa-LlS 1 y PNPasa-LlK.H. 

6. La proteína PNPasa-6xHis es capaz de autorregular portranscripcionalmente la 

expresión de una PNPasa silvestre. Las proteínas PNPasa-71, PNPasa-LlSl y 

PNPasa-AKH no son capaces de autorregular de manera postranscripcional la 

expresión de una PNPasa silvestre. Los dominios S 1 Y K.H son necesarios para la 

autoregulación de PNPasa. 

7. Lns dommios SI y K.H son necesarios para la actividad de polimerización de 

ADP 
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8. Los dominIOs SI y lU-I controlan la agregaclón El dommIO S 1 favorece la 

agregacIón y el dOmInIO KH eVIta la agregacIón exceSIva en PNPasa 

9 Se ha mostrado que en nuestros ensayos tIpO "Trampa" RNasaE se une a PNPasa-

6xHis en pequeñas cantIdades. La Enolasa no se une a PNPasa-6xHIs y la RhIB se 

une a la resma en las condicIOnes probadas 

!O. El slstema diseñado permIte retener a las proteínas PNPasa-6xHIs, PNPasa71-

6xHIS y PNPasaMeH-6xHIS en una resma de Agarosa-Nt2 Aunque hay eVIdencia 

de retención específica de RNasa E con la PNPasa-6xHIs no está claro SI el 

Degradosoma de E. coli es retenrdo Junto con estas proteínas La proteína PNPasa­

"S 1 no se retiene por el sistema diseñado. 

11. Se aisló una nueva proteína mutante, PNPasaL\KH4bandas-6xHis, que es capaz 

de realizar la actividad enzimática de polimerizar ADP in vitro, en geles nativos de 

polracrilamida. Sin embargo, muestra 4 bandas de polimenzación diferentes. Esta 

proteína no es retenida en Agarosa-N¡+2, nI es capaz de autoregular 

postranscripcionalmente la expresión de una PNPasa silvestre 

12. Es posible realizar ensayos tipo "Trampa" para PNPasa-6xHIs con altas 

concentraciones de NaCl hasta de 300 mM. 
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