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   Shrimp	
  Alkaline	
  Phosphatase	
  

SDS-­‐PAGE	
   Electroforesis	
  en	
  gel	
  de	
  poliacrilamida	
  con	
  dodecilsulfato	
  de	
  sodio	
  

Sim	
   	
   Single-­‐Minded	
  Protein	
  

TAE	
   	
   Tris-­‐ácido	
  acético-­‐EDTA	
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  con	
  el	
  dominio	
  sensorial	
  Per-­‐ARNT-­‐Sim	
  y	
  dominios	
  de	
  respuesta	
  
histidina	
  quinasa	
  y	
  fosfatasa.	
  
	
  
	
  
Número	
  de	
  páginas:	
  97	
   Candidato	
  para	
  el	
  grado	
  de	
  Maestría	
  
	
   en	
  Ciencias	
  con	
  Orientación	
  en	
  	
  
	
   Microbiología	
  Aplicada	
  
	
  
Área	
  de	
  Estudio:	
  Ingeniería	
  Genética	
  
	
  
	
   	
   Propósito	
   y	
   Método	
   del	
   Estudio:	
   Los	
   organismos	
   monitorean	
   una	
   serie	
   de	
  
señales	
   internas	
   y	
   externas	
   para	
   ajustar	
   su	
   comportamiento	
   frente	
   a	
   diferentes	
  
entornos.	
   Las	
   proteínas	
   encargadas	
   de	
   la	
   transducción	
   de	
   señales	
   son	
   llamadas	
  
proteínas	
   sensoriales,	
   y	
   éstas	
   contienen	
  dominios	
   sensoriales	
   que	
   son	
   sensibles	
   a	
   las	
  
señales	
  tales	
  como	
  la	
  absorción	
  de	
  la	
  luz	
  o	
  la	
  unión	
  de	
  una	
  sustancia	
  química	
  o	
  ligando;	
  
y	
  dominios	
  de	
  respuesta	
  que	
  poseen	
  actividad	
  biológica.	
  

	
   	
   Algunas	
   proteínas	
   sensoriales	
   contienen	
   dominios	
   Per-­‐ARNT-­‐Sim	
   (PAS),	
   estos	
  
dominios	
   son	
   relativamente	
   pequeños,	
   de	
   aproximadamente	
   110	
   aminoácidos	
   y	
   han	
  
sido	
  reportados	
  en	
  todos	
  los	
  reinos	
  de	
  la	
  vida.	
  	
  En	
  proteínas,	
  un	
  dominio	
  se	
  caracteriza	
  
por	
  una	
  secuencia	
  de	
  aminoácidos	
  específica,	
   sin	
  embargo,	
   los	
  dominios	
  PAS	
  difieren	
  
de	
   esta	
   definición,	
   pero	
   sí	
   se	
   caracterizan	
   por	
   poseer	
   una	
   estructura	
   definida	
   que	
  
consta	
   de	
   cinco	
   plegamientos	
   beta	
   antiparalelos	
   flanqueados	
   por	
   varias	
   alfa	
   hélices	
  
cuya	
  estructura	
  les	
  permite	
  detectar	
  cambios	
  físicos	
  y	
  químicos.	
  Estos	
  dominios	
  pueden	
  
activar	
   diferentes	
   dominios	
   de	
   respuesta,	
   que	
   en	
   bacterias	
   incluyen	
   a	
   fosfatasa	
   e	
  
histidina	
  quinasa.	
  	
  

Se	
   planteó	
   la	
   siguiente	
   hipótesis:	
   El	
   dominio	
   Per-­‐ARNT-­‐Sim	
   (PAS)	
   de	
   RsbP	
   es	
  
capaz	
  de	
  	
  interactuar	
  con	
  distintos	
  dominios	
  de	
  respuesta,	
  ya	
  sea	
  fosfatasa	
  o	
  histidina	
  
quinasa	
  formando	
  estructuras	
  cuaternarias	
  definidas.	
  El	
  objetivo	
  general	
  es:	
  Establecer	
  
la	
   relación	
   estructura-­‐función	
   de	
   dominios	
   PAS	
   bacterianos	
   determinando	
  
interacciones	
  específicas	
  con	
  distintos	
  dominios	
  de	
  respuesta.	
  La	
  metodología	
   incluye	
  
las	
  técnicas	
  de	
  clonación	
  tradicionales,	
  expresión	
  y	
  purificación	
  de	
  proteínas	
  por	
  medio	
  
de	
  cromatografía	
  por	
  afinidad	
  y	
  por	
   intercambio	
  aniónico	
  y	
   finalmente	
  el	
  estudio	
  del	
  
estado	
  oligomérico	
  por	
  medio	
  de	
  cromatografía	
  de	
  exclusión.	
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Contribuciones	
   y	
   Conclusiones:	
   en	
   el	
   presente	
   estudio	
   se	
   expresó,	
   purificó	
   y	
  
caracterizó	
  el	
  dominio	
  sensorial	
  PAS	
  de	
  RsbP	
  (RsbP-­‐PAS)	
  y	
  la	
  proteína	
  completa	
  RsbP	
  de	
  
B.	
  subtilis.	
  Estas	
  proteínas	
  se	
  expresaron	
  y	
  purificaron	
  utilizando	
  la	
  proteína	
  glutatión	
  S-­‐
transferasa	
   (GST)	
   como	
  proteína	
  de	
   fusión.	
  Mediante	
   cromatografía	
  de	
  exclusión	
  por	
  
tamaño	
   se	
   determinó	
   la	
   estructura	
   cuaternaria	
   del	
   dominio	
   sensorial	
   PAS	
   de	
   RsbP	
  
siendo	
  un	
  monómero	
  y	
  la	
  proteína	
  completa	
  RsbP	
  como	
  tetrámero.	
  	
  

	
   	
   Además	
   en	
   este	
   estudio	
   se	
   llevó	
   a	
   cabo	
   la	
   construcción	
   de	
   dos	
   proteínas	
  
quiméricas	
   de	
   RsbP.	
   La	
   primera	
   esta	
   compuesta	
   de	
   la	
   siguiente	
  manera,	
   (RsbP-­‐PAS)	
  
como	
   domino	
   sensorial,	
   bucle	
   enrollado,	
   el	
   cual	
   conecta	
   al	
   domino	
   sensorial	
   con	
   el	
  
dominio	
  de	
  respuesta,	
  e	
  histidina	
  quinasa	
  (PAS-­‐HPK)	
  como	
  dominio	
  de	
  respuesta;	
  y	
   la	
  
segunda,	
   (RsbP-­‐PAS)	
   como	
  domino	
   sensorial,	
   el	
   primer	
   dominio	
   PAS	
   del	
   fitocromo	
  A	
  
que	
   conecta	
   ambos	
   dominios	
   y	
   fosfatasa	
   como	
   dominio	
   de	
   respuesta	
   (PAS-­‐PASalt-­‐
PPM).	
  Estas	
  proteínas	
  se	
  expresaron	
  utilizando	
  la	
  proteína	
  glutatión	
  S-­‐transferasa	
  como	
  
proteína	
  de	
  fusión	
  la	
  cual	
  permite	
  la	
  purificación	
  por	
  afinidad.	
  En	
  el	
  caso	
  de	
  PAS-­‐HPK	
  se	
  
obtuvo	
   suficiente	
  proteína	
   soluble,	
   sin	
  embargo,	
  PAS-­‐PASalt-­‐HPK	
  mostró	
   la	
  presencia	
  
de	
   cuerpos	
   de	
   inclusión	
   los	
   cuales	
   disminuyen	
   el	
   rendimiento	
   de	
   proteína	
   soluble	
   y	
  
dificultan	
  su	
  purificación.	
  	
  

	
   	
   Es	
  importante	
  señalar	
  que	
  en	
  estudios	
  posteriores	
  se	
  mejorará	
  la	
  obtención	
  de	
  
proteína	
   soluble	
   de	
   las	
   proteínas	
   quiméricas,	
   para	
   mejorar	
   sus	
   rendimientos	
   de	
  
purificación	
  y	
  su	
  caracterización	
  y	
  de	
  esta	
  manera	
  conocer	
  el	
  estado	
  oligomérico	
  que	
  
éstas	
  presentan;	
  para	
  corroborar	
  la	
  teoría	
  que	
  el	
  dominio	
  PAS	
  puede	
  activar	
  diferentes	
  
dominios	
  de	
  respuesta	
  ya	
  sea	
  con	
  la	
  presencia	
  del	
  bucle	
  enrollado	
  y/o	
  la	
  presencia	
  de	
  
dominios	
  PAS	
  alternos;	
  y	
  posteriormente	
  determinar	
   los	
  mecanismos	
  de	
  transducción	
  
de	
  señales	
  que	
  estos	
  dominios	
  presentan.	
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CAPÍTULO	
  1	
  
	
  

	
  

1. INTRODUCCIÓN	
  
	
  

	
   	
   Los	
  organismos	
  perciben	
  una	
  serie	
  de	
  señales	
  internas	
  y	
  externas	
  para	
  adaptar	
  

su	
  comportamiento	
   frente	
  a	
  diferentes	
  entornos.	
  Los	
  organismos	
  procariotas,	
  poseen	
  

sofisticadas	
  redes	
  de	
  transducción	
  de	
  señales	
  que	
  contienen	
  receptores	
  especializados	
  

que	
  interactúan	
  directamente	
  con	
  las	
  señales	
  ambientales(1).	
  Las	
  proteínas	
  encargadas	
  

de	
   la	
   transducción	
   de	
   señales	
   son	
   llamadas	
   proteínas	
   sensoriales,	
   y	
   éstas	
   contienen	
  

dominios	
  sensoriales	
  (input)	
  que	
  son	
  sensibles	
  a	
  las	
  señales	
  tales	
  como	
  la	
  absorción	
  de	
  

la	
  luz	
  o	
  la	
  unión	
  de	
  una	
  sustancia	
  química	
  o	
  ligando;	
  y	
  dominios	
  de	
  respuesta	
  (output)	
  

que	
  poseen	
  actividad	
  biológica,	
  tal	
  como	
  actividad	
  enzimática	
  o	
  de	
  unión	
  al	
  DNA(2),	
  (3).	
  

	
   	
   	
  

	
   	
   Algunas	
  proteínas	
  sensoriales	
  contienen	
  dominios	
  Per-­‐ARNT-­‐Sim	
  (PAS);	
  PAS	
  es	
  

un	
  acrónimo	
  formado	
  por	
  nombres	
  de	
  proteínas	
  cuyas	
  secuencias	
  fueron	
  encontradas	
  

por	
   primera	
   vez	
   en	
  Drosophila	
   y	
   proviene	
   de	
   “Period	
   Circadian	
   Protein”	
   (Per),	
   “Aryl	
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Hydrocarbon	
   Receptor	
   Nuclear	
   Translocator”	
   (ARNT)	
   	
   y	
   “Single-­‐Minded	
   Protein”	
  

(Sim)(4).	
   Comparándolos	
   con	
   otros	
   dominios,	
   éstos	
   no	
   conservan	
   una	
   secuencia	
   de	
  

aminoácidos	
   representativa,	
  pero	
  sí	
   se	
  caracterizan	
  por	
  poseer	
  un	
  pliegue	
  estructural	
  

distintivo	
  que	
  consiste	
  en	
  cinco	
  plegamientos	
  beta	
  antiparalelos	
  flanqueados	
  por	
  varias	
  

alfa	
   hélices	
   cuya	
   estructura	
   les	
   permite	
   detectar	
   cambios	
   físicos	
   y	
   químicos	
   (Figura	
  

1)(5).	
  	
  

	
  

Figura	
  1.	
  Representación	
  estructural	
  del	
  dominio	
  PAS.	
  Amezcua	
  C,	
  Harper	
  SM,	
  Rutter	
  J,	
  
Gardner	
  KH	
  (2002).	
  

	
  
	
  
	
   	
   Los	
   dominios	
   PAS	
   son	
   estructuralmente	
   homólogos	
   y	
   se	
   caracterizan	
   por	
  

conservar	
  un	
  plegamiento	
  que	
  consta	
  de	
  aproximadamente	
  110	
  aminoácidos	
   (2),	
   (6).	
  

Estudios	
  demuestran	
  que	
  son	
  dominios	
  de	
  señalización	
  que	
  se	
  encuentran	
  en	
  todos	
  los	
  

reinos	
   de	
   la	
   vida,	
   además	
   representan	
   un	
   dominio	
   sensorial	
   y	
   de	
   interacción	
  

ampliamente	
  distribuido	
  que	
  se	
  puede	
  adaptar	
  a	
  una	
  gran	
  variedad	
  de	
  señales	
  (7),	
  (8).	
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Así	
  mismo,	
   regulan	
  procesos	
   tan	
  diversos	
   como	
   fototropismo	
  en	
  plantas	
   	
   superiores,	
  

tensión	
   de	
   los	
   canales	
   iónicos	
   en	
   los	
   seres	
   humanos	
   y	
   la	
   fijación	
   de	
   nitrógeno	
   en	
  

Rhizobacterias	
  (8),	
  (9).	
  

	
   	
   Los	
  dominios	
  PAS	
  se	
  pueden	
  unir	
  a	
  una	
  gran	
  variedad	
  de	
  cofactores,	
  incluyendo	
  

Flavín	
  Adenín	
  Dinucleótido	
  (FAD),	
  Flavín	
  Mononucléotido	
  (FMN),	
  grupo	
  heme	
  y	
  el	
  ácido	
  

4-­‐hidroxicinámico	
   (10).	
   Estos	
   cofactores	
   se	
   pueden	
   unir	
   de	
   forma	
   covalente	
   o	
   no	
  

covalente,	
   	
   en	
   algunos	
   sensores	
   PAS	
   éstos	
   constituyen	
   la	
   señal	
   a	
   la	
   que	
   responde	
   la	
  

proteína,	
  por	
  ejemplo	
  el	
  citrato	
  del	
   sensor	
  CitA	
   (10).	
  En	
  otros	
  casos	
  el	
   cofactor	
  actúa	
  

directamente	
   como	
   mediador	
   en	
   la	
   detección	
   de	
   la	
   señal,	
   por	
   ejemplo,	
   cuando	
   los	
  

cofactores	
  de	
  flavina	
  absorben	
  la	
  luz	
  azul	
  (subdominio	
  LOV)	
  o	
  cuando	
  un	
  cofactor	
  heme	
  

se	
   une	
   al	
   oxígeno.	
   Algunos	
   dominios	
   PAS	
   también	
   se	
   unen	
   a	
   una	
   serie	
   de	
   ligandos	
  

químicamente	
  distintos	
   y	
   con	
   alta	
   afinidad.	
   La	
  detección	
  en	
   los	
   cambios	
   ambientales	
  

por	
  estas	
   fracciones	
   inducen	
  un	
  cambio	
  en	
   la	
  estructura	
  cuaternaria	
  del	
  dominio	
  PAS	
  

(11).	
   Cabe	
   mencionar	
   que	
   varios	
   dominios	
   PAS	
   a	
   menudo	
   se	
   pueden	
   encontrar	
   en	
  

tándem	
  dentro	
  de	
  una	
  misma	
  proteína.	
  Es	
  probable	
  que	
  muchos	
  dominios	
  PAS	
  ejerzan	
  

su	
   papel	
   fisiológico	
   en	
   la	
   ausencia	
   de	
   cualquier	
   cofactor.	
   Así	
  mismo,	
   varios	
   dominios	
  

PAS	
  tales	
  como	
  los	
  de	
  Vibrio	
  harveyi	
  no	
  se	
  unen	
  directamente	
  al	
  cofactor,	
  sino	
  que	
  lo	
  

asocian	
  con	
  los	
  dominios	
  de	
  otro	
  sensor	
  que	
  puede	
  hacerlo	
  (12).	
  

	
  

En	
  bacterias,	
  los	
  dominios	
  de	
  respuesta	
  más	
  representativos	
  incluyen	
  a	
  histidina	
  

quinasa	
  (HPK),	
  fosfatasas	
  (PPM),	
  guanilatociclasas	
  (GGDEF)	
  y	
  fosfodiesterasas	
  (EAL)	
  (2).	
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Estos	
   dominios	
   están	
   unidos	
   covalentemente	
   al	
   dominio	
   PAS	
   con	
  un	
   bucle	
   enrollado	
  

entre	
  ellos	
  o	
  con	
  uno	
  o	
  más	
  dominios	
  PAS	
  distintos	
   (5).	
  Estos	
  dominios	
  de	
   respuesta	
  

son	
  comunes	
  durante	
  el	
  proceso	
  de	
  transducción	
  de	
  señales	
  en	
  Bacteria	
  y	
  controlan	
  su	
  

comportamiento	
   para	
   su	
   adaptación	
   y	
   supervivencia;	
   además	
   pueden	
   actuar	
   como	
  

sensores	
  de	
  luz,	
  potencial	
  redox,	
  en	
  la	
  concentración	
  de	
  oxígeno	
  en	
  el	
  sensor	
  histidina	
  

quinasa	
  y	
  en	
  la	
  modulación	
  en	
  la	
  interacción	
  proteína-­‐proteína	
  (4).	
  	
  

	
  

RsbP	
   (regulador	
   de	
   σB	
   conectado	
   con	
   fosfatasa)	
   de	
   Bacillus	
   subtilis	
   es	
   una	
  

proteína	
  que	
  contiene	
  un	
  dominio	
  PAS	
  en	
  la	
  región	
  N-­‐terminal	
  (RsbP-­‐PAS),	
  una	
  región	
  

central	
  con	
  capacidad	
  de	
  formar	
  un	
  bucle	
  enrollado	
  y	
  una	
  fosfatasa	
  (PPM)	
  en	
  la	
  región	
  

C-­‐terminal	
  (5).	
  	
  

	
  

En	
   la	
   Figura	
   2	
   se	
   observan	
   todas	
   las	
   proteínas	
   homólogas	
   a	
   RsbP-­‐PAS.	
   A	
   la	
  

izquierda	
   se	
   muestran	
   los	
   géneros	
   y	
   especies	
   de	
   los	
   microorganismos	
   que	
   expresan	
  

estas	
  proteínas.	
  A	
   la	
  derecha	
  se	
  muestran	
   los	
  dominios	
  de	
  respuesta	
  que	
  pueden	
  ser	
  

activados	
  por	
  el	
  dominio	
  PAS.	
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Figura	
  2.	
  Representación	
  de	
  proteínas	
  homólogas	
  a	
  RsbP.	
  Nadezhdin	
  EV.,	
  Brody	
  MS,	
  Price	
  CW	
  
(2011).	
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Para	
  determinar	
  el	
  proceso	
  por	
  el	
  cual	
  los	
  dominios	
  PAS	
  perciben	
  y	
  comunican	
  

las	
  señales,	
  es	
  necesario	
  identificar	
  mecanismos	
  comunes	
  en	
  las	
  proteínas	
  que	
  poseen	
  

dominios	
   PAS	
   unidos	
   a	
   dominios	
   de	
   respuesta.	
   Recientemente	
   se	
   han	
   descubierto	
  

proteínas	
   utilizando	
   bases	
   de	
   datos	
   como	
  PSI-­‐BLAST	
   y	
   la	
   base	
   de	
   datos	
   de	
  Dominios	
  

Conservados,	
  que	
  contienen	
  dominios	
  homólogos	
  a	
  RsbP-­‐PAS	
  en	
  el	
  extremo	
  N-­‐terminal	
  

y	
   están	
   asociados	
   con	
   dominios	
   de	
   respuesta	
   fosfatasa	
   PPM	
   en	
   bacterias	
   Gram	
  

positivas	
  y	
  con	
  dominios	
  histidina	
  quinasa	
  en	
  bacterias	
  Gram	
  negativas	
   (13),	
   (14);	
   los	
  

genes	
   de	
   estas	
   proteínas	
   se	
   encuentran	
   en	
   operones	
   homólogos	
   a	
   rsbQP	
   de	
  Bacillus	
  

subtilis	
  (5).	
  

	
  

Dentro	
  de	
  las	
  posibles	
  aplicaciones	
  de	
  este	
  proyecto	
  se	
  encuentra	
  el	
  diseño	
  de	
  

enzimas	
   recombinantes	
   que	
   se	
   activen	
   con	
   la	
   presencia	
   de	
   un	
   ligando	
   específico;	
  

también	
  es	
  posible	
  crear	
  sensores	
  ambientales	
  utilizando	
  dominios	
  PAS	
  sensibles	
  a	
   la	
  

luz	
  o	
  potencial	
  redox	
  en	
  bacterias	
  genéticamente	
  modificadas	
  (15).	
  

	
  

En	
   este	
   proyecto	
   se	
   propone	
   la	
   expresión,	
   purificación	
   y	
   caracterización	
   de	
  

varias	
   de	
   estas	
   proteínas	
   bacterianas,	
   creando	
   proteínas	
   quiméricas	
   con	
   diferentes	
  

combinaciones	
  de	
  un	
  sólo	
  dominio	
  PAS	
   (RsbP-­‐PAS)	
  y	
  un	
  dominio	
  de	
   respuesta,	
   como	
  

fosfatasa	
  e	
  histidina	
  quinasa	
  (Figura	
  3).	
  Determinando	
  las	
  variaciones	
  en	
  las	
  estructuras	
  

cuaternarias	
  de	
   las	
  diferentes	
  combinaciones,	
  se	
  podría	
  deducir	
  por	
   lo	
  menos	
  uno	
  de	
  

los	
  mecanismos	
   de	
   interacción,	
   es	
   decir,	
   los	
   cambios	
   en	
   la	
   formación	
   de	
   estructuras	
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oligoméricas	
  debido	
  a	
  las	
  posibles	
  interacciones	
  de	
  dominios	
  distintos	
  (11).	
  También	
  se	
  

cambiará	
  el	
  tipo	
  de	
  unión	
  entre	
  los	
  dos	
  dominios:	
  bucle	
  enrollado	
  por	
  un	
  dominio	
  PAS	
  

completo	
  y	
  distinto	
  a	
  RsbP-­‐PAS,	
  verificando	
  así	
  la	
  contribución	
  del	
  bucle	
  o	
  del	
  dominio	
  

PAS	
  a	
  la	
  estructura	
  cuaternaria.	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
   	
  

	
  

Figura	
  3.	
  Representación	
  gráfica	
  de	
  las	
  proteínas	
  a	
  expresar,	
  purificar	
  y	
  caracterizar	
  en	
  este	
  
proyecto.	
  

	
  

Estos	
   experimentos	
   permitirán	
   descubrir	
   mecanismos	
   de	
   interacción	
   entre	
  

dominios	
   PAS	
   y	
   los	
   diferentes	
   dominios	
   de	
   respuesta	
   que	
   existen	
   en	
   Bacteria,	
  

contribuyendo	
   así	
   a	
   descifrar	
   los	
   procesos	
   de	
   transducción	
   de	
   señales	
   en	
   estos	
  

organismos	
  (11).	
  En	
   la	
   tabla	
  1	
  se	
  muestran	
   las	
  características	
  principales	
  y	
  secuencias	
  

de	
  aminoácidos	
  de	
  las	
  proteínas	
  a	
  expresar,	
  purificar	
  y	
  caracterizar	
  en	
  este	
  proyecto.	
  En	
  

azul	
  se	
  muestra	
  la	
  secuencia	
  de	
  RsbP-­‐PAS.	
  

	
  

PAS-PASalt-PPM 
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Tabla	
  1.	
  Características	
  principales	
  y	
  secuencias	
  de	
  aminoácidos	
  de	
  las	
  
proteínas	
  a	
  expresar,	
  purificar	
  y	
  caracterizar.	
  	
  

Proteína	
   Peso	
  molecular	
  en	
  
pares	
  de	
  bases	
  

Peso	
  molecular	
  en	
  
Da.	
  

Punto	
  Isoeléctrico	
  

RsbP-­‐PAS	
   330	
   12,441.56	
   4.87	
  
MDKQLNDAPCGFLALSEEGSIIAANRTLIKILDYEPEQVIGQHMNMMLTIPAQLFCQLYFFPLLKLE

HHIEEIYISLKARDGEEIPVLINAIARHDSGASVFDCVLIPMR	
  
RsbP	
   1,212	
   46,030.42	
   5.0	
  

MDKQLNDAPCGFLALSEEGSIIAANRTLIKILDYEPEQVIGQHMNMMLTIPAQLFCQLYFFPLLKLE
HHIEEIYISLKARDGEEIPVLINAIARHDSGASVFDCVLIPMRKRNEYENELLIARNEAQEALLAKQKA
NAELEIALETLKAKQEELLEINKQNQQFKLNTKRELELARKIQKNSLTEPIVNDQVQIDSYYNASSELS
GDLYGYYQIDEHRYGIIILDVMGHGISSALITMSLHPLFQRQITQGLSPVKVMKELDRHLHSLFQND
EEARHYCTAIYLEIDIARQRIDYVNAGHPPALWQDDSGTQHLLHATSPPIGMFEDLEFQSSSLSYTE
DGRLLLYTDGVMDPTASCYLFDLLKDHPDSPIADLKEKILTSLQHQKEAHHKSDDECFILVDVK	
  

PAS-­‐HPK	
   1,152	
   42,735.15	
   5.38	
  
MDKQLNDAPCGFLALSEEGSIIAANRTLIKILDYEPEQVIGQHMNMMLTIPAQLFCQLYFFPLLKLE
HHIEEIYISLKARDGEEIPVLINAIARHDSGASVFDCVLIPMLAEERNKYERELLAARKLAEELLQHQM
TVQSELTSARNRLRLAHAEAEIRAIFAEQMIGIVSHDLRNPLAAIKMAAGLLERTKLESRQERILGHIH
HSTDRAERMIVDLLDFTHARVGSGITVVPQLIDLHAVVARGVEELRQVFPHRVLVHRSEGQGACSA
DPDRLLQVLGNLVSNAVNYGEDGSDILITSSFETYLIKLSVHNFGEPIPLEKVDDLYEPVMHVVSDSD

ETRTVGLGLFIVREIIRAHLGEITVSSSTDAGTTFTVAFPRPVV	
  
PAS-­‐PASalt-­‐PPM	
   1,311	
   48,860.93	
   4.92	
  
MDKQLNDAPCGFLALSEEGSIIAANRTLIKILDYEPEQVIGQHMNMMLTIPAQLFCQLYFFPLLKLE
HHIEEIYISLKARDGEEIPVLINAIARHDSGASVFDCVLIPMGLAELQAVTSEMVRLMETATVPILAVD
GNGLVNGWNQKAAELTGLRVDDAIGRHILTLVEDSSVPVVQRMLYLALQGKEEKEVRFEVKTHGP
KRDDGPVILVVNACASRDLHDHVVGVCFVAQDMTELSGDLYGYYQIDEHRYGIIILDVMGHGISSA
LITMSLHPLFQRQITQGLSPVKVMKELDRHLHSLFQNDEEARHYCTAIYLEIDIARQRIDYVNAGHPP
ALWQDDSGTQHLLHATSPPIGMFEDLEFQSSSLSYTEDGRLLLYTDGVMDPTASCYLFDLLKDHPD

SPIADLKEKILTSLQHQKEAHHKSDDECFILVDVK	
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CAPÍTULO	
  2	
  
	
  

	
  

2. ANTECEDENTES	
  

2.1 	
  	
  	
  	
  	
  Transducción	
  de	
  señales	
  

	
  
NifL	
  de	
  Azotobacter	
  vinelandii	
   es	
  una	
  proteína	
   sensible	
  al	
  potencial	
   redox	
  que	
  

contiene	
   dos	
   dominios	
   PAS	
   (16).	
   La	
   región	
   N-­‐terminal	
   de	
   estos	
   (PAS1)	
   se	
   une	
   a	
   un	
  

cofactor	
  FAD	
  y	
  se	
  requiere	
  para	
   la	
  detección	
  redox	
  mientras	
  que	
  el	
   segundo	
  dominio	
  

PAS	
   de	
   NifL	
   (PAS2)	
   no	
   tiene	
   ningún	
   cofactor	
   aparente	
   y	
   su	
   función	
   es	
   desconocida	
  

(Figura	
  4A)	
  (17),	
  (18).	
  En	
  la	
  Figura	
  4B	
  se	
  presenta	
  la	
  topografía	
  de	
  NifL,	
  donde	
  se	
  puede	
  

observar	
  la	
  estructura	
  que	
  define	
  a	
  los	
  dominios	
  PAS.	
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Figura	
  4.	
  Representación	
  gráfica	
  y	
  topografía	
  de	
  NifL	
  de	
  A.	
  vinelandii.	
  Möglich	
  A,	
  Ayers	
  R,	
  
Moffat	
  K	
  (2009).	
  

	
  

NifL	
   regula	
   la	
   transcripción	
   de	
   los	
   genes	
   nif	
   en	
   A.	
   vinelandii,	
   Klebsiella	
  

pneumoniae	
   y	
   Enterobacter	
   cloacae	
   mediante	
   interacciones	
   con	
   el	
   activador	
  

transcripcional	
  NifA	
  (19).	
  Cuando	
  las	
  circunstancias	
  ambientales	
  no	
  favorecen	
  la	
  fijación	
  

del	
  nitrógeno,	
  NifL	
  inhibe	
  la	
  actividad	
  de	
  NifA	
  formando	
  un	
  complejo	
  proteína-­‐proteína,	
  

la	
   estabilidad	
   de	
   este	
   complejo	
   y	
   la	
   actividad	
   de	
   NifA	
   son	
   controlados	
   por	
   NifL	
   en	
  

respuesta	
  al	
  potencial	
  redox	
  de	
  la	
  celula	
  y	
  su	
  habilidad	
  para	
  fijar	
  el	
  nitrógeno	
  (20).	
  	
  

	
  
RsbP-­‐PAS	
  juega	
  un	
  papel	
  importante	
  en	
  el	
  control	
  de	
  la	
  actividad	
  de	
  la	
  fosfatasa	
  

que	
   es	
   necesaria	
   para	
   accionar	
   el	
   factor	
   σ	
   B,	
   el	
   cual	
   es	
   un	
   componente	
   de	
   la	
   RNA	
  

polimerasa	
   que	
   se	
   une	
   a	
   la	
   subunidad	
   del	
   núcleo	
   de	
   la	
   enzima	
   que	
   le	
   brinda	
  

especificidad	
   al	
   promotor,	
   este	
   factor	
   confiere	
   resistencia	
   al	
   estrés	
   en	
   las	
   células	
  

durante	
   la	
   fase	
   estacionaria	
   (21).	
   La	
   actividad	
  de	
  σ	
   B	
   está	
   gobernada	
  por	
   una	
   vía	
   de	
  

transducción	
   de	
   señales	
   con	
   dos	
   ramas	
   distintas.	
   Una	
   rama	
   es	
   específica	
   para	
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lastensiones	
  de	
  energía,	
   tales	
   como	
  carbono,	
   fósforo,	
  o	
   la	
   limitación	
  de	
  oxígeno,	
   y	
   la	
  

otra	
  es	
  específica	
  para	
  las	
  tensiones	
  ambientales,	
  como	
  el	
  ácido,	
  etanol,	
  calor	
  o	
  estrés	
  

salino	
   (22).	
   La	
   exposición	
   de	
   la	
   bacteria	
   con	
   diversas	
   limitaciones	
   en	
   su	
   crecimiento	
  

induce	
   la	
   síntesis	
  de	
  diversas	
  proteínas	
  y	
  a	
   la	
  activación	
  de	
  este	
   tipo	
  de	
   factores	
  que	
  

protegen	
  a	
  la	
  célula	
  de	
  diferentes	
  tipos	
  de	
  estrés.	
  La	
  respuesta	
  a	
  este	
  estrés	
  conlleva	
  a	
  

un	
  estado	
  que	
   le	
   permite	
   a	
  B.	
   subtilis	
   sobrevivir	
   en	
  el	
   ambiente	
  e	
   incluso	
   le	
   permite	
  

sobrevivir	
  a	
  algunos	
  procesos	
  alimenticios	
  (23).	
  

	
  

Estudios	
  demuestran	
  que	
  RsbP	
  a	
   la	
  vez	
   interactúa	
  con	
  RsbQ,	
  una	
  proteína	
  con	
  

actividad	
  α/β	
  hidrolasa	
  y	
  ambas	
  forman	
  un	
  módulo	
  sensorial	
  que	
  controla	
  a	
  B.	
  subtilis	
  

en	
  condiciones	
  de	
  baja	
  energía	
  (22).	
  

	
  

Shewanella	
  frigidimarina	
  es	
  una	
  bacteria	
  capaz	
  de	
  transferir	
  electrones	
  a	
  óxidos	
  

de	
   metal	
   sólidos,	
   además	
   de	
   poseer	
   una	
   importante	
   versatilidad	
   anaeróbica.	
   Estas	
  

características	
  le	
  brindan	
  un	
  considerable	
  potencial	
  para	
  la	
  remediación	
  de	
  ambientes	
  

que	
  están	
  contaminados	
  con	
  radioisótopos.	
  La	
  habilidad	
  de	
  Shewanella	
  para	
  crecer	
  en	
  

ambientes	
  pocos	
   favorables	
  parece	
  estar	
   relacionada	
   con	
   la	
   transducción	
  de	
   señales,	
  

siendo	
  esta	
  un	
  elemento	
  clave	
  para	
  que	
  estas	
  especies	
  se	
  mantengan	
  con	
  vida	
  (24).	
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Utilizando	
   PSI-­‐BLAST	
   y	
   la	
   base	
   de	
   datos	
   de	
   Dominios	
   Conservados,	
   se	
   ha	
  

descubierto	
  que	
  Shewanella	
   frigidimarina	
   contiene	
  un	
  dominio	
  homólogo	
  a	
  RsbP-­‐PAS	
  

en	
   el	
   extremo	
   N-­‐terminal	
   y	
   está	
   asociado	
   con	
   un	
   dominio	
   de	
   respuesta	
   GGDEF.	
  

Utilizando	
  este	
  mismo	
   sistema	
   se	
  ha	
   encontrado	
  que	
  Pseudomona	
   syringae	
   contiene	
  

un	
   dominio	
   homólogo	
   a	
   RsbP-­‐PAS	
   en	
   el	
   extremo	
  N-­‐terminal	
   y	
   está	
   asociado	
   con	
   un	
  

dominio	
  de	
  respuesta	
  HPK	
  (5)	
  (13)	
  (14).	
  

PAS-­‐HPK	
  controla	
  decisiones	
  celulares	
  importantes	
  en	
  los	
  microorganismos;	
  por	
  

ejemplo,	
  bloquea	
   la	
  producción	
  de	
  glucógeno	
  mediante	
   la	
  fosforilación	
  y	
   la	
   inhibición	
  

de	
   la	
   glucógeno	
   sintasa.	
  Además,	
   estudios	
   genéticos	
   y	
  bioquímicos	
   involucran	
  a	
  PAS-­‐

HPK	
  en	
  el	
  control	
  de	
  la	
  síntesis	
  de	
  proteínas.	
  Estas	
  dos	
  características	
  de	
  almacenar	
  o	
  

utilizar	
   el	
   azúcar	
   y	
   la	
   tasa	
   de	
   síntesis	
   de	
   proteínas	
   se	
   encuentran	
   fuertemente	
  

implicadas	
  en	
  la	
  energía	
  celular	
  (25).	
  	
  

Se	
  han	
  identificado	
  dominios	
  PAS	
  unidos	
  a	
  histidina	
  quinasa	
  en	
  mamíferos	
  y	
  se	
  

han	
  relacionado	
  con	
  la	
  proteína	
  FixL	
  en	
  Rizobacterias	
  y	
  con	
  serina-­‐treonina	
  quinasas	
  de	
  

Saccharomyces	
   cerevisiae,	
   cuya	
   principal	
   función	
   es	
   la	
   regulación	
   de	
   la	
   síntesis	
   de	
  

proteínas,	
   sin	
   embargo	
   en	
   mamíferos	
   la	
   función	
   de	
   los	
   dominios	
   PAS	
   es	
   aún	
  

desconocida	
  (26).	
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2.2 	
  	
  	
  	
  	
  Similitud	
  con	
  otros	
  dominios	
  

	
  

El	
  dominio	
  LOV	
  (luz-­‐oxígeno-­‐voltaje)	
  es	
  un	
  término	
  que	
  se	
  utiliza	
  para	
  referirse	
  a	
  

un	
   tándem	
   de	
   dominios	
   PAS	
   en	
   fototropismo	
   en	
   plantas.	
   El	
   dominio	
   LOV	
   está	
  

clasificado	
   como	
   un	
   domino	
   PAS	
   por	
   su	
   secuencia	
   y	
   estructura,	
   sin	
   embargo	
   este	
  

término	
   solo	
   se	
   utiliza	
   para	
   referirse	
   a	
   fotosensores	
   que	
  unen	
  nucleótidos	
   de	
   flavina	
  

(27),	
  (28).	
  	
  

	
  

Estructuralmente,	
   el	
   dominio	
   GAF	
   presenta	
   una	
   gran	
   homología,	
   ya	
   que	
   su	
  

estructura	
   consta	
  de	
   seis	
  plegamientos	
  beta	
   flanqueados	
  por	
   varias	
   alfa	
  hélices,	
   a	
   su	
  

vez	
   esta	
   formado	
   por	
   110	
   aminoácidos	
   (29).	
   En	
   algunos	
   casos,	
   los	
   dominios	
   GAF	
  

pueden	
  presentar	
  los	
  5	
  plegamientos	
  beta	
  en	
  su	
  estructura.	
  Sin	
  embargo,	
  aún	
  no	
  se	
  ha	
  

establecido	
  si	
   los	
  dominios	
  GAF	
  emplean	
  los	
  mismos	
  mecanismos	
  de	
  señalización	
  que	
  

los	
  dominios	
  PAS	
  (30).	
  

	
  

2.3 	
  	
  	
  	
  	
  Proteínas	
  quiméricas	
  

	
  

En	
  los	
  dominios	
  PAS,	
  la	
  activación	
  del	
  domino	
  de	
  respuesta	
  puede	
  depender	
  de	
  

la	
  presencia	
  del	
  bucle	
  enrollado,	
  como	
  es	
  el	
  caso	
  de	
  HPK,	
  su	
  actividad	
  y	
  regulación	
  por	
  

la	
  luz	
  dependen	
  de	
  la	
  naturaleza	
  del	
  bucle	
  enrollado;	
  es	
  por	
  eso	
  que	
  se	
  han	
  construido	
  

quimeras	
   con	
   dominos	
   PAS,	
   por	
   ejemplo	
   sustituyendo	
   el	
   dominio	
   sensorial	
   FixL	
   de	
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Bradyrhizobium	
   japonicum	
  por	
  el	
  dominio	
  LOV	
  de	
  Bacillus	
  subtilis	
   (YtvA)	
  con	
  dominio	
  

de	
  respuesta	
  HPK	
  (31).	
  	
  

	
  

2.4 	
  	
  	
  	
  	
  Estructura	
  del	
  bucle	
  enrollado	
  
	
  

El	
   bucle	
   enrollado	
   o	
   Jα	
   es	
   la	
   secuencia	
   de	
   aminoácidos	
   que	
   une	
   al	
   dominio	
  

sensorial	
   con	
   el	
   dominio	
   de	
   respuesta.	
   Estudios	
   demuestran	
   que	
   el	
   bucle	
   enrollado	
  

tiene	
  un	
  gran	
  impacto	
  sobre	
  el	
  dominio	
  de	
  respuesta	
  para	
  que	
  éste	
  pueda	
  ser	
  activado.	
  

	
  

Recientemente	
   se	
   alinearon	
  1811	
   secuencias	
   de	
  proteínas	
  que	
   contienen	
  HPK	
  

como	
  dominio	
  de	
  respuesta	
  unido	
  al	
  dominio	
  PAS	
  utilizando	
  la	
  base	
  de	
  datos	
  SMART.	
  

Reportando	
   ciertas	
   características	
   que	
   distinguen	
   al	
   bucle	
   enrollado	
   (Figura	
   5),	
   las	
  

cuales	
  son:	
  

• Las	
   secuencias	
   contienen	
  7n	
   residuos	
  entre	
   los	
  aminoácidos	
  D	
   (aspartato)	
  y	
  H	
  

(histidina)	
  donde	
  n=3,	
  dando	
  un	
  total	
  de	
  21	
  aminoácidos.	
  

• Entre	
  los	
  aminoácidos	
  D	
  y	
  H	
  se	
  conservan	
  5	
  alfa	
  hélices	
  

• El	
  extremo	
  C-­‐terminal	
  de	
  PAS	
  conserva	
  el	
  dominio	
  DIT	
  (Aspartato,	
   Isoleucina	
  y	
  

Treonina).	
  

• El	
  residuo	
  #21	
  corresponde	
  al	
  aminoácido	
  histidina	
  (31),	
  (32).	
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Figura	
  5.	
  Representación	
  de	
  la	
  secuencia	
  del	
  bucle	
  enrollado	
  mediante	
  alineación	
  de	
  

proteínas.	
  La	
  secuencia	
  se	
  muestra	
  entre	
  las	
  flechas	
  azules.	
  Möglich	
  A,	
  Ayers	
  R,	
  Moffat	
  K	
  
(2009)	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  

2.5 	
  	
  	
  	
  	
  Estructura	
  Cuaternaria	
  	
  
	
  
	
  
La	
   estructura	
   cuaternaria	
   se	
   refiere	
   al	
   arreglo	
   de	
   subunidades	
   que	
  

forman	
  una	
  proteína.	
  Esta	
  estructura	
  esta	
  altamente	
  relacionada	
  con	
  la	
  función	
  

de	
  una	
  proteína.	
  Las	
  proteínas	
  que	
  poseen	
  una	
  estructura	
  cuaternaria	
  definida	
  

son	
   llamadas	
   proteínas	
   oligoméricas,	
   estas	
   proteínas	
   se	
   encuentran	
  

relacionadas	
   en	
   diferentes	
   procesos	
   biológicos	
   como:	
   procesos	
   metabólicos,	
  

procesos	
   de	
   transducción	
   de	
   señales	
   y	
   procesos	
   de	
   replicación	
   cromosómica	
  

(33).	
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Para	
  B.	
   subtilis,	
   la	
   elución	
   del	
   oligómero	
   RsbP	
  His-­‐tagged	
   (48.325	
   kDa)	
  

mediante	
  cromatografía	
  de	
  exclusión	
  por	
  tamaño	
  (Figura	
  6)	
  indicó	
  una	
  proteína	
  

con	
  un	
  peso	
  de	
   200	
   kDa,	
   este	
   resultado	
   sugiere	
   que	
  dicha	
  proteína	
   forma	
  un	
  

tetrámero	
  (5).	
  

	
  

	
  
	
  

Figura	
  6.	
  Cromatograma	
  de	
  Exclusión	
  por	
  tamaño	
  de	
  RsbP-­‐His-­‐tagged.	
  Nadezhdin	
  E	
  V.,	
  Brody	
  
MS,	
  Price	
  CW	
  (2011)	
  

	
  

	
  

Los	
   fitocromos	
   son	
   fotoreceptores	
   que	
   regulan	
   el	
   crecimiento	
   y	
  

desarrollo	
   de	
   plantas	
   en	
   respuesta	
   a	
   la	
   luz,	
   su	
   estado	
   oligomérico	
   puede	
   ser	
  

como	
  dímeros	
  y	
  se	
  piensa	
  que	
  la	
  dimerización	
  es	
  importante	
  para	
  la	
  función	
  del	
  

fitocromo	
  (34),	
   (35).	
  El	
   fitocromo	
  A	
  (PhyA)	
  en	
  el	
  extremo	
  C-­‐terminal	
   	
  contiene	
  

un	
  dominio	
  PAS	
  que	
  consiste	
  en	
  un	
  tándem	
  de	
  dominios	
  PAS	
  (PAS1	
  y	
  PAS2)	
  y	
  un	
  

domino	
   de	
   respuesta	
   relacionado	
   con	
   histidina	
   quinasa.	
  Mediante	
   un	
   sistema	
  

de	
   doble	
   híbrido	
   y	
   cromatografía	
   por	
   exclusión	
   se	
   determinó	
   cuál	
   de	
   los	
   dos	
  

dominios	
  PAS	
  (PAS1	
  y	
  PAS2)	
  es	
  el	
  encargado	
  de	
  la	
  dimerización	
  del	
  PhyA,	
  siendo	
  

el	
  dominio	
  PAS2	
  el	
  encargado	
  principalmente	
  de	
  esta	
  respuesta	
  (36).	
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En	
  la	
  Figura	
  7	
  se	
  puede	
  observar	
  la	
  determinación	
  del	
  estado	
  oligomérico	
  

de	
   PAS1	
   de	
   PhyA	
   mediante	
   cromatografía	
   de	
   Exclusión	
   por	
   tamaño.	
   Los	
  

estándares	
   marcados	
   con	
   flechas	
   eluyeron	
   de	
   la	
   siguiente	
   manera:	
   44	
   kDa	
   a	
  

10.151	
  mL,	
  17	
  kDa	
  a	
  12.424	
  mL,	
  y	
  1.35	
  kDa	
  a	
  18.493	
  mL.	
  El	
  peso	
  de	
  PAS	
  1	
  es	
  de	
  

aproximadamente	
   16.3	
   kDa	
   lo	
   que	
   sugiere	
   que	
   PAS1	
   existe	
   como	
  monómero	
  

(36).	
  

	
  

	
  

	
  

Figura	
  7.	
  Determinación	
  de	
  la	
  Estructura	
  Cuaternaria	
  de	
  PAS1	
  del	
  PhyA.	
  a)	
  SDS-­‐PAGE	
  de	
  las	
  
fracciones	
  de	
  elución	
  de	
  PAS1.	
  b)	
  Cromatograma	
  de	
  Exclusión	
  por	
  tamaño	
  de	
  PAS	
  1.	
  Kim	
  J,	
  

Bhoo	
  SH,	
  Han	
  YJ,	
  Zarate	
  X,	
  Furuya	
  M,	
  Song	
  PS	
  (2006)	
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CAPÍTULO	
  3	
  

	
  

	
  

3. HIPÓTESIS	
  Y	
  OBJETIVOS	
  
	
  

3.1 	
  	
  	
  	
  	
  Hipótesis	
  
	
  

	
  

El	
  dominio	
  Per-­‐ARNT-­‐Sim	
  (PAS)	
  de	
  RsbP	
  es	
  capaz	
  de	
  	
   interactuar	
  con	
  distintos	
  

dominios	
  de	
   respuesta,	
  ya	
   sea	
   fosfatasa	
  o	
  histidina	
  quinasa	
   formando	
  estructuras	
  

cuaternarias	
  definidas.	
  

	
  

	
  

3.2 	
  	
  	
  	
  	
  Objetivo	
  General	
  
	
  

Establecer	
   la	
   relación	
   estructura-­‐función	
   de	
   dominios	
   PAS	
   bacterianos	
  

determinando	
  interacciones	
  específicas	
  con	
  distintos	
  dominios	
  de	
  respuesta.	
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3.3 	
  	
  	
  	
  	
  Objetivos	
  Específicos	
  
	
  

• Diseñar	
   y	
   construir	
   DNA	
   recombinante	
   para	
   expresión	
   de	
   proteínas	
   en	
  

Escherichia	
  coli.	
  	
  

• Expresar	
   y	
   purificar	
   las	
   proteínas	
   recombinantes:	
   RsbP-­‐PAS,	
   RsbP,	
   PAS-­‐HPK	
   y	
  

PAS-­‐PASalt-­‐PPM.	
  

• Determinar	
   la	
   estructura	
   cuaternaria	
   de	
   estas	
   proteínas	
   por	
   medio	
   de	
  

cromatografía	
  de	
  exclusión.	
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CAPÍTULO	
  4	
  
	
  

	
  

4. METODOLOGÍA	
  
	
  

4.1 	
  	
  	
  	
  	
  Materiales,	
  reactivos	
  y	
  equipo	
  
	
  

Los	
  materiales	
  empleados	
  en	
  este	
  proyecto	
  incluyen:	
  tubos	
  eppendorf	
  de	
  1.5	
  y	
  

2	
  mL	
  marca	
  Axygen,	
  puntillas	
  para	
  micropipeta	
  de	
  volumen	
  variable	
  de	
  20	
  μL,	
  200	
  μL	
  y	
  

1000	
  μL	
  marca	
  Rainin,	
  tubos	
  falcon	
  de	
  15	
  mL	
  y	
  50	
  mL	
  marca	
  Corning,	
  tubos	
  de	
  cultivo	
  

con	
   tapón	
   de	
   rosca	
   marca	
   KIMAX,	
   	
   matraces	
   de	
   125	
   mL	
   y	
   250	
   mL	
   marca	
   Pyrex	
   y	
  

matraces	
  triptinizados	
  de	
  500	
  mL	
  marca	
  KIMAX.	
  

	
  

La	
   cepa	
   Bacillus	
   subtilis	
   se	
   obtuvo	
   del	
   American	
   Type	
   Culture	
   Collection	
   (No.	
  

ATCC	
  23857).	
  Para	
   la	
  extracción	
  del	
  DNA	
  genómico,	
  DNA	
  plasmídico	
  y	
   la	
  extracción	
  a	
  

partir	
   de	
   gel	
   de	
   agarosa	
   y	
   cambio	
   de	
   buffer	
   después	
   de	
   la	
   digestión	
   con	
   enzimas	
   de	
  

restricción,	
   se	
   utilizaron	
   Kits	
   de	
   la	
   marca	
   QIAGEN.	
   Los	
   genes	
   correspondientes	
   a	
   las	
  

proteínas	
   PAS-­‐HPK	
   y	
   PAS-­‐PASalt-­‐PPM	
   se	
   mandaron	
   construir	
   en	
   GenScript.	
   Los	
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iniciadores	
  para	
  los	
  genes	
  que	
  codifican	
  para	
  las	
  proteínas,	
  RsbP-­‐PAS,	
  RsbP,	
  PAS-­‐HPK	
  	
  y	
  

PAS-­‐PASalt-­‐PPM	
   fueron	
   sintetizados	
   en	
   Integrated	
   DNA	
   Technologies.	
   Los	
   reactivos	
  

para	
  PCR	
  correspondían	
  a	
   las	
  marcas	
  Thermo	
  Scientific	
  y	
  Sigma	
  Aldrich,	
  mientras	
  que	
  

las	
   enzimas	
   de	
   restricción	
   fueron	
   de	
   las	
   marcas	
   Thermo	
   Scientific	
   y	
   New	
   England	
  

Biolabs.	
  La	
  enzima	
  T4	
  DNA	
  ligasa	
  fue	
  de	
  la	
  marca	
  Thermo	
  Scientific	
  e	
  Invitrogen.	
  Para	
  el	
  

crecimiento	
   de	
   B.	
   subtilis	
   se	
   utilizó	
   el	
   Caldo	
   Nutritivo	
   marca	
   MERCK	
   	
   y	
   para	
   el	
  

crecimiento	
  de	
  Escherichia	
  coli	
  se	
  utilizó	
  el	
  Caldo	
  Luria	
  Bertani	
  (LB)	
  marca	
  USBiological.	
  

	
  

Para	
   la	
   purificación	
   de	
   las	
   proteínas	
   se	
   utilizaron	
   las	
   siguientes	
   columnas	
  

comerciales:	
   GSTrap™	
   HP	
   para	
   Cromatografía	
   por	
   Afinidad,	
   HiTrap™	
   Q	
   HP	
   para	
  

Cromatografía	
   por	
   Intercambio	
   Iónico	
   	
   y	
   Superdex	
   200	
   Increase	
   100/300	
   GL	
   para	
  

Cromatografía	
   por	
   Exclusión	
   de	
   la	
   marca	
   GE	
   Healthcare.	
   Para	
   la	
   Cromatografía	
   por	
  

Afinidad	
  también	
  se	
  utilizó	
  la	
  resina	
  	
  Glutathione	
  Sepharose	
  4B.	
  

	
  

Los	
  equipos	
  que	
  se	
  mencionarán	
  a	
  continuación	
  para	
  el	
  desarrollo	
  de	
  esta	
  tesis	
  

se	
  encuentran	
  en	
  el	
  Laboratorio	
  de	
  Ingeniería	
  Genética	
  y	
  Genómica	
  y	
  los	
  Laboratorios	
  2	
  

y	
  3	
  de	
  Biotecnología,	
  ubicados	
  en	
  la	
  División	
  de	
  Estudios	
  de	
  Posgrado	
  de	
  la	
  Facultad	
  de	
  

Ciencias	
  Químicas	
  de	
  la	
  UANL.	
  Para	
  la	
  amplificación	
  de	
  los	
  genes	
  que	
  codifican	
  para	
  las	
  

proteínas	
   de	
   interés	
   se	
   utilizó	
   el	
   termociclador	
   Corbett	
   Research,	
  modelo	
   CG1-­‐96.	
   El	
  

crecimiento	
   de	
   las	
   bacterias	
   se	
   llevó	
   a	
   cabo	
   utilizando	
   una	
   incubadora	
   con	
   agitación	
  

marca	
   LabTech,	
  modelo	
   LSI-­‐3016.	
   Para	
   la	
   recolección	
   de	
   los	
   sedimentos	
   celulares	
   se	
  

utilizó	
  una	
  microcentrífuga	
  marca	
  Thermo	
  Scientific	
   y	
  una	
  ultracentrífuga	
  Sorval	
   Lynx	
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de	
  Thermo	
  Scientific.	
  Para	
  la	
  visualización	
  de	
  la	
  amplificación	
  de	
  los	
  genes	
  de	
  interés,	
  el	
  

análisis	
   de	
   restricción	
  por	
  medio	
  de	
  geles	
  de	
  agarosa	
   y	
   las	
   electroforesis	
   en	
  geles	
  de	
  

poliacrilamida	
  con	
  gradiente	
  desnaturalizante	
  se	
  llevaron	
  a	
  cabo	
  utilizando	
  una	
  cámara	
  

de	
   electroforesis	
   marca	
   BioRad.	
   	
   La	
   purificación	
   de	
   las	
   proteínas	
   y	
   el	
   estudio	
   de	
   la	
  

estructura	
   cuaternaria	
   se	
   realizó	
   utilizando	
   el	
   equipo	
   Äkta	
   Primeplus,	
  marca	
  General	
  

Electric.	
  

	
  

4.2 	
  	
  	
  	
  	
  Metodología	
  General	
  
	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Creciemiento	
  de	
  
células	
  bacterianas	
  

Extracción	
  de	
  ADN	
  
que	
  codifica	
  para	
  
las	
  proteínas	
  de	
  

interés	
  

Costrucción	
  de	
  
plásmidos	
  

Transformación	
  en	
  
E.	
  coli	
  DH5α	
  

Selección	
  de	
  
Transformantes	
  

Extracción	
  de	
  DNA	
  
plasmídico	
  

Transformación	
  en	
  
E.	
  coli	
  BL21(DE3)	
  

Expresión	
  de	
  
proteínas	
  

Purificación	
  por	
  
Cromatogra�a	
  por	
  

Afinidad	
  

Purificación	
  por	
  
Cromatogra�a	
  por	
  
Intercambio	
  Iónico	
  

Determinación	
  de	
  la	
  
Estructura	
  

Cuaternaria	
  por	
  
Cromatogra�a	
  por	
  

Exclusión	
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4.3 	
  	
  	
  	
  	
  Crecimiento	
  de	
  Bacillus	
  subtilis	
  
	
  

El	
   crecimiento	
   de	
   la	
   cepa	
  B.	
   subtilis	
   	
   (ATCC	
   23857)	
   se	
   llevó	
   a	
   cabo	
   utilizando	
  

Caldo	
  Nutritivo	
  como	
  medio	
  de	
  cultivo.	
  La	
  cepa	
   liofilizada	
   fue	
  reactivada	
  en	
  5	
  mL	
  del	
  

caldo	
   	
   y	
   se	
   incubó	
  a	
  37oC	
   con	
  agitación	
   (200	
   rpm)	
  durante	
  24	
  horas.	
   Posteriormente	
  

este	
  cultivo	
  fue	
  resembrado	
  en	
  un	
  matraz	
  Erlenmeyer	
  de	
  250	
  mL	
  con	
  50	
  mL	
  del	
  medio	
  

de	
  cultivo	
  y	
  se	
  incubó	
  a	
  37oC	
  con	
  agitación	
  (200	
  rpm)	
  hasta	
  que	
  el	
  cultivo	
  alcanzó	
  una	
  

D.O600	
  de	
  1.9.	
  

	
  

4.4 	
  	
  	
  	
  	
  Recolección	
  del	
  sedimento	
  celular	
  de	
  B.	
  subtilis	
  
	
  

La	
  recolección	
  de	
  las	
  células	
  de	
  B.	
  subtilis	
  se	
  realizó	
  en	
  alícuotas	
  de	
  6	
  mL	
  y	
  8	
  mL	
  

del	
  cultivo.	
  Se	
  colocaron	
  en	
  tubos	
  eppendorf	
  de	
  1.5	
  mL	
  y	
  se	
  centrifugaron	
  a	
  13,300	
  rmp	
  

por	
  2	
  minutos	
  hasta	
  completar	
  el	
  volumen	
  deseado.	
  

	
  

4.5 	
  	
  	
  	
  	
  Extracción	
  de	
  DNA	
  Genómico	
  
	
  

La	
  extracción	
  del	
  DNA	
  genómico	
  de	
  B.	
  subtilis	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  por	
  medio	
  del	
  kit	
  

DNEASY	
  BLOOD	
  &	
  TISSUE	
  de	
  QIAGEN	
  utilizando	
  los	
  sedimentos	
  celulares	
  previamente	
  

recolectados.	
   	
   Al	
   ser	
   una	
   bacteria	
   gram	
   positiva,	
   las	
   células	
   fueron	
   previamente	
  

tratadas	
  con	
  una	
  solución	
  amortiguadora	
  de	
  lisis.	
  Posteriormente	
  la	
  visualización	
  de	
  las	
  

bandas	
  se	
   llevó	
  a	
  cabo	
  en	
  un	
  gel	
  de	
  agarosa	
  el	
  0.7%	
  utilizando	
  TAE	
  1x	
  como	
  solución	
  

amortiguadora.	
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Tabla	
  2.	
  Composición	
  de	
  la	
  solución	
  amortiguadora	
  de	
  lisis	
  

Componente	
   Concentración	
  

TRIS	
  pH	
  8.0	
   20	
  mM	
  

EDTA	
   2	
  mM	
  

Triton	
  X-­‐100	
   1.2	
  %	
  

Lisozima	
   20	
  mg/mL	
  

	
  

	
  

4.6 	
  	
  	
  	
  	
  Amplificación	
  de	
  Insertos	
  
	
  

Se	
  diseñaron	
  los	
  diferentes	
  iniciadores	
  delanteros	
  y	
  reversos	
  para	
  cada	
  uno	
  de	
  

los	
   genes	
   a	
   amplificar.	
   	
   Para	
   RsbP-­‐PAS	
   y	
   RsbP	
   se	
   utilizó	
   como	
   ADN	
   molde	
   el	
   ADN	
  

genómico	
  extraído	
  de	
  B.	
  subtilis.	
  En	
  cuanto	
  a	
  PAS-­‐HPK	
  y	
  PAS-­‐PASalt-­‐PPM	
  se	
  utilizaron	
  

como	
  molde	
   los	
  genes	
  que	
  fueron	
  sintetizados	
  por	
  GeneScript.	
  Los	
   iniciadores	
  fueron	
  

diseñados	
  incluyendo	
  el	
  sitio	
  de	
  corte	
  para	
  EcoRI	
  y	
  BamHI	
  para	
  RsbP-­‐PAS,	
  EcoRI	
  y	
  SalI	
  

para	
  RsbP,	
  BamHI	
  y	
  XhoI	
  para	
  PAS-­‐HPK	
  y	
  PAS-­‐PASalt-­‐PPM.	
  La	
  concentración	
  final	
  para	
  

cada	
  uno	
  de	
  los	
  iniciadores	
  fue	
  de	
  20	
  pmoles/μL.	
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Tabla	
  3.	
  Iniciadores	
  usados	
  para	
  la	
  amplificación	
  de	
  RsbP-­‐PAS,	
  RsbP,	
  PAS-­‐HPK	
  y	
  
PAS-­‐PASalt-­‐PPM	
  

	
  

La	
  reacción	
  para	
  la	
  amplificación	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  en	
  tubos	
  para	
  PCR	
  de	
  200	
  μL.	
  

Para	
  la	
  amplificación	
  de	
  RsbP-­‐PAS	
  y	
  RsbP	
  se	
  utilizó	
  la	
  Taq	
  DNA	
  polimerasa	
  de	
  Thermo	
  

Scientific	
   mientras	
   que	
   para	
   PAS-­‐HPK	
   y	
   PAS-­‐PASalt-­‐PPM	
   se	
   utilizó	
   la	
   Accutaq	
   DNA	
  

polimerasa	
  de	
  Sigma	
  Aldrich.	
  	
  

	
   	
  

En	
  las	
  siguientes	
  tablas	
  se	
  muestran	
  las	
  cantidades	
  de	
  reactivos	
  utilizados	
  para	
  

cada	
  reacción	
  de	
  PCR,	
  junto	
  con	
  las	
  condiciones	
  de	
  la	
  reacción	
  en	
  el	
  termociclador.	
  

	
  

	
  

Iniciador	
   Secuencia	
  

RsbP-­‐PAS	
  delantero	
   5’	
  -­‐	
  GGA	
  TCC	
  ATG	
  GAC	
  AAA	
  CAA	
  TTG	
  AAT	
  GAT	
  GCA	
  C	
  –	
  3’	
  

RsbP-­‐PAS	
  reverso	
   5’	
  –	
  GAA	
  TTC	
  TTA	
  TCG	
  CAT	
  TGG	
  AAT	
  CAG	
  AAC	
  	
  ACA	
  ATC	
  –	
  3’	
  

RsbP	
  delantero	
   5’	
  –	
  GAA	
  TTC	
  CCA	
  TGG	
  ACA	
  AAC	
  AAT	
  TGA	
  ATG	
  ATG	
  CAC	
  –	
  3’	
  

RsbP	
  reverso	
   5’	
  –	
  GTC	
  GAC	
  TTA	
  TTT	
  TAC	
  ATC	
  AAC	
  AAT	
  TAT	
  AAA	
  ACA	
  TTC	
  –	
  3’	
  

PAS-­‐HPK	
  delantero	
   5’	
  –	
  GGA	
  TCC	
  ATG	
  GAC	
  AAA	
  CAA	
  CTG	
  AAT	
  GAC	
  G	
  –	
  3’	
  

PAS-­‐HPK	
  reverso	
   5’	
  –	
  CTC	
  GAG	
  TTA	
  AAC	
  CAC	
  CGG	
  ACG	
  CGG	
  G	
  –	
  3’	
  

PAS-­‐PASalt-­‐PPM	
  delantero	
   5’	
  –	
  GGA	
  TCC	
  ATG	
  GAC	
  AAA	
  CAA	
  CTG	
  AAT	
  GAT	
  G	
  –	
  3’	
  

PAS-­‐PASalt-­‐PPM	
  reverso	
   5’	
  –	
  CTC	
  GAG	
  TTA	
  TTT	
  CAC	
  ATC	
  GAC	
  CAG	
  AAT	
  G	
  –	
  3’	
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Tabla	
  4.	
  Componentes	
  y	
  condiciones	
  para	
  la	
  amplificación	
  de	
  RsbP-­‐PAS	
  

Reactivo	
   Cantidad	
   Condiciones	
  

DNA	
  Molde	
   10	
  μL	
   	
  

Desnaturalización	
  Inicial:	
  95	
  oC	
  por	
  2	
  minutos	
  

Desnaturalización:	
  95	
  oC	
  por	
  1	
  minuto	
  

Alineamiento:	
  59	
  oC	
  por	
  1	
  minuto	
  

Elongación:	
  72	
  oC	
  por	
  1.20	
  minutos	
  

30	
  ciclos	
  

Elongación	
  Final:	
  72	
  oC	
  por	
  5	
  minutos	
  

dNTP’s	
   1.5	
  μL	
  

Iniciador	
  delantero	
   3	
  μL	
  

Iniciador	
  reverso	
   3	
  μL	
  

Amortiguador	
  de	
  reacción	
  10x	
   10	
  μL	
  

ADN	
  polimerasa	
   0.5	
  μL	
  

H2O	
  MQ	
   22	
  μL	
  

	
  

	
  

Tabla	
  5.	
  Componentes	
  y	
  condiciones	
  para	
  la	
  amplificación	
  de	
  RsbP	
  

Reactivo	
   Cantidad	
   Condiciones	
  

DNA	
  Molde	
   10	
  μL	
   	
  

Desnaturalización	
  Inicial:	
  95	
  oC	
  por	
  2	
  minutos	
  

Desnaturalizacion:	
  95	
  oC	
  por	
  1	
  minuto	
  

Alineamiento:	
  58	
  oC	
  por	
  1	
  minuto	
  

Elongación:	
  72	
  oC	
  por	
  1.30	
  minutos	
  

40	
  ciclos	
  

Elongación	
  Final:	
  72	
  oC	
  por	
  5	
  minutos	
  

dNTP’s	
   1.5	
  μL	
  

Iniciador	
  delantero	
   3	
  μL	
  

Iniciador	
  reverso	
   3	
  μL	
  

Amortiguador	
  de	
  reacción	
  10x	
   10	
  μL	
  

ADN	
  polimerasa	
   0.5	
  μL	
  

H2O	
  MQ	
   22	
  μL	
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Tabla	
  6.	
  Componentes	
  y	
  condiciones	
  para	
  la	
  amplificación	
  de	
  PAS-­‐HPK	
  y	
  PAS-­‐
PASalt-­‐PPM	
  

Reactivo	
   Cantidad	
   Condiciones	
  

DNA	
  Molde	
   1μL	
   	
  

Desnaturalización	
  inicial:	
  98	
  oC	
  por	
  30	
  segundos	
  

Desnaturalización:	
  94	
  oC	
  por	
  15	
  segundos	
  

Alineación:	
  65	
  oC	
  por	
  20	
  segundos	
  

Elongación:	
  68	
  oC	
  por	
  1.30	
  minutos	
  

30	
  ciclos	
  

Elongación	
  final:	
  68	
  oC	
  por	
  10	
  minutos	
  

	
  

dNTP’s	
   2.5	
  μL	
  

Iniciador	
  delantero	
   3	
  μL	
  

Iniciador	
  reverso	
   3	
  μL	
  

Amortiguador	
  de	
  reacción	
  5x	
   5	
  μL	
  

DMSO	
   1	
  μL	
  

DNA	
  polimerasa	
   0.5	
  μL	
  

H2O	
  MQ	
   34	
  μL	
  

	
  

	
  

4.7 	
  	
  	
  	
  	
  Construcción	
  de	
  plásmidos	
  
	
  

La	
   construcción	
   de	
   los	
   plásmidos	
   se	
   llevó	
   a	
   cabo	
   utilizando	
   el	
   método	
   de	
  

clonación	
   clásico:	
   digestión,	
   ligación,	
   transformación	
   y	
   selección	
   de	
   transformantes	
  

para	
   todas	
   las	
   construcciones	
   de	
  DNA.	
   Se	
   utilizó	
   como	
   vector	
   el	
   plásmido	
  pGEX-­‐4T2,	
  

resistente	
   a	
   ampicilina	
   y	
   el	
   cual	
   contiene	
   la	
   secuencia	
   de	
   la	
   Glutation-­‐S-­‐Transferasa	
  

(GST)	
  utilizada	
  como	
  proteína	
  de	
  fusión.	
  

	
  

Previo	
   a	
   la	
   digestión,	
   el	
   DNA	
   amplificado	
   fue	
   extraído	
  mediante	
   la	
   técnica	
   de	
  

extracción	
  en	
  gel	
  de	
  agarosa	
  utilizando	
  el	
  kit	
  QIAquick	
  Gel	
  Extraction	
  de	
  QIAGEN.	
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4.7.1 Digestión	
  del	
  plásmido	
  pGEX-­‐4T2	
  e	
  Insertos	
  	
  

La	
   digestión	
   se	
   llevó	
   a	
   cabo	
   utilizando	
   las	
   enzimas	
   de	
   restricción	
   EcoRI	
  

(Thermo	
   Scientific)	
   y	
   BamHI	
   (Thermo	
   Scientific)	
   para	
   RsbP-­‐PAS,	
   EcoRI	
   (Thermo	
  

Scientific)	
  y	
  SalI	
  (Thermo	
  Scientific)	
  para	
  RsbP,	
  BamHI	
  (NEB)	
  y	
  XhoI	
  (NEB)	
  para	
  PAS-­‐

HPK	
  y	
  PAS-­‐PASalt-­‐PPM.	
  	
  

	
  

Tabla	
  7.	
  Componentes	
  y	
  condiciones	
  para	
  la	
  digestión	
  del	
  plásmido	
  pGEX-­‐4T2	
  

Componente	
   Cantidad	
   Condiciones	
  

Plásmido	
  (1000	
  ng)	
   4	
  μL	
  

	
  

Incubación	
  a	
  37	
  oC	
  por	
  1	
  

hora	
  

Solución	
  amortiguadora	
  

10x	
  
2	
  μL	
  

H2O	
  MQ	
   11	
  μL	
  

Enzima	
  1	
   1	
  μL	
  

Enzima	
  2	
   1	
  μL	
  
Incubación	
  37	
  oC	
  por	
  1	
  

hora	
  

SAP	
   1	
  μL	
  
Incubación	
  37	
  oC	
  por	
  30	
  

minutos	
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Tabla	
  8.	
  Componentes	
  y	
  condiciones	
  para	
  la	
  digestión	
  del	
  inserto	
  

Componente	
   Cantidad	
   Condiciones	
  

Inserto	
   30	
  μL	
   	
  

	
  

Incubación	
  37	
  oC	
  por	
  2.5	
  

horas	
  

Solución	
  amortiguadora	
  

10x	
  

4	
  μL	
  

Enzima	
  1	
   1	
  μL	
  

Enzima	
  2	
   1	
  μL	
  

H2O	
  MQ	
   4	
  μL	
  

	
  

Para	
   las	
   enzimas	
   de	
   New	
   England	
   Biolabs	
   (NEB)	
   se	
   utilizó	
   la	
   solución	
  

amortiguadora	
   3	
   y	
   2	
   μL	
   de	
   Albúmina	
   de	
   Suero	
   Bovina	
   (BSA)	
   10x,	
   se	
   modificó	
   la	
  

cantidad	
  de	
  H2O	
  MQ	
  y	
  las	
  incubaciones	
  se	
  prolongaron	
  a	
  2	
  horas	
  entre	
  cada	
  adición	
  

de	
  la	
  enzima	
  de	
  restricción	
  y	
  1	
  hora	
  para	
  el	
  SAP.	
  En	
  el	
  caso	
  del	
  inserto	
  la	
  incubación	
  

se	
  prolongó	
  a	
  3.5	
  horas.	
  

	
  

Una	
   vez	
   finalizada	
   la	
   digestión,	
   se	
   realizó	
   la	
   purificación	
   usando	
   el	
   kit	
  

QIAquick	
  Gel	
  Extraction	
  de	
  QIAGEN.	
  

	
  

4.7.2 Ligación	
  del	
  plásmido	
  pGEX-­‐4T2	
  con	
  los	
  Insertos	
  
	
  

La	
   reacción	
  de	
   ligación	
   se	
   llevó	
  a	
   cabo	
  utilizando	
  2	
  μL	
  del	
   plásmido	
  pGEX-­‐

4T2,	
  1	
  μL	
  de	
  solución	
  amortiguadora	
  de	
  ligación	
  10x,	
  1	
  μL	
  de	
  T4	
  DNA	
  ligasa	
  (Thermo	
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Scientific),	
  0-­‐4	
  μL	
  de	
   inserto	
  y	
  de	
  2-­‐6	
  μL	
  de	
  H2O	
  MQ	
  hasta	
  completar	
  un	
  volumen	
  

final	
   de	
   10	
   μL.	
   Dichas	
   reacciones	
   fueron	
   incubadas	
   a	
   37	
   oC	
   por	
   1	
   hora	
   y	
  

posteriormente	
  fueron	
  almacenadas	
  a	
  4	
  	
  oC	
  durante	
  toda	
  la	
  noche.	
  Posteriormente	
  

la	
   ligasa	
   fue	
   desactivada	
  mediante	
   incubación	
   a	
   65	
   oC	
   por	
   10	
  minutos.	
   	
   Para	
   las	
  

ligaciones	
  que	
  se	
  realizaron	
  usando	
  la	
  T4	
  DNA	
  ligasa	
  de	
  Invitrogen	
  se	
  utilizaron	
  2	
  μL	
  

de	
  la	
  solución	
  amortiguadora	
  de	
  ligación	
  5x.	
  Utilizando	
  esta	
  ligasa	
  no	
  fue	
  necesario	
  

desactivar	
  la	
  enzima.	
  

	
  

4.7.3 Transformación	
  en	
  E.	
  coli	
  DH5α	
  
	
  

La	
  transformación	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  en	
  células	
  rubidio-­‐competentes	
  de	
  la	
  cepa	
  

E.	
  coli	
  DH5α,	
  en	
  un	
   tubo	
  eppendorf	
  de	
  1.5	
  mL	
  se	
  colocaron	
  5	
  μL	
  del	
  producto	
  de	
  

ligación	
   más	
   50	
   μL	
   de	
   las	
   células,	
   	
   se	
   incubaron	
   en	
   hielo	
   por	
   30	
   min	
   y	
  

posteriormente	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  el	
  choque	
  térmico	
  a	
  44	
  oC	
  por	
  45	
  segundos,	
  una	
  vez	
  

finalizada	
  la	
  reacción	
  se	
  incubó	
  en	
  hielo	
  por	
  2	
  min.	
  Después	
  se	
  añadieron	
  800	
  μL	
  de	
  

caldo	
  LB	
  y	
  se	
  mezcló	
  suavemente,	
  la	
  reacción	
  se	
  incubó	
  a	
  37	
  oC	
  con	
  agitación	
  (200	
  

rpm)	
  por	
  30	
  minutos.	
  Posteriormente	
  los	
  tubos	
  se	
  centrifugaron	
  a	
  13,300	
  rpm	
  por	
  2	
  

minutos,	
  se	
  retiró	
  el	
  exceso	
  de	
  medio	
  dejando	
  aproximadamente	
  100	
  μL	
  del	
  mismo	
  

en	
  el	
  cual	
  las	
  células	
  fueron	
  resuspendidas	
  y	
  sembradas	
  en	
  placas	
  de	
  LB/Ampicilina	
  

mediante	
  la	
  técnica	
  de	
  extensión	
  por	
  varilla,	
  finalmente	
  las	
  placas	
  se	
  incubaron	
  a	
  37	
  

oC	
  por	
  16	
  horas.	
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4.7.4 Selección	
  de	
  transformantes	
  y	
  extracción	
  de	
  DNA	
  plasmídico	
  
	
  

De	
   las	
   placas	
   con	
   LB/Ampicilina	
   que	
   fueron	
   sembradas	
   previamente	
   se	
  

seleccionaron	
  varias	
  colonias	
  y	
  se	
  inocularon	
  en	
  6	
  mL	
  de	
  caldo	
  LB/Amplicilina	
  y	
  se	
  

cultivaron	
   a	
   37	
   oC	
   con	
   agitación	
   (200	
   rmp)	
   por	
   16	
   horas.	
   Posteriormente	
   se	
  

recolectaron	
   las	
   células	
  en	
   tubos	
  eppendorf	
  de	
  1.5	
  mL	
  mediante	
   centrifugación	
  a	
  

13,300	
  rpm	
  por	
  2	
  minutos.	
  Una	
  vez	
  obtenido	
  el	
  sedimento	
  celular	
  se	
  extrajo	
  el	
  DNA	
  

plasmídico	
  utilizando	
  el	
  kit	
  QIAprep	
  Spin	
  Miniprep	
  de	
  QIAGEN.	
  	
  	
  

	
  

4.7.5 Análisis	
  de	
  Restricción	
  
	
  

Utilizando	
  el	
  DNA	
  plasmídico	
  previamente	
  extraído	
  se	
  realizó	
  un	
  análisis	
  de	
  

restricción	
  para	
  confirmar	
  la	
  presencia	
  del	
  inserto.	
  	
  

	
  

Tabla	
  9.	
  Componentes	
  para	
  el	
  análisis	
  de	
  restricción	
  

Componente	
   Cantidad	
  

DNA	
  plasmídico	
  (1000	
  ng)	
   5	
  μL	
  

Solución	
  amortiguadora	
  10x	
   2	
  μL	
  

Enzima	
  1	
   1	
  μL	
  

Enzima	
  2	
   1	
  μL	
  

H2O	
  MQ	
   11	
  μL	
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Para	
   las	
   enzimas	
   de	
   New	
   England	
   Biolabs	
   se	
   utilizó	
   la	
   solución	
  

amortiguadora	
  3	
  y	
  2	
  μL	
  de	
  BSA	
  10x,	
  se	
  modificó	
  la	
  cantidad	
  de	
  H2O	
  MQ.	
  La	
  reacción	
  

se	
  incubó	
  a	
  37	
  oC	
  por	
  1	
  hora.	
  Posteriormente	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  el	
  análisis	
  mediante	
  un	
  

gel	
  de	
  agarosa	
  0.7%	
  utilizando	
  TAE	
  1x	
  como	
  solución	
  amortiguadora.	
  

	
  

4.8 	
  	
  	
  	
  	
  Expresión	
  de	
  Proteínas	
  

4.8.1 Transformación	
  en	
  E.	
  coli	
  BL21(DE3)	
  
	
  

Utilizando	
  el	
  DNA	
  plasmídico	
  positivo	
  en	
  el	
  análisis	
  de	
  restricción	
  se	
  llevó	
  a	
  

cabo	
   la	
   transformación	
   en	
   la	
   cepa	
   E.	
   coli	
   BL21(DE3)	
   la	
   cual	
   se	
   utiliza	
   para	
   la	
  

expresión	
   de	
   proteínas.	
   En	
   un	
   tubo	
   eppendorf	
   de	
   1.5	
  mL	
   se	
   colocaron	
   20	
   μL	
   de	
  

células	
  rubidio-­‐competentes	
  más	
  1	
  μL	
  (50	
  ng)	
  de	
  DNA	
  plasmídico,	
  	
  se	
  incubaron	
  en	
  

hielo	
  por	
  30	
  min	
  y	
  posteriormente	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  el	
  choque	
  térmico	
  a	
  44	
  oC	
  por	
  45	
  

segundos,	
  una	
  vez	
  finalizada	
   la	
  reacción	
  se	
   incubó	
  en	
  hielo	
  por	
  2	
  min.	
  Después	
  se	
  

añadieron	
  800	
  μL	
  de	
  caldo	
  LB	
  y	
  se	
  mezcló	
  suavemente,	
  la	
  reacción	
  se	
  incubó	
  a	
  37	
  oC	
  

con	
  agitación	
  (200	
  rpm)	
  por	
  30	
  minutos.	
  Posteriormente	
  los	
  tubos	
  se	
  centrifugaron	
  

a	
  13,300	
   rpm	
  por	
  2	
  min,	
   se	
   retiró	
  el	
  exceso	
  de	
  medio	
  dejando	
  aproximadamente	
  

100	
  μL	
  del	
  mismo	
  en	
  el	
  cual	
  las	
  células	
  fueron	
  resuspendidas	
  y	
  sembradas	
  en	
  placas	
  

de	
  LB/Ampicilina	
  mediante	
  la	
  técnica	
  de	
  extensión	
  por	
  varilla,	
  finalmente	
  las	
  placas	
  

se	
  incubaron	
  a	
  37	
  oC	
  por	
  16	
  horas.	
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4.8.2 Expresiones	
  Piloto	
  
	
  

Las	
  expresiones	
  piloto	
  son	
  una	
  herramienta	
  que	
  se	
  utiliza	
  con	
  el	
  objetivo	
  de	
  

corroborar	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  proteína	
  de	
  interés,	
  mediante	
  su	
  visualización	
  en	
  geles	
  

de	
   poliacrilamida.	
   De	
   las	
   placas	
   con	
   células	
   transformadas,	
   se	
   tomaron	
   diversas	
  

colonias	
  las	
  cuales	
  fueron	
  sembradas	
  en	
  un	
  tubo	
  con	
  2	
  mL	
  de	
  caldo	
  LB/Ampcilina	
  y	
  

se	
  incubaron	
  a	
  37	
  oC	
  con	
  agitación	
  (200	
  rpm)	
  hasta	
  que	
  alcanzaran	
  una	
  D.O.600	
  entre	
  

0.4	
  –	
  0.6,	
  cuando	
  los	
  inóculos	
  alcanzaron	
  esta	
  D.O.	
  se	
  agregaron	
  2	
  μL	
  de	
  Isopropil-­‐	
  

β-­‐D-­‐tiogalactopiranósido	
   (IPTG)	
   0.1M	
   alcanzando	
   una	
   concentración	
   final	
   de	
  

0.2mM;	
  después	
  se	
  incubaron	
  a	
  25	
  oC	
  con	
  agitación	
  (200	
  rpm)	
  por	
  16	
  horas	
  (37).	
  	
  

	
  

Para	
   la	
   preparación	
   de	
   las	
   muestras	
   se	
   comenzó	
   con	
   la	
   recolección	
   del	
  

sedimento	
  celular.	
  En	
  un	
   tubo	
  eppendorf	
  de	
  1.5	
  mL	
  se	
  centrifugaron	
   las	
  células	
  a	
  

13,300	
  rpm	
  por	
  2	
  minutos.	
  El	
  sedimento	
  celular	
  se	
  resuspendió	
  en	
  120	
  μL	
  de	
  H2O	
  

MQ	
  después	
  se	
  agregaron	
  40	
  μL	
  de	
  solución	
  amortiguadora,	
  se	
  mezcló	
  y	
  se	
  llevó	
  a	
  

hervir	
  por	
  10	
  minutos.	
  Finalmente	
  los	
  tubos	
  se	
  centrifugaron	
  a	
  13,300	
  rpm	
  por	
  10	
  

minutos.	
  

	
  

Para	
  la	
  visualización	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  las	
  proteínas	
  de	
  interés,	
  se	
  corrió	
  un	
  

gel	
   de	
   poliacrilamida	
   con	
   gradiente	
   desnaturalizante	
   (SDS-­‐PAGE)	
   al	
   12%.	
  Una	
   vez	
  

terminada	
  la	
  electroforesis,	
  el	
  gel	
  de	
  acrilamida	
  se	
  tiñó	
  con	
  Azul	
  de	
  Coomassie.	
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4.8.3 Escalamiento	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  proteínas	
  
	
  

De	
   las	
   expresiones	
   piloto	
   se	
   eligieron	
   las	
   colonias	
   que	
   mostraban	
   mejor	
  

expresión	
   de	
   las	
   proteínas	
   de	
   interés.	
   La	
   expresión	
   se	
   llevó	
   a	
   cabo	
   en	
  matraces	
  

triptinizados	
  de	
  500	
  mL	
  hasta	
  completar	
  un	
  volumen	
  de	
  expresión	
  final	
  de	
  4	
  litros.	
  

	
  

En	
  un	
  matraz	
  triptinizado	
  de	
  500	
  mL	
  se	
  agregaron	
  100	
  mL	
  de	
  caldo	
  LB	
  con	
  

100	
  μL	
  de	
  Ampicilina,	
   los	
  matraces	
   fueron	
   inoculados	
  con	
  un	
  cultivo	
  previamente	
  

crecido	
  de	
  la	
  colonia	
  seleccionada.	
  Los	
  matraces	
  se	
  incubaron	
  a	
  37	
  oC	
  con	
  agitación	
  

(200	
   rpm)	
  hasta	
  que	
   alcanzaron	
  una	
  D.O.600	
   de	
   0.4	
   –	
   0.6,	
   una	
   vez	
   alcanzada	
  esta	
  

D.O.	
  se	
  comenzó	
  la	
  inducción	
  con	
  100	
  μL	
  de	
  IPTG	
  0.1M	
  a	
  30	
  	
  oC	
  con	
  agitación	
  (200	
  

rpm)	
  por	
  16	
  horas.	
  

	
  

Posteriormente	
  se	
  recolectó	
  el	
  sedimento	
  celular	
  en	
   frascos	
  de	
  plástico	
  de	
  

250	
   mL	
   utilizando	
   una	
   centrífuga	
   refrigerada	
   a	
   4	
   oC,	
   8,000	
   rpm	
   por	
   10	
   min.	
  

Finalmente	
  los	
  frascos	
  con	
  el	
  sedimento	
  celular	
  se	
  congelaron	
  a	
  -­‐20	
  oC.	
  

	
  

4.9 	
  	
  	
  	
  	
  Purificación	
  de	
  Proteínas	
  
	
  

Para	
   la	
   purificación	
   de	
   las	
   proteínas	
   se	
   utilizaron	
   dos	
   técnicas	
  

cromatográficas:	
   la	
   primera	
   mediante	
   Cromatografía	
   por	
   Afinidad	
   a	
   GST	
   y	
   la	
  

segunda	
  por	
  Cromatografía	
  por	
  Intercambio	
  Iónico	
  del	
  tipo	
  Aniónico.	
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4.9.1 Lisis	
  celular	
  y	
  obtención	
  de	
  clarificados	
  
	
  

El	
   sedimento	
   obtenido	
   de	
   la	
   expresión	
   de	
   las	
   proteínas	
   de	
   interés	
   fue	
  

resuspendido	
  en	
  30	
  mL	
  de	
  la	
  solución	
  amortiguadora	
  de	
  unión	
  (PBS	
  1x).	
  Las	
  células	
  

resuspendidas	
  en	
  PBS	
  1x	
  fueron	
  lisadas	
  utilizando	
  una	
  cámara	
  de	
  lisado	
  con	
  perlas	
  

de	
   vidrio.	
   El	
   lisado	
   obtenido	
   fue	
   centrifugado	
   a	
   13,300	
   rpm	
   a	
   4	
   oC	
   durante	
   30	
  

minutos.	
  Al	
  finalizar	
  la	
  centrifugación	
  se	
  separó	
  el	
  clarificado	
  para	
  su	
  purificación.	
  

	
  

4.9.2 Purificación:	
  Cromatografía	
  por	
  Afinidad	
  
	
  

La	
   purificación	
   mediante	
   cromatografía	
   por	
   afinidad	
   se	
   llevó	
   a	
   cabo	
  

utilizando	
   la	
   resina	
   comercial	
   Glutathione	
   Sepharose	
   4B	
   de	
   GE	
   Healthcare	
   Life	
  

Experience.	
  

	
  

Para	
   esta	
   cromatografía	
   se	
   utilizaron	
   dos	
   tipos	
   de	
   soluciones	
  

amortiguadoras:	
   la	
   primera	
   que	
   corresponde	
   a	
   una	
   solución	
   amortiguadora	
   de	
  

unión	
   (PBS	
   1x)	
   y	
   la	
   segunda	
   que	
   es	
   una	
   solución	
   amortiguadora	
   de	
   elución.	
   La	
  

composición	
  de	
  cada	
  una	
  de	
  ella	
  se	
  describe	
  en	
  las	
  siguientes	
  tablas.	
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Tabla	
  10.	
  Composición	
  de	
  la	
  solución	
  amortiguadora	
  de	
  unión	
  (PBS	
  1x)	
  

Componente	
   Concentración	
  

NaCl	
   140	
  mM	
  

KCl	
   2.7	
  mM	
  

Na2HPO4	
   10	
  mM	
  

KH2PO4	
   1.8	
  mM	
  

DTT	
   10	
  mM	
  

pH	
  7.3	
  

	
  

	
  

Tabla	
  11.	
  Composición	
  de	
  la	
  solución	
  amortiguadora	
  de	
  elución	
  

Componente	
   Concentración	
  

TRIS	
   50	
  mM	
  

Glutation	
  reducido	
   10	
  	
  mM	
  

DTT	
   10	
  mM	
  

pH	
  8.0	
  

	
  

Una	
   vez	
   obtenidos	
   los	
   clarificados	
   se	
   agregaron	
   3	
   mL	
   de	
   la	
   resina	
  

previamente	
  equilibrada	
  con	
  5	
  volúmenes	
  de	
  PBS	
  1x.	
  La	
  muestra	
  se	
  incubó	
  por	
  30	
  

minutos	
  a	
   temperatura	
  ambiente	
   y	
  posteriormente	
   se	
   colocó	
  en	
  una	
   columna	
  de	
  

plástico.	
   Cuando	
   la	
  muestra	
   ya	
   estaba	
   en	
   la	
   columna	
   se	
   comenzó	
   a	
   lavar	
   con	
   10	
  

volúmenes	
   de	
   PBS	
   1x.	
   Posteriormente	
   se	
   comenzó	
   la	
   elución	
   de	
   la	
   proteína	
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utilizando	
  la	
  solución	
  amortiguadora	
  de	
  elución,	
  la	
  resina	
  se	
  resuspendió	
  en	
  1.5	
  mL	
  

de	
   la	
   solución	
   amortiguadora	
   de	
   elución,	
   se	
   incubó	
   durante	
   10	
   minutos	
   a	
  

temperatura	
  ambiente	
  y	
  se	
  comenzó	
  la	
  elución	
  tomando	
  fracciones	
  de	
  1.5	
  mL,	
  este	
  

proceso	
  de	
  elución	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  6	
  veces.	
  	
  

	
  

4.9.3 Cuantificación	
  de	
  Proteína	
  Total	
  
	
  

Para	
   la	
   cuantificación	
   proteínica	
   se	
   utilizó	
   el	
   método	
   Bradford	
   utilizando	
  

como	
  estándar	
  de	
  referencia	
  la	
  Albúmina	
  de	
  Suero	
  Bovino.	
  Se	
  prepararon	
  distintos	
  

estándares	
  con	
   las	
   siguientes	
  concentraciones:	
  2000,	
  1500,	
  1000,	
  750,	
  500,	
  250	
  y	
  

125	
  μg/mL.	
  	
  

	
  

Tabla	
  12.	
  Composición	
  del	
  reactivo	
  Bradford	
  

Compuesto	
   Concentración	
  

Azul	
  de	
  Coomassie	
  G-­‐250	
   5	
  mg	
  

Etanol	
   2.5	
  mL	
  

Ácido	
  Fosfórico	
   5	
  mL	
  

H2O	
   Completar	
  hasta	
  50	
  mL	
  

Disolver	
  y	
  filtrar	
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El	
   análisis	
   se	
   llevó	
   a	
   cabo	
   en	
   una	
   placa	
   de	
   96	
   posillos,	
   en	
   cada	
   posillo	
   de	
  

colocaron	
  5	
  μL	
  de	
  estándar	
  más	
  250	
  μL	
  del	
  reactivo	
  Bradford,	
  se	
  incubó	
  por	
  5	
  min	
  y	
  

se	
  realizó	
  la	
  medición	
  a	
  630	
  nm.	
  Las	
  fracciones	
  se	
  trataron	
  de	
  la	
  misma	
  manera	
  (5	
  

μL	
  muestra	
  +	
  250	
  μL	
  reactivo).	
  Posteriormente	
  se	
  realizó	
  el	
  análisis	
  y	
  el	
  cálculo	
  para	
  

conocer	
  la	
  concentración	
  proteínica	
  de	
  cada	
  fracción.	
  

	
  

4.9.4 Diálisis	
  para	
  la	
  remoción	
  del	
  exceso	
  de	
  Glutatión	
  
	
  

	
  

Utilizado	
   las	
   fracciones	
   previamente	
   obtenidas	
   se	
   llevó	
   a	
   cabo	
   una	
   diálisis	
  

para	
   eliminar	
   el	
   exceso	
   de	
   Glutatión.	
   Estas	
   fracciones	
   se	
   colocaron	
   en	
   una	
  

membrana	
   para	
   diálisis	
   SnakeSkin	
   Pleated	
   (10K	
   MWCO)	
   y	
   posteriormente	
   se	
  

sumergieron	
   en	
   una	
   solución	
   amortiguadora	
   fría	
   de	
   PBS	
   1x	
   pH	
   7.3.	
   Se	
   hicieron	
   3	
  

diálisis	
  de	
  1	
  hora	
  cada	
  una.	
  

	
  

4.9.5 Remoción	
  de	
  la	
  proteína	
  de	
  fusión	
  

	
  	
  
Para	
   separar	
   la	
   proteína	
   de	
   fusión	
   (GST)	
   de	
   la	
   proteína	
   de	
   interés	
   fue	
  

necesario	
   el	
   uso	
   de	
   una	
   proteasa	
   (Trombina)	
   que	
   rompiera	
   la	
   secuencia	
   de	
  

aminoácidos	
   que	
   existe	
   entre	
   GST	
   y	
   la	
   proteína	
   de	
   interés.	
   Esta	
   proteasa	
   cuya	
  

concentración	
   era	
   de	
   500	
   unidades	
   (U)	
   fue	
   resuspendida	
   en	
   500	
   μL	
   de	
   PBS	
   1X	
  

obteniendo	
  como	
  concentración	
  final	
  1	
  U/μL.	
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En	
  un	
  tubo	
  falcon	
  de	
  15	
  mL	
  se	
  colocan	
  2	
  mL	
  de	
  proteína	
  de	
  fusión-­‐proteína	
  

de	
  interés	
  (fracciones	
  obtenidas	
  de	
  la	
  cromatografía	
  por	
  afinidad)	
  de	
  concentración	
  

conocida	
  y	
  se	
  agregaron	
  las	
  unidades	
  de	
  trombina	
  necesarias	
  para	
  su	
  separación.	
  La	
  

reacción	
  se	
  incubó	
  a	
  22	
  oC	
  durante	
  16	
  horas.	
  Se	
  hicieron	
  muestreos	
  de	
  20	
  μL	
  	
  a	
  la	
  1,	
  

2,	
  4,	
  6	
  y	
  16	
  horas	
  de	
  incubación.	
  Las	
  muestras	
  se	
  analizaron	
  por	
  SDS-­‐PAGE.	
  

	
  

Una	
  vez	
  que	
  se	
  obtuvo	
   la	
  correcta	
  separación	
  de	
   la	
  proteína	
  de	
  fusión	
  y	
   la	
  

proteína	
  de	
  interés	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  una	
  segunda	
  purificación	
  por	
  afinidad,	
  con	
  el	
  fin	
  

de	
   separar	
   ambas	
   proteínas.	
   Para	
   ésta,	
   se	
   utilizó	
   la	
   misma	
   resina	
   comercial	
  

(Glutathione	
  Sepharose	
  4B)	
  previamente	
  cargada	
  en	
   la	
  columna	
  y	
  se	
  hizo	
  pasar	
   la	
  

muestra,	
  se	
  recolectaron	
  las	
  fracciones	
  no	
  unidas	
  puesto	
  que	
  en	
  esas	
  fracciones	
  se	
  

encontraba	
  la	
  proteína	
  de	
  interés.	
  

	
  

4.9.6 Purificación:	
  Cromatografía	
  por	
  Intercambio	
  Aniónico	
  
	
  

Para	
  esta	
   cromatografía	
   se	
  empleó	
   la	
   columna	
  HiTrap™	
  Q	
  HP	
  utilizando	
  el	
  

equipo	
   Äkta	
   Primeplus.	
   Se	
   equilibró	
   la	
   columna	
   con	
   5	
   volúmenes	
   de	
   la	
   solución	
  

amortiguadora	
  de	
  unión	
  (TRIS	
  50	
  mM	
  pH	
  7.8)	
  con	
  un	
  flujo	
  de	
  0.5	
  mL/minuto	
  a	
  una	
  

presión	
  de	
   0.5	
  MPa.	
   Posteriormente	
   se	
   cargó	
   la	
   columna	
   con	
   la	
  muestra.	
   Para	
   la	
  

elución	
   de	
   la	
   proteína	
   se	
   utilizó	
   una	
   solución	
   amortiguadora	
   de	
   elución	
   (TRIS	
   50	
  

mM,	
  NaCl	
  300	
  mM	
  pH	
  7.8)	
  y	
  se	
  aplicó	
  un	
  gradiente	
  de	
  elución	
  que	
  iba	
  de	
  0-­‐100%	
  de	
  

concentración	
  de	
  solución	
  amortiguadora	
  de	
  elución	
  en	
  un	
  volumen	
  de	
  40	
  mL.	
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4.10 Determinación	
  de	
  la	
  Estructura	
  Cuaternaria	
  
	
  

Para	
   la	
   determinación	
   de	
   la	
   estructura	
   cuaternaria	
   se	
   empleó	
   la	
   columna	
  

Superdex	
  200	
  Increase	
  100/300	
  GL	
  utilizando	
  el	
  equipo	
  Äkta	
  Primeplus.	
  La	
  columna	
  

se	
  equilibró	
  con	
  2	
  volúmenes	
  de	
  columna	
  utilizando	
  una	
  solución	
  amortiguadora	
  de	
  

50	
  mM	
  TRIS,	
  100	
  mM	
  KCl,	
  pH	
  7.5.	
  A	
  través	
  de	
  esta	
  se	
  hicieron	
  pasar	
  una	
  serie	
  de	
  

marcadores	
   de	
   peso	
   molecular	
   conocido,	
   los	
   cuales	
   se	
   muestran	
   en	
   la	
   siguiente	
  

tabla:	
  

	
  

Tabla	
  13.	
  Marcadores	
  de	
  Peso	
  Molecular	
  para	
  Cromatografía	
  de	
  Exclusión	
  por	
  tamaño	
  

Marcador	
  
Peso	
  Molecular	
  

aproximado	
  

Citocromo	
  C	
  de	
  corazón	
  equino	
   12.4	
  kDa	
  

Anhidrasa	
  carbónica	
  de	
  eritrocitos	
  bovinos	
   29	
  kDa	
  

Albúmina	
  de	
  suero	
  bovino	
   66	
  kDa	
  

Alcohol	
  deshidrogenasa	
  de	
  S.	
  cerevisiae	
   150	
  kDa	
  

β-­‐amilasa	
  de	
  batata	
   200	
  kDa	
  

	
  

	
  

Al	
  pasar	
   los	
  marcadores	
  a	
   través	
  de	
   la	
   columna	
  se	
  utilizaron	
   las	
   siguientes	
  

condiciones:	
   presión	
   de	
   1.10	
  MPa	
   y	
   un	
   flujo	
   de	
   0.3	
  mL/minuto.	
   Una	
   vez	
   que	
   se	
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obtuvieron	
   los	
   cromatogramas	
   de	
   elución	
   de	
   los	
   marcadores,	
   se	
   hizo	
   pasar	
   la	
  

muestra	
  por	
  la	
  columna,	
  se	
  obtuvo	
  el	
  cromatograma	
  de	
  elución	
  de	
  cada	
  proteína	
  a	
  

analizar.	
  	
  

	
  

Para	
   la	
  determinación	
  del	
   estado	
  oligomérico	
   se	
  hizo	
  una	
   comparación	
  de	
  

los	
   cromatogramas	
   de	
   elución	
   de	
   los	
   marcadores	
   contra	
   el	
   cromatograma	
   de	
  

elución	
  de	
   la	
  proteína,	
   tomando	
  en	
  cuenta	
   los	
  mL	
  en	
   los	
  que	
  cada	
  proteína	
  eluyó	
  

mostrando	
  un	
  pico	
  de	
  elución	
  (38).	
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CAPÍTULO	
  5	
  
	
  

	
  

5. RESULTADOS	
  
	
  

5.1 	
  	
  	
  	
  	
  Crecimiento	
  de	
  B.	
  subtilis	
  
	
  

	
  

La	
  cepa	
  liofilizada	
  mostró	
  un	
  excelente	
  crecimiento	
  en	
  el	
  caldo	
  nutritivo	
  a	
  las	
  

24	
  horas	
  de	
  incubación	
  permitiendo	
  el	
  escalamiento	
  a	
  50	
  mL	
  del	
  medio	
  de	
  cultivo.	
  

El	
  sedimento	
  celular	
  recolectado	
  se	
  utilizó	
  para	
  la	
  extracción	
  del	
  DNA	
  Genómico.	
  	
  

	
  

5.2 	
  	
  	
  	
  	
  Extracción	
  de	
  DNA	
  genómico	
  
	
  
	
  

La	
  extracción	
  de	
  DNA	
  genómico	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  utilizando	
  dos	
  colecciones	
  de	
  

sedimento	
  de	
   la	
  cepa,	
  el	
  primero	
  de	
  6	
  mL	
  y	
  el	
  segundo	
  de	
  8	
  mL.	
  Debido	
  a	
  que	
  es	
  

una	
  bacteria	
  gram	
  postiva,	
  presenta	
  una	
  gruesa	
  capa	
  de	
  peptidoglicano	
  en	
  su	
  pared	
  

celular	
  es	
  por	
  eso	
  que	
  previamente	
  a	
  la	
  extracción,	
  los	
  sedimentos	
  fueron	
  tratados	
  

con	
  una	
  solución	
  de	
  lisis	
  la	
  cual	
  contenía	
  lisozima,	
  enzima	
  encargada	
  de	
  romper	
  la	
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pared	
  celular.	
  Una	
  vez	
  que	
  finalizó	
  este	
  tratamiento	
  se	
  continuó	
  con	
  el	
  protocolo	
  de	
  

extracción.	
  En	
   la	
  Figura	
  8	
  se	
  observa	
  el	
  DNA	
  genómico	
  mediante	
  electroforesis	
  en	
  

gel	
  de	
  agarosa	
  al	
  0.7%.	
  En	
  el	
  carril	
  1	
  se	
  encuentra	
  el	
  marcador	
  de	
  peso	
  molecular	
  

1Kb;	
  en	
  el	
  carril	
  2	
  la	
  banda	
  correspondiente	
  al	
  DNA	
  genómico	
  extraído	
  de	
  6	
  mL	
  de	
  

sedimento	
   celular	
   y	
   en	
   el	
   carril	
   3	
   el	
   DNA	
   genómico	
   extraído	
   de	
   8	
  mL	
   del	
  mismo	
  

cultivo.	
  

	
  

	
  

Figura	
  8.	
  Extracción	
  de	
  DNA	
  Genómico	
  de	
  B.	
  subtilis	
  en	
  gel	
  de	
  agarosa	
  al	
  0.7%.	
  En	
  el	
  carril	
  1	
  se	
  
encuentra	
  el	
  marcador	
  de	
  peso	
  molecular,	
  seguido	
  del	
  DNA	
  genómico	
  extraído	
  a	
  partir	
  de	
  6	
  
mL	
  de	
  sedimento	
  celular	
  en	
  el	
  carril	
  2,	
  y	
  el	
  carril	
  3	
  muestra	
  el	
  DNA	
  genómico	
  extraído	
  a	
  partir	
  

de	
  8	
  mL	
  de	
  sedimento	
  celular.	
  

	
  

Como	
   se	
   puede	
   apreciar	
   en	
   la	
   Figura10,	
   el	
   DNA	
   genómico	
   obtenido	
   del	
  

sedimento	
  celular	
  de	
  8	
  mL	
  mostró	
  una	
  banda	
  mucho	
  más	
  gruesa,	
   lo	
  que	
   indica	
   la	
  

presencia	
  de	
  una	
  mayor	
  cantidad	
  de	
  DNA	
  genómico	
  con	
  respecto	
  a	
   la	
  banda	
  de	
  6	
  

mL	
  de	
  sedimento.	
  Por	
  lo	
  tanto	
  los	
  siguientes	
  experimentos	
  se	
  realizaron	
  utilizando	
  

el	
  DNA	
  genómico	
  obtenido	
  del	
  sedimento	
  celular	
  de	
  8	
  mL	
  de	
  cultivo.	
  

DNA	
  genómico	
  
Bacillus	
  subtilis	
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5.3 	
  	
  	
  	
  	
  Amplificación	
  de	
  Insertos	
  
	
  

A	
  continuación	
  se	
  muestran	
  las	
  amplificaciones	
  de	
  RsbP-­‐PAS	
  y	
  RsbP	
  a	
  partir	
  

del	
  DNA	
  genómico	
  extraído	
  de	
  B.	
  subtilis	
  (Figura	
  9).	
  Mediante	
  el	
  gel	
  de	
  agarosa	
  se	
  

logra	
  observar	
  la	
  aparición	
  de	
  las	
  bandas	
  correspondientes	
  a	
  cada	
  uno	
  de	
  los	
  genes	
  

amplificados.	
  Para	
  RsbP-­‐PAS	
  (Carril	
  2)	
  se	
  observa	
  una	
  banda	
  ancha	
  mostrando	
  una	
  

excelente	
  amplificación	
  que	
  coincide	
  con	
  el	
  peso	
  correcto	
  (330	
  pb),	
  sin	
  embargo,	
  en	
  

el	
  caso	
  de	
  RsbP	
  (carril	
  3),	
  la	
  banda	
  fue	
  muy	
  delgada	
  y	
  tenue,	
  por	
  lo	
  que	
  se	
  decidió	
  

repetir	
   la	
   amplificación.	
   En	
   los	
   carriles	
   4	
   y	
   5	
   se	
   colocaron	
   controles	
   negativos,	
   el	
  

primero	
  sin	
  polimerasa	
  y	
  el	
  segundo	
  sin	
  DNA	
  molde.	
  

	
  

	
  

Figura	
  9.	
  Amplificación	
  de	
  RsbP-­‐PAS	
  	
  y	
  RsbP	
  en	
  gel	
  de	
  agarosa	
  al	
  0.7%.	
  El	
  carril	
  1	
  muestra	
  el	
  
marcador	
  de	
  peso	
  molecular,	
  en	
  el	
  carril	
  2	
  se	
  encuentra	
  la	
  amplificación	
  de	
  RsbP-­‐PAS,	
  en	
  el	
  
carril	
  3	
  la	
  amplificación	
  de	
  RsbP,	
  y	
  en	
  los	
  carriles	
  4	
  y	
  5	
  se	
  encuentran	
  los	
  controles	
  negativos,	
  

sin	
  enzima	
  y	
  sin	
  DNA	
  molde	
  respectivamente.	
  

	
  

	
  

RsbP-­‐PAS	
  (330	
  pb)	
  

RsbP	
  (1,212	
  pb)	
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Para	
  la	
  nueva	
  amplificación	
  de	
  RsbP	
  se	
  aumentó	
  la	
  concentración	
  de	
  Mg++,	
  el	
  

número	
   de	
   ciclos	
   de	
   la	
   reacción	
   de	
   PCR	
   y	
   se	
   utilizó	
   como	
   DNA	
   molde	
   el	
   DNA	
  

genómico	
   extraído	
   previamente	
   y	
   la	
   primera	
   amplificación	
   del	
   gen.	
   Dichas	
  

amplificaciones	
   se	
   pueden	
   observar	
   en	
   la	
   Figura	
   10.	
   En	
   el	
   carril	
   1	
   se	
   aprecia	
   el	
  

marcador	
  de	
  peso	
  molecular;	
  en	
  el	
  carril	
  dos,	
  la	
  amplificación	
  de	
  RsbP	
  con	
  6	
  μL	
  de	
  

Mg++;	
   en	
   el	
   carril	
   3,	
   la	
   amplificación	
   de	
   RsbP	
   con	
   8	
   μL	
   de	
   Mg++	
   para	
   estas	
   dos	
  

amplificaciones	
  se	
  utilizó	
  el	
  DNA	
  genómico	
  de	
  8	
  mL	
  como	
  DNA	
  molde,	
   finalmente	
  

en	
  el	
  carril	
  4	
  se	
  observa	
  la	
  amplificación	
  de	
  RsbP	
  con	
  6	
  μL	
  de	
  Mg++	
  y	
  utilizando	
  como	
  

DNA	
  molde	
  la	
  primera	
  amplificación	
  del	
  gen.	
  

	
  

	
  

Figura	
  10.	
  Amplificación	
  de	
  RsbP	
  en	
  gel	
  de	
  agarosa	
  al	
  0.7%	
  modificando	
  la	
  cantidad	
  de	
  Mg++	
  y	
  
el	
  número	
  de	
  ciclos	
  en	
  la	
  PCR	
  utilizando	
  como	
  DNA	
  molde	
  el	
  amplificado	
  de	
  RsbP.	
  El	
  carril	
  1	
  
muestra	
  el	
  marcador	
  de	
  peso	
  molecular,	
  seguido	
  de	
  la	
  amplificación	
  de	
  RsbP	
  con	
  6	
  y	
  8	
  μL	
  de	
  
Mg++	
  respectivamente	
  (carriles	
  2	
  y	
  3),	
  y	
  en	
  el	
  carril	
  4	
  la	
  amplificación	
  de	
  RsbP	
  con	
  6	
  μL	
  de	
  

Mg++	
  y	
  utilizando	
  como	
  DNA	
  molde	
  la	
  primera	
  amplificación	
  del	
  gen.	
  

	
  

	
  

RsbP	
  (1,212	
  pb)	
  



	
  

	
   56	
  

Como	
  se	
  muestra	
  en	
  la	
  figura	
  anterior	
  se	
  observa	
  una	
  banda	
  gruesa	
  por	
  

lo	
   tanto	
   se	
   logró	
   mejorar	
   la	
   amplificación	
   de	
   RsbP,	
   además	
   las	
   tres	
   bandas	
  

coinciden	
  con	
  el	
  peso	
  correcto	
  (1212	
  pb).	
  	
  Para	
  los	
  experimentos	
  posteriores	
  se	
  

utilizó	
  la	
  amplificación	
  de	
  RsbP	
  con	
  6	
  μL	
  de	
  Mg++.	
  	
  

	
  

La	
  amplificación	
  del	
  DNA	
  que	
  codifica	
  para	
  las	
  quimeras	
  (PAS-­‐HPK	
  y	
  PAS-­‐

PASalt-­‐PPM)	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  utilizando	
  como	
  DNA	
  molde	
  el	
  DNA	
  plasmídico	
  del	
  

vector	
   pUC57	
   que	
   contenía	
   cada	
   uno	
   de	
   los	
   genes	
   por	
   separado.	
   	
   Las	
  

amplificaciones	
  se	
  muestran	
  en	
  la	
  Figura	
  11,	
  en	
  la	
  cual	
  la	
  amplificación	
  PAS-­‐HPK	
  

se	
  encuentra	
  en	
  el	
  carril	
  2	
  y	
  la	
  amplificación	
  de	
  PAS-­‐PASalt-­‐PPM	
  en	
  el	
  carril	
  3,	
  en	
  

el	
  carril	
  4	
  se	
  encuentra	
  el	
  control	
  negativo	
  sin	
  enzima.	
  

	
  

	
  

Figura	
  11.	
  Amplificación	
  de	
  PAS-­‐HPK	
  y	
  PAS-­‐PASalt-­‐PPM	
  en	
  gel	
  de	
  agarosa	
  al	
  0.7%.	
  El	
  carril	
  1	
  
muestra	
  el	
  marcador	
  de	
  peso	
  molecular,	
  en	
  el	
  carril	
  2	
  la	
  amplificación	
  de	
  PAS-­‐HPK,	
  y	
  en	
  el	
  

carril	
  2	
  la	
  amplificación	
  de	
  PAS-­‐PASalt-­‐PPM.	
  

	
  

PAS-­‐PASalt-­‐PPM	
  (1,311	
  pb)	
  
PAS-­‐HPK	
  (1,152	
  pb)	
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De	
   acuerdo	
   con	
   la	
   figura	
   anterior	
   se	
   logra	
   observar	
   una	
   excelente	
  

amplificación	
   de	
   PAS-­‐HPK	
   y	
   PAS-­‐PASalt-­‐PPM	
   y	
   que	
   además	
   coinciden	
   con	
   los	
  

pesos	
  correctos	
  que	
  son	
  1152	
  pb	
  y	
  1311	
  pb	
  respectivamente.	
  

	
   	
  

	
  

5.4 	
  Análisis	
  de	
  Restricción	
  
	
  

En	
   la	
   Figura	
   12	
   se	
   muestra	
   el	
   análisis	
   de	
   restricción	
   realizado	
   con	
   las	
  

enzimas	
  BamHI	
  y	
  EcoRI	
  para	
  RsbP-­‐PAS	
  y	
  SalI	
  y	
  EcoRI	
  para	
  RsbP,	
   los	
  carriles	
  2-­‐4	
  

corresponden	
  a	
  PAS	
  y	
  los	
  carriles	
  6-­‐10	
  para	
  RsbP.	
  Se	
  puede	
  observar	
  que	
  en	
  el	
  

caso	
  de	
  PAS	
  todos	
  los	
  carriles	
  son	
  positivos	
  ya	
  que	
  se	
  observa	
  el	
  inserto	
  de	
  330	
  

pb	
  entre	
  las	
  bandas	
  de	
  500	
  pb	
  y	
  250	
  pb,	
  sin	
  embargo,	
  para	
  RsbP	
  solo	
  los	
  carriles	
  

8	
  y	
  10	
  son	
  positivos	
  pues	
  solo	
  éstos	
  muestran	
  el	
  inserto	
  de	
  1212	
  pb.	
  	
  

	
  

	
  

Figura	
  12.	
  Análisis	
  de	
  Restricción	
  para	
  RsbP-­‐PAS	
  y	
  RsbP	
  en	
  gel	
  de	
  agarosa	
  al	
  0.7%.	
  El	
  carril	
  1	
  
muestra	
  el	
  marcador	
  de	
  peso	
  molecular,	
  los	
  carriles	
  2	
  –	
  4	
  corresponden	
  al	
  análisis	
  del	
  DNA	
  
plasmídico	
  con	
  el	
  inserto	
  de	
  RsbP-­‐PAS,	
  y	
  los	
  carriles	
  6	
  –	
  10	
  muestran	
  el	
  análisis	
  del	
  DNA	
  

plasmídico	
  con	
  el	
  inserto	
  de	
  RsbP.	
  

	
   	
  

	
   	
   	
  

RsbP	
  (1,212	
  pb)	
  

RsbP-­‐PAS	
  (330	
  pb)	
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La	
  Figura	
  13	
  muestra	
  en	
  análisis	
  de	
  restricción	
  realizado	
  con	
  las	
  enzimas	
  

BamHI	
   y	
   XhoI	
   para	
   PAS-­‐HPK.	
   En	
   el	
   carril	
   1	
   se	
   muestra	
   el	
   marcador	
   de	
   peso	
  

molecular	
  y	
  claramente	
  se	
  observa	
  que	
  solo	
   la	
  muestra	
  del	
  carril	
  2	
  es	
  positiva	
  

pues	
  muestra	
  el	
  inserto	
  de	
  1152	
  pb	
  

	
  

	
  

	
  

Figura	
  13.	
  Análisis	
  de	
  Restricción	
  para	
  PAS-­‐HPK	
  en	
  gel	
  de	
  agarosa	
  al	
  0.7%.	
  En	
  el	
  carril	
  1	
  se	
  
encuentra	
  el	
  marcador	
  de	
  peso	
  molecular,	
  los	
  carriles	
  2-­‐	
  6	
  muestran	
  el	
  muestran	
  el	
  análisis	
  

del	
  DNA	
  plasmídico	
  con	
  el	
  inserto	
  de	
  PAS-­‐HPK.	
  

	
  
	
  
	
  

En	
   la	
   Figura	
   14	
   se	
   muestra	
   el	
   análisis	
   de	
   restricción	
   realizado	
   con	
   las	
  

enzimas	
   BamHI	
   y	
   XhoI	
   para	
   PAS-­‐PASalt-­‐PPM.	
   En	
   el	
   carril	
   1	
   se	
   observa	
   el	
  

marcador	
  de	
  peso	
  molecular,	
  los	
  carriles	
  2	
  –	
  6	
  muestran	
  las	
  diferentes	
  	
  muestras	
  

analizadas	
  se	
  observa	
  que	
  solo	
  la	
  muestra	
  del	
  carril	
  4	
  es	
  positiva	
  pues	
  muestra	
  

el	
  inserto	
  de	
  1311	
  pb.	
  

PAS-­‐HPK	
  
(1152	
  pb)	
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Figura	
  14.	
  Análisis	
  de	
  Restricción	
  para	
  PAS-­‐PASalt-­‐PPM	
  en	
  gel	
  de	
  agarosa	
  al	
  0.7%.	
  En	
  el	
  carril	
  
1	
  se	
  encuentra	
  el	
  marcador	
  de	
  peso	
  molecular,	
  en	
  los	
  carriles	
  2	
  –	
  6	
  muestran	
  el	
  análisis	
  del	
  

DNA	
  plasmídico	
  con	
  el	
  inserto	
  de	
  PAS-­‐PASalt-­‐PPM.	
  

	
  
	
  
	
   	
   Otra	
  manera	
  para	
  comprobar	
  la	
  presencia	
  de	
  los	
  insertos	
  de	
  las	
  quimeras	
  

dentro	
  del	
  plásmido	
  fue	
  mediante	
  PCR,	
  utilizando	
  el	
  DNA	
  plasmídico	
  positivo	
  para	
   las	
  

quimeras,	
  DNA	
  1	
  para	
  PAS-­‐HPK	
  y	
  DNA	
  3	
  para	
  PAS-­‐PASalt-­‐PPM	
  respectivamente.	
  En	
  el	
  

carril	
  1	
  de	
  la	
  Figura	
  15	
  se	
  puede	
  observar	
  la	
  correcta	
  amplificación	
  para	
  PAS-­‐HPK	
  (1152	
  

pb),	
  en	
  el	
  segundo	
  carril	
  se	
  encuentra	
  el	
  marcador	
  de	
  peso	
  molecular	
  y	
  en	
  el	
  carril	
  3	
  se	
  

observa	
  la	
  amplificación	
  de	
  PAS-­‐PASalt-­‐PPM	
  (1311	
  pb).	
  

	
  

	
  

	
  
Figura	
  15.	
  PCR	
  para	
  la	
  comprobación	
  de	
  los	
  insertos	
  de	
  PAS-­‐HPK	
  y	
  PAS-­‐PASalt-­‐PPM	
  en	
  gel	
  de	
  
agarosa	
  al	
  0.7%.	
  El	
  carril	
  1	
  muestra	
  la	
  amplificación	
  de	
  PAS-­‐HPK,	
  seguido	
  del	
  marcador	
  del	
  

peso	
  molecular	
  en	
  el	
  carril	
  2,	
  y	
  la	
  amplificación	
  de	
  PAS-­‐PASalt-­‐PPM	
  en	
  el	
  carril	
  3.	
  

	
  
	
  
	
  

	
  PAS-­‐PASalt-­‐PPM	
  
(1,311	
  pb)	
  
	
  PAS-­‐HPK	
  	
  
(1,152	
  pb)	
  

PAS-­‐PASalt-­‐PPM	
  
(1,311	
  pb)	
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5.5 	
  	
  	
  	
  	
  Expresión	
  de	
  Proteínas	
  
	
  

5.5.1 Expresión	
  piloto	
  de:	
  RsbP-­‐PAS	
  y	
  RsbP	
  
	
  

Las	
   expresiones	
   piloto	
   se	
   realizaron	
   para	
   seleccionar	
   la	
   colonia	
   que	
  

expresaba	
   mayor	
   cantidad	
   de	
   proteína,	
   para	
   a	
   partir	
   de	
   ella	
   comenzar	
   la	
  

expresión	
  a	
  gran	
  escala.	
  	
  

	
  

La	
  Figura	
  16	
  representa	
  las	
  expresiones	
  piloto	
  para	
  RsbP-­‐PAS	
  y	
  RsbP.	
  En	
  

el	
  carril	
  1	
  se	
  encuentra	
  el	
  marcador	
  de	
  peso	
  molecular,	
  en	
  el	
  carril	
  2,	
  la	
  cepa	
  E.	
  

coli	
  BL21(DE3),	
  los	
  carriles	
  3,	
  4	
  y	
  5	
  corresponden	
  a	
  RsbP-­‐PAS	
  y	
  los	
  carriles	
  6	
  –	
  10	
  

para	
  RsbP.	
  En	
  el	
  caso	
  de	
  RsbP-­‐PAS	
  claramente	
  se	
  puede	
  observar	
  la	
  aparición	
  de	
  

nuevas	
  bandas	
  	
  de	
  proteína	
  en	
  comparación	
  con	
  las	
  que	
  comúnmente	
  expresa	
  

la	
   cepa	
  BL21(DE3).	
   Se	
   logra	
   visualizar	
  que	
   los	
   carriles	
  3	
   y	
  4	
   son	
  positivos	
  para	
  

RsbP-­‐PAS,	
  mostrando	
  la	
  aparición	
  de	
  una	
  nueva	
  banda	
  entre	
  30	
  kDa	
  y	
  40	
  kDa,	
  lo	
  

que	
  coincide	
  con	
  el	
  peso	
  de	
  la	
  proteína	
  que	
  es	
  de	
  aproximadamente	
  38	
  kDa.	
  Por	
  

otro	
  lado,	
  para	
  RsbP	
  todos	
  los	
  carriles	
  son	
  positivos,	
  mostrando	
  la	
  aparición	
  de	
  

una	
   banda	
   entre	
   70	
   kDa	
   y	
   80	
   kDa	
   la	
   cual	
   coincide	
   con	
   el	
   peso	
   de	
   la	
   proteína	
  

RsbP	
  el	
  cual	
  aproximadamente	
  es	
  de	
  72	
  kDa.	
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Figura	
  16.	
  Expresiones	
  piloto	
  para	
  RsbP-­‐PAS	
  y	
  RsbP	
  mediante	
  SDS-­‐PAGE	
  al	
  12%.	
  En	
  el	
  carril	
  2	
  
se	
  observa	
  el	
  control	
  negativo	
  E.	
  coli	
  BL21(DE3),	
  los	
  carriles	
  2-­‐5	
  contienen	
  clonas	
  con	
  RsbP-­‐

PAS,	
  y	
  los	
  carriles	
  6	
  -­‐10	
  contienen	
  clonas	
  con	
  RsbP.	
  	
  

	
  
	
  

La	
  Figura	
  17	
  representa	
  las	
  expresiones	
  piloto	
  para	
  PAS-­‐HPK.	
  En	
  el	
  carril	
  

1	
   se	
   encuentra	
   el	
   marcador	
   de	
   peso	
  molecular,	
   en	
   el	
   carril	
   2,	
   la	
   cepa	
   E.	
   coli	
  

BL21(DE3),	
  los	
  carriles	
  3	
  –	
  8	
  corresponden	
  a	
  las	
  colonias	
  analizadas	
  de	
  PAS-­‐HPK.	
  

Claramente	
   se	
  puede	
  observar	
   la	
   aparición	
  de	
  nuevas	
  bandas	
   	
  de	
  proteína	
  en	
  

comparación	
   con	
   las	
   que	
   comúnmente	
   expresa	
   la	
   cepa	
   BL21(DE3).	
   Se	
   logra	
  

visualizar	
   que	
   los	
   carriles	
   3	
   –	
   8	
   son	
   positivos	
   mostrando	
   la	
   aparición	
   de	
   una	
  

nueva	
  banda	
  entre	
  80	
  kDa	
  y	
  60	
  kDa,	
  lo	
  que	
  coincide	
  con	
  el	
  peso	
  de	
  la	
  proteína	
  

que	
  es	
  de	
  aproximadamente	
  69	
  kDa.	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

GST-­‐RsbP	
  
(72	
  kDa)	
  

GST-­‐RsbP-­‐PAS	
  
(38	
  kDa)	
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Figura	
  17.	
  Expresiones	
  piloto	
  para	
  PAS-­‐HPK	
  mediante	
  SDS-­‐PAGE	
  al	
  10%.	
  El	
  carril	
  2	
  muestra	
  las	
  

proteínas	
  expresadas	
  por	
  E.	
  coli	
  BL21(DE3)	
  que	
  es	
  el	
  control	
  negativo.	
  Los	
  carriles	
  3	
  –	
  8	
  
muestran	
  las	
  aparición	
  de	
  nuevas	
  bandas	
  que	
  corresponden	
  a	
  PAS-­‐HPK.	
  

	
  
	
  

En	
  la	
  Figura	
  18	
  se	
  muestran	
  las	
  expresiones	
  piloto	
  para	
  PAS-­‐PASalt-­‐PPM.	
  

En	
  el	
  carril	
  1	
  se	
  encuentra	
  el	
  marcador	
  de	
  peso	
  molecular,	
  en	
  los	
  carriles	
  2	
  -­‐	
  9	
  se	
  

colocó	
   la	
  fracción	
  soluble	
  e	
   insoluble	
  para	
  cada	
  una	
  de	
   las	
  colonias	
  analizadas,	
  

finalmente	
  en	
  el	
  carril	
  10	
  se	
  colocó	
  el	
  control	
  BL21(DE3).	
  	
  

	
  

Claramente	
   se	
   puede	
   observar	
   la	
   aparición	
   de	
   nuevas	
   bandas	
   de	
  

proteína	
  tanto	
  en	
  la	
  fracción	
  soluble	
  como	
  en	
  la	
  insoluble	
  en	
  comparación	
  con	
  

las	
  que	
  comúnmente	
  expresa	
  la	
  cepa	
  BL21(DE3),	
  se	
  logra	
  visualizar	
  la	
  aparición	
  

de	
  una	
  nueva	
  banda	
  entre	
  80	
  kDa	
  y	
  60	
  kDa	
  que	
  muestra	
  casi	
  el	
  mismo	
  grosor	
  en	
  

ambas	
   fracciones	
   analizadas,	
   dicha	
   banda	
   coincide	
   con	
   el	
   peso	
   de	
   la	
   proteína	
  

que	
  es	
  de	
  aproximadamente	
  74	
  kDa.	
  	
  

	
  

GST-­‐PAS-­‐HPK	
  
(69	
  kDa)	
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Figura	
  18.	
  Expresión	
  Piloto	
  para	
  PAS-­‐PASalt-­‐PPM	
  por	
  SDS-­‐PAGE	
  al	
  10%.	
  Los	
  carriles	
  2,	
  4,	
  6	
  y	
  8	
  
contienen	
  la	
  fracción	
  soluble	
  de	
  diferentes	
  clonas	
  y	
  los	
  carriles	
  3,	
  5,	
  7	
  y	
  9	
  muestran	
  la	
  fracción	
  
insoluble	
  de	
  las	
  mismas	
  clonas	
  seleccionadas.	
  En	
  el	
  carril	
  10	
  se	
  observa	
  el	
  control	
  negativo	
  E.	
  

coli	
  BL21(DE3).	
  	
  

	
  
	
  

Finalmente	
  se	
  seleccionó	
  la	
  colonia	
  de	
  carril	
  3	
  para	
  RsbP-­‐PAS,	
  la	
  colonia	
  

del	
  carril	
  8	
  para	
  RsbP,	
  para	
  PAS-­‐HPK	
   la	
  colonia	
  del	
  carril	
   	
  4	
  y	
  para	
  PAS-­‐PASalt-­‐

PPM	
  la	
  colonia	
  del	
  carril	
  4.	
  Dichas	
  colonias	
  se	
  cultivaron	
  en	
  caldo	
  LB/Ampicilina	
  

a	
  37	
  oC	
  hasta	
  alcanzar	
  una	
  DO.	
  De	
  0.6,	
  finalmente	
  se	
  agregó	
  IPTG	
  como	
  inductor	
  

en	
  una	
  concentración	
  de	
  0.1M.	
  	
  

	
  

Posteriormente	
  se	
  expresaron	
  4	
   litros	
  de	
  cultivo	
  para	
  cada	
  proteína,	
  se	
  

recolectaron	
   las	
   células,	
   se	
   realizaron	
   los	
   lisados	
   con	
   PBS	
   1x	
   y	
   finalmente	
   se	
  

obtuvieron	
  los	
  clarificados,	
  los	
  cuales	
  fueron	
  utilizados	
  para	
  la	
  purificación.	
  

	
  

	
  

	
  

GST-­‐PAS-­‐PASalt-­‐PPM	
  
(74	
  kDa)	
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5.6 	
  	
  	
  	
  	
  Purificación	
  de	
  Proteínas	
  
	
  

5.6.1 Purificación	
  por	
  Cromatografía	
  por	
  Afinidad	
  
	
  

5.6.1.1 Cromatografía	
  por	
  Afinidad:	
  RsbP-­‐PAS	
  
	
  
	
  

Se	
  purificaron	
  30	
  mL	
  del	
  clarificado	
  de	
  proteína	
  (RsbP-­‐PAS)	
  utilizando	
  3	
  

mL	
  de	
  la	
  resina	
  Glutathione	
  Sepharose	
  4B.	
  Una	
  vez	
  que	
  la	
  muestra	
  se	
  unió	
  a	
  la	
  

resina	
   de	
   la	
   columna,	
   ésta	
   fue	
   lavada	
   con	
   10	
   volúmenes	
   con	
   PBS	
   1x,	
  

posteriormente	
   se	
   realizó	
   la	
   elución	
   de	
   la	
   proteína	
   en	
   fracciones	
   de	
   1500	
   μL	
  

cada	
   una.	
   Se	
   obtuvieron	
   6	
   fracciones	
   de	
   esta	
   proteína.	
   El	
   análisis	
   de	
   las	
  

fracciones	
  de	
  elución	
  se	
  muestra	
  en	
  la	
  Figura	
  19.	
  

	
  

	
  

Figura	
  19.	
  Análisis	
  de	
  fracciones	
  de	
  RsbP-­‐PAS	
  por	
  SDS-­‐PAGE	
  al	
  12%.	
  El	
  carril	
  2	
  muestra	
  la	
  
fracción	
  de	
  lavado,	
  en	
  el	
  carril	
  3	
  se	
  observa	
  la	
  fracción	
  no	
  unida,	
  y	
  los	
  carriles	
  4-­‐9	
  las	
  

fracciones	
  de	
  elución	
  de	
  la	
  proteína.	
  

	
   	
   	
  

De	
  acuerdo	
  con	
  la	
  figura	
  anterior	
  en	
  el	
  carril	
  1	
  se	
  encuentra	
  el	
  marcador	
  

de	
  peso	
  molecular,	
  seguido	
  de	
  la	
  fracción	
  de	
  lavado	
  en	
  el	
  carril	
  2,	
  la	
  fracción	
  no	
  

unida	
   en	
   el	
   carril	
   3	
   y	
   los	
   carriles	
   4	
   –	
   9	
   representan	
   las	
   fracciones	
   de	
   elución	
  

GST-­‐RsbP-­‐PAS	
  
(38	
  kDa)	
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obtenidas	
   de	
   la	
   purificación.	
   Como	
   se	
   puede	
   observar	
   la	
   mayor	
   cantidad	
   de	
  

proteína	
   purificada	
   se	
   encuentra	
   en	
   las	
   primeras	
   fracciones	
   de	
   elución	
   y	
  

disminuye	
  en	
  las	
  ultimas	
  fracciones.	
  Además,	
   las	
  bandas	
  coinciden	
  con	
  el	
  peso	
  

molecular	
   esperado	
   que	
   es	
   de	
   38	
   kDa	
   aproximadamente.	
   Es	
   importante	
  

mencionar	
   que	
   las	
   bandas	
   corresponden	
   a	
   la	
   unión	
   proteína	
   de	
   fusión	
   –	
  

proteína	
  de	
  interés,	
  en	
  este	
  caso	
  GST-­‐RsbP-­‐PAS.	
  

	
  

5.6.1.2 Cromatografía	
  por	
  Afinidad:	
  RsbP	
  
	
  
	
  

Para	
  esta	
  proteína	
  también	
  se	
  purificaron	
  30	
  mL	
  de	
  clarificado	
  con	
  3	
  mL	
  

de	
  resina.	
  Al	
  igual	
  que	
  para	
  RsbP-­‐PAS,	
  se	
  obtuvieron	
  6	
  fracciones	
  de	
  elución	
  de	
  

1.5	
  mL	
  cada	
  una.	
  	
  

	
  

La	
  Figura	
  20	
  muestra	
  el	
  SDS-­‐PAGE	
  de	
  la	
  purificación	
  de	
  RsbP.	
  En	
  el	
  carril	
  

uno	
  se	
  encuentra	
  el	
  marcador	
  de	
  peso	
  molecular,	
  el	
  carril	
  2	
  corresponder	
  a	
   la	
  

fracción	
  no	
  unida,	
  en	
  el	
  carril	
  3	
  se	
  encuentra	
  la	
  fracción	
  de	
  lavado	
  y	
  los	
  carriles	
  4	
  

–	
   9	
   contienen	
   las	
   fracciones	
   eluídas	
   de	
   RsbP,	
   además	
   estas	
   bandas	
  

corresponden	
   con	
   el	
   peso	
   molecular	
   deseado	
   que	
   es	
   de	
   72	
   kDa	
  

aproximadamente.	
   Se	
   puede	
   apreciar	
   que	
   las	
   fracciones	
   2	
   y	
   3	
   contienen	
   la	
  

mayor	
  cantidad	
  de	
  proteína.	
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Figura	
  20.	
  Análisis	
  de	
  fracciones	
  de	
  RsbP	
  por	
  SDS-­‐PAGE	
  al	
  12%.	
  El	
  carril	
  2	
  muestra	
  la	
  fracción	
  
no	
  unida,	
  en	
  el	
  carril	
  3	
  se	
  observa	
  la	
  fracción	
  de	
  lavado,	
  y	
  los	
  carriles	
  4-­‐9	
  las	
  fracciones	
  de	
  

elución	
  de	
  la	
  proteína.	
  

	
  

5.6.1.1 Cromatografía	
  por	
  Afinidad:	
  PAS-­‐HPK	
  
	
  
	
  	
  

Se	
  purificaron	
  30	
  mL	
  de	
  clarificado	
  con	
  3	
  mL	
  de	
  resina	
  y	
  se	
  obtuvieron	
  3	
  

fracciones	
  de	
  elución	
  de	
  1.5	
  mL	
  cada	
  una.	
  	
  

	
  

	
  La	
  Figura	
  21	
  muestra	
  el	
  SDS-­‐PAGE	
  al	
  10%	
  de	
  la	
  purificación	
  de	
  PAS-­‐HPK.	
  

En	
   el	
   carril	
   uno	
   se	
   encuentra	
   el	
   marcador	
   de	
   peso	
   molecular,	
   el	
   carril	
   2	
  

corresponde	
  al	
   lisado,	
  en	
  el	
  carril	
  3	
  la	
  fracción	
  no	
  unida,	
  seguida	
  de	
  la	
  fracción	
  

de	
  lavado	
  (Carril	
  4)	
  y	
  los	
  carriles	
  5	
  –	
  7	
  contienen	
  las	
  fracciones	
  eluídas	
  de	
  PAS-­‐

HPK.	
  	
  

	
  

GST-­‐RsbP	
  	
  
(72	
  kDa)	
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Figura	
  21.	
  Análisis	
  de	
  las	
  fracciones	
  de	
  elución	
  de	
  PAS-­‐HPK	
  por	
  SDS-­‐PAGE	
  al	
  10%.	
  El	
  carril	
  2	
  
muestra	
  el	
  lisado	
  de	
  proteínas	
  de	
  E.	
  coli,	
  el	
  carril	
  3	
  muestra	
  la	
  fracción	
  no	
  unida,	
  en	
  el	
  carril	
  

tres	
  se	
  observa	
  la	
  fracción	
  de	
  lavado,	
  y	
  los	
  carriles	
  5-­‐7	
  las	
  fracciones	
  de	
  elución	
  de	
  la	
  proteína.	
  

	
  
	
  
	
  

Se	
  logra	
  observar	
  que	
  en	
  las	
  fracciones	
  de	
  elución	
  se	
  obtiene	
  muy	
  poca	
  

proteína	
   puesto	
   que	
   aparecen	
   bandas	
   muy	
   delgadas.	
   Además	
   se	
   observa	
   la	
  

presencia	
  de	
  la	
  proteína	
  en	
  la	
  fracción	
  no	
  unida	
  (Carril	
  3).	
  	
  

	
  

5.6.1.2 Cromatografía	
  por	
  Afinidad:	
  PAS-­‐PASalt-­‐PPM	
  
	
  
	
  

Para	
   la	
   proteína	
   PAS-­‐PASalt-­‐PPM	
   igualmente	
   se	
   purificaron	
   30	
   mL	
   de	
  

clarificado	
  con	
  3	
  mL	
  de	
  resina.	
  La	
  Figura	
  22	
  muestra	
  el	
  SDS-­‐PAGE	
  al	
  12%	
  de	
  esta	
  

purificación.	
   En	
   el	
   carril	
   uno	
   se	
   encuentra	
   el	
  marcador	
   de	
   peso	
  molecular,	
   el	
  

carril	
  2	
  corresponde	
  al	
   lisado,	
  en	
  el	
  carril	
  3	
   la	
   fracción	
  no	
  unida,	
   seguida	
  de	
   la	
  

	
  	
   GST-­‐PAS-­‐HPK	
  
69	
  kDa)	
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fracción	
  de	
  lavado	
  (Carril	
  3)	
  y	
  los	
  carriles	
  4	
  –	
  8	
  contienen	
  las	
  fracciones	
  eluídas	
  

de	
  PAS-­‐PASalt-­‐PPM.	
  

	
  	
  

	
  

Figura	
  22.	
  Análisis	
  de	
  las	
  fracciones	
  de	
  elución	
  de	
  PAS-­‐PASalt-­‐PPM	
  por	
  SDS-­‐PAGE	
  al	
  12%.	
  El	
  
carril	
  2	
  muestra	
  el	
  lisado	
  de	
  proteínas	
  de	
  E.	
  coli,	
  el	
  carril	
  3	
  muestra	
  la	
  fracción	
  no	
  unida,	
  en	
  el	
  

carril	
  4	
  se	
  observa	
  la	
  fracción	
  de	
  lavado,	
  y	
  los	
  carriles	
  5-­‐8	
  las	
  fracciones	
  de	
  elución	
  de	
  la	
  
proteína.	
  

	
  

Al	
  igual	
  que	
  PAS-­‐HPK	
  se	
  observa	
  la	
  presencia	
  de	
  la	
  proteína	
  en	
  la	
  fracción	
  no	
  

unida	
  (Carril	
  3),	
  al	
  mismo	
  tiempo	
  se	
  logra	
  apreciar	
  que	
  en	
  las	
  fracciones	
  de	
  elución	
  

se	
  obtiene	
  muy	
  poca	
  proteína	
  puesto	
  que	
  aparecen	
  bandas	
  muy	
  delgadas.	
  	
  

	
  

5.6.2 Cuantificación	
  de	
  Proteína	
  Total	
  	
  

Utilizando	
   el	
   método	
   de	
   Bradford	
   se	
   realizó	
   la	
   cuantificación	
   de	
   proteína	
  

total	
   utilizando	
   como	
   estándar	
   la	
   albúmina	
   de	
   suero	
   bovino	
   (39).	
   Obteniendo	
   la	
  

siguiente	
  curva	
  de	
  calibración	
  representada	
  en	
  la	
  Figura	
  23.	
  

	
  	
  
GST-­‐PAS-­‐
PASalt-­‐PPM	
  
(74	
  kDa)	
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Figura	
  23.	
  Curva	
  de	
  calibración	
  para	
  la	
  cuantificación	
  de	
  proteína	
  total	
  utilizando	
  
el	
  método	
  Bradford	
  

	
  

Una	
  vez	
  que	
  se	
  obtuvo	
  la	
  curva	
  de	
  calibración	
  y	
  la	
  ecuación	
  de	
  la	
  recta,	
  

se	
  calculó	
  la	
  cantidad	
  en	
  μg/mL	
  de	
  proteína	
  obtenida.	
  Obteniendo	
  los	
  datos	
  

presentados	
  en	
  la	
  Tabla	
  14.	
  	
  

	
  

Tabla	
  14.	
  Cantidad	
  en	
  μg/mL	
  de	
  proteína	
  obtenida	
  mediante	
  cuantificación	
  por	
  
el	
  método	
  Bradford.	
  Ernst	
  (2010).	
  

Proteína	
   Volumen	
   Concentración	
  

RsbP-­‐PAS	
   9	
  mL	
   78,240	
  μg/mL	
  

RsbP	
   9	
  mL	
   13,168	
  μg/mL	
  

PAS-­‐HPK	
   3.5	
  mL	
   No	
  cuantificable	
  	
  

PAS-­‐PASalt-­‐PPM2	
   5	
  mL	
   No	
  cuantificable	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  
	
  

	
  

y	
  =	
  0.0002x	
  +	
  0.4618	
  
R²	
  =	
  0.980	
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5.6.3 Remoción	
  de	
  la	
  Proteína	
  de	
  Fusión	
  

	
  

Previo	
  a	
  la	
  separación	
  de	
  la	
  proteína	
  de	
  fusión	
  y	
  la	
  proteína	
  de	
  interés	
  	
  se	
  

llevó	
  	
  a	
  cabo	
  una	
  diálisis	
  para	
  remover	
  el	
  exceso	
  de	
  glutatión.	
  Posteriormente,	
  

las	
   fracciones	
   se	
   trataron	
   con	
   trombina	
  para	
   separar	
   la	
  GST	
  de	
   la	
  proteína	
  de	
  

interés	
   ,	
  en	
  este	
  caso,	
  RsbP-­‐PAS.	
  La	
  Figura	
  24	
  muestra	
  el	
  SDS-­‐PAGE	
  al	
  15%	
  de	
  

esta	
  separación.	
  En	
  el	
  carril	
  1	
  se	
  encuentra	
  el	
  marcador	
  de	
  peso	
  molecular,	
  en	
  el	
  

carril	
   2	
   se	
   muestra	
   la	
   proteína	
   sin	
   digerir	
   y	
   los	
   carriles	
   3	
   –	
   7	
   contienen	
   los	
  

muestreos	
  de	
  la	
  separación	
  a	
  la	
  1,	
  2,	
  4,	
  6	
  y	
  16	
  horas	
  de	
  reacción.	
  	
  RsbP-­‐PAS	
  se	
  

encuentra	
   señalada	
   dentro	
   del	
   recuadro	
   y	
   sobre	
   la	
   marca	
   de	
   10	
   kDa	
   que	
  

concuerda	
  con	
  la	
  altura	
  esperada	
  que	
  es	
  de	
  12.44	
  kDa.	
  Se	
  puede	
  observar	
  que	
  la	
  

reacción	
  se	
  lleva	
  a	
  cabo	
  completamente	
  a	
  las	
  6	
  horas	
  de	
  incubación,	
  separando	
  

totalmente	
  la	
  proteína	
  de	
  interés	
  de	
  la	
  proteína	
  de	
  fusión.	
  

	
  

	
  
Figura	
  24.	
  Separación	
  de	
  GST	
  y	
  RsbP-­‐PAS	
  por	
  SDS-­‐PAGE	
  al	
  15%	
  utilizando	
  la	
  proteasa	
  

trombina.	
  En	
  el	
  carril	
  2	
  se	
  muestra	
  la	
  proteína	
  sin	
  digerir	
  (GST-­‐RsbP-­‐PAS),	
  los	
  carriles	
  3-­‐7	
  
muestran	
  la	
  separación	
  de	
  la	
  proteína	
  de	
  fusión	
  y	
  la	
  proteína	
  de	
  interés	
  a	
  diferentes	
  horas	
  de	
  

la	
  reacción	
  

GST	
  (26	
  kDa)	
  

RsbP-­‐PAS	
  
(12.44	
  kDa)	
  

GST-­‐RsbP-­‐PAS	
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Para	
  RsbP	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  la	
  misma	
  reacción	
  de	
  separación	
  obteniendo	
  lo	
  

siguiente	
  (Figura	
  25):	
  en	
  el	
  carril	
  1	
  se	
  encuentra	
  el	
  marcador	
  de	
  peso	
  molecular,	
  

en	
  el	
  carril	
  2	
  se	
  encuentra	
  la	
  proteína	
  sin	
  digerir	
  	
  los	
  carriles	
  3	
  –	
  7	
  contienen	
  los	
  

muestreos	
   de	
   la	
   separación	
   a	
   la	
   1,	
   2,	
   4,	
   6	
   y	
   16	
   horas	
   de	
   reacción.	
   RsbP	
   se	
  

encuentra	
  señalada	
  dentro	
  del	
  recuadro	
  entre	
   los	
  marcadores	
  de	
  40	
  y	
  60	
  kDa,	
  

que	
  corresponde	
  con	
  la	
  altura	
  esperada,	
  pues	
  su	
  peso	
  es	
  de	
  46.03	
  kDa.	
  	
  Al	
  igual	
  

que	
  en	
  la	
  reacción	
  para	
  RsbP-­‐PAS	
  se	
  puede	
  observar	
  que	
  la	
  separación	
  se	
  lleva	
  a	
  

cabo	
  completamente	
  a	
  las	
  5	
  horas	
  de	
  reacción.	
  

	
  

	
  

	
  
	
  
	
  

	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  

Figura	
  25.	
  Separación	
  de	
  GST	
  y	
  RsbP	
  por	
  SDS-­‐PAGE	
  al	
  12%	
  utilizando	
  la	
  proteasa	
  trombina.	
  En	
  
el	
  carril	
  2	
  se	
  muestra	
  la	
  proteína	
  sin	
  digerir	
  (GST-­‐RsbP),	
  los	
  carriles	
  3-­‐7	
  muestran	
  la	
  

separación	
  de	
  la	
  proteína	
  de	
  fusión	
  y	
  la	
  proteína	
  de	
  interés	
  a	
  diferentes	
  horas	
  de	
  la	
  reacción.	
  

	
  
	
  

Una	
   vez	
   que	
   se	
   separaron	
   ambas	
   proteínas	
   (proteína	
   de	
   fusión	
   y	
  

proteína	
  de	
  interés)	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  una	
  segunda	
  purificación	
  por	
  afinidad	
  para	
  

obtener	
   solo	
   la	
   proteína	
   de	
   interés.	
   Se	
   utilizó	
   la	
   misma	
   resina	
   (Glutathione	
  

RsbP	
  (46	
  kDa)	
  

GST	
  (26	
  kDa)	
  

GST-­‐RsbP	
  (72	
  kDa)	
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Sepharose	
   4B)	
   sin	
   embargo	
   ahora	
   se	
   recolectaron	
   las	
   fracciones	
   de	
   lavado,	
  

puesto	
  que	
  a	
  la	
  resina	
  solo	
  se	
  unió	
  la	
  proteína	
  de	
  fusión.	
  	
  

	
  

5.6.4 Purificación	
  por	
  Cromatografía	
  por	
  Intercambio	
  Aniónico	
  

5.6.4.1 Cromatografía	
  por	
  Intercambio	
  Aniónico:	
  RsbP-­‐PAS	
  

	
  	
  

Para	
   esta	
   purificación	
   se	
   utilizaron	
   las	
   fracciones	
   de	
   lavado	
   que	
   se	
  

obtuvieron	
  de	
  la	
  segunda	
  purificación	
  por	
  afinidad.	
  Posterior	
  a	
  la	
  purificación	
  se	
  

llevó	
  a	
  cabo	
  un	
  análisis	
  de	
  las	
  fracciones	
  recolectadas	
  por	
  medio	
  de	
  SDS-­‐PAGE	
  al	
  

15%,	
  obteniendo	
  lo	
  siguiente:	
  

	
  

	
  

Figura	
  26.	
  Análisis	
  de	
  fracciones	
  de	
  RsbP-­‐PAS	
  por	
  SDS-­‐PAGE	
  al	
  15%.	
  Los	
  carriles	
  5-­‐12	
  
corresponden	
  a	
  las	
  fracciones	
  de	
  elución	
  de	
  la	
  proteína	
  RsbP-­‐PAS.	
  	
  

	
  

Como	
  se	
  puede	
  observar	
  en	
  la	
  Figura	
  26	
  las	
  fracciones	
  5	
  –	
  12	
  mostraron	
  

la	
   presencia	
   de	
   una	
   banda	
  mayor	
   a	
   los	
   10	
   kDa,	
   que	
   coincide	
   con	
   el	
   peso	
   de	
  

RsbP-­‐PAS	
   (12.44	
   kDa).	
   	
   En	
   este	
   análisis	
   se	
   puede	
   apreciar	
   la	
   pureza	
   de	
   la	
  

proteína,	
  puesto	
  que	
  es	
  la	
  única	
  banda	
  que	
  aparece	
  en	
  el	
  gel	
  de	
  poliacrilamida.	
  	
  

RsbP-­‐PAS	
  
(12.44	
  kDa)	
  



	
  

	
   73	
  

5.6.4.2 Cromatografía	
  por	
  Intercambio	
  Aniónico:	
  RsbP	
  

	
  

Al	
   igual	
  que	
  para	
  RsbP-­‐PAS	
  se	
  utilizaron	
  las	
  fracciones	
  de	
  lavado	
  que	
  se	
  

obtuvieron	
  de	
  la	
  segunda	
  purificación	
  por	
  afinidad.	
  	
  Al	
  finalizar	
  la	
  purificación	
  se	
  

llevó	
  a	
  cabo	
  un	
  análisis	
  de	
  las	
  fracciones	
  recolectadas	
  por	
  medio	
  de	
  SDS-­‐PAGE	
  al	
  

12%,	
  obteniendo	
  lo	
  siguiente:	
  

	
  

	
  

Figura	
  27.	
  Análisis	
  de	
  las	
  fracciones	
  de	
  RsbP	
  por	
  SDS-­‐PAGE	
  al	
  12%.	
  Los	
  carriles	
  7-­‐10	
  
corresponden	
  a	
  las	
  fracciones	
  de	
  elución	
  de	
  la	
  proteína	
  RsbP.	
  

	
  

Como	
  se	
  puede	
  observar	
  en	
  la	
  Figura	
  27	
  las	
  fracciones	
  7	
  –	
  10	
  mostraron	
  la	
  

presencia	
  de	
  una	
  banda	
  entre	
   los	
  40	
  –	
  60	
  kDa,	
  que	
  coincide	
  con	
  el	
  peso	
  de	
  RsbP	
  

que	
  es	
  de	
  46	
  kDa	
  aproximadamente.	
  	
  En	
  este	
  análisis	
  se	
  puede	
  apreciar	
  la	
  pureza	
  de	
  

la	
  proteína,	
  puesto	
  que	
  es	
  la	
  única	
  banda	
  que	
  aparece	
  en	
  el	
  gel	
  de	
  poliacrilamida.	
  

	
  
	
  
	
  
	
  

RsbP	
  (46	
  kDa)	
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5.7 	
  	
  	
  	
  	
  Determinación	
  de	
  la	
  Estructura	
  Cuaternaria	
  
	
  
	
  

Para	
   la	
   determinación	
   de	
   la	
   estructura	
   cuaternaria	
   se	
   evaluaron	
   los	
  

volúmenes	
   de	
   elución	
   para	
   cada	
   uno	
   de	
   los	
   estándares	
   utilizados.	
   Los	
   cuales	
   se	
  

mostrarán	
  a	
  continuación.	
  

	
  

La	
   Figura	
   28	
   muestra	
   el	
   cromatograma	
   de	
   elución	
   del	
   azul	
   dextrano,	
  

mostrando	
   un	
   máximo	
   pico	
   de	
   absorbancia	
   de	
   82.697	
   mAu	
   al	
   8.494	
   mL.	
   	
   Éste	
  

volumen	
  de	
  elución	
  permitió	
  determinar	
  el	
  volumen	
  muestro	
  de	
  la	
  columna	
  (Vo).	
  

	
  

	
  

Figura	
  28.	
  Cromatograma	
  de	
  elución	
  del	
  Azul	
  Dextrano	
  para	
  la	
  determinación	
  del	
  volumen	
  
muerto	
  (Vo)	
  mediante	
  cromatografía	
  de	
  exclusión	
  por	
  tamaño.	
  

	
  

En	
  la	
  Figura	
  29	
  se	
  muestra	
  el	
  cromatograma	
  de	
  elución	
  del	
  Citocromo	
  C	
  y	
  la	
  	
  	
  

β-­‐amilasa.	
   El	
   primer	
   pico	
   de	
   elución	
   que	
   corresponde	
   a	
   la	
   proteína	
   de	
  mayor	
  

peso	
  molecular	
  (β-­‐amilasa,	
  200	
  kDa)	
  el	
  cual	
  mostró	
  una	
  absorbancia	
  máxima	
  de	
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194.937	
  mAu	
  al	
  11.655	
  mL	
  de	
  elución.	
  El	
  segundo	
  pico	
  de	
  elución	
  corresponde	
  a	
  

la	
   proteína	
   más	
   pequeña	
   (Citocromo	
   C,	
   12.4	
   kDa)	
   el	
   cual	
   mostró	
   una	
  

absorbancia	
  máxima	
  de	
  299.275	
  mAu	
  al	
  18.033	
  mL	
  de	
  elución.	
  

	
  

	
  

Figura	
  29.	
  Cromatograma	
  de	
  elución	
  de	
  los	
  estándares	
  β-­‐amilasa	
  (pico	
  1)	
  y	
  Citocromo	
  C	
  (pico	
  
2)	
  mediante	
  cromatografía	
  de	
  exclusión	
  por	
  tamaño.	
  

	
  
	
  

El	
   siguiente	
   cromatograma	
   (Figura	
   30)	
   muestra	
   la	
   elución	
   de	
   la	
   Alcohol	
  

deshidrogenasa	
   y	
   la	
   Anhidrasa	
   carbónica.	
   El	
   primer	
   pico	
   de	
   elución	
   que	
  

corresponde	
  a	
   la	
  Alcohol	
  deshidrogenasa	
  el	
   cual	
  mostró	
  una	
  absorbancia	
  máxima	
  

de	
  166.178	
  mAu	
  al	
  12.685	
  mL	
  de	
  elución.	
  El	
  segundo	
  pico	
  de	
  elución	
  corresponde	
  a	
  

la	
  Anhidrasa	
  carbónica	
  el	
  cual	
  mostró	
  una	
  absorbancia	
  máxima	
  de	
  205.288	
  mAu	
  al	
  

16.464	
  mL	
  de	
  elución.	
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Figura	
  30.	
  Cromatograma	
  de	
  elución	
  de	
  los	
  estándares	
  Alcohol	
  deshidrogenasa	
  (pico	
  1)	
  y	
  
Anhidrasa	
  carbónica	
  (pico	
  2)	
  mediante	
  cromatografía	
  de	
  exclusión	
  por	
  tamaño.	
  

	
  
	
  

	
  

Figura	
  31.	
  Cromatograma	
  de	
  elución	
  del	
  estándar	
  de	
  Albúmina	
  de	
  Suero	
  Bovino	
  mediante	
  
cromatografía	
  de	
  exclusión	
  por	
  tamaño.	
  

	
  

0 

50 

100 

150 

200 

250 

0 5 10 15 20 25 30 

A
bs

or
ba

nc
ia

 2
54

 n
m

 (m
A

u)
 

mL de elución 

0 

50 

100 

150 

200 

250 

0 5 10 15 20 25 30 

A
bs

or
ba

nc
ia

 2
54

 n
m

 (m
A

u)
 

mL de elución 

1	
  

2	
  



	
  

	
   77	
  

Finalmente	
  en	
  la	
  Figura	
  31	
  se	
  muestra	
  el	
  cromatograma	
  de	
  elución	
  de	
  la	
  

Albúmina	
  de	
  suero	
  bovino	
  la	
  cual	
  mostró	
  una	
  absorbancia	
  máxima	
  de	
  197.563	
  

mAu	
   al	
   14.024	
  mL	
  de	
   elución.	
   	
   Todos	
   los	
   valores	
   obtenidos	
   se	
   resumen	
   en	
   la	
  

Tabla	
  15.	
  

	
  

Tabla	
  15.	
  Valores	
  de	
  Absorbancia	
  y	
  mL	
  de	
  elución	
  de	
  estándares	
  para	
  
determinación	
  de	
  estructura	
  cuaternaria	
  

Estándar	
   Absorbancia	
  (mAu)	
  
Volumen	
  de	
  elución	
  

(Ve)	
  

Azul	
  Dextran	
   82.697	
   8.494	
  

Citocromo	
  C	
   299.275	
   18.033	
  

Anhidrasa	
  carbónica	
   205.288	
   16.464	
  

Albúmina	
   197.563	
   14.024	
  

Alcohol	
  deshidrogenasa	
   166.178	
   12.685	
  

β-­‐amilasa	
   194.937	
   11.655	
  

	
  

	
  

A	
   continuación	
   (Figura	
   32)	
   se	
   muestra	
   la	
   curva	
   de	
   calibración	
   de	
   los	
  

estándares.	
   Para	
   esta	
   gráfica	
   se	
   utilizó	
   la	
   relación	
   Ve/Vo	
   en	
   donde:	
   Ve	
  

corresponde	
  al	
  volumen	
  de	
  elución	
  de	
  cada	
  estándar	
  entre	
  el	
  volumen	
  muerto	
  

(Vo)	
  determinado	
  por	
  el	
  Ve	
  del	
  azul	
  dextran.	
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Figura	
  32.	
  Curva	
  de	
  calibración	
  de	
  estándares	
  de	
  peso	
  molecular	
  conocido.	
  Β-­‐amilasa	
  200	
  
kDa,	
  Alchohol	
  deshidrogenasa	
  150	
  kDa,	
  Albúmina	
  de	
  suero	
  bovino	
  66	
  kDa,	
  Anhidrasa	
  

carbónica	
  29	
  kDa	
  y	
  Citocromo	
  C	
  12.4	
  kDa.	
  

	
  

	
  

El	
   siguiente	
   cromatograma	
   (Figura	
   33)	
   representa	
   la	
   elución	
   de	
   la	
  

proteína	
   RsbP-­‐PAS,	
   el	
   cual	
  mostró	
   una	
   absorbancia	
  máxima	
   de	
   40.98	
  mAu	
   al	
  

17.622	
  mL	
  de	
  elución.	
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Figura	
  33.	
  Cromatograma	
  de	
  exclusión	
  por	
  tamaño	
  de	
  RsbP-­‐PAS.	
  Los	
  símbolos	
  de	
  color	
  negro	
  
indican	
  el	
  volumen	
  de	
  elución	
  de	
  los	
  estándares	
  de	
  referencia,	
  el	
  símbolo	
  rojo	
  indica	
  el	
  

volumen	
  de	
  elución	
  del	
  máximo	
  pico	
  de	
  absorción	
  de	
  la	
  proteína.	
  	
  

	
  

	
  

Al	
  comparar	
  el	
  volumen	
  de	
  elución	
  de	
  RsbP-­‐PAS	
  contra	
  los	
  volúmenes	
  de	
  

elución	
  de	
  los	
  estándares	
  de	
  peso	
  molecular	
  conocido,	
  se	
  puede	
  observar	
  que	
  el	
  

pico	
  de	
  elución	
   se	
  encuentra	
  muy	
   cerca	
  del	
   estándar	
  de	
  12.4	
   kDa;	
   el	
   peso	
  de	
  

RsbP-­‐PAS	
   es	
   de	
   12.44	
   kDa	
   lo	
   que	
   indica	
   que	
   el	
   estado	
   oligomérico	
   de	
   este	
  

dominio	
  sensorial	
  es	
  monómero.	
  

	
  
La	
  Figura	
  34	
  muestra	
  el	
  cromatograma	
  de	
  elución	
  de	
  RsbP,	
  ésta	
  proteína	
  

mostró	
  una	
  absorbancia	
  máxima	
  de	
  40.305	
  mAu	
  al	
  12.447	
  mL	
  de	
  elución.	
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Figura	
  34.	
  Cromatograma	
  de	
  exclusión	
  por	
  tamaño	
  de	
  RsbP.	
  Los	
  símbolos	
  de	
  color	
  negro	
  
indican	
  el	
  volumen	
  de	
  elución	
  de	
  los	
  estándares	
  de	
  referencia,	
  el	
  símbolo	
  rojo	
  indica	
  el	
  

volumen	
  de	
  elución	
  del	
  máximo	
  pico	
  de	
  absorción	
  de	
  la	
  proteína.	
  

	
  
	
  
	
  

Al	
   comparar	
   el	
   volumen	
   de	
   elución	
   de	
   RsbP	
   contra	
   los	
   volúmenes	
   de	
  

elución	
  de	
  los	
  estándares	
  de	
  peso	
  molecular	
  conocido,	
  se	
  puede	
  observar	
  que	
  el	
  

pico	
  de	
  elución	
  se	
  encuentra	
  entre	
  las	
  proteínas	
  de	
  200	
  y	
  150	
  kDa;	
  el	
  peso	
  del	
  

monómero	
  de	
  RsbP-­‐PAS	
  es	
  de	
  46	
  kDa	
  lo	
  que	
  indica	
  que	
  el	
  estado	
  oligomérico	
  de	
  

esta	
  proteína	
  se	
  encuentra	
  como	
  tetrámero.	
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CAPÍTULO	
  6	
  
	
  

	
  

6. DISCUSIÓN	
  DE	
  RESULTADOS	
  
	
  

En	
  este	
  proyecto	
  se	
  llevó	
  a	
  cabo	
  la	
  expresión,	
  purificación	
  y	
  caracterización	
  

de	
   proteínas	
   quiméricas	
   a	
   RsbP-­‐PAS	
   con	
   el	
   objetivo	
   de	
   establecer	
   la	
   relación	
  

estructura-­‐función	
  de	
  dominios	
  Per-­‐ARNT-­‐Sim	
  bacterianos.	
  	
  

	
  

Utilizando	
  diferentes	
  herramientas	
  para	
  la	
  alineación	
  de	
  proteínas,	
  se	
  llevó	
  a	
  

cabo	
   la	
   alineación	
  de	
   todas	
   las	
   proteínas	
   homólogas	
   a	
  RsbP-­‐PAS,	
   lo	
   que	
  permitió	
  

constatar	
  el	
  tamaño	
  que	
  este	
  dominio	
  presenta,	
  los	
  110	
  aminoácidos	
  que	
  cuentan	
  

con	
  5	
  plegamientos	
  β	
  antiparalelos	
  y	
   las	
  presencia	
  de	
  varias	
  α	
  hélices	
   (2).	
  Para	
  el	
  

análisis	
  y	
  construcción	
  de	
  las	
  secuencias	
  de	
  las	
  proteínas	
  quiméricas	
  se	
  tomaron	
  en	
  

cuenta	
   las	
   proteínas	
   recién	
   mencionadas	
   (5).	
   Con	
   el	
   uso	
   de	
   herramientas	
   de	
  

alineación	
  de	
  proteínas	
  se	
  determinó	
  la	
  secuencia	
  del	
  bucle	
  enrollado	
  y	
  la	
  secuencia	
  

de	
   diferentes	
   dominios	
   de	
   respuesta,	
   en	
   este	
   caso	
   fosfatasa	
   (PPM)	
   e	
   histidina	
  

quinasa	
  (HPK).	
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El	
  análisis	
  de	
  la	
  secuencia	
  del	
  bucle	
  enrollado	
  permitió	
  la	
  verificación	
  de	
  las	
  

características	
   que	
   esta	
   secuencia	
   de	
   aminoácidos	
   presenta,	
   entre	
   las	
   cuales	
   se	
  

encuentran	
   que	
   las	
   secuencias	
   contienen	
   7n	
   residuos	
   entre	
   los	
   aminoácidos	
  

aspartato	
  e	
  histidina	
  donde	
  n	
  es	
  igual	
  a	
  3	
  dando	
  un	
  total	
  de	
  21	
  aminoácidos,	
  en	
  esta	
  

secuencia	
   se	
   conservan	
   5	
   alfa	
   hélices,	
   el	
   extremo	
   C-­‐terminal	
   de	
   PAS	
   conserva	
   el	
  

dominio	
  DIT	
  y	
  el	
  aminoácido	
  #21	
  corresponde	
  a	
  una	
  histidina,	
  dichas	
  características	
  

reportadas	
  el	
   año	
  2009	
  por	
  Möglich	
  y	
   colaboradores	
  permitieron	
   la	
   identificación	
  

del	
   bucle	
   enrollado.	
   	
   Estos	
   datos	
   fueron	
  muy	
   importantes,	
   ya	
   que	
   conociendo	
   la	
  

secuencia	
   de	
   este	
   bucle,	
   fue	
   posible	
   diseñar	
   una	
   proteína	
   quimérica	
   (PAS-­‐PASalt-­‐

PPM),	
  puesto	
  que	
  en	
  esta	
  proteína	
  se	
  sustituyó	
  la	
  secuencia	
  del	
  bucle	
  enrollado	
  por	
  

la	
  secuencia	
  del	
  domino	
  PAS1	
  del	
  fitocromo	
  A.	
  Por	
  lo	
  anterior	
  la	
  proteína	
  quimérica	
  

PAS-­‐PASalt-­‐PPM,	
  estuvo	
   formada	
  de	
   la	
   siguiente	
  manera,	
  como	
  dominio	
  sensorial	
  

se	
  utilizó	
   la	
  secuencia	
  de	
  RsbP-­‐PAS,	
  seguido	
  de	
   la	
  secuencia	
  del	
  dominio	
  PAS1	
  del	
  

fitocromo	
  A	
  la	
  cual	
  actuaría	
  como	
  el	
  bucle	
  enrollado	
  y	
  finalmente	
  como	
  dominio	
  de	
  

respuesta	
  la	
  secuencia	
  de	
  la	
  fosfatasa	
  (PPM)	
  de	
  RsbP	
  de	
  B.	
  subtilis.	
  El	
  dominio	
  PAS1	
  

del	
  fitocromo	
  A	
  fue	
  seleccionado	
  debido	
  a	
  que	
  éste	
  es	
  un	
  monómero	
  y	
  no	
  interfiere	
  

con	
  la	
  transducción	
  de	
  señales	
  del	
  fotoreceptor,	
  como	
  ya	
  se	
  había	
  reportado	
  en	
  el	
  

año	
  2006	
  por	
  Kim	
  y	
  colaboradores	
  	
  (36).	
  	
  	
  

	
  

La	
  secuencia	
  de	
  la	
  segunda	
  proteína	
  quimérica,	
  PAS-­‐HPK	
  está	
  formada	
  por	
  la	
  

secuencia	
  del	
  dominio	
  RsbP-­‐PAS,	
  seguida	
  de	
  la	
  secuencia	
  del	
  bucle	
  enrollado	
  y	
  con	
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dominio	
  de	
  respuesta	
  histidina	
  quinasa	
  de	
  Pseudomonas	
  syringae.	
  Se	
  seleccionó	
  la	
  

secuencia	
  del	
  bucle	
  enrollado	
  de	
  P.	
  syringae	
  debido	
  a	
  que	
  se	
  ha	
  reportado	
  que	
  el	
  

bucle	
   enrollado	
   juega	
   un	
   papel	
   importante	
   en	
   la	
   activación	
   del	
   dominio	
   de	
  

respuesta	
   HPK	
   (31)	
   y	
   por	
   lo	
   tanto	
   la	
   modificación	
   del	
   estado	
   oligomérico	
   de	
   la	
  

proteína	
  (40).	
  Las	
  secuencias	
  de	
  las	
  proteínas	
  se	
  encuentran	
  descritas	
  en	
  el	
  Capítulo	
  

1,	
  Tabla	
  1.	
  

	
  

Para	
  la	
  construcción	
  de	
  los	
  plásmidos	
  se	
  utilizó	
  el	
  plásmido	
  pGEX-­‐4T2	
  como	
  

vector,	
   el	
   cual	
   contiene	
   la	
   secuencia	
   de	
   la	
   proteína	
   de	
   fusión	
   Glutatión	
   S-­‐

transferasa.	
   Recientemente	
   se	
   ha	
   propuesto	
   el	
   uso	
   de	
   estas	
   proteínas	
   ya	
   que	
  

facilitan	
   la	
   purificación	
   de	
   proteínas	
   de	
   interés	
   mediante	
   cromatografía	
   por	
  

afinidad,	
   además	
   se	
   ha	
   reportado	
   que	
   GST	
   promueve	
   la	
   producción	
   de	
   proteína	
  

soluble	
  en	
  E.	
  coli	
  	
  sin	
  embargo,	
  dependiendo	
  de	
  la	
  proteína	
  de	
  interés,	
  puede	
  llegar	
  

a	
  formar	
  cuerpos	
  de	
  inclusión	
  (41).	
  	
  

	
  

En	
   las	
   Figuras	
   16	
   -­‐	
   18	
   se	
   observan	
   las	
   expresiones	
   piloto	
   de	
   las	
   proteínas	
  

RsbP-­‐PAS,	
  RsbP,	
  PAS-­‐HPK	
  y	
  PAS-­‐PASalt-­‐PPM,	
  estos	
  geles	
  de	
  poliacrilamida	
  muestran	
  

que	
   es	
   posible	
   obtener	
  mucha	
   proteína	
   soluble	
   utilizando	
  GST	
   como	
   proteína	
   de	
  

fusión.	
  Estos	
  altos	
  niveles	
  de	
  expresión	
  se	
  pueden	
  comprobar	
  en	
  la	
  Figura	
  19	
  donde	
  

se	
   observa	
   la	
   purificación	
   de	
   RsbP-­‐PAS,	
   mostrando	
   un	
   alto	
   rendimiento	
   en	
   la	
  

purificación,	
  así	
  mismo,	
  esto	
  se	
  puede	
  comprobar	
  nuevamente	
  en	
  la	
  purificación	
  de	
  

RsbP	
  (Figura	
  20).	
  	
  Sin	
  embrago,	
  la	
  desventaja	
  del	
  uso	
  de	
  esta	
  proteína	
  de	
  fusión	
  se	
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presentó	
   durante	
   la	
   expresión	
   de	
   la	
   quimera	
   PAS-­‐PASalt-­‐PPM	
   (Figura	
   18)	
   ya	
   que	
  

mostró	
   una	
   alta	
   producción	
   de	
   cuerpos	
   de	
   inclusión,	
   los	
   cuales	
   representan	
  

proteína	
  mal	
  plegada	
  e	
  insoluble.	
  Esto	
  se	
  puede	
  resolver	
  con	
  sistemas	
  de	
  expresión	
  

que	
  favorezcan	
  aún	
  más	
   la	
  solubilidad	
  de	
   la	
  proteína,	
  por	
  ejemplo	
  utilizando	
  MBP	
  

(Proteína	
  de	
  Unión	
  a	
  la	
  Maltosa)	
  como	
  proteína	
  de	
  fusión	
  o	
  el	
  dominio	
  de	
  unión	
  a	
  la	
  

quitina	
  (42),	
   (43),	
   (44).	
   	
  O	
  mejorando	
   las	
  condiciones	
  de	
  expresión	
  de	
   la	
  proteína,	
  

por	
   ejemplo	
   modificando	
   la	
   temperatura	
   de	
   inducción	
   y	
   la	
   concentración	
   del	
  

inductor	
  (45).	
  

	
  

Un	
   inconveniente	
   que	
   se	
   presentó	
   fue	
   la	
   deficiencia	
   en	
   la	
   unión	
   de	
   las	
  

proteínas	
  a	
  la	
  resina.	
  	
  Durante	
  la	
  purificación	
  mediante	
  cromatografía	
  por	
  afinidad,	
  

las	
   proteínas	
   quiméricas	
   PAS-­‐HPK	
   (Figura	
   21)	
   y	
   PAS-­‐PASalt-­‐PPM	
   (Figura	
   22)	
  

presentaron	
   este	
   problema,	
   puesto	
   que	
   se	
   puede	
   observar	
   la	
   presencia	
   de	
   la	
  

proteína	
  en	
  la	
  fracción	
  no	
  unida,	
  lo	
  que	
  indica	
  que	
  la	
  proteína	
  de	
  fusión	
  no	
  se	
  está	
  

uniendo	
   correctamente	
  a	
   la	
   resina.	
   Esto	
  pudo	
  deberse	
   a	
  diferentes	
   factores	
   tales	
  

como	
  una	
  alta	
  concentración	
  de	
  proteína	
  en	
  el	
  lisado,	
  lisis	
  celular	
  severa,	
  formación	
  

de	
   canales	
   entre	
   la	
   resina	
   lo	
   cual	
   permite	
   que	
   la	
   proteína	
   no	
   se	
   adhiera,	
  

disminución	
  de	
  la	
  capacidad	
  de	
  unión	
  de	
  la	
  resina	
  y/o	
  altos	
  flujos	
  de	
  lavado	
  (46).	
  	
  

	
  

Para	
  mejorar	
  los	
  rendimientos	
  de	
  purificación	
  de	
  estas	
  proteínas	
  quiméricas	
  

se	
  ha	
  reportado	
  el	
  uso	
  de	
  diferentes	
  proteínas	
  de	
  fusión	
  como	
  SmbP	
  (Small	
  Metal	
  

Binding	
   Protein).	
   Ya	
   que	
   se	
   ha	
   demostrado	
   que	
   produce	
   una	
   alta	
   cantidad	
   de	
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proteína	
   soluble,	
   pocos	
   cuerpos	
   de	
   inclusión,	
   facilita	
   la	
   purificación	
   por	
   IMAC	
  

(Cromatografía	
   de	
   Iones	
   Metálicos	
   Inmovilizados),	
   y	
   al	
   ser	
   una	
   proteína	
   de	
   bajo	
  

peso	
  molecular	
  se	
  obtienen	
  mayores	
  rendimientos	
  de	
  la	
  proteína	
  de	
  interés	
  (47).	
  

	
  

La	
  expresión,	
  purificación	
  y	
  caracterización	
  del	
  dominio	
  PAS	
  de	
  RsbP	
  (RsbP-­‐

PAS),	
   se	
   llevó	
   a	
   cabo	
   con	
   el	
   objetivo	
   de	
   conocer	
   la	
   estructura	
   definida	
   que	
   éste	
  

forma	
   para	
   poder	
   comparar	
   la	
   variación	
   en	
   la	
   estructura	
   cuaternaria	
   de	
   una	
  

proteína	
   completa	
   (RsbP)	
   y	
   la	
   estructura	
   cuaternaria	
   en	
   proteínas	
   quiméricas.	
   El	
  

estudio	
  de	
   la	
  estructura	
  cuaternaria	
  determinó	
  el	
  estado	
  oligomérico	
  del	
  dominio	
  

RsbP-­‐PAS,	
  siendo	
  un	
  monómero	
  de	
  12.44	
  kDa,	
  como	
  se	
  ha	
  observado	
  en	
  estudios	
  

previos	
   los	
   cuales	
   muestran	
   que	
   los	
   dominios	
   PAS	
   se	
   encuentran	
   en	
   forma	
   de	
  

monómero;	
  por	
  ejemplo	
  Reinelt	
  y	
  colaboradores	
  	
  en	
  el	
  2003	
  estudiaron	
  el	
  dominio	
  

PAS	
  del	
  sensor	
  CytA	
  de	
  Klebsiella	
  pneumoniae	
  y	
  determinaron	
  que	
  el	
  dominio	
  PAS	
  

se	
   encuentra	
   como	
   un	
   monómero	
   de	
   15.3	
   kDa	
   (48);	
   otro	
   trabajo	
   con	
   el	
   que	
   se	
  

puede	
   comparar	
   este	
   resultado,	
   es	
   el	
   realizado	
   en	
   el	
   año	
   2013	
   por	
   Purohit	
   y	
  

colaboradores	
  quienes	
  estudiaron	
  la	
  subunidad	
  α1	
  del	
  dominio	
  PAS	
  de	
  sGC	
  (Guanilil	
  

ciclasa	
   soluble)	
   determinando	
  que	
  este	
   dominio	
   PAS	
   también	
   se	
   encuentra	
   como	
  

monómero	
   (49).	
   Estos	
   resultados	
   indican	
   que	
   en	
   general	
   los	
   dominios	
   PAS	
   se	
  

pueden	
  encontrar	
  como	
  monómeros.	
  Además	
  es	
  importante	
  mencionar	
  que	
  todas	
  

estas	
   determinaciones	
   se	
   hicieron	
   utilizando	
   la	
   cromatografía	
   de	
   exclusión	
   por	
  

tamaño,	
  lo	
  que	
  indica	
  que	
  es	
  una	
  técnica	
  efectiva	
  para	
  la	
  determinación	
  del	
  estado	
  

oligomérico	
  de	
  una	
  proteína.	
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RsbP	
  de	
  Bacillus	
  subtilis	
  cuyo	
  monómero	
  tiene	
  un	
  peso	
  molecular	
  de	
  46.03	
  

kDa	
  presenta	
  el	
  estado	
  oligomérico	
  de	
  un	
  tetrámero.	
  Este	
  resultado	
  concuerda	
  con	
  

el	
   reportado	
  en	
  el	
  2011	
  por	
  Nadezhdin,	
  Brody	
  y	
  Price	
   	
  donde	
  se	
  establece	
  que	
  el	
  

monómero	
   RsbP-­‐His-­‐tagged	
   de	
   48	
   kDa	
   se	
   encuentra	
   como	
   tetrámero.	
   La	
  

oligomerización	
  de	
  RsbP,	
  le	
  permitirá	
  presentar	
  un	
  estado	
  activo,	
  esto	
  significa	
  que	
  

el	
  cambio	
  en	
  la	
  estructura	
  cuaternaria	
  es	
  un	
  componente	
  necesario	
  para	
  la	
  función	
  

de	
   la	
   proteína,	
   como	
   ya	
   se	
   ha	
   reportado	
   para	
   histidina	
   quinasa,	
   que	
   se	
   dimeriza	
  

para	
  alcanzar	
  la	
  fosfolización	
  en	
  trans	
  en	
  E.	
  coli	
  (50)	
  y	
  en	
  Saccharomyces	
  cerevisiae	
  

(51).	
  	
  

	
  

Estos	
   resultados	
   indican	
  que	
  RsbP-­‐PAS	
  es	
  un	
  dominio	
   sensorial	
   flexible,	
   ya	
  

que	
   tiene	
   la	
   capacidad	
   de	
   modificar	
   su	
   estructura	
   cuaternaria	
   confiriéndole	
   la	
  

capacidad	
  de	
  formar	
  homodímeros	
  y	
  heterodímeros	
  (49).	
  Como	
  ya	
  se	
  ha	
  reportado,	
  

la	
   presencia	
   de	
   una	
   señal	
   puede	
   alterar	
   un	
   dominio	
   de	
   respuesta	
   mediante	
   un	
  

cambio	
  en	
   la	
  estructura	
   terciaria	
  o	
  el	
   cambio	
  de	
   la	
  estructura	
   cuaternaria	
  en	
  una	
  

proteína	
   (2),	
   (40).	
  Por	
   lo	
  anterior,	
  el	
   cambio	
  en	
   la	
  estructura	
  cuaternaria	
  de	
  estas	
  

proteínas	
  podría	
  desempeñar	
  un	
  papel	
  importante	
  en	
  la	
  transducción	
  de	
  señales.	
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CAPÍTULO	
  7	
  

	
  

	
  

7. CONCLUSIONES	
  
	
  

• Por	
  medio	
  de	
  PCR	
  se	
  logró	
  la	
  correcta	
  amplificación	
  de	
  los	
  genes	
  que	
  codifican	
  

para	
  las	
  proteínas	
  RsbP-­‐PAS,	
  RsbP,	
  PAS-­‐HPK	
  y	
  PAS-­‐PASalt-­‐PPM.	
  	
  

	
  

• Se	
   logró	
  diseñar	
  y	
  construir	
  DNA	
  recombinante	
  para	
   la	
  expresión	
  de	
  proteínas	
  

en	
  Escherichia	
  coli	
  utilizando	
  pGEX-­‐4T2	
  como	
  vector.	
  

	
  

• Se	
   determinó	
   la	
   secuencia	
   del	
   bucle	
   enrollado	
   mediante	
   la	
   alineación	
   de	
  

proteínas,	
  comprobando	
  las	
  características	
  que	
  éste	
  presenta.	
  Además	
  se	
  logró	
  

predecir	
   la	
   secuencia	
  de	
  dos	
  dominios	
  de	
   respuesta,	
  histidina	
  quinasa	
   (HPK)	
  y	
  

fosfatasa	
  (PPM),	
  logrando	
  así	
  el	
  diseño	
  de	
  las	
  secuencias	
  para	
  las	
  quimeras.	
  

	
  



	
  

	
   88	
  

• Se	
  obtuvo	
  la	
  correcta	
  expresión	
  en	
  E.	
  coli	
  de	
  las	
  proteínas	
  RsbP-­‐PAS,	
  RsbP,	
  PAS-­‐

HPK	
   y	
   PAS-­‐PASalt-­‐PPM,	
  puesto	
  que	
   se	
  observa	
   la	
   aparición	
  de	
  nuevas	
  bandas	
  

que	
  corresponden	
  al	
  peso	
  molecular	
  deseado.	
  

	
  

• Se	
  logró	
  la	
  purificación	
  de	
  las	
  proteínas	
  RsbP-­‐PAS,	
  RsbP,	
  PAS-­‐HPK	
  y	
  PAS-­‐PASalt-­‐

PPM	
   mediante	
   cromatografía	
   por	
   afinidad,	
   obteniendo	
   una	
   considerable	
  

cantidad	
  de	
  proteína	
  purificada	
  para	
  el	
  caso	
  de	
  RsbP-­‐PAS	
  y	
  RsbP.	
  En	
  el	
  caso	
  de	
  

las	
   quimeras	
   (PAS-­‐HPK	
   y	
   PAS-­‐PASalt-­‐PPM)	
   se	
   obtuvo	
   muy	
   poco	
   producto,	
  

impidiendo	
  la	
  cuantificación	
  de	
  las	
  mismas	
  y	
  su	
  posterior	
  análisis.	
  

	
  

• Se	
   purificaron	
   las	
   proteínas	
   RsbP-­‐PAS	
   y	
   RsbP	
   mediante	
   cromatografía	
   de	
  

intercambio	
  aniónico	
  y	
  cromatografía	
  de	
  exclusión	
  por	
  tamaño,	
  permitiendo	
  la	
  

obtención	
  de	
  proteínas	
  altamente	
  puras.	
  

	
  

• Es	
   posible	
   determinar	
   la	
   estructura	
   cuaternaria	
   o	
   estado	
   oligomérico	
   de	
   una	
  

proteína	
   mediante	
   técnicas	
   tradicionales	
   de	
   cromatografía,	
   en	
   este	
   caso	
  

mediante	
  cromatografía	
  de	
  exclusión	
  por	
  tamaño.	
  	
  

	
  

• RsbP-­‐PAS	
   de	
   Bacillus	
   subtilis	
   presenta	
   un	
   estado	
   oligomérico	
   en	
   forma	
   de	
  

monómero,	
  mientras	
  que	
  RsbP	
  se	
  encuentra	
  como	
  tetrámero.	
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• Es	
  difícil	
  establecer	
  la	
  relación	
  estructura-­‐función	
  de	
  dominios	
  PAS	
  bacterianos	
  

debido	
   a	
   que	
   no	
   se	
   logró	
   la	
   purificación	
   y	
   caracterización	
   de	
   las	
   proteínas	
  

quiméricas	
  propuestas	
  en	
  este	
  proyecto.	
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CAPÍTULO	
  8	
  
	
  
	
  

8. PERSPECTIVAS	
  
	
  
	
  
	
  

Optimizar	
   las	
   condiciones	
   de	
   purificación	
   de	
   las	
   quimeras	
   PAS-­‐HPK	
   y	
   PAS-­‐

PASalt-­‐PPM,	
   para	
   determinar	
   su	
   estructura	
   cuaternaria	
   y	
   establecer	
   la	
   relación	
  

estructura-­‐función	
  de	
   los	
  dominios	
  PAS	
  en	
  bacterias.	
  Así	
  mismo,	
   continuar	
   con	
  el	
  

diseño	
  de	
  proteínas	
  quiméricas	
   con	
  dominos	
  Per-­‐ARNT-­‐Sim	
  y	
  diferentes	
  dominios	
  

de	
  respuesta,	
  modificando	
  la	
  unión	
  entre	
  ellos.	
  

Optimizar	
   el	
   proceso	
   de	
   purificación	
   por	
   afinidad	
   a	
   GST	
   o	
   utilizar	
   una	
  

diferente	
  proteína	
  de	
  fusión	
  que	
  disminuya	
  la	
  formación	
  de	
  cuerpos	
  de	
  inclusión	
  y	
  

con	
   esto	
  mejorar	
   la	
   expresión	
   y	
   purificación	
   de	
   dichas	
   proteínas	
   quiméricas,	
   por	
  

ejemplo	
  CuSF	
  o	
  SmbP.	
  

Realizar	
  ensayos	
  de	
  interacción	
  entre	
  proteínas,	
  por	
  ejemplo,	
  ensayos	
  entre	
  

proteínas	
  quiméricas	
  de	
  RsbP-­‐PAS	
  con	
  RsbQ,	
  mediante	
  un	
  sistema	
  doble	
  híbrido,	
  o	
  

ensayos	
  con	
  anticuerpos	
  dirigidos	
  a	
  RsbQ	
  y	
  hacer	
  el	
  análisis	
  por	
  Western	
  Blot.	
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CAPÍTULO	
  9	
  

	
  

9. SEGURIDAD	
  EN	
  EL	
  TRABAJO	
  Y	
  DISPOSICIÓN	
  DE	
  RESIDUOS	
  
	
  
	
  
	
  
La	
   disposición	
   de	
   los	
   residuos	
   generados	
   durante	
   el	
   presente	
   proyecto	
   fueron	
  

gestionados	
   de	
   acuerdo	
   a	
   los	
   lineamientos	
   establecidos	
   por	
   la	
   Facultad	
   de	
   Ciencias	
  

Químicas	
  de	
  la	
  UANL	
  en	
  el	
  programa	
  de	
  Manejo	
  Integral	
  de	
  Residuos.	
  Dichos	
  residuos	
  

se	
  dispusieron	
  como	
  se	
  muestra	
  en	
  la	
  siguiente	
  tabla:	
  

	
  

Tabla	
  16.	
  Disposición	
  de	
  residuos	
  generados	
  

Residuo	
  Generado	
   Colector	
  

Colector	
  A	
  (Soluciones	
  salinas	
  de	
  pH	
  6	
  –	
  8,	
  

sales,	
  ácidos	
  y	
  bases	
  orgánicas)	
  

Buffer	
  TAE	
  (TRIS,	
  ácido	
  acético,	
  EDTA)	
  

Buffer	
  TGS	
  (TRIS,	
  Glicina,	
  SDS)	
  

Reactivo	
  Bradford	
  

Colector	
  G	
  (Combinaciones	
  orgánicas	
  

sólidas)	
  

Agarosa	
  

Poliacrilamida	
  

Colorantes	
  y	
  Lugol	
   Azul	
  de	
  Coomassie	
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